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Patologia pancreética: La pancreatitis cronica

La pancreatitis crénica (PC) es un proceso inflamatorio crénico del pancreas
caracterizado por una progresiva destruccion del parénquima pancreatico que es
sustituido por tejido fibroso(1). Aunque clasicamente se consideraba una entidad de
caracter irreversible, hoy en dia se sabe que en determinados casos con un
tratamiento adecuado es posible la reversibilidad de la enfermedad(2). La primera
fase de la enfermedad cursa predominantemente con cuadros de dolor, mientras
gue en fases tardias se caracterizan por insuficiencia pancreéatica exocrina que
conduce a malabsorcién y malnutricion, diabetes mellitus secundaria a la PC,
pseudoquistes, estenosis ductal y duodenal y trombosis vascular. La aparicion de
estas complicaciones y otras, como degeneracion neoplasica en las ultimas fases
de la enfermedad, la convierten en una enfermedad con un grave impacto sobre la

calidad de vida de los pacientes(3).

« i DA,
Ductos residuales '#Aasissnme=s

Pancreatitis cronica

Células
Ductales

Células
Acinares

Células
Estrelladas

Figura 1. Esquema representativo de los componentes del pancreas exocrino.Modificado de

Omary y colaboradores, 2007 (4).
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1. Antecedentes Histéricos

El pancreas debido a su localizacion retroperitoneal y en intima relacion con
organos vecinos, como el estbmago, el duodeno o el bazo, es un 6rgano de dificil
acceso quirdrgico y de gran importancia clinica. Fue Herdfilo (335-280 aC.), un
anatomista griego, el primero en hacer una descripcion del pancreas. Unos 400
afios después de Herdfilo, a mediados del siglo 2 dC. Rufo de Efeso (100 dC.), un
famoso anatomista y cirujano, conocido por su tratado de nomenclatura anatdmica,
nombré al 6rgano como “pancreas”y lo diferenci6 de los nddulos linfaticos
mesentéricos. En griego, la palabra maykpeag (pancreas)estd compuesto por mav
(pan-), "todo", y por kpeag (—creas), "carne". Esta palabra ya habia sido utilizada por
Hipdcrates, sin embargo, se utilizaba para designar a todas las glandulas del
cuerpo(5).Hacia mediados del s. XVIII, Wirsung define el conducto pancreatico
principal que lleva su nombre y, posteriormente, Reignier de Graaf descubre la
secrecion pancreatica. Sin embargo, fue Claude Bernard quién identificé la funcion
exocrina del pancreas demostrando que el jugo pancreético juega un papel
fundamental durante la digestion(6). La primera descripcion histolégica del
pancreas la realiz6 Paul Langerhans en 1893(7), concretamente, describe 9 tipos
celulares a lo largo de la glandulasin llegar a formular una hipotesis sobre la
naturaleza de las mismas. En 1893, el histdlogo francés GE Languesse los

denomind “ilots de Langerhans”.

En lo que concierne a las enfermedades inflamatorias del pancreas,antiguamentese
denominaban “cirrosis”, término introducido por Galeno, aunque este término no era
especifico de una enfermedad sino que hacia referencia a un amplio abanico de
enfermedades. Los primeros casos de necrosis pancreatica fueron descritos por
Aubert (1578-1579) yposteriormente Morgani, en 1761, describe el primer
pseudoquiste pancreatico(6).Ya entrado el siglo XIX, Carl von Rokitansky (1865),
publica un trabajo sobre loshallazgos anatémicos propios de la
pancreatitisnecrohemorragica y realiz6 una clasificacion de la pancreatitis en
hemorragica y supurada. A continuacion,N. Friedreich, en 1878, realizé la primera
descripcién anatémica de lo que hoy se conoce como pancreatitis cronica y define
el papel del alcohol en la pancreatitisproponiendo el término de “pancreas

alcohdlico”(8). El 21 de febrero de 1889, un patdlogo de la universidad de Harvard,
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Reginald H. Fitz, publico en el Boston Medical and Surgical Journal, un articulo
donde explicaba los cambios clinicos y anatomopatolégicos de los enfermos
fallecidos de pancreatitis aguda grave, afiadiendo a la clasificacién de Rokitansky,
la forma gangrenosa y la diseminacion de la necrosis adiposa(9). Unos afios mas
tarde, en 1896, Hans Chiari formulala teoria enzimética de la patogenia de esta
enfermedad(10).No fue hasta el afio 1912, cuando W. Kausck realiz6 la primera
duodenopancreatectomia cefélica para el tratamiento del cancer de péancreas,
abriendo la puerta al tratamiento quirargico en la patologia pancreatica.

A mediados de los afios 50, aparecen las primeras clasificaciones de pancreatitis
basadas principalmente en factores morfolégicos. En 1963, el simposio de Marsella
y posteriormente en Cambridge (1983), Marsella (1984) y Atlanta (1992), definen
diferentes tipos de pancreatitis, sus manifestaciones clinicas, la gravedad del
proceso y el tipo de complicaciones, de forma que se consigue una mayor eficacia

en el diagnostico y el tratamiento de la patologia pancreética(11).

Con la identificacion de criterios clinicos y analiticos se ha podido predecir, desde
fases iniciales, la evolucion de la enfermedad en fases agudas. Pero ha sido
gracias a la mejora de las técnicas de imagen, cuando se consiguio llevar a cabo el
diagnostico precoz en formas menos graves de pancreatitis aguda y poder conocer
posibles complicaciones que puedan aparecer a lo largo de la evolucion de la
enfermedad. Con la aparicibn de nuevas técnicas en biologia molecularse han
desarrollado diferentes modelos experimentales que han permitido iniciar el estudio
de los mecanismos intracelulares del proceso fisiopatolégico. Es a partir de 1952
cuando Comfort y colaboradores hablaron por primera vez de la posible
predisposicion genética a la pancreatitis cronica(12), y se iniciaron los estudios

sobre la bases genéticas de la enfermedad(13).

El estudio de la fibrosis pancreética a diferencia del la hepética, es relativamente
nueva, y se basa en estudios previos de la fibrosis en el higado. Fue el patélogo
Karl Wilhelm von Kupffer hace mas de 130 afios, donde en una carta a un colega,
Heinrich von Waldeyer, describe unas células con forma de estrella, “sternezellen”,
gue aparecian en espacios peri-sinusoidales en el higado al tefiirlas con cloruro de
oro(14). Sin embargo, Kupffer no podia asegurar que estas células tuviesen un

origen diferente a los macréfagos del higado. Unos 75 afios después, Ito hizo

Pégina | 11



referencia a unas células que contenian lipidos en su interior y con localizacién
perisinusoidal a las que denomind células de Ito. Finalmente en 1971, Wake y
colaboradores, demostraron que las células estrelladas hepaticas poseain granulos
de vitamina A en su interior y que eran las mismas células que las que describieron

Kupffer y posteriormente 1to(14,4).

En cuanto al estudio de la fibrosis pancreatica, fue en 1982 cuando Nakazo Watari
y colaboradores (Figura 2)(15) estudiaron pancreas de raton mediante
fluorescencia, y observaron que existiannumerosos granulos de vitamina A
concentrados en areas periacinares. En 1990, Ikejiri encontré una florescencia

similar en el pancreas de rata y en el humano(4).

Okajimas Folia Anat. Jpn., 58(4-6) : 837-858, March 1982

Morphological Studies on a Vitamin A-Storing Cell and
its Complex with Macrophage Observed in Mouse
Pancreatic Tissues following Excess
Vitamin A Administration

By
Nakazo WATARI, Yasuakr HOTTA and Yosmiec MABUCHI

The First Department of Anatomy, Nagoya City University
Medical School, Nagoya 467, Japan

—Received for Publication, December 2, 1981—
Key Words: Vitamin A-storing cell, Macrophage (one of mononuclear phagocytes),

Mouse pancreas, Excess vitamin A administration, Phagoevte and vitamin A-storing
cell complex

Figura 2. Articulo escrito por Watari N en 1982. Publicado en Okajimas Folia Anatomica Japonica,
donde describe por primera vez las células estrelladas pancreaticas.

En el afio 1997, Saotome y colaboradores decribieron el ailamiento de células
periacinares con forma similar a un fibroblasto de pancreas humano(16).
Finalmente un afio después, aparecen dos publicaciones donde describen un
método de aislamiento y cultivo de las células estrelladas de pancreas de rata y
humano(17,18). A partir de ese momento han surgido numerosos estudios
centrados en conocer la fisiologia de dichas células. En el afio 2010 tras el analisis
del transcriptoma de células estrelladas pancreaticas y hepéticas (un total de
23.000 genes) se puso de manifiesto que so6lo 29 genes difieren en la expresiéon en

ambos tipos celulares(19). Estos métodos de estudio han proporcionado las
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herramientas necesarias y fundamentales para el estudio de las células estrelladas

pancredticas y su relacién con la fibrosis pancreética.

2. Epidemiologia de la Pancreatitis Crénica

La epidemiologia de la pancreatitis cronica no esta claramente definida y es dificil
de caracterizar debido a la gran variabilidad de presentacion de la enfermedad y a
la localizacién retroperitoneal del pancreas, lo que hace que el diagnéstico de la

enfermedad sea dificil.

La incidencia de la pancreatitis crénica ha ido incrementandode manera significativa
a lo largo de los afos. Este incremento de la incidencia se ha intentado explicar por
el aumento en el consumo de alcohol y por el uso de herramientas diagnésticas
mas sensibles. Aunque hay que tener en cuenta que las diferencias en los habitos
de alcoholismo y las diferencias genéticas en su metabolismo hacen dificil
comparar la incidencia de la PC en paises muy distintos, los estudios parecen
indicar que es mayor en paises industrializados. Por otra parte, también dependedel
sexo y de la etnia, siendo 2 veces superior en hombres que en mujeres y hasta 2 -3
veces superior en poblaciébn negra que en poblacién blanca.En EEUU se ha
encontrado una incidencia en poblacién blanca de 41,7 por 100.000 habitantes (20),
en Japo6n 36,9 por 100.000 habitantes(21)mientras que en otros paises asiaticos
existe una forma endémica de la PC que varia de 20-125 cada 100.000 habitantes.
En Espafia el dltimo estudio epidemioldgico realizado revela un aumento en el
namero de pacientes diagnosticados de PC con una incidencia de 50 casos cada
100.000 habitantes.

