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1. LISTA DE ABREVIATURAS 

BxPC-3 Células de adenocarcinoma de ducto pancreático 
Cy5 Cianina
Dsm Desmosomas
FITC Isotiocianato de fluoresceína
IF Inmunofluorescencia 
KO Knockout
MLC Myosin light chain
PBS Buffer de fosfatos
RET Resistencia eléctrica transepitelial
ROCK1 Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1
TRICT Isotiocianato de tretrametil rodamina
UA Uniones adherentes
UE Uniones estrechas
UICs Uniones intercelulares 
WB Western blot
WT Wild type
ZO Zonula ocludens
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2. RESUMEN

La  cortactina  es  una  proteína  multifacética  de  unión  a  actina  que  participa  en  el 
mantenimiento de la homeostasis de la barrea intestinal. La permeabilidad epitelial 
del colon de ratones KO de cortactina está incrementada; además la expresión y 
localización de las proteínas de las uniones intercelulares (UICs) está alterada. Sin 
embargo, se desconoce si la ausencia de cortactina también causa daño en otros 
epitelios  como  el  del  páncreas.  Por  lo  tanto,  el  objetivo  del  presente  trabajo  fue 
analizar el efecto de la deficiencia de cortactina en las proteínas de las UICs, así 
como  en  la  permeabilidad  epitelial  de  una  línea  celular  derivada  de  ductos 
pancreáticos   (BxPC-3)   silenciada   en   cortactina.   Los   resultados   del   análisis 
histológico  revelaron  que  la  morfología del  páncreas  de  los  ratones  KO  luce 
aparentemente normal, comparada con los animales control. Sin embargo, ensayos 
de  inmunofluorescencia  del  tejido  pancreático  mostraron  que  la  deficiencia  de 
cortactina provocó una disminución de la actina filamentosa y de algunas proteínas 
de las uniones intercelulares (UICs) como ocludina, ZO-1 y E-cadherina. Además, 
estas  proteínas  se  redistribuyeron  de  los  bordes  celulares  hacia  el  citosol,  en 
ausencia  de  cortactina.  En  cambio,  solo  se  detectó  una  ligera  disminución  de  la 
claudina-1, con una localización similar en los tejidos KO y wild-type. Por otra parte, 
para  investigar  el  efecto  de  la  cortactina  sobre  la  permeabilidad  del  epitelio 
pancreático,  se utilizaron células  BxPC-3  silenciadas  en  cortactina  utilizando 
shRNAs. Estas células desarrollaron 45% menos resistencia eléctrica transepitelial
(RET) que las células control. En congruencia, se encontró una reducida expresión 
de ocludina, claudina-1, ZO-1, E-cadherina y actina. Además, la presencia de estas 
proteínas en los bordes celulares disminuyó significativamente y se redistribuyeron 
al  citoplasma. Estos  cambios  moleculares, podrían hacer  al  páncreas  más 
susceptible a la infección de patógenos como es el caso de Helicobacter pylori. Esta 
bacteria que  se  ha  detectado  en  el  páncreas disminuyó  la  RET  de  células 
deficientes en cortactina.
En conclusión, nuestros resultados demostraron que, en el páncreas la cortactina 
también participa en la regulación de una adecuada arquitectura de las UICs y en 
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la permeabilidad epitelial. Por lo tanto, la cortactina parece ser un regulador crítico 
de la homeostasis epitelial en varios órganos.
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3. ABSTRACT

Cortactin is a multifaceted actin-binding protein consisting of several domains that 
allow for interactions with other proteins, thus enabling cortactin to fulfill essential 
roles in diverse actin-related cellular processes including adhesion and migration. 
Moreover,  homeostasis  of  the  intestinal epithelial barrier  is  regulated  by  cortactin 
since in cortactin-KO mice colon epithelial permeability is increased and expression 
and localization of intercellular junction (ICJ) proteins is altered. However, it remains 
unknown whether absence of cortactin also causes damage in other epithelia such 
as  in  the  pancreas.  Therefore,  the  aim  of  this  work was to  analyze  the  effect  of 
cortactin deficiency on pancreatic ICJ proteins, as well as on epithelial permeability 
of a  cortactin-depleted  ductal  pancreatic  cell  line  (BxPC-3).  Histologically,  the 
pancreas of KO-mice looks apparently normal compared with those from wild-type 
animals.  However,  western  blot  and  immunofluorescence  analyses  of  pancreatic 
tissues revealed that cortactin-deficiency provoked a decrease of filamentous actin, 
and  reduced  expression  of  the  ICJ proteins  occludin,  ZO-1  and  E-cadherin. 
Moreover,  these  proteins  relocalized  from  cellular  borders  to  the  cytosol  in  the 
absence of cortactin. By contrast, only a slight decrease of claudin-1 was detected, 
with similar location in WT and KO tissues. To investigate the effect of cortactin on 
pancreatic epithelial permeability, cortactin-depleted BxPC-3 (Cttn-KD) cells  were 
generated using shRNA and their transepithelial electrical resistance (TEER) was 
monitored. Cttn-KD cells exhibited 45% lower TEER than control cells. Accordingly, 
ICJ proteins were also less expressed and mis-localized. These molecular changes
could make the pancreas more susceptible to pathogen infection, e.g. Helicobacter 
pylori. This bacterium detected in pancreas, diminished TEER of Cttn-KD cells.
In   conclusion,   our   results   demonstrate   that   in   the   pancreas   cortactin   also 
participates in the regulation of proper IJC architecture and epithelial permeability. 
Thus, cortactin seems to be a critical regulator of epithelial homeostasis in different
organs.
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4. INTRODUCCIÓN

4.1 Características del epitelio 

El epitelio está compuesto por células adyacentes que revisten todas las superficies
de los órganos del cuerpo y recubren las cavidades internas cerradas. Además, las 
glándulas  se  encuentran formadas por epitelio.  También  se  ha  descrito  que  hay 
células  epiteliales  especialidades  que  funcionan  como  receptores  sensoriales 
(Geneser, 2001; Ross and Pawlina, 2007).
El  epitelio  presenta  varias  funciones, por  un lado, en  la  superficie  libre protege 
contra  el  estrés  mecánico y el  ingreso  de  microorganismos.  En  las superficies
internas su función es de absorción o de secreción y, en otros sitios funciona como 
barrera de defensa (Ross and Pawlina, 2007).
Las  células  epiteliales  presentan  tres  características:  1) se adhieren entre  sí  a 
través de uniones intercelulares (UICs); 2) a través de sus membranas basales, se 
unen al tejido conectivo subyacente; 3) poseen  regiones con funciones diferentes
(apical, lateral y basal) (Sepúlveda, 2012).

4.2 Uniones intercelulares (UIC)

Las  UIC de  los  epitelios  están organizadas en  estructuras  llamadas  uniones 
estrechas (UE),   uniones   adherentes (UA),   uniones   comunicantes (UC) y 
desmosomas (Dsm) (Glick, A. B., & Yuspa, 2005) (Figura 1). 
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Figura 1. Esquema de las UIC. Representación de dos células epiteliales donde 
se muestra  la posición de  las  uniones estrechas (UE),  uniones adherentes (UA) y 
desmosomas, con sus proteínas correspondientes. Modificada de (Glick, A. B., & 
Yuspa, 2005). 

4.2.1 Uniones estrechas (UE)

Se  encuentran  en  el  límite  entre  los  dominios  apical  y  lateral de las  células 
epiteliales (Giepmans and van IJzendoorn, 2009). Están formadas por un complejo 
de proteínas que establecen y mantienen la polaridad de las células. Las proteínas 
transmembranales que las constituyen son: claudinas, ocludina, tricelulina, JAMs 
(moléculas de adhesión de la unión, por sus siglas en inglés), y CAR (receptor del 
adenovirus  Coxsackie,  por  sus  siglas  en  inglés),  entre  otras. En  la  parte 
citoplasmática  están  las  proteínas  ZO-1 (zonula  occludens 1,  por  sus  siglas  en 
latín), ZO-2 y ZO-3, MUPP1 (proteína 1 con multidominios PDZs, por sus siglas en 
inglés) y cingulina,  que  conectan a las proteínas  transmembranales con  el 
citoesqueleto.  La  integridad  de  las UE se  mantiene  mediante  un  complejo 
regulador, que  incluye a PKCa (fosfocinasa  C  atípica,  por  sus  siglas  en  inglés), 
Cdc42, Rac1, cortactina, Par3 y Par6 (Tegtmeyer and Backert, 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Componentes de la UE. Proteínas transmembranales, citoplasmáticas y 
del citoesqueleto encargadas del mantenimiento de las UE. Tomado de (Tegtmeyer 
and Backert, 2017)

4.2.2 Uniones adherentes (UA): 

Se encuentran en la membrana lateral, por debajo de la UE y permite la unión de
filamentos de actina entre células vecinas (Giepmans and van IJzendoorn, 2009). 
Las  proteínas transmembranales de  las UA  incluyen  a la  E-cadherina y  a  las 
nectinas. Las interacciones homotípicas dependientes de calcio entre cadherinas 
en el espacio extracelular, conducen a fuertes interacciones célula-célula; aunque 
las  cadherinas  también  cumplen  un  papel  importante  como  supresoras  del 
crecimiento, carcinogénesis y  transmigración  de  leucocitos (Giepmans  and  van 
IJzendoorn,  2009;  Tegtmeyer  and  Backert,  2017). E-cadherina  puede  interactuar 
con  las proteínas citoplasmáticas β-catenina y p120-catenina. El complejo  E-
cadherina-β-catenina  está  conectado  al  citoesqueleto  de  actina  a  través  de  α-
catenina, EPLIN (proteína epitelial perdida en neoplasmas, por sus siglas en inglés) 
y  vinculina (Tegtmeyer  and  Backert,  2017). La  cortactina  también regula  al 
citoesqueleto  en  este  tipo  de  uniones (Tegtmeyer  and  Backert,  2017). Por  otra 
parte,  la  nectina  se  une  a  la afadina, contribuyendo a  las  funciones de  las  UA 
mediadas por E-cadherina en células epiteliales (Figura 3) (Tegtmeyer and Backert, 
2017).
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Figura 3. Estructura  de  las  UA. Proteínas  transmembranales,  citoplasmáticas  y 
del citoesqueleto encargadas del mantenimiento de las UA.Tomado de (Tegtmeyer 
and Backert, 2017).

4.2.3 Uniones comunicantes (UC)

Se encuentran principalmente en la membrana lateral de las células epiteliales, por 
debajo de las UE y permiten el paso de iones y pequeñas moléculas (<1 kDa), a 
través de canales que atraviesan la membrana de célula a célula. Estas uniones 
son importantes para la transducción de señales. Los canales llamados conexones, 
están formados por 6 proteínas integrales llamadas conexinas y son los que median 
el paso de los iones y segundos mensajeros (Giepmans and van IJzendoorn, 2009).  

4.2.4 Desmosomas (Dsm)

Se  encuentran  también  en  la  membrana  lateral,  por  debajo  de  las  UE  y  son  los 
encargados de unir los filamentos intermedios entre las células vecinas. También 
son  importantes para  la  integridad  del  tejido  debido  a  su  fuerte  adherencia, y 
aunque resisten la depleción de calcio pueden ser regulados por la PKC, cuando 
se requiere una remodelación dinámica de la  adhesión célula-célula (Garrod and 
Chidgey, 2008).

14
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4.3 Cortactina
La cortactina se describió como una proteína de 80-85 kDa, sustrato de la cinasa 
Src, con unión a actina y que se acumula en estructuras localizadas en la corteza 
celular,  de  ahí  su  nombre (Wu et  al.,  1991). Se  colocan  en  estructuras  ricas  en 
actina como  los lamelipodios, “ruffles” e invadopodios (Chhabra,  E.  S.,  &  Higgs, 
2007; Schnoor et al., 2017).
La cortactina es una proteína con multidominios, gracias a los cuales se asocia a 
diversos complejos, cumpliendo un papel esencial en diversos procesos celulares 
basados en actina, como: migración de células epiteliales o fibroblastos (Lua and 
Low,  2004),  invasión (Lua  and  Low,  2005), dinámica  celular (Yamaguchi  and 
Condeelis, 2007), formación de podosomas (Head et al., 2003), adhesión celular a 
través de las UE y UA (Katsube et al., 1998; Tilghman and Hoover, 2002), guía del 
axón (Knoll B, 2004), morfogénesis y diferenciación neuronal (Martinez et al., 2003), 
tráfico  vesicular,  endocitosis y  exocitosis (McNiven et  al.,  2000), y metástasis  de 
células tumorales (Tondravi et al., 2001) (Figura 4). Muchos de estos procesos son 
regulados    por    modificaciones    postraduccionales    en    la    cortactina como 
fosforilaciones, acetiliaciones y ubiquitinación (Lua and Low, 2005).
Algunos de las proteínas a las que se une la cortactina incluyen: actina, dinamina 
2,  reguladores  de  GTPasas  como BPGAP1 una  proteína  activadora  de  la  Rho 
GTPasa y  Fgd1 (factor  intercambiador de  nucleótidos de guanina),  proteínas 
andamio (CD2AP, CortBP1 , ZO-1 y WIP) y factores de promoción de la nucleación
de actina (Arp2/3 y N-WASP) (Du et al., 1998; Katsube et al., 1998; McNiven et al., 
2000; Lynch et al., 2003; Lua and Low, 2004). Además, cortactina participa en la 
formación y estabilización de las uniones intercelulares, al interactuar a través de 
su dominio SH3 con proteínas de las UE como ZO-1 (Katsube et al., 1998). También 
se ha reportado que cortactina participa en la biogénesis de las UA y es importante 
para la estabilidad de E-cadherina (Helwani et al., 2004). Asimismo se une a β-
catenina y a  la proteína de unión a actina, vinculina, siendo la  fosforilación de  la 
cortactina un mecanismo regulador de estas asociaciones (Sroka et al., 2016).
La    cortactina también es    un    regulador    esencial    de    la secreción de 
metaloproteínasas, las cuales degradan la matriz extracelular (MEC), favoreciendo
la  invasión  de  los  tejidos.  En  este  evento,  es  particularmente  importante  la 

16
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formación  de  invadopodios por  parte de las células cancerosas,  en  procesos  de 
metástasis (Clark et al., 2007)

Figura 4. La cortactina regula  varios procesos en la  dinámica de  una célula.
Interacciones  modulares  de  la  actina  que  permiten  su  asociación  con  múltiples 
complejos para regular la organización de la actina y las funciones celulares en una 
célula  modelo  típica.  Estas  funciones  incluyen  la  formación  de  podosomas,  la 
adhesión  celular  a  través  de  la  formación  de  UE  y  UA,  la  morfogénesis  y 
diferenciación   neuronal,   la   guía   del   axón, la   migración   y   morfogénesis   de 
fibroblastos y células epiteliales, así como la endocitosis. Algunos de estos procesos 
pueden  ser regulados por el estado  de fosforilación de la cortactina, mediado por 
las  cinasas  de  tirosina  Src  o  Fyn, mientras que  este  requerimiento  no  se  ha 
establecido  todavía  en  otras  vías. PSD:  densidad  post-sináptica;  IPR3:  receptor 
inositol  trifosfato 3;  SSTR2:  receptor  transmembranal  tipo  2  de  somatostatina; 
CIRL1: receptores independientes de calcio para el receptor CL1 de latrotoxina/�-
lactrotoxia;    NMDAR:    receptor    al N-metil-DD-aspartato;    mGlu:    receptores 
metabotrópicos a glutamato; EGF: factor de crecimiento epidermal; FGF: factor de 
crecimiento fibroblástico; Fgd1: displacia faciogenital 1; CD2AP: proteina asociada 
a CD2; CortBP1: proteína de unión a cortactina 1; ZO-1: zonnula occludens 1; ICAM-
1: molécula de adhesión intercelular 1; HB-GAM: molécula asociada al crecimiento 
y de unión a heparina; HA/CD44: hialuronan/CD44 (receptor a hialuronan).Tomado 
de (Lua and Low, 2005).

