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RESUMEN 

Las células P del páncreas tienen la capacidad de extender procesos citoplásmicos al ser 

cultivadas in vitro. Estos procesos expresan componentes propios del citoesqueleto neuronal, por 

y por analogía se les llama procesos neuríticos o neuritas. En este trabajo se evaluaron los efectos 

del factor de crecimiento neural (NGF) y del monofosfato cíclico de dibutiril adenosina 

(dbAMPc) sobre el crecimiento de los procesos de las células p; ya que estos factores promueven 

el desarrollo de las neuritas en varios tipos celulares. Estos efectos se estudiaron en cultivos in 

vitro de células p provenientes de ratas de dos edades distintas, adultos juveniles y fetos de 18 

días de gestación. 

Los datos obtenidos indican que tanto el NGF como el dbAMPc promueven un aumento 

en el porcentaje de las células p que extienden neuritas, y éstas son de mayor longitud cuando 

las células son cultivadas en presencia de los dos factores simultáneamente. También se encontró 

que el crecimiento de los procesos no depende de la edad celular, porque ,tanto las células p de 

adulto como las fetales fueron capaces de extender los procesos en respuesta a los dos factores. 

Otra característica de los procesos neuríticos es la presencia de microtúbulos en su 

interior, los cuales son necesarios para la función de las neuritas; por esto, también se estudio la 

expresión de tubulina P en los procesos neuríticos de las células p, ya que esta proteína es uno 

de los unidades básicas de formación de microtúbulos. Se encontró que los procesos de las 

células P expresan tubulina y proteína Tau, que es otro componente del citoesqueleto neuronal 

y que solamente expresan los tipos celulares derivados del neuroectodermo, esto indica también 

la homología entre las neuritas y los procesos de las células p. 
Los cambios morfológicos no influyen en la función de las células p, ya que éstas siguen 

sintetizando insulina y ácido y-amino butfrico (GABA), los cuales las células p sintetizan in vivo; 

sin embargo, estas dos moléculas se redistribuyen a lo largo de las neuritas de las células p, lo 

que indica que los microtúbulos presentes en estos procesos son activos y funcionales, en cuanto 

al transporte de vesículas de secreción. 

El desarrollo de neuritas y la síntesis de GABA, que es un neurotransmisor, por parte de 

las células p han cuestionado su origen embrionario, ya que estas células se encuentran dispersas 

entre el tejido acinar pancreático, que tiene un claro origen endodérmico; aunque se ha propuesto 



que existe un origen común para las células 13 y el tejido acinar, éste no se ha podido comprobar; 

y el hecho de que las células 13 compartan varias características, 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 13, que ha sido debatido durante largo tiempo. 

En este trabajo demostramos que las células 13 son sensibles a la acción del NGF sobre 

su morfología. 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 morfología; por esto, la sensibilidad de las 

células 13 al NGF se puede considerar como una característica más que comparten las células 13 

y las células neuroectodérmicas. A pesar de que esto no es un marcador definitivo de origen 

embrionario, los datos obtenidos en este trabajo podrían ser una evidencia más a favor del origen 

neuroectodérmico para las células 13 del islote pancreático. 

Abreviaturas utilizadas: AMPc: monofosfnto cíclico de adenosina; dbAMPc: monofosfato cíclico de dibutiril 
adenosina; APUD: vfa de captura y descarboxilación de precursores de aminas fluorogénicas; ~TC3: células ~ de 
ratón transgénico no. 3; ESM: error estándar de la media; FACS: clasificador de células activado por fluorescencia; 
GABA: ácido y-amino butfrico; HIISS: solución salina balanceada de Hanks; HIISS-BSA: HBSS suplementada 
con gentamicina y albúmina sérica bovina; IC: inmunocitoc¡u!mica; IF: inmunofluorescencia indirecta; NGF: factor 
de crecimiento neural; NGF 2.SS: fracción del NGF con coeficiente de sedimentación de 2.5S; NGF 7S: fracción 
del NGF con coeficiente de sedimentación de 7S; PC12: feocromocitoma de rata no. 12; p75Ncrn: receptor de NGF 
de baja afinidad; p140""": receptor de NGF de alta afinidad; RINSF: insulinoma de rata no. 5F; TBS: solución 
salina amortiguada por Tris; TBS-SNC: TBS suplementada con suero normal de cabra. 
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" ... Yo11 ki//ed him far pride and because yo11 are a 
fisherman. Yo11 /oved him when he was alive and yo11 
loved him after. /f yo11 /ove him, it is not a sin to kili 
him. Or is it more? ... " 

- Ernest Herningway. The old man and the sea. 

l. INTRODUCCION 

El desarrollo embrionario de las células 13 pancreáticas no es conocido claramente, ya que 

los islotes pancreáticos, de los cuales forman parte estas células, se encuentran inmersos y 

distribuidos entre los alvéolos acinares del páncreas, los cuales tienen un claro origen 

endodérmico 66
• 

Aunque las células 13 parecen provenir de las mismas células primordiales del tejido 

acinar, poseen varias características que comparten con células de origen neuroectodérmico80
• 

Entre estas características, propias de células provenientes de la cresta neural, se encuentran tanto 

antígenos y receptores 23, así como enzimas expresadas por neuronas y por tipos celulares del 

sistema neuroendocrino difuso 71
•
82

• Asimismo, las células 13 sintetizan y almacenan un neurotrans

misor, el ácido y-amino butfrico 60 (GABA). 

Además de los marcadores antigénicos y bioquúnicos, las células 13 son eléctricamente 

excitables; es decir, al ser estimuladas química o eléctricamente, las células 13 responden 

evocando potenciales de acción, despolarizando y repolarizando su voltaje transmembranal 19
• 

Este repertorio de características neuroectodérmicas se ve incrementado por la capacidad 

de las células 13 de extender procesos citoplásmicos espontáneamente, al ser cultivadas in vitro, 

disociadas y en presencia de suero fetal bovino 80
• 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 13 también 

se les ha llamado neuritas o procesos neuríticos 80
•
24. 

Sin embargo, pese a que todas estás características sustentarían la idea del origen 

neuroectodérmico de las células 13, éste no ha podido ser comprobado, porque existen varias 
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evidencias que apoyan la teoría de un origen endodérmico; por ejemplo, se ha observado el 

desarrollo de islotes pancreáticos en embriones carentes de neuroectodermo 67
• 

En este trabajo se estudiará el papel que el factor de crecimiento neural (NGF) pudiera 

tener en el crecimiento de los procesos neuríticos, en cultivos primarios in vitro, de células p; 
ya que el NGF fue el primer factor neurotrófico descubierto; y entre sus efectos tróficos se 

encuentra la inducción del crecimiento de neuritas en distintos tipos celulares 47
• Se estudiarán, 

además, los mecanismos celulares que podrían estar involucrados en el crecimiento de estas 

neuritas, como la participación del citoesqueleto y la redistribución de vesícul~s y gránulos de 

secreción en las células p. 

l. ONTOGENIA DEL ISLOTE PANCREATICO. 

a) Estructura y organización del islote pancreático. 

El páncreas de los mamíferos adultos es una glándula de función mixta. Por un lado, el 

tejido acinar lleva a cabo la secreción 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 función endocrina del 

páncreas, principalmente de la secreción de hormonas responsables de la homeostásis energética, 

como glucagon, insulina y somatostatina 93
• 

Cada una de las hormonas pancreáticas es sintetizada por un tipo celular distinto. Así, el 

glucagon es sintetizado por las células ex, que constituyen aproximadamente el 10% de las células 

de un islote pancreático normal, y que por lo regular, se encuentran en la periferia de éste, como 

se puede ver en la figura 2. 

La insulina es producida y secretada por las células p, las cuales se encuentran principal

mente en el centro del islote y constituyen alrededor del 80% de la población celular. Las células 

¡¡ producen somatostatina y constituyen el 8% de las células de un islote. Por último, también 

existe un tipo celular escaso y no siempre presente en los islotes, que secreta polipéptido 

pancreático 61
• 
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FIGURA 1. HISTOLOGIA DEL TEJIDO PANCREATICO. 
Como se ve en este esquema, los islotes de Langerhans se encuentran dispersos entre el tejido 
aclnar exocrino del páncreas. 1.- Lóbulo pancreático 2.- Alvéolo acinar 3.- Islote de 
Langerhans (Modificado de Yúrlna, 1985) 

FIGURA 2. ESTRUCTURA DEL ISLOTE DE LANGERHANS. 
En esta figura se esquematiza la estructura de un corte de islote pancreático, con las 
proporciones aproximadas de cada tipo celular, así como las relaciones espaciales que existen 
entre las células del islote. t.- Células 0t 2.- Células p 3.- Células o 4.- Células PP 5.
Capilar sanguíneo 6.- Fibras Nerviosas (Modificado de Yúrina, 1985) 
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Existen uniones comunicantes entre las células de un islote, tanto homólogas entre células 

f3, como heterólogas entre células f3 y a, o bien células f3 y o. Se supone que estas uniones 

comunicantes sirven para regular la función de estos tipos celulares 62
•55• Esta función podría 

también ser regulada por interacciones paracrinas entre las honnonas secretadas por las células 

del islote 68
• 

b) Desarrollo embrionario del páncreas. 

b.l) Desarrollo del páncreas exocrino. 

El páncreas en los mamíferos se origina a partir de dos primordios: uno ventral y otro 

dorsal, que geman desde el epitelio intestinal anterior 66
• El primordio ventral origina la cabeza 

del páncreas, mientras que el primordio dorsal origina el cuerpo y la cola, que constituyen la 

mayor parte de la masa pancreática 58
, y en donde existe una mayor densidad de islotes de 

Langerhans 34
• 

La yema pancreática dorsal aparece en la rata hacia el día 11 de gestación, cuando el 

embrión llega al estadio de 20 somitas. Esta yema se aprecia como una protrusión del intestino 

delgado anterior, y está fonnada, al igual que el epitelio intestinal, por una monocapa de células, 

cuyos ápices fonnan un lumen estrecho 66
, que casi no es observable mediante microscopía de 

luz. · 

La yema pancreática aumenta de volumen con el tiempo, lo cual se debe tanto a un 

aumento del tamaño celular, como a un aumento en el número de células. La yema se encuentra 

rodeada por una cubierta o "colchón" de células mesenquimales, que parecen proporcionar 

factores indispensables para el desarrollo del páncreas 65
• 

Cuando se llega al estadio de 24 somitas, se empieza a notar una constricción en la yemi¡, 

pancreática, que hace que se separe en dos lóbulos: anterior y posterior, que con el tiempo 

aumentarán de tamaño. Dado el aumento en el número celular y la aparición de los primeros 

islotes, la superficie de los lóbulos se vuelve más irregular; tanto, que hacia el final del día 12 

de gestación la lobulación de la yema es muy evidente. 

El lumen pancreático forma en este momento una red muy ramificada, aunque no es 

completamente visible, dado el gran número celular y el poco aumento en el volumen de la yema 

pancreática. Esto hace que el espacio interapical sea muy estrecho 66
• 
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En los días siguientes, el crecimiento de las digitaciones pancreáticas hacia el 

mesénquima, dará lugar a la localización clásica de células mesenquimales entre las ramificacio

nes de la glándula exocrina. El lumen pancreático se expande y hacia el día 15 se hace totalmente 

evidente, hasta alcanzar su mayor tamaño entre los dfas 16 y 17. El desarrollo del lumen del 

tejido acinar marca el fin de la histodiferenciación del páncreas exocrino 66
• 

El desarrollo del tejido acinar va acompañado de la citodiferenciación de las células 

productoras de zimógeno. Desde el primer día que aparece el divertículo pancreático (12 de 

gestación), son detectables las enzimas específicas del páncreas, tales como la amilasa, la tripsina 

y la ribonucleasa 65
; pese a que las primeras células con gránulos de zimógeno en su interior, no 

son detectables sino entre los dfas 15-16 de gestación, cuando la producción de enzimas 

pancreáticas se encuentra en una fase exponencial 65
• 

b.2) Desarrollo del islote pancreático. 

