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RESUMEN

Las células P del pancreas tienen la capacidad de extender procesos citopldsmicos al ser
cultivadas in vitro. Estos procesos expresan componentes propios del citoesqueleto neuronal, por
y por analogfa se les llama procesos ncurfticos o neuritas. En este trabajo se evaluaron los efectos
del factor de crecimiento neural (NGF) y del monofosfato ciclico de dibutiril adenosina
(dbAMPc) sobre el crecimiento de los procesos de las células B; ya que estos factores promueven
el desarrollo de las neuritas en varios tipos celulares, Estos efectos se estudiaron en cultivos in
vitro de células B provenientes de ratas de dos edades distintas, adultos juveniles y fetos de 18
dfas de gestacidn.

Los datos obtenidos indican que tanto el NGF como el dbAMPc promueven un aumento
en el porcentaje de las células B que extienden neuritas, y éstas son de mayor longitud cuando
las células son cultivadas en presencia de los dos factores simultdneamente. También se encontr6
que el crecimiento de los procesos no depende de la edad celular, porque_tanto las células B de
adulto como las fetales fueron capaces de extender los procesos en respuesta a los dos factores.

Otra caracterfstica de los procesos neurfiicos es la presencia de microtibulos en su
interior, los cuales son necesarios para la funcién de las neuritas; por esto, también se estudio la
expresién de tubulina B en los procesos neurfticos de las células B, ya que esta protefna es uno
de los unidades bésicas de formacién de microtibulos. Se encontr6é que los procesos de las
células P expresan tubulina y protefna Tau, que es otro componente del citoesqueleto neuronal
¥ que solamente expresan los tipos celulares derivados del neuroectodermo, esto indica también
la homologia entre las neuritas y los procesos de las células f3.

Los cambios morfolGgicos no influyen en la funcién de las células B, ya que éstas siguen
sintetizando insulina y dcido y-amino butfrico (GABA), los cuales las células B sintetizan in vivo,
éin embargo, estas dos moléculas se redistribuyen a lo largo de las neuritas de las células B, lo
que indica que los microtibulos presentes en estos procesos son activos y funcionales, en cuanto
al transporte de vesfculas de secreci6n.

El desarrollo de neuritas y la sfntesis de GABA, que es un neurotransmisor, por parte de
las células B han cuestionado su origen embrionario, ya que estas células se encuentran dispersas

entre el tejido acinar pancredtico, que tiene un claro origen endodérmico; aunque se ha propuesto
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(jue existe un origen comin para las células B y el tejido acinar, éste no se ha podido comprobar;
y el hecho de que las células § compartan varias caracterfsticas, como el GABA y el crecimiento
de neuritas, con los tipos celulares derivados del neuroectodermo ha llevado a proponer un origen
ectodérmico para las células B, que ha sido debatido durante largo tiempo.

En este trabajo demostramos que las células 3 son sensibles a la accién del NGF sobre
su morfologfa. Esta sensibilidad también es compartida por las células derivadas del neuroecto-
dermo, y aunque el NGF puede ejercer sus efectos sobre células que no se originan del
ectodermo, estos efectos nunca son a nivel de la morfologfa; por esto, la sensibilidad de las
células B al NGF se puede considerar como una caracterfstica mds que comparten las células B
y las células neuroectodérmicas. A pesar de que esto no es un marcador definitivo de origen
embrionario, los datos obtenidos en este trabajo podrfan ser una evidencia mds a favor del origen '

neuroectodérmico para las células B del islote pancredtico.

Abrevinturas utilizadas: AMPec: monofosfato ciclico de adenosina; dbAMPe: monofosfato ciclico de dibutiril
adenosina; APUD: via de captura y descarboxilacién de precursores de aminas fluorogénicas; BTC3: células B de
ratén transgénico no. 3; ESM: error estdndar de la media; FACS: clasificador de células activado por fluorescencia;
GABA: 4cido y-amino butfrico; HBSS: solucién salina balanceada de Hanks, HBSS-BSA: HBSS suplementada
con gentamicina y albiimina sérica bovina; IC: inmunocitoquimica; IF: inmunoftuorescencia indirecta; NGF: factor
de crecimiento neural; NGF 2.58: fraccién del NGF con coeficiente de sedirmentacion de 2.5S; NGF 78: fraccién
del NGF con coeficiente de sedimentacicn de 7S; PC12: feocromocitoma de rata no. 12; p75~N¢™: receptor de NGF
de baja afinidad; p140™™*; receptor de NGF de alta afinidad; RINSF: insulinoma de rata no. 5F; TBS: solucién
salina amortiguada por Tris; TBS-SNC: TBS suplementada con suero normal de cabra.



"...You killed him for pride and because You are a
fisherman. You loved him when he was alive and you
loved him after. If you love him, it is not a sin to kill
him. Or is it more?..."

- Emest Hemingway. The old man and the sea.

I. INTRODUCCION

El desarrollo embrionario de las célules B pancredticas no es conocido claramente, ya que
los islotes pancredticos, de los cuales forman parte estas células, se encuentran inmersos y
distribvidos entre los alvéolos acinares del pdncreas, los cuales tienen un claro origen
endodérmico %.

Aunque las células P parecen provenir de las mismas células primordiales del tejido
acinar, poseen varias caracterfsticas que comparien con células de origen neuroectodérmico®.
Entre estas caracterfsticas, propias de células provenientes de la cresta neural, se encuentran tanto
antfgenos y receptores 2, asf como enzimas expresadas por neuronas y por tipos celulares del
sistema neuroendocrino difuso ™%, Asimismo, las células § sintetizan y almacenan un neurotrans-
misor, el 4cido y-amino butfrico ® (GABA).

Ademds de los marcadores antigénicos y bioquimicos, las células B son eléctricamente
excitables; es decir, al ser estimuladas qufmica o eléctricamente, las células B responden
evocando potenciales de acci6n, despolarizando y repolarizando su voltaje transmembranal *°,

Este repertorio de caracterfsticas neuroectodérmicas se ve incrementado por la capacidad
de las células B de extender procesos citopldsmicos espontdneamente, al ser cultivadas in vitro,
disociadas y en presencia de suero fetal bovino ®. Estos procesos expresan neurofilamentos de
peso molecular bajo (160 kDa) y periferina, que son componentes del citoesqueleto de los
procesos celulares extendidos por las neuronas; por lo que a los procesos de las células  también
se les ha llamado neuritas o procesos neurfticos 3%,

Sin embargo, pese a que todas cstds caracterfsticas sustentarfan la idea del origen

neuroectodérmico de las células B, éste no ha podido ser comprobado, porque existen varias



evidencias que apoyan la teorfa de un origen endodérmico; por ejemplo, se ha observado el
desarrollo de islotes pancredticos en embriones carentes de neuroectodermo ¥,

En este trabajo se estudiard el papel que el factor de crecimiento neural (NGF) pudiera
tener en el crecimiento de los procesos neurfticos, en cultivos primarios in vitro, de células p;
ya que el NGF fue el primer factor ncurotréfico descubierto; y entre sus efectos tréficos se
encuentra la inducci6n del crecimiento de neuritas en distintos tipos celulares ¥. Se estudiardn,
ademds, los mecanismos celulares que podrfan estar involucrados en e} crecimiento de estas
neuritas, como la participacion del citoesqueleto y la redistribucidn de vesfculas y grénulos de

secrecién en las células B.

1. ONTOGENIA DEL ISLOTE PANCREATICO.

a) Estructura y organizacion del islote pancreatico.

El pédncreas de los mamfiferos adultos es una gldndula de funcién mixta. Por un lado, el
tejido acinar lleva a cabo la secreci6n exocrina de proteasas, nucleasas y otras enzimas digestivas
hacia el intestino delgado. Por otra parte, los islotes de Langerhans, que se encuentran dispersos
entre el tejido acinar (como se ve en la figura 1), son los encargados de la funcién endocrina del
pdncreas, principalmente de la secrecidén de hormonas responsables de la homeostdsis energética,
como glucagon, insulina y somatostatina *.

Cada una de las hormonas pancredticas es sintetizada por un tipo celular distinto. Asf, el
glucagon es sintetizado por las células o, que constituyen aproximadamente el 10% de las células
de un islote pancredtico normal, y que por lo rcgular, se encuentran en la periferia de éste, como
se puede ver en la figura 2.

La insulina es producida y secretada por las células B, las cuales se encuentran principal-
mente en el centro del islote y constituyen alrededor del 80% de la poblacién celular. Las células
& producen somatostatina y constituyen ¢l 8% de las células de un islote. Por dltimo, también
existe un tipo celular escaso y no sicmpre presente en los islotes, que secreta polipéptido

pancredtico ®..



FIGURA 1. HISTOLOGIA DEL TEJIDO PANCREATICO.

Como se ve en este esquema, los islotes de Langerhans se encuentran dispersos entre el tejido
acinar exocrino del péncreas. 1.- Libulo pancredtico 2.- Alvéolo acinar 3.- Islote de
Langerhans (Modificado de Ydrina, 1985)

FIGURA 2. ESTRUCTURA DEL ISLOTE DE LANGERHANS.

En esta figura se esquematiza la estructura de un corte de islote pancredtico, con las
proporcicnes aproximadas de cada tipo celular, asi como las relaciones espaciales que existen
entre las células del islote. 1.- Células oo 2.- Células § 3.- Células § 4.- Células PP 5.-
Capilar sangufneo 6.- Fibras Nerviosas (Modificado de Yirina, 1985)



Existen uniones comunicantes entre las células de un islote, tanto homélogas entre células
B, como heterdlogas entre células §§ y o, o bien células § y 8. Se supone que estas uniones
comunicantes sirven para regular la funcién de estos tipos celulares 255, Esta funcién podifa

también ser regulada por interacciones paracrinas entre las hormonas secretadas por las células
del istote %, -

b) Desarrollo embrionario del pancreas.

’ b.1) Desarrollo del pancreas exocrino.

El pdncreas en los mamfferos se origina a partir de dos primordios: uno ventral y otro
dorsal, que geman desde el epitelio intestinal anterior %. El primordio ventral origina la cabeza
del pancreas, mientras que el primordio dorsal origina el cuerpo y la cola, que constituyen la
mayor parte de la masa pancredtica ®, y en donde existe una mayor densidad de islotes de
Langerhans *,

La yema pancreética dorsal aparece en la rata hacia el dfa 11 de gestacién, cuando ¢l
embri6n llega al estadio de 20 somitas. Esta yema se aprecia como una protrusién del intestino
delgado anterior, y estd formada, al igual que el epitelio intestinal, por una monocapa de c€lulas,
cuyos dpices forman un lumen estrecho %, que casi no es observable mediante microscopfa de
luz.

La yema pancredtica aumenta de volumen con el tiempo, lo cual se debe tanto a un
aumento del tamafio celular, como a un aumento ea el nimero de células. La vema se encuentra
rodeada por una cubierta o "colchén" de células mesenquimales, que parecen proporcionar
factores indispensables para el desarrolio del pdncreas ©,

Cuando se Hega al estadio de 24 somitas, se¢ empieza a notar una constriccion en 1a yema
pancredtica, que hace que se separe en dos lSbulos: anterior y posterior, que con el tiempo
aumentardn de tamafio. Dado el aumento en el nimero celular y la aparicién de los primeros
islotes, la superficie de los I6bulos se vuelve mds imegular; tanto, que hacia el final del dia 12
de gestacién la lobulacién de la yema es muy evidente.

El lumen pancredtico forma en este momento una red muy ramificada, aunque no es
completamente visible, dado el gran niimero celular y el poco aumento en el volumen de la yema

pancredtica. Esto hace que el espacio interapical sea muy estrecho ®.
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En los dfas siguientes, el crecimiento de las digitaciones pancredticas hacia el
mesénquima, dard Iugar a la localizacién cldsica de células mesenquimales entre las ramificacio-
nes de la gldndula exocrina. El lumen pancreftico se expande y hacia el dfa 15 se hace totalmente
cvidente, hasta alcanzar su mayor tamafio entre los dfas 16 y 17. El desarrollo del lumen del
tejido acinar marca el fin de la histodiferenciacién del péncreas exocrino .

El desarrollo del tejido acinar va acompafiado de la citodiferenciacién de las células
productoras de zimégeno. Desde el primer dia que aparece el diverticulo pancredtico (12 de
gestacién), son detectables las enzimas especificas del pdncreas, tales como la amilasa, la tripsina
y la ribonucleasa ®; pese a que las primeras células con granulos de zimégeno en su interior, no
son detectables sino enwre los dias 15-16 de gestacion, cuando la produccién de enzimas

pancredticas se encuentra en una fase exponencial ®,

b.2) Desarrollo del islote pancreatico.

Las células precursoras del islote pancredtico son observadas por primera vez desde el
estadio de 20-22 somitas (dfa 11). Este es el primer momento en que las células dispersas en la
yema pancredtica dorsal, muestran los grdnulos de secreci6n caracteristicos de las células
endocrinas pancredticas, al ser tefiidas con azul de metileno %,

Las células endocrinas primordiales aparecen dispersas entre el tejido de la yema
pancredtica dorsal, y aumentan de niimero entre los estadios de 20 a 30 somitas; sin embargo,
el nimero de células endocrinas no aumenta por division celular; y es muy diffcil encontrar
figuras mitdticas en estas células *.

Se ha propuesto que las células acinares pudieran transformarse en células endocrinas
mediante un proceso que se ha llamado transdiferenciacién %, es decir, que un tipo celular ya
diferenciado se transforme en otro de difercnciacién distinta. Se han reportado células capaces
de producir zimGgeno y por 1o menos un tipo de granulo endocrino, cuando existen muy pocas
células endocrinas en el pdncreas. Esto se ha tomado como un indicio de la conversi6n de células
acinares en endocrinas %% sin embargo, estas células de caracterfsticas mixtas, entre exocrinas y
endocrinas, sélo se han observado en casos graves de diabetes tipo I, ocasionada por la

destruccién de los islotes de Langerhans, y en neoplasias del tejido acinar; pero nunca en
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situaciones no patolGgicas .