4.3.1. Dominios de cortactina

La cortactina  consta de un dominio  ácido  N-terminal  (NTA),  seguido  por  6.5 
repeticiones  en  tándem de  37 aa,  un  dominio α-helicoidal donde escinde  la
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calpaína, una región rica en prolinas (PRR), un segmento enriquecido en residuos  
de serina,  tirosina  y  treonina susceptibles de  fosforilación y, en  su  extremo  C-
terminal  contiene un dominio SH3 que  interactúa con varios  efectores del 
citoesqueleto de actina o proteínas de andamio que contienen secuencias ricas en 
prolina (Figura  5) (Daly,  2004;  Lua  and  Low,  2005;  Ammer  and  Weed,  2009; 
Schnoor et al., 2017).

Figura 5.  Representación  esquemática  de  la  estructura  de  cortactina  y  las 
proteínas con las que interactúa. El papel central de la cortactina en la traducción 
de señales celulares es evidente por sus múltiples compañeros de unión. El dominio 
acídico N-terminal (NTA) puede activar directamente al complejo Arp2/3. El dominio 
de unión a F-actina se requiere para la activación de Arp2/3 y para la localización 
de  la  cortactina  en  el  citoesqueleto  cortical  de  actina.  La  región  rica  en  prolinas 
contiene sitios de fosforilación de serina y tirosina y se piensa que funciona como 
una bisagra molecular que determina los cambios de conformación de la cortactina.
El dominio SH3 interacciona con varias proteínas involucradas en la polimerización 
de  actina,  la  adhesión  célula-célula  y  en  la  dinámica  de  la  membrana.  Diferentes 
cascadas de transducciones de señales regulan la función de cortactina en repuesta 
a estímulos, como los factores de crecimiento. Esta regulación parece involucrar la 
fosforilación  de  residuos  específicos  de  serina  y  tirosina  en  el  dominio  rico  en 
prolinas, por las enzimas Pak/Erk o Src, respectivamente. Tomado de (Selbach and 
Backert, 2005).

El  dominio  NTA de  la  cortactina posee una  región conservada de  20-22  aa que 
contiene los residuos DDW, y es la responsable de la interacción con la subunidad 
Arp3, lo que activa y estabiliza al complejo Arp2/3 (Weed et al., 2000; Higgs HN, 
2001). Además, el dominio  SH3 de cortactina se  une  a  N-WASP  y  sinergiza la
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asociación con el complejo Arp2/3. Esta interacción además está regulada por las 
cinasas Erk y Src y constituye un nuevo mecanismo de acción de la cortactina en 
la dinámica de la actina (Martinez et al., 2004). Por otra parte, se ha reportado que
la proteína WIP que interactúa con WASP, también se une al dominio SH3 de la
cortactina (Kinley et al., 2003). 
Varias cinasas, principalmente serina  y tirosina cinasas, pueden inducir directa o 
indirectamente  la  fosforilación  de  cortactina (Lua  and  Low,  2005). Los residuos 
Y421  e  Y470,  susceptibles  a  la fosforilación por  Src, están implicados en  los 
procesos  celulares  de migración,  invasión  y  protrusión (Schnoor et  al.,  2017).
También se ha descrito que la fosforilación por Erk en los residuos S405 y S418,
está relacionada  con la  estabilización  y  activación  de  cortactina (Schnoor et  al., 
2017). Además, esta fosforilación facilita la unión del dominio SH3 a N-WASP, para
que se active N-WASP, mientras que la fosforilación por Src de la cortactina termina 
la activación de N-WASP (Martinez-Quiles et al., 2004). Asimismo, se ha reportado
que la  acetilación de lisinas conservadas (K87, K124, K161, K198, K235, K272 y 
K304) afecta la unión de la cortactina con la F-actina (Zhang et al, 2007). 

4.3.2 Alteraciones de la cortactina por patógenos 

Los patógenos  han  desarrollado  diversas  estrategias  para  atacar,  interactuar  y 
manipular  las  UICs,  con  la  finalidad  de  desestabilizar  o  cruzar  las barreras 
epiteliales  y  causar  infección.  Los  protozoarios,  bacterias  y  virus  acceden  a  los 
componentes  moleculares  de  estas  uniones  ya  sea  directamente,  a  menudo 
aprovechando    las    alteraciones    fisiológicas    en    la    polaridad    epitelial,    o 
indirectamente, mediante el suministro de factores moleculares que desestabilizan 
la   integridad   de   las   uniones.   De   manera   que   es   fundamental   revelar   las 
interacciones moleculares entre los patógenos con los componentes de las UICs, 
no solo para dilucidar los mecanismos de invasión, sino también para desentrañar 
las  propiedades  fisiológicas  fundamentales  de  las  barreras  epiteliales,  a  nivel 
celular  y  tisular (Nikitas  and  Cossart,  2012).  En  este  sentido,  se  ha  determinado 
que los microrganismos se aprovechan de las proteínas integrales, corticales y de 
asociación con el citoesqueleto, como la cortactina, para dañar los contactos célula-
célula (Selbach and Backert, 2005; Navarro et al., 2013).



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 39 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

12



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 40 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

4.3.2.1 Protozoarios 
• Cryptosporidium parvum: Es un parásito protozoario intracelular causante 

de  la  gastroenteritis  en  humanos (Rodríguez et  al.,  2010). Durante  la 
invasión de C. parvum, la cortactina se fosforila en residuos de tirosina, lo 
que induce la polimerización de la actina en el sitio de unión del parásito con 
la célula huésped, favoreciendo así su entrada (Chen et al., 2003).   

4.3.2.2 Bacterias 
• Shigella flexneri: Es una bacteria Gram-negativa causante de la disentería 

en  humanos, al  invadir  las  células  epiteliales  del  colon. La  invasión por
Shigella induce el reclutamiento de la cortactina en la membrana plasmática,
de  una  manera  dependiente  de su fosforilación en  residuos  de  tirosina, 
provocando la formación de filamentos de actina por debajo de la membrana 
y promoviendo así la captación bacteriana (Dehio et al., 1995; Bougnères et 
al., 2004). 

• Escherichia  coli enteropatógena (EPEC): esta bacteria Gram-negativa
causante de la diarrea infantil especialmente en países en desarrollo, tiene 
la capacidad de adherirse a las células intestinales e inyectar a través de su 
sistema de secreción tipo  III, el receptor de intimina translocado (Tir). Una 
vez dentro, Tir interactúa con varias proteínas como cortactina, para activar 
la maquinaria de polimerización de actina y se dé la formación de pedestales
(Cantarelli et al., 2006). 

• Helicobacter pylori: esta bacteria Gram-negativa y microaerofílica, produce 
gastritis  crónica  y  enfermedades  gástricas severas (Enroth et  al.,  1999; 
Amieva,  M.  R.,  &  El–Omar,  2008). H.  pylori, a  través  de  su  sistema  de 
secreción tipo IV, transloca a la toxina CagA hacia el citosol de las células 
gástricas. Una vez dentro, la toxina sufre fosforilación en el residuo Y927 e
inactiva a la  cinasa  Src,  por  un  mecanismo  que  involucra  tanto  su 
desfosforilación en el residuo Y418 como una fosforilación en el aminoácido

6
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Y527 (Selbach et   al.,   2003).   La   fosforilación   de   Y527   produce   una 
conformación  cerrada  y  catalíticamente  inactiva (Hunter,  1987;  Hubbard, 
1999). La inactivación  de  Src  da  como  resultado  la  desfosforilación  de 
cortactina,  y ésta  a  su  vez  es  capaz  de  inducir  un  reordenamiento  del 
citoesqueleto  de  actina  en  las  células  epiteliales  gástricas  (Figura 6), 
produciéndose el fenotipo colibrí característico de las células infectadas con 
H. pylori (Selbach et al., 2003).

Figura 6. Esquema de la señalización inducida por CagA de H. pylori en células 
gástricas. H. pylori transloca a la citotoxina CagA hacia el citoplasma de las células 
gástricas, mediante un proceso dependiente del sistema de secreción tipo IV. En el 
citoplasma  epitelial,  Src  fosforila  a CagA en  residuos  de tirosina y también a 
cortactina. Posteriormente, CagA fosforilada  en  tirosina, inactiva a c

‐

Src  por  un 
mecanismo que involucra la fosforilación del residuo Y527 y la desfosforilación de 
Y418. La inactivación de Src previene la posterior fosforilación de CagA y conduce 
a  la  desfosforilación  de  cortactina.  La cortactina  desfosforilada promueve  la
nucleación de actina e induce reordenamientos característicos del citoesqueleto de 
actina, que conducen al denominado fenotipo del colibrí. Tomado de (Selbach et al., 
2003).

4.4 Páncreas

Una de las vías de entrada de los patógenos al cuerpo es la vía gastrointestinal. A 
partir  de  la  invasión  de  este epitelio,  los  microrganismos  pueden  colonizar  otros 
órganos (Ribet   and   Cossart,   2015). Conjuntamente,   la   microbiota   intestinal 
constituye un  socio  esencial  en  la  salud, aunque su  presencia también puede 



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 43 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

14



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 44 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

inducir procesos patológicos altamente indeseados en el huésped (Holmes et al., 
2011; Marchesi et al., 2016; Zou et al., 2017). Quizás el ejemplo más estudiado de 
trastornos  gastrointestinales  inducidos  por  la microbiota  es  el  carcinoma  gástrico 
mediado por H. pylori (Correa and Houghton, 2007). Aunque su efecto patogénico 
no se ha delimitado solo al estómago, ya que se ha detectado la presencia de esta
bacteria  en  el  páncreas;  no  obstante, las  implicaciones  funcionales  de  esta 
infección aún requieren de estudios exhaustivos (Testerman and Morris, 2014).  
Por  si  fuera  poco,  en  los  últimos  años  varios estudios  han  presentado  evidencia 
tangencial  que  sugiere  un  posible  papel  de  los  microbios  en  la  patogénesis  de 
enfermedades   pancreáticas,   siendo en   muchos   casos afectadas las   UICs 
(Zambirinis et al., 2014).
El páncreas es un tejido epitelial perteneciente al tipo glandular. Este órgano tiene 
una forma alargada y está constituido por 3 partes: cabeza, cuerpo y cola (Figura 
7a). La cabeza se encuentra en el asa del duodeno, al salir del estómago, y está 
unida al duodeno por tejido conectivo; el cuerpo de ubicación central, cruza la línea 
media  del  organismo  humano;  y  la  cola  está  localizada  cerca  del  hilio  del  bazo 
(Ross and Pawlina, 2007; Longnecker, 2014). Esta glándula posee funciones tanto 
exócrinas, como endócrinas.

5
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Figura 7.  Esquema  representativo  del  páncreas. a) Anatomía 
general  del  páncreas. b) Porción  exócrina.  c)  Acino. d) Islote 
pancreático  incrustado  en  el  tejido  exócrino. Tomado  de (Bardeesy 
and DePinho, 2002).

4.4.1 Parte exócrina

El  páncreas  exócrino  contiene  acinos  que  secretan  jugo  pancreático  hacia  el 
duodeno,  a  través  del  conducto  pancreático  (Figura 7b-c).  El  jugo  pancreático 
contiene  varias  enzimas,  algunas  de  las  cuales  se  sintetizan  de  forma  inactiva 
(Hammer and McPhee, 2010). Las enzimas solo se activan cuando llegan a luz del 
intestino  delgado  y  son  esenciales  para  la  digestión  en  el  intestino (Young  and 
Heath, 2001; Ross and Pawlina, 2007). 
Las enzimas pancreáticas secretadas por el páncreas exócrino son:

• Endopeptidasas   (tripsinógeno   y   quimiotripsinógeno)   y   exopeptidasas 
(procarboxipeptidasa  y  proaminopeptidasa):  rompen  enlaces  peptídicos 
internos  (endopeptidasas)  o  enlaces  de  aminoácidos  en  los  extremos 
caboxi- o amino-terminal (exopeptidasas) (Ross and Pawlina, 2007). 

1
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• Enzimas amilolíticas (α-amilasa):  digieren  los  carbohidratos  al  romper  los 
enlaces  glucosídicos  de  los  polímeros  de  la  glucosa (Ross  and  Pawlina, 
2007). 

• Lipasas:   rompen   los   lípidos   al   romper   los   enlaces   éster   de los 
triacilgliceroles, para liberar ácidos grasos (Ross and Pawlina, 2007).

• Enzimas  nucleolíticas  (desoxirribonucleasa  y  ribonucleasa):  digieren los 
ácidos  nucleicos  y  dejan  libres  sus  mononucleótidos (Ross  and  Pawlina, 
2007). 

La secreción exocrina del páncreas se encuentra regulada por un control hormonal 
y nervioso. El duodeno secreta dos hormonas que son reguladores principales del 
páncreas,  la  secretina  y  la  colecistocinina  (CCK) (Ross  and  Pawlina,  2007).  La 
secretina estimula a las células de los conductos excretores para que produzcan 
una concentración elevada de bicarbonato (HCO3-) y un contenido bajo de enzimas. 
En tanto que la CCK, determina la secreción de proenzimas de las células acinosas 
(Ross  and  Pawlina, 2007).  El  páncreas  también  es  regulado  por  inervación 
autónoma: las fibras nerviosas simpáticas median la regulación del flujo sanguíneo 
del  páncreas  y,  las  fibras  parasimpáticas  incrementan  la  actividad  de  los  acinos 
pancreáticos y de los centros acinares (Ross and Pawlina, 2007). 

4.4.2 Parte endócrina 

El páncreas endócrino está formado por los islotes de Langerhans, los cuales están 
muy  vascularizados  y  se  encuentran  a  lo  largo  de  todo  el  órgano,  formando 
agrupaciones celulares de tamaño variable. Los islotes constituyen del 1-2% total 
del páncreas (Figura 7d) (Ross and Pawlina, 2007; Hammer and McPhee, 2010).  
El páncreas endócrino contiene 5 tipos celulares secretores de hormonas y son:

• Células beta (�): forman el 70% de las células insulares y son las encargadas 
de secretar insulina. Poseen gránulos de secreción de un tamaño de 300 nm 
de diámetro, con un centro denso poliédrico y una matriz pálida (Ross and 
Pawlina, 2007).