Las células precursoras del islote pancreático son observadas por primera vez desde el 

estadio de 20-22 somitas (día 11). Este es el primer momento en que las células dispersas en la 

yema pancreática dorsal, muestran los gránulos de secreción característicos de las células 

endocrinas pancreáticas, al ser teñidas con azul de metileno 65
• 

Las células endocrinas primordiales aparecen dispersas entre el tejido de la yema 

pancreática dorsal, y aumentan de número entre los estadios de 20 a 30 somitas; sin embargo, 

el m1mero de células endocrinas no aumenta por división celular; y es muy difícil encontrar 

figuras mit6ticas tm estas células 66
• 

Se ha propuesto que las células acinares pudieran transformarse en células endocrinas 

mediante un proceso que se ha llamado transdiferenciaci6n 65
, es decir, que un tipo celular ya 

diferenciado se transforme en otro de diferenciación distinta. Se han reportado células capaces 

de producir zimógeno y por lo menos un tipo de gránulo endocrino, cuando existen muy pocas 

células endocrinas en el páncreas. Esto se ha tomado como un indicio de la conversión de células 

acinares en endocrinas 65
; sin embargo, estas células de características mixtas, entre exocrinas y 

endocrinas, sólo se han observado en casos graves de diabetes tipo I, ocasionada por la 

destrucción de los islotes de Langerhans. y en neoplasias del tejido acinar; pero nunca en 
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situaciones no patológicas 65
• 

Entre los estadios de 28 y 30 somitas, las células endocrinas se empiezan a encontrar 

formando pequeños islotes de pocas células, mismos que son excluidos del tejido de la yema 

pancreática, y que se recluyen entre el tejido de la matriz de la yema, y la lámina basal de éste65
• 

La exclusión del tejido endocrino parece deberse a un cambio en el patrón de citocinesis; ya que 

las células que rodean a los islotes se dividen perpendicularmente al eje del lumen pancreático, 

al contrario del resto de las células acinares, cuyo eje de división es paralelo al eje del lumen65
• 

Cuando el embrión llega al día 12 de gestación y presenta entre 35 y 40 somitas, la 

mayoría de las células endocrinas se encuentran en islotes de hasta 12 células 65
• Estos islotes, 

con el tiempo, aumentarán en número celular; pero, como ya se dijo, es probable que no se deba 

a la división de las células del islote, ya que es muy difícil encontrar figuras mitóticas entre estas 

células, cuyos núcleos casi no incorporan timidina tritiada 65
• 

Los islotes forman grupos celulares unidos a uno o más acin~s. hacia el día 15 de 

gestación. Varios islotes pequeños se van uniendo para formar islotes cada vez más grandes que, 

al menos bajo el microscopio de luz, son indistinguibles del tejido acinar, debido a que se 

mantiene una relación muy estrecha entre los distintos tipos celulares 65
• 

Sólo hasta etapas tardías del desarrollo del feto de rata (20-21 días), se pueden encontrar 

islotes que no mantienen ningún tipo de unión con el tejido exocrino, y que aparecen con la 

típica morfología redonda, casi libres del tejido exocrino 65
• 

Como se puede ver en la figura 3, la diferenciación del tejido pancreático endocrino es 

concomitante y contemporánea con la diferenciación del tejido pancreático exocrino. Las células 

que producen las hormonas pancreáticas aparecen secuencialmente en la yema pancreática dorsal. 

Así, las células ex son detectables, por medio de anticuerpos contra glucagon, entre los 

días 11 y 12 de gestación 81
• Las primeras células que sintetizan insulina (~). aparecen por 

primera vez el día 13 81
, aunque es posible encontrar insulina en el tejido pancreático desde el 

día 11 de gestación 65
• Las células 8, que sintetizan somatostatina, son evidentes el día 18. 

Mientras que las células productoras de polipéptido pancreático no aparecen sino hasta el 

nacimiento 83
• 
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A) Cuando el embrión tiene 10 dfas de gestación 
(menos de 20 semitas), las células que originarán la 
yema pancreática dorsal son indistinguibles del resto 
de la monocapa celular del epitelio intestinal. 

C) Con el paso del tiempo la yema pancreática au
menta de tamallo (25-28 somitas). Como el aumento 
en el mlmero de células es mayor al aumento en el 
volumen, el primordio se segmenta. Las células 
endocrinas comienzan a ser excluidas del tejido 
acinar. 

B) Cuando el embrión presenta 20 semitas, el primor
dio pancreático dorsal comienza a gemar desde el 
epitelio intestinal anterior. Las células endocrinas (en 
negro) se encuentran dispersas entre el epitelio acinar. 

D) El crecimiento del primordio pancreático hacia el 
mesénquima, da lugar a la estructura característica de 
las interdigitaciones de los duetos pancreáticos. Las 
células endocrinas comienzan a formar acúmulos, que 
aumentarán de tamatlo; y que al excluirse del tejido 
exocrino darán Jugar a los islotes de Langerbans. 

FIGURA 3.- DESARROLLO EMRRlONARIO DEL PANCREAS. 
En esta figura se esquematiza el desarrollo embrionario del páncreas de la rata, entre el dfa 
10 de gestación, cuando el embrión presenta menos de 20 somitas, y el día 15 de gestación, 
cuando el embrión presenta de 28 a 30 somltas. (Modlflcada de Plctet y Rutter, 1972) 
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Existen varias evidencias que apoyan la teoría de un origen neuroectodérmico para las 

c6lulas del islote pancreático. Entre ellas se encuentran varios marcadores celulares, que son 

expresados por las c61ulas 13 y que han sido considerados como marcadores propios de células 

de origen neuroectqd6rmico 43
• 

Los primeros de estos marcadores identificados, son las monoaminas fJuorogénicas, 

características de las células del sistema neuroendocrino difuso, también llamado APUD, porque 

las células capturan y descarboxilan precursores de aminas &1. Este sistema fue propuesto como 

una teoría 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 formaldehído 63 (fenotipo APUD). Estas características compartidas 

llevaron a proponer un origen común para el sistema nervioso y el sistema endocrino, con lo cual 

el sistema endocrino se convertía en una rama más del sistema nervioso &1. 

Otros marcadores expresados por las células j3, y que son compartidos por las células de 

origen neuroectodérmico, son: la enolasa específica neuronal 71
, enzima que es sintetizada por 

neuronas y astrocitos del sistema nervioso central. También son sintetizadas por la célula 13 varias 

enzimas necesarias para expresar el fenotipo APUD, como la dopa descarboxilasa 84
, la tirosina 

hidroxilasa y la feniletanolamina N-metiltranferasa 82
• 

Además de esas proteínas, las células j3 expresan las enzimas indispensables para la 

síntesis y el almacenamiento del GABA, como la glutamato descarboxilasa 60
; ya que el GABA 

se almacena en microvesículas distintas de los gránulos de secreción de insulina 73
• Otra proteína 

del aparato secretor, compartida por las células j3 y las células del neuroectodermo, es la 

sinaptofisina 90
, una glicoproteína transmembranal presente en las vesículas presinápticas 

neuronales, y que también se encuentra en diversos carcinomas epiteliales 90
• 

Los marcadores bioquímicos compartidos por las células 13 y otros tipos celulares de 

origen neuroectodérmico, también incluyen componentes de la membrana plasmática, como el 

antígeno A2B~ y los receptores a toxina tetánica, que son gangliósidos presentes en neuronas y 

as trocitos 23
• 

Además de compartir estos marcadores bioquímicos, las células 13 también comparten 

características fisiológicas y morfológicas con células ectodérmicas. Una de estas características 

fisiológicas compartidas es la actividad eléctrica de las células ¡3, que es necesaria e indispensable 
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para la secreción de insulina º; porque las células 13 desarrollan potenciales de acción al ser 

estimuladas por glucosa 19 y esto induce la secreción de insulina 6
, 

La principal característica morfológica que comparten las células 13 con las células 

neuroectodérmicas. es la extensión de procesos parecidos a neuritas al ser cultivadas in vitro 80
• 

Para esto, las células 13 deben de estar disociadas, ya que al parecer, el crecimiento de los 

procesos es inhibido por el contacto entre las células ªº. 
Todas estas características compartidas no son las únicas evidencias que sugieren un 

origen neuroectodérmico para las células 13; al menos una serie de experimentos llevados a cabo 

en ratones transgénicos, también apoyan esta idea 2
• En estos experimentos se encontró que tanto 

las células 13 del páncreas, 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 rata y la región 

codificadora del antígeno T grande del virus SV40 2
• Esto hace pensar en una ontogenia común 

para las células 13 y las células del tubo neural. 

Sin embargo, también existen evidencias experimentales que apoyan la teoría 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 migración 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 mesoendodermo 44
•
25

• Con esto se descarta que las células del islote 

provengan de la cresta neural. 

Por otra parte, existe otra evidencia a favor del origen mesoendodérmico, que son los 

experimentos con embriones de rata de 9 días de gestación, a los que se les disecta el ectodermo 

y se cultiva in vitro el mesoendodermo durante 11 días. Sin embargo, la falta de ectodermo no 

afecta el desarrollo de las células 13. ya que éstas aparecen al fin del cultivo 67
• 

Aunque existen evidencias para los dos posibles orígenes embriológicos de las células 13, 
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 más 

tempranas. Pero tampoco la expresión de un marcador celular indica conclusivamente el origen 

embrionario 43
• 
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2. FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL 

a) El descubrimiento del factor de crecimiento neural. 

El primer factor de crecimiento con propiedades neurotróficas 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 simpáticas, se sospechaba desde 1948. En ese año se encontró que 

un sarcoma murino inducía el crecimiento de fibras nerviosas, al ser transplantado a embriones 

de pollo de 3 días de gestación 11
• Se concluyó que este sarcoma proporcionaba las condiciones 

histoquímicas necesarias para el crecimiento de fibras nerviosas sensoriales. 

Al intentar esclarecer cuáles podrían ser las condiciones propicias para el crecimiento de 

fibras nerviosas, se descubrió un factor difusible y soluble; ya que no era necesario el contacto 

entre los tejidos neoplásicos y los embriones de pollo para inducir el crecimiento de los haces 

nerviosos, porque estos crecían si el tejido neoplásico era transplantado a la membrana 

corioalantoidea de los embriones, de tal forma que sólo existía comunicación por medio del 

sistema circulatorio 48
• 

Los primeros intentos para aislar y caracterizar este factor de crecimiento datan de 1954, 

cuando se obtuvieron extractos del sarcoma murino 180, que mantenían la capacidad de inducir 

el crecimiento de haces nerviosos simpáticos 17
, y fue hasta 1956, cuando se encontró una 

proteína termolábil, de masa aproximada de 20 kDa, que acarreaba esta actividad biológica. Esta 

proteína se aisló del veneno de víbora mocasín, que resultó una fuente de grandes cantidades del 

NGF 16
• 

b) Estructura del NGF. 

Poco despu6s de ser identificado en el veneno de la mocasín, el NGF también fue aislado 

y purificado de las glándulas submaxilares del ratón 15
• La existencia de una fuente de NGF 

accesible permitió, en 1971, su secuenciación 5
, que fue seguida en 1983 por la clonación del 

gene del NGF de ratón 79
• 

El gene de NGF codifica para una proteína de 307 aminoácidos, la cual es hidrolizada 

postraduccionalmente y origina una proteína de 118 aminoácidos, que se puede ver en la figura 

4. Esta proteínu, al formar un dímero con otra proteína idéntica, da lugar a la subunidad 13 del 

NGF 7
, la cual es responsable de toda la actividad biológica de este factor de crecimiento 76

• 
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La subunidad 13 del NGF se puede encontrar asociada a otras dos subunidades, a y y, 

formando un complejo de 6 proteínas, 2 a, el dímero 13 y 2 y, mismo que es purificado de las 

gándulas submaxilares del ratón bajo condiciones no disociantes 88
, con un coeficiente de 

sedimentación de 7.IS (NGF 7S). 

FIGURA 4. ESTRUCTURA PRIMARIA DEL NGF. 
En esta figura se puede ver la estructura primaria y los puentes disulfuro intracatenarios 
que se forman en la proteína de 118 aminoácidos, que al dimerizarse forma la subunldad 
13 del NGF. (Modiflcada de Angelettl y Bradshaw, 1971) 

Si el NGF es purificado bajo condiciones disociantes, se obtiene un complejo proteico de 

coeficiente de sedimentación de 2.5S (NGF 2.5S). Este complejo tiene una masa molecular de 

26 kDa 76 y básicamente es idéntico a Ja subunidad 13 del NGF. Sin embargo, carece de 8 

aminoácidos en el extremo amino y uno en el extremo carboxilo; pero aún así, mantiene la 

totalidad de la actividad biológica del NGF 7
• 

c) Efectos del NGF sobre sus células blanco. 

La principal propiedad neurotrófica del NGF es promover el crecimiento de las neuritas 
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en las neuronas sensoriales 48 y en otras células derivadas de la cresta neural. Entre éstas se 

encuenLran las células cromafines de la médula adrenal 42 y sus derivados neoplásicos, como la 

línea celular PC12, obtenida de un fcocromocitoma de rata 29
• Además, el NGF tiene efecto 

sobre la diferenciación, la sobrevivencia y posiblemente la proliferación de sus células blanco 50
• 

El NGF, regularmente, es producido por los tejidos que van a ser inervados por las fibras 

simpáticas, las cuales extienden sus neuritas hacia el tejido productor de NGF, en respuesta al 

estímulo 47
• Por lo anterior, se ha propuesto también, un efecto trópico del NGF para los conos 

de crecimiento de las neuronas en los haces simpáticos 8
• Esto también es ¡¡poyado por el 

crecimiento de fibras nerviosas hacia tejidos y lugares anormales, donde se inyecta NGF 

periódicamente 45
• 

Si el tejido fuente del NGF es discctado, los haces simpáticos degeneran y desaparecen49
; 

esta degeneración se logra también inyectando animales neonatos con anticuerpos contra NGF 28
• 

Tales evidencias, aunadas al hecho del salvamento de estas mismas fibras con la administración 

de NGF exógeno 37
, hacen pensar en el papel del NGF como un factor indispensable para la 

sobrevivencia de las neuronas simpáticas 47
• 

El ejemplo más claro sobre la diferenciación celular, esto es, cambios inducidos en las 

características morfológicas o fisiológicas de un tipo celular 27
, promovida por NGF, lo 

constituyen los cambios morfológicos inducidos en las células cromafines 42
• 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 morfología redonda que exhiben 

estas células in vivo. Este efecto también se observa en la Ifnea celular PC12 29
, que es la 

contraparte neoplásica de las células cromafines. 