En muchas ocasiones, dependiendo de la etiologia de la enfermedad, el diagndstico
de la pancreatitis crénica se realiza de forma tardia, ya que la aparicién de las
caracteristicas clinicas aparecen después de un largo periodo en el que, a pesar de

las lesiones del tejido, no aparece sintomatologia.

La progresion de la enfermedad depende de los factores causales y eliminacion o
no de los mismos. La pancreatitis cronica tiene una alta mortalidad, cerca del 50% a
los 20-25 afios desde el inicio de la enfermedad, como resultado de las

complicaciones (psuedoquistes, diabetes),por causa de otras enfermedades
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asociadas (enfermedades cardiovasculares, infecciones o cancer), o por el efecto
del consumo continuado de alcohol o tabaco en el higado pulmones o sistema
digestivo(22). Concretamente, los pacientes con pancreatitis crénica tienen un
mayor riesgo de desarrollar cancer de pancreas (23) que la poblacién general, lo

que representa un 3% de la muerte en pacientes con pancreatitis cronica.

3. Etiologiay Factores de riesgo

En los uUltimos afios se ha incrementado el nUmero de estudios que profundizan en
el conocimiento de la naturaleza de la pancreatitis. Los avances en la genética y la
aparicion de nuevos modelos experimentales de estudio han contribuido a la
identificacion de nuevos factoresimplicados en el desarrollo de la pancreatitis
crénica. Los principales factores de riesgo se recogen en el sistema de clasificacion
TIGAR-O (T: Toxic-metabolic; I. Idiopathic; G: Genetic; A: Autoimmune; R:
Recurrent and severe acute pancreatitis and O: Obstructive) (11),desarrollado por
Midwest Multicenter Pancreatic Study Group de EEUU con el fin de organizar,
estudiar y determinar las posibles causas asociadas al desarrollo de PC. Este
sistema de clasificacion se basa en la prevalencia de cada etiologia y cada clase

esta orientada hacia un potencial tratamiento:

3.1. Toéxico-Metabodlicos

3.1.1. Téxicos

La relacién pancreatitis-consumo de alcohol se conoce desde 1878, cuando N.
Freidreich utilizd el término de “pancreas alcohdlico’para referirse a la asociacion
que observé entre consumo excesivo de alcohol y el dafio pancreético(8).
Actualmente el abuso del consumo de alcohol se considera la principal causa de
pancreatitis cronica en paises industrializados, siendo entre un 55-80% de los
pacientes con pancreatitis cronica(11). En nuestra area sanitaria este porcentaje se
sitta alrededor de 60%. Un consumo prolongado de entre 10 a 20 afios, de més de
5 bebidas alcohdlicas por dia (60g de alcohol/dia)es suficiente para incrementar el
riesgo de desarrollar pancreatitis crénica(24). Sin embargo, menos del 10% de las

personas alcohdlicas desarrollan pancreatitis cronica(25,26).
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Por otro lado, en los Ultimos afos numerosos estudios epidemiolégicos han
estudiado el papel del tabaco como factor riesgo independiente al alcohol en el
desarrollo de la pancreatitis crénica(27), y se ha encontrado que esta asociacion
depende de la cantidad de tabaco consumido(28).Aungque no se ha encontrado una
interaccion entre alcohol y tabaco, si existe una tendencia de sinergia entre ambos
téxicos en el desarrollo de la enfermedad (24). Otros estudios profundizaron en el
papel de tabaco y encontraron una asociacion con la progresion de la PC, de forma
que el tabaco se asocid al desarrollo de complicaciones tales como calcificaciones
o diabetes(29).

3.1.2. Metabdlicos

Dos de los factores metabdlicos que estdn mas asociados con la pancreatitis
crénica son la hipercalcemia y la hiperlipidemia. La hipercalcemia se ha asociado a
pancreatitis aguda a través de mecanismos de activacién de tripsinégeno y de
sensibilizacién de tripsina(30), sin embargo, existen numerosos estudios que
cuestionan la relacion entre hipercalcemia y pancreatitis cronica(31). La
hiperlipidemia se ha propuesto como un factor predisponente en un pequefio

porcentaje de pacientes con pancreatitis cronica(32).

Otros factores de riesgo toxico-metabdlicos asociados a la pancreatitis cronica son
el fallo renal crénico, farmacos (probablemente asociado a fallo renal) y toxinas
como DBTC (dicloro dibutil-estafio)(11), aunque no se ha llegado a demostrar su
papel como factor de riesgo.

3.2 Idiopaticos

Dentro de este grupo se sitlan pacientes que no tienen un claro factor de riesgo
asociado a la enfermedad. Corresponde con un 10-30% de los pacientes de
pancreatitis cronica. Aunque actualmente el porcentaje ha disminuido de manera
significativa gracias a los avances en genética, estudios en inmunologia y
descubrimiento de factores ambientes asociados, sigue siendo el segundo grupo en

importancia por el elevado nimero de pacientes que se incluyen en él.

La pancreatitis crénica idiopatica se puedeclasificar en inicio temprano o juvenil e

inicio tardio o senil. La pancreatitis idiopética juvenil se presenta en la segunda

Pégina | 15



década de vida con dolor abdominal intenso; los cambios estructurales, la
insuficiencia pancreatica exocrina y el desarrollo de calcificaciones aparecen mas
tarde en el curso de la enfermedad.La forma senil de la enfermedad se inicia entre
la quinta y sexta década de vida. Se caracteriza por ausencia de dolor en el 50% de
los pacientes y en ocasiones presenta insuficiencia pancreatica exocrina en el

momento del diagnéstico.

Dentro de este grupo se sitla también la pancreatitis crénica tropical, que aparece
Unicamente en regiones tropicales, fundamentalmente en zonas de Asia y Africa.
Aparece predominantemente en nifios y adultos jovenes y se caracteriza por
pérdida de funcion endocrina y exocrina. Actualmente se sugiere que existe una

base genética en el desarrollo de este subgrupo de pancreatitis(33).

3.3 Genéticos

La pancreatitis crénica hereditaria tiene caracter autosémico dominante con una
penetrancia de hasta el 80%. Esta asociada a mutaciones en el gen gque codifica
para la enzima tripsinégeno cationico o proteasa de serina 1 (PRSS1)(13).
Mutaciones en este gen por un lado impidenque la tripsina activa se auto-degrade
dentro de la célula acinarincrementando su funcién, y por otro estimulan la auto-
activacion(13). Otros genes asociados a la pancreatitis cronica son el SPINK 1 de
su nombre en inglés serine protease inhibitor Kazal-type 1 o el CFTRde cystic
fibrosis tramsmembrane conductance regulator. EI SPINK 1 codifica para una
proteina inhibidora de la tripsina, constituyendo la primera linea de defensa contra
la tripsina activa en la célula acinar(34). En el caso del CFTR, este codifica para
una proteina-canal transmembrana que esta implicada en el transporte de
bicarbonato y glutation en células epiteliales. Mutaciones en este gen se ha
asociado con el riesgo de desarrollar insuficiencia pancreédtica exocrina(35).
SPINK1 y CFTR se consideran mutaciones predisponentes pero no causales de la
PC.

Otros polimorfismos, como deficiencia en a-1 antitripsina, se han asociado a PC, sin

embargo no se ha llegado a confirmar su papel como factor de riesgo(36).
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3.4 Autoinmunes

Corresponde con un 2-4 % de los casos de pancreatitis. Puede ser una enfermedad
multisistémica (tipo 1) o s6lo afectar al pancreas (tipo 11)(37). Se caracteriza por un
aumento de y globulinas o de IgG, presencia de anticuerpos, incremento de fibrosis
pancreatica e infiltracion linfocitaria difusa, y ausencia de calcificaciones o
pseudoquistes. Clinicamente, no suele presentar dolor o brotes de pancreatitis
aguda, sin embargo aparece frecuentemente colestasis. Responde a tratamiento

con esteroides(38).

3.5 Pancreatitis aguda recurrente y grave

Tras uno o mas episodios de pancreatitis aguda (PA) o un dafio grave del tejido, la
recuperacion puede no ser completa y como consecuencia se produciria una

disfuncion permanente del parénquima pancreatico y fibrosis del mismo.

En este sentido, en el afio 1999 aparece la hipotesis SAPE, Sentinel Acute
Pancreatitis Event(39). Segun este modelo hipotético, cuando un pancreas normal
es sometido a un insulto, que puede ser de origen toéxico o puede tener una base
genética, las células pancreaticas se estresan y comienzan a producir numerosas
citoquinas y otras sefiales que dan lugar a una respuesta inflamatoria local; en este
momento se inicia un episodio de pancreatitis aguda que se considera el “Evento
Centinela”. Este episodio de PA tiene una fase temprana pro-inflamatoria y una fase
tardia anti-inflamatoria. La fase tardia esta mediada por macréfagos y células
estrelladas activadas y participan citoquinas anti-inflamatorias como 11-10. Bajo
condiciones normales el episodio de PA se resuelve y el pancreas vuelve a su
estado normal. Sin embargo, si el insulto continla se suceden repetidos episodios
de PA, que conlleva una respuesta anti- inflamatoria mantenida y en ultimo término

el desarrollo de fibrosis.

3.6 Obstructivos

La pancreatitis cronica de origen obstructivo esta asociada a diferentes causas de
obstruccion de los conductos pancreéaticos, como consecuencia de pancreatitis

aguda, pancreas divisum, tumores o traumatismos. Se produce una dilatacion del
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conducto, atrofia acinar y fibrosis difusa. En general, las alteraciones morfologicas

pueden ser reversibles si la causa de la obstruccion es suprimida.

4. Historia Natural de la Pancreatitis Crénica

Independientemente de la etiologia de la pancreatitis cronica, la destruccion
progresiva del tejido, que evoluciona hacia fibrosis del parénquima pancreético en
sustitucién del parénquima funcional, y la atrofia glandular en estadios avanzados

de la enfermedad son los responsables de la clinica de la PC.

El dolor es el sintoma principal, que aparece en un 85-90% de los casos de
pancreatitis(1). Se localiza en el epigastrio, aunque se puede irradiar hacia los
hipocondrios. Normalmente se presenta como dolor recurrente (tipo A) o continuo
(Tipo B), sin embargo existe un subgrupo de pacientes que no presentan dolor. En
estos casos, los pacientes tienen caracteristicas de PC avanzada con sintomas de
insuficiencia pancreatica exocrina (IPE). El dolor se puede asociar con nauseas y
vomitos que conlleva pérdida de apetito y por tanto, malnutricion y pérdida de peso.
Habitualmente los episodios de dolor suelen remitir a lo largo del desarrollo de la
PC, esta disminucion coincide con la aparicion de IPE. El origen del dolor es
multifactorial y se atribuye a principalmente a alteraciones neurales vy
vasculares(40). Otros factores asociados son el consumo elevado de grasa (41), la

obstruccion ductal, hipertensién intraductal y formacion de pseudoquistes (42,40).