2

2

5
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• Células alfa (�): constituyen cerca del 15-20% de las células insulares, son 
las encargadas de secretar glucagón y tienen gránulos de secreción de un 
tamaño de 250 nm de diámetro (Ross and Pawlina, 2007).

• Células delta (δ): forman entre el 5-10% del tejido endócrino pancreático y 
se  encuentran  en  la  periferia  de  los  islotes;  secretan  somastostatina  y 
contienen  gránulos  de  secreción  que  miden  entre  300-350  nm (Ross  and 
Pawlina, 2007). 

• Células épsilon (ε): hacen que el estómago produzca y libere la hormona 
grelina, que es la que induce la sensación de hambre (Ross and Pawlina, 
2007). 

• Células PP: son encargadas de secretar el polipéptido pancreático (PP), que 
controla y regula la secreción exócrina del páncreas; estimula las principales 
células  gástricas  e  inhibe  la  secreción  de  bilis  y  la  motilidad  intestinal,  así 
como la secreción de enzimas pancreáticas (Ross and Pawlina, 2007).  

2
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5. ANTECEDENTES 
La  presencia  de  cortactina  en  el  páncreas  se  ha  descrito  previamente  en  ratas, 
donde  se  ha  localizado  apicalmente  en  las  células  acinares,  co-localizando  con 
actina (Figura 8). Estos resultados se confirmaron en acinos aislados, observando 
más claramente la localización de cortactina en la membrana apical y en la parte 
apical  de  la  membrana  lateral  de  las  células,  donde  se  encuentran  las  UICs.  En 
este caso, la actina también presentó el mismo patrón de distribución, aunque la 
tinción fue más prominente (Singh and McNiven, 2008). 

Figura 8.  Localización   de  cortactina  en   páncreas  y  acinos 
aislados. Cortes  congelados  de  páncreas  o  de  acinos  aislados  de 
ratas, se procesaron por inmunofluorescencia empleando anticuerpos 
específicos   anti-cortactina   y   anti-actina.   Las   preparaciones   se 
observaron   por   microscopía   confocal.   Tomado   de (Singh   and 
McNiven, 2008).

Asimismo, se ha descrito la expresión diferencial de cortactina en diferentes líneas 
celulares derivadas de adenocarinomas pancreáticos (BxPC-3, PANC-1, MiaPaCa-
2,  SU.86.86,  L3.6pl,  AsPC-1, Capan-1,  Capan-2,  Panc89  y  PT45),  mediante
ensayos de western blot (Figura 9) (Chen et al., 2019).
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Figura 9.   Expresión   de   cortactina   en   líneas   celulares   de 
adenocarcinoma   pancreático. Las   células   se   lisaron   y   se 
procesaron para ensayos de western blot, empleando los anticuerpos 
anti-cortactina y anti-actina. Tomado de (Chen et al., 2019).

Además, cortactina se expresó en los contactos célula-célula y en los lamelipodios 
de las líneas celulares BxPC3 y PANC-1 (Figura 10) (Chen et al., 2019; Stock et 
al., 2019). 

Figura 10.  Localización  de  cortactina  en  las  células  BxPC-3  y 
Panc-1. Líneas   celulares   derivadas   de adenocarcinoma   ductal 
pancreático  se  procesaron  para  inmunofluorescencia  empleando  el 
anticuerpo  anti-cortactina.  Los  núcleos  se  contratiñeron  con  DAPI. 
Cabeza de flecha: localización de cortactina en las UICs. Barra = 50 
�m. Tomado de (Stock et al., 2019).

Por  otra  parte,  se  determinó  que  la  cortactina  es  funcionalmente  activa  en  estas 
células, ya que cuando las células Panc-1 se cultivaron en medio sin suero por 24 
h y después se estimularon con suero fetal de ternera (FCS) al 10% por 1 h, se 
observó redistribución de la cortactina en “ruffles” de la membrana, co-localizando 
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con actina (Figura 11). Además, mediante ensayos de “herida” se observó que las 
células Panc-1 y BxPC3 deficientes en cortactina, disminuyeron significativamente 
(30–50%) su capacidad de migración, en comparación con las células control. Estos 
resultados demostraron que la cortactina promueve la polimerización de la actina y 
participa en la migración celular (Stock et al., 2019).

Figura 11. Activación de cortactina en células Panc-1. Las células se cultivaron 
en  medio  sin  FCS  por  24  h  y  después  se  incubaron  por  1  h  con  FCS  al  10%. 
Posteriormente, las células se procesaron para inmunofluorescencia empleando los 
anticuerpos  anti-cortactina  y  anti-actina.  Los  núcleos  se  contra-tiñeron  con  DAPI. 
Barra = 50 �m. Tomado de (Stock et al., 2019)

La  participación  de  cortactina  en el  desarrollo  del  cáncer  se  ha  demostrado  en 
muestras de pacientes con adenocarcinoma pancreático. A través de ensayos de 
inmunohistoquímica y empleando anticuerpos contra cortactina, se observó que en 
tumores  pobremente  diferenciados había  una  sobreexpresión  de  la  cortactina,
mientras que en los bien diferenciados la expresión fue significativamente menor. 
(Tsai et  al.,  2013). Estos  resultados  se  confirmaron en otro  estudio, donde 
inmunohistoquímicamente  se  observó  una  expresión  más  alta  de  cortactina  y  de 
fosforilación  en  el  residuo  Tyr-421  en los  tejidos  metastásicos  derivados  de
adenocarcinomas pancreáticos, comparada con la observada en el tumor primario
(Figura 12). Además, en las líneas celulares Panc-1 and BxPC-3, el silenciamiento 
de  cortactina  disminuyó  la migración e  invasión,  pero  no  afectó  la  proliferación 
celular (Stock et al., 2019). En conclusión, se puede señalar que la sobreexpresión 
de cortactina implica menor diferenciación tumoral, estado avanzado de cáncer y 
una proporción de supervivencia más corta en adenocarcinomas pancreáticos.
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Figura 12.    Expresión    de    cortactina    en    pacientes    con 
adenocarcinomas  pancreáticos. Muestras  histológicas  de  tumor 
primario y tejido metastásico, se procesaron para 
immunohistoquímica  empleando  el  anticuerpo  anti-cortactina  y  anti-
cortactina fosforilada en Tyr-421. Tomado de (Stock et al., 2019)

La cortactina también juega un papel crucial en la homeostasis del intestino, ya 
que  su ausencia  en ratones  KO, incrementó  la  permeabilidad  epitelial en  un 
24.8%  con  respecto  a  los  animales  WT (Figura  13a).  En  correspondencia, 
algunas  moléculas  de  las  UICs,  responsables  de  regular  la  permeabilidad,  se 
vieron afectadas por la carencia de cortactina. La expresión de las proteínas de 
la UE, ZO-1 and claudin-1, disminuyó significativamente en ratones KO. En tanto, 
que la claudina-2, proteína formadora de poros, incrementó en el colon de estos 
animales (Figura  13b).  Por  su  parte  las  proteínas  de  la  UA, E-cadherina  y β-
catenina, así  como  la  actina,  mostraron  los  mismos  niveles  de  expresión  en 
animales    WT    y    KO (Citalán-Madrid et    al.,    2017). Los    estudios    de 
inmunofluorescencia  confirmaron  que  ZO-1  y  claudina-1  disminuyeron  en  los 
contactos celulares, mientras que hubo un aumento de claudina-2 (Figura 13c).
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Figura 13. Efecto de la ausencia de cortactina en la permeabilidad 
y en  la  expresión  de las  proteínas  de  las  UICs  del  epitelio 
intestinal de ratones. a) La permeabilidad epitelial del colorante azul 
de  Evan  se  expresó  como  la  absorción  del  colorante  por  gramo  de 
tejido  proveniente  de  ratones  WT  y  KO. b) Lisados  de  proteínas 
obtenidas del colon de ratones WT y KO y procesados para ensayos 
de  western  blot,  con  los  anticuerpos  indicados  a  la  derecha.  En  el 
panel derecho se muestra el análisis densitométrico de las proteínas 
indicadas, con respecto al control de carga (tubulina) obtenido de tres 
experimentos  independientes. c) Inmunofluorescencia  del  colon  de 
ratones WT y KO donde se emplearon los anticuerpos marcados. Las 
preparaciones se analizaron por microscopía confocal. Barra = 50 �m.  
Tomado de (Citalán-Madrid et al., 2017)

Además, estos resultados fueron ratificados en células depletadas en cortactina. 
En  células  epiteliales  Caco-2  derivadas  de  cáncer  colorectal, se  observó  una 
disminución  de  la  resistencia  eléctrica  transepitelial  (TER)  (Figura  14)  y  de  la 
cantidad  de  las  proteínas  de  UICs,  ZO-1,  ocludina,  claudina-1  y  E-cadherina, 
cuando  la  cortactina  fue  silenciada  (Figura  15a).  La  localización  de  estas 
proteínas en los bordes celulares también disminuyó y el patrón que presentaron 
fue discontinuo (Figura 15b). Esto puede deberse al incremento de ROCK1, la 
fosforilación de  MLC (por  sus  siglas  en  inglés  de  myosin  light  chain) y a la 
contracción del citoesqueleto de actina en las células deficientes de cortactina. 
Así, el incremento de la fuerza de contracción podría causar la desestabilización 
de  las UICs y  el  aumento  de  la  permeabilidad  del  epitelio  intestinal (Citalán-
Madrid et al., 2017).
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Figura 14. Permeabilidad de las células Caco-2  silenciadas en cortactina. La 
TER  de  las  células  epiteliales  control  (ctrl  shRNA)  y  disminuidas  en  cortactina 
(cortactin  shRNA)  se  monitoreó  durante  7  día.  Tomado  de (Citalán-Madrid et  al., 
2017).

Figura 15. Expresión y localización de proteínas de las UICs en células Caco-
2. Células Caco-2 fueron silenciadas en cortactina (cortactin-shRNA) y comparadas 
con  células  control  (scr  y  no). a) Lisados  de  células  epiteliales  analizados  por 
western blot. El panel derecho muestra el análisis densitométrico de las proteínas, 
normalizado con respecto al control de carga (tubulina). b) Inmunofluorescencia de 
las células intestinales empleando los anticuerpos señalados. Las preparaciones se 
analizaron por microscopía confocal. Barra = 20 �m. Tomado de (Citalán-Madrid et 
al., 2017).

En el intestino, se ha observado que la cortactina es clave durante el desarrollo de 
enfermedades inflamatorias. Ratones KO de cortactina, fueron más susceptibles a 
desarrollar  colitis  producida  con  dextrán  sulfato  de  sodio  y  mostraron  un  daño 
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severo en el colon, así como la  formación de edema. Además, en pacientes con 
enfermedades  inflamatorias  del  colon,  se  ha  observado  una  disminución  de  los 
niveles de cortactina, principalmente en la zona de los contactos intercelulares, así 
como pérdida  de  la  co-localización  con  ZO-1 (Figura  16) (Citalán-Madrid et  al., 
2017).

Figura 16.   Disminución   de   cortactina   en   el   colon   de   pacientes   con 
enfermedades inflamatorias intestinales. a) Inmunofluorescencias de cortactina 
(verde) y ZO-1 (rojo) de criptas de individuos sanos (healthy), con enfermedad de 
Crohn (CD) y colitis ulcerativa (UC). Barra = 50 mm. b) Análisis de western blot del 
nivel de cortactina en lisados del colon provenientes de pacientes sanos, con CD y 
UC. El control de carga fue actina. Tomado de (Citalán-Madrid et al., 2017).

La cortactina no sólo es crucial para la barrera epitelial, pues también en el endotelio 
se ha  reportado  que la  deficiencia  de  cortactina  produce  un  aumento  de  la 
permeabilidad. Además, la presencia de cortactina es necesaria para una óptima 
extravasación de neutrófilos (Schnoor et al., 2011). 

Todos  estos  hallazgos  indican  que  la  cortactina  es  un  regulador  maestro  de  la 
integridad  de  las  barreras  epiteliales  y  endotelios,  como  se  ha  descrito  para  el 

b
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intestino. Por lo tanto, cabe esperar que participe activamente en la homeostasis 
de otro tipo de epitelios como el epitelio glandular del páncreas.
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6. JUSTIFICACIÓN 
Las uniones intercelulares del epitelio pancreático son cruciales para las funciones 
secretoras de esta glándula. Dentro de las proteínas que regulan las funciones de 
las uniones se encuentra la cortactina.
En el intestino, la ausencia de cortactina causa una disfunción de la barrera epitelial, 
modulando cambios del citoesqueleto y proteínas de las UICs. Sin embargo, poco 
se sabe de su expresión en el páncreas, cómo participa en la permeabilidad epitelial 
y cómo ésta se modula por agentes patógenos. Aunque los mecanismos elucidados 
en otros tejidos, contribuirían a entender el efecto de la cortactina en el páncreas.

7. HIPÓTESIS 
En el páncreas, la cortactina modula el citoesqueleto de actina y proteínas de las 
UICs, participando así en la homeostasis de la barrera epitelial.
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8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de la deficiencia de cortactina en el páncreas sobre la actina y las 
proteínas de las UICs, así como en la barrera epitelial de células ductales.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFÍCOS 

1. Estudiar  el  efecto  de  la  deficiencia  de  cortactina  sobre  la  morfología  del 
páncreas de ratones KO en cortactina.

2. Analizar si la deficiencia de cortactina afecta la expresión y localización de 
actina y de las proteínas de las UICs de ratones KO en cortactina.

3. Investigar  si el  silenciamiento de  cortactina  afecta  la  permeabilidad  de 
células ductales pancreáticas.

4. Determinar  la  expresión  y  localización  de  actina  y  de  las  proteínas  de  las 
UICs de células ductales silenciadas en cortactina.

5. Examinar  el  efecto  de  la infección  con H.pylori sobre  la  permeabilidad  de 
células ductales silenciadas en cortactina.

23



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 71 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

28



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 72 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 17. Representación    esquemática    de    la estrategia 
experimental. En la primera parte de este trabajo se emplearon ratones 
de la cepa C57BL/6, a los cuales se les extrajo el páncreas. Este órgano 
se procesó para tinciones histológicas con hematoxilina y eosina (H&E), 
ensayos de western blot (WB) e inmunofluorescencia (IF). En la segunda 
parte de la tesis, se emplearon células BxPC-3 silenciadas en cortactina 
(KD) y como control se usaron células transfectadas con una secuencia 
desordenada de cortactina (Scr) o sin transfectar (WT). Estas células se 
sometieron a ensayos de resistencia eléctrica transepitelial (RET), WB e
IF. Adicionalmente, las células BxPC-3 se infectaron con H. pylori y se 
midió su RET.
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10. MATERIALES Y MÉTODOS 

Tabla 1. Anticuerpos utlizados en  los ensayos  de inmunofluorescencia y  western 
blot. Las concentraciones utiliazadas estan descritas en le metodología.