Entre los estadios de 28 y 30 somitas, las células endocrinas se empiezan a encontrar
formando pequefios islotes de pocas células, mismos que son excluidos del tejido de la yema
pancredtica, y que se recluyen entre el tejido de la matriz de la yema, y la l4mina basal de &ste®.
La exclusién del tejido endocrino parece deberse a un cambio en el patrén de citocinesis; ya que
las células que rodean a los islotes se dividen perpendicularmente al eje del lumen pancredtico,
al contrario del resto de las células acinares, cuyo eje de divisi6n es paralelo al eje del lumen®.

Cuando el embrién llega al dfa 12 de gestacién y presenta entre 35 y 40 somitas, la
mayorfa de las células endocrinas se encuentran en islotes de hasta 12 células %, Estos islotes,
con el tiempo, aumentardn en nimero celular; pero, como ya se dijo, es probable que no se deba
a la divisidn de las células del islote, ya que es muy diffcil encontrar figuras mitéticas entre estas
células, cuyos ntickeos casi no incorporan timidina tritiada %,

Los islotes forman grupos celulares unidos a uno o mds acinos, hacia el dfa 15 de
gestacién. Varios islotes pequefios se van uniendo para formar islotes cada vez mds grandes que,
al menos bajo el microscopio de luz, son indistinguibles del tejido acinar, debido a que se
mantiene una relacién muy estrecha entre los distintos tipos celulares *.

S6lo hasta elapas tardfas del desarrollo del feto de rata (20-21 dfas), se pueden encontrar
islotes que no mantienen ningdn tipo de unién con el tejido exocrino, y que aparecen con la
tfpica morfologfa redonda, casi libres del u:jidb exocrino %,

Como se puede ver en la figura 3, fa diferenciacién del tejido pancredtico endocrino es
concomitante y contempordnca con la diferenciacién del tejido pancredtico exocrino. Las células
que producen las hormonas pancredticas aparecen secuencialmente en la yema pancredtica dorsal.

Asf, las células o son detectables, por medio de anticuerpos contra glucagon, entre los
dfas 11 y 12 de gestacién ®. Las primeras células que sintetizan insulina (B), aparecen por
primera vez el dfa 13 ®, aunque es posible encontrar insulina en el tejido pancredtico desde el
dfa 11 de gestacién %. Las células §, que sintetizan somatostatina, son evidentes el dfa 18.
.Mientras que las células productoras de polipéptido pancredtico no aparecen sino hasta el

nacimiento ¥,
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A) Cuando cl embridn tiene 10 dfas de gestacién B} Cuando el embritn presenta 20 somitas, el primor~
(menos de 20 somitas), las células que originarin la dio pancreftico dorsal comienza a gemar desde el
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de 1a monocapa celular del epitelio intestinal. negro) se encuentran dispersas entre ¢l epitelio acinar.
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C) Con ¢l paso del tiempo Ia yema pancreética au- D) El crecimiento del primordio pancredtico hacia el
menta de tamafio (25-28 somitas). Como el aumento mesénquima, da lugar a la estructura caracteristica de
en el nimero de células es mayor al aumento en el Ias interdigitaciones de los ductos pancredticos, 1as
volumen, el primordio se segmenta. Las células células endocsinas comienzan a formar acGmulos, gue
endocrinas comienzen a8 ser excluidas del tejido aumentardn de tamafio; y que al excluirse del tejido
acinar. exocrino dardn lugar a los islotes de Langeshans.

FIGURA 3.- DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PANCREAS.

En esta figura se esquematiza el desarrollo embrionarie del pdncreas de la rata, entre el dia
10 de gestaci6n, cuando el embrién presenta menos de 20 somitas, y el dia 15 de gestacion,
cuando el embrién presenta de 28 a 30 somitas, (Modificada de Pictet y Rutter, 1972)



Existen varias evidencias que apoyan la teorfa de un origen neuroectodérmico para las
células del islote pancredtico. Entre ellas sc encuentran varios marcadores celulares, que son
cxpresados por las células B y que han sido considerados como marcadores propios de células
de origen neuroectgdérmico 2,

Los primeros de estos marcadores identificados, son las monoaminas fluorogénicas,
caracterfsticas de las células del sistema neuroendocrino difuso, también llamado APUD, porque
las células capturan y descarboxilan precursores de aminas *, Este sistema fue propuesto como
una teorfa para explicar las similitudes, entre las células del sistema nervioso y el endocrino,
porque solamente las células de estos dos sistemas sintetizan monoaminas que fluorecen al ser
fijadas con vapores de formaldehfdo ® (fenotipo APUD). Estas caracterfsticas compzlrtidas
ilevaron a proponer un origen comtin para el sistema nervioso y el sistema endocrino, con lo cual
el sistema endocrino se convertfa en una rama mds del sistema nervioso *.

Otros marcadores expresados por las células f3, y que son compartidos por las células de
origen neuroectodérmico, son: la enolasa espectfica neuronal ™, enzima que es sintetizada por
neuronas y astrocitos del sistema nervioso central. También son sintetizadas por la célula B varias
enzimas necesarias para expresar ¢l fenotipo APUD, como la dopa descarboxilasa ®, la tirosina
hidroxilasa y la feniletanolamina N-metiltranferasa *,

Ademds de esas protefnas, las células B expresan las enzimas indispensables para la
sfntesis y el almacenamiento del GABA, como la glutamato descarboxilasa ®; ya que el GABA
se almacena en microvesfculas distintas de los granulos de secrecién de insulina ™. Otra protefna
del aparato secretor, compartida por las células B y las células del neuroectodermo, es la
sinaptofisina *, una glicoprotefna transmembranal presente en las vesfculas presindpticas
neuronales, y que también se cncucntra en diversos carcinomas epiteliales *°,

Los marcadores bioqufmicos compartidos por las células B y otros tipos celulares de
origen neuroectodérmico, también incluyen componentes de la membrana plasmadtica, como el
ant{geno A,B; y los receptores a toxina tetdnica, que son gangliésidos presenies en neuronas y
astrocitos 2,

Ademds de compartir estos marcadores bioquimicos, las células B también comparten
caracterfsticas fisiol6gicas y morfolGgicas con células ectodérmicas. Una de estas caracterfsticas

fisioldgicas compartidas es la actividad eléctrica de las células P, que es necesaria e indispensable
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para la secrecién de insulina ® porque las células B desarrollan potenciales de accién al ser
estimuladas por glucosa ! y esto induce la secrecién de insulina ©,

La principal caracterfstica morfol6gica que comparten las células B con las células
neuroectodérmicas, es la extensién de procesos parecidos a neuritas al ser cultivadas in vitro %,
Para esto, las células B deben de estar disociadas, ya que al parecer, el crecimiento de los
procesos es inhibido por el contacto entre las células ®.

Todas estas caracterfsticas compartidas no son las tnicas evidencias que sugieren un
origen neuroectodérmico para las células f3; al menos una seric de experimentos llevados a cabo
en ratones transgénicos, también apoyan esta idea 2. En estos experimentos se encontr6 que tanto
las células B del pdncreas, como las células del tubo neural, expresan a lo largo del desarrollo
embrionario un transgene, construido con el promotor del gene de insulina II de rafa y la regién
codificadora del antfgeno T grande del virus SV40 % Esto hace pensar en una ontogenia ¢comtn
para las células B y las células del tubo neural.

Sin embargo, también existen evidencias experimentales que apoyan la teorfa de un origen
mesoendodérmico. Por un lado se encuentran los experimentos con quimeras de embriones de
pollo y codorniz, en los que el neuroectodermo de una especie es transplantado al mesoendoder-
mo de la otra, precisamente antes del comienzo de la migracién de la cresta neural. En estos
experimentos se observa que, tanto las células del islote como las del tejido acinar, provienen de
la especie donadora del mescendodermo . Con esto se descarta que las células del islote
provengan de ia cresta neural,

Por otra parte, existe otra evidencia a favor del origen mesoendodérmico, que son los
experimentos con embriones de rata de 9 dfas de gestacidn, a los que se les disecta el ectodermo
y se cultiva in vitro el mesoendodermo durante 11 dfas. Sin embargo, la falta de ectodermo no
afecta el desarrollo de las células B, ya que éstas aparecen al fin del cultivo 7.

Aunque existen evidencias para los dos posibles orfgenes embriolégicos de las células B,
no se ha podido comprobar incontrovertiblemente ninguno de ellos; puesto que los experimentos
en los que se manipulan las capas germinales de embriones no pueden descartar migraciones mdés
tempranas. Pero tampoco la expresién de un marcador celular indica conclusivamente el origen

embrionario ¥,
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2. FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL

a) El descubrimiento del factor de crecimiento neural.

El primer factor de crecimiento con propiedades neurotr6ficas en ser descrito, fue el factor
de crecimiento neural (NGF). La existencia de un factor que fomentaba la sobrevivencia y el
desarrollo de fibras nerviosas simpdticas, se sospechaba desde 1948. En ese afio se encontré que
un sarcoma murino inducfa el crecimiento de fibras nerviosas, al ser transplantado a embriones
de pollo de 3 dfas de gestacién ''. Se concluy6 que este sarcoma proporcionaba las condiciones
histoqufmicas necesarias para el crecimiento de fibras nerviosas sensoriales.

Al intentar esclarecer cudles podrfan ser las condiciones propicias para el crecimiento de
fibras nerviosas, se descubri6 un factor difusible y soluble; ya que no era necesario el contacto
entre los tejidos neoplédsicos y los embriones de pollo para inducir el crecimiento de los haces
nerviosos, porque estos crecfan st el tejido neopldsico era transplantado a la membrana
* corioalantoidea de los embriones, de tal forma que s6lo existfa comunicacién por medio del
sistema circulatorio “,

Los primeros intentos para aislar y caracterizar este factor de crecimiento datan de 1954,
cuando sc obtuvieron extractos del sarcoma murino 180, que mantenfan la capacidad de inducir

Y7y fue hasta 1956, cuando se encontré una

el crecimiento de haces nerviosos simpadticos
protefna termoldbil, de masa aproximada de 20 kDa, que acarreaba esta actividad biol6gica. Esta
protefna se aislé del veneno de vfbora mocasfn, que resulté una fuente de grandes cantidades del

NGF '8,

b) Estructura del NGF.

Poco después de ser identificado en ¢l veneno de la mocasin, el NGF también fue aislado
y purificado de las gldndulas submaxilares del rat6n . La exislencia de una fuente de NGF
accesible permiti6, en 1971, su secuenciaci6n ®, que fue seguida en 1983 por la clonaci6n del
gene del NGF de rat6n ™.

El gene de NGF codifica para una protefna de 307 aminodcidos, la cual es hidrolizada
postraduccionalmente y origina una protefna de 118 aminodcidos, que se puede ver en la figura
4, Esta protefna, al formar un dfmero con otra protefna idéntica, da lugar a la subunidad [ del

NGE’, la cual es responsable de toda la actividad biolégica de este factor de crecimiento .

12



La subunidad B del NGF se puede encontrar asociada a otras dos subunidades, o y ¥,
formando un complejo de 6 protefnas, 2 «, €l dfmero B y 2 y, mismo que es purificado de Ias
gdndulas submaxilares del ralén bajo condiciones no disociantes ®, con un coeficiente de
sedimentacion de 7.1S (NGF 7S).

FIGURA 4. ESTRUCTURA PRIMARIA DEL NGF.

En esta figura se puede ver la estructura primaria y los puentes disulfure intracatenarios
que se forman en la protefna de 118 aminodcidos, que al dimerizarse forma Ia subunidad
B del NGF. (Modificada de Angeletti y Bradshaw, 1971)

Si el NGF es purificado bajo condiciones disociantes, se obtiene un complejo proteico de
coeficiente de sedimentacién de 2.58 (NGF 2.58). Este complejo tiene una masa molecular de
26 kDa ™ y bdsicamenie es idéntico a la subunidad B del NGF. Sin embargo, carece de 8
aminodcidos en el extremo amino y uno en el extremo carboxilo; pero atin asf, mantiene la
totalidad de la actividad biolégica del NGF 7.

¢) Efectos del NGF sobre sus células blanco.

La principal propiedad neurotréfica del NGF es promover el crecimiento de las neuritas
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en las neuronas sensoriales ** v en otras células derivadas de la cresta neural. Entre éstas se
encuentran las células cromafines de 1a médula adrenal ¥ y sus derivados neopldsicos, como la
Ifnea celular PC12, obtenida de un feocromocitoma de rata °, Ademds, el NGF tiene efecto
sobre la diferenciaci6n, la sobrevivencia y posiblemente la proliferaci6n de sus células blanco *.

El NGF, regularmente, ¢s producido por los tejidos que van a ser inervados por las fibras
simpdticas, las cuales extienden sus neuritas hacia el tejido productor de NGF, en respuesta al
estfmulo *’. Por lo anterior, se ha propuesto también, un efecto trépico del NGF para los conos
de crecimiento de las neuronas cn los haces simpdticos ® Esto también es apoyado por el
crecimiento de fibras nerviosas hacia tejidos y lugares anormales, donde se inyecta NGF
periédicamente **,

Si el tejido fuente del NGF es disectado, los haces simpdticos degeneran y desaparecen®;
esta degeneracién se logra también inyectando animales neonatos con anticuerpos contra NGF®,
Tales evidencias, aunadas al hecho del salvamento de estas mismas fibras con la administracién
de NGF exégeno ¥, hacen pensar en el papel del NGF como un factor indispensable para la
sobrevivencia de las neuronas simpdticas ¥, |

El ejemplo mds claro sobre la diferenciaci6n celular, esto es, cambios inducidos en las

27

caracterfsticas morfol6gicas o fisiol6gicas de un tipo celular */, promovida por NGF, lo
constituyen los cambios morfol6gicos inducidos en las células cromafines “2. Estas células, al ser
cultivadas en presencia del NGF, extienden procesos neurfticos de considerable longitud, con lo
que adquieren una apariencia "neuronal". Esto contrasta con la morfologfa redonda que exhiben
estas células in vivo. Este efecto también se_observa en la lnea celular PC12 %, que es la
contraparte neopldsica de las células cromafines.