La PC avanzada se asocia con pérdida de funcién exocrina y endocrina. La
esteatorrea y la pérdida de peso son sintomas que se asocian con una disminucion
de al menos un 90% de la capacidad normal de secrecion del pancreas(43).La
maldigestion de los lipidos ocurre antes que la de otros nutrientes (como proteinas
o carbohidratos) ya que la secrecion de lipasa disminuye mas rapidamente que la
de proteasa o amilasa. En cuanto a la diabetes se clasifica como tipo Illl (42)y se
caracteriza por la destruccion de células beta (productoras de insulina) y células
alfa (secretan glucagén). La evolucion de la funcion exocrina o endocrina del
pancreas también es dependiente de la etiologia(44). De forma general, los
pacientes con pancreatitis cronica alcohdlica desarrollan insuficiencia pancreética
exocrina tras unos 13 afios desde el inicio de la enfermedad, mientras que en

pancreatitis cronica idiopética aparece entre los 17-23 afios de evolucion.
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La trombosis espleno-portal es una complicacion de la PC infrecuente en la historia
natural de la enfermedad, aparece aproximadamente en un 4% de los
pacientes(45). Se produce como consecuencia de la compresion del eje espleno-
portal por pseudoquistes pancreaticos, fibrosis o por agradamiento de la glandula a
consecuencia del proceso inflamatorio(46). La principal manifestacion de la
trombosis es la hemorragia digestiva secundaria a la rotura de varices gastricas o
esofagicas(45). Otras complicaciones asociadas a las fases tardias de la
enfermedad son la estenosis biliar y duodenal. La estenosis biliar tiene una
prevalencia variable entre un 10-60% dependiendo del método de imagen utilizado
y del estadio de la enfermedad(47). No siempre se correlaciona con la gravedad
del la enfermedad, por ejemplo en fases iniciales de la enfermedad se observa
estenosis corta o de tipo | que se presenta en el 40% de los casos. En el caso de la
estenosis duodenal es menos comun que la obstruccion ductal y en ocasiones

ambas complicaciones aparecen juntas(47).

5. Mecanismos Patogénicos

Actualmente se acepta que los primeros eventos fisiopatogénicos de la pancreatitis
cronica ocurren en la célula acinar, donde el evento principal es la activacion
temprana de las enzimas pancredticas; pero ademas existen otros mecanismos
patogénicos tales como la alteracion de la homeostasis del calcio, la produccién de
estrés oxidativo, alteracibn en la secrecion, procesos de muerte celular y

sobreexpresion de factores inflamatorios.

De forma fisiologica la célula acinar sintetiza y secreta enzimas en su forma
inactiva. Esta secrecidn estd controlada por el nervio vagal cuyas neuronas
postganglionares liberan acetilcolina o por estimulacién hormonal, como la hormona
colecistoquinina (CCK). La activacion de esas proenzimas ocurre en el duodeno
mediante una rotura hidrolitica llevada a cabo por proteasas. El tripsinégeno
pancreatico es la primera enzima en ser activada a tripsina mediante una
enteroquinasa intestinal (enteropeptidasa), y posteriormente es la tripsina mediante

procesos proteoliticos la que activa otras enzimas pancreaticas(48).

En una situacion patoldgica, el tripsin6geno se puede activar de forma prematura

dentro de la célula acinar. Las causas que producen esta activacion son
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desconocidas, sin embargo, se cree que podria estar implicada la enzima lisosmal
catepsina B(49,50,51)0 por auto-activacibn debido a pH &cidos dentro de las
vacuolas. La tripsina, una vez activa puede activar otras proenzimas e iniciar la
activacion de la cascada enzimatica dentro de la propia célula(52). Dentro de la
célula acinar existen mecanismos de proteccién. En este sentido, la mayoria de las
enzimas digestivas, y todas las proteasas son sintetizadas y almacenadas como
pro-proteinas inactivas en forma de zimogenos, ademds, estos zimdgenos se
almacenan en granulos lo que limita por un lado que proteasas activen las enzimas
digestivas dentro de la propia célula acinar y que en el caso de que una pequefia
parte se active esta limitado el acceso a otros compartimentos de la célula acinar.
Otro mecanismo seria la presencia del inhibidor de proteasas enddgeno (SPINK 1).
Finalmente, muchas proteasas, tales como tripsina aniénica o quimiotripsina C,
dentro de la ruta de secrecién, y algunas proteasas lisosomales son capaces de
degradar la tripsina activa.

Por otra parte, el calcio se considera la principal molécula de sefializacién en la
célula acinar implicada en la regulacion de la secrecion de enzimas(53). En
situaciones patoldgicas existen cambios en la sefializacién del calcio citosélico
como la pérdida de las oscilaciones de los niveles de calcio intracelulares lo que
produce que los niveles de Ca*’dentro de la célula acinar sean mantenidos(54). El
incremento de Ca*? conlleva la despolarizaciéon de la membrana mitocondrial por lo
gue se produce un fallo de la bomba de ATP sintasa lo que altera la produccién de
ATP mitocondrial(55). El resultado de esta deplecién de ATP es la necrosis(56) o
apoptosis(57)de la célula acinar. Por otra parte también se altera la secrecion de
enzimas pancreéticas asociada a modificaciones en las proteinas de membrana de
los grénulos de zimogeno (58)o0 a la alteracion de la reorganizacion de los

filamentos de actina asociado a los procesos de exocitosis(59).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se generan tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas yestan implicados en numerosos funciones, incluido
sefiales de transduccion(60,61). De forma fisiolégica son eliminados rapidamente
mediante sistemas antioxidantes enziméticos y no enziméticos(61). Si la produccion
de ROS excede la capacidad de los sistemas de proteccidn se genera estrés
oxidativo, que en la célula acinar tiene como consecuencia el bloqueo dela

secrecion enzimética (62)y ademas potencian la inflamacion mediante activacion de
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cascadas que convierten a la célula acinar en un productor de citoquinas y
guimioquinas (TGFB, TNFa, IL-6 o IL-1)(63,64). El estrés oxidativo fisiopatolégico
es resultado de alteraciones en los constituyentes celulares tales como,
peroxidacion lipidica, oxidacion proteica, y modificaciones de los 4cidos nucleicos,
incremento de las concentraciones de calcio y alteraciones en las sefales de

traduccion

Durante la pancreatitis, se han observado que existen dos tipos de muerte celular,
apoptosis y necrosis. Muchos estudios experimentales han mostrado que la
gravedad de la pancreatitis esta intimamente relacionado con la necrosis celular, de
tal forma que a mayor cantidad de necrosis y menor de apoptosis, mayor es la

gravedad de la enfermedad(65,66).

A nivel ductal se ha encontrado que, en fases tempranas de la enfermedad, la
composicion del fluido pancreético cambia, de forma que por razones desconocidas

facilita la formacion de depdsitos de proteinas (precursores de calcificaciones).

6. La fibrosis pancreatica como caracteristica de la Pancreatitis

Crénica

El proceso de fibrogénesis es una parte esencial de proceso de cicatrizacion del
tejido que normalmente conlleva la restauracion de la estructura y funcién del
mismo(67). Sin embargo cuando este proceso fisiologico se descompensa, el
resultado es una fibrosis patoldgica, que tiene como consecuencia una arquitectura
y funcion anormal del tejido u 6rgano. La fibrosis pancreatica es una caracteristica
histopatol6gica constante en la pancreatitis cronica y en el cancer de pancreas. Se
produce a consecuencia de procesos de necrosis/apoptosis, inflamacion y
obstruccién ductal. La fibrosis pancreatica se puede definir como una acumulacion
excesiva de proteinas de matriz extracelular en los espacios intersticiales y en
areas donde ha habido pérdida de células acinares o donde las células ductales
estan dafiadas. Funcionalmente es la etapa final de los cambios en la patologia
pancreatica y estd asociada a la pérdida de funcion endocrina y exocrina. Se
considera un proceso activo y dinamico, que en etapas tempranas puede ser

reversible.
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6.1. La matriz extracelular

En todos los tejidos, la matriz extracelular (MEC) actia separando diferentes
compartimentos tisulares y ademas proporciona sefiales especificas que controlan
procesos como la proliferacién, migracion y supervivencia celular. Dentro de la MEC
existe dos tipos de matriz, la membrana basal que actia como barrera impidiendo
el movimiento tanto de moléculas solubles como de células, y la matriz intersticial
qgue confiere flexibilidad y elasticidad a los tejidos y esta situada subyacente a la
membrana basal(68). En un tejido sano, la arquitectura se mantiene por el
mantenimiento del equilibrio entre la sintesis y degradaciéon de MEC, sin embargo
en estados patolégicos, este equilibrio se rompe lo que produce que haya un
depdsito excesivo de las proteinas de MEC y el consecuente desarrollo de
fibrosis(67).

La MEC esta formada por gran cantidad de componentes que se clasifican en tres
grandes grupos: proteoglucanos y glucosaminoglucanos, proteinas estructurales
(colageno y elastina), y proteinas de adhesion (fibronectina y laminina) (Figura
3)(69). Ademés son necesarios receptores integrina, que son responsables de la

combinacion de todas las sefiales de la matriz extracelular en las células.

Figura 3. Esquema representativo de la matriz extracelular. Modificada de

(http://biologiamedica.blogspot.com.es/2010/09/la-matriz-extracelular.html)
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En el caso del pancreas exocrino la matriz es diferente a la de otros 6rganos. Esta
compuesta por acinos y ductos que producen y transportan enzimas digestivas,
ademas posee una densa capa de epitelio altamente compleja. En este caso, en
lugar de la capa estromal que tienen otros tejidos, posee vasos sanguineos a lo
largo de los ductos y en los espacios entre los acinos dénde también existen células
inflamatorias y mesenquimales, principalmente células estrelladas pancreaticas
(PSC). Las PSC mantienen el tono vascular y contractil de los vasos y de los ductos
pancreaticos y la integridad del epitelio, conservando la membrana basal.