Anticuerpos Marca/País
Conejo anti-cortactina Thermo-Fisher, E.U.A
Conejo anti-ZO-1 Invitrogen, E.U.A
Conejo anti- claudina 1 Thermo-Fisher, E.U.A
Conejo anti- ocludina Thermo-Fisher, E.U.A
Conejo anti- E-cadherina Santa Cruz, E.U.A
Conejo anti-GAPDH Thermo-Fisher, E.U.A
Conejo anti- actina Thermo-Fisher, E.U.A
Ratón anti-cortactina Milipore, E.U.A
Cabra anti-conejo-HRP Santa Cruz, E.U.A
Cabra anti-ratón-HRP Santa Cruz, E.U.A

Tabla 2. Reactivos utilizados en los experimentos del presente trabajo.

Reactivos Marca/País
Anestésico general de uso veterinario xilazina y ketamina PiSA, México 
Buffer salino de fosfatos 1X, PBS Sigma-Aldrich, E.U.A
Detergente no iónico, NP-40 Sigma-Aldrich, E.U.A
Detergente no iónico TritonTM X-100 Sigma-Aldrich, E.U.A
Detergente no iónico Tween® 20 Sigma-Aldrich, E.U.A
Dextrano sulfato de sodio, DSS Sigma-Aldrich, E.U.A
Glicerol Sigma-Aldrich, E.U.A
Polietilenimia Sigma-Aldrich, E.U.A
Medio RPMI 1640 Biowest, E.U.A
Suero fetal Bovino (SFB) Biowest, E.U.A
Dihidrocloruro de puromicina Sigma-Aldrich, E.U.A 
Substrato quimioluminiscente SuperSignal® West Pico/Femto T. Scientific, E.U.A 

10.1  Cultivo  de  células epiteliales: las  células  humanas  derivadas  de un 
adenocarcinoma ductal pancreático  BxPC-3 se cultivaron y  crecieron en  medio 
RPMI-1640, suplementado  con  0.25 μg/ml  de  amfotericina  B,  100  U/ml  de 
penicilina, 0.1 mg/ml de estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (SFB). 
Las  células embrionarias derivadas  de  riñón  humano HEK293 se crecieron en 
medio   DMEM, suplementado   con   100   U/ml   de   penicilina,   0.1   mg/ml   de 
estreptomicina, 1x de aminoácidos no esenciales y 10% de SFB. 
Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C, en una atmósfera de CO2 al 5%.

10.2 Cultivo bacteriano: la cepa de referencia ATCC 26695 de H. pylori se creció
en medio base Casman, suplementado con 5% de sangre desfibrinada de carnero 

4

7
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envejecida.  Las  bacterias  se  incubaron  a  una  temperatura  de  37°C,  con  una 
atmósfera de 5% de CO2. Adicionalmente, las bacterias se almacenaron en caldo 
Brucella  al  28%, suplementado  con  10%  de  SFB  y  50%  de  glicerol,  y  se 
mantuvieron a -70°C. 

10.3 Cuantificación de bacterias: un inóculo de bacterias crecidas durante 48 h 
en agar Casman, se resuspendió en medio RPMI-1640 sin suero y posteriormente 
se llevo a cabo una dilución 1:100 en 1 ml de medio Müeller Hinton. La absorbancia 
de  esta  solución  se  midió  por  espectrofotometría  a �=540  nm.  Las  unidades 
formadoras de colonias (UFC) se cuantificaron con la fórmula UFC = Abs / 8*10-10.

10.4 Animales: se emplearon ratones hembras y machos de 6-8 semanas de vida 
de la cepa C57BL/6, tipo silvestres (WT) y knockout (KO) deficientes en cortactina. 
Los animales KO de cortactina se generaron mediante el sistema Cre-LoxP para 
eliminar el exón 7 (Schnoor et al., 2011). Los ratones KO mostraron un fenotipo y 
comportamiento  normal.  Los  ratones  se  alojaron  en el  bioterio  del Cinvestav, en 
condiciones específicas libres de patógenos y se les suministró agua y alimento ad 
libitum.  El  Comité  de  Cuidado  y  Uso  de  Animales  de  Cinvestav  (México) aprobó
todos los experimentos llevados a cabo con los animales.

10.5 Extracción   de   páncreas: los   ratones WT   y   KO   se   anestesiaron 
intraperitonealmente con 125 mg/kg de ketamina (Sanofi) y 12.5 mg/kg de xilazina 
(Phoenix  Scientific) y se  sacrificaron  por  dislocación  cervical.  Seguidamente  se 
realizó  una  laparotomía para  extraer  el  páncreas, el  cuál se  lavó con solución 
amortiguadora  de  fosfatos  (PBS:  NaCl  138  mM,  KCl  3  mM,  NaHPO4 8.1  mM  y 
KH2PO2 1.5 mM). El tejido fue preservado con Tissue-Tek® para su procesamiento 
por  inmunofluorescencia,  embebido  en  parafina  para  su  análisis  histológico  y en 
congelación a -70ºC para su estudio mediante ensayos de western blot.

10.6 Análisis histológico: el páncreas se fijó con paraformaldehido (PFA) al 4% 
en PBS y se incluyó en parafina. Los bloques de parafina se cortaron en secciones 
de  5-10  μm  y  se  tiñeron  con  hematoxilia  y  eosina  (H&E).  Las  muestras  se 
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observaron a través de un microscopio de luz (Axiolab, Zeiss) y el área de los islotes 
de Langerhans y ductos se cuantificaron con el programa ImageJ.

10.7 Silenciamiento  de  cortactina  en  células  BxPc-3: para  la  generación  de 
células depletadas en cortactina, se empleó la técnica de ARNs de horquilla corta 
(shRNA: short hairpin RNA, por sus siglas en inglés). Las secuencias específicas 
del gen de cortactina fueron: Secuencia cortactina-1: aagctgagggagaatgtcttt, oligo 
sentido:  5‟-ccggaagctgagggagaatgtctttctcgagaaagacattctccctcagctttttttg-3”,   oligo 
antisentido:   5‟-aattcaaaaaaagctgagggagaatgtctttctcgagaaagacattctccctcagctt-3”; 
Secuencia cortactina-2: caccaggagcatatcaacata (Qiagen siRNA CTTN 5, 85% de 
acuerdo a nuestra experiencia), oligo sentido: 5‟-
ccggcaccaggagcatatcaacatactcgagtatgttgatatgctcctggtgtttttg-3”,  oligo  antisentido: 
5‟-aattcaaaaacaccaggagcatatcaacatactcgagtatgttgatatgctcctggtg-3”. La secuencia
control (Scr, scrambled por    sus    siglas    en    inglés) empleada    fue 5‟-
cggagaagtggagaagcatac-3”.  Estas  tres  secuencias  se  clonaron  en el  vector 
lentiviral pLKO.1-TRC. La producción del vector lentiviral se llevó cabo en células 
HEK293, mediante el empleo del Kit Trans-Lentiviral (Thermo Scientific) y siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Primero se colocaron 2.4 ml de medio DMEM sin 
suero y se mezclaron con 140 �l de polietilenimina (mezcla 1). Paralelamente, se 
mezclaron los  plásmidos  de  empaquetamiento  y  los  shRNA  específicos  para 
cortactina  o  el  shRNA  control  (Scr)  (mezcla  2).  Posteriormente,  en  un  tubo  de 
polipropileno  se  combinaron  las  dos  mezclas  y  se incubaron durante  15  min  a 
temperatura  ambiente  (TA).  Seguidamente,  las  mezclas  se  adicionaron  a  las 
células HEK293 crecidas a un 70-80% de confluencia, en una placa de 10 cm con 
5  ml de  medio  DMEM, suplementado  con SFB al  5%,  penicilina  100  U/ml, 
estreptomicina 100 μg/ml y aminoácidos no esenciales. Las células se incubaron 
durante 6 h a 37 °C, en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de humedad. Después 
de  este  tiempo,  el  medio  de  transfección  se  cambió  por  medio  DMEM  fresco 
suplementado con 5% de FBS y sin antibióticos o antimicóticos. Al cabo de 48 y 72 
h, el medio de las células se centrifugó a 1,500 rpm por 5 min a 4°C y después a 
13,000  rpm  durante  2  h.  La  pastilla  obtenida  y  conteniendo  a  los  virus, se 
resuspendió en  medio  RPMI-1640; 3  ml de  esta  mezcla se colocaron a células 
BxPC-3  con  una  confluencia  del  80%  y se  crecieron en  placas  de  6  pozos. 
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Adicionalmente, a cada pozo se le añadió 8 μg/ml de polybrene, el cual ayuda a 
aumentar la eficacia de la transfección. Las placas se centrifugaron a 3,000 rpm por 
1 h a 32°C. Las células se incubaron a 37°C y después de 24 h, se cambió el medio 
por medio RPMI fresco con puromicina a una concentración de 1 μg/mL. Cada dos 
días se reemplazó el medio por medio fresco con antibiótico. El silenciamiento de 
la cortactina se evidenció mediante ensayos de western blot.

10.8 Lisado de tejido y células: el páncreas se lisó con buffer RIPA (Tris-HCl 0.5 
M, pH 7.5, NaCl 1M, EDTA 50 mM, EGTA 50 nM, desoxicolato de sodio 10%, NP-
40  20%  e  inhibidores  de  proteasas  CompleteTM [Roche]),  mediante  el  uso  de  un 
homogenizador  durante  3  min  a  4ºC.  Posteriormente,  las muestras se  agitaron 
suave  durante  1  h  a  4°C  y  se  centrifugaron a  4°C  por  20  min  a  15,000 rpm.  El 
sobrenadante con las proteínas totales se recuperó.
Las células BxPC-3 se lavaron tres veces con PBS  frio  y se lisaron también con
buffer RIPA durante 30 min en agitación suave a 4oC. Los extractos se sonicaron 
tres  veces  por  5  seg  a  80%  de  intensidad  en  un  sonicador  y  después  se 
centrifugaron por 15 min a 14,000 rpm a 4oC, para eliminar los restos celulares. El 
sobrenadante se recolectó.
Las proteínas totales de los sobrenadantes, se cuantificaron mediante el método 
de  Lowry (kit DC  protein  assay, Bio  Rad) y  las  muestras se  alicuotaron  y 
almacenaron a -70ºC.

10.9 Ensayos  tipo western  blot: las  muestras  de  proteínas se incubaron con 
buffer   de   carga Laemmli (SDS   4%,   glicerol   20%,   2-mercaptoetanol   10%, 
bromofenol  azul  0,004%  y  Tris  HCl  0,125  M,)  y  se  hirvieron  durante  5  min. Las 
proteínas se separaron por   electroforesis   en   geles   desnaturalizantes   de 
poliacrilamida  (SDS-PAGE)  al  6,  8  10  y  12%,  los  cuales  se electrotransfirieron a
membranas  de  nitrocelulosa  durante  1.5  h  a  400  mA.  Luego,  las  membranas se
bloquearon en leche baja en grasa al 5% durante 2 h a TA en agitación. Después,
se  incubaron  a  4°C  durante  toda  la  noche  (ON)  con  los  anticuerpos  primarios 
específicos, hecho en conejo: �-cortactina (1:1000), �-actina (1:1000), �-ocludina 

(1:500), �-ZO-1 (1:500) y �-GAPDH  (1:1000) y hecho  en ratón: �-claudina-1 
(1:250), diluidos en leche baja en grasa al 5%. Al día siguiente, las membranas se
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lavaron tres veces  con  TBS  (50  mM  de  Tris-Cl  pH  7.5  y  150  mM  de  NaCl) 
suplementado con Tween-20 al 0.05%, durante 10 min cada vez. Posteriormente, 
las  membranas se incubaron durante  2  h  a  TA  con  los  anticuerpos  secundarios 
respectivos acoplados a la peroxidasa de rábano (HRP, por sus siglas en ingles) y 
diluidos  1:10,000 en leche  baja  en  grasa  al  5%.  Después,  las  membranas  se 
lavaron tres veces  con  TBS-Tween  durante  10  min  cada  vez  y  las  proteínas 
específicas    se    revelaron    por    quimioluminiscencia    empleando    el    kit    de 
Supersignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (ThermoFisher).

10.10 Inmunofluorescencia indirecta: El páncreas embebido en Tissue-Tek® se 
congeló en nitrógeno líquido y posteriormente se cortó en secciones de 5 μm en un 
criostato. Las rebanadas se colocaron sobre un portaobjetos, se fijaron con etanol 
absoluto por 20 min a -20ºC, se bloquearon con albúmina sérica bovina (BSA, por 
sus siglas en inglés) libre de IgG al 0.5% durante 2 h a TA y se lavaron tres veces 
por 5 min, cada vez con PBS. Después, las preparaciones se incubaron ON con los 
anticuerpos primarios de conejo �-cortactina (1:500), �-ocludina (1:200), �-claudina 

(1:50) y �-ZO-1  (1:50)  y  se  lavaron  3  veces  por  5  min  cada  vez  con  PBS.  A 
continuación, las muestras se incubaron durante 2 h a TA y en obscuridad, con los 
anticuerpos secundarios respectivos acoplados a fluorocromos (FITC, TRITC, Cy5
o Alex 647). Después de tres lavados similares a los anteriores, las preparaciones 
se  incubaron con  faloidina  rodaminada (1:100)  por  20  min  en  obscuridad,  se
volvieron a lavar tres veces con PBS y los núcleos se tiñeron con 2.5 μg/ml de 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) por 5 min a  TA. A  continuación, las preparaciones se 
lavaron nuevamente con PBS y para preservar la fluorescencia se colocaron 5 μl 
de Vectashield (Vector). Las preparaciones se cubrieron con un cubreobjetos y se 
analizaron   en   un   microscopio   confocal   (Leica   TCS_SP5_MO),   a   través   de 
secciones digitales de 0.5 �m de grosor en el plano xy. Para todos los ensayos se 
analizaron  10  campos  por  condición  y  se  seleccionaron  las  imágenes  más 
representativas de cada tejido.  
Por  otra  parte,  las células  BxPC-3 se cultivaron a  confluencia  en  cubreobjetos y 
después de tres lavados con PBS, se fijaron durante 30 min a 4oC con PFA al 4%.
A   continuación,   las   preparaciones   se   lavaron   tres   veces   con   PBS   y   se 
permeabilizaron con  Tritón X-100 al 0.2% durante 10 min a TA. Después de tres 
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lavados   más   con   PBS,   las   muestras   se   bloquearon y   procesaron como 
anteriormente se mencionó para el tejido pancreático. El análisis en el microscopio 
confocal se llevó a cabo tanto en el plano xy, como en el xz.