Ademds de los cambios morfolégicos inducidos en estos tipos celulares, el NGF también
induce la expresi6n de varios genes, que podrfan ser considerados marcadores de diferenciacién
celular; como los canales de sodio, que son inducidos de novo por el NGF. Esta inducci6n
acarrea un incremento muy marcado en la actividad eléctrica de estas células *'.

La sensibilidad de las células cromafines al NGF fue una evidencia mds para comprobar
su origen embrionario, ya que las células cromafines provienen de la cresta neural % sin
embargo, las condiciones fisiolégicas que prevalecen en la médula adrenal, principalmente la alta

concentracién de corticoesteroides ¥, llevan a las células cromafines por un programa de
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diferenciaci6n distinto, que puede ser revertido por el NGF %6

Entre los efectos biolGgicos del NGF, las acciones sobre la reproduccitn celular son las
mds controvertidas, porque dependiendo del tipo de célula blanco y del estado de diferenciacién
de ellas, el NGF puede promover o inhibir la divisién celular ¥, Por ejemplo, en las células
cromafines de raia nconata, el NGF promueve varios ciclos de reproduccién celular %% sin
embargo, en la lnea PC12, el mismo tratamiento inhibe la proliferaci6n ®’; y si esto fuera poco,
el NGF no tiene efectos sobre la divisién de los neuroblastos simpdticos ™, aunque sf promueve
la proliferacién de células que no se derivan del neuroectodermo, como las células cebadas del
bazo, las cuales forman prandes colonias después de un mes de tratamiento con este factor de
crecimiento !,

Los efectos del NGF sobre las células cebadas esplénicas, que forman parte del sistema
inmune, avrieron nuevas perspectivas en la funcién fisiolégica de este factor de crecimiento, y
revelaron al NGF como un modulador pleiotrépico *7; porque estos efectos no sélo son a nivel
de la reproduccién celular, sino tambiéa a nivel funcional; porque el NGF induce la produccién
y secrecion de histamina . Esto indica que e} NGF podrfa jugar un papel importante en las
interacciones del sistema nervioso y el sistema inmune ¢,

Es necesario recalcar que aungue el NGF induce proliferacidn celular en tipos celulares
no derivados del neuroectodermo, no existe ninguna accién de este factor de crecimiento sobre
la diferenciacién morfolSgica de estas células !, ya que conservan su morfologfa natural; esto
hace pensar que los efectos el NGF sobre la morfologfa est4n restringidos a las células derivadas
det neuroectodermo, como se puede ver en la tabla L
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CELULA ORIGEN EFECTOS BIOLOGICOS
BLANCO EMBRIONARIO INDUCIDOS POR NGF
Neuronas Cresta neural Crecimiento de neuritas.
simpatoadrenales Sobrevivencia.
Diferenciacion,
Células Cresta neural Crecimiento de neuritas.
cromafines Proliferacion.
Diferenciacion.
Feocromocitoma Cresta neural Crecimiento de neuritas,
PC12 Inhibicion de 1a proliferacion.

(Tejido neoplisico)

Neuronas colinérgi-
cas y adrenérgicas
del SNC

Células cebadas

Tubo neural

Mesodermo
extraembrionario

Diferenciacion.

Crecimiento de neuritas.
Sobrevivencia.
Diferenciacion.

Proliferacidn.
Produccién y secrecién de histamina.

TABLA X. CELULAS BLANCO Y EFECTOS BIOLOGICGS DEL NGF.

En esta tabla se enumeran varios de los tipos celulares que son sensibles al NGF. También
se puede observar su origen embrionario y los efectos bioldgicos inducidos por este factor
de creclmiento. (SNC; sistema nervioso centrat)

d) Receptores del NGF.

Los efectos del NGF son mediados por la interaccidn con sus receptores presentes en las
membranas plasmdticas de las células blanco ¥ como sucede con otros factores de crecimientd
hidrosolubles, dada la incapacidad de estas moléculas para cruzar el espacio hidrof6bico de la
membrana plasmdtica "™,

En las células blanco del NGF, como las PC12, se pueden distinguir dos sitios de uni6n
diferentes para cste factor: un sitio de alta afinidad por el NGF, con una constante de disociaci6n
de 10" M, y un sitio de baja afinidad, con una constante de disociacién de 10° M %, Como se
puede ver en la figura 5, cada uno de estos sitios de unién corresponde a dos receptores proteicos
distintos. Asl, ¢l receptor de alta afinidad es una protefna de 140 kDa, llamada prototrk A
{p140™4), mientras que el receptor de baja alinidad es una protefna de 75 kDa, que recibi6 el

nombre de receptor del NGF (p75~¥™) por ser el primero en ser caracterizado * y clonado *.
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El receptor p75™°™ ¢s una protefna de 400 amino4cidos, con una regi6én transmembranal
que separa el dominio extracelular del intracelular *, En la mayorfa de los receptores a factores
de crecimiento, el dominio intracelular es el responsable de la actividad biol6gica del receptor;
pero hasta la fecha, no se ha comprobado ninguna interaccién del dominio intracelular del
p75N°™ con cualquiera de los mecanismos de transducci6n de sefiales conocidos, y tampoco se
ha demostrado una actividad catalftica intrfnseca de este receptor *,

Se supone la existencia de algiin tipo de transduccién de sefiales por parte del p75No™,
ya que al unirse el NGF a esta protefna, el complejo NGF-p75M™ es internalizado ®, Por otra
parte, una serie de experimentos realizados con receptores quiméricos, sugieren la existencia de
algiin mecanismo de transduccién; porque con estas protefnas quiméricas, construidas con el
dominio extracelular del receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGF), y los dominios
transmembranal y citopldsmico del p75N®, se demostr6 que el EGF, al unirse a estos receptores

quiméricos, induce los mismos cambios morfolégicos que el NGF en células PC12'%2,

pl 4OlrkA
757 TR
NGF €
I
3 B
75 kDa i‘ TIROSIN CINASA
:PROTEINA G? 140 kDa

FIGURA 5. RECEPTORES MEMBRANALES A NGF,

Las diferencias bdsicas entre los dos receptores a NGF se esquematizan en esta figura;
también se pueden observar los mecanismos de transduccién de sefiales con los que
interactiian, La molécula de NGF se representa por los rectdngulos (Modificado de Meakin
y Shooter, 1992) .
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El receptor pi40™* fue identificado inicialmente como un oncogene en un carcinoma de
colon %; pero este oncogene representa una versién truncada del gene normal, el cual s6lo se
expresa en neuronas sensoriales derivadas de la cresta neural .

El p140"™ pertenece a la familia de las cinasas de protefnas que fosforilan sus sustratos
en residuos de tirosina ¥ (cinasas de tirosina), que es un mecanismo de accién compartido por
varios recepiores a factores de crecimiento . Esta protefna result6 ser el receptor de alta afinidad
del NGF ¥, que habfa sido identificado en varios tipos celulares blanco, como las neuronas
simpéticas del polla % De hecho, s6lo la expresi6n del p140*** es necesaria e imprescindible para
que un tipo celular sea sensible a NGF, porque la carencia del p757°™ no afecta la sensibilidad
al NGF en diversos tipos celulares 6,

Otras protefnas de la familia trk, como las cinasas de tirosina trk b y ¢, parecen ser los
receptores a otros factores de crecimiento de la familia del NGF, llamados neurotrofinas. Asf, la
trk ¢ es ¢l receptor de la neurotrofina 3, mientras que la trk b es el receptor del factor de
crecimiento neural derivado del cerebro. %. La semejanza entre los recéplores de las distintas
neurotrofinas hace que puedan existir reacciones cruzadas entre ellas, porque a un sélo receptor
se puede unir cualquiera de las neurotrofinas, aunque con afinidades muy distintas %,

3. MECANISMOS CELULARES INVOLUCRADOS EN EL CRECIMIENTO DE LOS
PROCESOS NEURITICOS.

Como se vig en la seccibn anterior, la principal funcién del NGF ¢s inducir el crecimiento
de neuritas; y estos procesas son los que forman a fin de cuentas las fibras nerviosas ™, pof lo
gue el desarrollo de estas fibras dependera solamente del crecimiento de los procesos neurfticos.
Este crecimiento se debe al movimiento celular, del cual es responsable el cono de crecimiento
neuronal 72, ’ ‘

El proceso de crecimiento de las neuritas se puede dividir en tres etapas: el transporte de
precursores al cono de crecimiento, el avance y la movilizacién del cono, y por idltimo, la
consolidacién det citoesqueleto det axén 7. Como se ve en la figura 6 cada uno de estos procesos

se encuentran localizados espacialmente en diferentes compartimentos celulares.

18



Axoplasma Cinetoplasma
[ LI 1
Cuerpo Axén Cuello
] Cono

L { 1! H
Sintesis Transporte Movilidad

Polimerizacion

FIGURA 6. MECANISMOS CELULARES INVOLUCRADOS EN LA FORMACION DEL
CONO DE CRECIMIENTO.

Como se puede ver en esta figura, los distintos procesos que acarrean el crecimiento de las
neuritas estdn focalizados en distintos compartimientos celulares. (Modificado de Mitchison
¥ Kirschner, 1988)

La existencia de una estructura especializada en el movimiento celular, como lo es el cono
de crecimiento, implica la divisién del citoplasma en dos compartimientos: el tdbulo axonal, o
axoplasma, y el cono de crecimiento, o cinetoplasma.

FEl axoplasma estd especializado en el transporte de precursores y vesfculas de secrecién’,

y su citoesqueleto esta constituido principalmente por microtdbulos

. Por su parte, el
cinetoplasma se especializa en movilidad y locomocidn, y en & predominan los microfilamentos
de actina *% sin embargo, la mayor diferencia entre el axoplasma y el cinetoplasma no es la
composicion proteica del citoesqueleto, sino su organizacién espacial y dindmica *.

La movilidad del cono de crecimiento se debe a la extensién de un drea de la membrana
plasmatica de apariencia delgada, aplanada y en forma de abanico, llamada lamelipodia. A partir
de ésta se extienden pequefios procesos delgados, lamados filipodios, que se desarrollan por la
polimerizaci6n de actina en su interior °'. ’

El proceso de crecimicnato del cono parece mas bien aleatorio, ya que los filipodios se
extienden y retracn constantemente '° en lo que parece ser un sondeo sobre la matriz extracelular

para buscar sitios de unién '; al mismo tiempo, la tensién generada por la retraccién de los

19



fitipodios, podrfa ser la fuerza impulsora del crecimiento del axén ®.

Conforme avanza el cono de crecimiento, el espacio citosélico que va dejando atrds se
va convirtiendo en axoplasma, y cxiste una regién de interfase entre el éste y el cinetoplasma,
que s¢ la ha lamado cuello del cono de crecimiento . En esta regién de interfase se van
formando microtibulos por la polimerizaci6n de tubulina, como se ve en la figura 7. La tubulina
cs una protefna formada por una subunidad o y una B ¥, y es el bloque bdsico de la formacién
de microtibulos.

Sintesis

de precursores Polimeros dinamicos
| I ]

o
o O o o o
— ooooo PO

£

Polimero estable Sitio de transicién

Polimerizacién dindmica

FIGURA 7. DINAMICA DEL CITOESQUELETO EN EL CRECIMIENTO DE NEURITAS.
Los distintos componentes del citoesqueleto no se encuentran en el mismo estado dindmico
de polimerizacién en los distintos compartimientos de una célula que desarrolla un proceso
neurftico. (Modificade de Mitchison y Xirschner, 1988)

La polimerizacién de tubulina comienza el proceso de consolidacién del ax6én, porgue una
vez formados los microtibulos, las neuritas no se retraerdn mds, y se convertitin en una
estructura celular muy estable *, Esta estabilidad se debe a que los microtibulos axonales son
mis rigidos y menos dinimicos que los microtibulos formados durante la mitosis celular *.
Probablemente, la rigidez de los microtibulos axonales se deba a la accién de las protefnas
accesorias a los microwibulos ¥, y entre éstas destaca la protefna Taw (T), que es una protefna
que solamente se expresa en los procesos citopldsmicos de las células originadas en el neuroecto-

dermo, y que estabiliza varios microtibulos y los hace formar haces mds grandes y compactos™.
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A 1o largo de estos microtibulos se van transportando los precursores bdsicos del
citoesqueleto del cinetoplasma *, que tienen que llegar al cono de crecimiento; porque s6lo ahf
se agregardn las subunidades de actina, en el extremo distal de los microfilamentos del cono, que
es la regién mds cercana a la membrana plasmadtica 8, Debido a esto, la consolidacién de las
porciones anteriores de un ax6n es necesaria para continuar con el crecimiento del cono ¥,

Aunque el crecimiento de las neuritas es inducido por NGF, éste no es el unico factor
capaz de promover el desarrollo de estos procesos; también el monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) promueve el crecimiento de neuritas en las células PC12 7 y en una lfnea celular hibrida
de un neuroblastoma y un glioma de rata ¥, Este efecto sobre el crecimiento de neuritas podrfa
deberse a la accién del AMPc sobre 1a estabilidad del citoesqueleto neurftico, sobre todo, a nivel
de los haces de microtdbulos, que se hacen mds resistentes a la despolimerizacién por farmacos
citot6xicos, como la colchicina *,

Ademds de los efectos que por sf sélo ejerce el AMPe, este factor también facilita la
accién del NGF ¥, ya que el crecimiento de las neuritas es mds rdpido y se vuelve independiente
de la transcripcién y traduccién de protefnas > cuando las células son expuestas conjuntamente
al NGF y al AMPc.