La membrana basal es una matriz extracelular especializada que se encuentra
inmediatamente subyacente al tejido epitelial, cuya composicién varia dependiendo
del tejido y proporciona el soporte para la arquitectura epitelial. Los principales
componentes de la membrana basal en el pancreas exocrinoson la laminina y el
colageno tipo IV(68), sin embargo, durante la fibrogénesis del tejido se acumula
colageno de tipo fibrilar, predominantemente tipo 1(70).Esta membrana basal se une
al epitelio a través de los receptores integrina que mantienen la arquitectura del
citoesqueleto y la cohesién tisular(71). Ademas existen una serie de proteasas
denominadas metaloproteinasas de MEC (MMP), que tienen la capacidad de
degradar la totalidad de los componentes de la MEC en su microambiente
inmediato y activar factores de crecimiento, receptores de superficie y moléculas de
adhesion. La interaccion de la MEC con la célula desencadena cascadas de
sefalizacién que promueven la diferenciacién, migracién y movilizacién celular, en
relacién con el mantenimiento de la homeostasis celular(72). Las MMP se sintetizan
como zimoégenos inactivos que son activados por protedlisis en el espacio
extracelular y ademas existen inhibidores especificos de su actividad, inhibidores
tisulares endégenos (TIMPs) que reducen la degradacion proteolitica excesiva de la
MEC(73).

6.1.1. Proteinas estructurales: El colageno
El colageno es lafamilia de proteinas mas abundantes en el organismo (constituye
el 25% del total de las proteinas). Es el componente principal de la matriz

extracelular y los tejidos conectivos. Son proteinas largas, rigidas, con estructura

helicoidal en la que se unen tres cadenas (cadenas a) formando una superhélice.
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Son ricos en prolina y glicina, que ayudan al ensamblaje de las tres cadenas a.
Aunque existen 25 tipos de cadenas a distintas, cada uno codificado por un gen

diferente, sélo se han encontrado 20 tipos de moléculas de colageno.

Los principales tipos de colageno que se encuentran en el tejido conectivo son los
tipos LILIIL, V y Xl, éstos tienen estructuras fibrilares, y una vez son secretados al
espacio extracelular se ensamblan para formas polimeros denominados fibrillas de
colageno. Los de tipo IX y Xll son colagenos que aparecen asociados a la
superficie de las fibrillas de colageno uniéndolos entre si y con otros componentes
de la matriz. Los colagenos de tipo IV son el principal componente de la membrana
basal madura y aparecen formando una red(69).

6.1.2. Proteinas de adhesion: La fibronectina

La fibronectina es una proteina presente en la matriz extracelular que esta
implicada en la adhesion de las células a la matriz y en la orientacién de las células
que migran durante la embriogénesis. Estructuralmente es una proteina dimérica
compuesta por dos grandes subunidades unidas por puentes disulfuro en uno de
los extremos(69); posee diferentes dominios de unién, entre ellos un sitio de unién
para el colageno y otro para sus receptores de superficie, que son las
integrinas.Existen numerosas isoformas de fibronectina, la fibronectina plasmatica
es soluble y circula en sangre y otros fluidos, donde cumple funciones relacionadas
con la coagulacion, cicatrizacion de heridas y fagocitosis. Las otras formas estan
situadas en la superficie celular y se depositan en la matriz extracelular, siendo
estas formas altamente insolubles. Todos los tipos de fibronectina estan codificados
por un Unico gen que mediante splicing alternativo producen las distintas isoformas
de la proteina. Concretamente, la forma celular de la fibronectina puede contener
dos lugares de splicing alternativo, que son repeticiones de tipo Ill, que se
denominan dominio extra A (EDA) y dominio extra B (EDB) en humanos, mientras
que en roedores serian EllIA 'y EIlIB(74,75,76).
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6.2. Mecanismos moleculares

Los mecanismos moleculares de inicio y mantenimiento de la fibrosis del
pancreashan sido poco estudiados, sin embargo muchos de los pasos de este
proceso son similares a los observados en la fibrosis hepatica. El evento principal
de la fibrogénesis pancreatica es la activacion de células estrelladas pancreéticas
(PSC) y la consiguiente produccién y deposicion de proteinas de MEC que consiste
principalmente en colageno tipo | y IlI yfibronectina.

De forma general durante la primera etapa de la fibrogénesis se produce dafio de
las células mesenquimales del intersticio, de las células ductales y/o a las células
acinares dependiendo del factor etiologico (Tabla 1). Este dafio celular conlleva la
necrosis y/o apoptosis celular quetiene como consecuencia la liberacion de
citoquinas y factores de crecimiento, entre ellos factor de crecimiento transformante
B (TGFB), factor de crecimiento derivada de plaquetas (PDGF)o C-C o C-X-C
quimiquinas. También induce la migracion de células inflamatorias, especialmente

macroéfagos y células epiteliales o0 mesenquimales preexistentes(77,78).

Etiologia Distribucién

PC Alcohdlica Fibrosis Inter-Lobular

PC Hereditaria Fibrosis Peri-Ductal

PC Autoinmune Fibrosis Inter-lobular o Peri-Ductal
PC Obstructiva Fibrosis Intra-Lobular

Tabla 1.Patron de distribucion de la fibrosis pancreética en funcion de la etiologia de la
pancreatitis cronica(79).

En un segundo estadio, las células dafiadas son fagocitadas por macréfagos y la
liberacion de citoquinas estimula la activacién y proliferaciéon de las células
estrelladas pancreéticas en el sitio donde se estéd produciendo el dafio(80,81). Sin
embargo, puede ocurrir que el paso uno y el dos ocurran simultaneamente. En el
caso de la PC de origen téxico, el alcohol activaria directamente las PSC y por lo
tanto la necrosis 0 apoptosis de los otros tipos celulares pancreaticos y la activacion

y proliferacién de las células estrelladas ocurriria al mismo tiempo(82,83).
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En la dltima fase, las PSC producen el depésito de la MEC, que remplaza el
infiltrado inflamatorio y que afecta a la arquitectura y funcién del tejido sano (Figura
4). Para que se produzca el depdsito de MEC, las PSC son capaces de producir
metaloproteinasas entre ellas MMP-2 y MMP-9, que tienen la habilidad de destruir
la MEC normal, colageno IV y V, asi como la gelatina y la elastina(73), localizada en
zonas pericelulares y favorece la deposicion de colageno | y Ill y de

fibronectina(84).

De forma general, si el factor causal desaparece, el deposito de MEC no se

mantiene y las PSCentran en apoptosis o0 vuelven a su estado quiescente.

Pancreas Normal Dafo pancreatico

PSC quiescentes
//6 /

Migracion de

(
~
[

Depdsito de
PSC MEC

Activadas

fw . Células ductales

Células Acinares ~ i )
Darfio en Células Acinares

Figura 4. Esquema representativo de los eventos durante el dafio pancreético. Los cambios en
respuesta a dafio pancreatico en el espacio intercelular incluyen alteraciones en las células
pancreaticas y cambios en la composicion de la MEC. La activacion de las células estrelladas conlleva
la acumulacion excesiva de la MEC, como resultado hay una pérdida de la arquitectura y la funcion del
pancreas. Modificado de Friedman 2008 (14).

6.3. Distribucion de la fibrosis dependiendo de la etiologia
6.3.1. Pancreatitis crénica alcohdlica
La principal caracteristica histopatolégica en la pancreatitis crénica de origen
alcohdlico es la autodigestion del tejido que conlleva la necrosis del mismo(85).

Como consecuencia de la necrosis, se produce una respuesta inflamatoria y

hemorragia de la glandula con lo que se inicia la fibrosis en el lugar donde sucedela
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necrosis inicial(86). Los macrofagos y las plaguetas de las &reas con necrosis
hemorragica van a liberar factores de crecimiento y citoquinas, como el TGFf y
PDGF, que van a tener efectos paracrinos, sobre células acinares, ductales y sobre
PSC/fibroblastos existentes, y autocrinos, sobre las propias células
estrelladas(87,83). Debido a que el foco de autodigestién se sitla en los espacios
intersticiales alrededor de los Iébulos acinares y entre los I6bulos ductales, la
fibrosis se extiende con un patrén interlobular o perilobular(88). Debido a esto, el
flujo de las secreciones pancreaticas se encuentra alterado. El elevado contenido
en electrolitos y proteinas promueve la precipitacion de las proteinas formando
calcificaciones intraductales, con lo que se produce obstruccion que conlleva atrofia
acinar y la fibrosis intralobular. Cuando la fibrosis se expande al area lobular, la
fibrosis confiere una distribucion difusa(88).

6.3.2. Pancreatitis hereditaria

Mutaciones en el gen del PRSS1 o en su inhibidor, SPINK 1, estan asociadas a la
activacion de la tripsina dentro de la propia célula acinar, que conlleva la
autodigestion del tejido y la consecuente necrosis y el inicio de la respuesta
inflamatoria(13,34). Esta activacion intracelular también va a afectar a las células
ductales. En estos casos, se ha encontrado que la fibrosis del tejido tiene una
distribucion periductal, donde los ductos aparecen dilatados y con numerosas

calcificaciones intraductales(89).

6.3.3. Pancreatitis autoinmune

Histol6gicamente se caracteriza por infiltrado linfoplasmatico y fibrosis que se
localiza en los ductos, produciendo el estrechamiento de los mismos vy
ocasionalmente su destruccion. La inflamacién afecta al tejido acinar e incluso la
destruccién del mismo. Durante el curso de la inflamacion se desarrolla la fibrosis
del tejido que se encuentra en areas periductales y posteriormente interlobulares.
Finalmente, la fibrosis tiene una distribucion difusa a lo largo de toda la
glandula(38). En el caso que la lesion fibrética tenga una distribucion alargada
adquiere una apariencia como de tumor y se presenta como un pseudotumor

inflamatorio.
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6.3.4. Pancreatitis obstructiva

La obstruccién del conducto principal o de algun ducto secundario del espacio
interlobular produce estenosis del ducto y atrofia acinar que es remplazando por
tejido fibrético(88). El &rea que se ve afectada en el proceso fibrogénico en este tipo
de pancreatitis se sitia en el cuerpo y cola de la glandula por lo tanto en areas
interlobulares combinada con areas intralobulares con igual distribucion en ambas

regiones(90).