10.11 Mediciones  de  resistencia  eléctrica  transepitelial  (RET): las  células 
BxPC-3 se sembraron en filtros Transwell® (poro de 0.4 μm) y cuando alcanzaron 
el 100% de confluencia y desarrollaron una resistencia aproximada de 200 � /cm2, 
la RET  de  cada  filtro  se  monitoreo  durante cada  24  h  durante 7  días  con  un 
voltímetro   EVOM (World   Precision   Instruments).   Los   valores   de   RET   se 
normalizaron de acuerdo con el valor inicial de cada Transwell.

10.12 Infección de  las  células  BxPC-3 con  H.  pylori: células  BxPC-3 se 
sembraron en   filtros   Transwell   y cuando   las   células   alcanzaron   100%   de 
confluencia y desarrollaron una resistencia estable, se infectaron con H. pylori a un 
MOI  1:100. La  RET  de  cada  filtro  se  monitoreó después  de 24  y  48  h  con el
voltímetro  EVOM. Los  valores de  RET se  normalizaron de  acuerdo  con  el  valor 
inicial de cada Transwell, previo a la infección.

10.13 Análisis de glucosa en sangre: Se tomó una gota de sangre de los ratones 
WT y KO y se colocó en el glucómetro, y el resultado es en mg/dl.  

10.14 Análisis estadístico: todos los resultados obtenidos representan los datos 
de al menos tres experimentos independientes llevados a cabo por triplicado y en 
la  mayoría  de  los  casos  se  muestra  la media  y el error  estándar. El  análisis 
estadístico realizado en el programa GraphPad Prism 5, incluyó “t” de Student y 
Anova y  la significancia  estadística correspondió  a (*)  p<0.05,  (**)  p<0.01  o  (***) 
p<0.001.
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11.RESULTADOS

11.1 La deficiencia de cortactina no produce cambios morfológicos en el 
páncreas de ratones
La  cortactina  es  una  proteína  multifuncional  que  participa  en  diversos procesos 
celulares relacionados con la actina, incluyendo la adhesión (Tilghman and Hoover, 
2002). A pesar de que se ha detectado la expresión de esta proteína en el páncreas 
y  su  localización  en  los  bordes  celulares (Singh  and  McNiven,  2008),  aún  se 
desconoce su función en este órgano, ni su relación con la actina. Por lo tanto, en 
este  trabajo  para  determinar  la  participación  de  la  cortactina  en  el  páncreas, 
particularmente en la adhesión célula-célula y su efecto en la actina, se empleó en 
la primera parte de este trabajo ratones KO de cortactina y en la segunda parte se 
generaron células silenciadas en cortactina. 
En  primer  lugar,  se  estudió  la  morfología  del  páncreas  de  los  ratones  mediante 
cortes histológicos teñidos con hematoxilina y eosina. En las imágenes obtenidas 
de  ratones  KO  y  WT,  se  observó  tejido  endócrino,  conformado  por  islotes  de 
Langerhans  y,  tejido  exocrino  constituido  por  abundantes  acinos  y  ductos.  Los 
acinos se encontraron rodeados por copioso tejido conectivo. Además, también se 
apreciaron venas y arterias, indicando que el páncreas es un órgano bien irrigado 
(Figura 18). A Sin   embargo,   a   simple   vista   no   se   apreciaron   diferencias 
morfológicas indicativas de algún tipo de daño tisular producido por la deficiencia 
de cortactina. Por tal motivo, mediante el análisis de diferentes campos ópticos se 
evaluó el tamaño de los islotes de Langerhans y de los ductos, en ambos tipos de 
animales.  Las  gráficas  mostraron  que  el  área  de  los  islotes  provenientes  de  los 
animales KO de cortactina son ligeramente mayores que los de animales WT, sin 
embargo,  esta  diferencia  no  fue  estadísticamente  significativa  (Figura 19).  En 
cambio, el área de los ductos pancreáticos en ambos animales es similar (Figura 
20). 
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Figura 18. Tinción  histológica  del  páncreas derivado de ratones. El páncreas 
de ratones KO de cortactina y WT se disecó, se embebió en parafina y se procesó 
para  histología  con  tinción  de  hematoxilina  y  eosina.  Las  preparaciones  se 
observaron al microscopio óptico con un objetivo de 40x. Barra= 20 μm

Figura 19.  Cuantificación  del  área  de  islotes  de  Langerhans en  el  páncreas 
murino. El área de los islotes se cuantificó en 45 islotes de Langerhans teñidos con 
hematoxilina y eosina de 3 ratones WT o KO. La cuantificación se llevó a cabo en 
el programa ImageJ. Los valores representan la media y el error estándar, los cuales 
fueron analizados estadísticamente con la prueba “t” de Student. n.s=no significativo
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Figura 20. Cuantificación del área de los ductos pancreáticos murinos. El área 
de  los  ductos  se  cuantificó  en  20 ductos  pancreáticos teñidos  con  hematoxilina  y 
eosina  de  3  ratones  WT  o  KO.  La  cuantificación  se  llevó  a  cabo  en  el  programa 
ImageJ.  Los  valores  representan  la  media  y  el  error  estándar,  los  cuales  fueron 
analizados estadísticamente con la prueba “t” de Student. n.s=no significativo

Con   estos   resultados   se   puede   concluir   que   la   deficiencia   de   cortactina 
aparentemente  no  afectó  la  morfología  del  páncreas  (endócrino  o  exócrino)  de 
estos  ratones.  Sin  embargo,  no  se  puede  descartar  que  existan  alteraciones 
moleculares que podrían afectar la función pancreática.

11.2 La falta de cortactina produce una disminución de la expresión y 
localización de la actina en el páncreas de ratones
La cortactina se ha descrito como una proteína de asociación con la actina, debido 
a  que  posee  dominios  de  unión  a  esta  molécula,  además  interactúa  con  otros 
reguladores de la actina como Arp2/3, WASP y dinamina (Weed and Parsons, 2001; 
Martinez-Quiles et al.,  2004).  Por  lo  tanto,  se  ha  descrito  que  la  cortactina 
contribuye en la regulación de la actina, en su polimerización y reorganización hacia 
estructuras  específicos  de  las  células  como  UICs,  lamelopodios,  invadopodios  y 
podosomas (Yamaguchi  and  Condeelis,  2007).  De  manera  que  se  evaluó  si  la 
ausencia de cortactina en ratones KO, podría afectar a la actina, tanto su expresión 
como  su  localización.  A  través  de  ensayos  de  western  blot  se  corroboró  la 
deficiencia  de  cortactina  en  los  ratones  KO (Figura  21A).  En  estos  animales, 
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también se observó una disminución significativa del 43% en la cantidad de actina, 
en comparación con los ratones WT (Figura 21B). 

Figura 21. Expresión de actina en páncreas de ratones.  A) Lisados de proteínas 
de páncreas de ratones KO y WT, fueron separados por electroforesis SDS-PAGE 
y electrotransferidos. Los anticuerpos empledos fueron anti-cortactina, anti-actina y 
como control de carga anti-GAPDH. Los numeros de la derecha indican el marcador 
del   peso   molecular   estándar.    B) Análisis   densitométrico   de   la   banda 
correspondiente a la actina observada en el inciso (A) con respecto a la cantidad de 
GAPDH. Los valores representan la media y el error estandar de tres exprimentos 
independientes,  los  cuales  se  analizaron  estadísticamente  con  la  prueba  “t”  de 
Student llevada a cabo en el programa GraphPad Prism 5. (*) p<0.05.

Por otro lado, la localización de cortactina y actina se analizó a través de ensayos 
de inmunofluorescencia en cortes congelados provenientes del páncreas de estos 
animales. Las imágenes mostraron que la cortactina se distribuyó tanto en la parte 
endócrina como  exocrina  del  páncreas  de  ratones  WT  (Figura 22A).  Cabe 
mencionar que, en las estructuras con lumen la cortactina se orientó hacia la parte 
apical.  Esta  localización  es  similar  a  la  descrita  en  el  páncreas  de  ratas  y  en 
muestras de pacientes con cáncer pancreático (Singh and McNiven, 2008; Stock et 
al., 2019). Como era de esperarse, en los animales KO, el anticuerpo anti-cortactina 
no reconoció nada (Figura 22A). Con respecto a la actina polimerizada detectada 
con faloidina, se observó una distribución más homogénea en el tejido pancreático 
de los ratones WT, aunque la tinción en la parte apical de las células ductales es 
bastante   evidente.   En   cambio,   en   los   animales   KO,   la   actina   disminuyó 
significativamente (57%), aunque conserva su patrón en los bordes celulares de las 
estructuras  con  lumen.  La  disminución  de  la  fluorescencia  correspondiente  a  la 
actina fue similar a la obtenida en la densitometría de los ensayos de western blot 
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(57% vs 43%). Por lo tanto, se puede concluir que la deficiencia de cortactina afecta 
tanto la expresión como la localización de la actina en el páncreas de estos ratones.
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Figura 22.  Localización  de  actina  en  el  páncreas  de ratones.    A) Cortes 
congelados    del    páncreas    de    ratones    WT    y    KO,    se    procesaron    por 
inmunofluorescencia    empleando    el    anticuerpo    anti-cortactina    (verde)     y 
posteriormente las preparaciones se incubaron con faloidina rodaminada (rojo). Los 
núcleos se contra-tiñeron con DAPI (azul). Las flechas indican la localización apical 
de las proteínas.  B) Cuantificación de la fluorescencia correspondiente a la faloidina 
realizada en el programa ImageJ. Los  valores  se  normalizaron con respecto a  las 
muestras WT y representan la media y el error estándar de 14 campos analizados 
en tres ratones WT y KO. Los datos se compararon estadísticamente con la prueba 
“t” de Student. (***) p<0.001.

11.3 La deficiencia de cortactina afecta la localización de las proteínas de las 
UICs del páncreas de ratones
La  formación  y  el  mantenimiento  eficiente  de  las  UICs  requiere  de  la  fuerza 
generada por los rearreglos del citoesqueleto de actina (Ivanov et al., 2010). Por lo 
tanto, si se observaron cambios en la actina cuando se eliminó a la cortactina en el 
páncreas  de  los  ratones,  es  posible  que  algunas  moléculas  que  conforman  las 
UICs, también se vean afectadas. En el intestino de estos ratones, las criptas del 
colon se ven alteradas y la cantidad de las proteínas ZO-1 y claudina-1 disminuyó 
(Citalán-Madrid et al., 2017). Por otro lado, se sabe que la cortactina interactúa con 
ZO-1,  algunos  miembros  de  la  familia  p120-catenina  y  E-cadherina.  Además,  la 
cortactina es necesaria para la formación de los contactos celulares mediados por 
E-cadherina, con la participación de la actina (Martinez et al., 2003; Helwani et al., 
2004).
Así  que,  en  este  trabajo  de  primera  instancia  se  analizó  mediante  ensayos  de 
inmunofluorescencia, la localización de ocludina, claudina-1, ZO-1 y E-cadherina. 
Las  imágenes  de  microscopía  confocal  revelaron  que  la  ocludina  presentó  un 
patrón apical en las células que conforman a las estructuras con lumen de ratones 
WT.  Además,  esta  proteína  se  localizó  en  las  uniones  de  las  células  acinares 
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(Figura 23A). Sin embargo, en los ratones KO se observó una disminución del 53% 
de esta proteína, aunque el patrón de localización celular sigue siendo apical pero 
discontinuo  (Figura 23A). En  estas  preparaciones,  también  se  tiñó  a  la  actina 
polimerizada con faloidina y se apreció co-localización con la ocludina, sobretodo 
en la parte apical de las células orientadas hacia  la luz de ratones WT. En tanto 
que, en los animales KO la co-localización fue menor. 
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Figura 23.  Localización  de  ocludina  en  el  páncreas  de  ratones.    A) Cortes 
congelados    del    páncreas    de    ratones    WT    y    KO    se    procesaron    por 
inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo anti-ocludina (verde). 
Posteriormente las preparaciones se incubaron con faloidina rodaminada (rojo) y los 
núcleos se contra-tiñeron con DAPI (azul). Las flechas indican la localización apical 
de las proteínas.  B) Cuantificación de la fluorescencia correspondiente a la ocludina 
realizada en el programa ImageJ. Los  valores  se  normalizaron con respecto a  las 
muestras WT y representan la media y el error estándar de 5 campos analizados en 
tres ratones WT y KO. Los datos se compararon estadísticamente con la prueba “t” 
de Student. (*) p<0.05.

Otras  de  las  proteínas  que  se  analizó  fue  la  claudina-1,  la  cual  mostró  el  patrón 
típico  de  una  proteína  de  UE;  es  decir,  en  la  parte  apical  de  las  células  que 
componen a las estructuras con lumen de ratones WT (Figura 24A). La localización 
de esta proteína en los animales KO se mantiene y disminuye ligeramente, aunque 
la diferencia con los ratones control no fue significativa (Figura 24B).
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Figura 24.  Localización  de  claudina-1  en  el  páncreas  de  ratones.    A) Cortes 
congelados    del    páncreas    de    ratones    WT    y    KO    se    procesaron    por 
inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo anti-claudina-1 (verde). Los núcleos 
se  contra-tiñeron  con  DAPI  (azul). Las  flechas indican  la  localización  apical  de  la 
proteína. B) Cuantificación  de  la  fluorescencia  correspondiente  a  la  claudina-1, 
realizada en el programa ImageJ. Los  valores  se  normalizaron con respecto a  las 
muestras WT y representan la media y el error estándar de 3 campos analizados en 
tres ratones WT y KO. Los datos se compararon estadísticamente con la prueba “t” 
de Student. 

En  cambio,  la  localización  de  proteína  ZO-1,  al  igual  que  la  de  ocludina,  se  vio 
seriamente afectada en los ratones sin cortactina (Figura 25A). En animales WT, 
ZO-1 se detectó en la parte apical  y en los bordes laterales, en tanto que en los 
ratones  KO,  la  proteína  sólo  se  detectó  en  la  zona  apical  de  algunas  células 
ductales. La disminución de ZO-1, evaluada mediante la cantidad de fluorescencia, 
fue del 70% en los animales sin cortactina con respecto a los ratones control (Figura 
25B).
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Figura 25.  Localización  de  ZO-1  en  el  páncreas  de  ratones.    A) Cortes 
congelados    del    páncreas    de    ratones    WT    y    KO    se    procesaron    por 
inmunofluorescencia,  empleando  el  anticuerpo  anti-ZO-1  (verde).  Los  núcleos  se 
contra-tiñeron  con  DAPI  (azul).  Las  flechas  indican la localización  apical  de  la 
proteína. B) Cuantificación de la fluorescencia correspondiente a la ZO-1, realizada 
en el programa ImageJ. Los valores se normalizaron con respecto a las muestras 
WT  y  representan  la  media  y  el  error  estándar  de  6  campos  analizados  en  tres 
ratones WT y KO. Los datos se compararon estadísticamente con la prueba “t” de 
Student. (**) p<0.01. 

