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RESUMEN 

Después del nacimiento, los islotes pancreáticos de rata aún no han terminado 

su desarrollo morfológico y funcional. Es hasta el día posnatal 28 (P28) cuando 

la morfología de los islotes ya es muy parecida a la de la etapa adulta. Además, 

para este día, la célula β ya muestra una respuesta secretora de insulina al 

estimulo con glucosa alta (15.6 mM). Esta respuesta es requerida para la 

homeostasis de la glucosa del animal.  

 

Algunas estructuras de importancia en la arquitectura y función del islote son 

los vasos sanguíneos y las fibras del sistema nervioso autónomo. Sin embargo; 

los eventos ontogénicos que ocurren y los factores tróficos que participan en el 

desarrollo de la vasculatura e inervación simpática del islote no están bien 

conocidos aún. Se ha sugerido que el factor de crecimiento neuronal (NGF), 

participa en la morfogénesis del islote, además de tener un papel como factor  

neurotrópico y angiogénico en diferentes órganos y / o sistemas.  

 

Los islotes de un ratón transgénico para NGF específicamente en las células β 

pancreáticas, muestran una hiperinervación con fibras simpáticas.  En nuestro 

laboratorio, hemos demostrado que las células β adultas sintetizan y secretan 

NGF. Sin embargo, no conocíamos si esta secreción es desde la etapa fetal y 

si el NGF participa en la morfogénesis y el desarrollo de la inervación simpática 

y vasculatura del islote. 
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En este trabajo, analizamos el desarrollo de la vasculatura y la inervación 

simpática del islote de rata y correlacionamos estos eventos con la  secreción 

de NGF durante la ontogenia. Observamos que los vasos sanguíneos ingresan 

a los islotes en el periodo fetal, aparentemente seguido de las fibras 

simpáticas. La mayor cantidad de fibras simpáticas la observamos en el día 20 

posnatal (P20) y en la periferia de los islotes. Posteriormente, en la etapa 

adulta, la inervación en esta área disminuye y se distribuye en el área de 

células β.  

 

Las células insulares sintetizan y secretan NGF en mayor cantidad en las 

etapas fetal y neonatal que en la etapa adulta. Estas células insulares, las 

fibras simpáticas y los vasos sanguíneos; expresan el TrkA durante la todas las 

etapas estudiadas, lo que sugiere que responden a las señales del NGF. Estas 

últimas estructuras expresan NGF solo en las etapas tempranas del desarrollo.  

 

Para reforzar nuestros hallazgos, analizamos el desarrollo de la inervación 

simpática en los islotes de un ratón transgénico TH-GFP, el cual expresa la 

proteína verde fluorescente (GFP, green fluorescent protein) bajo el control del 

gen de TH. La inervación en este ratón ingresa al islote en el periodo posnatal, 

semejante a lo ocurrido en la rata.  

 

Lo anterior sugiere que el NGF puede participar en la guía de los vasos 

sanguíneos y la inervación simpática hacia el islote durante las etapas 

tempranas, así como en su desarrollo y mantenimiento en etapas tardías.  
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ABSTRACT 

After birth (early postnatal stage), pancreatic islets have not finished yet its 

morphological and physiological development. Until, 28 postnatal day (P28) the 

morphology of islets acquires a similar pattern respect to adulthood. Also, at 

that time, ß cells are capable to enhance its insulin secretion when they 

exposed to high glucose (15.6 mM glucose). This response is important to a 

successful glucose homeostasis in animals.  

 

The blood vessels and the fibers of the nervous autonomous system play an 

essential role in the architecture and function of pancreatic islets. Nevertheless, 

the ontogenic events and the trophic factors mediating the development of 

vasculature and sympathetic innervation are not well understood so far. It has 

been suggested that the nerve growth factor (NGF) participates in islet 

morphogenesis, and it has a role as neurotrophic and angiogenic factor in 

different organs and systems.  

 

Islets from a transgenic mouse which overexpressed NGF in ß cells, show an 

hyperinnervation of sympathetic fibers. We have previously shown that adult 

pancreatic ß cells produce and secrete NGF. Nevertheless, we did not know if 

that secretion begins since the later fetal stage and neither if NGF is involved in 

morphogenesis and development of islet vasculature and sympathethic 

innervation. 
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In this work, we analyzed the development of vasculature and the sympathethic 

innervation from islet rat and we correlated these events with NGF secretion 

during the ontogeny. We observed that vasculature is formed first in the fetal 

period, followed by the innervation of sympathetic fibers and finally, by the islet 

capsule. The higher number synaptic fibers are observed at 20 postnatal day 

and in the periphery of islets. Finally, during the adulthood, the innervation in 

this area are diminished and distributed among ß cell area. 

 

Islets cells synthesized and secrete higher amounts NGF in the fetal and early 

postnatal period. Moreover; at all stages studied, those cells and also the 

sympathetic fibers and blood vessels express TrkA receptor, which suggest the 

ability to respond to NGF signals. These last structures were NGF–

immunoreactive only at early stages (fetal and early postnatal stages). 

 

To reinforce our findings, we analyzed the development of sympathetic 

innervations in pancreatic islets from transgenic mice TH-GFP, which expresses 

the GFP under the control TH gene. The innervations in these mice arrived to 

the postnatal period, similar to what happened in rats. 

 

In conclusion, these morphological and functional data suggest that NGF could 

participate in the guide of blood vessels and of sympathetic innervation to the 

islet during the early stages, and thus, contributing to its development and 

maintenance in late stages. 
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INTRODUCCIÓN  

A) Morfología y fisiología del páncreas endocrino 

El páncreas es una glándula mixta que esta conformada por un componente 

exocrino y uno endocrino. El componente exocrino esta compuesto por las 

células acinares y las células de los conductos pancreáticos, en cambio el 

endocrino esta formado por los islotes pancreáticos.  

 

Los islotes son acúmulos de diferentes tipos de células endocrinas dentro de 

las que destacan las células α, que secretan glucagon; las β, insulina; las δ, 

somatostatina y la PP, polipéptido pancreático (Fig. 1). Estas células vierten su 

secreción al torrente sanguíneo y participan en diversas funciones fisiológicas, 

como es la homeostasis de la glucosa. En el páncreas adulto, los islotes 

pancreáticos están separados del tejido exocrino por una cápsula de colágena 

tipo IV (Fig. 1). Previo a este estudio, se desconocía cómo se desarrolla esta 

cápsula del islote de la rata. 

 

Los islotes pancreáticos varían considerablemente en tamaño (50 a 500 μm de 

diámetro) y en el número de células que los componen. Además, las células 

insulares en los roedores están organizadas espacialmente en el islote, las 

células β se distribuyen en la parte central del islote y constituyen del 60 a 80 % 

de la población, mientras que las células α, las δ y las PP se distribuyen en la 

periferia y forman del 15 a 20 %, del 5 a 10 % y el 2%, respectivamente 

(Edlund, 2002;  Orci y Unger, 1975) (Fig. 1). 
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El islote pancreático adulto está ampliamente vascularizado y recibe fibras 

nerviosas del sistema nervioso autónomo (Fig. 1). En general, el páncreas es 

irrigado por la arteria celíaca en su parte dorsal y por la arteria mesentérica 

superior en su parte ventral. También recibe ramas de la arteria celíaca a 

través de la arteria pancreáticoduodenal y esplénica, al igual que pequeñas 

ramas de la arteria hepática.  

 

El drenaje venoso lo llevan a cabo las venas esplénica y mesentérica. Las 

arteriolas aferentes se ramifican en el islote en una red de capilares 

fenestrados. En la rata, estos capilares son drenados por capilares eferentes 

que corren a través del manto del islote. El flujo sanguíneo de la parte central 

del islote, se bifurca en los capilares y regresa a la periferia del islote (Bonner-

Weir y Orci, 1982). Se ha demostrado que en el páncreas existen 3 tipos de 

arteriolas: las arteriolas insulares, las arteriolas acinares y las arteriolas de los 

conductos. Esta red capilar de los islotes y tejido acinar forman un sistema 

vascular llamado porto-acino-insular (Ohtani y Wang, 1997). 

 

El sistema nervioso autónomo (SNA) del páncreas, se divide en sus 

componentes parasimpático y simpático que participan en la regulación de la 

secreción de las diversas hormonas secretadas por las células insulares. La 

inervación parasimpática del páncreas está a cargo de las ramas 

preganglionares  del nervio vago (Salvioli y cols., 2002).  Las fibras vagales 

hacen sinapsis con las neuronas colinérgicas que se encuentran en el interior 

del páncreas y que inervan tanto a las células acinares como a los islotes. 

Estas fibras se originan de neuronas preganglionares de la sustancia gris del 
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tallo cerebral y los tres segmentos medios de la medula sacra.  Abandonan 

estas estructuras por los nervios craneales III, VII, IX y X  y por los nervios 

raquídeos S2 y S3 y ocasionalmente por S1 y S4.  

 

Por otro lado, la inervación simpática se origina de somas neuronales en el 

hipotálamo que dan origen a fibras que salen de la medula espinal en las raíces 

anteriores. Atraviesan los nervios esplácnicos que están compuestos por fibras 

preganglionares y alcanzan los ganglios, celiaco o paravertebrales. Las fibras 

posganglionares entran al páncreas acompañando a los vasos. Sin embargo, 

existen fibras preganglionares que pueden entrar directamente al páncreas 

(Ahrén B, 2000).  

 

A.1) Secreción de insulina por la célula ß pancreática 

 

A.1.1) Mecanismos neurales que inducen la secreción de insulina 

El SNA es muy importante en la función del islote y participa en la secreción  de 

insulina secundaria a estímulos de origen neural. Las fibras nerviosas 

parasimpáticas liberan acetilcolina, neurotransmisor que estimula la secreción 

de insulina por la célula β pancreática. Mientras que las fibras nerviosas 

simpáticas secretan noradrenalina, neurotransmisor que la inhibe y a su vez 

estimula la secreción de glucagon por la célula α (Ahrén R, 2000; Ahrén, 2006).  
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La acetilcolina, se une a sus receptores muscarínicos (M1 y M3) en las células 

β.  Estos receptores tiene acoplada una proteína Gαq, y estimulan la secreción 

de la insulina al generar diacilglicerol (DG) e inositol trifosfato (IP3) (fig. 2).  

Además, este mismo estimulo parasimpático incrementa la secreción de otras 

hormonas como el glucagon, la somatostatina y el PP. La concentración 

plasmática de esta última hormona, se toma como un indicador indirecto de la 

actividad parasimpática pancreática. (B. Ahrén 2000). 

 

Por su parte, la NA puede unirse a dos tipos de receptores el α2 y el β2. 

Dependiendo de  la cantidad de receptores que se expresen en su membrana 

de la célula β, esta amina puede tener un efecto inhibidor o excitador. Si hay 

mayor cantidad de receptores α2, el efecto es la inhibición de la secreción de 

insulina y si hay más β2 es la estimulación de la secreción (Ahrén 2000). 

Ambos receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas 

G. La respuesta de inhibición o estimulo de la secreción obedece a la unión a 

una proteína G inhibidora (Gi) o excitadora (Ge) de la señal que, a su vez 

inhibe o estimula a la adenilato ciclasa (AC) (fig 2). 

 

A.1.2) Mecanismos metabólicos que inducen la secreción de insulina 

Una de las principales funciones del páncreas endocrino, es la secreción de la 

insulina por las células β después del incremento en las concentraciones de 

glucosa sanguínea. Esta secreción se lleva a cabo de la siguiente manera: La 

glucosa se incorpora a estas células β a través del transportador GLUT-2, es 

fosforilada por la glucocinasa y convertida en glucosa 6-fosfato.  
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Figura 1. Componentes del páncreas adulto. Histológicamente, el páncreas esta constituido por 

tejido exocrino y endocrino. La porción exocrina incluye a las células de los conductos y a las 

células acinares. Mientras que la porción endocrina está formada por los islotes pancreáticos, 

estructuras formadas principalmente por células α productoras de glucagon, β productoras de 

insulina, δ productoras de somatostatina y PP productoras de polipéptido pancreático. Los 

islotes son ampliamente irrigados y reciben inervación del sistema nervioso autónomo: fibras 

simpáticas y parasimpáticas (ver introducción). Además, presentan una cápsula de colágena 

que los separa del tejido exocrino. 
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Este último compuesto da inicio a la vía glucolítica. El resultado de esta vía es 

el incremento en la relación ATP / ADP y el cierre de los canales de K+ 

dependientes de ATP (adensin trifosfato) (KATP), que  son los responsables del 

potencial de membrana de la célula β (-60 mV en condiciones de glucosa 

basal). 

 

El cierre de los canales KATP induce que una corriente fundamentalmente de 

Na+ ingrese a través de los canales TRP, cuya contribución al potencial de 

membrana en reposo se encuentra contrarestada por los canales KATP en 

condiciones de glucosa baja. Ambos eventos despolarizan la membrana de la 

célula β a un nivel que incrementa la probabilidad de apertura de los canales de 

Ca2+ tipo T dependientes de voltaje (alrededor de -40 mV) y los canales de Na+. 

Estos iones ingresan a la célula para reforzar la despolarización celular e 

inducir la apertura de los canales de Ca2+ tipo L y de otros canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (VDCC, voltage-dependent calcium channels).  

 

El incremento en la concentración de calcio intracelular dispara la exocitosis de 

los gránulos de insulina. Por último, los canales de K+ son necesarios para la 

repolarización del potencial de acción de la célula β  (Hiriart y Aguilar, 2008) 

(Fig. 2). 
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Figura 2. Mecanismos de la secreción de insulina por las células β. La célula β inicia la 

despolarización de la membrana, una vez la glucosa ha ingresado a esta e incrementa la 

relación ATP / ADP. Por su parte los neurotransmisores inducen la secreción de la insulina 

mediante diferentes mecanismos. Todosa estos mecanismos, se comentan en el texto. 

Modificado de Hiriar M y Aguilar-Bryan L: Am J Physiol Endocrinol Metab 2008, 295(6):E1298-

1306. 
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Durante las etapas tempranas del desarrollo de la rata, los mecanismos que 

regulan la secreción de la insulina estimulada por altas concentraciones de 

glucosa, así como otras funciones de los islotes y su morfología, son 

inmaduros. Además, los factores que controlan la morfogénesis, el desarrollo 

de la función, de la vasculatura y de la inervación simpática; así como el 

mantenimiento en el islote también  han sido poco estudiados.  

 

Se ha descrito que en algunos de estos eventos morfológicos y fisiológicos del 

islote, participa el factor de crecimiento neuronal (nerve growth factor; NGF). 

Incluso se ha sugerido que participa en el desarrollo de la inervación simpática 

del islote. Sin embargo, los datos que lo sugieren son escasos y se han 

observado en estudios no fisiológicos. Discutiremos los efectos del NGF en 

otros tejidos y después su participación en el desarrollo y la fisiología del 

páncreas.  

 

B) EL FACTOR DE CRECIMIENTO NEURONAL (NGF) 

 

B.1) GENERALIDADES DEL NGF 

La hipótesis del factor neurotrófico postula que el desarrollo de la inervación es 

dependiente de factores tróficos producidos por el órgano blanco (Purves y 

cols., 1988). El NGF es un factor neurotrófico que juega un papel importante en 

el desarrollo y sobrevivencia de neuronas simpáticas y sensoriales y pertenece 

a la familia de la neurotrofinas (NTs)  (Levi-Montalcini, 1987; Cowan, 2001). En 

esta familia los que más se han estudiado son cuatro miembros: El NGF, el 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la 
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neurotrofina 4/5 (NT 4/5) (Bibel y Barde, 2000). Estos cuatro factores son 

derivados de un gen ancestral común y son similares en secuencia y 

estructura.  

 

El NGF fue la primera neurotrofina caracterizada; descubierta por Rita Levi-

Montalcini,  Victor Hamburger y de Elmer Bueker (Aloe, 2004). Quienes 

describieron que los sarcomas de ratón implantados en embriones de pollo 

producían una molécula que inducía un aumento notorio de dendritas en sus 

ganglios simpáticos y sensoriales. Posteriormente, los primeros 2 autores junto 

con Stanley Cohen, purificaron el NGF en este tipo de sarcomas, en el veneno 

de víbora y en la glándula maxilar del ratón (Aloe, 2004). Este hallazgo y otros 

le valieron a Levi-Montalcini el premio Nobel de Medicina en 1986 que 

compartió con Stanley Cohen. 