7. Las Células Estrelladas Pancreaticas

7.1. Biologia de las células estrelladas pancreéticas

En el cuerpo humano, las células estrelladas se encuentran en humerosos 6rganos
tales como, higado, pulmones, pancreas, rifidn, intestino, bazo, glandula adrenal,
conducto deferente y cuerdas vocales, donde muestran una localizacion
perivascular. Concretamente, las células estrelladas pancreaticas (PSC) han
cobrado gran importancia en los ultimos afios, ya que no ha sido hasta el afio 1982,
cuando fueron observadas por primera vez (15), y hasta el 1998 cuando se aislaron
y caracterizaron (17,18)en animales de experimentaciébn y en humanos.Los
métodos de aislamiento utilizados se basan en que las PSC poseen numerosos
granulos lipidicos en su citoplasma, con lo que tienen una densidad menor a otros
tipos celulares, por ello se pueden separar creando un gradiente de densidad en
una suspension de células pancreaticas(17). En el pancreas sano, las PSC se
localizan en areas basolaterales de las células acinares pero también en areas
periductales y perivasculares dentro del parénquima pancreatico donde acttan
captando posibles cambios en la homeostasis de la glandula.En este estado
(inactivo o quiescente) requiere de tinciones especiales para ser detectadas ya que
son escasas, entre un 4-7% de todos los tipos celulares pancreaticos, y sus
cuerpos celulares son planos con proyecciones citoplasméaticas que se extienden a
lo largo de las células adyacentes. A microscopio electrénico se distingue un

reticulo endoplasmatico rugoso muy desarrollado, fibras de coldgeno y vacuolas
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(granulos lipidicos) alrededor de un nlcleo central. Los granulos lipidicos
almacenan vitamina A, que se pueden ver en cultivo por autoflorescencia de la
propia vitamina A al exponerlo a luz UV (328nm)(15) y expresan marcadores
especificos como la desmina o la proteina fibrilar glial acida (GFAP).Por otra parte,
las PSC tienen una baja capacidad mitética y de sintesis de proteinas de matriz

extracelular (Figura 5).

Figura 5. Fotografia de células estrelladas pancreaticas de rata en cultivo primario. Zoom de
los granulos de vitamina A intracitoplasméticos.

Durante los ultimos afios se ha constatado el papel fundamental de las PSC en el
desarrollo de la fibrosis pancreatica en la pancreatitis cronica y el cancer de
pancreas(17,87).En respuesta a dafio pancreatico, las PSC existentes en el
pancreas se transforman a su fenotipo activado que se considera el evento central
en la fibrogénesis pancreética, conlleva un incremento de la sintesis y deposicion

de proteinas de matriz (MEC) que conduce a la fibrosis del tejido.

7.2. El origen de las células estrelladas pancreaticas

Existe controversia en cuanto al origen de las PSC. Se cree que podrian tener tanto
origen mesodérmico(91), endodérmico(92) o neuroectodérmico(93), sin embargo
ningn estudio ha abordado esta cuestion hasta la fecha. Tanto el origen
neuroectodérmico como el mesodérmico han sido considerados como posibles
origenes de las células estrelladas hepaticas (HSC)(91,93). Las células hepéticas
comparten un gran nimero de caracteristicas con las PSC, de hecho en un estudio
comparativo entre fibroblastos y células estrelladas hepaticas y pancreaticas

demostraron que HSC y PSC son diferentes a los fibroblastos y que comparten
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muchas homologias incluyendo expresién de genes relacionados con la expresion
de proteinas de MEC, contractibilidad, metabolismo de los retinoides y factores de
crecimiento(94). Ademas HSC y PSC soélo se diferencian en la expresion de 29

genes(19). Por todo ello, se cree que PSC y HSC tengan un origen comun.

Teniendo en cuenta que durante el dafio pancreatico se incrementa el numero de
PSC, el debate del origen de las PSC esta todavia abierto. Aunque hay estudios
gue sugieren que las PSC se originan en la médula 6seay que contribuyen tanto a
la poblacién quiescente como activada(95), sin embargo, su capacidad tanto
proliferativa como de migracion y la capacidad de transicién epitelio o endotelio-
mesénguima también debe de contribuir a la poblacién de PSC activadas durante el

dafio pancreatico.

7.3. Papel de las células estrelladas como inductoras de fibrosis

Hasta la caracterizacion de las células estrelladas pancreaticas, la fibrosis
pancredtica se consideraba un epifendmeno del dafio cronico del tejido, a partir de
entonces, son numerosos los estudios que se han centrado en el papel de las PSC
como inductoras de fibrosis. Estudios histolégicos e inmunohistoquimicos en
pancreas de pacientes con pancreatitis créonica y en modelos de animales de
experimentacion de fibrosis pancreética han establecido que el colageno | es la
proteina de matriz extracelular mayoritaria en areas fibréticas, y ademas estas
areas son positivas para a-SMA lo que sugiere que hay PSC activadas en esa
zona(80).Por otra parte, mediante una hibridacion in situ, se ha comprobado que las
PSC expresan ARNm de colageno | lo que sugiere que las células estrelladas
activadas son la principal fuente del mismo en las areas fibréticas. También se ha
observado que las células acinares adyacentes a las areas fibréticas son positivas
para TGF[, sin embargo los acinos alejados de dichas areas no lo son; este hecho
se relaciona con el efecto paracrino del factor de crecimiento sobre las PSC(80).
Existen también productos de peroxidacion lipidica (4-hidroxi-2,3-noneal) lo que
indica que hay un incremento de estrés oxidativo(96), y ademas in vitro se conoce
gue las PSC responden al estrés(82). Finalmente,el incremento de la expresion de
PDGF podria ser el responsable del incremento del nimero de PSC en éareas

fibréticas, debido por un lado al efecto mitogénico (proliferacion local de las PSC) y
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al efecto quimiotactico (reclutamiento de las mismas hacia areas afectadas por el
dafio)(87,97).

Para poder caracterizar a lo largo de un periodo de tiempo la fibrogénesis y el papel
de las PSC en las etapas tempranas de dicho proceso, se han utilizado numerosos
modelos animales. Entre los modelos mas utilizados estan la inyeccion de téxicos
como el 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico (TNBS)(98), inyecciones repetidas del
secretagogo caerulina (analogo del secretagogo CCK)(99,100), cirugia obstructiva
del conducto pancreatico (101)o el uso de animales modificados genéticamente que
dan lugar a una sobreexpresion del TGFB(102). Otros modelos han utilizado el
alcohol en la dieta junto con otro factor desencadenante(103,104). Estos ultimos se
basan en la premisa que el alcohol s6lo no es suficiente para causar dafio
pancreatico evidente y que por lo tanto otro factor es necesario para iniciar el dafio
pancreatico(104). En general se observé que las PSC se activaban en etapas
tempranas en el curso del dafio pancreatico, y que eran la principal fuente de
colageno en &reas fibréticas. También se encontré un incremento en el nimero de
células estrelladas(80).

El siguiente paso en el estudio del proceso de la fibrogénesis fue el de identificar los
factores especificos responsables de la activacion de las PSC durante el dafio
pancreatico; para ello se basaron en el conocimiento previo de los estudios in vivo.
Estos estudios se centraron en los procesos de proliferacién, expresion de a-SMA,
sintesis de proteinas de MEC, produccion de MMPs, migracion, pérdida de granulos
de vitamina A, liberaciébn de citoquinas y contractibilidad(87,80,105,106,107).En
estos estudios se comprob6 que las PSC migran hacia la zona donde se esta
produciendo el dafio y proliferan localmente en respuesta al factor de crecimiento
PDGF(106). Ademas la activacion previa de las PSC es necesaria para que
adquieren la capacidad de migrar(106). Por otra parte, existe una expresion
significativa del factor de crecimiento transformante 8 (TGF[) en pancreas fibroticos
humanos, confirmandosesu papel como citoquina profibrogénica(80). Ademas el
TGFB estimula la sintesis y secrecion de colageno, fibronectina y laminina e
incrementa la produccion de MMP2(108,87). Esta metaloproteinasa promueve la
fibrosis ya que facilita la deposicién de colageno fibrilar (anormal) degradando la

matriz normal de colageno.
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7.4. Activacion de las células estrelladas pancreaticas

La activacion de las PSC es considerada la respuesta de cicatrizacién después del
dafio pancreatico; un proceso que no es patolégico en si mismo. De hecho
recientemente se ha sugerido que las PSC contribuyen a la regeneracion después
de una pancreatitis aguda necrotizante en humanos(109). Sin embargo, repetidos
episodios de dafio tisular y la estimulacion persistente de las células estrelladas
conllevan la fibrosis del tejido seguida de la pérdida de funcién del tejido y la

progresion a cancer de pancreas.

En respuesta a diferentes estimulos las PSC pasan a un estado “activado”. En este
estado ocurren cambios morfolégicos y metabdlicos en las células: cambia de
morfologia a una fenotipo demiofibroblasto, pierden los granulos de vitamina
A,expresan actina alfa de musculo liso (a-SMA), se incrementa su proliferacion, son
capaces de migrar, producen grandes cantidades de componentes de matriz
extracelular (coldgeno de tipo fibrilar yfibronectina), degradan la matriz por la

produccién de metaloproteinasas y liberan citoquinas(17,18,80) (Figura 6).

e Cambio de fenotipo

Dentro de los posibles marcadores del fenotipo activado de las PSC, el més
utilizado para estudiar el cambio de fenotipo es el a-SMA. Es una proteina del
citoesqueleto cuyo incremento proporciona un aumento del potencial contractil. Mas
que un marcador de activacion de las células per se, se considera un marcador de
transdiferenciacién que indica el fenotipo de miofibroblasto que adquieren las PSC
activadas.En concreto se sabe que tras 48 horas en cultivo el 90% de las PSC
muestran marcaje positivo para esta proteina(17), siendo ademas mas especifica

que otros marcadores musculares, como la desmina(110).