Además de los cambios morfológicos inducidos en estos tipos celulares, el NGF también 

induce la expresión de varios genes, que podrían ser considerados marcadores de diferenciación 

celular; como los canales de sodio, que son inducidos de novo por el NGF. Esta inducción 

acarrea un incremento muy marcado en la actividad eléctrica de estas células 21
• 

La sensibilidad de las células cromafines al NGF fue una evidencia más para comprobar 

su origen embrionario, ya que las células cromafines provienen de la cresta neural 42
; sin 

embargo, las condiciones fisiológicas qu1:: prevalecen en la médula adrenal, principalmente la alta 

concentración de corticoesteroides 87
, llevan a las células cromafines por un programa de 
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diferenciación distinto, que puede ser revertido por el NGF 86
• 

Entre los efectos biológicos del NGF, las acciones sobre la reproducción celular son las 

más controvertidas, porque dependiendo del tipo de célula blanco y del estado de diferenciación 

de ellas, el NGF puede promover o inhibir la división celular 50
• Por ejemplo, en las células 

cromafines de rata neonata, el NGF promueve varios ciclos de reproducción celular 51
; sin 

embargo, en la línea PC12, el mismo tratamiento inhibe la proliferación 87
; y si esto fuera poco, 

el NGF no tiene efectos sobre la división de los neuroblastos simpáticos 20
, aunque sí promueve 

la proliferación de células que no se derivan del neuroectodermo, como las células cebadas del 

bazo, las cuales forman grandes colonias después de un mes de tratamiento con este factor de 

crecimiento 1
• 

Los efectos del NGF sobre las células cebadas esplénicas, que forman parte del sistema 

inmune, ai>rieron nuevas perspectivas en la función fisiológica de este factor de crecimiento, y 

revelaron al NGF como un modulador pleiotrópico 47
; porque estos efectos no sólo son a nivel 

de la reproducción celular, sino también a nivel funcional; porque el NGF induce la producción 

y secreción de histamina 12
• Esto indica que el NGF podría jugar un papel importante en las 

interacciones del sistema nervioso y el sistema inmune 47
• 

Es necesario recalcar que aunque el NGF induce proliferación celular en tipos celulares 

no derivados del neuroectodermo, no existe ninguna acción de este factor de crecimiento sobre 

la diferenciación morfológica de estas células 1
, ya que conservan su morfología natural; esto 

hace pensar que los efectos el NGF sobre la morfología están restringidos a las células derivadas 

del neuroectodermo, como se puede ver en la tabla I. 
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CE LULA ORIGEN EFECTOS BIOLOGICOS 
BLANCO EMBRIONARIO INDUCIDOS POR NGF 

Neuronas Cresta neural Crecimiento de neuritas. 
slmpatoadrenales Sobrevivencia. 

Diferenciación. 

Células Cresta neural Crecimiento de neuritas. 
cromaflnes Proliferación. 

Diferenciación. 

Feocromocltoma Cresta neural Crecimiento de neuritas. 
PC12 Inhibición de la proliferación. 
(Tejido neoplásico) Diferenciación. 

Neuronas collnérgi- Tubo neural Crecimiento de neuritas. 
cas y adrenérglcas Sobrevlvencia. 
del SNC Diferenciación. 

Células cebadas Mesodermo Proliferación. 
extraembrionario Producción y secreción de histamina. 

TABLA l. CELULAS IILANCO Y EFECTOS BIOLOGICOS 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 biol6gicos Inducidos por este factor 
de crecimiento. (SNC; sistema nervioso central) 

d) Receptores del NGF. 

Los efectos del NGF son mediados por la interacción con sus receptores presentes en las 

membranas plasmáticas de las células blanco 35
, como sucede con otros factores de crecimiento 

hidrosolubles, dada la incapacidad de estas moléculas para cruzar el espacio hidrofóbico de la 

membrana plasmática '". 

En las células blanco del NGF, como las PC12, se pueden distinguir dos sitios de unión 

diferentes para este factor: un sitio de alta afinidad por el NGF, con una constante de disociación 

de io· 11 M, y un sitio de baja afinidad, con una constante de disociación de 10·9 M s6
• Como se 

puede ver en la figura 5, cada uno de estos sitios de unión corresponde a dos receptores proteicos 

distintos. Así, el receptor de alta afinidad es una proteína de 140 kDa, llamada prototrk A 

(p 140kkA), mientras que el receptor de baja afinidad es una proteína de 75 kDa, que recibió el 

nombre de receptor del NGF (p75NGFR) por ser el primero en ser caracterizado 26 y clonado 38
• 
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El receptor p75Narn es una proteína de 400 aminoácidos, con una región transmembranal 

que separa el dominio extracelular del intracelular 56
• En la mayoría de los receptores a factores 

de crecimiento, el dominio intracelular es el responsable de la actividad biológica del receptor; 

pero hasta la focha, no se ha comprobado ninguna interacción del dominio intracelular del 

p75Narn con cualquiera de los mecanismos de transducción de señales conocidos, y tampoco se 

ha demostrado una actividad catalítica intrínseca de este receptor 35
• 

Se supone la existencia de algún tipo de transducción de señales por parte del p75Narn, 

ya que al unirse el NGF a esta proteína, el complejo NGF-p75NGFR es internalizado 8
• Por otra 

parte, una serie de experimentos realizados con receptores quiméricos, sugieren la existencia de 

algún mecanismo de transducción; porque con estas proteínas quiméricas, construidas con el 

dominio extracelular del receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGF), y los dominios 

transmembranal y citoplásmico del p75NªFR, se demostró que el EGF, al unirse a estos receptores 

quiméricos, induce los mismos cambios morfológicos que el NGF en células PC12' 92
• 

p7SNGFR 

75kDa I] ) 

¿PROTEINA G? 

) TIROSIN CINASA 

140 kDo 
1 

FIGURA S. RECEPTORES MEMBRANALES A NGF. 
Las diferencias básicas entre los dos receptores a NGF se esquematizan en esta figura; 
también se pueden observar los mecanismos de transducción de señales con los que 
Interactúan. La molécula de NGF se representa por los rectángulos (Modificado de Meakln 
y Shooter, 1992) 
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El receptor pl4Q'ii<A fue identificado inicialmente como un oncogene en un carcinoma de 

colon 53
; pero este oncogene representa una versión truncada del gene normal, el cual sólo se 

expresa en neuronas sensoriales derivadas de Ja cresta neural 54
• 

El pl401rkA pertenece a Ja familia de las cinasas de proteínas que fosforilan sus sustratos 

en residuos de tirosina 39 (cinasas de tirosina), que es un mecanismo de acción compartido por 

varios receptores a factores de crecimiento 18
• Esta proteína resultó ser el receptor de alta afinidad 

del NGF 39
, que había sido identificado en varios tipos celulares blanco, como las neuronas 

simpáticas del pollo 56
• De hecho, sólo Ja expresión del p 1401rl<A es necesaria e imprescindible para 

que un tipo celular sea sensible a NGF, porque la carencia del p75NGFR no afecta la sensibilidad 

al NGF en diversos tipos celulares 56
• 

Otras proteínas de la familia trk, como las cinasas de tirosina trk b y c, parecen ser Jos 

receptores a otros factores de crecimiento de la familia del NGF, llamados neurotrofinas. Así, la 

trk c es el receptor de la neurotrofina 3, mientras que la trk b es el receptor del factor de 

crecimiento neural derivado del cerebro 56
• La semejanza entre los receptores de las distintas 

neurotrofinas hace que puedan existir reacciones cruzadas entre ellas, porque a un sólo receptor 

se puede unir cualquiera de las neurotrofinas, aunque con afinidades muy distintas 56
• 

3. MECANISMOS CELULARES INVOLUCRADOS EN EL CRECIMIENTO DE LOS 

PROCESOS NEURITICOS. 

Como se vi6 en la sección anterior, la principal función del NGF es inducir el crecimiento 

de neuritas; y estos procesos son los que forman a fin de cuentas las fibras neiviosas 72
, por lo 

que el desarrollo de estas fibras dependerá 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 movilización del cono, y por último, la 

consolidación del citoesqueleto del axón 51• Como se ve en la figura 6 cada uno de estos procesos 

se encuentran localizados espacialmente en diferentes compartimentos celulares. 
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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 están localizados en distintos compartimientos celulares. (Modificado de Mltchlson 
y Klrschner, 1988) 

La existencia de una estructura especializada en el movimiento celular, como lo es el cono 

de crecimiento, implica la división del citoplasma en dos compartimientos: el túbulo axonal, o 

axoplasma, y el cono de crecimiento, o cinetoplasma. 

El axoplasma está especializado en el transporte de precursores y vesículas de secreción57
, 

y su citoesqueleto esta constituido principalmente por microtúbulos 36
• Por su parte, el 

cinetoplasma se especializa en movilidad y locomoción, y en él predominan los microfilamentos 

de actina 46
; sin embargo, la mayor diferencia entre el axoplasma y el cinetoplasma no es la 

composición proteica del citoesqueleto, sino su organización espacial y dinámica 57
• 

La movilidad del cono de crecimiento se debe a la extensión de un área de la membrana 

plasmática de apariencia delgada, aplanada y en forma de abanico, llamada lamclipodia. A partir 

de ésta se extienden pequeños procesos delgados, llamados filipodios, que se desarrollan por la 

polimerización de actina en su interior 91
• 

El proceso de crecimiento del cono parece mas bien aleatorio, ya que los filipodios se 

extienden y retraen constantemente 10 en lo que parece ser un sondeo sobre la matriz extracelular 

para buscar sitios de unión 10
; al mismo tiempo, la tensión generada por la retracción de los 
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filipodios, podría ser la fuerza impulsora del crecimiento del axón 9
• 

Conforme avanza el cono de crecimiento, el espacio citosólico que va dejando atrás se 

va convirtiendo en axoplasma, y existe una región de interfase entre el éste y el cinetoplasma, 

que se la ha llamado cuello del cono de crecimiento 57
• En esta región de interfase se van 

formando microtúbulos por la polimerización de tubulina, como se ve en la figura 7. La tubulina 

es una proteína formada por una fiubunidad a y una 13 4
, y es el bloque básico de la formación 

de microtúbulos. 

Síntesis 
de precursores Polímeros dinámicos 

Polimerización dinámica 

FIGURA 7. DINAMICA DEL CITOESQUELETO EN EL CRECIMIENTO DE NEURITAS. 
Los distintos componentes del citoesqueleto no se encuentran en el mismo estado dinámico 
de polimerización en los distintos compartimientos de una célula que desarrolla un proceso 
neurítlco. (Modfflcado de Mltchlson y Klrschner, 1988) 

La polimerización de tubulina comienza el proceso de consolidación del axón, porque una 

vez fonnados los microtúbulos, las neuritas no se retraerán más, y se convertirán en ·una 

estructura celular muy estable 13
• Esta estabilidad se debe a que los microtúbulos axonales son 

más rígidos y menos dinámicos que los microtúbulos formados durante la mitosis celular 36
• 

Probablemente, la rigidez de los microtúbulos axonales se deba a la acción de las proteínas 

accesorias a los microtúbulos 57
, y entre éstas destaca la proteína Tau ('t), que es una proteína 

que solamente se expresa en los procesos citoplásmicos de las células originadas en el neuroecto

dermo, y que estabiliza varios microtúbulos y los hace fonnar haces más grandes y compactos22
• 
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A Jo largo de estos microtúbulos se van transportando los precursores básicos del 

citoesqueleto del cinetoplasma 89
, que tienen que llegar al cono de crecimiento; porque sólo ahí 

se agregarán las subunidades de actina, en el extremo distal de los microfilamentos del cono, que 

es la región más cercana a la membrana plasmática 85
• Debido a esto, la consolidación de las 

porciones anteriores de un axón es necesaria para continuar con el crecimiento del cono 57
• 

Aunque el crecimiento de las neuritas es inducido por NGF, éste no es el único factor 

capaz de promover el desarrollo de estos procesos; también el monofosfato cíclico de adenosina 

(AMPc) promueve el crecimiento de neuritas en las células PC12 77 y en una línea celular híbrida 

de un neuroblastoma y un glioma de rata 59
• Este efecto sobre el crecimiento de neuritas podría 

deberse a Ja acción del AMPc sobre Ja estabilidad del citoesqueleto neurftico, sobre todo, a nivel 

de Jos haces de microtúbulos, que se hacen más resistentes a la despolimerización por fármacos 

citotóxicos, como Ja colchicina 33
• 

Además de Jos efectos que por sf sólo ejerce el AMPc, este factor también facilita la 

acción del NGF 30
, ya que el crecimiento de las neuritas es más rápido y se vuelve independiente 

de Ja transcripción y traducción de proteínas 30 cuando las células son expuestas conjuntamente 

al NGF y al AMPc. 