Esta acci6n sinérgica entre el AMPc y el NGF se tom6 como un indicativo del probable
mecanismo de transduccién de sefiales del receptor p75V°™ ™. sin embargo, se ha demostrado
que los efectos del NGF son independientes del AMPc *', y como se dijo anteriormente, avin no

5N con ninglin mecanismo de transduccién de sefiales %. Por esto,

se ha logrado asociar al p7
se ha concluido que el AMPc y el NGF actdan sobre dos distintos mecanismos celulares para

promover la extension de neuritas »,
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IL. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como se ha visto, tanto el NGF como el AMPc tienen un papel importante en el
desarrollo de los procesos neurfticos de diferentes tipos celulares. Esto hace importante conocer
el papel desempeiiado por estos dos factores en el crecimiento de las neuritas de la células .

En este trabajo, evaluamos los efectos del NGF y del monofosfato ciclico de dibutiril
adenosina (dbAMPc) sobre el desarrollo de los procesos parecidos a neuritas en las células . El
dbAMP(; es un andlogo del AMPc que es capaz de permear la membrana plasmdtica, y que
conserva ademds la actividad bioi6gica de! AMPc *. Estos efectos se cuantificaron en cultivos
primarios in vitro de células B, obtenidas de islotes pancredtices de ratas de dos distintas edades,
adultos juveniles y fetos de 18 dfas de gestacidn.

Por otra parte, y para conocer mfs sobre los mecanismos celulares involucrados en el
desarrollo de estas neuritas, también evaluamos el papel que desempefia el citoesqueleto de las
c6lulas B en la formaci6n de estos procesos. Principalmente, evaluamos la presencia de tubulina
B y la protefina Tau a lo largo de las neuritas, ya que estas protefnas juegan un papel muy
importante en la consolidacién de los procesos neurfticos de otros tipos celulares.

Asimismo, cstudiamos los efectos que pudiera tener el cambio morfolégico en la
distribucién de dos marcadores de funcién celular: insulina y GABA, porque la expresi6n de
estos marcadores nos darfa una idea del estado fisiolégico que conservan las células B después
del tratamiento con NGF y dbAMPc. Ademds, si estos marcadores se encuentran en las neuritas
extendidas por las células B, también podremos discernir si el citoesqueleto presente en los
procesos es activo y funcional en el transporte de vesfculas de secrecién,

Por dltimo, para discernir si el efecto del NGF no es resultado de una accién sobre los
otros lipos celulares, distintos de las células f,presentes en los cultivos, se evalug la expresién

de receptores del NGF en las células B.
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“..Even pure scientific discovery is an aggressive, penetrative act. It
takes big equipment, and it literally changes the world afterward.
Particle accelerators scar the land, and leave radioactive byproducts.
Astronawis leave trash on the moon. There is always some proof that
scientists were there, making their discoveries. Discovery is always a
rape of the narural world. Always...”

~ Michael Crichton. Jurassic Park.

0. MATERIAL Y METODOS

Los reactivos se obtuvieron de las fuentes siguientes:

Colagenasa tipo IV de Worthington (Freehold, NJ, USA); suero bovino fetal (SBF),
solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) y soluciones de gentamicina y penicilina-
estreptomicina de Gibco (Grand Island, NY, USA); albiimina de suero bovinoe (BSA), medio
REMI 1640, D-[+]-glucosa, solucién dispersante, sal de Spinner-Eagle, NGF 2.38, anticuerpo
monoclonal contra tubulina B, antisueros contra NGF 2.58 y protefna Tau de Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Mo, USA); antisuero contra insulina de Incstar Corp. (Stillwater, Mi, USA);
antisuero contra GABA de Biodesign Intl. (Kennebunkport, ME,USA); reactivos para inmunocito-
guimica de Vector Labs. (Burlingame, CA, USA); Anestesal (Pentobarbital sédico) de Smith
Kline (Norden de México).

a) Cultivo de celulas P.

Los islotes pancredticos fueron obtenidos de ratas Wistar machos de 250-280 g de peso,
o de fetos de 18 dfas de gestacién. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (63
pg/g) para proceder a la diseccion. Los pincreas de las ratas adultas fueron perfundidos con S
ml de solucin salina balanceada de Hanks, suplementada con 0.1% de albiimina sérica bovina
y 5 pg/mi de gentamicina (HBSS-BSA), a través del conducto pancredtico, previa oclusiGn de
1a cdpsula de Vater, Los pdncreas de los fetos fueron perfundidos con 500 pl de HBSS-BSA por
la puncién directa del pdncreas fetal con una jeringa de insulina.

Los pancreas fueron macerados manuvalmente y sometidos a digestién con colagenasa clase
IV (0.5 mg/ml en HBSS-BSA) durante 30" a 37° C. La digestion fue parada con tres lavados con
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HBSS-BSA frfa (4 °C), para despuds percolar el tejido a través de una matla de 200 um, con
el fin de separar el tejido hormogéneo™,

Después de separar el tejido homogéneo, los islotes fueron purificados mediante
centrifugacién en un gradiente de Ficoll (27, 23 y 11% en HBSS-BSA), que separa los islotes
del tejido acinar. El Ficoll fue removido con tres lavados més de HBSS-BSA frfa. Para evitar que
existiera tejido acinar contaminante, después de los lavados, los islotes fueron recogidos
manualmenie con Ia ayuda de una pipeta Lang-Levi y un microscopip estereoscopico .

-Una vez aislados los islotes, las células que los conforman fueron disgregadas durante una
digestién con tripsina (2.5 mg/ml) en solucién salina balanceada de Spinner, suplementada con
0.5 % de albimina sérica bovina, 200 U/ml de penicilina G y 200 pg/ml de estreptomicina 2,

Las células fueron cultivadas durante 11 dfas en medio RPMI 1640, suplementado con
1% de suero bovino fetal (SBF,; para observar los cambios morfolégicos), 0 5% de SBF (para IF);
200 wmi de penicilina G, 200 pg/ml de estreptomicina, 0.5 pg/m] de anfotericina B y 1.2 mM
de CaCl,. Este tiempo de cultivo fue el mds adecvado para observar los cambios morfolGgicos,
porque las células § comienzan a extender procesos hacia el dfa tres de cultivo; estos procesos
llegan a medir dos didmetros celulares hacia el dfa 7 de cultivo, y entre los dfas 11 y 20 alcanzan
su longitud méxima; pero es necesario recalcar que después de t1 dfas de cultivo hay mucha
mortalidad celular, por lo que no los resultados no son tan reproducibles como a los 11 dfas en
cultivo,

Las céluias fueron tratadas con 50 ng/ml (aproximadamente 0.38 nM) de NGF 7S
(morfologfa), o 40 ng/ml {aproximadamente 1.53 nM) de NGF 2.5S (morfologfa e IF} o bien 5
mM de monofosfato ciclico de dibutiriladenosina (dbAMPc), o0 la mezcla de los dos tratamientos.
Estas concentraciones son las mds utilizadas en otros modelos celulares para observar los efectos
de estos dos factores sobre la morfologfa celular (Tischler et al., 1982). Al menos las
concentraciones de las dos fracciones del! NGF se encuentran deﬁtro del intervalo de la constante
de afinidad de los receptores de NGF (10'"-10® M), y la concentracién de dbAMPc utilizada
permiti6 realizar los experimentos, sin afectar la viabilidad celular; porque con concentraciones
mayores se empieza a observar mortalidad, y a concentraciones menores los cambios no son tan

evidentes. El grupo testigo no recibié tratamiento alguno.
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h) Inmunocitequimica e inmunofluorescencia.

Las células B fueron fijadas en soluci6n de paraformaldehfdo (4 % en soluci6n salina
amortiguada por fosfatos, PBS, 0.1 M, pH 7.4) durante toda la noche; posteriormente, fueron
rehidratadas y el paraformaldehfdo removido con tres lavados con PBS y tres lavados con
soluci6n salina amortiguada por tris (TBS, 0.1 M, pH 7.6). La membrana plasmética es
permeabilizada al incubar las células con Tritén X-100 (0.3 % en TBS suplementado con 1% de
suero normal de cabra, TBS-SNC) durante 30°. El tritén fue removido con tres lavados con TBS-
SNC y posteriormente, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario (que est4 dirigido
contra el antfgeno.de interés), diluido en TBS-SNC, durante dos noches.

El anticuerpo primario fue removido con tres lavados de TBS-SNC, y las células fueron
incubadas con anticuerpo secundario (dirigido contra el anticuerpo primario) biotinilado, durante
1 hora, tanto para inmunocitoqufmica (IC) e inmunofluorescencia (IF); el anticuerpo secundario
fue diluido 1:200 en TBS-SNC.

En IC, las células positivas fueron reveladas por estreptoavidina peroxidasa, utilizando
como sustrato diaminobencidina y H,0,; para IF, las células fueron reveladas por estreptoavidina
marcada con rojo Texas, y observadas a 450-490 nm.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes: antisuero de cobayo contra
insulina; anticuerpo monoclonal murino contra la proteina Tau; antisuero de conejo contra NGF;
anticuerpo monoclonal murino contra tubulina P; antisuero de conejo contra GABA. Las dilucio-
nes utilizadas fueron las recomendadas por las compaiifas que desarrollaron los anticuerpos; pero,
como se sabe, los anticuerpos y antisueros varfan con cada lote, por lo que las diluciones
recomendadas pueden variar con el tiempo,

Como es sabido, la inmunofluorescencia indirecta es una técnica inmunohistoquimica, ya
que utiliza anticuerpos y croméforos, en este caso, un flurégeno %% pero a lo largo de este trabajo
se hace la distincién de nombres (IC e IF) para indicar los diferentes croméforos, DAB y rojo
Texas, y también para hacer una diferencia entre el tipo de luz con la cual se observaron las
células y se tomaron las fotograffas, luz visible policromdtica, contra monocromética de 450-490

nm,
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¢) Evaluacion de cambios morfolégicos.

En las células B identificadas por IC fueron medidas la longitud de los procesos y el
didmetro perinuclear més corto, los procesos que midieran el equivalente a dos didmetros

celulares o mds fueron considerados como neuritas para evaluar los cambios en el porcentaje de

neurogenizacién, siendo el 100% el total de células B presentes en cada cultivo.

Bajo cada condicién de cultivo se contabilizaron 10 campos 6pticos al azar, lo que
representa, en promedio, 112 células B por cada cultivo de células de adutio y 81 células B por

cada cultivo de células fetales. Los datos se representan como el niimero de cultivos de fechas

distintas que se contabilizaron (n).

Los datos exactos del nimero de cultivos sometidos a los distintos tratamientos, el nimero

de células B contabilizadas en cada cultivo distinto y el promedio de células B por cultivo, tanto

para los cultivos de células de adulto y fetales, se encuentran en la tabla IL

TRATAMIENTO CULTIVOS CELULAS B CELULAS f
(n) POR CULTIVO

CELULAS ADULTO

TESTIGO 8 976 122
dbAMPc 8 1020 127
NGF 78 5 502 100
NGF 2.58 3 269 90
NGF 7S + dbAMPc 5 667 133
NGF 2.55 + dbAMPc 3 307 102
CELULAS FETALES

TESTIGO 4 578 144
dbAMPc 4 262 65
NGF 78 4 225 56
NGF 78 + dbAMPc 4 249 62

TABLA II. NUMERO DE CELULAS B CONTABILIZADAS.

En esta tabla se muestran el nimere de cultivos distintos (n) contabilizados en cada
condicién de cultivo, para las células de las dos edades distintas. También se muestran el
nimero total de células [ contadas en cada grupo, y el promedio de células contadas en cada
cultive. En general, las células  representaban del 80 al 90 % del total de c€lulas en cultivo.
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d) Conteo de neuritas positivas por inmunofluorescencia,

Las células procesadas para IF también fueron procesadas para IC contra insulina para
identificar y asegurar el conteo de células f tnicamente, en 10 campos dpticos aleatorios. Las
células B que extendieron neuritas, y que fluorescfan a 450-490 nm fueron contadas como
positivas, los restitados se expresan como el promedio de los porcentajes de c€lulas neurogeniza-
das positivas, tomando como 100% el total de células § que extendieron neuritas. En promedio,
en los cuitivos procesados para IF se contabilizaron 98 céiulas fB.

En las células B procesadas para IF contra NGF 2.5s, se contabilizaron tanto las células
8 que extendieron los procesos (siendo el 100% el total de células neurogenizadas), como las
células B que no los extendicron (siendo el 100% el total de células sin procesos), que fueron
positivas a 450-490 nm. Estos datos se obtuvieron de 6 cultivos de diferentes fechas y, en

promedio, se contabilizaron 115 células B por cultivo.

e) Anilisis estadistico.

Todos los datos son expresados como la media * error estdndar de la media (ESM). Para
la validacién estadistica de los experimento se utiliz6 el programa Number Cruncher Statystical
System (NCSS v 4.2, Dr. Jerry L. Hintze, Kaysville, UT, USA, 1983), lievando a cabo las
pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) de una sola vfa, seguida por la prueba de Fischer.
También se evalué la significancia estadfstica con la prueba T de Student para datos no

. apareados.
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“... Metamorfosis mata a Morfeo,
quee el cambio sueile gue estd soflando.
El movimiento nie hard cambiar
toda mi piel, toda la fe.

No dejaré gue las dguilas

se coman mis alas de marfil,

que este espacio deje de flotar,

¥ que este cielo se caiga ya..."

- 8aul (Caifanes). El silencio.

IV. RESULTADOS

1. CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR NGF Y dbAMPc EN CELULAS
B DE ADULTO.

Los resultados de los cambios morfolégicos se pueden ver en la tabla III (p. 38), donde
se pueden encontrar los valores medios para cada caso y su ESM correspondiente.

a) Células B testigo.