La proteína de la UA, E-cadherina al igual que claudina-1, presentó un patrón más 
definido en la parte apical de  las células ductales (Figura 26A). Esta  localización 
disminuyó en un 37% en ratones KO, en comparación con los animales WT (Figura 
26B).  La  co-localización  de  E-cadherina  con  actina,  fue  más  evidente  en  el 
páncreas sin cortactina.  
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Figura 26.Localización  de  E-cadherina  en  el  páncreas  de  ratones.    A) Cortes 
congelados    del    páncreas    de    ratones    WT    y    KO    se    procesaron    por 
inmunofluorescencia,    empleando    el    anticuerpo    anti-E-cadherina    (verde). 
Posteriormente las preparaciones se incubaron con faloidina rodaminada (rojo) y los 
núcleos se contra-tiñeron con DAPI (azul). Las flechas indican la localización apical 
de  las  proteínas.   B) Cuantificación  de  la  fluorescencia  correspondiente  a  la  E-
cadherina  realizada  en  el  programa  ImageJ.  Los  valores  se  normalizaron  con 
respecto a las muestras WT y representan la media y el error estándar de 8 campos 
analizados  en  tres  ratones WT  y  KO.  Los  datos  se  compararon  estadísticamente 
con la prueba “t” de Student. (**) p<0.01.

La  alteración  de  la  localización  de  la  mayoría  de  las  proteínas  de  las  UICs 
analizadas en los animales KO, sugiere que la cortactina afecta los contacto célula-
célula,  quizá  por  el  daño  producido  en  la  actina  como  se  demostró  en  el  inciso 
anterior.   Sin   embargo,   se   requieren   de   más   estudios   para   determinar   las 
repercusiones de los rearreglos del citoesqueleto de actina en las UICs. Además, 
también se debe comprobar si la falta de cortactina disminuye  la cantidad de las 
proteínas analizadas mediante ensayos de western blot. 

11.4 La deficiencia de cortactina no afecta los niveles  de glucosa sérica en 
ratones
El páncreas es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, 
debido a que su epitelio glandular secreta hormonas como insulina y glucagón, que 
contribuyen a la regulación de la glucosa en la sangre periférica (Ross and Pawlina, 
2007).  De  manera  que,  los  contactos  intercelulares  son  cruciales  para  una 
adecuada respuesta secretora por parte del páncreas endócrino (Collares-Buzato 
et  al.,  2004).  La  síntesis  y  liberación  de  la  insulina  se  alteró  significativamente 
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después de que las células � se dispersaron y se recuperó rápidamente después 
de que las células se re-agregaron, indicando que el mecanismo secretor depende 
de las UICs dentro de los islotes de Langerhans (Halban et al., 1982; Bosco et al., 
1989).  Con estas ideas en mente, se analizaron los niveles de glucosa en sangre 
proveniente de ratones WT y KO. Los ratones sin cortactina presentaron valores 
similares de glucosa en sangre, comparados con los animales control (Figura 27). 
Sin embargo, se debe considerar que la glucosa fue monitoreada en animales que 
ingirieron alimento ad libitum, por lo que sería más preciso evaluar este parámetro 
en animales con ayuno de 12 h, para definir si la cortactina repercute o no en la 
homeostasis de la glucosa.  

Figura 27. Determinación de glucosa en sangre de ratones. Muestras de sangre 
obtenida de  la cola  de animales WT y KO,  se analizaron con  un glucómetro para 
cuantificar  la concentración de glucosa. Los datos representan  la media  y el error 
estándar de 6 animales de cada condición.

11.5 El silenciamiento de cortactina produce un aumento de la permeabilidad 
de células de ducto pancreático 
Con la finalidad de evaluar la participación de la cortactina en la permeabilidad del 
epitelio  pancreático,  se  generaron  células  ductales  (BxPC-3)  silenciadas  en 
cortactina. El knock-down (KD) de cortactina se llevó a cabo utilizando un tipo de 
ARN interferente llamado “horquilla corta de ARN” (shRNA, short harping ARN por 
sus siglas en inglés). En este caso, se emplearon dos secuencias de ARN ubicadas 
en el extremo 5’ del gen de cortactina, que ya han sido empleadas para generar el 
silenciamiento  de  este  gen  en  células  intestinales  Caco-2 (Citalán-Madrid et  al., 
2017). Cómo control se empleó una de las secuencias, pero en desorden y se le 
denominó scramble (scr). Estas secuencias (cttn-1, cttn-2 y scr) se incorporaron en 
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vectores  virales,  los  cuales  se  transfectaron  en  células  BxPC-3.  Las  células 
epiteliales que incorporaron los virus se seleccionaron por su crecimiento en medio 
con 1ug/mL de puromicina. El silenciamiento de cortactina se evidenció mediante 
ensayos de western blot, los cuales revelaron que las células transfectadas con las 
secuencias cttn-1 y cttn-2 (Cttn-KD1 y Cttn-KD2) presentaron una disminución del 
68%  de  la  expresión  de  cortactina,  en  comparación  con  las  células  control  (scr) 
(Figura 28 A-B). A pesar de que la transfección afectó ligeramente la expresión de 
la cortactina (compárense los valores en las células WT y scr), la diferencia no fue 
significativa.   Por   lo   tanto,   se   puede   considerar   que   se   obtuvieron   células 
pancreáticas silenciadas en cortactina. Dado que ambas secuencias disminuyeron 
la  expresión  de  cortactina,  en  los  experimentos  subsecuentes  se  empleó  la 
población celular Cttn-KD1.

Figura 28.  Expresión  de  cortactina  en  células  pancreáticas.    A) Lisados 
proteícos de células BxPC-3 WT o transfectadas con las secuencias cttn-1, cttn-2 o 
scr,  se  analizaron  por  electroforesis  SDS-PAGE  y  ensayos  de  western  blot, 
empleando los anticuerpos em anti-cortactina y como control de carga anti-GAPDH. 
Los numeros de la derecha indican el peso molecular de cada proteína.  B) Análisis 
densitométrico de la banda correspondiente a la cortactina observada en el inciso 
(A) con respecto  a  la cantidad de GAPDH. Los  valores  representan  la media  y el 
error  estandar  de  tres  exprimentos  independientes,  los  cuales  se  analizaron 
estadísticamente con la prueba “t” de Student en el programa GraphPad Prism 5. 
(**) p<0.01.

Una vez que se comprobó el silenciamiento de la cortactina en las células BxPC3, 
se  midió  su  permeabilidad  epitelial  a  través  de  ensayos  de  resistencia  eléctrica 
transepitelial (RET). Este es un método para evaluar la permeabilidad in vitro, ya 
que  mide  el  flujo  de  iones  a  través  de  la  monocapa  celular,  lo  que  refleja  la 
integridad de las UICs (Srinivasan et al., 2015). Los resultados evidenciaron que 
las células control (WT y scr) desarrollaron una resistencia estable de � 170 � •



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 116 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

53



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 117 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

cm2, a partir del cuarto día de cultivo (Figura 29).  En cambio, las células Cttn-KD 
desarrollaron una resistencia estable a partir del tercer día, aunque fue menor (del 
55 al 58%) en comparación con las células control (Figura 29).

Figura 29. RET de células BxPC-3. Células BxPC-3 WT o transfectadas con las 
secuencias  cttn-1,  cttn-2  o  scr,  fueron  crecidas  en  filtros  Transwell  y  su  RET  se 
monitoreó durante 7 días con un electrodo EVOM. Los datos representan la media 
y el  error  estándar de  un experimento llevado a cabo por triplicado. Los datos  se 
analizaron utilizando la prueba estadística ANOVA. (**) p<0.01

Estos hallazgos demuestran que la cortactina participa en la permeabilidad 
del  epitelio  ductal  pancreático  y  sugiere  fuertemente  que  las  proteínas 
responsables del mantenimiento de esta barrera podrían estar alteradas.

11.6  La  disminución  de  cortactina  afecta  la  expresión  y  localización  de 
proteínas de las UICs en células de ducto pancreático 
A   partir   de   los   resultados   anteriores   sobre   la   RET,   se   consideró   que   el 
silenciamiento de cortactina podría afectar a los componentes moleculares de las 
UICs. Por tal motivo, se analizó en primer lugar la expresión y localización de las 
proteínas  ocludina, claudina-1,  ZO-1  y  E-cadherina,  mediante  experimentos  de 
western blot e inmunofluorescencia. En cuanto a la expresión de estas proteínas, 
se  observó  una  clara  disminución  en  células  Cttn-KD,  en  comparación  con  las 
células scr (Figura 30A).  Sin  embargo,  hasta  el  momento  solo  se  ha  podido 
demostrar para la ocludina que esta reducción del 75% es significativa (Figura 30B). 
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Falta incrementar el número de experimentos para validar la significancia de estos 
datos.

Figura 30. Expresión  de  ocludina,  claudina-1,  ZO-1  y  E-cadherina  en  células 
BxPC-3. A) Lisados proteicos de  células  BxPC-3  WT  o  transfectadas  con  las 
secuencias  cttn-1,  cttn-2  o  scr,  fueron  separados  por  electroforesis  SDS-PAGE  y 
analizados  mediante  ensayos  de  western  blot,  empleando  los  anticuerpos  anti-
ocludina, anti-claudina-1, anti-ZO-1, anti-E-cadherina y como control de carga anti-
GAPDH. Los números de la derecha indican el peso molecular de las proteínas. B)
Análisis densitométrico de las bandas correspondientes de las proteínas analizadas 
en  el  inciso  (A),  con  respecto  a  la  cantidad  de  GAPDH.  Los  valores  de  ocludina 
representan la media y el error estándar de tres experimentos independientes, los 
cuales se analizaron estadísticamente con la prueba “t” de Student, llevada a cabo 
en el programa GraphPad Prism 5. (*) p<0.05. 

A continuación, se estudió la localización de cortactina y actina a través de ensayos 
de inmunofluorescencia. Las imágenes de microscopía confocal mostraron que la 
cortactina se distribuyó en los bordes celulares, a lo largo de la membrana lateral, 
como  se  observa  más  claramente  en  el  plano xz (Figura 31A).  Asimismo,  es 
evidente  un  patrón  puntal  de  la  cortactina,  específicamente  en  la  unión  de  tres 
células. Esta tinción ya ha sido descrita y se ha asociado con la co-localización de 
la proteína tricelulina. En células Cttn-KD, la cortactina disminuyó drásticamente en 
un  57%,  confirmando  la  reducción  del  68%  observada  por  western  blot  (Figura 
31B).  En el caso de la actina polimerizada, también se observó localizada como un 
anillo cortical a la altura de las UEs y a lo largo de la membrana lateral (Figura 31A, 
véase plano xz) de las células Scr. En cambio, en las células con menos cortactina, 
la   actina   disminuyó   en   un   50%,   principalmente   en   los   bordes   celulares, 
relocalizándose  en  la  membrana  lateral  (Figura 31A,  véase plano xz).  La  co-
localización  de  cortactina  y  actina  en  los  bordes  celulares,  fue  más  evidente  en 



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 120 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

55



30/07/20 13(11Samaniego Burneo Fabiana.pdf

Página 121 de 169https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48141968/print?locale=es

células control y disminuyó significativamente en las células Cttn-KD.  Cabe resaltar 
que estas células se observaron más dañadas, con más espacios en la monocapa 
(Figura 31A, véase panel de contraste de fases) y, quizá esto también contribuya 
al desarrollo de una menor RET que las células control. 
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Figura 31.  Localización  de  cortactina  y  actina  en  células pancreáticas.    A)
Células  BxPC-3  transfectadas  con  las  secuencias  scr  y  cttn-1  fueron  crecidas  a 
confluencia en cubreobjetos y se procesaron para inmunofluorescencia, empleando 
el anticuerpo anti-cortactina  (verde). Posteriormente,  las células  se  incubaron con 
faloidina  rodaminada  (rojo)  y  los  núcleos  se  contra-tiñeron  con  DAPI  (azul).  Las 
preparaciones se observaron en un microscopio confocal en los planos xy y xz. Las 
flechas  indican  el  patrón  puntual  de  la  cortactina  en  la  unión  de  tres  células.  Los 
asteriscos indican los huecos en la monocapa. B) Cuantificación de la fluorescencia 
correspondiente a cortactina y actina, realizada en el programa ImageJ. Los valores 
se  normalizaron  con  respecto  a  las  células  Scr  y  representan  la  media  y  el  error 
estándar  de 10  campos  analizados  en  cada  población  celular.  Los  datos  se 
compararon  estadísticamente  con  la  prueba  “t”  de  Student.  (**)  p<0.01,  (***) 
p<0.001.

Estos resultados en las células BxPC-3, confirman los hallazgos en el ratón, sobre 
el efecto de la cortactina en la cantidad y localización de la actina.
También se analizó la localización de las proteínas de las UEs, claudina-1 y ZO-1. 
La claudina-1, se distribuyó típicamente en los bordes celulares de la población Scr, 
a la altura de la UE, como lo demuestra el plano xz (Figura 32A). En células Cttn-
KD,  claudina-1  disminuyó  en  un 50%  (Figura 32A),  principalmente  de  los  bordes 
celulares y se redistribuyó a lo largo de la membrana lateral. Por su parte, el patrón 
de  ZO-1  no  fue  tan  continuo  en  los  bordes celulares  como  en  otros  epitelios 
(Citalán-Madrid et al., 2017), aunque en el plano xz si se ubica en la zona de la UE 
de las células control. En células con menos cortactina, la reducción de ZO-1 fue 
del 34%, no tan drástica como en los ratones (70%). Al igual que la claudina-1, ZO-
1 también se relocalizó en la membrana lateral y en el citoplasma de células Cttn-
KD (Figura 32A).
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Figura 32.  Localización  de  claudina-1  y  ZO-1  en  células  pancreáticas.    A) 
Células  BxPC-3  transfectadas  con  las  secuencias  scr  y cttn-1  fueron  crecidas  a 
confluencia   en   cubreobjetos   y   se   procesaron   para   inmunofluorescencia, 
empleando los anticuerpos anti-claudina-1 (verde) y anti-ZO-1 (rojo). Los núcleos 
se  contra-tiñeron  con  DAPI  (azul).  Las  preparaciones  se  observaron  en  un 
microscopio confocal en los planos xy y xz. Las flechas indican la localización de 
las  proteínas  en  los  bordes  celulares.  Las  cabezas  de  flecha  llenas  señalan  la 
ubicación  de  las  proteínas  en  la  UE.  Las  cabezas  de  flecha  vacías  apuntan  la 
localización  de  las  proteínas  en  la  membrana  lateral.  Los  asteriscos  indican  los 
huecos en la monocapa. B) Cuantificación de la fluorescencia correspondiente a 
claudina-1 y ZO-1, realizada en el programa ImageJ. Los valores se normalizaron 
con respecto a  las células Scr  y representan  la media  y el error estándar de 10 
campos   analizados   en   cada   población   celular.   Los   datos   se   compararon 
estadísticamente con la prueba “t” de Student. (*) p<0.05, (**) p<0.01. 