Otros marcadores en PSC serian los siguientes: la desmina, aunque es altamente

variable entre diferentes especies; la nestina que todavia no presenta evidencias
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suficientes como para monitorizar la activacion de las PSC en humano y roedores; y
finalmente la proteina fibrilar glial &cida (GFAP), que no se expresa en fibroblastos y
ademas es selectiva en ratas y humanos y es otro de los marcadores mas
utilizados. Por otra parte, durante la activacién de las células estrelladas existen
cambios en la expresion génica que se podrian utilizar como marcadores del
fenotipo activado. Genes como Notch3, proteina secretada relacionada con frizzled
5 (SFRP5), Wnt4 y Wnt5a, se expresan tras la activacion de las PSC, sin embargo
se necesitan estudios para validar la expresion de estos genes como marcadores

en la activacion de las PSC.

e Granulos de Vitamina A

Los mecanismos por los cuales las PSC acumulan o pierden los granulos de
vitamina A estan todavia en estudio. Recientemente se ha postulado que la
albumina, proteina endégena en PSC y que se co-localiza con la vitamina A en los
granulos lipidicos, esta implicada en la formacion de los granulos, ya que hace a las
células més resistentes a la capacidad activante del TGFf, y en células activadas

estimula la reaparicion de los mismos(111).

e Proliferacion

La proliferacion es una caracteristica fundamental en la fibrosis pancreética. La
proliferacién de las PSC se incrementa en respuesta a citoquinas, estrés oxidativo y
factores de crecimiento(18,87). Se ha demostrado que el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) es el principal mitdgeno de las PSC e incrementa la

proliferacién tanto in vivo como in vitro(108).
¢ Migracién

La migracion es un proceso complejo donde estan implicados cambios dinamicos
en el citoesqueleto de actina y miosina de la célula. Es esencial en gran nimero de
procesos como cicatrizacion, colonizacién (metastasis) o ingenieria tisular(112). Las
PSC tienen la capacidad de migrar hacia areas donde se esta produciendo el dafio
pancredtico y es necesario un cambio de fenotipo (a fenotipo activado) para que

exista migracion(106).
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Tras la activacion de las PSC pueden ocurrir dos fendmenos, por un lado que la
inflamacioén y el dafio se mantenga; repetidos episodios de dafio tisular y la continua
estimulacion de las PSC con los estimulos profibréticos, conlleva una activacién de
PSC persistente y el desarrollo de fibrosis patolégica lo que llevaria a la pérdida de
funcién de la glandula y a la progresién de la PC. Por otro lado, si la inflamacion y el
dafio se controlan y no se repiten, las PSC pueden entrar en apoptosis o
desdiferenciarse a su estado quiescente. En este caso no se desarrolla fibrosis sino
gue conlleva la cicatrizacion del tejido. La desdiferenciacion se ha observado in
vitro, y mas recientemente in vivo en respuesta a vitamina A, que induce la
quiescencia de las PSC por disminucion de la activacion de la ruta de las MAP
kinasas(113). La apoptosis se ha observado en varios estudios(114),
concretamente, los tocotrienoles de la vitamina E inducen apoptosis y autofagia en
PSC activadas de rata y este tratamiento no afecta a las PSC en estado quiescente
0 a otras células pancreéticas(115). Una tercera via que puede estar implicada es la
senescencia celular, de hecho en un estudio en ratas se ha observado que limita la
respuesta fibrogénica al dafo tisular agudo a través de la activacion del inhibidor
del ciclo celular Cdknla(116).Ademaslos linfocitos tendrian un papel dual, ya que
por un lado desencadenan la activacion de las PSC y por otro, participan en la

eliminacion de las PSC senescentes mediada pornatural killers (NK)(117).

Produccion de MEC Proliferacion Migraciony Fagocitosis
Contractibilidad

Apoptosis,
Senescencia,
Rediferenciacién

Activacion
Persistente

4

Reparacion del FIBROSIS
Tejido
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Figura 6. Esquema representativo de los procesos asociados a la activacion de las

células estrelladas pancreaticas. Modificado de Omary MB y col 2007 (4).

7.5. Factores de activacion en las células estrelladas pancreaticas

Numerosos estudios se han centrado en el estudio de posibles factores de

activacion de las PSC en cultivo (Figura 7).

El alcohol y sus metabolitos: Entre los factores encontrados hasta ahora, el

alcohol y sus metabolitos (acetaldehido y etil-esteres de &cidos grasos) han
cobrado gran importancia por ser un factor conocido de la pancreatitis crénica (ver
el papel de los téxicos en el pancreas). Este factor activa directamente las PSC a
través del metabolismo del alcohol a acetaldehido por accion de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) generando asi estrés oxidativo dentro de la propia célula y

manteniendo ademas el fenotipo activado de las PSC.

Endotoxina bacteriana: Se ha estudiado el papel de los lipopolisacaridos de

pared bacteriana (LPS) como posible desencadenante de la fibrosis
pancreatica(104). Se ha observado que la presencia de LPS inhibe la apoptosis de
las PSC y al mismo tiempo estimula la proliferacion de las mismas. Ademas se
sugiere que el alcohol y las endotoxinas podrian tener un efecto sinérgico en la

activacion y la supervivencia de las PSC(104).

Citoquinas_y factores de crecimiento: Hoy en dia se conocen numerosas

citoquinas y factores de crecimiento capaces de activar las PSC de una manera
paracrina y autocrina durante el dafio pancreéatico(17,18,87,4). Estas citoquinas
pueden ser secretadas por células acinares, ductales, epiteliales, células
inflamatorias, plaquetas y células cancerigenas ademas de por las propias PSC. El
PDGF es secretado por varias tipos celulares incluidos plaquetas, células
mononucleares y macréfagos activados durante la inflamacion(77); tiene un potente
efecto quimiotactico sobre las PSC y ademas estimula su proliferacion(118) a través
del aumento de receptores para PDGF en la superficie de PSC(87,108). EI TGFB y
su efector en la ruta de sefializacion, factor de crecimiento de tejido conectivo
(CTGF), se han identificado como mediadores de la estimulacion de la sintesis de

matriz por parte de las PSC. El TGFf estimula la activaciébnde las PSC, esto
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conlleva la sintesis y secrecion de proteinas de matriz extracelular (colageno,
fiboronectina y laminina) por parte de estas células(87,108). Ademdas, el
TGFBestimula la sintesis de MMP-2 por parte de las PSCs favoreciendo el depésito
de colageno fibrilar. Por otra parte,incrementa la sintesis de receptores para PDGF
en las PSCs perpetuando de la fibrogénesis(87). Las citoquinas proinflamatorias
producidas en etapas tempranas durante la pancreatitis aguda, como el factor de
necrosis tumoral a (TNFa), la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) y
algunas interleuquinas (IL-1, IL-6 e IL-13) estimulan la activaciéon (expresion de a-
SMA) de PSC(105,119). Concretamente el TNFa estimula ademas la proliferacion y
la sintesis de colageno tipo | que esta regulado a nivel post-transcripcional en
PSC(105), Por otro lado, la IL-13 promueve la proliferacion de las PSC por la
disminucion del efecto autocrino del TGF a través de una reduccién de la actividad
del NFkB; sin embargo, este sistema receptor de IL-13 no se ha observado en
humanos, sélo en ratas(119).

Ademas las propias PSC tienen la capacidad de producir mediadores inflamatorios,
entre ellos TGFB, CTGF, TNFa, IL-1B, IL-6, PDGF que contribuyen a perpetuar su
fenotipo activado incluso en ausencia del factor inicial de respuesta de la activacion
de las PSC. Entre ellos, la activina Aque pertenece a la familia del TGFf y tiene
funciones en la activacion de las PSC por via autocrina incrementando la expresion
de colageno y la expresion y secrecion de TGFB1(120). La produccion de estas
moléculas puede ser producida por estimulos enddégenos (como por ejemplo el
alcohol) o por las propias citoquinas producidas por las PSC(105). Un ejemplo seria
la IL-6 producida por el estimulo de TGF[ y viceversa (121).

El estrés oxidativo: Estd demostrado que el estrés celular también activa las

PSC y ademés estd implicado en otras funciones celulares como la sintesis de
colageno fibrilar(122). Existen ademas algunos estimulos como el alcohol que
ejerce su efecto en las células estrelladas a través de la peroxidacion lipidica dentro
de la propia célula (82). Por otra parte las PSC expresan NADPH oxidasa que
genera intracelularmente especies reactivas del oxigeno y que por tanto median la
activacion de las propias PSC(123,124).

El incremento de presién: Otro de los factores implicados en la activacion de las

PSC es el incremento de la presion debido al “sindrome compartimental” de las
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pancreatitis cronica, que conlleva una perfusibn disminuida en el sistema
gastrointestinal, e isquemia intestinal que incrementaria la permeabilidad del
intestino y con ello la translocacion bacteriana a través de la barrera epitelial.
Ademas induce la sintesis de proteinas de MEC y de citoquinas por parte de las
PSC, mediado por el estrés oxidativo producido por las consecuencias del aumento

de presion(125).

@ -5 = J(tf,
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Inflamatorias Acinar q Bacterias
Factores Paracrinos:
1I-1,6,8 TNFa TGFB PDGF Endotelina-1
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Endotelina-1
PSC ActivinaA

Figura 7.Mecanismos de activacion de las PSC. La exposicién a téxicos y sus metabolitos generan
ROS que produce la activacion de las PSC y la produccion de factores que de forma autocrina
estimulan la activacion de las mismas. Los factores paracrinos son derivados de otros tipos celulares.
Modificado de Omary MB y col. 2007 (4).

Otros factores: Existen otros factores que estan asociados a la activacion de las
PSC y que se encuentran sobrexpresados en PC. Entre ellosdestacala endotelina-
1, que tiene efectos profibrogénicos y proinflamatorios en el pancreas;

concretamente se expresa en PSC y estimula su migracién y contraccion(126)(127).
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La ciclooxigenasa 2 (COX-2) que es una molécula proinflamatoria que podria estar
implicada en la perpetuacion del fenotipo activado(128). La galectina-1 que induce
la activacion de las PSC, estimula la proliferacion y la producciéon de citoquinas,
entre ellas MCP-1(129). El fibrinbgeno que induce la produccién de citoquinas y la
sintesis de colageno en PSC (107). Finalmente la hiperglucemia, que se ha
observado en animales de experimentacibn que incrementa la activacion,

proliferacion y estimula la sintesis de colageno tipo 1(130).

7.6. Funciones de las células estrelladas pancreaticas.

Las células estrelladas, ademas de su papel como efectoras en la fibrosis
pancreatica, cumplen otras funciones celulares implicadas en la homeostasis del

tejido, aunque su papel en el pancreas sano ha sido poco estudiado.