 

 

B.2)  El papel neurotrófico del NGF 

Las NTs juegan un papel importante en el desarrollo y la función del sistema 

nervioso (Tucker, 2001). El principal miembro de esta familia, es el NGF; que 

participa en el desarrollo, la sobrevivencia y la función de las neuronas 

simpáticas (Levi-Montalcini, 1987; Fariñas, 1999). Ratones tratados con 

anticuerpos anti-NGF o ratones knockout (KO) para NGF o su receptor TrkA 

presentan una pérdida dramática de neuronas simpáticas (Levi-Montalcini y 

Booker, 1960; Crowley y cols., 1994; Smeyne, 1994). Además, el NGF 

promueve el crecimiento de los axones de las neuronas simpáticas in vitro 

(Cohen y cols., 1954, Glebova y Ginty, 2005) e in vivo (Glebova y Ginty, 2004).  
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A la función del NGF en el crecimiento de los axones de las neuronas, la guía 

hacia sus órganos blanco y la arborización de las dendritas, la formación, la 

plasticidad sináptica y el aumento en la sobrevivencia neuronal se le denomina 

acción neurotrófica. El NGF también ejerce acciones en el desarrollo y la 

función de órganos no neuronales como el corazón, el sistema inmunológico 

(Clegg y cols., 1989; Coppola y cols., 2004; Reichardt, 2006), y algunos 

órganos endocrinos como el ovario (Dissen y cols., 2002), el testículo (Muller y 

cols., 2006)  y el páncreas (Kanaka y cols., 1995a; Rosenbaum y cols., 1998).  

 

Las acciones del NGF cumplen con el postulado de la hipótesis de factor 

neurotrófico descrita anteriormente, pues ésta hipótesis menciona que los 

blancos de inervación secretan cantidades limitadas de neurotrofinas que guían 

su inervación y establecen un balance entre el tamaño del blanco y el número 

de neuronas que lo inervan (Purves D, 1998) (Fig. 3). 

 

B.3) El papel angiogénico del NGF  

Las fibras nerviosas simpáticas son guiadas por factores de crecimiento tales 

como el NGF (Creedon y Tuttle, 1997) y la artemina, la cual es sintetizada por 

las células de músculo liso de los vasos sanguíneos (Honma y cols., 2002; 

Damon y cols., 2007). Además, se ha descrito que los vasos sanguíneos son 

guiados hacia el órgano que van a irrigar por el factor de crecimiento endotelial 

(vascular endothelial growth factor; VEGF), un poderoso inductor de 

angiogénesis (generación de nuevos vasos sanguíneos). Sin embargo; 

recientemente se ha descrito que el NGF, el cual clásicamente tiene un papel 
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neurotrófico en el sistema nervioso simpático y sensorial,  también tiene un 

papel  angiogénico (Nico y cols., 2008).  

 

Durante el desarrollo embrionario y fetal se ha observado una interdependencia 

de los sistemas neuronal y vascular (Weinstein, 2005). Clásicamente se ha 

descrito que el desarrollo de los vasos sanguíneos guía el desarrollo de la 

inervación autónoma. Por ejemplo; la migración de las fibras simpáticas y 

sensoriales ocurre a lo largo de vasos ya formados, como es la aorta 

(Reissmann y cols., 1996). Así mismo, se ha sugerido que el sistema nervioso 

autónomo participa en el desarrollo del sistema cardiovascular, lo que 

establece una participación bidireccional entre el desarrollo del sistema 

nervioso autónomo y el del sistema vascular.  

 

Algunas mutaciones que alteran el desarrollo de neuronas sensoriales o células 

de Schwann previenen la arteriogénesis. Ratones KO para neurogenina1 / 

neurogenina 2 (deficientes de neuronas sensoriales) y phox2b deficientes de 

nervios autónomos periféricos, resultan  en una desorganización neuronal y 

desorganización vascular (Mukouyama y cols., 2002).   

 

Se ha demostrado que el NGF induce in vitro proliferación de células 

endoteliales de la microvasculatura de la vena umbilical (Cantarella y cols, 

2002), de células endoteliales cerebrales inmortalizadas (Moser y cols., 2004), 

de la coroides (Steinle y Granger, 2003) y de la microvasculatura de la dermis 

(Raychaudhuri y cols., 2001). Además; se ha observado que el incremento en 

los niveles ováricos de NGF después de una denervación del nervio ovárico 
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superior en ratas prepúberes, eleva los niveles de la bisosíntesis de VEGF y la 

vascularización ovárica (Julio-Pieper y cols., 2006).  Esto sugiere que, NGF 

podría incrementar biosíntesis de VEGF y este inducir la angiogénesis ovárica. 

 

Sin embargo; existen  trabajos que demuestran que este efecto angiogénico del 

NGF es per se por la unión de este factor a su receptor TrkA, sin que la 

biosíntesis del VEGF tenga participación. Se ha observado que el NGF induce 

la migración de células endoteliales de  aorta humana vía la activación de TrkA 

(Dollé y col., 2005) (Fig. 4). Estos datos establecen una controversia sobre si el 

efecto angiogénico del NGF se debe a solo uno de estos dos mecanismos o a 

ambos.  

 

B.4) Estructura bioquímica y genética del NGF 

El NGF puede ser aislado en dos distintas formas, el primero es el NGF 7S 

(coeficiente de sedimentación 7.1 S). Este NGF 7S es un complejo de alto peso 

molecular y contiene dos copias de cada una de las diferentes cadenas 

polipeptídicas (subunidades); α, β, y γ (Varon y cols., 1967) . La segunda forma 

del NGF corresponde a la subunidad β, conocida por su CS como 2.5S 

(Bocchini y Angeletti, 1969), esta  es la forma  activa biológicamente. Es un 

dímero de 26.5 KDa y cada una de las cadenas que la constituyen consta de 

118 aminoácidos y contiene 3 puentes disulfuro (Fig. 5).  
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Figura 3. La función neurotrófica del NGF. Experimento de Rita Lev-Montalcini para demostrar 

el efecto neurotrófico del NGF. A un ganglio sensorial de embrión de pollo de 8 días de edad lo 

cultivo en condiciones normales (A) y con 10 ng / ml de NGF (B). Este experimento demostró 

que el NGF es capaz de inducir el crecimiento de los axones de este ganglio, algo que no se 

observó cuando fue cultivado en condiciones normales. C) Dibujo que demuestra el postulado 

de la hipótesis del factor neurotrófico, en la cual los blancos de inervación sintetizan y secretan 

cantidades limitadas del factor neurotrófico (en este caso NGF), el cual guía la inervación hacía 

él mismo, induciendo crecimiento de axones y dendritas.   
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Las subunidades α y γ son proteasas de serina del tipo de la kalicreína, pero 

solo la unidad γ tiene actividad catalítica, ya que la subunidad α carece de una 

secuencia de aminoácidos necesarios para esta actividad (Ronne y cols., 

1984). Ninguna de estas subunidades tiene actividad biológica. 

 

En el ratón, el gen que codifica para la fracción β del NGF tiene una longitud de 

al menos 45 Kb y contiene 4 exones cortos. Su transcripción resulta en 4 

diferentes transcritos de RNAm; los cuales son el resultado de splicing 

alternativo y de diferentes sitios de inicio de la transcripción, localizados en dos 

distintos promotores (Selby y cols., 1987) (Fig. 5).  

 

Uno de estos cuatro transcritos, el A (Fig. 4),  es el más largo y se expresa en 

la glándula submaxilar y en la placenta. El transcrito B, no presenta todo el 

exon 2 y el C tiene un nuevo exon (IA) que reemplaza los dos exones. Por su 

parte; el D es muy similar al C, carece de un AUG en el marco de lectura del 

gen, lo que hace que este transcrito sea más corto que el C. Estos tres últimos 

transcritos son más cortos que el A y se expresan en tejidos diferentes a la 

glándula submaxilar y a la placenta (Selby y cols., 1987).  

 

Los genes que codifican para la fracción α y γ se localizan en el cromosoma 7, 

son contiguos y se codifican por genes diferentes. Estos genes están 

separados por una región intragénica de 5.3 Kb de DNA. En el humano, el gen 

que codifica para el NGF se localiza en el cromosoma 1 (Francke y cols., 1983) 

y está organizado en una forma muy similar a la del ratón. A pesar de que, la 

actividad del NGF fue identificada primero en sarcomas de ratón (Levi-
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Montalcini y Hamburger, 1951) y en ciertos venenos de víboras (Cohen, 1959), 

la mayoría de sus propiedades físicas y químicas, las conocemos por el estudio 

del  NGF obtenido de las glándulas submaxilares del ratón (Cohen, 1960).  

 

 

B.5) Biosíntesis y secreción del NGF  

Todas las NTs son generadas como preproNTs (aproximadamente 240-260 

aminoácidos). Estas formas pueden ser procesadas por enzimas intra o 

extracelulares como la furina, proconvertasas, metaloproteasas de matriz 7 y la 

plasmina (Lu y cols., 2005) hasta formas maduras que serán secretadas al 

espacio extracelular (longitud del monómero: 118-129 aminoácidos) (Lessmann 

y cols., 2003). 

 

La forma preproNT presenta un péptido señal que dirige la síntesis de la 

proteína naciente al retículo endoplásmico (RE). Este péptido señal es cortado 

en el RE y las proNTs pueden formar homo o heterodímeros. Después, las NTs 

transitan hacia el aparato de Golgi probablemente vía moléculas 

transportadoras no cubiertas por clatrina y finalmente se acumulan en las 

membranas de la red trans-Golgi (Fig. 6).  

 

En la red trans-Golgi se pueden formar dos diferentes tipos de vesículas 

secretoras que difieren en sus mecanismos de secreción. Las vesículas 

secretoras de la vía constitutiva son pequeñas (diámetro 50 a 100 nm) y la 

liberación de su contenido es independiente del incremento de Ca+2 

intracelular. En cambio las vesículas de la vía de secreción regulada son 
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grandes (diámetro de 100 a 300 nm). Estas vesículas pueden o no tener un 

cuerpo electrodenso. La fusión de estas vesículas con la membrana celular es 

estrictamente dependiente de Ca+2 (Lessmann y cols., 2003).  

 

Se han descrito 3 destinos de las proneurotrofinas: 1) Puede ocurrir un corte 

intracelular seguido por secreción, 2) una secreción seguida por corte 

extracelular o 3) una secreción sin corte subsecuente.  

 

El proNGF que se secreta al ambiente extracelular participa como una 

molécula de señalización celular ya que se une con mayor afinidad al receptor 

p75 que al TrkA, induciendo señales de apoptosis celular (Lu y cols., 2005). 

Esta proneurotrofina se ha encontrado incrementada en condiciones 

patológicas como en la enfermedad de Alzheimer (Peng y cols., 2004; 

Fahnestock y cols., 2001; Pedraza y cols., 2005), y distrofia de la retina 

(Srinivasan y cols., 2004).  

 

Recientemente se ha demostrado que el proNGF requiere de endocitosis y 

proteólisis intracelular para poder inducir la activación del TrkA. Esta proteólisis 

es ocasionada por una proteasa llamada furina (Boutilier y cols., 2008) (Fig. 6), 

contrario a lo reportado por Fahnestock y cols. (2004), que indica que el 

proNGF podría inducir señalización al unirse al TrkA.  

 

 

 

 

 25



 

 

 

 

VEGF ?VEGF ?VEGF ?

NGF
?

NGF
?

NGF
?

........ .......
....... .......

..............
............... ..............

.............. ..............
............................

Fibra nerviosa 

simpática o sensorial

Vaso sanguíneo

Células blanco de inervación y 
vascularización

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efecto angiogénico del NGF. Además de su papel neurotrófico, recientemente se le 

ha demostrado un efecto en la angiogénesis. No se ha establecido si su efecto en la migración 

y proliferación de las células endoteliales es per se por la unión a su receptor TrkA o al 

incremento en la biosíntesis del VEGF.  
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Figura 5. Estructura bioquímica y genética del NGF. A la izquierda, secuencia aminoacídica  de 

la estructura primaria de la subunidad β de NGF obtenida de la glándula submaxilar del ratón. A 

la derecha, secuencia nucleótidica de las diferentes transcritos del NGF. El primer RNAm (A) 

corresponde al transcrito largo de NGF; el  segundo (B), corresponde al transcrito corto; el 

siguiente RNAm representa al transcrito C, que corresponde a un precursor nuevo de NGF que 

contiene un exon IA que reemplaza a los dos primeros exones del transcrito A. El último 

transcrito (D)  es muy parecido al transcrito B, pero diferente a este en su extremo 5´ por 

carecer de un AUG en el marco de lectura. Reproducida de Angeletti y Bradshaw (1971). 
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Lo anterior  se demostró en una línea celular HEK293T que sobreexpresan los 

receptores p75 y TrkA y en una línea celular de PC12 cultivada a 4° C con la 

intención de inhibir la endocitosis de proNGF.  La activación del receptor TrkA 

fue disminuida en las células PC12 tratadas con proNGF e incubadas a 4° C, 

contrario a lo que sucedió con las mismas células en las mismas condiciones 

pero tratadas con NGF. Esta activación del TrkA fue disminuida cuando las 

células se trataron con un inhibidor de la furina, el dec-CMNK (Boutilier y cols., 

2008).  

 

También, se ha demostrado una liga entre el proteosoma y la biosíntesis y 

secreción del NGF. La felutamida B, un metabolito de hongos marinos inhibe 

las actividades hidrolíticas del proteosoma 20S induciendo un incremento en la 

expresión genética y en la secreción de NGF. La felutamida B se une en forma 

covalente a los sitios activos del proteosoma 20 y por este mecanismos,  

incrementa los niveles del mRNA del NGF sin afectar los niveles del mRNA de 

GAPDH, un gen de expresión constitutiva (Hines y cols, 2008). Dado este 

efecto, los autores proponen que este tipo de compuestos podrían utilizarse 

como potenciales drogas terapéuticas para el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas o daño neuronal mecánico o químico. Sin embargo, este 

efecto debe ser mejor estudiado debido a la gran toxicidad celular de la 

felutamida B. 
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B.6) Las neurotrofinas (NTs)  

 

B.6.1) Las NTs y su señalización a través de receptores Trks y P75 

Las NTs ejercen sus funciones biológicas a través de su unión a dos tipos de 

receptores transmembranales, uno de alta afinidad, denominado Trks y otro, de 

baja afinidad denominado p75 (Kalb, 2005; Patapoutian y Reichardt, 2001). Los 

Trks tienen actividad intracelular de cinasa de tirosina (Chao, 2003). En los 

mamíferos se han descrito tres genes que expresan los diferentes receptores 

Trks. El Trk-A, el Trk-B y el Trk-C, que unen respectivamente NGF, BDNF y NT 

4/5  y NT3 (Fig. 7) (Chao, 2003).  

 

El receptor p75, es un miembro de la familia del receptor del factor de necrosis 

tumoral (Yamashita y cols., 2005). Este receptor une al NGF y a las 

proneurotrofinas. A estas últimas las une con mayor afinidad al NGF (Lu y cols., 

2005; Lee y cols., 2001) y  puede interactuar con los Trks a través de ciertos 

dominios de unión (Hempstead, 2002).  

 

La interacción de las NTs con los receptores Trks induce una serie de 

cascadas de fosforilaciones intracelulares que conducen a la sobrevivencia 

celular, mientras que la unión de proneurotrofinas a p75 conduce a la apoptosis 

celular (Lu y cols., 2005). Enseguida discutiremos las señales celulares que 

inducen ambos receptores para producir estos efectos. 

 

 

 

 29



B.6.2) Señales intracelulares inducidas por los receptores Trks 

La unión de las NTs a los receptores Trks induce su transfosforilación y el 

reclutamiento de proteínas adaptadoras que presentan dominios de unión a la 

porción citoplasmática del receptor. Algunas de estas proteínas adaptadoras 

contienen un dominio Shc (dominio de homología a la proteína Src). Otras 

proteínas adaptadoras son la Grb-2, la proteína intercambiadora de nucleótidos 

de guanina SOS (Son of Sevenless) y proteínas de la familia de Gab-1/sustrato 

de receptor de la insulina 1 y 2 (IRS-1 y 2) (Kaplan y Miller, 2000).  

 

El reclutamiento de SOS induce la activación de la proteína G pequeña Ras. 

Ras activa la vía de señalización de la cinasa de la proteína MAPK / cinasa de 

la proteína activada por mitógeno (raf/MEK/MAPK) y la de la cinasa de 

fosfatidilinositol-3 / cinasa de la proteína B (PI-3K/Akt) ambas vías regulan la 

sobrevivencia celular.La vía raf/MEK/MAPK activa a la cinasa S6 ribosomal 

(Rsk) y a la proteína de unión a elementos de respuesta de AMPc (CREB), este 

factor de transcripción induce la expresión de genes antiapoptóticos como el 

que codifica para Bcl-2.  

 

La transfosforilación de los Trks prolonga la actividad de la MAPK al fosforilar a 

la proteína transmembranal rica en anquirinas (ARMS) (Fig. 8) (Arevalo y cols., 

2006). La vía PI-3K/Akt, es activada por 3 proteínas adaptadoras, Shc, Grb-2 y 

Gab-1. La PI-3K activa directamente a las proteínas inhibidoras de la apoptosis 

(IAPs) y estimula la actividad de cinasa dependiente de fosfoinosítidos 1 y 2 

(PDK1 y 2) las cuales a su vez activan a Akt. 
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Akt activada induce la fosforilación de la proteína Bad promoviendo su 

asociación con otra llamada 14-3-3, previniendo de esta manera su unión 

con la proteína antiapoptótica Bcl-2. Además, Akt fosforila e inhibe a 

Forkhead y a p53, factores transcripcionales que inducen la transcripción de 

algunos genes como los que codifican para el ligando de Fas y para Bax, 

respectivamente (Fig. 8) (Kaplan y Miller, 2000). Todos estos eventos, 

evitan la apoptosis celular. 