La  localización  de  la  ocludina  también  se  vio  alterada  por  la disminución  de 
cortactina,  ya  que  de  un  patrón  continuo  en  la  UE  de  las  células  control,  su 
expresión  se  redujo  en  un  40%  y  se  relocalizó  hacia  la  membrana  lateral  y  el 
citoplasma de células Cttn-KD (Figura 33A). En estas mismas células, la proteína 
de  la  UA,  E-cadherina  exhibió  un  patrón  discontinuo  en  los  bordes  celulares,  se 
internalizó hacia el citoplasma y disminuyó ligeramente (20%) (Figura 33B).
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Figura 33. Localización de ocludina y E-cadherina en células pancreáticas.  A)
Células  BxPC-3  transfectadas  con  las  secuencias  scr  y  cttn-1  fueron  crecidas  a 
confluencia en cubreobjetos y se procesaron para inmunofluorescencia, empleando 
los anticuerpos anti-ocludina (verde) y anti-E-cadherina (rojo). Los núcleos se contra-
tiñeron con DAPI (azul). Las preparaciones se observaron en un microscopio confocal 
en los planos xy y xz. Las flechas indican la localización de las porteínas en los bordes 
celulares. Las cabezas de flecha  llenas  señalan  la  ubicación de ocludina en  la UE. 
Las cabezas de flecha vacías apuntan la localización de las proteínas en la membrana 
lateral.  Los  asteriscos  indican  los  huecos  en  la  monocapa. B) Cuantificación  de  la 
fluorescencia  correspondiente  a  ocludina  y  E-cadherina,  realizada  en  el  programa 
ImageJ. Los valores se normalizaron con respecto a las células Scr y representan la 
media  y el error estándar de 10 campos analizados  en  cada población celular. Los 
datos se compararon estadísticamente con la prueba “t” de Student. (**) p<0.01.

Estos hallazgos coinciden con la información obtenida en los westerns blot, en el 
sentido de que la disminución de cortactina provoca una reducción de proteínas de 
la UE y UA. Además, los datos in vivo validan esta información, indicando que como 
en el intestino, la cortactina en el páncreas también participa en el mantenimiento 
de la homeostasis de la barrera epitelial, regulando los rearreglos del citoesqueleto 
de actina, así como modulando la expresión  y localización de los constituyentes 
moleculares de las UICs.

11.7 La disminución  de cortactina hace  más  susceptibles  a  las  células de 
ducto pancreático a la infección con H. pylori
Trabajos  previos  han  sugerido  que  la cortactina participa  activamente  durante  la 
infección por diversos patógenos (Dehio et al., 1995; Chen et al., 2003; Selbach et 
al.,  2003;  Bougnères et  al.,  2004;  Cantarelli et  al.,  2006).  En  células  gástricas 
infectadas con H. pylori, la inhibición de la cinasa Src induce la fosforilación de la 
cortactina y esto produce rearreglos en el citoesqueleto de actina, lo que conlleva 
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al fenotipo colibrí característico de las células infectadas (Selbach et al., 2003). Por 
otra  parte,  se  ha  detectado  la  presencia  de H.  pylori en el páncreas y  se  ha 
demostrado  que  afecta  la  permeabilidad  epitelial  y  a  las  proteínas  de  las  UICs 
(Testerman and Morris, 2014; Hurtado, 2018). De manera que, en este trabajo se 
evaluó si la cortactina contribuía en el daño producido por esta bacteria en el epitelio 
pancreático. Así, células silenciadas en cortactina se infectaron con H. pylori a una 
MOI  1:100  y  después  de  24  y  48  h  se  monitoreó  su RET.  Con  la  finalidad  de 
observar  mejor  las  diferencias,  todos  los  valores  se  normalizaron  al  100%  con 
respecto al valor inicial de RET de cada Transwell. Los resultados mostraron que 
la infección bacteriana disminuyó en aproximadamente un 20% la RET de células 
control (WT  y Scr), después de 48 h (Figura 34). Sin embargo, la caída fue más 
pronunciada  en  las  células  Cttn-KD  infectadas,  de  alrededor  de  un  70%.  Estos 
resultados sugieren que la disminución de cortactina en las células pancreáticas, 
las  hace  más  susceptibles  a  la  infección  con H.  Pylori.  Probablemente,  la 
participación  de  la  actina  juegue  un  papel  determinante  en  este  fenómeno, 
afectando  a  las  moléculas  responsables  de  mantener  la  integridad epitelial.  El 
análisis de las proteínas de las UICs y el estudio de los rearreglos de la actina serán 
determinantes para esclarecer el mecanismo de acción de la cortactina.

Figura 34. RET de células BxPC-3 infectadas con H. pylori.  Células BxPC-3 WT 
o transfectadas con la  secuencia  scr o cttn-1 fueron crecidas en filtros  Transwell  y 
una vez que desarrollaron RET, se infectaron con H. pylori a un MOI 1:100. La RET 
se monitoreo a las 24 y 48 h con un electrodo EVOM. Los valores se normalizaron 
con  respecto  al  valor  inicial  de  RET  de  cada  Transwell.  Los  datos  representan  la 
media y el error estándar de un experimento llevado a cabo por triplicado. Los datos 
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se  analizaron  en  el  programa  ImageJ,  utilizando  la  prueba  estadística  ANOVA.  (*) 
p<0.05.

En  conclusión,  los  resultados  de  este  trabajo  señalan  que  la  cortactina  regula  la 
cantidad actina, e influye en los rearreglos de la actina filamentosa. Probablemente 
estos cambios afecten la localización y expresión de los componentes moleculares 
de  las  UICs,  perturbando  eventualmente  la  integridad  del  epitelio  pancreático  y 
haciéndolo   más   susceptible   a   patógenos.   No   obstante,   los   mecanismos 
involucrados en estos eventos aún deben ser elucidados. 
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12.DISCUSIÓN 
La cortactina es un regulador maestro de la barrera epitelial intestinal, sin embargo, 
su  papel  en  otros  epitelios  no  se  ha  explorado  todavía.  Así  que  en el  presente 
trabajo, a  través  de  modelos in  vivo e in  vitro,  se estudió  la  participación  de  la 
cortactina en la permeabilidad epitelial y las UICs del páncreas. En primer lugar, se 
demostró que la ausencia de cortactina aparentemente no produjo cambios en la 
morfología del páncreas de ratones. No obstante, si se observaron modificaciones 
moleculares, como disminución de la cantidad de actina, así como cambios en la 
localización de la F-actina. También, se encontraron cambios en la localización de 
las proteínas de las UICs como ocludina, ZO-1 y E-cadherina. En el sistema in vitro, 
es  decir  en  células  derivadas  de  ducto  pancreático  (BxPC-3)  silenciadas  en 
cortactina, se  observó un  incremento de la  permeabilidad  epitelial  pancreática, 
correspondiente con cambios en la expresión y localización de las proteínas de las 
UICs encargadas de mantener y regular la permeabilidad epitelial. Dado que, en 
otros tejidos, la cortactina participa en la infección por patógenos, células BxPC-3 
silenciadas  en  cortactina  fueron  infectadas con H.  pylori,  encontrando  que  la 
bacteria incrementó la permeabilidad intestinal en mayor medida que en las células 
control. Estos hallazgos revelan la importancia de la cortactina como un regulador 
clave de la homeostasis epitelial, contribuyendo a mantener su permeabilidad, así 
como la estabilidad de las proteínas de las UICs, en este caso en el páncreas, como 
se ha demostrado para otros tejidos.
Los ratones KO de cortactina empleados en este estudio y generados a partir de la 
remoción  del  exón  7  del  RNAm  para  este  mismo  gen, no  demostraron ninguna 
anomalía fenotípica visible y presentaron una sobrevida normal. Esto podría sugerir 
que  la cortactina  no  es  esencial  para  el  desarrollo  normal  y  la supervivencia de 
estos animales (Craig et al., 2001). Sin embargo, no solo el epitelio intestinal se ha 
visto  seriamente  afectado,  sino  que  también  se  ha  observado  un aumento  de  la 
permeabilidad  endotelial (Schnoor et  al.,  2011). De  manera  que, el ratón  KO  de 
cortactina ofrece un valioso modelo para  el  estudio  de la  participación  de  la 
cortactina en otros epitelios, como el páncreas. 
El  páncreas  es  un  epitelio  glandular  con  funciones  endócrinas que  implican la 
secreción al torrente sanguíneo de hormonas como insulina, glucagón, polipéptido 
pancreático  y  somatostatina;  en  tanto  que  las  funciones  exócrinas involucran la 
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secreción de jugo pancreático, el cual contiene bicarbonato y enzimas digestivas. 
Para  que  estas  funciones  se  lleven  a  cabo,  las  células pancreáticas  deben 
mantenerse fuertemente unidas a través de UICs, con la participación dinámica de 
la  actina  y  de  proteínas  reguladoras  de  la  actina.  Por  lo  tanto,  en  este  trabajo 
analizamos la participación de cortactina en la permeabilidad epitelial del páncreas, 
así   como   su   efecto   sobre   la   actina   polimerizada   y   algunos   componentes 
moleculares de las UICs.
En primer lugar, se observó que la ausencia de cortactina aparentemente no afectó 
la morfología del páncreas tanto endócrino (islotes de Langerhans) como exocrino 
(ductos)  de  ratones  KO  (Figura 18).  En  cambio,  en  el  intestino  de  estos  mismos 
ratones se han reportado alteraciones morfológicas significativas. Hay presencia de 
edema en el tejido intestinal y las criptas epiteliales están alteradas, pues hay un 
incremento de la distancia entre los núcleos celulares y el lumen de las criptas es 
más grande en animales KO comparado con los ratones WT (Citalán-Madrid et al., 
2017). Sin embargo, no se puede descartar que existan alteraciones moleculares 
en el tejido pancreático.
La   presencia   de   cortactina   ya   ha   sido   descrita   en   el   páncreas   de   ratas, 
específicamente  en  la  membrana  apical  de  las  células  acinares (Singh  and 
McNiven, 2008). Además, se ha mostrado una expresión diferencial de cortactina 
en   diferentes   líneas   celulares   derivadas   de   adenocarcinomas de   ductos 
pancreáticos, como las células BxPC-3 y Panc-1 (Chen et al., 2019). En esta tesis, 
se  observó  por  ensayos  de  inmunofluorescencia, que  la  cortactina  se  localizaba 
tanto en la porción endócrina, como en la exocrina de páncreas de ratones (Figura 
22).  En  particular,  se  evidenció  una  localización  apical  de  esta  proteína  en  las 
células que conforman las estructuras tipo ducto. En tanto que en la línea celular 
BxPC-3,  la  cortactina  se  localizó  en  los  bordes  celulares  (Figura 31). Todo  esto
coincidiendo  con  las  localizaciones  previamente  reportadas  para cortactina  en  el 
páncreas (Singh and McNiven, 2008; Chen et al., 2019; Stock et al., 2019).