En el cultivo testigo, en el cual no es aplicado ningtn tratamiento, las células B de rata
adulto mantienen una forma redonda, de didmetro perinuclear pequefio, llegando a formar
aciimulos de pocas células, como se ve en la figura 8; un bajo porcentaje (3.69 %) de estas
‘célulds testigo extiende neuritas, con una longitud promedio de 46.27 pum, después de 11 dfas en

cultivo.

b) Células J§ tratadas con dbAMPc.

En las células cultivadas con 5 mM de dbAMPc durantte 11 dias, el porcentaje de células
que extiende los procesos neurfticos aumentd significativamenie, con respecto al grupo testigo,
a 18.80% (p<0.01). Ademss, la morfologfa cambia hacia un tipo celular que principalmente
presenta un difmetro perinuclear més grande, forma estrellada y extendida, y por otra parte las
células B tienden a formar actimulos con un mayor nimero de células, como se puede ver en la
figura 9. Pese al incremento en el niimero de células modificadas, la longitud promedio las
neuritas, que fue de 61.21 pm, no aumenté significativamente en las células tratadas con dbAMP¢

con respecto al grupo de células testigo.
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FIGURA 8. CELULAS (3 TESTIGO. ‘ )
En esia figura se muestran dos campos 6pticos caracteristicos de dos distintos cultivos testigo células
B de adulto. Como se explica anteriormente las células [ testigo presentan un didmetro perinuclear

pequeiio y forman acimulos de pocas células después de 11 dias en cultivo. (Fotografia tomada a
200X)
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FIGURA 9. CELULAS f§ CULTIVADAS EN PRESENCIA DE dbAMPc.

En esta figura se muestran dos campos Gpticos caracteristicos de dos distintos cultivos de células
de adulto tratadas con dbAMPc 5mM. Como se explica anteriormente las células B expuestas al
dbAMPc presentan un didmetro perinuclear mfs grande, extienden neuritas que no difieren en

longitud de las neuritas de las células del grupo testigo, y forman grandes acimulos celulares
después de 11 dias en cultivo. (Fotografia tomada a 200X)
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¢) Células P tratadas con NGF.

Cuando las células B fueron cultivadas en presencia de NGF 78 (50 ng/ml) no se
observaron cambios significativos en el porcentaje de células con neuritas, que fue de 5.23%; y
tampoco cn la longitud de los procesos, 50.7% um en promedio. De hecho, las células tratadas
con NGF 7§ conservan la misma inorfologfa que las del grupo control.

Resultados preliminares (que no se muestran), indicaron que al aumentar la concentracién
de NGF 78 {100 ng/m1l) se podfa observar un efecto del factor de crecimiento sobre la morfologfa
de la células B de adulto; por 1o que se decidi6 evaluar los efectos del NGF 2.58 (40 ng/mi), una
fraccién mds activa bioldgicamente, y que, como se sabe, representa en més del 90% a la
subunidad B del NGF, que es la que acarrea la actividad biolGgica de este factor de crecimiento’.

Cuando las células de adulto fueron cultivadas en presencia NGF 2.58, sf s¢ observé un
aumento significativo (p<0.01) con respecto al grupo testigo en el porcentaje de células con
neuritas, ya que el 26.15% de Jas c€lulas B tratadas con NGF 2.5S extendieron procesos
neurfticos; sin embargo, el aumento en el ndimero de células que desarrollaron procesos tampoco
se vié acompafiado de un aumento en la longitud de las neuritas, ya que el aumento en el
promedio de la longitud a 57.88 pum no fue estadfsticamente significativo.

Aunque cl NGF 2.58 también indujo que algunas células aumentaran de didmetro
perinuclear, este cambio no fue tan notorio como en las células tratadas con dbAMPc, ya que en

. los cultivos con NGF 2.58 predominan las células con didmetro perinuclear més pequeiio y con

neuritas mds alargadas, como se puede ver en la figura 10,
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FIGURA 10. CELULAS } CULTIVADAS EN PRESENCIA DE NGF 2.58.
En esta figura se muestran dos campos épticos caracteristicos de los cultivos de células § de adulto
tratadas con 40 ng/ml de NGF 2.55. Como se explica anteriormente las células § expuestas al NGF
2.58 presentan un didmetro perinuclear de tamafio intermedio, extienden neuritas mds angostas y
alargadas, pero que no difieren significativamente en longitud de las neuritas de las células del grupo
testigo. Tienden a formar acimulos después de 11 dias en cultivo. (Fotografia tomada a 200X)
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d) Células f tratadas con NGF y dbAMPc.

El efecto méds marcado sobre la diferenciacién morfol6gica de las células B se observé
cuando las células B fueron cultivadas durante 11 dfas en presencia de los dos factores (NGF +
dbAMPc); ademds, no se observaron diferencias significativas si la fracci6n de NGF utilizada en
conjunto con el dbAMPc era la 78 o la 2.58.

Cuando las células B fueron cultivadas en presencia de 50 ng/ml de NGF 78 y 5mM de
dbAMPc¢ (NGF 78 + dbAMPc), se observé un aumento significativo (p<0.01) con respecto al
grupo testigo en el porcentaje de células con neuritas, ya que el 50.21% de las células B
presentes en los cultivos extendieron los procesos. Bajo estas condiciones de cultivo sf se observo
un aumento significativo (p<0.05) en la longitud promedio de las neuritas de las células B, ya
que aumenté hasta 69.23pm.

En el grupo de células cultivadas en presencia de 40 ng/ml de NGF 2.58 y 5SmM de
dbAMPc, también existié un aumento significativo {p<0.01) con respecto al grupo testigo en el
porcentaje de células B que presentaban neuritas, que aumento a 42.96%. Como se dijo
anteriormente, no existieron diferencias estadfsticamente significativas entre los porcentajes de
células que extendieron neuritas del grupo tratado con NGF 78 y dbAMPc y el grupo tratado con
NGF 2.58 y dbAMPc.

‘Ademds del aumento en el porcentaje de células con procesos, el tratamiento con NGF
. 2,58 y dbAMPc indujo el mayor aumento en la longitud de las neuritas, que midieron 100,74 um
en promedio. Este aumento fue estad{sticamente significativo (p<0.01) al compararlo con ¢l grupo
testigo; y también (p<0.01) al compararlo contra los demds grupos experimentales.

El crecimiento de los procesos neuriticos no fue el tnico efecto del tratamiento con NGF
(7S y 2.58) y dbAMPc sobre la morfologfa de las células P, ya que la mayorfa de ellas se
encontraron formando grandes actimulos de células muy estrelladas y de didmeiro perinuclear
muy grande, ademds de la presencia de neuritas muy largas en las células de la periferia de los
acimulos, como se ve en las figuras 11, 12 y 13, Es necesario hacer notar que las células que
se observan en la figura 13 fueron cultivadas mds tiempo (11 dfas) del reportado en este trabajo,

pero se muestran come un ejemplo de la plasticidad de las células B.
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FIGURA 11. CELULAS § CULTIVADAS EN PRESENCIA DE NGF 7S y dbAMPc.

En esta figura se muestran dos campos épticos caracteristicos de dos distintos cultivos de células 3
de adulto tratadas con 50 ng/ml de NGF 7S y dbAMPc 5SmM. Como se explica anteriormente en los
cultivos expuestos al NGF 7S en conjunto con dbAMPc se observa el mayor incremento en el
porcentaje de células §§ con neuritas, pero ademgs las células en este grupo extienden neuritas
considerablemente mds largas que las neuritas del grupo testigo. (Fotografia tomada a 200X)
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FIGURA 12. CELULAS  CULTIVADAS EN PRESENCIA DE NGF 2.58 y dbAMPc.
En esta figura se muestran dos campos 6pticos caracteristicos de dos distintos cultives de células 8
de adulto tratadas con 40 ng/ml de NGF 2,58 y dbAMPe 5mM. Como se explica anteriormente en
los cultivos expuestos al NGF 2.58 en conjunto con dbAMPe se observa el mayor incremento en el
poreentaje de células B con neuritas, pero ademds fas células en este grupo extienden neuritas
considerablemenie mids largas que las extendidas por las células testigo y los demis grupos
experimentales. (Fotografia tomada a 200X)
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FIGURA 13. CELULAS § CULTIVADAS DURANTE 20 DIAS EN PRESENCIA DE NGF 78 Y
dbAMPc,

En esta figura se muestra un campo 6ptico fotografiado (400X) en un cultive de islotes pancresdticos
f de adulto, tratados durante 20 dias con 50 ng/ml de NGF 7S y dbAMPc SmM. Es necesario hacer
notar que las células fotografiadas migraron fuera del islote, y que fuercn cultivadas nueve dias méds
que el resto de los cultivos mencionados anterformente.
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A

RESUMEN

Las células B del pdncreas tienen la capacidad de extender procesos citopldsmicos al ser
cultivadas in vitro. Estos procesos expresan componentes propios del citoesqueleto neuronal, por
y por analogfa se les llama procesos neurfticos o neuritas. En este trabajo se evaluaron los efectos
del factor de crecimiento neural (NGF) y del monofosfato ciclico de dibutiril adenosina
(dbAMPc) sobre el crecimiento de los procesos de las células B; ya que estos factores promueven
el desarrollo de las neuritas en varios tipos celulares. Estos efectos se estudiaron en cultivos in
vitro de células B provenientes de ratas de dos edades distintas, adultos juveniles y fetos de 18
dfas de gestacién.

Los datos obtenidos indican que tanto el NGF como el dbAMPc promueven un aumento
en el porcentaje de las células B que extienden neuritas, y éstas son de mayor longitud cuando
las células son cultivadas en presencia de los dos factores simultdnecamente. También se encontrd
que el crecimiento de los procesos no depende de la edad celular, porque tanto las células B de
adulto como las fetales fueron capaces de extender los procesos en respuesta a los dos factores.

Otra caracterfstica de los procesos neurfticos es la presencia de microtibulos en su
interior, los cuales son necesarios para la funcién de las neuritas; por esto, también se estudio la
expresion de tubulina 3 en los procesos neuriticos de las células B, ya que esta protefna es uno
de los unidades bdsicas de formacién de microtiibulos. Se encontré que los procesos de las
células  expresan tubulina y protefna Tau, que es otro componente del citoesqueleto neuronal
y que solamente expresan los tipos celulares derivados del ncuroectodermo, esto indica también
la homologfa entre las neuritas y los procesos de las células f.

Los cambios morfolégicos no influyen en la funcién de las células B, ya que éstas siguen
sintetizando insulina y 4cido y-amino butfrico (GABA), los cuales las ¢élulas  sintetizan in vivo;
sin embargo, estas dos moléculas se redistribuyen a lo largo de las neuritas de las células B, lo
que indica que los microtibulos presentes en estos procesos son aclivos y funcionales, en cuanto
al transporte de vesfculas de secreci6n.

El desarrollo de neuritas y la sintesis de GABA, que es un neurotransmisor, por parie de
las células B han cuestionado su origen embrionario, ya que estas células se encuentran dispersas

entre el tejido acinar pancredtico, que tiene un claro origen endodérmico; aunque se ha propuesto
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que existe un origen comdn para las células f y el tejido acinar, éste no se ha podido comprobar;
y el hecho de que las células } compartan varias caracterfsticas, como el GABA y el crecimiento
de neuritas, con 10s tipos celulares derivados del neuroectodermo ha llevado a proponer un origen
ectodérmico para las células B, que ha sido debatido durante largo tiempo.

En este trabajo demostramos que las células B son sensibles a la accién del NGF sobre
su morfologfa, Esta sensibilidad también es compartida por las células derivadas del neuroecto-
dermo; aunque el NGF puede ejercer sus efectos sobre ¢élulas que no se originan del ectodermo,
estos efectos nunca son a nivel de la morfologfa; por esto, los efectos del NGF sobre la
morfologia de las células § al NGF se pueden considerar como una caracterfstica mds que
comparten las células B y las células neuroectodérmicas. A pesar de que esto no es un marcador
definitivo de origen embrionario, los datos obtenidos en este trabajo podrfan ser una evidencia
més a favor del origen neuroectodérmico.

Romén Vidal Tamayo Ramfrez
TESISTA

Vo. Bo.
Honeia thrond L.,
Dra. Marcia Hiriart Urdanivia

Directora de tesis.



2. CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR NGF Y dbAMPc EN CELULAS
FETALES.

En los cultivos testigo de células B de fetos de rata de 18 dfas de gestacion se observé
que el 2.48% de las células extendian procesos neurfticos, con una longitud promedio de 36.67
um. En éstas condiciones de cultivo, las células § fetales, al igual que las de adulto, mantienen
una forma redonda y en ocasiones se encuentran formando pequefios acimulos.

Cuando las células B fetales fueron cultivadas en presencia de dbAMPc se observé un
aumento significativo (p<0.05) en el porcentaje de células que presentaban ncutitas, que alcanzé
cl 30.51%; y al igual que en las células de adulto, el dbAMPc no indujo ningtin cambio en la
longitud de los procesos, que solamente midieron 28.07 pm en promedio.

" Al contrario de lo observado en los cultivos de células B de adulto, el tratamiento con
NGF 78 si indujo el crecimiento de neuritas en células f fetales, ya que se observé un aumento
significativo (p<0.01) en el porcentaje de células que extendieron procesos, que representaron
29.03 % del total de células B fetales presentes en los cultivos. Sin embargo, este anmento no
se vi6 acompaiiado por un aumento en la longitud promedio de las neuritas, pese a que aumentd
a 50.79 um, lo cual no fue estadf{sticamente significativo.

Al igual que en las células de adulto, los cambios morfoldgicos mds drdsticos se
observaron cuando las células fetales fueron cultivadas en presencia de NGF y dbAMPc, ya que
el porcentaje de células newrogenizadas aumento hasta 51.49%, pero al contrario de las células
de adulto, la longitud de los procesos no registré un aumento estadisticamente significativo, pues
solamente alcanzd 42.05 ym en promedio.