Regulacion del balance de la matriz_extracelular: como ya se ha indicado las

PSC ademéas de producir proteinas de matriz extracelular, sintetizan enzimas de la
familia de las metaloproteinasas (MMPSs) que degradan la matriz, y sus inhibidores,
los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPS). Por lo tanto, las PSC
tienen la habilidad de producir y degradar la matriz jugando un papel fundamental
en el mantenimiento del tejido normal(84). Por otra parte regulan la integridad
epitelial a través del mantenimiento de la membrana basal. Los receptores
integrinajuegan un papel fundamental en la unién célula-célula y célula-MEC en
diferentes tejidos. Concretamente el receptor integrina B1presente en la superficie
de las células del pancreas, es el responsable de la union a la matriz extracelular
con el citoesqueleto intracelularmediando la movilidad celular, la supervivencia, la
proliferacion y la diferenciacion celular(131,71). La deficiencia de la integrina 1 en
las PSC tiene un efecto directo sobre la expresion de proteinas de MEC que a su
vez afecta a las receptores integrina de las células acinares de tal forma que se
reduce la produccién de zimégenos (pérdida de funcion exocrina) y disminuye la
supervivencia celular (71). Por lo tanto las PSC mantienen la homeostasis del

parénquima pancreatico.

Como células progenitoras: Recientemente se ha barajado la hipétesis de la

capacidad de las PSC como células progenitoras. Se ha comprobado que las PSC

que son resistentes al mitoxantrona (farmaco que impide la proliferacién de células
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tumorales), expresan un marcador de células madre, el transportador ABCG2
(donde ABC es uno de los dominios de unién a ATP) y son capaces de secretar
insulina después de la diferenciacién celular(132). Sin embargo, es necesario
corroborar este papel como células progenitoras analizando otros tipos de
marcadores de células madre y comprobar que son capaces de transformarse en

otros tipos celulares.

Regulacion del tono vascular y ductal del pancreas: La expresion de a-SMA

incrementa del potencial contractii que ademas también esta regulado por la
endotelina-1(127). Debido a su localizacibn en éareas peri-ductales y peri-
vasculares, el potencial contractil de las células estd implicado en la regulacién de

tono vascular y ductal del pancreas.

Inmunidad local en el pancreas: Las PSC tienen capacidad de endocitar y

fagocitar cuerpos extrafios, debris de procesos necréticos y células
polimorfonucleares viejas(133); esta funcién esta asociada con la muerte celular por
necrosis de la propia célula estrellada. Por otra parte, se ha especulado que
pueden tener funcidon inmunoldgica innata ya que expresan receptores Toll-like
(TLRs), que son proteinas implicadas en la activacion de este tipo de
inmunidad(104,133). Concretamente expresan, TLR2 que reconoce patrones
moleculares de bacterias Gram +, TLR3 que reconoce doble cadena de ARN
durante la replicacién viral, TLR4 que reconoce lipopolisacaridos de pared de
bacterias Gram - y TLR5 que reconoce flagelina (componente de flagelos
bacterianos). Mas recientemente se ha investigado la posible capacidad de las PSC
de actuar como célula presentadora de antigeno (funciéon inmunidad adquirida). Sin
embargo, en células de rata se ha visto que las PSC, al contrario de las HSC, no
expresan marcadores de células presentadoras de antigeno como las moléculas
MHC de clase 11(134).

Regulacién de secreciéon de enzimas: Las PSC actian como intermediarias en la

regulacion de la secrecién de enzimas pancreaticas inducidas por colecistoquinina
(CCK). Recientemente se ha demostrados que las PSC expresan receptores 1y 2
para la hormona gastrointestinal CCK en humanos y en rata(135). Estos receptores
de CCK estan implicados en la regulacién de importantes funciones de las PSC

como es la activacion, la proliferacion y la sintesis de coladgeno 1(135).
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Concretamente se ha visto que las PSC responden a la CCK(135)produciendo
acetilcolina (Ach) que actla sobre los receptores muscarinicos de las células
acinares(136).Ademas en co-cultivo se ha comprobado que hay un incremento de

amilasa que se inhibe al bloguear los receptores muscarinicos(136).

Produccién de citoquinas pro y anti-inflamatorias: Entre las citoquinas producidas

por las PSC activadas se ha identificado la 1L-10(137). La IL-10 es una potente
citoquina antiinflamatoria que limita la gravedad de la pancreatitis aguda, y ademas

reduce la expresion de TGFp liberado por células inflamatorias(138).

Angiogénesis: Las PSC producen factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) de forma constitutiva y su producciéon se incrementa en hipoxia(139).
También produce otras moléculas relacionadas con la angiogénesis como son los
receptores para VEGF (Flt-1 y Flk-1), angiopoietina-1 y su receptor Tie-2, y

vasohibina-1.

Metabolismo de la glucosa: Se ha encontrado que las PSC expresan

transportadores de glucosa, concretamente Glut 1 y Glut 3(137), que tienen gran

afinidad por la glucosa, y también son capaces de transportar galactosa.

7.7. El proceso inflamatorio: La fractalquina (CX3CL1)

Como ya se ha descrito, la activacion delas PSC esta asociada al reclutamiento de
monocitos y macréfagos y la liberacién de citoquinas, quimioquinas y factores de
crecimiento. Las quimioquinas estan implicadas en la migracion y activacion por
union a receptores de la superficie celular especificos en sus células diana. Algunas
de estas citoquinas, como IL-8, IL-15, MCP-1 o la CX3CL1 (fractalquina) y
RANTES (Regulador de la Activaciéon de las Células T Normalmente Secretadas y
Expresadas) producidas por las PSC,contribuyen al reclutamiento de células
inflamatorias(140).Las PSC también expresan moléculas de adhesién como la
molécula de adhesion intercelular -1 (ICAM-1) que contribuye al reclutamiento de

células inflamatorias(141).

La fractalquina (FKN) es el Unico miembro de la subfamilia de quimigquinas CX3C,

gue fue identificada por primera vez en el afio 1997(142). Se expresa en la
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superficie celular y puede ser escindido y convertirse en un quimioatrayente soluble,
lo que la convierte en la Unica quimioquina que posee dos funciones
bioldgicas(142).Como forma soluble actia como quimioatrayente y recluta células
que expresan el receptor de CX3CR1, como los monocitos o0 las células NK,
mientras que unida a la membrana actia como molécula de adhesién. Se expresa
en varios tipos celulares, entre ellas en PSC, aunque su expresién en el pancreas
no es exclusiva de las PSC sino que también se puede expresar por células
acinares e islotes de Langerhans(143). Las citoquinasTNFa e IL18 y toxinas como
los lipopolisacéaridos de pared bacteriana (LPS) inducen la secrecion de FKN(144).

Se ha encontrado que pacientes con pancreatitis crénica tienen niveles elevados de
fractalquina en sangre (143,145)queestan ademas implicados en la patogénesis y
desarrollo del dafio multiorganico durante la PA grave; por lo tanto podria utilizarse
como marcados en etapas tempranas de la PA'y PC(146).

7.8. Rutas de sefializacion en células estrelladas pancreaticas

La identificacién de las rutas de sefalizacién intracelulares implicadas en la funcion
de las PSC ha cobrado gran importancia en los ultimos afios. Identificando las rutas
que controlan las funciones de las PSC, se podria regular su funcién y asi progresar

en la busqueda de posibles estrategias terapéuticas (Figura 8).

Una de las principales rutas de sefializacion que se activan en las PSC es la
proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK). Es una familia de proteinas con
actividad serin/treonin quinasa especifica que tiene un papel fundamental en la
regulacion de los procesos celulares, incluidos expresion génica, proliferacion y
supervivencia o apoptosis celular(147). Existen tres rutas principales en mamiferos
de la familia de las MAPK: ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares), JNK
(c-Jun N- terminal quinasa) y p38(147). Concretamente en el pancreas son los
elementos centrales que procesan las sefiales generadas por factores de
crecimiento, citoquinas proinflamatorias, TLR ligandos, angiotensina Il, etanol,
tripsina y estrés oxidativo. Cada miembro de esta familia se activa por fosforilacion
y se transloca al nucleo donde fosforila y activa factores de transcripcion como el
NFkB o el AP-1(141,148). Durante la activacion de las PSC el NFKB incrementa su

actividad y estimula la expresion de moléculas de adhesién como ICAM-1, o

Pégina | 41



citoquinas o0 quimioquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, MCP-1ly CX3CL1
(fractalquina)(141,133,83,144).

Etanol y Acetaldehido Citoquinas Estrés Celular Factores de
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Figura 8.Esquema representativo de las rutas de sefializacién implicadas en la activacion de las
células estrelladas pancreéticas.

La ruta Ras-Raf-ERK1/2se activa en etapas tempranas y precede al cambio de
fenotipo por parte de las PSC(149). El PDGF, el etanol y el acetaldehido estimulan
la activacion y proliferacion de las PSC a través de esta ruta(83). Otra funcién de
PSCs regulada por esta ruta es la produccién de MMP-1.Lasrutas JNK y p38 se
activan en respuesta a citoquinas proinflamatorias y estrés celular ademas el etanol
y sus metabolitos también activan dichas rutas(83), de hecho la inhibicion de la
actividad enzimatica p38 interfiere en la accién activadora del etanol en las PSC.
Ademas el p38 estd implicado en el efecto sobre la proliferacién de las células

estrelladas por parte del PDGF y regula la produccién de coldgeno en respuesta a
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etanol, acetaldehido y estrés oxidativo(150).La ruta JNK esta implicada en la

induccién de la apoptosis en PSC(151).

Otra ruta de sefializacion intracelular implicada en los procesos de activacion de
PSC es la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K).Esta ruta es responsable del efecto
sobre la migracién, y no sobre la proliferacion, de PSC tras el estimulo de
PDGF(118). Ademés factores como IL-1 y TNFa, ejercen su accion en las PSC a
través de esta ruta. La Rho-Rho quinasa (ROCK)esta implicada en la activacion in
vitro ya que regula el citoesqueleto de actina, la formacion de fibras y la alteracion
de la morfologia de las PSC durante el proceso de activacion(152,127).

Las citoquinas y factores de crecimiento ejercen su efecto en la expresion de genes
diana a través de cascadas de sefalizacién que regulan el conjunto de factores de
transcripcién. Entre los reguladores de la proliferacion de PSC promovida por
PDGF, estan las rutas ERK y JAK/STAT(153). El TGFB1 regula gran variedad de
funciones en las PSC, entre ellas incrementa proteinas de matriz extracelular,
incrementa la expresion de a-SMA, regula la proliferacion y disminuye la expresién
de MMP-3 y MMP-9, a través de los mediadores de sefializacion intracelular Smad
2y 3, 0 por via autocrina, por lo que induce su propia expresion de ARNm mediada
por la ruta ERK (154).