En su extremo carboxilo terminal, la cortactina contiene un dominio SH3 mediante 
el  cual  se  une  a  una  gran  cantidad  de  moléculas  que  también  participan  en  la 
dinámica  del  citoesqueleto  y  su  remodelación,  así  como  en  la  estabilidad  de  las 
UICs (Daly, 2004). Además, en el intestino, la deficiencia de cortactina incrementa 
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la  contractibilidad  de  la  actomiosina  dependiente  de  RhoA/ROCK1  y  altera  la 
composición  molecular  de  las  UEs  y  UAs,  conduciendo  a  un  incremento  en  la 
permeabilidad (Citalán-Madrid, 2017). Conjuntamente, la fosforilación y acetilación 
de cortactina, juegan un papel relevante en la dinámica del citoesqueleto de actina 
(Weed and Parsons, 2001; Ammer and Weed, 2009). En el páncreas de ratas, se 
sabe que la cortactina co-localiza con la actina en la membrana apical de las células 
acinares (Singh and McNiven, 2008) y, en las  células ductales BxPC-3  y Panc-1 
promueve  la  polimerización  de  actina (Stock et  al.,  2019).  Por  lo  tanto,  en  este 
trabajo se analizó el efecto de la depleción de cortactina en la cantidad y distribución 
de la actina en el páncreas. En este tejido, la ausencia de cortactina produjo una 
disminución  significativa  de  la  actina  total  y  de  la  actina  filamentosa,  como  se 
observó en los ensayos de western blot e  inmunofluorescencia (Figura 21-22). A 
diferencia de lo reportado en el intestino, donde la falta de cortactina no afectó la 
expresión de la actina (Citalán-Madrid et al., 2017). Probablemente en el páncreas, 
la  cortactina  participe  más  activamente  en  la  dinámica  de  la  actina  y  en  su 
polimerización, o quizá los cambios postraduccionales de la cortactina contribuyan 
a estas diferencias entre tejidos. Sin embargo, se requieren de más estudios para
comprobar estas hipótesis.
La actina es fundamental para el mantenimiento de las UICs, ya el citoesqueleto de 
actomiosina asegura las interacciones entre proteínas integrales de las UEs y UAs, 
a  través  de  su  asociación  con  las  proteínas  citosólicas  de  estas  estructuras 
(Bezanilla et  al.,  2015). Así  que,  rearreglos  en  el  citoesqueleto  de  actomiosina 
repercuten  en  la  permeabilidad  epitelial (Ivanov et  al.,  2010). Conjuntamente,  la 
cortactina  participa  en  la  formación  y  estabilización  de  las  UICs.  También  se  ha 
observado que cortactina promueve la formación de UAs estables dependientes de 
E-cadherina (Helwani et  al.,  2004). Al  mismo  tiempo,  se  demostró  que  el 
reclutamiento  de  cortactina  a  estos  contactos  celulares  es  necesario  para  su 
fosforilación por Src, promoviendo la integridad de los contactos y la polimerización 
del anillo  cortical  de  actina (Ozawa,  K.,  Kashiwada,  K.,  Takahashi,  M.,  &  Sobue, 
1995; Cantarelli et al., 2000; Weed and Parsons, 2001; Helwani et al., 2004). Más 
aún,  se  ha  demostrado  que  el  reclutamiento  hacia  estos  sitios  requiere  de  la 
participación de N-WASP, donde se promueve la nucleación de los filamentos de 
actina a través de su interacción con Arp2/3 y WAVE2 (Weaver et al., 2002). En el 
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páncreas, la deficiencia de cortactina provocó una disminución de la ocludina, ZO-
1 y E-cadherina sobre todo de los bordes celulares. En cambio, la claudina-1 tuvo 
una  disminución  ligera  pero  no  fue  significativa  (Figura 23,  24,  25 y  26).  La 
disminución de ZO-1 coincide con la observada en el epitelio intestinal de ratones 
KO  de  cortactina,  aunque  en  ese  estudio  la  E-cadherina  no  se  altero,  pero  la 
claudina-1  si  se  redujo  significativamente (Citalán-Madrid et  al.,  2017).  El  efecto 
observado  sobre  ZO-1,  quizá  se  deba  a  que  la  cortactina tiene  la  capacidad  de 
interactuar con ZO-1 por medio de su domino SH3 (Katsube et al., 1998). En cuanto 
a  la  E-cadherina,  se  sabe  que  interacciona  con  la cortactina.  Además,  la 
fosforilación de cortactina inducida por RhoA de su residuo S298 y llevada a cabo 
por la proteína cinasa D1, daña el ensamblaje de las UAs (Sroka et al., 2016). La 
fosforilación de cortactina en este residuo también disminuye su interacción con β-
catenina  y  con  la  proteína  de  unión  a  actina,  vinculina (Sroka et  al.,  2016). De 
manera que cuando no hay cortactina, es posible que la estabilidad de ZO-1 y E-
cadherina en los bordes de células pancreáticas se pierda, lo cual se ve potenciado 
por el daño en la actina, quien también contribuye con la formación y estabilización 
de las UICs.
Los daños moleculares observados en el epitelio pancreático podrían repercutir en 
sus funciones glandulares. De hecho, se ha observado que la síntesis y liberación 
de  la  insulina  se ve  modificada  de  manera  importante  cuando  las células � se 
dispersan  y  pierden  sus  contactos  celulares (Halban et  al.,  1982;  Bosco et  al., 
1989). Además, islotes provenientes de ratas neonatas, los cuales presentan una 
secreción  de  insulina  dañada  en  comparación  con los islotes  de  ratas adultas, 
mostraron una baja expresión y una difusa localización citoplásmica de ocludina, 
ZO-1, �-catenina y �-catenina (Collares-Buzato et al., 2004). En este trabajo, dado 
que  se  observó  una  reducción  de  ocludina,  ZO-1  y  E-cadherina,  así  como 
redistribución   de   estas   proteínas   desde   la   membrana   plasmática   hacia   el 
citoplasma, se  analizaron  los  niveles  de  glucosa  sérica  en  los  animales  KO  de 
cortactina, los cuales podrían reflejar de manera indirecta una secreción alterada 
de  insulina.  Los  resultados  demostraron  una  concentración  similar  de  glucosa 
sanguínea  proveniente  de  animales  KO  y  WT,  sugiriendo  que  al  menos  la 
producción de insulina no está alterada en los animales sin cortactina (Figura 27). 
Aunque,  se  debe  considerar  que  la  glucosa  fue  monitoreada  en ratones que 
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ingirieron  alimento ad  libitum y  no  se  encontraban  en  ayuno. Posiblemente  otras 
pruebas   bioquímicas como   la   determinación   de   hemoglobina   glicosilada, 
triglicéridos   y   colesterol,   soportarían   una   conclusión   más   robusta   sobre   la 
participación  de cortactina  en  la  homeostasis  de  la  glucosa.  Tampoco  se  puede 
descartar que la deficiencia de cortactina modifique la secreción de otras hormonas 
o enzimas pancreáticas. En este sentido, se ha determinado que la cortactina tiene 
un  papel  importante  en  el  tráfico  vesicular, ya  que  al  inhibir  la  asociación de 
cortactina con dinamina se bloque el transporte retrógrado de proteínas del Golgi. 
Asimismo, la deficiencia de cortactina produce cambios morfológicos en el aparato 
de Golgi y aumenta el número de endosomas tardíos y lisosomas, produciendo así 
un defecto en el transporte retrogrado del receptor de manosa 6-fosfato desde los 
endosomas tardíos hacia el Golgi (Cao et al., 2005; Kirkbride et al., 2012). Por otra 
parte, se ha descrito que en el páncreas al trastornar el tráfico vesicular, se puede 
alterar la secreción de hormonas, como insulina y glucagón (Xiong et al., 2017).
También se sabe que la reorganizacion del citoesqueleto de actina participa en el 
tráfico celular de la insulina antes de que pueda salir de las células β. Este proceso 
es coordinado  por  la  activación  de  varias  proteínas  G  pequeñas  y  sus factores 
intercambiadores de   nucleótidos.   Rac1   en   su   forma   activa,   promueve   el 
remodelamiento de la actina cortical, posiblemente vía la interacción con gelsolina 
(Kalwat and Thurmond, 2013). Además, recientemente se describió que la gelsolina 
interactúa con cortactina, probablemente contribuyendo en la remodelación de la 
actina (Stock et al., 2019).
Los hallazgos in vivo de esta primera parte del trabajo sugieren que los cambios 
observados  en  las  proteínas  de  las  UICs  responsables  del  mantenimiento  de  la 
permeabilidad  en  el  páncreas  sin  cortactina,  podrían  afectar  sus  funciones  de 
barrera epitelial. Sin embargo, ante la imposibilidad de contar por el momento con 
una  herramienta  metodología  que  permita  evaluar  la  permeabilidad  del  epitelio 
pancreático y para ahondar en la función de la cortactina en este tejido, se generó 
una línea celular derivada de ductos pancreáticos silenciadas en cortactina (Cttn-
KD). Estas células, que presentaron un silenciamiento de aproximadamente 70%, 
desarrollaron una RET menor (55%), en comparación con las células control (Figura
29), sugiriendo  fuertemente  una disfunción  de  las UICs. Algo  similar  sucedió  en 
células  intestinales  Caco-2  silenciadas  en  cortactina,  quienes  presentaron una 

28
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reducción significativa de la RET y un aumento de la permeabilidad paracelular de 
solutos (Citalán-Madrid et  al.,  2017). Por  esta  razón,  en las células  Cttn-KD  se 
evaluó  tanto  la expresión  como la localización  de  la  actina  y  algunas  de  las 
proteínas  de  las  UEs  y  UAs que  forman  parte  de  las  UICs. En  estas  células,  la 
actina  se  relocalizó  de  los  bordes  celulares  hacia  el  citoplasma  y  presentó  una 
reducción  de  alrededor  del  50%.  Asimismo, ocludina,  claudina-1,  ZO-1  y  E-
cadherina también se vieron afectadas por la disminución de cortactina y redujeron 
su  presencia  en  los  bordes  celulares  (Figura 32 y  33).  Estos  resultados  son 
similares a  los obtenidos en el modelo in vivo, específicamente para la ocludina, 
ZO-1,  E-cadherina  y  actina,  aunque  no  para  claudina-1. Del  mismo  modo,  se 
reportó que la disminución de la expresión de cortactina en la línea celular intestinal
Caco-2, produjo una disminución de la expresión de claudina-1 y ocludina, así como 
un aumento  en  la  expresión  de  claudina-2 (Citalán-Madrid et  al.,  2017). Esto  es 
relevante,  dada  la  participación  de las  claudinas  en  la  regulación  del  flujo 
paracelular de iones y solutos en el epitelio (Khan and Asif, 2015). La claudina-2 
permite el paso de iones, en tanto que la claudina-1 es la principal barrera selectiva 
de  la  vía  paracelular  entre las  células  epiteliales (Elkouby  Naor  and  Ben  Yosef, 
2010; Khan and Asif, 2015). Por otra parte, se conoce que la deficiencia de ocludina 
produce un incremento del flujo paracelular, ya que es una proteína importante para 
el ensamble y el mantenimiento de las UEs (Matter, K., & Balda, 1998; Rao, 2009). 
En el caso de la E-cadherina, se sabe que tiene un rol integral en el mantenimiento 
de  la  arquitectura  exocrina  del  páncreas (Serrill et  al.,  2018). Además,  la 
disminución de cortactina mediante un RNAi condujo a la desestabilización de los 
contactos celulares dependientes de E-cadherina, una alteración en la morfología 
celular y su disminución en la región apical de las células epiteliales (Helwani et al., 
2004). Estos  antecedentes señalan  que, la expresión reducida de  claudina-1, 
ocludina,  ZO-1  y  E-cadherina podría  explicar  la  disminución  de  la  barrera  y  el 
aumento  de  la  permeabilidad epitelial en  las  células pancreáticas deficientes  de 
cortactina y quizá  el  páncreas  de  los  ratones  KO,  también  presente  una  mayor 
permeabilidad. Sin embargo, esto debe ser comprobado experimentalmente.
Por otra parte, estudios previos han reportado que la cortactina es un blanco común 
explotado por algunos patógenos durante la infección que producen (Selbach and 
Backert, 2005). La participación de la cortactina en el desarrollo de enfermedades, 
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se ejemplifica en una amplia variedad de procesos patogénicos, como la formación 
de  pedestales  producidos  por E.  coli enteropatogénica  y  enterohemorrágica;  la 
invasión   de Shigella, Neisseria, Rickettsia, Chlamydia, Staphylococcus y
Cryptosporidium; la  movilidad  dependiente  de  actina  e  inducida  por Listeria, 
Shigella y el  virus vaccinia;  y  la  dispersión  celular  promovida  por  rearreglos  del 
citoesqueleto producidos por Helicobacter. Esto habla del efecto tan importante que 
ejercen los patógenos para “abusar” de la cortactina, con la finalidad de modular la 
arquitectura del citoesqueleto de actina del huésped (Selbach and Backert, 2005).
Específicamente,  se  ha  descrito  que H.  pylori modifica a  cortactina  durante  la 
infección  en  células  gástricas,  haciéndola  un  “hallmark”  para  distinguir  células 
infectadas con esta bacteria (Selbach et al., 2003). La citotoxina CagA de H. pylori
induce  desfosforilación  de  cortactina  y  rearreglos  de actina  inducidos  por  la 
inactivación de c-Src (Selbach et al., 2003). Además, la cortactina está involucrada 
en  la  regulación  de  la  apoptosis  inducida  por  la  citotoxina  bacteriana  VacA  en 
células  gástricas (Chang et  al.,  2016). En  el  páncreas,  ya  se  ha  reportado  la 
presencia de esta bacteria, aunque sus implicaciones funcionales no habían sido 
reveladas (Testerman  and  Morris,  2014).  En nuestro  grupo  de  trabajo,  se  ha 
analizado el  efecto  de esta  bacteria  y  de  las vesículas  que  secreta, sobre  las 
mismas células pancreáticas empleadas en esta tesis (BxPC-3). Los resultados de 
estos trabajos demostraron una disminución de la RET de aproximadamente 30-
35%, así como cambios morfológicos importantes y rearreglos del citoesqueleto de 
actina (Hurtado, 2018;  Gaspar,  2019). Por  lo  tanto,  en  esta  tesis  se  evaluó  la 
participación  de  la  cortactina  durante  la  infección  por H.  pylori en  células 
pancreáticas. Los resultados demostraron que las células BxPC-3 silenciadas en 
cortactina e infectadas con H. pylori, disminuyeron significativamente su RET, en 
comparación  con  las  células  control  infectadas  (Figura 34). Estos hallazgos
sugieren  que  la  cortactina,  vuelve al  epitelio  pancreático  mas  susceptible  a  la 
infección  por H.  pylori.  Probablemente  en  este  efecto,  participen  de  manera 
importante  las  citotoxinas  bacterianas  CagA  y  VacA,  y  la  cortactina  produzca 
rearreglos significativos del citoesqueleto de actina que conduzcan a alteraciones 
moleculares  de  las  UICs,  las  cuales  eventualmente  afectarían  la  permeabilidad 
epitelial  del  páncreas.  No  obstante,  los  mecanismos  de  la  contribución  de  la 
cortactina durante la infección por H. pylori en el páncreas, aún quedan por definirse 
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experimentalmente. La susceptibilidad epitelial  a enfermedades, producida por la 
deficiencia de cortactina, ya se ha puesto en evidencia anteriormente en el intestino. 
Así,  ratones KO de  cortactina  fueron  más  susceptibles  al  desarrollo  de  colitis 
inducida por dextran sulfato de sodio y mostraron daño severo del colon, así como 
formación de edema (Citalán-Madrid, 2017). 

En conclusión, los resultados obtenidos en el presente trabajo han demostrado la 
importancia  de  la  cortactina  para  el  mantenimiento  y  estabilidad  de  la  actina  y 
proteínas de las UAs y UEs tanto in vivo como in vitro, así como su participación en 
la permeabilidad pancreática. Además, sugieren que la disminución de cortactina 
vuelve  al  epitelio  pancreático  más  susceptible  a  la  infección  por H.  pylori. Sin 
embargo, aún se debe seguir  evaluando  el  papel  que  tiene  la  cortactina  en  el 
páncreas. Dada su  participación  en los procesos de  endocitosis  y  exocitosis 
descritos  en otros  tejidos, es  posible que  la  cortactina  afecte la  secreción  de 
hormonas y enzimas digestivas. Hasta el momento, a partir de la información actual 
y la encontrada en este estudio, se puede considerar a la cortactina como ser un 
regulador crítico de la homeostasis epitelial en varios órganos.

18
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13.CONCLUSIONES 

� La falta de cortactina en ratones KO no afectó la morfología del páncreas, 
sin  embargo,  sí produjo  cambios  moleculares  significativos  en  algunas 
proteínas  de  las  UEs  como  ocludina,  claudina-1  y  ZO-1,  así  como  en  la 
proteína  de  la  UA  E-cadherina,  sugiriendo  alteraciones  importantes  en  la 
permeabilidad del epitelio pancreático.

� Además, en estos ratones la disminución de actina total y una relocalización 
desde  los  bordes  celulares  hacia  el  citoplasma  de  la  actina  filamentosa, 
sugieren   rearreglos   importantes   del   citoesqueleto   con   repercusiones 
funcionales en las UICs.

� En células de ducto pancreático BxPC-3, se demostró la participación de la 
cortactina en la permeabilidad epitelial, correlacionándose con cambios de 
localización  y  disminución  de  la  expresión  de  las  proteínas  de  las  UICs, 
responsables de mantener la estabilidad de la barrera pancreática.

� En el páncreas, cortactina participa durante el proceso de infección por H. 
pylori,    probablemente    reorganizando    el    citoesqueleto    de    actina    y 
modificando proteínas de las UICs para desestabilizar la integridad epitelial.

� La cortactina en el páncreas, así como en otros órganos, es un jugador clave 
en el mantenimiento y estabilidad de la arquitectura y función epitelial.

32
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14.PERSPECTIVAS

� Evaluar in vivo la participación de la cortactina durante la infección con H. 
pylori en el páncreas, empleando el modelo de ratones KO en cortactina.

� Debido a que la línea celular empleada en este trabajo es derivada de un 
adenocarcinoma  ductal  pancreático,  es  necesario  analizar  el  efecto  de  la 
deficiencia  de  cortactina  en  células  pancreáticas  normales  como  la  línea 
celular hTERT-HPNE. 

� También es necesario, evaluar el papel de la cortactina en otros modelos in 
vitro,  como  células  endócrinas  (Beta-TC-6)  y  en  acinos  pancreáticos 
aislados.

� Analizar las cascadas de señalización durante la infección de H. pylori, para 
determinar los mecanismos de acción de la cortactina.

� Determinar  el  efecto  de  la  deficiencia  de  cortactina  en  la  producción  y 
secreción de hormonas y enzimas digestivas, con la finalidad de revelar su 
importancia en la función pancreática.
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