Esta acción sinérgica entre el AMPc y el NGF se tomó como un indicativo del probable 

mecanismo de transducción de señales del receptor p75N°FR 78
; sin embargo, se ha demostrado 

que Jos efectos del NGF son independientes del AMPc 31
, y como se dijo anteriormente, aún no 

se ha logrado asociar al p75NGFR con ningún mecanismo de transducción de señales 56
• Por esto, 

se ha concluido que el AMPc y el NGF actúan sobre dos distintos mecanismos celulares para 

promover Ja extensión de neuritas 33
• 
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JI. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

Como se ha visto, tanto el NGF como el AMPc tienen un papel importante en el 

desarrollo de los procesos neuríticos de diferentes tipos celulares. Esto hace importante conocer 

el papel desempeñado por estos dos factores en el crecimiento de las neuritas de la células ¡3. 

En este trabajo, evaluamos los efectos del NGF y del monofosfato cíclico de dibutiril 

adenosina (dbAMPc) sobre el desarrollo de los procesos parecidos a neuritas en las células p. El 

dbAMPc es un análogo del AMPc que es capaz de permear la membrana plasmática, y que 

conserva además la actividad biológica del AMPc 59
• Estos efectos se cuantificaron en cultivos 

primarios in vitro de células p, obtenidas de islotes pancreáticos de ratas de dos distintas edades, 

adultos juveniles y fetos de 18 días de gestación. 

Por otra parte, y para conocer más sobre los mecanismos celulares involu~rados en el 

desarrollo de estas neuritas, también evaluamos el papel que desempeña el citoesqueleto de las 

células p en la formación de estos procesos. Principalmente, evaluarnos la presencia de tubulina 

13 y la proteína Tau a lo largo de las neuritas, ya que estas proteínas juegan un papel muy 

importante en la consolidación de los procesos neurfticos de otros tipos celulares. 

Asimismo, estudiamos los efectos que pudiera tener el cambio morfológico en la 

distribución de dos marcadores de func.ión celular: insulina y GABA, porque la expresión de 

estos marcadores nos daría una idea del estado fisiológico que conservan las células 13 después 

del tratamiento con NGF y dbAMPc. Además, si estos marcadores se encuentran en las neuritas 

extendidas por las células p, también podremos discernir si el citoesqueleto presente en los 

procesos es activo y funcional en el transporte de vesículas de secreción. 

Por último, para discernir si el efecto del NGF no es resultado de una acción sobre los 

otros tipos celulares, distintos de las células 13,presentes en los cultivos, se evaluó la expresión 

de receptores del NGF en las células ¡3. 
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" ... Even pirre scientijíc discovery is an aggressive, penetralive ac1. lt 
takes big equipment, and it /itera/ly e/tanges the world afterward. 
Partic/e accelerators scar the land, and leave radiaactive byproducts. 
Astrona111s leave tras!J on the 111oon. There is always so111e proof tita/ 
sciemists were /Itere, 111aking tlteir discoveries. Discovery is a/ways a 
rape of J/ie natural warld. Always ... " 

• Micbael Crichton. Jurassic Park. 

III. MATERIAL Y METO DOS 

Los reactivos se obtuvieron de las fuentes siguientes: 

Colagenasa tipo IV de Worthington (Freehold, NJ, USA); suero bovino fetal (SBF), 

solución salina balanceada de Hanks (HBSS) y soluciones de gentamicina y penicilina

estreptomicina de Gibco (Grand Island, NY, USA); albúmina de suero bovino (BSA), medio 

RPMI 1640, D-[+]-glucosa, solución dispersante, sal de Spinner-Eagle,"NGF 2.5S, anticuerpo 

monoclonal contra tubulina ¡}, antisueros contra NGF 2.5S y proteína 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

química de Vector Labs. (Burlingame, CA, USA); Anestesal (Pentobarbital sódico) de Smith 

Kline (Norden de México). 

a) Cultivo de celulas ¡l. 

Los islotes pancreáticos fueron obtenidos de ratas Wistar machos de 250-280 g de peso, 

o de fetos de 18 días de gestación. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (63 

µg/g) para proceder a la disección. Los páncreas de las ratas adultas fueron perfundidos con 5 

ml de solución salina balanceada de Hanks, suplementada con 0.1 % de albúmina sérica bovina 

y 5 µg/ml de gentamicina (HBSS-BSA), a través del conducto pancreático, previa oclusión de 

la cápsula de Vater. Los páncreas de los fetos fueron perfundidos con 500 µl de HBSS-BSA por 

la punción directa del páncreas fetal con una jeringa de insulina. 

Los páncreas fueron macerados manualmente y sometidos a digestión con colagenasa clase 

IV (0.5 mg/ml en HBSS-BSA) durante 30' a 37º C. La digestión fue parada con tres lavados con 
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HBSS-BSA fría (4 ºC), para después percolar el tejido a través de una malla de 200 µm, con 

el fin de separar el tejido homogéneo32• 

Después de separar el tejido homogéneo, los islotes fueron purificados mediante 

centrifugación 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 más de HBSS-BSA fría. Para evitar que 

existiera tejido acinar contaminante, después de los lavados, los islotes fueron recogidos 

manualmente con la ayuda de una pipeta Lang-Levi y un microscopio estereoscópico 41
• 

-Una vez aislados los islotes, las células que los conforman fueron disgreg~das durante una 

digestión con tripsina (2.5 mg/ml) en solución salina balanceada de Spinner, suplementada con 

0.5 % de albúmina sérica bovina, 200 U/mi de penicilina G y 200 µg/ml de estreptomicina 32
• 

Las células fueron cultivadas durante 11 días en medio RPMI 1640, suplementado con 

1 % de suero bovino fetal (SBF; para observar los cambios morfológicos), o 5% de SBF (para IF); 

200 u/mi de penicilina G, 200 µg/ml de estreptomicina, 0.5 µg/ml de anfotericina B y 1.2 mM 

de CaC!2• Este tiempo de cultivo fue el más adecuado para observar los cambios morfológicos, 

porque las células ~ comienzan a extender procesos hacia el día tres de cultivo; estos procesos 

llegan a medir dos diámetros celulares hacia el dfa 7 de cultivo, y entre los días 11 y 20 alcanzan 

su longitud máxima; pero es necesario recalcar que después de 11 días de cultivo hay mucha 

mortalidad celular, por lo que no los resultados no son tan reproducibles como a los 11 días en 

cultivo. 

Las células fueron tratadas con 50 ng/ml (aproximadamente 0.38 nM) de NGF 7S 

(morfología), o 40 ng/ml (aproximadamente 1.53 nM) de NGF 2.5S (morfología e IF) o bien 5 

mM de monofosfato cíclico de dibutiriladenosina (dbAMPc), o la mezcla de los dos tratamientos. 

Estas concentraciones son las más utilizadas en otros modelos celulares para observar los efectos 

de estos dos factores sobre la morfología celular (Tischler et al., 1982). Al menos las 

concentraciones de. las dos fracciones del NGF se encuentran dentro del intervalo de la constante 

de afinidad de los receptores de NGF (10º 11-10-9 M), y la concentración de dbAMPc utilizada 

permitió 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 recibió tratamiento alguno. 
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h) Inmunocitoquímica e inmunofluorescencia. 

Las células J3 fueron fijadas en solución de paraformaldehfdo (4 % en solución 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 

solución salina amortiguada por tris (TBS, 0.1 M, pH 7.6). La membrana plasmática es 

permeabilizada al incubar las células con Tritón X-100 (0.3 % en TBS suplementado con 1% de 

suero normal de cabra, TBS-SNC) durante 30'. El tritón fue removido con tres lavados con TBS

SNC y posteriormente, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario (que está dirigido 

contra el antígeno 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 H20 2; 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 proteína Tau; antisuero de conejo contra NGF; 

anticuerpo monoclonal murino contra tubulina J3; antisuero de conejo contra GABA. Las dilucio

nes utilizadas fueron las recomendadas por las compañías que desarrollaron los anticuerpos; pero, 

como se sabe, los anticuerpos y antisueros varían con cada lote, por lo que las diluciones 

recomendadas pueden variar con el tiempo. 

Como es sabido, la inmunofluorescencia indirecta es una técnica inmunohistoquímica, ya 

que utiliza anticuerpos y cromóforos, en este caso, un flurógeno 93
; pero a lo largo de este trabajo 

se hace la distinción de nombres (IC e IF) para indicar los diferentes cromóforos, 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 fotografías, luz visible policromática, contra monocromática de 450-490 

nm. 

25 



e) Evaluación de cambios morfológicos. 

En las células P identificadas por IC fueron medidas la longitud de los procesos y el 

diámetro perinuclear más corto, los procesos que midieran el equivalente a dos diámetros 

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

neurogenización, siendo el 100% el total de células p presentes en cada cultivo. 

Bajo cada condición de cultivo se contabilizaron 10 campos ópticos al azar, lo que 

representa, en promedio, 112 células p por cada cultivo de células de adulto y 81 células P por 

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

distintas que se contabilizaron (n). 

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

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

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

TRATAMIENTO CULTIVOS CELULAS p CELULAS f.'o 
(n) POR CULTIVO 

CELULAS ADULTO 

TESTIGO 8 976 122 

dbAMPc 8 1020 127 

NGF7S 5 502 100 

NGF 2.5S 3 269 90 

NGF 7S + dbAMPc 5 667 133 

NGF 2.5s + dbAMPc 3 307 102 

CELULAS FETALES 

TESTIGO 4 578 144 

dbAMPc 4 262 65 

NGF7S 4 225 56 

NGF 7S + dbAMPc 4 249 62 

TABLA 11. NUMERO DE CELULAS p CONTABILIZADAS. 
En esta tabla se muestran el número de cultivos distintos (n) contabilizados en cada 
condición de cultivo, para las células de las dos edades distintas. También se muestran el 
número total de células p contadas en cada grupo, y el promedio de células contadas en cada 
cultivo. En general, las células p representaban del 80 al 90 % del total de células en cultivo. 
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d) Conteo de neuritas positivas por inmunoíluorescencia. 

Las células procesadas para IF también fueron procesadas para IC contra insulina para 

identificar y asegurar el conteo de células 13 únicamente, en 10 campos ópticos aleatorios. Las 

células 13 que extendieron neuritas, y que fluorescfan a 450-490 nm fueron contadas como 

positivas, los resultados se expresan como el promedio de los porcentajes de células neurogeniza

das positivas, tomando como 100% el total de células 13 que extendieron neuritas. En promedio, 

en los cultivos procesados para IF se contabilizaron 98 células ¡3. 

En las células 13 procesadas para IF contra NGF 2.5s, se contabilizaron tanto las células 

13 que extendieron los procesos (siendo el 100% el total de células neurogenizadas), como las 

células 13 que no los extendieron (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 13 por cultivo. 

e) Análisis estadístico. 

Todos los datos son expresados como la media± error estándar de la media (ESM). Para 

la validación estadística de los experimento se utilizó el programa Number Cruncher Statystical 

System (NCSS v 4.2, Dr. Jerry L. Hintze, Kaysville, UT, USA, 1983), llevando a cabo las 

pruebas de amUisis de varianza (ANOVA) de una sola vía, seguida por la prueba de Fischer. 

También se evaluó la significancia estadística con la prueba T de Student para datos no 

apareados. 
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" ... Metamorfosis mata a Morfeo, 
que el ca11úiio sueñe que está so11ando. 
El movimiento me Izará cambiar 
toda mi piel, toda la fe. 
No dejart que las águilas 
se coman mis alas de marfil, 
que este espacio deje de flotar, 
y que este cielo se caiga ya ... " 

- Saúl (Caiíanes). El silencio. 

IV. RESULTADOS 

l. CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR NGF Y dbAMPc EN CELULAS 

¡3 DE ADULTO. 

Los resultados de los cambios morfológicos 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 l3 testigo. 

En el cultivo testigo, en el cual no es aplicado ningún tratamiento, las células 13 de rata 

adulto mantienen una forma redonda, de diámetro perinuclear pequeño, llegando a formar 

acúmulos de pocas células, como se ve en la figura 8; un bajo porcentaje (3.69 %) de estas 

célulás testigo extiende neuritas, con una longitud promedio de 46.27 µm, después de 11 dfas en 

cultivo. 

b) Células 13 tratadas con dbAMPc. 

En las células cultivadas con 5 mM de dbAMPc durante 11 días, el porcentaje de células 

que extiende los procesos neurfticos aumentó significativamente, con respecto al grupo testigo, 

a 18.80% (p<0.01). Además, la morfología cambia hacia un tipo celular que principalmente 

presenta un diámetro perinuclcar más grande, fonna estrellada y extendida, y por otra parte las 

células l3 tienden a formar acúmulos con un mayor número de células, como se puede ver en la 

figura 9. Pese al incremento en el número de células modificadas, la longitud promedio las 

neuritas, que fue de 61.21 µm, no aumentó significativamente en las células tratadas con dbAMPc 

con respecto al grupo de células testigo. 
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En esta figura se muestran dos campos ópticos característicos de dos distintos cultivos testigo células 
P de adulto. Como se explica anteriormente las células p testigo presentan un diámetro perinuclear 
pequeño y forman acúmulos de pocas células después de 11 días en cultivo. (Fotografla tomada a 
200X) 
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FIGURA 9. CELULAS 13 CULTIVADAS EN PRESENCIA DE dbAMPc. 