 

La fosfolipasa C-γ1 (PLC-γ1) se une al dominio citoplasmático del receptor a 

través de su dominio SH2. Esta enzima hidroliza fosfoinosítidos de 

membrana y genera inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 

induce liberación de calcio de los depósitos intracelulares y el incremento 

del calcio citoplasmático. El DAG estimula la actividad de PKC regulada por 

calcio. Ambas moléculas pueden participar en el crecimiento de neuritas 

(Fig. 8) (Kaplan y Miller, 2000). 

 

 

B.6.3) Señales intracelulares inducidas por p75  

La activación de p75 promueve la sobrevivencia en algunos tipos de neuronas 

y la apoptosis en otros (Mamidipudi y Wooten, 2002). Una vía importante que 

promueve la sobrevivencia celular de algunas poblaciones neuronales se lleva 

a cabo por la activación del factor nuclear kappa B (NF-κB). La activación de 

p75 por TrkA activa TRAF6, a su vez este participa en la fosforilación del factor 

inhibidor B (IκB), resultando en la liberación del factor de transcripción NF-κB. 

En esta vía de señalización, p75 colabora con Trk para inducir la sobrevivencia 
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de neuronas simpáticas (Maggiwar y cols., 1998) y sensoriales (Hamanoue y 

cols., 1999).  

 

Sin embargo, la unión de las NTs con el receptor p75 también puede inducir 

apoptosis al activar la hidrólisis de la esfingomielina y la producción de 

ceramida. La ceramida se une a Raf e induce la formación de complejos Raf-

Ras inactivos que inhiben la cascada de señalización de la cinasa regulada por 

señales extracelulares (ERK) (Muller y cols., 1998). Además, la ceramida 

también inhibe a la vía de PI-3K/Akt (Zundel y cols., 2000). La inhibición de 

ambas vías promueve la apoptosis celular.  

 

Otra forma de inducción de apoptosis por p75 se lleva a cabo por la activación 

de la vía de la cinasa del amino terminal de jun (JNK)-p53-Bax (Fig. 8). Se ha 

sugerido que la presencia o ausencia de sortilina, un correceptor de P75 

determina si las proneurotrofinas inducen o no a la apoptosis celular (Lu y cols., 

2005). Las señales apoptóticas de p75 se inducen sólo si Trk está inactivo. La 

activación de PI-3K por NGF inhibe la hidrólisis de la esfingomielina 

dependiente de p75 en células PC-12, lo que sugiere que el Trk-A puede 

contrarrestar las señales de apoptosis que resultan de la unión de NGF con 

p75 (Bilderback y cols., 2001). 
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Figura. 6. Ruta de la biosíntesis y la secreción del NGF. El RNA del preproNGF es traducido 

con la participación de los ribosomas (gris obscuro) y las moléculas de preproNGF formadas, 

son secuestradas en el RE.  Esta forma inmadura del NGF es transportada al aparato de Golgi 

y subsecuentemente a la red Trans-Golgi mediante un transporte mediado por vesículas. En la 

red trans-Golgi hay proteínas convertasas como la PC1 que cortan las secuencias de 

preproNGF y de esta forma el NGF es almacenado en las vesículas secretoras. 

Posteriormente, estas vesículas son transportadas hacia la membrana celular y a través de la 

vía constitutiva o regulada se lleva a cabo la secreción del NGF.  En algunos casos cuando  el 

proNGF no es cortado en la red trans-Golgi y es secretado, algunas proteínas como la 

plasmina y metaloproteasas de matríz (MMP) pueden cortar la región pro y separar así el NGF. 

Recientes hallazgos han demostrado que el proNGF es endocitado y después cortado por una 

proteasa llamada furina, posteriormente es secretado como NGF. Modificado de  Lessmann y 

cols., 2003. 
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Figura 7. Las dos clases de receptores para las NTs: el Trk y el p75: El receptor Trk, presenta 

en su porción extracelular motivos ricos en leucinas (LRR1-3), dos grupos de cisteínas (C1 y 

C2) y dos dominios parecidos a inmunoglobulinas (Ig1 e Ig2). El NGF se une al Trk-A, el BDNF 

y la NT 4/5 se unen al Trk-B y la NT3 se une al Trk-C. Los Trks unen a sus ligandos con alta 

afinidad. La unión específica de cada Trk es proporcionada por el dominio 2 parecido a la 

inmunoglobulina. En su porción intracelular se localizan los dominios de cinasa de tirosinas. El 

receptor p75 contiene en su dominio extracelular cuatro repetidos de cisteína (CR1, CR2, CR3 

y CR4). También, contiene un dominio de muerte celular intracitoplasmático. Este receptor 

tiene la capacidad de unir a las cuatro NTs: NGF, BDNF, NT4/5 y a NT3 con baja afinidad y a 

las proneurotrofinas con alta afinidad (modificado de Genes and Development 14:2919-2937, 

2000). 
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B.7) PAPEL DE LAS NTs EN EL PÁNCREAS 

 

B.7.1) El NGF en el desarrollo del páncreas  

Se ha descrito que el Trk-A, receptor del NGF se expresa en los islotes de rata 

fetal y en las células del conducto pancreático durante el desarrollo fetal 

(Kanaka y cols., 1995b). Esta expresión persiste al nacimiento y en la edad 

adulta solo se expresa en las células β (Kanaka y cols., 1995b). Además, el 

NGF participa en el proceso ontogénico del islote, ya que el uso del K252a (un 

inhibidor del receptor TrkA), retarda significativamente la morfogénesis de los 

islotes in vitro (Kanaka y cols., 1995a).  

 

Por otro lado, existen evidencias de que el NGF incrementa la inervación 

simpática del páncreas bajo circunstancias no fisiológicas. En un modelo de 

ratón transgénico que sobreexpresa el NGF específicamente en las células β 

pancreáticas, se observó hiperinervación de los islotes pancreáticos por fibras 

del sistema nervioso simpático (Edwards y col., 1989). Además, el tratamiento 

local con NGF incrementa la inervación simpática en islotes transplantados a 

ratas diabéticas (Reimer y col., 2003). Estos dos estudios sugieren que el 

desarrollo de la inervación simpática del islote esta bajo la influencia del NGF.  

 

Sin embargo, ninguno de estos estudios deja claro si las células insulares 

durante las etapas fetal, posnatal  secretan fisiológicamente el NGF, como lo 

hacen las células β adultas (Rosenbaum y cols., 1998). En caso de hacerlo, 

nos interesa conocer el papel que tiene el NGF endogéno en el desarrollo de la 
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inervación simpática y su participación en la morfogénesis. Además, de 

analizar su función en el desarrollo y la fisiología de la célula β.  

 

B.7.2) El NGF en la función de la célula β pancreática 

Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que las células β de rata 

adulta sintetizan y secretan NGF (Rosenbaum y cols., 1998) y que este regula 

su secreción de insulina (Rosenbaum  y col., 2001). Las células β adultas 

cultivadas por 5 días y tratadas con NGF, secretan más insulina en respuesta a 

la estimulación con 15.6 mM de glucosa, respecto a las controles no tratadas 

con  la neurotrofina (Vidaltamayo y cols., 2002). Esto se explica, al menos en 

parte, porque el tratamiento a largo plazo de las células β adultas con NGF, 

incrementa la densidad de las corrientes de sodio y calcio, a través de los 

canales Na+ y Ca2+  tipo L (Rosenbaum y cols., 1996; Rosenbaum y cols., 2002) 

(Fig. 9). 

 

Cuando se cultivan células β con el inhibidor del receptor TrkA, K252a; se 

observa una disminución del RNAm de insulina así como de su secreción 

(Navarro y cols, 2004), lo que demuestra que el NGF modula positivamente la 

biosíntesis y la secreción de insulina. Otros resultados demuestran que el NGF 

es un importante regulador de la sobrevivencia de las células β aisladas de rata  

(Navarro y cols, 2004); de la línea celular de células β pancreáticas de ratón 

βTC6-F7 (Pierucci y cols., 2001) y de islotes cultivados y transplantados a ratas 

hiperglucémicas (Miao y cols., 2005).  
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Figura 8. Vías de señalización celular de Trk y de p75. Las vías de PI-3K/Akt y la de 

raf/MEK/MAPK inducidas por los Trks regulan la sobrevivencia celular y el crecimiento de 

neuritas en algunos tipos de neuronas. Mientras que p75 puede regular la sobrevivencia celular 

y la apoptosis. La activación de los receptores Trks y p75 pueden converger en la activación de 

NFκB induciendo un sinergismo para la sobrevivencia celular (flecha discontinua). NT: 

Neurotrofina. 
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Además, ratas tratadas con estreptozotocina (un fármaco que induce 

destrucción de las células β) presentan un incremento en la expresión del gen 

del NGF y en su secreción, probablemente por otros tipos de células insulares 

(Larrieta y cols., 2006). Todos estos datos, sugieren que el NGF induce efectos 

protectores en la sobrevivencia de las células β tanto in vitro como in vivo. 

 

Finalmente, el NGF es capaz de modular la plasticidad de la célula β, ya que 

promueve el crecimiento de procesos celulares parecidos a neuritas en cultivos 

primarios de células insulares adultas y fetales (Fig. 9), efecto que se potencia 

con un análogo permeable del AMPc, el dibutiril AMPc (dbcAMP) (Vidaltamayo 

y cols., 1996).  

 

Es interesante señalar que en los islotes pancreáticos de humano también se 

expresa el NGF (Vidaltamayo y cols., 2003). Entonces, es probable que las 

funciones en la biosíntesis de la insulina y en su secreción, también pudieran 

estar moduladas por el NGF como se ha visto en la rata adulta. Además, se ha 

observado una correlación entre los niveles bajos de NGF séricos y una 

disminución en la velocidad de conducción nerviosa motora en pacientes con 

neuropatía diabética (Faradji y Sotelo, 1990). Esto podría sugerir la existencia 

de una liga entre un bajo nivel de secreción de NGF por las células β de los 

pacientes diabéticos y el mal funcionamiento de su sistema nervioso autónomo.  
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B.8) El BDNF en la función de células insulares 

Algunos estudios han sugerido que el  factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF, Brain Derived Neurotrophic factor) participa en la función de las células 

pancreáticas. Aunque esta NT no es analizada en nuestro estudio 

mencionaremos su posible papel en la función del islote pancreático.  

 

Estudios de inmunohistoquímica en cortes de páncreas de ratón, pato y 

lagartija; han demostrado que el BDNF se colocaliza con el glucagon en las 

células α del islote pancreático (Lucini y cols., 2003). Así mismo, el receptor, 

Trk-B ha sido observado específicamente en las células α de islotes 

pancreáticos de ratón (Hanyu y cols., 2003) y de humanos (Shibayama y 

Koizumi, 1996). 

 

La inyección subcutánea de de BDNF recombinante (20 mg / kg / día durante 8 

semanas) a ratones obesos y diabéticos (db/db), reduce significativamente sus 

niveles de glucosa plasmática (Ono y cols., 1997). Se postula que este efecto 

se lleva a cabo, al incrementar la concentración de insulina pancreática y 

disminuir la de glucagon. Los autores sugieren que el BDNF induce una 

organización de la arquitectura del islote (células β en el centro y α en la 

periferia), que no se observa en los ratones db/db controles. Además, de 

incrementar la masa de células β, así como el número de sus gránulos 

secretores y disminuir la masa de células no β (células α y δ) (Ono y cols., 

1997).  

 

 39



Todo esto sugiere que el BDNF previene el mal funcionamiento del páncreas 

en el ratón db/db al mantener una mejor organización histológica del islote y 

restaurar los niveles de gránulos secretores en las células β (Yamanaka y cols. 

2006). Por último, cultivos de islotes aislados de páncreas de ratones silvestres 

durante 7 días y tratados con 10 ng / ml de BDNF demostraron una disminución 

significativa en la secreción de glucagon al compararla con sus controles 

(Hanyu y cols., 2003). Esto sugiere que el BDNF es uno de los reguladores 

negativos de la secreción de glucagon, hormona contrarreguladora de las 

acciones de la insulina (Fig. 9).  
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Figura 9. Participación de la NTs en el desarrollo y la función del páncreas. Se sugiere que el 

NGF contribuye a la morfogénesis del islote. Su papel en la inervación aún no se conoce 

claramente. A su vez, el NGF participa en la fisiología de la célula β adulta al incrementar la 

secreción de la insulina estimulada con glucosa e inducir el crecimiento de neuritas. El papel de 

BDNF en la disminución de la secreción de glucagon y los niveles de glucosa plasmática 

requiere de mayores estudios.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El desarrollo de la morfogénesis, la inervación simpática y la vasculatura del 

islote pancreático de la rata no ha sido caracterizado. Tampoco se ha 

establecido el origen celular del NGF en las etapas tempranas del páncreas, 

desde que momento del desarrollo se sintetiza y si este factor podría participar 

en estos tres procesos.  

 

HIPÓTESIS 

Si las células insulares del páncreas fetal y posnatal temprano sintetizan y 

secretan el NGF, entonces este factor neurotrófico podría participar en la 

morfogénesis, el desarrollo de la inervación simpática y en la vascularización 

del islote pancreático. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la biosíntesis y la secreción del NGF en el páncreas fetal y posnatal 

temprano y tardío para conocer su posible participación en la morfogénesis, el 

desarrollo de la inervación y la vasculatura del islote y caracterizar la estructura 

morfológica y funcional del islote durante del desarrollo. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.-  En los islotes de ratas de las etapas fetal (F19) (dos días antes del 

nacimiento, inicia el desarrollo del islote), posnatal temprana (P1) (nacimiento), 

posnatal tardía (P20) (destete) y adulta: 

a) Determinar la biosíntesis de NGF en las células insulares y en los 

vasos sanguíneos de los islotes de páncreas de rata 

b) Determinar la concentración de NGF secretado por células 

insulares aisladas en cultivo y bajo condiciones basales y estimuladoras. 

 

2.- Caracterizar la morfología del islote en desarrollo, así como la inervación 

simpática, y la vasculatura en cortes de páncreas de rata en desarrollo. 

 

3.- Explorar la expresión del receptor TrkA en las fibras nerviosas simpáticas y 

en los vasos sanguíneos en los cortes de páncreas de las diferentes edades 

estudiadas.  

 

4.- Comparar el desarrollo de la inervación simpática entre los islotes de rata y 

los islotes de ratón, para reforzar nuestros hallazgos sobre la ontogenia de la 

inervación simpática del islote.   
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METODOLOGÍA 

A) Reactivos 

Los reactivos utilizados fueron obtenidos de los siguientes proveedores. 

Colagenasa tipo IV de Worthinton (Freehold, E.U.A); albúmina sérica bovina 

(BSA), HEPES, poli-L-lisina, tripsina de Sigma (St. Louis, E.U.A); placas de 

cultivo de Corning (corning, E.U.A); suero bovino fetal de Equitech-Bio 

(Ingram); solución de sales balanceadas de Hank´s, medio de RPMI 1640 y 

solución de anfotericina B-estreptomicina y penicilina de Life Technologies 

(Grand Island, E.U.A).  

 

B) Animales y obtención de los páncreas  

Los experimentos en animales fueron aprobados por el comité de cuidados de 

los animales del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. Los cuidados de los 

animales fueron realizados de acuerdo a la guía de uso y cuidados de animales 

de laboratorio de la academia Nacional de Ciencias (Washington D.C., 1996). 

Usamos ratas Wistar hembras con un peso de 200 a 250 g. Se mantuvieron en 

el bioterio con temperatura controlada (22-25ºC) y alternancia de luz-

obscuridad 12/12; agua y alimento ad libitum. Se aparearon con ratas macho 

de fertilidad comprobada.  

 

El día 1 de la gestación se contó a partir de las 24 horas del apareamiento. Un 

primer subgrupo de ratas se sacrificó a los 19 días de la gestación (F19) y 

mediante una laparotomía se obtuvieron sus fetos. A otros dos subgrupos de 

ratas se les permitió terminar su periodo gestacional, para obtener a las ratas 

recién nacidas o neonatas y a las ratas de 20 días posnatal (P20). En los 
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cuatro subgrupos de ratas machos (F19, neonatal, P20 y adultas) se obtuvieron 

los páncreas por disección. Para el caso de la obtención de los páncreas en las 

ratas F19 nos ayudamos de un estereoscopio. Los páncreas de ratas adultas 

macho se utilizaron para compararlas con los 3 estadios mencionados. 

 

Para caracterizar el desarrollo de la inervación en otra especie diferente a la 

rata y compararlas, utilizamos páncreas de ratón transgénico homocigotos de 

la cepa Tg-TH-EGFP 1 Gsat / mmnc. Estos ratones expresan el gen de la 

proteína verde fluorescente (GFP, green fluorescente protein) bajo el control 

del gen de la hidroxilasa de tirosina (TH). Los ratones fueron donados por los 

Dres. René Drucker-Colin y Tatiana Fiordelisio, los cuales los adquirieron en el 

MMRRC (Mutante Mouse Regional Resource Centers). Estos ratones fueron 

mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y luz. 

Además, tuvieron libre acceso a alimentación y agua después del destete.  