En la tabla III se pueden comparar los efectos del NGF y el dbAMPc sobre la diferencia-
cién morfoldgica de las células B de adulto y fetales. Como el objetivo principal de este trabajo,
que es evaluar los efectos del NGF y del dbAMPc sobre la morfologfa de las células B, se
cumple para las células con los datos obtenidos con el NGF 7S, no se muestran los resultados

obtenidos con la fraccidén 2.5S, pues todavfa son preliminares.
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% DE CELULAS

LONGITUD DE

TRATAMIENTO CON PROCESOS LOS PROCESOS (it)
CELULAS ADULTO
TESTIGO 3.69 = 0.42 46.27 * 1.36
dbAMPc 18.80 £ 3.36%* 61.21 & 0.47
NGF 78 523+ 0.87 50.79 + 1.36
NGF 2.58 26.15 + 2.23%* 57.88 + 0.66
NGF 78 + dbAMPc 50.21 = 8.79** 69.23 * 0.31*

NGF 2.58 + dbAMPc

CELULAS FETALES
TESTIGO

dbAMPc

NGF 78

NGF 78 + dbAMPc

42.96 £ 3.49%*

248 + 1.55
30.51 + 7.70%
2903 £ 3.07%
51,49 + 1151

100,74 & 1.21%*

36.67 £ 8.46
28.07 4 0.41
50.79 + 0.67
42.05 + 0.26

TABLA I1l. EFECTOS DEL NGF Y DEL dbAMPc SOBRE LA MORFOLOGIA DE

LAS CELULAS 8.

Los efectos del NGF y el dbAMPc sobre el porcentaje de células § neurogenizadas
¥ la longitud de las neuritas se resumen en esta tabla. Todos los datos se muestran
como la media + ESM. Los asteriscos denotan la significancia estadfstica segin Ia
prueba ANOVA: * p< 0.05 ** p< 0.01

El nimero de cultivos distintos (n) para cada grupo fue el siguiente:

Grupo testigo adultas, n=8; dbAMPc, n=8; NGF 7§, n=5; NGF 2.55, n=3; NGF 7S + dbAMPc, n=5;
NGF 2.58 + dbAMPc, n=3; Grupo testigo fetales, n=4; dbAMPc, n=4; NGF 7S, n=4; NGF 7S +
dbAMPc, n=4. En promedio se contabilizaren 112 células f por cada cultivo de adulto y 82 células
f} por cada cultivo de fetales (ver Material y Métodos),

38



3. SITIOS DE UNION A NGF 2.58 EN CELULAS B DE ABULTO.

Los efectos del NGF sobre la diferenciacién morfolGgica de las células 3 podrfan deberse
a la acci6n del factor de crecimiento sobre algiin tipo celular distinto de las células P, que
indirectamente modificara la morfologfa de las células B, ya que en los cultivos siempre se
encontraron diversos tipos celulares, células o, fibroblastos, porque se cultivan células disociadas
de los islotes pancredticos (ver Material y Métodos), y cada uno de ellos estd conformado por
distintos tipos celulares.

Para discernir entre el efecto indirecto y la accion directa del NGF sobre las células B se
utiliz6 la inmunofluorescencia (IF) contra NGF 2.5S para encontrar posibles sitios de unién a
NGF en las células (.

Se observé que el 94.11% de las células B de adulto que extendieron neuritas al ser
cultivadas con NGF 2.5S y dbAMPc fueron también positivas a IF contra NGF 2.5S; en las
células B de adulto cultivadas con NGF 2.58, el 92.83% que desarrollaron los procesos también
eran positivas a IF contra NGF 2.5S, como se ve en la figura 14.

Por otra parte, como se ve en la tabla IV, sélo el 6,05% de las células § que carecfan de
procesos neurfticos en los cultivos tratados con NGF 2.5S también mostraban sitios de unidén a
NGF positivos por IF contra NGF 2.5S. En los cultivos de células § de adulto tratadas con NGF
2,58 y dbAMPc solamente el 5.95% de las células que no extendieron los procesos eran positivas
a IF contra NGF 2.58S.

Al parecer esle sitio de uni6n a NGF no.es el receptor a NGF de baja afinidad, p75%F,
ya que se realizé la IF contra esta protefna, utilizando un anticuerpo monoclonal murino, la cual
fue negativa en 10 cultivos diferentes (120 células § por cultivo, en promedio), y bajo todas las

condiciones de cultivo.
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TRATAMIENTO % CELULAS CON % CELULAS SIN
PROCESOS POSITIVAS PROCESOS POSITIVAS

NGF 92.83 £ 148 6.05 + 0.68
NGF + dbAMPc 94.11 £ 0.89 5.95 = 0.64

TABLA 1V. SITIOS DE UNION A NGF EN CELULAS f.
Las células § adaltas presentan al menos un sitio de unién a NGF 2.5s, positivo por
inmunofluorescencia, (n=6 cultivos distintos, con 115 células f§ por cultivo).

40



FIGURA 14. SITIOS DE UNION A NGF EN LAS CELULAS B.
La inmunofluerescencia contra NGF 2.58 revela sitios de unién a este expresados por las células

de adulto" Bl panel superior muestra un campo fotografiado con luz visible, mientras que el pdnel
inferior muestra el mismo campo fotogratiado con luz a 450-490 nm (200 X).
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4, PRESENCIA DE TUBULINA, PROTEINA TAU, GABA E INSULINA EN LAS
NEURITAS DE LAS CELULAS B' DE ADULTO.

Por medio de la IF y de la inmunocitoquimica (IC), también se evalu6 la participacién
de cuatro distintos marcadores de la funcién celular, en el desarrollo de las neuritas de células
B de adulto, inducidas por NGF y/o dbAMPc; como se ve en la tabla V. La presencia de estos
marcadores, tubulina §, protefna Tan, GABA e insulina, en las neuritas de las células B, también
serfa un indicativo de la participaci6n activa del citoesqueleto, y la maquinaria celular de la
célula B en el crecimiento de los procesos neurfticos.

Asf, el 91,93% de las células B de adulto que desarrollaron neuritas al ser cultivadas en
presencia de NGF 2.58 o NGF 2.58 y dbAMPc fueron positivas a IF contra tubulina p. Adem4s
de contener tubulina f3; los procesos neurfticos de las células B de adulto, inducidos por estos dos
tratamientos, también presentaban protefna Tau; ya que 92.88% de las células que extendieron
neuritas eran positivas a IF contra la protefna Tau.

Como se puede ver en las figuras 15 y 16 estos dos marcadores se encontraron tanto en
el cuerpo celular como en las neuritas de las células B. Es importante aclarar que estos dos
marcadores, también estdn presentes en las células f que no extendieroﬁ procesos, aunque no se
puede saber s{ existen en la misma proporcién, que en las células f con neuritas; ya que nuestro
equipo de IF nos impide hacer mediciones cuantitativas.

Por otra parte, los cambios morfol6gicos sufridos por las células B no impidieron la
sintesis de dos moléculas caracterfsticas de la actividad fisiol6gica de Ias células B; el GABA 'y
la insulina, porque 95.41% de las células B de adulto, que extendieron neuritas al ser tratadas con
NGF 2.55 o NGF 2.58 y dbAMPc, fueron positivas a IF conira GABA,

Por otra parte, el 91.87% de las células con neuritas, bajo estas mismas condiciones de
cultivo, fueron positivas a IC contra insulina. Al igual que los dos marcadores anteriores, el
GABA vy la insulina, se encuentran tanto en el cuerpo celular de las células que extendieron y
que no extendieron las neuritas; como en las neuritas de las células B que sf extendieron los
procesos, como se puede ver en las figuras 10, 11, 12 y 13 para el caso de la insulina, y 1a figura
17 para el GABA.
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ANTIGENO % PROCESOS POSITIVOS
B-TUBULINA 91.93 £ 0.30
PROTEINA TAU 92.88 + 0.47
GABA 94.31 + 042
INSULINA 91.87 + 0.71

TABLA V. ANTIGENOS PRESENTES EN LAS NEURITAS DE LAS CELULAS §
Cuatro diferentes antigenos marcadores de la fisiologia cefular se encuentran en las
neuritas de las células § adultas. (Tubulina, n=10; proteina Tau, n=6; GABA, n=3;
insulina, n=3. En promedio, en los cultivos procesados para IF se contabilizaron 98

células f3)
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FIGURA 15, PRESENCIA DE TUBULINA

La inmunoﬂuorescencia contra tubuling B revela1a Presencia de esty proteing en Iys neuritas de las
células § de adulqo, El pinel superior muestry up campo fotogratiado con Juz visible, mientras que
en el pdnel inferjor Se aprecia o] ampo enmareado fotogratiade cop luz a 450-49¢ nm. El campo

de tluorescencia presenta un grey menor debido al cierre del diafrapma, necesario para no velar Ia
fotogratia,

B EN LAS NEURITAS DE LAS CELULAS B.
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FIGURA 16. PRESENCIA DE PROTEINA TAU EN LAS NEURITAS DE LAS CELULAS B.
La inmunotluorescencia contra proteina Taw revela la presencia de este antigeno en las neuritas de
las células {3 de adulto. El pinel superior muestra un campo fotografiado con luz visible, mientras
que el pinel inferfor muestra el mismo campo fotografiado con luz a 450-490 nm (200 X).
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S0 um

FIGURA 17. REDISTRIBUCION DEL GABA EN LAS CELULAS p.

La inmunofluorescencia contra GABA revela la presencia de este neurotransmisor en los cuerpos
celulares y en las neuritus de lus células B de adulto, EI pinel superior muestra un campo
fotografiade con luz visible (200 X), mientras que el pinel inferior muestra el mismo campo
fotogratiado con luz a 450-490 nm.
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"..To bleed the lyric jor this song,

to write the rites to right my wrongs;
an epitaph to a broken dream,

to exorcise this silent scream,

a scream that's born from sorrow...”

- Fish (Marillion). Script for a jester’s tear.

V. DISCUSION

Pese a que existen varias evidencias a favor del origen endodérmico de las células §
pancredticas *¢; éstas expresan una gran cantidad de marcadores celulares, tanto funcionales
como morfoldgicos, propios de las células provenientes del neuroectodermo.

En este trabajo se ha demostrado que la diferenciacién morfol6gica de las células B es
sensible al NGF y al dbAMPc. Cuando son cultivadas en presencia de estos factores neurotr6fi-
cos, la morfologfa de las células B cambia drdsticamente, y pasan de ser unas células pequeiias
y de forma redonda, hacia un tipo celular de apariencia neuronal, con procesos neurfticos de
longitud y ramificaciones variables.

La extensi6n de estas neuritas no depende de la edad celular, porque tanto las células B
fetales como las de aduito, fueron capaces de formar los procesos al ser expuestas al NGF y al
dbAMPc, pese a que se tiende a pensar que las células fetales son mds sensibles a los factores
del medio que modifiquen su compromiso de diferenciacién.

Los cambios morfolégicos observados en las células B de adulto indican que ellas aiin
conservan la plasticidad que les permite adoptar formas muy diversas, en respuesta a las
condiciones que las rodean; sin embargo, la plasticidad morfolégica de las células adultas no es
enteramente igual a la plasticidad de las células fetales, cuando menos en lo que se refiere a la
accién cjercida por e! NGF. Mientras que el porcentaje de células B fetales que extendi6 las
neuritas, aumenté considerablemente cuando fueron tratadas con la fraccién 7S del NGF, el
porcentaje de células de adulto no varié en presencia de este factor; por lo que fue necesario
exponerlas a la fraccién 2.5S del NGF. Esto significa, de hecho, aumentar la concentracion de

NGF activo en el mcdio de cultivo; ya que la fraccién 2.5S representa en mds del 90% la
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subunidad B del NGF, que es la responsable de los efectos biolGgicos de este factor de
crecimicnto 7.

Tal vez las diferencias en la plasticidad de las células fetales y las de adulto, reflejen
distintas capacidades de respuesta, que podrfan deberse, por un lado, a una menor expresién de
receptores a NFG en las células de adulto, lo que harfa necesario exponer a estas células a una
concentracién mayor de NGF; aunque no se puede descartar una capacidad mayor de las células
fetales para convertir el NGF 7S en la subunidad activa . Este proceso parece deberse a una
prote6lisis enzimdtica ¥, pese a que la "convertasa” de NGF no ha podido identificarse, por lo
que el proceso de "activacién" del NGF no es claro, Esto no impide pensar que existan
diferencias en la expresi6n de la actividad de convertasa de NGF, entre las células 3 de las dos
edades distintas.

Otra posibilidad, es que las diferencias observadas entre las células de distinta edad, se
deban a una mayor facilidad de las células fetales para rearreglar los procesos celulares
encargados de mantener la morfologfa. Esta propensién de las células B fetales podrfa ser causada
por la existencia de un citoesqueleto menos estable y con mayor capacidad de respuesta, Una
evidencia a favor de esto Gltimo, es la expresién de protefnas del citoesqueleto que son
éonsideradas propias del ax6n, como la periferina, en primordios de pdncreas de fetos de rat6n;
porque estas mismas protefnas no se expresan en los pdncreas de los adultos . ‘

La falta de respuesta de las células de adulto al NGF 7S se puede revertir con la
aplicacién concomitante de dbAMPc, lo que facilita la accién del factor de crecimiento; porque
los cambios en la morfologfa de las células B de adulto son mds evidentes y significativos cuando
son cultivadas en presencia de estos dos factores, que cuando son cultivadas con cualquiera de
por separado. Esto indica que el dbAMPc aumenta la plasticidad morfolGgica de las células 3 de
adulto, con lo que se asemejarfa mds a la plasticidad de las células fetales; porque no existen
diferencias entre las células de las dos edades cuando son tratzdas con los dos factores
simultdneamente.