Otra ruta asociada a las PSC es Indian hedgehog (IHH), que incrementa la
migracién de las PSC de manera quimiotactica o quimiocinética, pero no altera la

expresion de a-SMA, proliferacion celular o expresiéon de colageno 1(155).

En condiciones de hipoxia el factor inducible por hipoxia (HIF-1) se acumula, se
transloca al nucleo y transactiva genes como el del factor de crecimiento,
VEGF(139).

Finalmente los micro ARNs (ARNmi) han cobrado gran importancia en los Gltimos
afos. Son secuencias pequefias entre 20-25 nucledtidos, no codificantes de ARN,
que se dirigen a la regidon 3 no traducida de ARN mensajero para su
desestabilizacion. Cumplen una serie de funciones, entre ellas se ha descrito su
implicacion en la proliferacion celular, la apoptosis, la diferenciacion y la

carcinogénesis. Se ha visto que en estado activado existe una gran alteracién del
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perfil de ARNmi comparados con las PSC en estado quiescente, y que estoSARNmMI
alterados estan asociados con el movimiento celular, crecimiento y la muerte
sugiriendo ademas que tienen un papel fundamental en la activacion de las
PSC(137).

7.9. Interacciones con otros tipos celulares.

Las PSC interaccionan con otros tipos celulares del pancreas a través de citoquinas
y factores de crecimiento. En los ultimos afios, se ha comprobado que las PSC
expresan una gran variedad de conexinas que podrian ser las responsables de la
comunicacion de las PSC con otros tipos celulares. Las conexinas son subunidades
de las uniones estrechas que permiten la comunicacion intracelular directa,pero
también jueganun papel importante enlaregulacién de la proliferacioncelular, en la
diferenciacioncelularyen el desarrollo del tejido; por lo tanto, ademas de llevar a
cabo la comunicacion intracelular podrian tener un papel en la regulacién de las

funciones y la activacion de las PSC(156).

Como ya se ha indicado, las PSC tienen una estrecha relacién con las células
acinares debido a su localizacion. Los acinos secretan citoquinas y factores de
crecimiento que ejercen su efecto sobre las PSC(81);de esta forma las PSC podrian
tener un papel intermediario en la regulacibn de la secrecibn de

enzimaspancreaticas, concretamente en la secrecion de amilasa(135,136).

Con respecto a las células B, las PSC disminuyen la expresion de ARNmde insulina
y la secrecion de esta hormona por parte de las células . Ademas induce la
apoptosis de las mismas, estos procesos son caracteristicos de la diabetes
mellitus(157).

7.9.1. Interacciones con células cancerigenas

El adenocarcinoma ductal pancreatico se caracteriza por una reaccion
desmoplasica abundante. Las PSC son la principal fuente de proteinas de matriz
extracelular que constituyen la desmoplasia(158). Las PSC interactian con las
células cancerigenas y promueven la progresion de la enfermedad a través de
multiples mecanismos, incrementando la proliferacion, la migracién, la angiogénesis

y la metastasis; ademas protege a las células cancerigenas a los efectos del
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tratamiento con gencitabina y radiaciéon (Figura 9). Las PSC promueven la
transicion epitelio-mesénquima (EMT, siglas en inglés) en células cancerigenas de
forma que disminuyen la expresibn de marcadores epiteliales (E-caderina) e
incrementan la expresién de marcadores mesengquimales (vimentina y Snail)(159).
La EMTes un proceso que permite a una célula epitelial someterse a mdaltiples
cambios bioquimicos y adquirir el fenotipo de célula mesenquimal. El fenotipo
EMTconlleva el incremento de capacidad migratoria, incremento de invasividad,
elevada resistencia a la apoptosis e incremento de la sintesis de matriz extracelular.
Se considera un proceso importante en la progresion de cancer por la adquisicion
de capacidad invasiva de las células y las propiedades metastasicas asi como la
resistencia a quimioterapicos(160).

Células Cancerigenas — Células Estrelladas
del pancreas Pancreaticas

1‘ Proliferacion T Proliferacion

} 4 Supervivencia

‘lf Apoptosis 1‘ Sintesis de MEC

1‘ Migracion 1‘ Migracion

f

Microambiente que facilita la progresién del cancer

Figura 9. Interaccién bidireccional entre PSC y células pancreaticas cancerigenas. Modificado de
Apte y colaboradores, 2012 (161).

Por otra parte se observé que las PSC incrementan el fenotipo de célula madre de
las células cancerigenas con un aumento de expresion de marcadores especificos
de este tipo celular (nestina o ABCG2) en lineas celulares cancerigenas en co-
cultivo con PSC(162). En estudios in vivo se ha visto que las PSC incrementan la
tumorigenicidad, sugiriendo que las PSC podrian también estar implicadas en la

formacion del nicho para las células madre cancerigenas(163).
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Por dltimo, mencionar el papel de las PSC dentro del contexto de la neo-
angiogénesis, caracteristica de tumores malignos. Se ha descrito que las PSC
estimulan la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento VEGF, y que este
proceso se incrementa en condiciones de hipoxia. Ademas la hipoxia aumenta a su

vez la sintesis de proteinas de MEC por parte de las PSC(139).

8. El Papel de los Téxicos en el Pancreas

8.1. El alcohol

Desde hace afios se ha considerado al alcohol la principal causa de pancreatitis,
tanto aguda como cronica. Durante las Ultimas décadas han surgido numerosas
teorias centradas en el mecanismo por el cual el alcohol produce dafio en el
pancreas. De forma general se considera que el alcohol es unfactor que contribuye
al inicio y progresion(potencialmente reversible) de dafio pancreético, pero que por
si s6lo no causaria pancreatitis, a no ser que estuviese acompafnado de otro factor

gue puede ser tanto genético como ambiental.

Las primeras investigaciones sobre el alcohol se centraron en los efectos del
alcohol sobre los ductos pancreaticos, ya que, en los pacientes con PC de origen
alcohdlico, existe una tendencia de formar precipitados en el jugo pancreético. La
precipitacién de proteinas secretadas darian lugar a calcificaciones intraductales;

este hecho conllevaria el desarrollo de atrofia acinar y fibrosis(164,165,166).

En los ultimos afios, los estudios se han focalizado en la capacidad de las células
del pancreas para metabolizar el alcohol, y el efecto de sus metabolitos sobre las
células pancreéticas, basandose en el conocimiento previo sobre la toxicidad de los

productos de metabolizacién del etanol en otros 6rganos como el higado.

Se ha encontrado que en el pancreas existen tres rutas de metabolismo del etanol.

Dos por la via oxidativa y una por la via no-oxidativa.

e Ruta de metabolizacion oxidativa:
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La principal ruta de metabolizacién del etanol es a través de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) presente, principalmente, en el citosol de células acinares.
Por esta ruta, el etanol es oxidado a acetaldehido y acetato. La segunda via
oxidativa se lleva a cabo por la accion del citocromo P4502E1 (CYP2ELl), dando
lugar a acetaldehido en el reticulo endoplasmatico. CYP2E1l incrementa su
expresion en el pancreas con el consumo cronico de alcohol(167). En menor
medida, la catalasa de los peroxisomas también puede contribuir al metabolismo de
este toxico. Como resultado de la via oxidativa del metabolismo del etanol se
generan grandes cantidades de ROS(168)y por otro lado la deplecion del glutatién
pancreatico generando un desequilibrio que lleva a estrés oxidativo.

El acetaldehido inhibe la secrecion de las células acinares a través de la via de
disfuncion microtubular y desorganizacion de los filamentos de actina (por lo que se
inhibe la exocitosis) o por el bloqgueo de la unién de los secretagogos a los
receptores(169). Por otro lado contribuye al dafio de células acinares a traves de la
reduccion del ratio NAD/NADH que conlleva un desequilibrio del estado redox de la
célula. Tanto en estudios clinicos como experimentales se ha demostrado que el
consumo de alcohol crénico induce el dafio celular a través del incremento de la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) que juega un papel
fundamental en la desestabilizacion de los granulos de zimégeno vy
lisosomas(170,171).

e Ruta de metabolizacién no-oxidativa:

Por otra parte el etanol pude ser metabolizado por via no oxidativa, mediante la
esterificacion con acidos grasos dando lugar a etil-esteres de acidos grasos
(FAEE). Esta reaccion esta catalizada por etil-esteres de &cidos grasos sintasas
(FAEE sintasas). La actividad de FAEE sintasa en el pancreas es mayor que la
observada en el higado(81,172).

Los FAEE son capaces de producir dafio en el pancreas produciendo edema
pancreatico, vacualizacion acinar, activacion del tripsinégeno, incremento de
Ca™*(produciendo necrosis celular)(55) y estan implicados en la fibrosis inducida por
alcohol ya que incrementa la expresion de proteinas de matriz extracelular. Se han

propuesto tres vias por las que FAEE causa dafio pancreatico. Por un lado, los
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FAEE puede interaccionar directamente con las membranas celulares o por
estimulacion de la sintesis de esteres de colesteroldesestabilizando las
membranas, y dando lugar a necrosis celular(173). Por otro lado, a través de 4cidos
grasos libres liberados durante la hidrélisis de FAEE;en este caso, se estimula los
receptores de inositol-3-fosfato (IP3) que incrementa la liberacién de Ca®
almacenado, que lleva a la despolarizacién de la membrana mitocondrial y con ello
la imposibilidad de producir ATP(174).

Se ha observado que para la misma concentracién de alcohol, los niveles de
acetato (productos de la oxidacién del alcohol) son significativamente mas altos que

los niveles de FAEE (productos de la via no oxidativa).

Tanto acetaldehido como FAEEs alteran la expresion de factores de transcripcion
como NF-kB o AP-1 que median la expresién de moléculas inflamatorias(172). Por
otra parte, se sabe que la gravedad de la pancreatitis es directamente proporcional
a la cantidad de necrosis celular e inversamente proporcional a la de apoptosis; asi
el consumo de alcohol incrementa la cantidad de necrosis y disminuye la de
apoptosis(175,176,177).

En el pancreas se produce la activacién de la respuesta a proteinas desplegadas
(UPR-“Unfolded Protein Response”) como mecanismo adaptativo a la toxicidad del
consumo de alcohol crénico. Esta respuesta engloba diferentes procesos, entre
ellos, la estimulacion de la produccion de chaperonas, el incremento del
plegamiento y la capacidad de exportar proteinas del reticulo endoplasmatico (ER),
y la eliminacion de proteinas aberr