 

La presencia del gen de GFP fue establecida con PCR con la cual obtuvimos 

un fragmento de 475 bp, utilizamos los siguientes “primers”: 

AGTGCAAGCTGGTGGTCCCGAGTTCTGTC y TAGCGGCTGAAGCACTGCA. 

Estos “primers” son los recomendados por el proveedor. Además, revisamos la 

presencia de GFP en las glándulas suprarrenales con la ayuda de un 

microscopio de epifluorescencia. 

 

C) Cultivo de las células insulares de rata  

Para demostrar la expresión del gen y la presencia del NGF antes del 

nacimiento, las ratas fetales fueron obtenidas a través de una operación 
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cesárea a los 19 días de la gestación (F19). Todas las ratas en este proyecto 

fueron anestesiadas con pentobarbital (40 mg / kg de peso corporal). Después, 

los fetos fueron colocados en una solución fría de D-MEM y rápidamente se 

obtuvieron los páncreas mediante disección. Finalmente, las madres y crías 

fueron sacrificados por dislocación cervical.  

 

Un protocolo similar fue seguido en las ratas de las diferentes edades. Una vez 

que los páncreas fueron obtenidos se maceraron mecánicamente, se digirieron 

con colageneasa tipo IV a 37° C y se sometieron a centrifugación con un 

gradiente de Ficoll (27, 23, 20 y 11%) del que se recuperó la interfase superior, 

que contiene los islotes pancreáticos. La disociación de las células de los 

islotes se llevó a cabo incubando los islotes en baño María y con movimiento 

en una solución de sales balanceada (Spinner libre de calcio), con 5.6 mM de 

glucosa, 0.5 de BSA y 0.01% de tripsina (Navarro-Tableros et al., 2004).  

 

Las células aisladas se cultivaron toda la noche en medio de RPMI-1640 (11.6 

mmol / L de glucosa) suplementado con suero bovino fetal (SBF, 10%), 200 U / 

ml de penicilina, 200 g/ml de estreptomicina y 0.5 g/ml de anfotericina B a 

37ºC y 5 % de CO2 en el aire. Antes de realizar los experimentos de secreción, 

las células insulares fueron cultivadas toda la noche para permitir que se 

recuperaran de la disociación. 

 

D) Cortes por congelación del tejido pancreático 

Los páncreas de rata y de ratón TH-EGFP obtenidos de las diferentes edades 

fueron obtenidos y separamos la región de la cabeza de la región del cuerpo-
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cola. Esta última región, fue fijada con paraformaldehido al 4% diluido en PBS y 

se dejó incubando toda la noche a 4° C. Después de tres lavados con PBS, los 

páncreas fueron secuencialmente transferidos en una gradiente de sacarosa 

(PBS más 10, 20 y 30% de sacarosa) e incubados 24 h con cada una de las 

concentraciones.  

 

Posteriormente, los páncreas fueron incluidos en tissue-tek-II y se realizaron 

cortes de 5 o 10 m de grosor (cada 200 μm a lo largo del segmento de la cola 

y la cabeza) con la ayuda de un criostato a -20°C (Leica CM 1900). Los cortes 

se colocaron en portaobjetos cubiertos con gelatina.  

 

E) Inmunofluorescencias de células aisladas y de cortes de tejido 

pancreático 

Las células insulares disociadas se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS 

durante 45 minutos a temperatura ambiente y después se lavaron tres veces 

con PBS. Las células cultivadas y los tejidos fueron incubados con una solución 

de bloqueo y de permeabilización con 2% de BSA (peso / volúmen) y 0.1% de 

Tritón (volumen / volumen) por 30 y 60 minutos a temperatura ambiente, 

respectivamente. Posteriormente se incubaron con anticuerpos policlonales 

contra varios antígenos pancreáticos, vasculares y neurales y se trabajaron en 

diferentes condiciones (Tabla 1). Finalmente, se lavaron e incubaron con 

anticuerpos secundarios acoplados a diferentes fluoróforos (Tabla 1). Esto 

permitió desarrollar protocolos para únicas, dobles o triples inmuno- 

fluorescencias. Finalmente, los cortes se cubrieron con el medio de montaje 

DAKO.  
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Las imágenes las obtuvimos en un microscopio confocal mediante la excitación 

específica para FITC (excitación = 494nm, emisión = 520),  CY5 (excitación = 

650nm, emisión = 670) y CY3 (excitación = 550nm, emisión = 570). Los 

siguientes controles negativos fueron hechos: 1) Los anticuerpos primarios 

contra NGF, insulina y glucagon fueron preabsorbidos con el antígeno 

correspondiente (1 μg del péptido / 1 g del anticuerpo). 2) Las células 

disociadas o cortes fueron tratados solo con el anticuerpo secundario omitiendo 

el uso del anticuerpo primario.   

 

Para determinar el porcentaje de las células positivas a NGF, TrkA, insulina y 

glucagon; contamos 1400 células en total para cada uno de los marcadores. 

Para conocer el porcentaje de islotes pancreáticos que muestran la cápsula 

completa, contamos 100 islotes pancreáticos por cada edad estudiada (F19, 

P1, P20  y adulta). 

 

F) Análisis cuantitativo de la inervación simpática del islote  

Para medir el área de inervación en los islotes en las diferentes edades del 

desarrollo de la rata (F19, neonatal, P20 y adulta), 15 islotes de 5 cortes 

realizados cada 100 μm por animal fueron analizados (n= 8 animales por 

edad), en total 120 islotes. Para solo cuantificar las fibras TH+ de las imágenes 

obtenidas, cada islote fue delineado y las células TH+ fueron eliminadas por el 

usuario, usando un sistema de computo basado en un análisis de imágenes 

(Image J, Wayne Rasband; National Institutes of Health, Bathesda, MD). 

Medimos el área de la inmunoreactividad a insulina, glucagon y fibras TH+ en el 

islote pancreático (área de células , α y TH+). El porcentaje del área total del 
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islote, del área de células  y α ocupadas por fibras TH+ fue calculada al dividir 

el área de fibras TH+ por el área total del islote y por el área de células  y α. El 

promedio del área TH+ = área TH+ x  100 / área del islote (área de células , α o 

ambas).  

 

G) Determinación de lo niveles de RNAm de NGF 

Las células aisladas de los islotes de ratas de las diferentes edades (F19, PO, 

P20 y adulta) fueron lisadas agregándoles 1 ml de reactivo TRIzol por cada 

500,000 células (GIBCO/BRL15596-026). Este lisado se guardo a  70°C 

durante una noche. Después de obtener el RNA mensajero (mRNA) de las 

células insulares de cada una de las edades, realizamos una medición de su 

concentración mediante espectrofotometría. Para la detección de la expresión 

genética de NGF, realizamos una reacción de RT-PCR. Utilizamos 200 ng de 

RNA total y un termociclador de gradiente de temperatura (Eppendorf).  

 

Para cuantificar los niveles de cDNA de NGF utilizamos los niveles de cDNA 

del gen de de ß actina como control interno de expresión. Los oligonucleótidos 

que utilizamos para la amplificación de los cDNA son: para NGF (sentido) 5´-

CTCTGAGCATAATGGGCAGGTAGCT-3´, (antisentido) 5´-CGTGTGAAGTCA 

CCACCCT-3´ y para ß actina (sentido) 5'-GGGTCAGAAGGATTCCTATG-3', 

(antisentido) 5-'GGTCTCAAACATGATC TGGG-3' (Larrieta y cols., 2006). 

 

El protocolo que utilizamos para la amplificación fue con una temperatura de 

alineamiento de 61ºC para NGF y 56°C para  ß actina, con 30 y 25 ciclos de 

amplificación respectivamente. Los productos de la PCR se corrieron en un gel 
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de agarosa al 2% mediante electroforesis, visualizados mediante una tinción 

con bromuro de etidio y cuantificados mediante un análisis densitométrico  

(Scion Image Beta 4.02, Scion Corp., Frederick, MD). 

 

H) Análisis semicuantitativo de la inmunofluorescencia para ProNGF 

Obtuvimos imágenes confocales utilizando un Sistema de láser confocal  

(Fluoview FV1000, Olympus) acoplado a un microscopio de luz invertida 

Olympus IX81 con un objetivo 40X, de inmersión que utiliza glicerol y algunas 

imágenes fueron obtenidas utilizando un “zoom” de 2. Todas las 

inmunofluorescencias se realizaron en series (las cuatro etapas en un mismo 

momento) y bajo las mismas condiciones y tiempos.  

 

Las imágenes fueron tomadas con los mismos parámetros confocales para 

obtener una señal fluorescente semi-cuantitativa. La intensidad de la 

inmunofluorescencia fue tomada con un sofware Olympus FV10-ASW 1.4. El 

programa mide la señal fluorescente de las células insulares y el usuario resta 

la señal de los núcleos, quedándose solo con la señal del citoplasma. Por 

último, obtuvimos la media de la marca en función del número total de pixeles 

(400)  estudiados en cada uno de los islotes. 

 

I) Ensayo de unión a lectina 

Para observar las células endoteliales de los vasos sanguíneos, los cortes 

fueron incubados por 30 minutos con una isolectina B4 (IB4) obtenida de la 

Bandeiraea simplicifolia conjugada al fluoróforo TRITC (45 μg / ml; sigma) 

diluida en solución de PBS suplemetado con 0.1 mgn / ml de CaCl2  y MgCl2 
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(Meléndez-Herrera et al., 2008). Después de los lavados, se realizaron las 

contratinciones para insulina y proNGF (ver: Inmunotinción de cortes de tejido 

pancreático) y por último todos los cortes fueron montados con medio DAKO. 

 

J) Estudios de secreción de NGF 

Los cambios ontogénicos de la secreción de insulina y NGF en las células 

insulares cultivadas (ver cultivo de células insulares), fueron determinados 

mediante un ensayo de ELISA. Para medir la secreción de NGF y de insulina, 

200 000 células insulares aisladas de las diferentes edades, fueron 

preincubadas durante 1 hora a 37 °C en solución de sales balanceadas Hanks' 

(HBSS, Sigma) con 5.6 mM de glucosa y con 0.1 % de albúmina sérica bovina 

(BSA). Esta solución fue remplazada con HBSS fresca que contenía 5.6 mM o 

15.6 mM de glucosa o 15.6 mM de glucosa más 20 mM de KCl durante 1 hora 

a 37 °C.  

 

Al final del periodo de incubación, los sobrenadantes fueron colectados y se les 

agregó una mezcla de inhibidor de proteasas (Complete Mini protease inhibitor 

cocktail; Roche Molecular Biochemical, Mannheim, Germany). Estos 

sobrenadantes fueron colectados y guardados a -70°C hasta la realización del 

ensayo de ELISA (enzyme linked immunoabsorbent assay) por duplicado.  

 

En el caso de NGF utilizamos un sistema de inmunoensayo (Promega, 

Madison, WI) y para el caso de insulina utilizamos un kit ultrasensible de 

determinación de esta hormona (ALPCO, Windham, NH). Las concentraciones 

de NGF y de insulina fueron obtenidas en picogramos (pg) y nanogramos (ng), 
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respectivamente. Todos los resultados fueron obtenidos en duplicado y 

normalizados por la concentración de la proteína total de las 200,000 células 

determinada en microgramos (μg). La determinación de las proteínas totales 

fue por el método de Biuret (Bio Rad kit 500-0006).  

 

K) Estadística 

Los datos se reportaron como la media  ± desviación estándar (SE), donde n 

significa el número de células por experimento. La significancia estadística fue 

obtenida con el análisis de varianza (ANOVA de dos vías) y un análisis de 

Bonferroni utilizando el programa de Stat view 4.57 (Abacus Concepts, Cary, 

NC). El valor significativo de p fue de 0.05 o menor (p = 0.05 o < 0.05). 
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1:200, 1 h, temperatura ambiente Zymed laboratories INCCabraAnticuerpo secundario 
FITC

1:100, 2 h, temperatura ambiente Zymed laboratories INCCabraAnticuerpo secundario Cy5

1:50, 2 h, temperatura ambiente Jackson ImmunoResearchCabraAnticuerpo secundario Cy3

1:100, 12 h, 4°C (cortes de tejido)DakoRatónAnti-colagéna tipo IV

1:200, 12 h, 4°C (cortes de tejido)Santa CruzConejoAnti-GFP

1:100, 12 h, 4°C (cortes de tejido)DakoRatónAnti-vimentina

1:50, 12 h, 4°C (cortes de tejido)ChemiconConejoAnti-ProNGF

1:20, 36 h, 4°C (cortes de tejido)ChemiconRatónAnti-TH

1:100, 36 h, 4°C (cortes de tejido)ChemiconConejoAnti-TH

1:1000, 36 h, 4°C (células)US BiologycalConejoAnti-NGF

1:500, 12 h, 4°C (cortes de tejido)Santa CruzCabraAnti-glucagon

1:100, 12 h, 4°C (células)
1:25, 12 h, 4°C (cortes de tejido)

AbcamConejoAnti-TrkA

1:12000, 12 h, 4°C (células)
1:6000, 12 h, 4°C (cortes de tejido)

SigmaRatónAnti-glucagon

1:4000, 12 h, 4°C (células)
1:2000, 12 h, 4°C (cortes de tejido)

ICNCobayoAnti-insulina

CONDICIONESPROVEEDORGENERADO 
EN

ANTICUERPO
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1:100, 12 h, 4°C (cortes de tejido)DakoRatónAnti-vimentina

1:50, 12 h, 4°C (cortes de tejido)ChemiconConejoAnti-ProNGF

1:20, 36 h, 4°C (cortes de tejido)ChemiconRatónAnti-TH

1:100, 36 h, 4°C (cortes de tejido)ChemiconConejoAnti-TH

1:1000, 36 h, 4°C (células)US BiologycalConejoAnti-NGF

1:500, 12 h, 4°C (cortes de tejido)Santa CruzCabraAnti-glucagon

1:100, 12 h, 4°C (células)
1:25, 12 h, 4°C (cortes de tejido)

AbcamConejoAnti-TrkA

1:12000, 12 h, 4°C (células)
1:6000, 12 h, 4°C (cortes de tejido)

SigmaRatónAnti-glucagon

1:4000, 12 h, 4°C (células)
1:2000, 12 h, 4°C (cortes de tejido)

ICNCobayoAnti-insulina

CONDICIONESPROVEEDORGENERADO 
EN

ANTICUERPO
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RESULTADOS 

 

A) La arquitectura de los islotes pancreáticos se modifica 

progresivamente durante la ontogenia 

Los islotes adultos son generalmente redondeados y el 98% de estos están 

limitados por una cápsula de colágena tipo IV (Fig. 10D, 10H y tabla 

2).Observamos a las células  preferentemente localizadas en la periferia y las 

células ß en el centro del islote (Fig. 10D), de acuerdo a lo ya establecido. En 

P20 esta morfología del islote y la localización de las células  y  es similar a 

la observada en la etapa adulta (Fig. 10C). Sin embargo, solo cerca del 26 % 

de los islotes están encapsulados (Fig. 10G y tabla 2).  

 

Los islotes en la etapa neonatal (P1) son pequeños, muy diferentes a los del 

adulto, no presentan cápsula y están localizados muy cerca uno de otro (Fig. 

10B, 10F y tabla 2). Semejantes a los de la etapa P1, los islotes en F19 aún no 

presentan la morfología del adulto y se observan alargados y sin cápsula, 

algunas células α y ß están diseminadas en el tejido pancreático exocrino (Fig 

10A). 

 

B) La inervación simpática de los islotes es sujeta a intensa 

remodelación durante la ontogenia 

Alteraciones en el desarrollo normal de la inervación autónoma (simpáticas y 

parasimpática) durante la ontogenia, podrían ser críticas para un desarrollo y 

función normal del islote, así como se ha reportado en el desarrollo del corazón 

(Hildreth y cols, 2009). Por esto mismo, analizamos la ontogenia de la 

inervación simpática en los islotes de rata. Las fibras TH+ en F19 y P1 se 
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localizan cerca de la periferia de los islotes (Fig. 10A y 10B); para P20 algunas 

fibras TH+ ya están localizadas dentro de los islotes, principalmente en la 

periferia (área de células α, Fig. 10C). En los adultos, las fibras TH+ se 

distribuyen dentro del islote, principalmente en el área de células ß (Fig. 10D).  

  

Observamos un incremento progresivo del área relativa ocupada por las fibras 

nerviosas TH+ en los islotes entre F19 y P20 (Fig. 10A, 10B y 10C). Sin 

embargo, entre P20 y la etapa adulta observamos una reducción de este 

parámetro (Fig. 10C, 10D y 11A). En este escenario, mientras que la periferia 

del islote sigue este patrón regresivo, la inervación simpática en el centro del 

islote incrementa de F19 a la etapa adulta (Fig. 11B y 11C).   

 

C) Las células  y ß de rata sintetizan NGF a través de la ontogenia  

Dada la posibilidad de que el NGF puede participar en la inervación simpática 

del islote (Edwards y cols, 1989), el primer paso fue evaluar si las células de los 

islotes en etapas tempranas del desarrollo podrían sintetizar NGF. La expresión 

del gen de NGF por las células insulares durante el desarrollo, fue explorada 

por RT-PCR semicuantitativo (ver métodos). Esta expresión es observada en 

todos las etapas estudiadas. Sin embargo, los niveles mayores de mRNA se 

observaron en la etapa neonatal (P1) (Fig. 12).  