50µm 

En esta figura se muestran dos campos ópticos característicos de dos distintos cultivos de células 13 
de adulto tratadas con dbAMPc SmM. Como se explica anteriormente las células 13 expuestas al 
dbAMPc presentan un diámetro perinuclear más grande, extienden neuritas que no difieren en 
longitud de las ne11ritas de las células del grupo testigo, y forman grandes acúmulos celulares 
después de 11 días en cultivo. (Fotografía tomada a 200X) 
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e) Células 13 tratadas con NGF. 

Cuando las células 13 fueron cultivadas en presencia de NGF 7S (50 ng/ml) no se 

observaron cambios significativos en el porcentaje de células con neuritas, que fue de 5.23%; y 

tampoco en la longitud de los procesos, 50.79 µm en promedio. De hecho, las células tratadas 

con NGF 7S conservan la misma morfología que las del grupo control. 

Resultados preliminares (que no se muestran), indicaron que al aumentar la concentración 

de NGF 7S ( 100 nglml) se podía observar un efecto del factor de crecimiento sobre la morfología 

de la células 13 de adulto; por lo que se decidió evaluar los efectos del NGF 2.5S (40 ng/ml), una 

fracción más activa biológicamente, y que. como se sabe, representa en más del 90% a la 

subunidad 13 del NGF, que es la que acarrea la actividad biológica de este factor de crecimiento7
• 

Cuando las células de adulto fueron cultivadas en presencia NGF 2.5S, sí se observó un 

aumento significativo (p<0.01) con respecto al grupo testigo en el porcentaje de células con 

neuritas, ya que el 26.15% de las células 13 tratadas con NGF 2.SS extendieron procesos 

neuríticos; sin embargo, el aumento en el número de células que desarrollaron procesos tampoco 

se vió acompañado de un aumento en la longitud de las neuritas, ya que el aumento en el 

promedio de la longitud a 57.88 µm no fue estadísticamente significativo. 

Aunque el NGF 2.5S también indujo que algunas células aumentaran de diámetro 

perinuclear, este cambio no fue tan notorio como en las células tratadas con dbAMPc, ya que en 

. los cultivos con NGF 2.5S predominan las células con diámetro perinuclear más pequeño y con 

neuritas más alargadas, como se puede ver en la figura 10. 

31 



, .. ~ 
\' . ' : 

,{ 
ª' ~-

c. ...... 

' .-. 

\ 
< 

FIGURA 10. CELULAS J3 CULTIVADAS EN PRESENCIA DE NGF 2.5S. 

SOµm 

En esta figura se muestran dos campos 6pticos característicos de los cultivos de células J3 de adulto 
tratadas con 40 ng/ml de NGF 2.5S. Como se explica anteriormente las células 13 expuestas al NGF 
2.5S presentan un diámetro perlnuclear de tamaño intermedio, extienden neuritas más angostas y 
alargadas, pero que no difieren significativamente en longitud de las neuritas de las células del grupo 
testigo. Tienden a formar acúmulos después de 11 días en cultivo. (Fotografía tomada a 200X) 
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d) Células P tratadas con NGF y dbAMPc. 

El efecto más marcado sobre la diferenciación morfológica de las células p se observó 

cuando las células P fueron cultivadas durante 11 días en presencia de los dos factores (NGF + 

dbAMPc); además, no se observaron diferencias significativas si la fracción de NGF utilizada en 

conjunto con el dbAMPc era la 7S o la 2.5S. 

Cuando las células P fueron cultivadas en presencia de 50 ng/ml de NGF 7S y 5mM de 

dbAMPc (NGF 7S + dbAMPc), se observó 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 P 
presentes en los cultivos extendieron los procesos. Bajo estas condiciones de cultivo sí se observó 

un aumento significativo {p<0.05) en la longitud promedio de las neuritas de las células p, ya 

que aumentó hasta 69.23µm. 

En el grupo de células cultivadas en presencia de 40 ng/ml de NGF 2.5S y 5mM de 

dbAMPc, también existió un aumento significativo (p<0.01) con respecto al grupo testigo en el 

porcentaje de células p que presentaban neuritas, que aumento a 42.96%. Como se dijo 

anteriormente, no existieron diferencias estadísticamente significativas entre los porcentajes de 

células que extendieron neuritas del grupo tratado con NGF 7S y dbAMPc y el grupo tratado con 

NGF 2.5S y dbAMPc. 

'Además del aumento en el porcentaje de células con procesos, el tratamiento con NGF 

. 2.5S y dbAMPc indujo el mayor aumento en la longitud de las neuritas, que midieron 100.74 µm 

en promedio. Este aumento fue estadísticamente significativo (p<O.O 1) al compararlo con el grupo 

testigo; y también (p<0.01) al compararlo contra los demás grupos experimentales. 

El crecimiento de los procesos neuríticos no fue el único efecto del tratamiento con NGF 

(7S y 2.5S) y dbAMPc sobre la morfología de las células p, ya que la mayoría de ellas se 

encontraron formando grandes acúmulos de células muy estrelladas y de diámetro perinuclear 

muy grande, además de la presencia de neuritas muy largas en las células de la periferia de los 

acúmulos, 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 más tiempo (11 días) del reportado en este trabajo, 

pero se muestran como un ejemplo de la plasticidad de las células p. 
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FIGURA 11. CELULAS 13 CULTIVADAS EN PRESENCIA DE NGF 7S y dbAMPc. 
En esta figura se muestran dos campos ópticos característicos de dos distintos cultivos de células 13 
de adulto tratadas con 50 ng/ml de NGF 7S y dbAMPc SmM. 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 13 con neuritas, pero además las células en este grupo extienden neuritas 
considerablemente más largas que las neuritas del grupo testigo. (Fotografía tomada a 200X) 
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FIGURA 12. CELULAS p CULTIVADAS EN PRESENCIA DE NGF 2.SS y dbAMPc. 

50µm 

En esta figura se muestran dos campos ópticos característicos de dos distintos cultivos de células P 
de adulto tratadas con 40 ng/ml de NGF 2.SS y dbAMPc SmM. Como se explica anteriormente en 
los cultivos expuestos ni NGF 2.SS en conjunto con dbAMPc se observa el mayor incremento en el 
porcentaje de células P con neuritas, pero además las células en este grupo extienden neuritas 
considerablemente más largas que las extendidas por las células testigo y los demás grupos 
experimentales. (Fotografía tomada a 200X) 
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FIGURA 13. CELULAS p CULTIVADAS DURANTE 20 DIAS EN PRESENCIA DE NGF 7S Y 
dbAMPc. 
En esta figura se muestra un campo óptico fotografiado (400X) en un cultivo de islotes pancreáticos 
P de adulto, tratados durante 20 días con 50 ng/ml de NGF 7S y dbAMPc SmM. Es necesario hacer 
notar que las células fotografiadas migraron füera del islote, y que fueron cultivadas nueve días más 
que el resto de los cultivos mencionados anteriormente. 
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RESUMEN 

Las células 13 del páncreas tienen la capacidad de extender procesos citoplásmicos al ser 

cultivadas in vitro. Estos procesos expresan componentes propios del citoesqueleto neuronal, por 

y por analogía se les llama procesos neuríticos o neuritas. En este trabajo se evaluaron los efectos 

del factor de crecimiento neural (NGF) y del monofosfato cíclico de dibutiril adenosina 

(dbAMPc) sobre el crecimiento de los procesos de las células 13; ya que estos factores promueven 

el desarrollo de las neuritas en varios tipos celulares. Estos efectos se estudiaron en cultivos in 

vitro de células 13 provenientes de ratas de dos edades distintas, adultos juveniles y fetos de 18 

días de gestación. 

Los datos obtenidos indican que tanto el NGF como el dbAMPc promueven un aumento 

en el porcentaje de las células 13 que extienden neuritas, y éstas son de mayor longitud cuando 

las células son cultivadas en presencia de los dos factores simultáneamente. También se encontró 

que el crecimiento de los procesos no depende de la edad celular, porque tanto las células (3 de 

adulto como las fetales fueron capaces de extender los procesos en respuesta a los dos factores. 

Otra característica de los procesos neuríticos es la presencia de microtúbulos en su 

interior, los cuales son necesarios para la función de las neuritas; por esto, también se estudio la 

expresión de tubulina (3 en los procesos neuríticos de las células 13, ya que esta proteína es uno 

de los unidades básicas de formación de microtúbulos. Se encontró que los procesos de las 

células 13 expresan tubulina y proteína Tau, que es otro componente del citoesqueleto neuronal 

y que solamente expresan los tipos celulares derivados del neuroectodermo, esto indica también 

la homología entre las neuritas y los procesos de las células (3. 

Los cambios morfológicos no influyen en la función de las células (3, ya que éstas siguen 

sintetizando insulina y ácido y-amino butírico (GABA), los cuales las células (3 sintetizan in vivo; 

sin embargo, estas dos moléculas se redistribuyen a lo largo de las neuritas de las células (3, lo 

que indica que los microtúbulos presentes en estos procesos son activos y funcionales, en cuanto 

al transporte de vesículas de secreción. 

El desarrollo de neuritas y la síntesis de GABA, que es un neurotransmisor, por parte de 

las células (3 han cuestionado su origen embrionario, ya que estas células se encuentran dispersas 

entre el tejido acinar pancreático, que tiene un claro origen endodérmico; aunque se ha propuesto 



que existe un origen común para las células P y el tejido acinar, éste no se ha podido comprobar; 

y el hecho de que las células P compartan varias características, 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 p, que ha sido debatido durante largo tiempo. 

En este trabajo demostramos que las células p son sensibles a la acción del NGF sobre 

su morfología. Esta sensibilidad también es compartida por las células derivadas del neuroecto

dermo; aunque el NGF puede ejercer sus efectos sobre células que no se originan del ectodermo, 

estos efectos nunca son a nivel de la morfología; por esto, los efectos del NGF sobre la 

morfología de las células P al NGF se pueden considerar como una característica más que 

comparten las células P y las células neuroectodérmicas. A pesar de que esto no es un marcador 

definitivo de origen embrionario, los datos obtenidos en este trabajo podrían ser una evidencia 

más a favor del origen neuroectodérmico. 

~ 
Román Vida! Tarnayo Ramírez 

TESISTA 

Vo. Bo. 

µ~~L. 
Dra. Marcia Hiriart Urdanivia 

Directora de tesis. 
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..., Z. CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR NGF Y dbAMPc EN CELULAS 

'I FETALES. 

En los cultivos testigo de células 13 de fetos de rata de 18 días de gestación se observó 

que el 2.48% de las células extendían procesos neurfticos, con una longitud promedio de 36.67 

µm. En éstas condiciones de cultivo, las células p fetales, al igual que las de adulto, mantienen 

una forma redonda y en ocasiones se encuentran formando pequeños acúmulos. 

Cuando las células 13 fetales fueron cultivadas en presencia de dbAMPc se observó un 

aumento significativo (p<0.05) en el porcentaje de células que presentaban neuritas, que alcanzó 

el 30.51%; y al igual que en las células de adulto, el dbAMPc no indujo ningún cambio en Ja 

longitud de Jos procesos, que solamente midieron 28.07 µm en promedio. 

Al contrario de lo observado en los cultivos de células 13 de adulto, el tratamiento con 

NGF 7S si indujo el crecimiento de neuritas en células p fetales, ya que se observó un aumento 

significativo (p<0.01) en el porcentaje de células que extendieron procesos, que representaron 

29.03 % del total de células 13 fetales presentes en los cultivos. Sin embargo, este aumento no 

se vió acompañado por un aumento en la longitud promedio de las neuritas, pese a que aumentó 

a 50.79 µm, lo cual no fue estadísticamente significativo. 

Al igual que en las células de adulto, Jos cambios morfológicos más drásticos se 

observaron cuando las células fetales fueron cultivadas en presencia de NGF y dbAMPc, ya que 

el porcentaje de células neurogenizadas aumento hasta 51.49%, pero al contrarío de las células 

de adulto, la longitud de los procesos no registró un aumento estadísticamente significativo, pues 

solamente alcanzó 42.05 µm en promedio. 

En la tabla III se pueden comparar los efectos del NGF y el dbAMPc sobre la diferencia

ción morfológica de las células 13 de adulto y fetales. Como el objetivo principal de este trabajo, 

que es evaluar los efectos del NGF y del dbAMPc sobre la morfología de las células 13, se 

cumple para las células con los datos obtenidos con el NGF 7S, no se muestran los resultados 

obtenidos con la fracción 2.SS, pues todavía son preliminares . 