El efecto sinérgico entre el dbAMPc y el NGF podrfa deberse a la accién reguladora del
dbAMPc sobre los mecanismos celulares involucrados en el crecimiento de las neuritas. Esta
regulacion podrfa ser a niveles de expresién génica, tanto de transcripcién como de traduccién;

aunque también podrfan existir acciones moduladoras al nivel de la regulacién postraduccional,
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lo que incluirfa modificaciones covalentes como la fosforilacion de protefnas. Al menos, la
posibilidad de un cfecto del dbAMPc sobre la expresién de protefnas involucradas en el
crecimicnto de las neuritas se ve apoyada por la evidencia experimental; ya que el AMPc induce

la traduccién de tubulina en las células B ©

. ¥y esta protefna participa en el desarrollo de los
procesos de Eslas células, porque sus neuritas cxpresan tubulina B, como se demuestra en este
trabajo.

El efecto sinérgico observado entre el dbAMPc y el NGF sugiere que estos factores actdan
sobre distintos mecanismo de diferenciacién celular, como ocurre en otros tipos celulares, por
ejemplo, la lfnea PC12 *. Esla proposici6n se ve reforzada por las diferentes morfologfas que
adquieren las células 8 en presencia de las dos moléculas por separado: el dbAMPc induce que,
en la mayorfa de las células, aumente el didmetro perinuclear, y que las células adquieran una
forma aplanada y estrellada. Estos cambios pucden sugerir alguna modificacién en la adhesividad
celular al sustrato, ademds de las modificaciones al citoesqueleto. Por esto, se deberﬁ evaluvar el
efecto del dbAMPc sobre la expresién de moléculas de adhesién celular.

El NGF, por su parte, podrfa inducir directamente el crecimiento de las neuritas, ya que
éstas fueron de mayor longitud cuando las células fueron cultivadas en presencia de este factor.
Asimismo, el NGF también podrfa inducir cambios en la fisiclogfa de la célula B, como lo
demuestran otros datos obtenidos en el laboratorio, en donde se observa un aumento en la
densidad de las corrientes macrosc6picas de sodio de las células B ™.

Para entender més ¢l efecto sinérgico entre el NGF y el dbAMPc, se deberd estudiar como
varfa el crecimiento de los procesos durante el tiempo; porque ¢n otros sistemas celulares, el
AMPc induce que el crecimiento de las neuritas sea mds rdpido *, por lo que los resultados de
cinética de crectmiento podrfan aclarar las distintas acciones de los dos factores.

Pese a que 1os cambios morfol6gicos promovidos por los dos factores son evidentes, no
todas las células P presentes en los cultivos extendieron neuritas, como se ve en la tabla III. El
mayor porcentaje observado de células B con neuritas fue alrededor de 50%, tanto en células
fetales como cn las adultas, y fue inducido por el tratamiento simultdneo con dbAMPc y NGF
(cualquiera de las dos fraccioncs). Esto podrfa indicar la existencia de dos poblaciones de células
[3: una poblaci6n estarfa representada por las células que ticnen la capacidad de responder a los

dos factores y modificar su morfologfa, y la otra serfa representada por las células incapaces de
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desarrollar los procesos. Si éstas poblaciones celulares estdn definidas por diferencias fenotfpicas
o genotfpicas, o si son un artificio de las condiciones de cultivo, deberd ser evaluado en el futuro,

Una parte de la respuesta a la interrogante anterior se obtuvo a lo largo de este trabajo;
porque se encontré que solamente las células  que extienden los procesos, expresan un sitio de
unién a NGF, lo que podrfa indicar la expresién de un receptor a este factor de crecimiento.

Este receptor fue positivo a la inmunofluorescencia contra NGF 2.5S, y el dnico tipo
celular que lo expresaba fueron las células B, aungue en forma diferencial. E1 93 % de las células
que extendieron los procesos fueron positivas a la IF; mientras que en las células sin procesos,
solamente el 6 % lo fue. Estos datos correlacionan con la idea de la existencia de dos poblaciones
diferentes de células B, que expresan plasticidades morfolégicas distintas, las cuales podrfan
deberse a caracterfsticas fenotfpicas o genotipicas diferentes.

Aparentemente, el sitio de unién a NGF en las células b no es el receptor de baja afinidad
(p75NS™y, porque al utilizar un anticuerpo monoctonal contra esta protefna en la inmunofluores-
cencia, todas las células fueron negativas, tanto en el grupo testigo como en los grupos tratados
con NGF y/o dbAMPc. Este resultado deberd validarse experimentalmente para comprobar la
eficacia del anticuerpo monoclonal, y se deberd realizar la IF en un tipo celular que sf exprese
el p75¥“™®, como las células PC12,

Para comprobar que existan subpoblaciones de células P con diferentes expresiones de
receptores del NGF, serd necesario identificar el tipo de receptor de NGF presente en estas
células; para esto, serd de utilidad hacer experimentos para correlacionar la dosis del NGF
utilizada con los efectos sobre la morfologfa. Estos resultados podrfan indicar ¢l rango en que
se encuentra la constante de afinidad de este receptor, lo que servirfa de base para intentar
caracterizar ¢l receptor farmacolégicamente, y posteriormente, con la utilizacién de técnicas de
biologfa molecular, como el Northern blot, se podrfa saber con certitud que subtipo de receptor
a NGF es el que expresan las células .

La caracterizacién del receptor a NGF scrvird para comprobar si las diferentes
subpoblaciones de células B estdn determinadas por diferencias genéticas; porque de ser asf, la
existencia de dos poblaciones de células f sugerirfa un origen embrionario mixto para las células
(3, atin cuando las dos subpoblaciones provinieran de la misma capa germinal. Dentro de este

marco, una subpoblacién de células B estarfa comprometida ontogénicamente a mantener una
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ptasticidad mofoldgica y funcional; micniras que la otra estarfa comprometida a conservar una
morfologfa dnica e invariable; sin embargo, no se puede descartar que las diferencias entre una
poblacidn de células B y otra fueran causadas por las condiciones de cultivo o por los efectos del
NGF y/o del dbAMPc sobre las células .

Existen evidencias que hacen pensar que estas subpoblaciones de células § no son un
artificio experimenial; por ejemplo, los trabajos realizades en lfneas celulares obtenidas de
insulinoma de rata (RIN5F) y rat6én (FTC3), también sugieren la existencia de dos poblaciones
de células B con diferentes sensibilidades al NGF. La poblacién sensible estarfa representada por
1as células RINSF, que extienden procesos al ser tratadas con NGF (100 ng/ml); por otra parte,
las células BTC3 representarfan una poblaci6n no sensible a NGF, porque esta lfnea celular no
extiende los procesos bajo las mismas condiciones de cultivo. La conclusién a la que llegan los
autores es que las difcrencias obscrvadas entre las dos Ifneas celulares se deben a que cada lfnea
representa un estadio de diferenciacidn y maduracion distinto; asf, la lfnea RINSF corresponderfa
a un grupo celular fetal; y la Mnea BTC3 a un grupo de células de adulto ™. Sin embargo, como
se demuestrzll en cste trabajo, 1a edad celular no influye en la capacidad de las células § a cambiar
su morfologfa en respuesta al NGF, por lo que es posible explicar estos datos pensando en dos
subpoblaciones de células B.

Las diferencias a nivel de los cambios morfolégicos no son el vnico indicative de la
existencia de subpoblaciones de heterogéneas de células B; porque existen también poblaciones
de células P que difieren en la expresion de marcadores biogufmicos. Un ejemplo de éstas son
las poblaciones que mamienen difercntes relaciones entre las concentracioncs de NADP y
NADPH ((NADPJ/INADPHY). Estas subpoblaéiones pucden ser separadas eatre sf por medio de
un clasificador de células activado por fluorescencia ** (FACS).

Las diferencias bioqufmicas parccen correlacionar también con diferencias a nivel
funcional, porque se ha propuesto que existen al menos tres subpoblaciones funcionales de células
B, que se diferencian entre sf por la tasa de insulina secretada *. Todas estas evidencias de la
heterogeneidad de las células P se podrfan correlacionar entre sf, pensando en una determinacién
genética y ontogénica para cada subpoblacién. Por esto es muy importante identificar la

existencia in vivo de las poblaciones de células f§ que expresan y que no expresan el receptor a

5t



NGF, porque éste serfa un marcador que se podrfa utilizar para separar cada subpoblacidn, y con
esto intentar correlacionar esta diferencia con las demds.

El hecho de que el NGF y el dbAMPc promuevan el crecimiento de los procesos de las
c€lulas B concuerda con lo que se ha observado en otros sistemas celulares ¥, en donde el
citoesqueleto juega un papel muy importante en el desarrollo de las neuritas . Estas
observaciones hicieron importante conocer la participaci6n del citoesqueleto de las células 3 en
la formacién de sus procesos, y por esto se evalué la presencia de microtibulos en las neuritas,

Los experimentos con inmunofluorescencia demuestran que los procesos de las células
B expresan tubulina B, que es uno de los monémeros formadores de microtdbulos. Esto podrfa
indicar que el proceso de consolidacién de estas neuritas es parecido al proceso observado en
otros sistemas celulares *, Esta idea es apoyada por los datos de IF contra la protefna Tau, que
también demuestran que ésta se encuentra en los procesos de las células B, al igual que en otros
tipos celulares derivados del neuroectodermo, donde la protefna Tau entrefaza varios haces de
microtdbulos y los hace m4s compactos y resistentes 2 al parecer, esta protefna no se expresa
en ningin tipo celular que no provenga del neurocctodermo 2.

La presencia de varios componentes del citoesqueleto neuronal en los procesos de las

c€lulas f3, como lo son la protefna Tau y los neurofilamentos de 160 kDa %

, sugiere que su
mcecanismo de crecimiento es muy parecido al de las neuritas de otros tipos celulares; sin
embargo, se deberd comprobar la presencia de conos de crecimiento y de sitios de polimerizacién
dindmica de actina en las células B, porque este es el mecanismo bisico de crecimiento de los
procesos de las células derivadas del neuroectodermo ¥,

La expresion de tubulina en las neuritas de las células B no sélo explicarfa los efectos
sinérgicos del dbAMPc y el NGF; a su vez, esto correlaciona y explica la presencia de insulina
y GABA en estos procesos; porque tanto los grénulos de secreci6n de insulina  como las
microvesfculas de GABA ™, se transportan a 1o largo de microtibulos. La redistribucion de las
microvesfculas de GABA hacia los procesos, podrfa sugerir un papel funcional, como regulador
paracrino, para este neurotransmisor en las células B, lo que hasta ahora no ha podido ser
comprobado "*; aunque se ha sospechado por la expresion de receptores a este neurotransmisor

en las células del islote pancredtico ™.
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La presencia de insulina en las neuritas de las células B también prueba que las células
contindan sintetizando esta hormona, lo que podrfa indicar que los cambios morfolégicos no
influyen en la funcién natural de las células B. Esto se ve reforzado por otros trabajos
desarrollados en el laboratorio, donde se estudi6 la secrecién de insulina en células tratadas con
NGF ™; los datos obtenidos demuestran que cl tratamiento con NGF no afecta la capacidad de
secretar insulina en las células B; més adn, este tratamiento mantiene la capacidad de las células
B para responder a aumentos en la concentracién de glucosa extracelular con aumentos en la
secrecion de insulina.

' La sensibilidad de las células B al NGF hacen pensar que esta molécula sea un factor
tréfico para las células del islote pancredtico, lo que abre nuevas perspectivas para el estudio de
la ontogenia de las células que lo conforman, adn cuando no provinieran de la cresta neural ®
porque es plausible pensar en una migracién de las células del islote hacia el primordio
pancredtico, que podrfa ser dirigida por el NGF, al actuar como quimioatractante.

Esta migracién se puede suponer de las observaciones realizadas en los pédncreas en
desarrollo, donde es imposible observar células endocrinas en divisién pese a que aumentan en
nimero ; aunque este aumento se le ha achacado a la transdiferenciacién de células exocrinas
en endocrinas, nunca se ha podido comprobar esta teorfa %,

- Si las células B migran dcs‘dc un lugar distinto al originario del tejido acinar, se
necesitarfa una a molécula que las dirigiera hacia su destino, y el NGF es un buen candidato para
ser ese factor trépico, porque esa es una de sus funciones normales ?, ademds de que durante el
desarrollo del intestino delgado en la rata, las fibras nerviosas que lo inervan producen una gran
cantidad de NGF ",

La funcion del NGF como quimioatractante de las células B se deberd evaluar en un
futuro cercano; ya que la extensién de las neuritas, ademds de la simple plasticidad morfoldgica,
pudicra indicar el movimiento y migracién de las células B. La migracion también implicarfa la
participacién de la matriz extracelular; al menos unc de sus componentes, la laminina, promueve
el desarroilo de procesos la Ifnea celular RINSF ™.

Otro aspecto que deberd estudiarse, es el papel que juegan en la extensién de los procesos
de las células B otros componentes de la matriz extracelular, como la fibronectina y la

vitronectina. Aunado a ésto, también se deberd evaluar la expresién de moléculas adhesién a
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matriz en la membrana plasmdtica de las células B; porque estos datos podrfan aclarar el probable
proceso de migracién de las células endocrinas hacia el primordio pancredtico,

Esta migracién también se podrd estudiar realizando experimentos histoi6gicos con
embriones en diferentes estadios de desarrollo; en ellos se podrd seguir por inmunocitoquimica
la aparici6n de células que expresen insulina y receptores a NGF, por 1o que la identificaci6n del
receptor presente en las células B también serd necesaria para este trabajo experimental,

La identificacién del receptor del NGF también permitird evaluar otro aspecto del efecto
sinérgico entre el NGF y el dbAMPc; porque se sabe que el AMPc induce la transcripcién del
mensajero del receptor a NGF 3, y si existe este mismo efecto en las células B, se podrfa contarfa
con otra explicacién para la acci6n sinérgica entre los dos factores tréficos.