 

Dobles inmunofluorescencias para proNGF (precursor del NGF) (Lim y col., 

2007; y cols., 2005; Lessmann y cols., 2003), glucagon e insulina, 

respectivamente, mostraron que las células y , presentan inmunoreactividad 

a este marcador en todas las etapas estudiadas (Fig. 13A y B). La intensidad 
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de la fluorescencia, asociada a esta inmunoreactividad es mayor en F19 y P1 

que en las etapas más tardías del desarrollo de la rata (Fig. 14A y B).  

 

A pesar de que las células α y ß expresan NGF desde F19, la mayoría de esas 

células pertenecen a la población de células ß que también expresan el 

receptor TrkA (Tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Reorganización morfológica de los islotes pancreáticos desde la etapa prenatal a la 

adulta. Las fibras simpáticas y la cápsula que cubre a los islotes pancreáticos fueron 

observadas mediante un microscopio  confocal.  Las imágenes muestran a las células positivas 

a insulina (verde), glucagon (azul), hidroxilasa de tirosina (TH; rojo: A, B, C y D) y colágena tipo 

IV (verde, E, F, G y H) en cortes de páncreas en las diferentes etapas estudiadas. (F19, P1, 

P20 y adulta). Barra =  50 µm. 
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Figura 11. Cuantificación y análisis del área de fibras TH+ en los islotes en desarrollo. El área 

del islote ocupada por fibras TH+ incrementa en los islotes a lo largo de las diferentes etapas 

del desarrollo, alcanzando un pico en P20 y disminuyendo en la etapa adulta (A). La inervación 

en P20 fue observada principalmente en la periferia (área de células α) (B). Al contrario, la 

inervación en los islotes adultos es localizada en el centro (área de células β) (C). ANOVA  *p ≤ 

0.001 comparado con la etapa adulta. 
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Tabla 2. Cuantificación de los islotes que presentan cápsula de colágena tipo IV en las 

diferentes etapas del desarrollo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Expresión del gen de NGF en células insulares aisladas durante la ontogenia. Los 

niveles de mRNA de NGF se analizaron en todas las etapas estudiadas mediante RT-PCR y se 

normalizaron con los niveles de -actina. A la derecha se muestra una imagen del gel de 

agarosa con las bandas correspondientes a la expresión de NGF y -actina. F, feta; A, adulta; 

PC12, línea celular de feocromocitoma que no expresa NGF.   

* p < 0.005, n = 4 experimentos diferentes. 
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D) Las células insulares secretan NGF desde etapas tempranas del 

desarrollo  

La figura 15 muestra que las células insulares aisladas secretan NGF en todas 

las etapas estudiadas. Sin embargo, esta secreción es mayor en F19 y en P0 

con respecto a las otras dos edades.  

 

En estas etapas tempranas del desarrollo, la secreción del NGF podría ser 

constitutiva o regulada por otras moléculas diferentes a la glucosa, ya que altas 

concentraciones de esta misma, no afecta la secreción de NGF. Además, 

observamos que la secreción de NGF y la de insulina, están disociadas. Este 

efecto no puede ser atribuido a las condiciones del cultivo o por muerte celular. 

Esto es demostrado al observar que las células ß adultas muestran sensibilidad 

a la glucosa y una mayor respuesta secretoria a concentraciones altas de 

glucosa y de KCL. Es interesante el hecho que, bajo esta última condición 

experimental, las células insulares adultas también incrementan la secreción de 

NGF (Fig. 15).  

 

E) Las células endoteliales de los vasos sanguíneas  expresan proNGF 

durante un periodo delimitado  

Se ha descrito que otras proteínas neurotróficas producidas por células 

vasculares pueden proveer una guía para que los axones encuentren sus 

órganos blancos de inervación (Honma et al., 2002). Nos preguntamos si NGF 

podría ser sintetizado por células de los vasos sanguíneos. Primero, evaluamos 

el patrón del desarrollo del lecho vascular del islote. La figura 16 muestra que 

los vasos sanguíneos entran al islote muy temprano en la ontogenia y se 
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distribuyen de manera homogénea. Además, observamos que los vasos 

sanguíneos presentan inmunoreactividad a proNGF en F19 y P1, pero no en 

P20 y en la etapa adulta (Fig. 17). 

 

F) Los vasos sanguíneos y las fibras simpáticas expresan el receptor  

TrkA  

La capacidad de las células vasculares endoteliales (positivas a IB4) y las 

fibras simpáticas (positivas a TH) para responder a NGF fue analizada 

mediante la expresión de su receptor de alta afinidad TrkA. La  figura 18 

muestra que tanto los vasos sanguíneos como las fibras simpáticas son 

inmunoreactivas a TrkA en todas las etapas estudiadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Colocalización de proNGF / insulina y proNGF / glucagon en los islotes de rata en 

desarrollo, observados en cortes de páncreas de las diferentes etapas. (A) proNGF (a, d, g y j) 

e insulina (b, e, h y k) y, (B) proNGF (m, p, s y v) y glucagon (n, q, t y w). La coexpresión se 

muestra en color amarillo. Barra  = 50 μm.  
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Figura 14. Expresión de ProNGF (precursor de NGF) en cortes de páncreas en diferentes 

etapas del desarrollo de la rata (A).  Las barras representan la media de la intensidad de la 

fluorescencia (unidades arbitrarias) (B). ANOVA * p = < 0.001 relativo a la etapa adulta, n = 8 

animales diferentes por etapa del desarrollo.  Barra = 50 μm.  

 

 

 

Tabla 3. Cuantificación del número de 

células positivas a NGF, Trk-A, insulina 

y glucagon en F19. Los datos son 

promedio de 3 experimentos 

independientes. NGF: factor de 

crecimiento neuronal, TrkA: receptor de 

alta afinidad para NGF, INS: insulina, 

GLUC: glucagon.   
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G) Análisis de la innervación simpática en los islotes de ratones 

transgénicos TH-EGFP 

Para reforzar nuestras observaciones sobre el desarrollo de la inervación 

simpática del islote en la rata, utilizamos ratones transgénicos TH-EGFP de las 

etapas P1, P20 y adulta. La figura 19 muestra que en P1 las fibras simpáticas 

no han llegado al  islote aún. En P20 y la etapa adulta, las fibras se localizan 

dentro del islote cerca del área de células α y , respectivamente. Este hallazgo 

es similar a lo observado en la rata. Como ha sido reportado previamente por 

Teitelman y Lee (1987), los islotes del ratón TH-EGFP presentan abundantes 

células positivas a TH, las cuales también coexpresan insulina (Fig. 19).  En 

este estudio no analizamos la función de estas células.  
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Figura 15. Secreción de NGF y de insulina en las diferentes etapas del desarrollo de la rata. 

Las gráficas de barra representan la secreción de NGF (A) o insulina (B) de células aisladas en 

condiciones basales (5.6 mM de glucosa, izquierda) o estimuladoras [15.6 mM de glucosa (en 

medio) o 15.6 mM de glucosa más 20 mM de KCl (derecha)]. ANOVA *p < 0.001 comparado 

con la etapa adulta. Los datos son obtenidos de 4 experimentos independientes, cada 

experimento por duplicado. 

 

 

Figura 16. Desarrollo de la vasculatura 

en los islotes de rata. Las imágenes 

muestran que los vasos sanguíneos 

están presentes en los islotes de las 

ratas desde la etapa fetal (c, f, i y l). 

Las células endoteliales de los vasos 

sanguíneos se observan en rojo (b, e, 

h y k) y las células  en verde (a, d, g 

y j). IB4: isolectina B.  Barra = 50 μm 
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Figura. 17. Expresión de ProNGF en los vasos sanguíneos de los islotes pancreáticos de rata en 

desarrollo. (A) Colocalización de pro-NGF y vimentina (amarillo; c y f) y (B) de proNGF y de IB4 

(amarillo; o y r). Barra  = 50 μm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Expresión del receptor TrkA  en los vasos sanguíneos y en las fibras simpáticas de los 

islotes pancreáticos. (A) Colocalización de TrkA e IB4 (amarillo; c, f, i y l) y (B) de TrkA y TH 

(amarillo; c, f, i y l) en todas las etapas estudiadas (flechas). Barra = 20 μm 
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Figura 19. Localización de las fibras simpáticas y células positivas a TH en los islotes de ratón GFP-TH en las 

diferentes etapas del desarrollo. TH+-GFP es localizado en verde (a, e, i; ver métodos); insulina en rojo (b, f y 

j); glucagon en azul (c, g  y k); colocalización en amarillo (d, h y l). En P1, P20 y la etapa adulta las fibras 

positivas a TH son señaladas con flechas. En todas las etapas estudiadas observamos la presencia de 

abundantes células doble positivas a TH e insulina. Barra  = 20 µm. 
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DISCUSIÓN 

En este estudio, analizamos el desarrollo de la morfología, cápsula, inervación, 

vasculatura y  función del islote de la rata, en las etapas F19, P1, P20 y adulta. 

Nuestros resultados muestran el primer análisis completo de la relación entre la 

inervación, los vasos sanguíneos y la morfología de los islotes pancreáticos 

durante la ontogenia. Además, analizamos el posible papel del NGF en el 

desarrollo de estas estructuras. El conocimiento de la ontogenia de un órgano, nos 

ayudará a comprender mecanismos que establecen un adecuado desarrollo de la 

función biológica en los individuos adultos. 

 

En la etapa fetal, la homeostasis de la glucosa del feto es dependiente de la madre 

(King, 2006). Al nacimiento las crías deben de establecer su propio control de esta 

homeostasis y secretar insulina en respuesta a la leche materna. Otro cambio se 

da en P20 que en la rata representa el periodo del destete y se presenta un 

cambio drástico en la alimentación. Estas tres edades representan etapas críticas 

para el desarrollo pancreático y la maduración de la secreción de insulina inducida 

por glucosa (Aguayo-Mazzucato y cols., 2006; Navarro-Tableros y cols., 2007) que 

termina en P28 (Aguayo-Mazzucato y cols., 2006), aunque el páncreas sigue 

aumentando de tamaño hasta la edad adulta.  

 

Los resultados aquí descritos muestran que la arquitectura de los islotes 

pancreáticos en la rata se establece progresivamente durante los primeros 20 días 

de vida posnatal. Los islotes en P20 no son maduros aún, pues 70 % de estos no 

presentan cápsula de colágena, ni las células  responden a la glucosa como en la 

etapa adulta. En otros estudios realizados con  ratas Zucker delgadas, se ha 
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mostrado que las fibras reticulares y de colágena aumentan entre la semana 6 y 

32 después del nacimiento (Janssen y cols., 2001).  

 

Con estos datos y dado que todos los islotes adultos presentan esta estructura, 

sugerimos que la presencia de cápsula puede utilizarse como un indicador de 

madurez. Otros autores también han sugerido que la cápsula podría ser una 

estructura importante para el desarrollo completo y sobrevivencia de los islotes 

(Janssen y cols., 2001; Nikolova y cols., 2007; Irving-Rodgers y cols., 2008). 

 

Nuestras observaciones demuestran, que el desarrollo de la inervación simpática 

de los islotes  sufre un proceso de remodelación durante la ontogenia. En términos 

generales, hay una tendencia de las fibras simpáticas a incrementar en el día P20 

y disminuir después de este periodo. Este tipo de resultado no es sorpresivo, ya 

que un proceso de hiperinervación seguido por una eliminación de axones 

redundantes es mediado a través de un mecanismo denominado competencia 

neuronal (Deppmann y cols., 2008). Este proceso es comúnmente visto en otros 

órganos blanco (Silva y cols., 2002). Sin embargo; esta remodelación observada 

en los islotes, no había sido descrita anteriormente.  

 

Durante las etapas tempranas del desarrollo, las fibras simpáticas se localizan 

principalmente en la periferia de los islotes, en el compartimento de células α. 

Mientras que en los islotes maduros, un ajuste de la cantidad de fibras es 

acompañado por una reducción en este último compartimento y su relocalización 

en el área de células ß. Cambios territoriales en la preferencia de los axones 

durante la ontogenia, no son raros. Algunos axones en crecimiento utilizan blancos 
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de inervación transitorios para alcanzar el destino final en la madurez (Silva y cols, 

2002).   

 

De esta manera, observamos que la inervación simpática incrementa en el 

compartimento de las células ß cuando estas muestran una madurez funcional 

(después de P20). Lo cual corrobora otro estudio del laboratorio en el que se 

observó que en P28 los islotes `presentan ya características maduras (Aguayo-

Mazzucato y cols., 2006). Al contrario de lo observado en la rata, los islotes 

pancreáticos adultos de ratones muestran más fibras simpáticas localizadas en la 

periferia de los islotes (Burris y Hebrok, 2007).  

 

La comparación entre el desarrollo de la inervación simpática de las ratas y del 

ratón Tg-TH-GFP refuerza nuestros resultados. La localización de las fibras 

simpáticas dentro de los islotes del ratón Tg-TH-GFP se observó hasta P20, 

similar a lo observado en la rata. Aunque, la presencia de abundantes células TH+ 

observadas en los islotes de ratones  y descritas anteriormente por Teiltelman y 

cols. (1987) requiere de mayores estudios.   

 

Un aspecto interesante que merece consideración, es la búsqueda de mecanismos 

por los cuales se remodela la inervación simpática. Se ha observado que cuando 

se transplantan islotes a la cápsula renal, estos desarrollan inervación simpática 

(Gardemann y cols., 1994; Myrsen y cols., 1996). Lo que sugiere que algunos 

factores producidos por las células insulares podrían mediar un efecto neurotrófico 

en el islote. 

 



 69 

En este trabajo, documentamos que las células  sintetizan y secretan NGF a lo 

largo de la ontogenia pancreática, el cual podría ser un factor trófico para el 

desarrollo y la sobrevivencia de la inervación simpática y de la vasculatura del 

islote como ha sido observado en otros órganos (Dissen y cols., 2002; Lara y cols, 

1990).  

 

La biosíntesis y secreción de NGF por las células insulares disminuye con la edad. 

Sin embargo, las células insulares adultas continúan sintetizando y secretando 

NGF, el cual probablemente ayuda en el mantenimiento de la inervación simpática 

en los islotes adultos. Un hallazgo importante fue la observación de que las células 

 y las vasculares también muestran inmunoreactividad para proNGF. Lo que 

puede ser una fuente alterna de NGF durante el desarrollo pancreático y hasta la 

adultez.  

 

Para poder demostrar la expresión de NGF en los vasos sanguíneos utilizamos 

IB4  (marcador de células endoteliales de vasos sanguíneos) (Meléndez y cols., 

2008) y vimentina, cuya expresión acompaña a los procesos de angiogénesis 

(Vasir y cols., 2000). La importancia de que las células vasculares produzcan NGF 

de manera restringida a la etapa perinatal, resulta de interés. Esto podría implicar 

que el NGF vascular podría tener efectos auto / paracrinos que participen en la 

guía de las fibras simpáticas hacia los órganos blanco (islotes) durante las etapas 

tempranas del desarrollo, como se ha descrito para artemina (Honma, y cols., 

2002). Requerimos realizar mayores estudios para poder demostrar esta hipótesis.  
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En un ratón transgénico que hiperexpresa NGF específicamente en las células ß 

(Edwards y col., 1989) y en un doble knocking para NGF y Bax (Glebova y Ginty, 

2004) se ha observado una hiper e hipoinervación de fibras simpáticas en el 

páncreas, respectivamente. Estos datos, apoyan fuertemente la idea de que los 

cambios en la disponibilidad de NGF podrían ser una causa de la remodelación de 

la inervación simpática.  

 

La correlación descrita entre la magnitud del desarrollo de la inervación simpática y 

la secreción de NGF observada por Wekstein (1965) no la encontramos en el 

islote. Mientras en P20 observamos una hiperinervación simpática del islote, la 

secreción de NGF por las células insulares disminuye. Esto, probablemente se 

deba a un efecto inhibitorio en la secreción de NGF ocasionado por la NA liberada 

de las fibras simpáticas. Adipositos de una línea celular de ratón (3T3-L1) que 

fueron cultivados y tratados con NA, mostraron una disminución significativa en la 

expresión genética y en la secreción de NGF (Peeraully y cols., 2004). Además, 

tejido adiposo pardo de ratas tratadas con reserpina (un antagonista de la NA) 

indujo un incremento en los niveles proteicos de NGF (Nisoli y cols., 1996). 

 

Esta regulación negativa de la noradrenalina hacia el NGF podría  a su vez, 

disminuir la biosíntesis del receptor TrkA e inducir apoptosis y remodelación de la 

inervación simpática por competencia neural, algo que ha sido ampliamente 

demostrado en ganglios simpáticos de ratones NGF -/-, Bax -/- (Deppmann y cols., 

2008). 
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La presencia de los receptores TrkA en las fibras simpáticas y en los vasos 

sanguíneos de los islotes observada en todas las edades estudiadas refuerza la 

acción neurotrófica y angiogénica del NGF propuesta en este trabajo.  