. ....,. 
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% DE CELULAS LONGITUD DE 
TRATAMIENTO CON PROCESOS LOS PROCESOS (µ) 

CELULAS ADULTO 

TESTIGO 3.69 ± 0.41 46.27 ± 1.36 

dbAMPc 18.80 ± 3.36** 61.21 ± 0.47 

NGF7S 5.23 ± 0.87 50.79 ± 1.36 

NGF 2.5S 26.15 ± 2.23** 57.88 ± 0.66 

NGF 7S + dbAMPc 50.21 ± 8.79** 69.23 ± 0.31* 

NGF 2.5S + dbAMPc 42.96 ± 3.49** 100.74 ± 1.21** 

CELULAS FETALES 

TESTIGO 2.48 ± 1.55 36.67 ±8.46 

dbAMPc 30.51 ± 7.70* 28.07 ± 0.41 

NGF7S 29.03 ± 3.07** 50.79 ± 0.67 

NGF 7S + dbAMPc 51.49 ± 11.51 ** 42.05 ± 0.26 

TABLA Ill. EFECTOS DEL NGF Y DEL dbAMPc SOBRE LA MORFOI,OGIA DE 
LAS CELULAS ll. 
Los efectos del NGF y el dbAMPc sobre el porcentaje de células ll neurogenizadas 
y la longitud de las neuritas se resumen en esta tabla. Todos los datos se muestran 
como la media ± ESM. Los asteriscos denotan la significancia estadística según la 
prueba ANOVA: * p< 0.05 ** p< 0.01 

El número de cultivos distintos (n) para cada grupo fue el siguiente: 
Grupo testigo adultas, n=8; dhAMPc, n=8; NGF ?S, n=S; NGF 2.SS, n=3; NGF ?S + dbAMPc, n=S; 
NGF 2.SS + dbAMPc, n:-.1¡ Grupo testigo fetales, n=4; dbAMPc, n=4; NGF ?S, n=4; NGF 7S + 
dhAMPc, n=4. En promedio se contabilizaron 112 células ~ por cada cultivo de adulto y 82 células 
~ por cada cultivo de fetales (ver Material y Métodos). 
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3. SITIOS DE UNION A NGF 2.SS EN CELULAS j3 DE ADULTO. 

Los efectos del NGF sobre la diferenciación morfológica de las células j3 podrían deberse 

a la acción del factor de crecimiento sobre algún tipo celular distinto de las células ¡3, que 

indirectamente modificara la morfología de las células ¡3, ya que en los cultivos siempre se 

encontraron diversos tipos celulares, células a, fibroblastos, porque se cultivan células disociadas 

de los islotes pancreáticos (ver Material y Métodos), y cada uno de ellos está conformado por 

distintos 'tipos celulares. 

Para discernir entre el efecto indirecto y la acción directa del NGF sobre las células j3 se 

utilizó la inmunofiuorescencia (IF) contra NGF 2.5S para encontrar posibles sitios de unión a 

NGF en las células ¡3. 

Se observó que el 94.11 % de las células j3 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 J3 de adulto cultivadas con NGF 2.5S, el 92.83% que desarrollaron los procesos también 

eran positivas a IF contra NGF 2.SS, como se ve en la figura 14. 

Por otra parte, como se ve en la tabla IV, sólo el 6.05% de las células J3 que carecían de 

procesos neuríticos en los cultivos tratados con NGF 2.5S también mostraban sitios de unión a 

NGF positivos por JF contra NGF 2.5S. En los cultivos de células J3 de adulto tratadas con NGF 

2.SS y dbAMPc solamente el 5.95% de las células que no extendieron los procesos eran positivas 

a IF contra NGF 2.SS. 

Al parecer este sitio de unión a NGF no.es el receptor a NGF de baja afinidad, p75º8rr, 

ya que se realizó la JF contra esta proteína, utilizando un anticuerpo monoclonal murino, la cual 

fue negativa en 10 cultivos diferentes (120 células j3 por cultivo, en promedio), y bajo todas las 

condiciones de cultivo. 
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TRATAMIENTO % CELULAS CON % CELULAS SIN 

NGF 

NGF +dbAMPc 

PROCESOS POSITIVAS PROCESOS POSITIVAS 

92.83 ± 1.48 

94.11±0.89 

6.05 ± 0.68 

5.95 ± 0.64 

TABLA IV. SITIOS DE UNION A NGF EN CELULAS p. 
Las células p adultas presentan al menos un sitio de unión a NGF 2.Ss, positivo por 
lnmunotluorescencia. (n=6 culllvos distintos, con 115 células p por cultivo). 
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FIGURA 14. SITIOS DE UNION A NGF EN LAS CELULAS p. 
La inmunotluorescencia contra NGF 2.SS revela sitios de uni6n a este expresados por las células p 
de adulto:-EI pánel superior muestra un campo fotografiado con luz visihle, mientras que el pánel 
inferior muestra el mismo campo fotografiado 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 ¡3 DE ADULTO. 

Por medio de la IF y de la inmunocitoquímica (IC), también se evaluó la participación 

de cuatro distintos marcadores de la función celular, en el desarrollo de las neuritas de células 

13 de adulto, inducidas por NGF y/o dbAMPc; como se ve en la tabla V. La presencia de estos 

marcadores, tubulina 13, proteína Tau, GABA e insulina, en las neuritas de las células 13, también 

sería un indicativo de la participación activa del citoesqueleto, y la maquinaria celular de la 

célula 13 en el crecimiento de los procesos neuríticos. 

Así, el 91.93% de las células 13 de adulto que desarrollaron neuritas al ser cultivadas en 

presencia de NGF 2.5S o NGF 2.5S y dbAMPc fueron positivas a IF contra tubulina 13. Además 

de contener tubulina 13; los procesos neuríticos de las células 13 de adulto, inducidos por estos dos 

tratamientos, también presentaban proteína Tau; ya que 92.88% de las células que extendieron 

neuritas eran positivas a IF contra la proteína 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 13. Es importante aclarar que estos dos 

marcadores, también están presentes en las células 13 que no extendieron procesos, aunque no se 

puede saber sf existen en la misma proporción, que en las células 13 con neuritas; ya que nuestro 

equipo de IF nos impide hacer mediciones cuantitativas. 

Por otra parte, los cambios morfológicos sufridos por las células 13 no impidieron la 

síntesis de dos moléculas características de la actividad fisiológica de las células 13: el GABA y 

la insulina, porque 95.41 % de las células 13 de adulto, que extendieron neuritas al ser tratadas con 

NGF 2.5S o NGF 2.5S y dbAMPc, fueron positivas a IF contra 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 y 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 13 que sí extendieron los 

procesos, como se puede ver en las figuras 10, 11, 12 y 13 para el caso de la insulina, y la figura 

17 para el GABA. 
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ANTIGENO 

P·TUBULINA 

PROTEINA TAU 

GABA 

INSULINA 

% PROCESOS POSITIVOS 

91.93 ± 0.30 

92.88 ± 0.47 

94.31±0.42 

91.87 ± 0.71 

TABLA V. ANTIGENOS PRESENTES EN LAS NEURITAS DE LAS CELULAS p 
Cuatro diferentes antígenos marcadores de la fisiología celular se encuentran en las 
neuritas de las células p adultas. (Tubullna, n=lO; proteína Tau, n=6; GABA, n=3; 
Insulina, n=3. En promedio, en los cultivos procesados para IF se contabilizaron 98 
células P> 
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FIGURA 15. PRESENCIA DE TUllULINA B EN LAS NEURITAS DE LAS CELULAS B. 
La inmunolluorescencia contra tubulina B revela la presencia de esta proteína en las neuritas de las 
células B de adulto. El piíncl superior muestra un campo fotografiado con luz visible, mientras que 
en el pánel inferior se aprecia el campo enmarcado fotografiado con luz a 450·490 nm. El campo 
de fluorescencia presenta un área menor debido al cierre del düú'ragma, necesario para no velar la fotografía, 
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FIGURA 16. PRESENCIA DE PROTEINA T1W EN LAS NEURITAS DE LAS CELULAS 13. 
La inmunotluorescencia contra proteína Tau revela la presencia de este antígeno en las neuritas de 
las células 13 de adulto. El pánel superior muestra un campo fotografiado con luz visible, mientras 
que el pánel inferior muestra el mismo campo fotografiado con luz a 450-490 nm (200 X). 
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FIGURA 17. REDISTRIBUCION DEL GABA EN LAS CELULAS p. 
La inmunolluorescenda contra GABA revela la presencia de este rreurotransmisor en los cuerpos 
celulares y en las neuritas de las células p de adulto. El pánel superior muestra un campo 
fotografiado con luz visihle (200 X), mientras que el pánel inferior muestra el mismn campo 
l"otograliado con luz a 450-490 nm. 
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" ... To bleed tile lyric for tilis song, 
to write tile riles to right my wrongs; 
an epitaph to a broken dream, 
to exorcise this silent scream, 
a scream tliat's born from sorrow ... " 

- Fish (Marillion). Script far a jesler's tear. 

V. DISCUSION 

Pese a que existen varias evidencias a favor del origen endodérmico de las células ~ 

pancreáticas 44
•
67

; éstas expresan una gran cantidad de marcadores celulares, tanto funcionales 

como morfológicos, propios de las células provenientes del neuroectodermo. 

En este trabajo se ha demostrado que la diferenciación morfológica de las células ~ es 

sensible al NGF y al dbAMPc. Cuando son cultivadas en presencia de estos factores neurotrófi

cos, la morfología de las células ~ cambia drásticamente, y pasan de ser unas células pequeñas 

y de forma redonda, hacia un tipo celular de apariencia neuronal, con procesos neuáticos de 

longitud y ramificaciones variables. 

La extensión de estas neuritas no depende de la edad celular, porque tanto las células ~ 

fetales como las de adulto, 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 más sensibles a los factores 

del medio que modifiquen su compromiso de diferenciación. 

Los cambios morfológicos observados en las células ~ de adulto indican que ellas aún 

conservan la plasticidad que les permite adoptar formas muy diversas, en respuesta a las 

condiciones que las rodean; sin embargo, la plasticidad morfológica de las células adultas no es 

enteramente igual a la plasticidad de las células fetales, cuando menos en lo que se refiere a la 

acción ejercida por el NGF. Mientras que el porcentaje de células ~ fetales que extendió las 

neuritas, aumentó considerablemente cuando fueron tratadas con la fracción 7S del NGF, el 

porcentaje de células de adulto no varió en presencia de este factor; por lo que fue necesario 

exponerlas a la fracción 2.SS del NGF. Esto significa, de hecho, aumentar la concentración de 

NGF activo en el medio de cultivo; ya que la fracción 2.SS representa en más del 90% la 
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subunidad f3 del NGF, que es la responsable de los efectos biológicos de este factor de 

crecimiento 7
• 

Tal vez las diferencias en la plasticidad de las células fetales y las de adulto, reflejen 

distintas capacidades de respuesta, que podrían deberse, por un lado, a una menor expresión de 

receptores a NFG en las células de adulto, lo que haría necesario exponer a estas células a una 

concentración mayor de NGF; aunque no se puede descartar una capacidad mayor de las células 

fetales para convertir el NGF 7S en la subunidad activa f3. Este proceso parece deberse a una 

proteólisis enzimática 47
, pese a que la "convertasa" de NGF no ha podido identificarse, por lo 

que el proceso de "activación" del NGF no es claro. Esto no impide pensar que existan 

diferencias en la expresión de la actividad de convertasa de NGF, entre las células f3 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 morfología. Esta propensión de las células f3 fetales podría ser causada 

por la existencia de un citoesqueleto menos estable y con mayor capacidad de respuesta. Una 

evidencia a favor de esto último, es la expresión de proteínas del citoesqueleto que son 

consideradas propias del axón, como la periferina, en primordios de páncreas de fetos de ratón; 

porque estas mismas proteínas no se expresan en los páncreas de los adultos 24
• 

La falta de respuesta de las células de adulto al NGF 7S se puede revertir con la 

aplicación concomitante de dbAMPc, lo que facilita la acción del factor de crecimiento; porque 

los cambios en la morfología de las células f3 de adulto son más 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 morfológica de las células f3 de 

adulto, con lo que se asemejaría más a la plasticidad de las células fetales; porque no existen 

diferencias entre las células de las dos edades cuando son tratadas con los dos factores 

simultáneamente. 

El efecto sinérgico entre el dbAMPc y el NGF podría deberse a la acción reguladora del 

dbAMPc sobre los mecanismos celulares involucrados en el crecimiento de las neuritas. Esta 

regulación podría ser a niveles de expresión génica, tanto de transcripción como de traducción; 

aunque también podrían existir acciones moduladoras al nivel de la regulación postraduccional, 
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lo que incluiría modificaciones covalentes como la fosforilación de proteínas. Al menos, la 

posibilidad de un efecto del dbAMPc sobre la expresión de proteínas involucradas en el 

crecimiento de las neuritas se ve apoyada por la evidencia experimental; ya que el AMPc induce 

la traducción de tubulina en las células 13 69
, y esta proteína participa en el desarrollo de los 

procesos de éstas células, porque sus neuritas expresan tubulina 13, como se demuestra en este 

trabajo. 