La sensibilidad al NGF no es un marcador definitivo de origen neuroectodérmico 7, y en
ese sentido, los datos presentados en este trabajo no comprueban que las células B tengan este
origen; sin embargo, las células P representarfan el primer tipo celular que no se origina del
neuroectodermo y donde el NGF induce cambios en la diferenciacién morfoldgica ¥/, por lo que
este factor de crecimiento tendrfa efectos pleiotrépicos muy distintos a los reportados hasta ahora,
ya que ejercerfa su accién neurotréfica sobre tipos celulares de ontogenias muy distintas, tanto
en células originarias del ectodermo como en las derivadas del endodermo. Aun asi, el hecho de
que el NGF modifique la diferenciacién de las células B hacia un tipo celular de apariencia
neuronal, que extiende procesos neurfticos y con una actividad eléctrica mayor ™, abre amplias

perspectivas en el campo de estudio de la célula B pancredtica.
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"..Well, it seemed 10 be a song for you;

. the ene I wanted to write for you.
Lavender's blue, dilly, dilly, lavender's green;
when I am king, dilly, dilly, you will be queen.
Lavender’s green, dilly, dilly, lavender's blue;
when You love me, dilly, dilly, I will love you..."

- Fish (Marillion). Misplaced childhood.

VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De todo lo expuesto en el presente trabajo, se pueden desprender las siguientes

conclusiones:

a) El NGF y el dbAMPc inducen el crecimientc de procesos neurfticos en las
células f§ pancreéticas de rata.

by El crecimiento de estas neuritas no depende de 1a edad celular, ya que tanto las
células P obtenidas de fetos, como las obtenidas de adultos juveniles, son capaces
de extender las neuritas en respuesta al estfmulo de estos factores.

¢} Al igual que en otros sistemas celulares, existe un efecto sinérgico entre el
dbAMPc y el NGF sobre el crecimiento de las neuritas; porque el porcentaje de
células con procesos llega a su mfximo cuando las células f§ son cultivadas en
presencia de los dos factores simultdneamente y, al menos en las células de adulto,
los procesos son de mayor longitud.

d) Las células P de adulto expresan, al menos, un sitio de unidn al NGF 2.58.
e) Las neuritas de las células B estdn formadas, en parte, por microtiibulos; ya que
expresan tubulina §. Estos microtibulos podrfan estar estabilizados por la protefna
Tau, porque ésta también se encuentra en los procesos neurfticos de las células f8.
f) Los cambios morfolégicos no influyen en la funcién de las células B; ya que
¢stas siguen sintetizando insulina y GABA, gue son dos moléculas caracterfsticas

de las células B in vivo.
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2) Los microtibulos presentes en las neuritas de las células f§ son activos y
funcionales, en lo que se refiere al transporte de vesiculas de secrecion, porque
tanto la insulina como el GABA se distribuyen a lo largo de los procesos

neurfticos.

El estudio del crecimiento de las neuritas en las células B no puede declararse completo,
Aunque en la disertacién anterior se mencionan algunas de las perspectivas para este proyecto,
se debe hacer énfasis en aquellas, que por la necesidad o factibilidad de realizacién inmediata

son importantes:

1°.- Se deberdn estudiar los efectos de la concentracién del NGF sobre Ia
morfologfa celular. El contar con los datos de la relacién dosis respuesta entre el
NGF y el crecimiento de neuritas, permitird entender més las diferencias
observadas entre 1as dos fracciones del NGF en las células de adulto, al igual que
las observadas entre las células de las dos edades; porque estos resultados podrfan
indicar si las diferencias observadas se deben nada mds a la concentracién del
factor de crgcimiento, o si se deben a alguna diferencia inhesente a las fracciones.
2°.- Se deberd estudiar el efecto del NGF 2.58 sobre 1a morfologfa de las células
fetales; porque es importante conocer el efecto de esta fraccién del NGF sobre la
morfologfa de las células fetates. Esto nos aportarfa mds informacién sobre las
diferencias entre las dos fracciones del factor de crecimiento.

3°- Ouo aspecto que se deberd evaluar es la cinética de crecimiento de los
procesos, porque €sto permitird entender mejor el efecto sinérgico entre el
dbAMPc y el NGF en las células B.

4°.- Por iltimo, se deberd evaluar el papel del citoesqueleto en el crecimiento de
los procesos de las células fB. Los datos aportados por (;I presente trabajo,

demuestran que estos procesos estdn formados por microtdbulos, mismos que en
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otras células participan cn la consolidacién de las neuritas, y s6lo indirectamente
en su crecimiento; por ello, ¢s importante evaluar el papel de los microfilamentos
de actina, que son los responsables directos del crecimiento de las neuritas. Esto
se podrd llevar a cabo con la utilizacién de firmacos que inhiban la polimeriza-
cién de actina, tales como la citocalasina B. Los resultados podrfan indicar si el
mecanismo de crecimiento de los procesos en las células P es idéntico al

mecanismo observado en otros tipos celulares.

"IN OTIN IHUAN IN TONALTIN NICAN TZOQUINCA”
*  Aqul terminan los caminos y los dfas )

Al menos una parte de ellos.

- Proverbio néhuatl citado por Gary
Jennings en Aztec y refraseado por mf.
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Acino: Cualesquiera de los lé6bulos (dilataciones
sacciformes) de una gtandula compuesta .
Anticuerpo: Proleina sintetizada por los linfocitos B
del sistema inmune, cuya funcién es reconocer y
unirse a una regién detcrminada de una molécula
especifica (ver antigeno).

Anticuerpo monoclonal: Anticuerpo sintetizado por
un tipo dnico de linfocito B, y que no varfa nunca en
su composicién de aminodcidos ni en su especificidad
y afinidad por un antigeno.

Antigeno; Molécula capaz de inducir una respuesta
del sistema inmune; tanto en forma de anticuerpos,
como en forma de células citot6xicas.

Cipsula de Vater: Sitio donde el conducto pancreéti-
co s¢ conecta con el intestino delgado 2,
Citocinesis; Proceso de biparticién de células. Por lo
regular ocurre al final de un ciclo de divisién celular.
Citoesqueleto: Red de protefnas fibrilares presentes
cn el citoplasma de una célula. El citoesqueleto y la
matriz extracelular son los responsables de la
morfologfa de cada tipo celular.

Clonacién: Identificacién, aislamiento y reproduceion
de una copia de un gene determinado. El yltimo
proceso por lo regular ocurre en un tipo celular
distinto del que se obtuvo la primera copia del gene.
Coeficiente de sedimentacién (8): Tasa a la que se
sedimenta una molécula en un gradiente de centrifu-
gacién.

Cresta neural: Estructura embrionaria derivada del
ectodermo, que se encuentra adyacente al tubo neural,
fuera del epitelio formado por este ¢ incrustada en el
mesodenmo. Origina a varas células del sistema
nervioso periférico y a las células de la médula
adrenal, entre otros tipos celulares ¥,

Cromafines, células: Células de la médula adrenal,
que secretan adrenaling. Reciben su nombre por la
afinidad a las tinciones con sales de cromo *,
Cultivo primario: Obtener y lograr la supervivencia
de céluins oblenidas directamente de un organismo
(animal o vegetal) in vitro.
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"Negro por ficera; verde por dentro,
y con un lueso de aguacate en el centro,
£ Qué podrd ser?. "

- Adivinanza infantil, muy util
en analogfas absurdas.

VII. GLOSARIO

Despolarizacién: Reducci6n o inversién de la difere-
ncia de potencial en 1a membrana plasmética.
Diferenciacién: Generacién de diversidad, tanto
morfol6gica como funcional, en las ctlulas de un
organismo .

Diverticulo: Apéndice hueco, en forma de bolsa o
saco de una cavidad o tubo principal *.

Endocrino: Designacién de los Grganos, glandulas o
células de secrecién interna 2,

Exocrino; Designacién de los 6rpanos, glindulas o
células de secrecion exterma %,

Exégeno: Que se origina en el exterior de un orga-
nismo.

Expresién: Presencia o sintesis de una molécula.
Factor de crecimiento: Mclécula que induce el
crecimiento o la proliferacién de un tipo celular.
Factor tréfico: Molécula que promueve la sobrevi-
vencia de un tipo celular, o bien induce cambios en
su morfologfa o fisiologfa.

Figura mitdtica: Dicese de las células en cuyos
niicleos se pueden apreciar cromosomas metafésicos
(condensados) .

Grinulo de zimégeno: Grinulo de secrecin presente
en las células acinares del pdncreas, que almacena
precursores de las enzimas digestivas y que es tefitdo
por colorantes dcidos &,

Granulo endocrino: Grinulo de secrecion presente en
las células endocrinas del pancreas, que aimacena las
hormonas caracterfsticas de cada una de cstas células,
y que es teflido por la técnica de aldehfdo-fucsina ™.
Hibridizacién en Northern blot: Técnica utilizada
para conocer la expresién de un RNA mensajero
especifico. Los mensajeros son obtenidos de una
célula, y corridos en un gel de agarosa; para después
ser transferidos a una matriz rgida, donde son ex-
puestos auna sonda de DNA, complementaria al gene
de interés. Para que exista apareamiento, Ias cadenas
de los dcidos nucleicos deben ser desnaturalizadas.
Ldmina Basal: Matriz extracelular especializada,
que se encuentra en la base de los tejidos epitceliales.



Linea celular: Poblacidn celular obtenida de un tejido
neopldsico que puede reproducirse indefinidamente.
Lumen: Luz (espacio libre) de un vaso o conducto™.
Matriz extracelular: Red de protefhas fibrosas,
depositadas en el exterior de una c€lula y que sirven
de sustralo (sustento) para el crecimiento y/o movili-
dad celular. Junto con el citoesqueleto, son responsa-
bles de la morfologfa de un tipo celular.
Mesénquima: Tejido conjuntivo embrionario que
forma la mayor parte del mesodermo, y del cual
derivan los tejidos conjuntivos y los vasos sanguincos
y linfdticos 7,

Neopldsico: Tejido que prolifera fuera de control, de
caricter canceroso.

Neuritas; Procesos citopldsmicos presentes cn las
neuronas. Su principal caracterfsticas ¢s que son muy
estables a lo largo del tiempo; y que expresan prote-
fnas de citoesqueleto especificas, como los neurofila-
mentos,

Neuroectodermo: Porcidn del ectoderno embrionario
que origina el sistema nervioso, tanto central (Placa y
tubo neural), como cl periférico (Cresta neural) ¥,
Neurofilamentos: Filamentos intermedios del citoes-
queleto, expresados por las neuronas. Principalmente
se clasifican de acuerdo a su peso moiccular.
Neurotrdéficas, propiedades: Capacidad de un factor
de inducir cambios que asemejan un tipo neuronal en
varios tipos celulares. También sc le Hama a la
capacidad de un factor de ejercer acciones tréficas
sobre las neuronas (ver factor tréfico).

Oncogene: Se les ha Hlamado asf a los genes que al
estar mutados inducen la proliferacién o transforma-
cién (crecimiento incontrolado, neoplasia) de una
poblacién celular. El gene originario, sin mutaciones
se le ha llamado protoncogene.

Plasticidad: Capacidad de cambio.

Pleiotrdpico: Efectos miiltiples de una molécula; ya
sea que cjerza acciones a diferentes niveles de la
fisiologfa celular, o bien tenga cfecto sobre tipos
celulares muy variados.

Postraduccional: Modificaciones a una protefna
después de que ha sido traducida por el ribosoma.
Primordio: Rudimento. Estructura que darf origen a
otra completamente desarrollada. (Ydrina, 1985)
Protedlisis: Cortes sufridos por una cadena polipeptf-
dica. Si son realizados por otra protefna, se les Hama
enziméticos.

Quimioatractante: Molécula que induce el movimie-
nto celulac hacia ella.

Ratén transgénico: Cepa murina, a la ceal se le
introdujo un gene exdgeno en el estadio de zigoto.

59

AN

SAUR

Sarcoma: Neoplasia derivada de un tejido originario
del mesodermo.

Sinérgico: Cooperacién entre dos o més factores para
inducir un efecto.

Sistema APUD: También llamado neuroendocrino
difuso. Esta teorfa propone que el sistema endocrino
€s una tercera rama del sistema nervioso;

Somita: Protovértebra. Estructura del embrién que se
encuentra en la regidn dorsal, derivado del meso-
dermo y compuesto por dermatoma, miotoma y escle-
rotoma. Se utilizan como marcadores para delimitar
estadio de desarrollo en embriones animales .
Traduccién: Fase de la sintesis de proteinas, en la
que ¢l c6digo del RNA mensajero es {raducido al
cédigo de las cadenas polipeptidicas. Es llevada a
cabo por los ribosomas.

Transcripcién: Fase de la sintesis de protefnas, en la
que un gene codificado por el DNA es transcrito al
codigo del RNA mensajero.

Transdiferenciacién: Dicese del proceso en que una
célula diferenciada adquiere caracterfsticas propias de
otro tipo celular de diferenciacién distinta.
Transduccién de seiales: Proceso mediante el cual
un factor hidrosoluble transmite su sefial al interior de
una célula. De este proceso es responsable el receptor
del factor, al intcractuar con los diferentes mecanis-
mos de transduccién.

Trdépico: Dicese del factor que induce el crecimiento
o movilidad de un tipo celular hacia ¢l (ver quimioa-
tractante),

Tubo neural: Rudimento del sistema nervioso central
en ¢l embrién 7,

Uniones comunicantes: Uniones intcrcelulares por las
que son capaces de permear moléculas pequefias,
como iones y aminodcidos. Estin formadas por
protefnas llamadas conexinas, y son capaces de
formar un poro cn las membranas plasméticas de
células adyacentes.

Voltaje transmembranal; Diferencia de potencial
eléctrico establecida en la membrana plasmética de las
células, y que sc debe a las diferencia de las concen-
traciones de los iones en los espacios extra ¢ intrace-
lular.

Zimogeno: Precursor de una enzima.

(A menos de que se cite otra fuente, el significado de
cada término fue obtenido de Darnell er al., 1990).
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