 

Por otro lado, TrkA también se expresa en las células ß, dato que ya esta 

ampliamente conocido (Rosenbaum y cols., 1998; Miralles y cols., 1998; Kanaka-

Gantenbein y cols., 1995a). Por lo tanto, es probable que el NGF actúe también a 

través de señales auto / paracrinas para promover la maduración de las células ß. 

Esta posibilidad es apoyada por el aumento en la secreción de insulina inducida 

por glucosa, después de que las células ß neonatas son tratadas con NGF 

(Navarro-Tableros y cols., 2007).  

 

 

 



CONCLUSIONES 

Los datos morfológicos y funcionales descritos en este trabajo sugieren que el 

NGF puede jugar un papel clave en la morfogénesis al promover la remodelación y 

el mantenimiento de la inervación simpática,  el desarrollo de su red vascular y la 

maduración de las células α y ß (Fig. 20). Esto es reforzado por la 

inmunoreactividad de TrkA observada en las células insulares y las fibras 

simpáticas de los islotes en todas las etapas estudiadas y en los vasos sanguíneos 

en F19 y P0.   

 

Ciertas evidencias apoyan la relación que existe entre un proceso ontogénico 

alterado y la presencia de algunas enfermedades que se desarrollan en la etapa 

adulta. Estos padecimientos son causados por interacciones negativas que 

ocurren entre el desarrollo del organismo y su medio ambiente durante la vida pre 

y posnatal. La disminución en la inervación del islote se observa como un evento 

temprano en la diabetes tipo 1 (Persson-Sjogren y cols., 2005; Saravia y cols., 

2003). Además, los ratones knockout para NGF o TrkA resultan en un fenotipo 

dramático de apoptosis de neuronas simpáticas y muerte de las crías en pocas 

semanas (Crowley y cols., 1994).   

 

Resulta interesante que la presencia de una mutación autosómica recesiva en el 

gen de TrkA en humanos, causa un síndrome de insensibilidad congénita al dolor y 

anhidrosis (CIPA; Chao, y cols., 2006; Indo, y cols., 2002). Además, estos 

pacientes presentan una alteración en la primera fase de la secreción de insulina 

inducida por glucosa (Schreiber R, y cols., 2005). Finalmente, una disminución en 

los niveles séricos de NGF ha sido asociada a la neuropatía periférica en modelos 
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de animales y humanos con diabetes  (Faradji y Sotelo, 1990; Tomlinson y cols., 

1997).   

 

Conocer los papeles del NGF en el desarrollo de los islotes, la maduración, la 

inervación y la función puede conducir a nuevas perspectivas para posibles 

tratamientos para diabetes mellitus, incluyendo mejoría en las condiciones de los 

islotes utilizados para transplantes 
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Figura 20.  Modelo para explicar el posible papel de NGF en el desarrollo pancreático. En las 

etapas fetal, posnatal temprana (P1) y posnatal tardía (P20), los islotes son inmaduros en su 

morfología y función. Durante el desarrollo pancreático, observamos que la red vascular se forma 

primero, seguida de la inervación simpática, la cápsula de colágena y finalmente la arquitectura del 

islote maduro. Entre las etapas P20 y adulta se observa un proceso de remodelación de la 

inervación simpática, probablemente por competencia neural. El NGF podría tener una 

participación en cada uno de estos cambios morfofuncionales al enviar señales hacia su receptor 

TrkA, presente en células, fibras simpáticas y vasos sanguíneos de los islotes pancreáticos. 
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ABSTRACT 

N"'''''''f'hll'' (Nn) "U Imp"""''' r", Ih. 'u,,"~I, ,I¡ffp
f'totlatlon ""el funWon of 'ympalh"'(' ""d ",o"",'al 10""_ 
rotu of c""tral alJ(l pN'iph • ..a1 "".'"" 'F"m. 11_"· ... , 
>!mllar fuIK".'" h .. ·• """" ,II'SU',/N>,! o( Nn IIJ /Jo/J_mural 
ol'/Jan • . ¡.;"',.. G..-Ih fa" ... (NGF) partiCipa/OS In 1/0> fotl<oJ-
1"íJM"S" ami o,,,lat!on In Ih. (!Va']'. a.- .... 11 a.- In Ih. "IN 
IOOrph0f/""''' a",1 ""u!i" 1#U'",'m of Ih. palJCt'Pa/:I(' P "'~ 
Th# NT, aí1 by MlJ(/ifl/! lo '""O ,¡m"KI el""". ~ lraaSl"",n_ 
"'anal 1Y'<'t'p1"''' p 15 ami Trb. &lh f'~1H' I)pOS ¡,,)(/ lo 
ac""WOll of InUa",lIular "¡¡/Jalit'!! casca<l1'5 Ihal "',/ "'ilh 
",n ,~v,,~1 '" a¡>oplo,,,, In IhlS ,....",.. ,llffH"" "Wom of 
Ih. Nn In Ih. l1V"ri"" ami Ih. l'aJO<,..,,, alY' ,II'SU'I/Hod. 

INTRODUCCION 

l as NTs pertenecen" la ramilla de los factores 
"eurotróncos. de la que destacan cua tro miembros: 
el factor de crecimiento neuronal (NGF). el factor 
neurotrón co derivado del cerebro (BDNFl. b neuro
tronna 3 (NT3) y la neurotroftna 4/5 (NT 4/5) .' Los 
cua tro factores son derivados de un gen anceslral 
con,,; n y so n si mlbres en secue ncia y esl ructu ra. El 
NGF fue b primera neurolroftna en ser ca racte rlza.
da . Su descubrimiento se debe al IrabaJo de Rita 

RESUMEN 

La> ""u,olrol1n •• (Nn) ... " l"'II ..... , >Ob1o> p"'. l .... br ... lvon_ 
d" l. ,Iil",. ooaclón y l. tu"Clótl <1< ""."ono. "onpáll<o, y .. n_ 
",,1.:110. <1<1 "".m. ,,,,,,ioso <"<,,, ... 1 y po,lfM<o. Sin .mbargo. 
,. t"", <1<",,100 tu, .. loll •• ,Imll.:l"" d . l •• Nn.n 618"'. " 00 ,,..,ro, .. I,,. El foc'", do Cf«~,~.", o ,,..,ro, .. l ING ~) p",Uclpa 
<11 t. follcutOS<"e.1> y t. ovutoclón .. , . 1 ova,lo . •• 1 ro" .. ,n l. 
trIOffog<! ..... b <1<1 1 .. 0' . y ,,, t. , • • :roclót, <1< I".ull ... por l. eoHu_ 
1.:1 6 ... , ..... OUca. La> NT. "1<'<11",, ",. funclo"e. at u"lt .. a_ ,lit, .... "., UF"" <1< ''''''p''''''' " .. ,,"",mbrnt .. l .. : 1., T,k!. Y <l 
pi,. Ambo> UF"" d, ''''''p'or .. 100""0<' 1.:1 .. Uv.<lón d . eo",o_ 
,1.:1> <1< ""t\atlLocló" q"" 11, .. 11",,, ron """""'I""ocl. ",t"I.:I, ° 
'pop'''!>. En .. " ,,,,1.1<1,, .. 1M<,1b<t, dlt.« Il' .. .. do,,, . d. 
1", NT,,,, 01 ova,loy 01 páfICI"'. 

Pal.bra, clav ... N"",ouon"o •. Ova,lo. PÓ/l(:ro, ... 1"."'0_ 
<101" . 

Levl -Montalclnl . Vlctor Hamburger y Elmer Bue
ker.' Ellos describie ron que los sarcomas de ratón 
Impbntados en embriones de pollo producían una 
molécu la que Induda su propia Inervact6n. Poste
riormente. los primeros dos autores Ju nto con Slan
ley Co hen la purlftcaron en este llpo de sarcomas. 
en el veneno de víbora y en la gl:l ndu la m""nar del 
ratón . A esta molécu la le nombraron NGF.' 

l as NT s Juegan un papel Importanle en el desa
rrollo )" función del sistema ne rvioso. Parllclpan en 
una amplia gama de funciones como el crecimiento 

11<';"" do n-..-..~ CIn<.a I Vd . \9. 1Uo. 3 I M.pArio, lOOJ I Ff 1111-228 
V.,.ion C","pltlO d< .". onirnlo di 'I"'niblt ,n ,. ,,"' .. : " ''''''-.im biom.d.,o m.m. 
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f~r. 1, l as fk1s diN'S rJeroc'f'lO«tS {Ha IIIS Nr~' fi rr'l)' el p15: 
El recepI" rrk. p«'Si'fla ro ""porcia¡ ""r iJCf'Mar rwlMi> n'cvsrolru
cms (1 RRI-Jt ros fT'fXJs rJe Cl5I1'm3S re I )' ClI )' rJo5 <Jm¡oos pareci
oosa ~btJ<J/ÍliJs(1g1 elg2}, El NGf se lIleal rrk,4, fi BDNf)' la 
NU/5 se mro al rrk-B)' la IrrJ se uoo al rrk-C, los rrls se unen a 
511511¡intIo< coo al;¡ al r,rhd, la urmf'5{)ff;1/j;¡J re cada rrk es {Tcpor

CI'""rh {XX eldomi,o 1 parecDoa la imJn<Y}bl><Jila En ""fX'ciJnin
IMeelJlar se bcriizan b5 _s re Climil rJe lTasilD s ElII'Cefl" p15 
romieoo ro "" domilio e:l1IiJCellliJfclDl!O lPpNiOOs rJe CI'5I1'frJJ (eRI, 
eR), eRJ )'eR~, rinliro rorfieooun_ re rrverteiruacilcp/iJ5-
mJtcv, f5I'HI'CRfl'" lieoo la capiKidadrJe ur',. /as WiJ/lr) Nrs' NGf, 
BDNf, NW5 )'alrr3cmbiJjJ i1li>i1ad)'a laspr~s(PRO
Nr) ron alla ali>i1iJd (ma1iICiJro rJeGr0f>-5 ind Dewbpm!nI 2000 11: 
2919-2931). 

de los axones y su guia hacia los órga nos blanco. b 
estructura}' b arborIzación de bs dendritas. la for
macIón y la plastlcldad sln:lpUca.' AsimIsmo. parti 
cipan en la sob revlvencla neuron:ll : además de 
ejercer otras funciones en órganos no neuronales 
como el desarrollo del corazón. la función del sIste
ma Inmunológico' }' de a lgunos órganos endocrInos 
co mo e l ovarIo.' el testículo'}' e l p:lncre:ls.<·l L:ls 
NTs so n las form:ls maduras de b s proneurotron
nas. mismas que s.on procesadas por proteasas ex
tracelul:lres como b meta lop rotelnasa de matrIz' y 
la plasmlna." 

Ejercen sus funcIones biológicas a tr:lVés de su 
un16n a dos tipos de receptores transmembran:lles. 
unos de :lita aOnld:ld denominados Trks y otro tipo 
de baja aOnldad_ que es co mJXIrtldo por todas las 
NTs. denomInado p75.''-'o Los T rks son r""eptores 
co n actividad Intracelular de el nasa de Uroslnas." 
En los mamíferos se han descrIto tres genes que ex
presan los diferentes receptores Trks . El Trk-A. el 

Trk-B }' el Trk-C. que unen respecUv:lmente NGF. 
BDNF }' NT 4/5 (FIgura 1) . " El r""eptor p75 es un 
miembro de b familia del r""eptor del factor de ne
crosis tumoraL" al cual se unen bs Nrs co n menor 
annldad que a los Trks. P uede Interactuar co n los 
Trks a través de cIertos domini os de un16n")' se 
une ron mayor aOnldad a las proneurotroO nas.'·" 

La Inter:lcclón de b s NTs co n los receptores Trks 
Induce una serIe de cascadas de rosforlbclones ln
tracelubres que condu cen :l la sobrevlvencla ce lu 
lar. mIentras que la unión de proneurotronnas a p75 
conduce a b apoptosls celubr.' 

Seña les intracelu la res 
inducidas por los receptoresTrks 

La unIón de bs NTs a los receptores T rks Induce 
su transfosforlbclón)' el redut:lmlento de proteinas 
adaptadoras que presentan domInIos de unión a la 
porc16n cltoplasmáUca del r""e ptor. Algunas de es
tas proteínas adaptador:ls contienen un dominio Shc 
(do minIo de homología a la proteína Srd. Otras pro 
teínas adaptador:ls son la Grb -2. b proteína Inter 
ca mbIadora de nucleótldos de guanIna SOS (Son of 
Sevenless) )' proteínas de b familia de Cab-l/sustra 
to de receptor de la Insulina l y 2 (IRS-I y 2) ." El 
r""lula mIento de SOS Induce la act Ivaclón de la pro
te ina C pequel'la Ras. Ras activa la via de senaIl7.a 
cló n de la cln:lS.l de b proteina MAPK / el nasa de la 
protein:l activada por mlt6geno (rafJ1..-IEKIMAPK) y 
b de la cl nasa de rosratldlllnosltol -3 / clnasa de la 
proteina B (PI -3K/Ak¡) . Ambas vbs regulan la so 
brevlvencla ce lubr. 

La vb ra rJ1..IEKlMAPK :lctlva a la cl n:lsa S6 ribo
som:ll (Rsk) y a b proteina de unIón a elementos de 
respuesta de AMPc (CREB). este factor de transcrIp
ción Induce la expres16 n de genes antl.,popt6t1cos 
como el que ,nllnca para Bd-2. La transfosforlbclón 
de los Trks prolonga la activIdad de la MAPK al fos 
forllar:l la proteina transmembranal rlc:l en :lnqul
rlnas (Aru..IS) (FIguro 2) ." 

La via PI -3K/Akl es actIvada por tres proteinas 
ad:lptadoras : S he. Crb-2)' Cab-\. La PI -3K acU va 
dlr""tamente a bs proteinas Inhlbldoras de la apop
tosls (IAPs) y estl mul~ la activIdad de cl nasa depen 
diente de fosfolnositldos 1 y 2 (PDKI )' 2) . las cuales 
a su vez activan a Akt. 

Akt activada Induce la fosforlbc16n de la proteina 
Bad promoviendo su asocl:lc16n con ot ra llamada 14 -
3-3. previnIendo de est:l m:ln","" su unIón ron la pro
tein:l a nU:lpopt6t1ca Bcl -2. Además . Akt fosforHa e 
InhIbe a Forkhead y a p53. factores transcrlpclon:l
les que Inducen la transcrlpc16n de :llgunos ge nes 
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FIgIIJ l VI" de 5('(Ial 'lilCim cffililf de 
rrk)' de p1S, las vlas de Pl-JKlAAI)' la de 
ra/,l/CK/lMPK iKJOCD" fU bs rrks "yulan 
la 'iOIxe"wocia ce/¡JiJI )' el aeair,emo de 
oorfV5 ro "91IVs/pa< "" l><'UOO3S l.lienl!iJS 
qwp15puroe"Y"liI la ~ CRlJat)' 

la apoplosis. la aafwKjm "" bsll'Cl'plores 
rlks )' p15 ¡veden COfIYf'Igf'Iffi la ,., ,.~ 

de lin.8 iKJIJderIfb un sir1i'lIjsmopara la so
lI'e"""",'-a cf'Úlar (/Iecf¡¡J rJiscon/fllJil) Ifl: ,--

como los que rodlflcan para ellJgando de Fas y para 
Bax. respectivamente (Flg"ra 2) ." Todos estos even
tos evUan la apoptosls celular. 

La fosfoUpasa C-yl (PLC-yl) se "ne a l domInio 
cUoplasmátlco del receptor a través de su domI 
nIo SH2 . Esta enzIma hldrolJza fosfolnosítldos de 
membrana)" genera I nosUol t rlfosfato (IP3) y dlacH
glicerol (DAG) . El IP3 Ind"ce liberacIón de calcio de 
los depósitos Intracelulares )" el Incremento del ca l
cIo cUoplasm:ltlco. El DAG estlm"la la activIdad de 
PKC reguladas por calcIo. Ambas moléc"las pueden 
particIpar en el crecl mIento de neuritas (Flg"ra 2) ." 

Se'-iales intracel"lares inducidas por p75 

La activacIón de p75 prom"eve la s.obrevlvencla 
en a lgunos tipos de neuronas y la apoptosls en 
otros." U na vía Importante que promuew la sobre
vIvencIa cel"lar de alg"nas poblacIones ne"ronales 
se lleva a cabo por la actIvacIón del factor n"clear 
kappa B (NF-KB). La actl"aclón de p75 Ind"ce la 
fosforllaclón del factor Inhlbldor B (IKB). resu ltando 
en la liberación del factor de transcrIpción NF-" B. 
En esta vía de senallzaclón. p75 colabora con TrK 
para InducIr la sobrevlvencla de neuronas slmp:ltl 
cas" y sensorIa les (F1gu ra 2) ." 