El efecto sinérgico observado entre el dbAMPc y el NGF sugiere que estos factores actúan 

sobre distintos mecanismo de diferenciación celular, como ocurre en otros tipos celulares, por 

ejemplo, la lfnea PC12 33
• Esta proposición se ve reforzada por las diferentes morfologías que 

adquieren las células 13 en presencia de las dos moléculas por separado: el dbAMPc induce que, 

en la mayoría de las células, aumente el diámetro perinuclear, y que las células adquieran una 

forma aplanada y estrellada. Estos cambios pueden sugerir alguna modificación en la adhesividad 

celular al sustrato, además de las modificaciones al citoesqueleto. Por esto, se deberá evaluar el 

efecto del dbAMPc sobre la expresión de moléculas de adhesión celular. 

El NGF, por su parte, podría 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 podría inducir cambios en la fisiología de la célula 13, como lo 

demuestran otros datos obtenidos en el laboratorio, en done.le se observa un aumento en la 

densidad de las corrientes macroscópicas de sodio de las células 13 74
• 

Para entender más el efecto sinérgico entre el NGF y el dbAMPc, se deberá estudiar como 

varía el crecimiento de los procesos durante el tiempo; porque en otros sistemas celulares, el 

AMPc induce que el crecimiento de las neuritas sea más rápido 30
, por lo que los resultados de 

cinética de crecimiento podrían aclarar las distintas acciones de los dos factores. 

Pese a que Jos cambios morfológicos promovidos por Jos dos factores son evidentes, no 

todas las células 13 presentes en los cultivos extendieron neuritas, como se ve en la tabla III. El 

mayor porcentaje observado e.le células 13 con neuritas fue alrededor de 50%, tanto en células 

fetales como en las adultas, y fue inducido por el tratamiento simultáneo con dbAMPc y NGF 

(cualquiera de las dos fracciones). Esto podría indicar la existencia de dos poblaciones de células 

13: una población estaría representada por las células que tienen la capacidad de responder a los 

dos factores y modificar su morfología, y la otra sería representada por las células incapaces de 
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desarrollar los procesos. Si éstas poblaciones celulares están definidas por diferencias fenotípicas 

o genotípicas, o si son un artificio de las condiciones de cultivo, deberá ser evaluado en el futuro. 

Una parte de la respuesta a la interrogante anterior se obtuvo a lo largo de este trabajo; 

porque se encontró que solamente las células ~ que extienden los procesos, expresan un sitio de 

unión a NGF, lo que podría indicar la expresión de un receptor a este factor de crecimiento. 

Este receptor fue positivo a la inmunoíluorescencia contra NGF 2.5S, y el único tipo 

celular que lo expresaba fueron las células ~. aunque en forma diferencial. El 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 ~. que expresan plasticidades morfológicas distintas, las cuales podrían 

deberse a características fenotípicas o genotípicas diferentes. 

Aparentemente, el sitio de unión a NGF en las células ~ no es el receptor de baja afinidad 

(p75N°FR), porque al utilizar un anticuerpo monoclonal contra esta proteína en la inmunoíluores

cencia, todas las células fueron negativas, tanto en el grupo testigo como· en los grupos tratados 

con NGF y/o dbAMPc. Este resultado deberá validarse experimentalmente para comprobar la 

eficacia del anticuerpo monoclonal, y se deberá realizar la IF en un tipo celular que sí exprese 

el p75N°FR, como las células PC12. 

Para comprobar que existan subpoblaciones de células ~ con diferentes expresiones de 

receptores del NGF, será necesario identificar el tipo de receptor de NGF presente en estas 

células; para esto, será de utilidad hacer experimentos para correlacionar la dosis del NGF 

utilizada con los efectos sobre la morfología. Estos resultados podrían indicar el rango en que 

se encuentra la constante de afinidad de este receptor, lo que serviría de base para intentar 

caracterizar el receptor farmacológicamente, y posteriormente, con la utilización de técnicas de 

biología molecular, como el Northern blot, se podría saber con certitud que subtipo de receptor 

a NGF es el que expresan las células ~. 

La caracterización del receptor a NGF servirá para comprobar si las diferentes 

subpoblaciones de células ~ están determinadas por diferencias genéticas; porque de ser así, la 

existencia de dos poblaciones de células ~ sugeriría un origen embrionario mixto para las células 

~. aún cuando las dos subpoblaciones provinieran de la misma capa germinal. Dentro de este 

marco, una subpoblación de células ~ estaría comprometida ontogénicamente a mantener una 
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plasticidad mofológica y funcional; mientras que la otra estaría comprometida a conservar una 

morfología única e invariable; sin embargo, no se puede descartar que las diferencias entre una 

población de células 13 y otra fueran causadas por las condiciones de cultivo o por los efectos del 

NGF y/o del dbAMPc sobre las células 13. 

Existen evidencias que hacen pensar que estas subpoblaciones de células 13 no son un 

artificio experimental; por ejemplo, los trabajos realizados en líneas celulares obtenidas de 

insulínoma de rata (R1N5F) y ratón ({3TC3), también sugieren la existencia de dos poblaciones 

de células 13 con diferentes sensibilidades al NGF. La población sensible estaría representada por 

las células R1N5F, que extienden procesos al ser tratadas con NGF (100 ng/ml); por otra parte, 

las células 13TC3 representarían una población no sensible a NGF, porque esta línea celular no 

extiende los procesos bajo las mismas condiciones de cultivo. La conclusión a la que llegan los 

autores es que las diferencias observadas entre las dos líneas celulares se deben a que cada línea 

representa un estadio de diferenciación y maduración distinto; así, la línea RIN5F correspondería 

a un grupo celular fetal; y la línea 13TC3 a un grupo de células de adulto 70
• Sin embargo, como 

se demuestra en este trabajo, la edad celular no influye en la capacidad de las células 13 a cambiar 

su morfología en respuesta al NGF, por lo que es posible explicar estos datos pensando en dos 

subpoblaciones de células 13. 

Las diferencias a nivel de los cambios morfológicos no son el único indicativo de la 

existencia de subpoblaciones de heterogéneas de células 13; porque existen también poblaciones 

de células f3 que difieren en la expresión de marcadores bioquímicos. Un ejemplo de éstas son 

las poblaciones que mantienen diferentes relaciones entre las concentraciones de NADP y 

NADPH ([NADP]/[NADPH]). Estas subpoblaciones pueden ser separadas entre sí por medio de 

un clasificador de células activado por fluorescencia 40 (FACS). 

Las diferencias bioquímicas parecen correlacionar también con diferencias a nivel 

funcional, porque se ha propuesto que existen al menos tres subpoblaciones funcionales de células 

13, que se diferencian entre sí por la tasa de insulina secretada 32
• Todas estas evidencias de la 

heterogeneidad de las células 13 se podrían correlacionar entre sí, pensando en una determinación 

genética y ontogénica para cada subpoblación. Por esto es muy importante identificar la 

existencia in vivo de las poblaciones de células ~ que expresan y que no expresan el receptor a 
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NGF, porque éste sería un marcador que se podría utilizar para separar cada subpoblaci6n, y con 

esto intentar correlacionar esta diferencia con las demás. 

El hecho de que el NGF y el dbAMPc promuevan el crecimiento de los procesos de las 

células 13 concuerda con lo que se ha observado en otros sistemas celulares 87
, en donde el 

citoesqueleto juega un papel mµy importante en el desarrollo de las neuritas 22
• Estas 

observaciones hicieron importante conocer la participación del citoesqueleto de las células 13 en 

la formación de sus ¡Jrocesos, y por esto se evaluó la presencia de microtúbulos en las neuritas. 

Los experimentos con inmunofluorescencia demuestran que los procesos de las células 

13 expresan tubulina ¡3, que es uno de los monómeros formadores de microtúbulos. Esto podría 

indicar que el proceso de consolidación de estas neuritas es parecido al proceso observado en 

otros sistemas celulares 57
• Esta idea es apoyada por los datos de IF conu·a la proteína Tau, que 

también demuestran que ésta se encuentra en los procesos de las células ¡3, al igual que en otros 

tipos celulares derivados del neuroectodermo, donde la proteína Tau entrelaza varios haces de 

microtúbulos y los hace más compactos y resistentes 22
; al parecer, esta proteína no se expresa 

en ningún tipo celular que no provenga del neuroectodermo 22• 

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

células 13, como lo son la proteína Tau y los neurofilamentos de 160 kDa 80
, sugiere que su 

mecanismo de crecimiento es muy parecido al de las neuritas de otros tipos celulares; sin 

embargo, se deberá comprobar la presencia de conos de crecimiento y de sitios de polimerización 

dinámica de actina en las células ¡3, porque este es ~l mecanismo básico de crecimiento de los 

procesos de las células derivadas del neuroectodermo 57
• 

La expresión de tubulina en las neuritas de las células ¡3 no sólo explicaría 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 gránulos de secreción de insulina 52 como las 

microvesículas de GABA 73
, se transportan a lo largo de microtúbulos. La redistribución de las 

microvesículas de GABA hacia los procesos, podría sugerir un papel funcional, como regulador 

paracrino, para este neurotransmisor en las células 13, lo que hasta ahora no ha podido ser 

comprobado 73
; aunque se ha sospechado por la expresión de receptores a este neurotransmisor 

en las células del islote pancreático 73
• 
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La presencia de insulina en las neuritas de las células p también prueba que las células 

continúan sintetizando esta hormona, lo que podría indicar que los cambios morfológicos no 

influyen en la función natural de las células p. Esto se ve reforzado por otros trabajos 

desarrollados en el laboratorio, donde se estudió la secreción de insulina en células tratadas con 

NGF 75
; los datos obtenidos demuestran que el tratamiento con NGF no afecta la capacidad de 

secretar insulina en las células p; más aún, este tratamiento mantiene la capacidad de las células 

p para responder a aumentos en la concentración de glucosa extracelular con aumentos en la 

secreción de insulina. 

La sensibilidad de las células P al NGF hacen pensar que esta molécula sea un factor 

trófico para las células del islote pancreático, lo que abre nuevas perspectivas para el estudio de 

la ontogenia de las células que lo conforman, aún cuando no provinieran de la cresta neural "º; 
porque es plausible pensar en una migración de las células del islote hacia el primordio 

pancreático, que podría ser dirigida por el NGF, al actuar como quimioatractante. 

Esta migración se puede suponer de las observaciones realizadas en los páncreas en 

desarrollo, donde es imposible observar células endocrinas en división pese a que aumentan en 

número 65
; aunque este aumento se le ha achacado a la transdiferenciación de células exocrinas 

en endocrinas, nunca se ha podido comprobar esta teoría 65
• 

· Si las células p migran des?e un lugar distinto al originario del tejido acinar, se 

necesitaría una a molécula que las dirigiera hacia su destino, y el NGF es un buen candidato para 

ser ese factor trópico, porque esa es una de sus funciones normales 8
, además de que durante el 

desarrollo del intestino delgado en la rata, las fibras nerviosas que lo inervan producen una gran 

cantidad de NGF 14
• 

La función del NGF como quimioatractante de las células p se deberá evaluar en un 

futuro cercano; ya que la extensión de las neuritas, además de la simple plasticidad morfológica, 

pudiera indicar el movimiento y migración de las células p. La migración también implicaría la 

participación de la matriz extracelular; al menos uno de sus componentes, la laminina, promueve 

el desarrollo de procesos la lfnea celular RIN5F 70
• 

Otro aspecto que deberá estudiarse, es el papel que juegan en la extensión de los procesos 

de las células p otros componentes de la matriz extracelular, como la fibronectina y la 

vitronectina. Aunado a ésto, también se deberá evaluar la expresión de moléculas adhesión a 
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matriz en la membrana plasmática de las células ~; porque estos datos podrían aclarar el probable 

proceso de migración de las células endocrinas hacia el primordio pancreático. 

Esta migración también se podrá estudiar realizando experimentos histológicos con 

embriones en diferentes estadios de desarrollo; en ellos se podrá seguir por inmunocitoqufmica 

la aparición de células que expresen insulina y receptores a NGF, por lo que la identificación del 

receptor presente en las células ~ también será necesaria para este trabajo experimental. 

La identificación del receptor del NGF también permitirá evaluar otro aspecto del efecto 

sinérgico entre el NGF y el dbAMPc; porque se sabe que el AMPc induce la transcripción del 

mensajero del receptor a NGF 3, y si existe este mismo efecto en las células ~. se podría contaría 

con otra explicación para la acción sinérgica entre los dos factores tróficos. 

La sensibilidad al NGF no es un marcador definitivo de origen neuroectodérmico 47, y en 

ese sentido, los datos presentados en este trabajo no comprueban que las células ~ tengan este 

origen; sin embargo, las células ~ representarían el primer tipo celular que no se· origina del 

neuroectodermo y donde el NGF induce cambios en la diferenciación morfológica 47
, por lo que 

este factor de crecimiento tendría efectos pleiotrópicos muy distintos a los reportados hasta ahora, 

ya que ejercería su acción neurotrófica sobre tipos celulares de ontogenias muy distintas, tanto 

en células originarias del ectodermo como en las derivadas del endodermo. Aún así, el hecho de 

que el NGF modifique la diferenciación de las células ~ hacia un tipo celular de apariencia 

neuronal, que extiende procesos neuríticos y con una actividad eléctrica mayor 14, abre amplias 

perspectivas en el campo de estudio de la célula ~ pancreática. 
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" ... IVell, it seemed to be a song for yo11; 
the one l wanted to write for you. 
lavender's b/11e, dil/y, dil/y, lavender's green; 
wlten l am king, dilly, di//y, yo11 ivi/l be queen. 
lavender's green, dilly. dilly, /avender's b/11e; 
wlten Yo11 /ove me, di//y, dilly, l wil/ /ove yo11 ... " 

- Fish (MariUion). Misp/aced childl10od. 