Sin embargo. la "nlón de las NIs con el receptor 
p75 también p"ede Ind"clr apoptosls al acUvar la hI 
drólisIs de la esflngomlellna)' la produccIón de cera
mIda . La cera mIda se "ne a Raf e Ind"ce la 
formación de complejos Raf-Ras Inactivos que Inhl -

ben la cascada de sel\allzaclón de la clnasa regulada 
por sena les extracel"bres (ERK).'" Adem:is. la cera
mIda también InhIbe a la vía de PI-3KJAK1." La In
hibIcIón de ambas vías promueve la apoptosls 
cel"lar . Otra forma de Ind"cclón de apoptosls por 
p75 se lleva a cabo por la actl,'aclón de la vía de la 
clnasa. del amlno termInal de J" n UNK) - p53-Ba.~ (FI 
gura 2) . Se ha s"gerldo q"e la presencIa o ausencia 
de sorUlIna. un ooffeceptor de p75. determIna sI las 
proneurotroflnas Ind"cen o no a la apoptosls celu 
lar.' Las senales apoptótlcas de p75 se Inducen sólo 
sI Trk está Inactivo. La activacIón de PI -3K por 
NGF InhIbe la hIdrólisIs de la esflngomlellna depen
dIente de p 75 en célu las PC-12. lo que sugIere q"e el 
Trk -A puede contrarrestar las sena les de apoptosls 
q"e "",,,ltan de la u nlón de NGF con p 75 ." 

Como hemos men cIonado. las NTs tambIén parti
cIpan en el desarrollo y la f"nclón del ovarIo' y del 
páncreas .-·' El propósito de esta re,'lslón es describir 
los mecanIsmos celu lares InducIdos por las NTs para 
llevar a cabo ambas accIones. 

EL CONTROL NEUROTRÚFICO 
EN EL DESARROLLO DEL OVARIO 

Estudios en ratas)' ratones han demostrado que 
los genes que codifican para las cuatro NTs : NGF. 
BDNF. ND Y NT 4/5. Y sus receptores TrkA. TrkB. 
T,kC y p75. se up,esan en el ovarIo de rata en el 
estadIo fetal y posnatal antes del InIcIo de la foil cu lo
génesIs. ",H Adem:ls se demost ,ó. medIante la técnl -
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ca de ",accIón de la cadena de La pollm"",,,, acoplada 
a la {ranscrlpta'" rev""",,, (RT -peRlo q"e también se 
expresan en O\'arlos de relOS huma nos de 13 y 21 se
manas de gestacIón." 

El NGF e n e l d escorro llo d e l ""clrio 

¡"-ledtame ensa)'os de protección de RNAsa se ha 
demostrado q"e los RNAm para el NGF y su recep
tor Trk-A se expresa n en el ovario de la rata du ran
te el desarrollo fetal tardío. Los niveles de ambos. 
disminuyen entre las 24 y 48 horas pos"atal. duran
te la follculogén ests. Posteriormente, se mantienen 
en bajos niveles hasta la p"bert:ld ." Ad emás. me· 
dlante hibridació n In sIl" e Inmunofluorescencla se 
ha detectado e l RNAm y la proteína del receptor 
Trk ·A en las cél"las de la gran"losa y en los ovocl· 
tos en la etapa posnat:ll."" 

El NGF participa en el desarrollo del ovario por 
dos mecanismos funcionalmente ,daclonados: a) la 
maduración de las cé l"las o\'árlc:tS)" b) la Inducción 
de su Inervación . Se ha propuesto también que e l 
NGF participa en la proliferación de 1:tS célul:tS me· 

senqulmatosas del ovario durante la etapa fet:ll. 17 

Los ratones neonatales "k ntlCk-o"e (KO) o deflclen
tes de NGF (KO-NGF) presentan una disminución 
de cerca de la ml1:ld en la proliferación de est:lS eélu-
1:tS. con respecto a los ratones silvestres." 

El NGF es necesa rio para la foll culogénesls tem
prana . Los ratones KO-NGF de "na semana de edad 
posnat:ll presentan "na disminución en el ",imero 
de folículos primarios y """U ndarl os comparados con 
ovarios de ratones sl lvest res ."" &1:1 dlsmln"clón no 
es ca usada por defklencla de gonadotroflnas. ya qu e 
los ratones KO-NGF presen1:ln niveles s.érleos de la 
hormona follculoestlmulante (FSH) y lutelnlzante 
(LH) similares a los ratones s llvest res ."" 

Por otro lado. se ha demostrado q"e al neutrali 
zar d"rante los primeros tres días de vida posnatal 
el e fecto del NGF co n un anticuerpo antl -NGF en 
ratas . el ovario s"fre una pérdida co mplet:l de la 
Inervación simpática . lo cual se observa en la etapa 
prepuberal.' La Inervación simpática del ovario 
participa en la follculogénesls temprana allnd"clr 
la síntesis de receptores para gonadotroplnas en los 
folíc"los en desarrollo. lo q"e a"ment:l su senslblll -



 
 
 

dad a estas hormonas ." Se ha s"gerldo q"e este 
efecto es medIado por "n aumento de la concentra· 
ctón de AMPc por neurotransmisores como la nora· 
drenaHna (NA) y el pépUdo IntesUnal vasoactlvo 
(VIP). presentes en los ovarlos a ntes de la foUc"lo· 
génesIs. 

Result ados alternos In ,Hro. demostraron q"e la 
exposlctón de ovarIos de ratas nronatas a agonIstas 
octa ·adrenérglcos o VIP Incrementan los nIveles de 
RNAm y de la proteína para el recept or de la FSH 
(FSHr)." Además. los ovarIos de ratones KO·NGF 
en el estadIo posnatal. presentan un~ dlsmlnuctón 
en los nIveles de RNAm de FSHr con respecto a los 
ratones sUvest res ."" Estos resultados. dem"estran la 
parUclpaclón del NGF en la follculogénesls tempra · 
na y en la InervacIón sImpátIca del ovarIo (FIgura ",. 

Por (ilUmo. el tratamIento con NGF a cél"las de 
la gran"losa de h"mano en c"IU vo. Ind"ce "n I ncre· 
mento en la secrecIón de estradlol (E2) . en los nlve· 
les del RNAm del FSHr y en S" blosíntesls. Además 
de "na InhIbIcIón de la secrecIón de pr ogesterona.'" 
Estos resultados s"gleren que el NGF podría preve· 
nlr la l"telnlzaclón temprana en los ovarIos preOVl( · 
latorlos. 

El BDNF Y la NT 4/5 
en el desarrollo del ovario 

El BDNF Y la NT 4/5 tambIén parUclpan en la 
foUculogénesls." MedIante téenlcas d e Inm"nohls· 
toq"ímlca se detectó al receptor Trk · B en la mem o 
brana de los ovocltos de folículos prImarIos y 
secundarlos de ratones de sIete días posnatal. S"s 
Ugandos . el BDNF ). la NT 4/5. se observaron pre· 
dOmln:mtemenle en las cél"las de la granulosa ." 
Los ratones KO·Trk·B )" dobles KO· BDNF)· KO· 
NT 4/5 presentan "na reducclón slgn Hl catlva en el 
",imero de folíc"lo. sec"ndarlos con respecto a los 
ratone. silvestres . Esta red"cclón e. sec"ndarla a 
"na dIsmInucIón en la prollferaclón y no en la 
apoptosls de las cél"las de la gran"losa." En célu · 
1"" mesenqulmatos"" de ratones KO·NGF neonatos 
se observan estos mismos cambIos. lo que sugIere 
q"e la prollferaclón celular representa un mecanls· 
mo general usado por las NTs para reg"lar la foU · 
cul<>génesls. 

l os ratones KO·Trk·B. tambIén presentan "na 
dlsmln"clón slgntncaUva en los nIveles de RNAm de 
los FSHr. degeneracIón de los oocl l os)" pé rdIda 
de la organIzación roUcular en el estadio posnatal." 
Los ratones KO·Trk·C no presentan defectos en la 
follculogénesls. " 

El CONTROL NEUROTRÚFICO 
EN lA FUNCIÚN DEL OVARIO 

El NGF partlclpa en la ovulacIón.' l a madura· 
clón del folíc"lo es InducIda por diferentes estím"los 
hormonales como la LH. que Ind"ce la rupt"ra de la 
pared foUcular. Además. part Ic lpan "na serIe de mo· 
léculas como las Interleuclnas.3' las prostaglandlnas 
). la deslntegrlna)· metaloprotelnasa con moUvo. de 
trombospondlna· l (ADAMTS·l)." En la etapa pre· 
ov"latorla e~lste "n Incremento en los nIveles del 
RNAm del NGF Y de su receptor Trk ·A. posterIor a 
"n a"mento en los nIveles de l H.lI 

l a secrecIón de lH estimula la síntesis de la In· 
terleuclna ] b (IL · ] ~) en el ovarIo ."" Por S" parte . la 
IL· I~ . Incrementa la e~preslón de los genes de NGF 
). Trk ·A en las células ovárlc:1s. Este aumento es 
InhibIdo por un antagonIsta nat"ral de los recepto· 
res para IL · l~. el IL · I ra ." IL · 1 ~ Incrementa la se· 
crectón de prostaglandlna E2 (PGE2) de células 
ovárIcas aislad"" en cultIvo. Este efecto se aten(,a 
c"ando 1"" cél"las se tratan con anticuerpos antl · 
NGF o con "n Inhlbldor de la activIdad clnasa de 
tlroslnas de Trk·A como es el K252a. Además . la 
admInistracIón de anUcuerpos anU ·NGF o de 
K252a a ratas . bloquea la ovulacIón InducIda por 
gonadotroflna sérlca de yegua pret'lada (PMSG) ." 
Estos datos tambIén sugle",n q"e el NGF parUclpa 
en la ovulacIón. 

Utlllzando células de la teca de folículos preovula· 
torIos de bovIno y transfectadas con el gen del Trk· 
A.'"' se observó que el NGF Induce la fosforlbclón en 
serl nas de la conexl"" 43 en estas cél"las. la conexl· 
na 43 es la prIncIpal proteína consUt"yente de las 
"nlones com"nlcantes en los folíc"los preov"Jatorlos. 
La fosforlbclón de la coneXln~ 43 por NCF Ind"ce 
"na r"ptura de la comunicacIón entre las cél"l"" de 
la teca . lo anterIor se observó al reducIrse la habUI · 
dad de estas células para transferIr marcadores fl"o· 
rescente. entre ellas por las "nlones com"nlcantes."" 
Estos res"ltados s"gleren q"e b acUvaclón de los re
ceptores Trk ·A por el NGF Induce pérdida de la ad he· 
slón cel"Jar que ocurre en la pared follcular antes de 
la ov"laclón (FIgura JA) . 

El CONTROL NEUROTRÚFICO 
EN El DESARROllO DEL PÁNCREAS 

El páncreas e. una glándula ml~ta. es decIr. está 
consUtulda por una porcIón e~ocrlna y "na endocrl · 
na . La porclón e~ocrlna Inel"ye a las célul"" de los 
conductos y a 1"" célul"" aclna res. Mientras q"e la 
porclón endocrina está formada por los Islotes pan· 



 
 
 

cr .. áUcos. que son agr<>gados formados por cuat ro tI 
pos celulares dlsUntos. que Incluyen: 

• Células p productor:Js de Insulina. 
• Células 01. productoras de glueagón. 
• Células ¡; productor:Js de somatostatlna. 
• Células PP productoras de pollpéptldo pancre;'itlco. 

El NGF en el desarrollo del p:'increas 

No se conoce mucho sobre el JXlpel del NGF en el 
desarrollo del páncr .. as . Se ""be que el Trk- A. re
ceptor del NGF. se exp.-..sa en los Islo tes de ra'" fe
",1 y "" las células d .. l conducto pancreático durante 
el desarrollo f<'lal.:» Esta .. xpreslón persiste al nael
ml""to y .. n la edad adul", sólo se .. xp.-..sa en las cé
lulas p.'" El NGF participa en la morfogénesls del 
Islote . )'a que el uso del K252a "'tarda slgnlficaUva
mente la morfogénesls de Islotes 111 yl/ro." Sin em
bargo. se desconoce si las células del Islote fe",l 
slnt .. tlzan y """",tan el NGF o si este factor provie
ne de alg(in ot ro tejido. 

Por otro lado. Hlst .. n evld .. nclas de que el NGF 
Increment:l la I neNaclón simpática del pánc",as IxIjo 
clrcunst:lnclas no fisiológicas. En un modelo de fa
tón tr:Jnsgénleo de NGF específico de las células p 
pancreáticas . se observó desde la etapa f<'lal de la 
ra'" una hlperlnervaclón slmpáUca de los Islotes 
pancreáUcos.<O Además . el trataml .. nto local con 
NGF Inc",menta la Inervación slmpá t lca .. n Islotes 
tr:Jnsplant:ldos a rat:ls dlabéUeas ." Estos datos su 
gl", .. n que .. l NGF podría t .. ner una JXlrtlclpaclón en 
la ontogenla del páncreas y en el desarrollo de su 
Inervación slmpátlea (Flgu ra 3B) . 

EL CONTROL NEUROTRÚFlCO 
EN LA FUNCJÚN DEL PÁNCREAS 

El NGF en la fund ó n 
d e la célula p pancreática 

Result:ldos de nuestro laboratorio h.. ... n demostrado 
que las célutas p de r:Jta adulta slnteUZOln y secretan 
NGF. en respuesta al aum",Uo en la concentración de 
glucosa ext""",lular! Además. el NGF también se ex
presa en las células ji de Islotes de hu mano adulto." 
Las células p adult:ls cultivadas por cinco días y Ira
t:ldas con NGF. sec",t:ln más Insulina en respuest:l a 
la esUmulaclón con 20 .6 mM de glucosa que con 5.6 
mM." Esto se expli ca. al menos en JXlrte. porque el 
tratamiento a largo plazo de las cél ula s ji adul",s 
con NGF . Incrementa la densidad de las corrientes 
de sodio )' calcio tipo L s .. nslbles al voltaje"-" y 

las corrl .. ntes de calcio (Ca'+) a través de los canales 
deCa'+ ." 

Cuando se cultivan células ji con K252a hay una 
disminución del RNAm de Ins"lIna . así como de su 
secrecIón." lo que demuestra que el NGF modula 
positIvamente su blosíntesls y su secreción. Otros 
result:ldos de nuest ro laboratorio )' de otros autores 
demuestran que el NGF es un Import:lnte regulador 
de la sobrevlv .. ncla de las eél"las p aIsladas. " así 
como de Islotes 111 ,'l/ro." Además. ratas tratadas 
con est"'ptozotoclna (un fármaco que puede InducIr 
apoptosls de las células p) present:ln un Inc",mento 
en la expresión del g .. n del NG F y .. n su ""c",clón 
por las células p." Esto sugl .. ,.., que .. l NGF Induce 
efectos protectores .. n la sobre.'lvencla de las células 
ji tanto 111 ,'Uro como 111 ,ho. 

Por (iltlmo. nuestro grupo también ha demostr:J 
do que el NGF es capaz de modular la plasticIdad de 
la célula p. ya que promueve el crecimiento de proce
sos celubres JXlrecldos a neuritas en cu ltlvos prima
rios de células Insubres adultas y fet:lles ... recto que 
se potencIa con un análogo perm .. able del AMPc . .. l 
dlbutlrll MI Pe (dbcAMP)." 

El BDNF en la fu nció n de células insulares 

Estudios de Inmunohlstoquímlca en cortes de 
páncreas de r:Jtón . pato y lagartija. han demost rado 
que el BDNF se coloca liza con el glucagón en las cé
lulas 01. del Islote JXlncreáUco.'" AsImismo. el recep
tor Trk-B ha sIdo observado específicamente en las 
células 01. de Islot,," JXlnCreátlc05 de ratón" y de hu 
manos." 

La Inyección subcutánea de BDNF a r:Jtones obe
sos y dIabéticos (dbJdb) reduce los niveles de glucosa 
pl..smáUea." Se postula que este efecto se lleva a 
cabo. allncrem .. ntar la eonc .. ntraclón de Insulina 
pancr .. áUca y dismInuir la de glucagón. Ad .. más . en 
est05 mismos ratones Inyec"'dos . el BDNF Induce 
una organIzación de la arquitectura del Islote (célu
las p en el centro y a en la perl ferIa) . misma que no 
se observa en los ratones db/db controles . También. 
Incrementa la masa de células ji. así como el n(,mero 
de sus gránulos sec"'torlos)' disminuye la ma"" de 
célu las no ji (célu las Q y 5) . Todo esto sugIere que .. 1 
BDNF pre\'I""e .. l mal ru nelon3mlento del páncr .. as 
en el ratón db/db al mant .. n", una mejor organiza
ción histológIca del Islote y rest:lur:Jr los niveles de 
gránulos """"'torios en las eélu las ji." 

Por (,IUmo. cultivos de Islotes aislados de pán
c",as de ratones silvestres durante sIete días y tr:J 
",dos con 10 ng/ml de BDNF d .. mostraron una 
dIsminución slgnlflcaUva .. n la """reclón de gluca -



 
 
 

gón al oompararla oon sus controles." &to sugiere 
que el BDNF es uno de los reguladores negatlvos de 
la secreción de glucagón. hormona oontrarregulado· 
ra de las acciones de la I nsultna (FIgura 3B) . 