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 crecimiento de procesos neuríticos en las 

células f3 pancreáticas de rata. 

b) El crecimiento de estas neuritas no depende de la edad celular, ya que tanto las 

células f3 obtenidas de fetos, como las obtenidas de adultos juveniles, son capaces 

de extender las neuritas en respuesta al estímulo de estos factores. 

c) 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 máximo cuando las células f3 son cultivadas en 

presencia de los dos factores simultáneamente y, al menos en las células de adulto, 

los procesos son de mayor longitud. 

d) Las células p de adulto expresan, al me.nos, un sitio de unión al NGF 2.5S. 

e) Las neuritas de las células p están formadas. en parte, por microtúbulos; ya que 

expresan tubu!ina (3. Estos microtúbulos podrían estar estabilizados por la proteína 

Tau, porque ésta también se encuentra en los procesos neurfticos de las células (3. 

f) Los cambios morfológicos no influyen en la función de las células p; ya que 

éstas siguen sintetizando insulina y GABA, que son dos moléculas características 

de las células f3 in vivo. 
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g) Los microtúbulos presentes en las neuritas de las células p son activos y 

funcionales, en lo que se refiere al transporte de vesículas de secreción, porque 

tanto la insulina como el GASA se distribuyen a lo largo de los procesos 

neuríticos. 

El estudio del crecimiento de las neuritas en las células p no puede declararse completo. 

Aunque en la disertación anterior se mencionan algunas de las perspectivas para este proyecto, 

se debe hacer énfasis en aquellas, que por la necesidad o factibilidad de realización inmediata 

son importantes: 

lº.- Se deberán estudiar los efectos de la concentración del NGF sobre Ja 

morfología celular. El contar con los datos de la relación dosis respuesta entre el 

NGF y el crecimiento de neuritas, permitirá entender más las diferencias 

observadas entre las dos fracciones del NGF en las células de adulto, al igual que 

las observadas entre las células de las dos edades; porque estos resultados podrían 

indicar si las diferencias observadas se deben nada más a la concentración del 

factor de crecimiento, o si se deben a alguna diferencia inherente a las fracciones. 

2º.- Se deberá estudiar el efecto. del NGF 2.5S sobre la morfología de las células 

fetales; porque es importante conocer el efecto de esta fracción del NGF sobre la 

morfología de las células fetales. Esto nos aportaría más información sobre las 

diferencias entre las dos fracciones del factor de crecimiento. 

3º.- Otro aspecto que se deberá evaluar es la cinética de crecimiemo de los 

procesos, porque ésto permitirá entender mejor el efecto sinérgico entre el 

dbAMPc y el NGF en las células p. 
4º.- Por último, se deberá evaluar el papel del citoesqueleto en el crecimiento de 

los procesos de !ns células p. Los datos aportados por el presente trabajo, 

demuestran que estos procesos están formados por microtúbulos, mismos que en 
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otras células participan en la consolidación de las neuritas, y .>ólo indirectamente 

en su crecimiento; por ello, es importante evaluar el papel de los microfilamentos 

de actina, que son los responsables directos del crecimiento de las neuritas. Esto 

se podrá llevar a cabo con la utilización de fánnacos que inhiban la polimeriza

ción de actina, tales como la citocalasina B. Los resultados podrían indicar si el 

mecanismo de crecimiento de los procesos en las células ~ es idéntico al 

mecanismo observado en otros tipos celulares. 

"IN OTIN IHUAN IN TONALTIN N/CAN IZOQUINCA" 
( Aq11f tenninan los caminos y los dfas J 
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Al menos 11na parte de ellos. 

- Proverbio nábu.1U ciiado por Gary 
Jcnnings en Aztec y rcfrascado por mf. 
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Acino: Cualesquiera de los lóbulos (dilataciones 
sacciformes) de una glándula compuesta". 
Anticuerpo: Protefna sintetizada por los linfocitos B 
del sistema inmune, cuya función es reconocer y 
unirse a una región determinada de una molécula 
especifica (ver antígeno). 
Anticuerpo monoclonal: Anticuerpo sintetizado por 
un tipo único de linfocito B, y que no varia nunca en 
su composición de aminoácidos ni en su especificidad 
y afinidad por un antígeno. 
Antígeno: Molécula capaz de inducir una respues~1 
del sistema inmune; tanto en forma de anticuerpos, 
como en forma de células citotóxicas. 
Cápsula de Valer: Sitio donde el conducto pancreáti
co se conec~1 con el intestino delgado 93

• 

Citoclnesis: Proceso de bipartición de células. Por lo 
regular ocurre al final de un ciclo de división celular. 
Cltoe.<queleto: Red de protefnas fibrilares presentes 
en el citoplasma de una célula. El cilocsqueleto y la 
matriz extracelular son los responsables de la 
moñologfa de cada tipo celular. 
Clonación: Identificación, aislanüento y reproducción 
de una copia de un gene determinado. El último 
proceso por lo regular ocurre en un tipo celular 
distinto del que se obtuvo la primera copia del gene. 
Coeficiente de sedimentación (S): Tasa a la que se 
sedimenta una molécula en un gradiente de centrifu
gación. 
Cresta neurnl: Estructura embrionaria derivada del 
ectodenno, que se encuentra adyacente al tubo neural, 
fuera del epitelio fonnado por este e incrustada en el 
mesodermo. Origina a varias células del sistema 
neivioso periférico y n las células de la médula 
adrenal, entre otros tipos celulares 27

• 

Cromafines, células: Células de la médula adrenal, 
que secretan adrenalina. Reciben su nombre por la 
afinidad a las lindones con sales de cromo ". 
Cultivo primario: Obtener y lograr la supetvivencia 
de células obtenidas direc~1mente de un organismo 
(animal o vege~"!I) in vitro. 
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"Negro por fi1era; verde por dentro, 
y con 11n '111eso de aguacate en el centro. 
¿Qué podrd ser?. " 

- Adivinanza infantil, muy útil 
en analogías absurdas. 

VII. GLOSARIO 

Despolarización: Reducción o inversión de la difere
ncia de potencial en la membrana plasmática. 
Diferenciación: Generación de diversidad, tanto 
moñológica como funcional, en las células de un 
organismo 27

• 

Divertículo: Apéndice hueco, en forma de bolsa o 
saco de una cavidad o tubo principal ". 
Endocrino: Designación de los órganos, glándulas o 
células de secreción interna"· 
Exocrino: Designación de los órganos, glándulas o 
células de secreción externa 93 • 

Exógeno: Que se origina en el exterior de un orga
nismo. 
Expresión: Presencia o síntesis de una molécula. 
Factor de crecimiento: Molécula que induce el 
crecimiento o la proliferación de un tipo celular. 
Factor trófico: Molécula que promueve la sobrevi
vencia de un tipo celular, o bien induce cambios en 
su moñologfa o fisiología. 
Figura mitólica: Dícese de las células en cuyos 
núcleos se pueden apreciar cromosomas melafásicos 
(condensados)". 
Gránulo de zirnógeno: Gránulo de secreción presente 
en las células acinares del páncreas, que almacena 
precursores de las enzimas digestivas y que es teftido 
por colorantes ácidos "· 
Gránulo endocrino: Gránulo tfo secreción presente en 
las células endocrinas del páncreas. que almacena las 
honnonas características de cada una de estas células, 
y que es teílido por la !écnica de aldehído-fucsina"· 
Hihridización en Northern hlot: Técnica utilizada 
prua conocer la expresión de un RNA mensajero 
especffico. Los mensajeros son obtenidos de una 
célula. y corridos en un gel de agarosa; para después 
ser transferidos a una matriz rfgida, donde son ex
puestos a una sonda de DNA, complementaria al gene 
de interés. Para que exista apareamiento, las cadenas 
de los ácidos nucleicos deben ser desnaturalizadas. 
Lámina Basal: Matriz exlracelular especializada. 
que se encuentra en la base de los tejidos epiteliales. 



Línea celular: Población celular obtenida de un !ejido 
neoplásico que puede reproducirse indefinidamente. 
Lumen: Luz (espacio libre) de un vaso o conducto". 
Matriz extracelular: Red de protelnas fibrosas, 
depositadas en el exterior de una célula y que sirven 
de sustralo (sustento) para el crecimiento y/o movili
dad celular. Junto con el citoesquelelo, son responsa
bles de la morfología de un upo celular. 
Mesénqulma: Tejido conjunuvo embrionario que 
forma la mayor parte del mesodermo, y del curtl 
derivan los tejidos conjunuvos y los vasos sanguíneos 
y linfáticos 27

• 

Neoplásico: Tejido que prolifera fuera de control, de 
carácter canceroso. 
Neuritas: Procesos citoplásmicos presentes en las 
neuronas. Su principal caracterlsticas es que son muy 
estables a lo largo del tiempo; y que expresan prote
lnas de citocsqueleto especificas, como los neurofila
rnentos. 
Neuroectodermo: Porción del ectodenno embrionario 
que origina el sistema nervioso, tanto central (Placa y 
tubo neural), como el periférico (Cresta neural) 27 • 

Neurofilamentos: Filamentos intermedios del citoes
queleto, expresados por las neuronas. Principalmente 
se clasifican de acuerdo a su peso molecular. 
Neurotrófica.•, propiedades: Capacidad de un factor 
de inducir cambios que asemejan un tipo neuronal en 
varios upos celulares. Tan1bién se le llama a la 
capacidad de un factor de ejercer acciones tróficas 
sobre las neuronas (ver factor trófico). 
Oncogene: Se les ha Uantado as! a los genes que al 
estar mutados inducen la proliferación o transfonna
ción (crecimiento incontrolado, neoplasia) de una 
población celular. El gene originario, sin mutaciones 
se le ha llamado protoncogcne. 
Plasticidad: Capacidad de cambio. 
Pleiotróplco: Efectos múltiples de una molécula; ya 
sea que ejerza acciones a diferentes niveles de la 
fisiologla celular, o bien tenga efecto sobre tipos 
celulares muy variados. 
Postraducclonal: Modificaciones a una proteína 
después de que ha sido traducida por el ribosoma. 
Primordio: Rudimento. Estructura que dará origen a 
otra completamente desarrollada. (Yúrina, 1985) 
Proteólisls: Cortes sufridos por una cadena polipeptí
dica. Si son realizados por otra protelrn~ se les llama 
enzimáticos. 
Qulmloatractante: Molécula que induce el movimie
nto celular hacia ella. 
Ratón transgénico: Cepa murina, a la cual se Je 
introdujo un gene exógeno en el estadio de zigoto. 
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Sarcoma: Neoplasia derivada de un tejido originario 
del mesodermo. 
Sinérgico: Cooperación entre dos o más factores para 
inducir un efecto. 
Sistema APUD: También llamado neuroendocrino 
difuso. Esta teorla propone que el sistema endocrino 
es una tercera rama del sistema nervioso. 
Somlta: Protovértebra. Estructura del embrión que se 
encuentra en la región dorsal, derivado del meso
dermo y compuesto por dermatoma, miotoma y cscle
rotoma. Se utilizan como marcadores para delimitar 
estadio de desarrollo en embriones animales 27• 

Traducción: Fase de la slntesis de protelnas, en la 
que el código del RNA mensajero es traducido al 
código de las cadenas polipeptfdicas. Es llevada a 
cabo por los ribosomas. 
Transcripción: Fase de la síntesis de protelnas, en la 
que un gene codificado por el DNA es transcrito al 
código del RNA mensajero. 
Transdirerenciación: Dlcese del proceso en que una 
célula diferenciada adquiere caraclerfsticas propias de 
otro tipo celular de diferenciación disunta. 
Transducción de señales: Proceso mediante el cual 
un factor hidrosoluble transmite su seftal al interior de 
una célula. De este proceso es responsable el receptor 
del factor, al interactuar con los diferentes mecanis
mos de transducción. 
Trópico: Dlcese del factor que induce el crecimiento 
o movilidad de un tipo celular hacia él (ver qulmioa
traclante). 
Tubo neural: Rudimento del sistema nervioso central 
en el embrión ". 
Uniones comunicantes: Uniones intercelulares por las 
que son capaces de permear moléculas pcqueílas, 
como iones y aminoácidos. Es~1n formadas por 
protelnas llamadas conexinas, y son capaces de 
formar un poro en las membranas plasmáticas de 
células adyacenles. 
Voltaje transmembranal: Diferencia de potencial 
eléctrico establecida en la membrana plasmática de las 
células, y que se debe a las diferencia de las concen
traciones de los iones en los espacios ex1ra e intrace
lular. 
Zimógeno: Precursor de una enzima. 

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