CONCLUSIONES 

La mad(lraclón del ovario req,(lere la participa · 
clón del NGF . el BDNF)' la NT 4/5. Estas NTs pa · 
recen tener funciones complementarlas en la 
foltculogénesls al regular la proliferación y la dlfe· 
renclaclón de las células que eonstlt uyen el foheu lo 
ovárico . las cuales Incluyen a las células mesenqul · 
matosas . a las células de la granulosa)' al ovoclto. 
Observaciones tanto en ovarios de roedores como 
ovarios humanos. así lo sugieren. En los folículos 
preovulatorlos humanos se ha observado mediante 
In munohlstoquímlca la presencia de las NTs NGF. 
BDNF. NT3 )' NT4: además de sus receptores Trk · 
A. Trk-B y Trk-C en las células de la granulosa y 
óvulos de estos folículos ." 

Asimismo. es clara la participación del NGF en la 
ovulación al Inducir la pérdida de la adhesión celu 
lar en la pared del folículo o\·árloo .'" Por otro lado. 
estudios recientes In , 'llro e In ,ho en cultivos. han 
demost rado que el NGF Incrementa la blosíntesls del 
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 
p"onlOvlendo así la anglogénesls en los ovarios." 

Las evidencias descrHas anteriormente establecen 
con claridad la partlclpaclón de las NTs en el desa
rrollo y la función del ovario. Estas acciones son 
ejercidas por la unión de la NTs a sus receptores. los 
Trk y el p75 . La activación de estos receptores Indu 
ce una serie de se!'lales Intracelulares de sobrevlven
cla y desarrollo de las células que los upresan. 
además de se!'lales de apoptosls celular. 

En el páncreas adulto. la partlclpaclón de las NIs 
en su fu nclón también es clara. Sin embargo. su par
tic ipación en su desarrollo)' función durante etapas 
tempranas aJÍn requiere de muchos estudios. Ka
naka)' cols. observaron que Islotes en etapa embrio
naria cultivados y tratados con K252a (lnhlbldor del 
receptor TrkA). retardan slgnlfkatlvamente su mor
fogénesls. lo que demuestra la participación del NGF 
en este proceso.-

Dos estudios sugieren que el desarrollo de la Inerva
ción simpática del Islote está bajo la Influencia del 
NGF . En un estudio los autores utilizaron un trans.gé
nloo para el NGF específtco de las células ~.o y en 
otro. los Islotes transplantados a ratas diabéticas oon
tienen un disco de liberación prolongada de NGF ." En 
ambos estudios se observó hlperlnervaclón simpática. 
pero ninguno deja claro si las células Insulares duran-

te las etapas fetal. posnatal ya secretan fisiológica
mente el NGF. como lo hace las células ~ adultas.' 
Esto no permite esclarecer si la fuente endógena del 
NG F es la que Interviene en la hlperlnervaclón . En 
nuestro laboratorio estamos muy Interesados en estu
diar si en condiciones fisiológicas las células Insulares 
desde las eta pas fetal y posnatal sintetizan y secretan 
NGF . En .:aso de hacerlo . est(ldlaremos el papel 
del NGF en el desarrollo de Inervación slmp:'itlca dells
lote y si esta Inervación participa en su nlOtfogénesls. 

Es Interesante saber que en los Islotes pancre:ltl 
cosde humano también seexpresa el NGF." Estosu
glere que las funciones en la blt>'líntesls de la Insulina 
)' en su secreción. también estarían moduladas por el 
NGF como se ha visto en la rata. En los ,HtI mos anos 
ha Incrementado el Interés por estudiar a las NTs en 
el humano. ya que su deficiencia o Incremento tisular 
esta relacionada a algunas enfermedades. 

Se han observado elevados niveles de NGF y 
BDNF sérleos en fluido alveolar en pacientes con 
asma bronqUiaL"·" Los niveles Incrementados de 
NGF en este fluido pueden estlmular la producción 
de neuropéptldos como la sustancia P o la neuroelnl 
na A)' B. que Inducen la activación de linfocitos. 
eoslnófllos . basófllos y macrófagos . potenciando la 
respuesta Inflamatoria. A este fenómeno se le deno
mina Inflamación neural." También. en pacientes 
con rinitis alérgica se ha observado una fuerte aso
ciación entre la Inflamación eoslnofíllea y los niveles 
de NGF. no así con los de NT-3.'" 

Los niveles sérlcos de NGF están ele\'ados en nl 
nos con lupus eritematoso slstémloo y se correlacio
nan con la actividad de la enfermedad .... Estos 
resultados sugieren que el NGF Juega un papel en la 
patogénesls de la enfermedad )' puede ser de valor 
pronóstico para evaluar el curso de la enfermedad. 
Por otro lado. se ha observado una correlación entre 
los niveles bajos de NGF sérleos y una disminución 
en la velocidad de conducción nerviosa motora en 
pacientes con neuropatía diabética."' Ot ros estudios 
han relacionado un polimorfismo en donde hay un 
cambio de un amlno.icldo vallna por un metlonlna 
(Val66Metl en el gen que codifica para BDNF oon de
presión ge,·I:ltrlca."' desorden blpolar")' esquizofre
nia.'" 

Exi sten muchas evidencias de que Las NTs partici
pan en el desarrollo . mantenimiento y sobrevlvencla 
de neuronas del sistema ne,,'loso autó'lOmo. células de 
la glía y ologodendrocltos. Un decremento en su 
concentración podría Inducir muerte neuronal y par
ticipar en el desarrollo de enfermedades neu rodege
neratlvas comoAlzhelmer. Par klnson. Hunt lngton y 
esclerosis hteral amlot roflca . Algunos modelos anl -



 

 
 

males de este tipo de pad!'Clmlentos han demostrado 
"n mejt>ramlento de los síntomas clla ndo son trata
dos con NTs. lo q"e s"glere q"e podrían ser candi 
datos de uso como t ratamIento en humanos con 
estas patologías . 

SIn embargo. el "SO de la NTs en la práctica clí
nica es m"y limitado dada toda la serIe de sel'lales 
InducIdas por estos factores. Resu ltados de "n estu 
dio clínIco en fase 1 en pacIentes con Alzahellller tra
tados con NGF. no son muy alentadores . A estos 
pacIentes les Impbntaron flbroblastos aut610gos 1llO
dlflcados genéticamente para expresar NGF humano 
en la regl6n de los ndel""s basales . Sólo dos de s.els 
pacIentes tratados con NGF mejoraron parcIalmente 
alg"nos aspectos de sus funciones cognlt Ivas ..... 

AsimIsmo. una desreg"lacl6n de las sel'lales celu 
lares InducIdas por bs NTs puede contrIbuIr al de
sarrollo de alg"nos tipos de dnceres. M lent ras que 
la sobreexpresl6n de NGF. Nr3. p75 Y TrkC en cIer
tos mebnomas y de NGF y TrkA en cáncer de mama 
Ind"ce el cr!'Clmlento del t"mor : b sobreexpresl6n 
de NGF y de p75 en el cáncer de próstata lo Inhibe. 
Por 10 tanto. el "SO de las NTs en la terapIa de cIer
tos cánceres p"ede ser benéflco o perjudicIal depen
diendo del tipo hIstológIco del t"mor."' 

En esta revlsl6n he descrito alg"nos m!'Canlsmos 
cel"bres )' mol!'Cubfe5 que demuestran "n papelllll
portante de bs NT s e n el desarrollo )' la f"ndón del 
ovarIo y del páncreas. Adelllás . los datos descrItos 
muestran la Importancia de realizar mayores estu 
dios de la partlclpaclón de las NTs en la flslología y 
la flslopatología de órganos del sIstema ne"rolnmu
n<>endocrlno: así como de s"s posibles. au nque por el 
momento lIlllltados "SOS terapéuticos en enferllleda
des neurodegenerat Ivas y cánceres. 
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Starch and Albumin Mixture as Replacement Fluid in
Therapeutic Plasma Exchange Is Safe and Effective

Gladys P. Agreda-Vásquez,1* Irma Espinosa-Poblano,2 Sergio A. Sánchez-Guerrero,1

Erick Crespo-Solís,1 Siram Cabrera-Vásquez,2 Josefa López-Salmorán,2 Josefina Barajas,2

Paula Peñaloza-Ramírez,2 Nelly Tirado-Cárdenas,2 and Antonio Velázquez2

1Department of Hematology-Oncology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán,
México, D.F, México
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Therapeutic plasma exchange (TPE) is an effective treatment in Myasthenia gravis (MG) and Guillain-Barré syn-

drome (GBS) and 5% human albumin is the replacement fluid of choice; however, it is expensive. More recently,

it has been suggested that starch is a safe and cheaper choice to human albumin. Objective: To evaluate our 5-
year experience using 3% hydroxyethyl starch (HES) and 5% human albumin mixture, as replacement fluid in

TPE for these diseases. Materials and methods: Retrospective study carried out from January 2001 through Sep-

tember 2006. We included those patients with MG and GBS undergoing TPE. We analyzed clinical outcome (CO)

and adverse events (AE) and our results were compared with a previous study which included similar patients

undergoing TPE using just 5% human albumin. Results: Thirty-one procedures were carried out in 26 patients, a
total of 147 TPE sessions. In the group of MG we had 57% complete responses (CR) and 86% overall response

(OR) while in the group of GBS we had 40% CR and 60% OR. When we analyzed our CO with the previous

study no statistical differences were found. Mean processed plasma volume (PPV) was 4.2 in MG and 5.5 in GBS.

Twenty patients had AE, being hypotension and catheter dysfunction the most frequent ones, while tachycardia,

hypertension and paresthesias were statistically more frequent in the HES/albumin group. Conclusions: TPE
with a mixture of 3% HES and 5% human albumin is as effective and safe as 5% human albumin alone for

patients with these diseases. J. Clin. Apheresis 23:163–167, 2008. VVC 2008 Wiley-Liss, Inc.

Key words: therapeutic plasma exchange; hydroxyethyl starch; albumin; Guillain-Barré syndrome; Myas-

thenia gravis

INTRODUCTION

Therapeutic plasma exchange (TPE) has been com-
monly used to treat patients in a wide range of diseases
but it is especially useful in Myasthenia gravis (MG)
and Guillain-Barré syndrome (GBS). The American So-
ciety for Apheresis (ASFA) and the American Associa-
tion of Blood Banks (AABB) consider both MG and
GBS as Category I indication for this procedure [1–4].
MG is the most common disorder of neuromuscular

transmission. Described as an autoimmune disorder;
these patients have been shown to have autoantibody
that binds to acetylcholine receptors on the postsynap-
tic membrane. These autoantibodies, which are usually
polyclonal, may increase receptor turnover, block bind-
ing of the neurotransmitter acetylcholine to the recep-
tor, or may produce complement-mediated lysis of the
receptor structure [5,6]. Its annual incidence is 1 per
100,000 persons [4]. Currently, the five treatment
modalities include acetylcholine esterase inhibitors,
thymectomy, immunosuppressive agents, plasma ex-
change, and IV immunoglobulin. TPE with or without

the concurrent administration of immunosuppressive
therapy, has resulted in low levels of circulating anti-
body and clinical improvement, therefore TPE is con-
sidered a standard therapy in this disease [4–7].
On the other hand, GBS is considered the most fre-

quently clinical paralytic disorder [5]. Its annual inci-
dence approaches 1–2 cases per 100,000 persons [4]. In
�60% of cases, GBS follows closely an infection, most
frequently caused by the microbiologic agent Campylo-
bacter jejuni [8]. An autoimmune pathogenesis is
strongly suggested in response of this infective agent
and activated T cells and B cells in the circulation

*Correspondence to: Gladys P. Agreda-Vásquez, Instituto Nacional

de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán-Hematology and

Oncology, Vasco de Quiroga 15 Delegación Tlalpán México 14000,
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have been demonstrated [7]. Supportive care is the
mainstay of treatment; whereas corticosteroids may
impede recovery when given as monotherapy and may
abrogate the beneficial effect of TPE when the two are
combined in the treatment of GBS. TPE with or with-
out concurrent IV immunoglobulin therapy has been
shown to be effective in accelerating motor recovery,
and decreasing time on the ventilator [5,7,9].
Currently, human albumin, or a combination of sa-

line and human albumin, is commonly used, and
widely accepted as a replacement fluid for routine in
TPE [10,11]. However, recent clinical experience has
demonstrated that the use of colloidal starch as a par-
tial replacement solution is well tolerated, drug interac-
tion is minimal, the potential for disease transmission
is absent and it is cost-effective when compared with
human albumin [12]. Several groups of investigators
have used hydroxyethyl starch (HES) as partial or full
alternative to albumin during TPE. HES is a polysac-
charide colloid biochemically similar to glycogen,
which likely explains the lack of immunogenicity and
lack of severe adverse reactions, traditionally, it has
been used as a volume expander and its safety has
been well established [11,12]. Changes in hemoglobin,
platelet count, coagulation parameters, plasma fibrino-
gen, and immunoglobulins are similar to those reported
with human albumin and only a few side effects have
been reported, mainly concerned to coagulopathy [13].
Contraindications for using starches in TPE are as fol-
lows: congestive heart failure, renal or liver failure,
coagulopathy, hyperviscosity, allergic reactions to
starches, pregnancy, breast feeding, and childhood [11].
Excessive HES exposure in patients with impaired re-
nal function can result in acquired lysosomal storage
disease, hence HES should be avoided in chronic plas-
mapheresis procedures [14,15].
Here, we report our experience in TPE using 3%

HES and 5% human albumin mixture in MG and GBS,
assessing both clinical outcome (CO) and adverse
events (AE) and comparing our current results with
those previously published by our group in a cohort of
patients with MG and GBS treated with TPE using just
5% human albumin as replacement fluid [16].

MATERIALS AND METHODS

This is a retrospective study carried out from Janu-
ary 2001 through September 2006. We reviewed the
records of all patients diagnosed with MG and GBS
undergoing TPE with 3% HES (VoluvenTM 6%, Frese-
nius kabi, México) and 5% human albumin (Octal-
binTM 25%, Octapharma, México) mixture. We ex-
cluded those patients with serum creatinine >1.5 mg/
dL. For each patient several parameters were recorded,
including age, sex, diagnosis, number of TPE sessions
per patient, processed plasma volume (PPV) in each

TPE session, type of replacement solution as well as
CO and AE observed.
We defined procedure as a set of sessions carried

out on a single patient, session as a single apheresis
procedure and PPV as the total plasma volume proc-
essed through the entire series of procedures. Replace-
ment solutions were initially 5% human albumin
followed by 3% HES. We employed the following for-
mula: C1V1 5 C2V2 to calculate the required HES and
albumin, from its original concentration, to get the final
concentration according to the desired plasma volume
to be processed in each patient. C1 5 Initial concentra-
tion. C2 5 Final concentration. V1 5 Initial volume. V2
5 Final volume.
We calculated the PPV for each TPE as follows: in

patients with MG 60 mL/kg of body weight daily for
3 consecutive days. After this course of sessions,
response was assessed, and the need for further treat-
ment was evaluated. In the group of patients with GBS
200–250 mL/kg of body weight in six sessions on
alternate days followed by the evaluation of the
response and the need for further treatment [9,16]. We
assessed response according to the following criteria:
In the MG group complete response was considered
when withdrawal of mechanical ventilation was possi-
ble, when the vital capacity improved >50% compared
to the basal value or when the ability to walk without
assistance was accomplished; partial response, when
the vital capacity improved >25% but <50% compared
to the basal value and muscle strength was 3–4/5. In
the GBS group, complete response was considered if
the patient was able to walk and withdrawal of me-
chanical ventilation was possible, partial response
when the muscle strength was 3–4/5 or if the patient
was withdrawn from mechanical ventilation. In both,
MG and GBS, no response was considered when nei-
ther one of the aforementioned criteria was achieved.
Furthermore, we defined hypertension when systolic

blood pressure (SBP) was�140mmHg or diastolic blood
pressure (DBP) �90 mmHg; hypotension when SBP
was �90 mmHg or DBP �50 mmHg; catheter dys-
function whenever a decreased blood flow was
observed; tachycardia as a heart rate >100 beats per
minute; and paresthesias as the sensation of tingling,
pricking, or numbness expressed by the patient.
All TPE procedures were performed with the Hemo-

netics MCSTM (Braintree, MA). We analyzed response
rates and adverse events, and our results were com-
pared with a previously published study which included
similar patients undergoing TPE using just 5% human
albumin [16].

STATISTICAL ANALYSIS

To compare our results with the previously pub-
lished report [16], Fisher’s exact and Student-T tests
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were used. A value of P 5 < 0.05 was considered stat-
istically significant. Patients with unavailable clinical
data were not included for analysis.

RESULTS

From January 2001 through September 2006, twenty
six patients were included (15 males and 11 females),
and their mean age was 41.1 years (range 19–73 years).
Fifteen patients complained of MG and 11 of GBS.

Procedures and Sessions

Thirty-one procedures and 147 sessions of plasma
exchange were performed in the total group of 26
patients, an average of 4.7 plasma exchange sessions
(range of 2–8) and 4.7 PPV (range 1.5–7.9) per patient.
The replacement fluid mixture included an average

proportion of 46.8% (range 26–100%) of 3% HES, and
5% human albumin for the complementary proportion.
Characteristics of all patients are summarized in Table I

Myasthenia Gravis

This group included 15 patients, 8 males, and 7
females, mean age was 40.4 years, (range 19–73
years); 20 procedures were performed, equivalent to 86
sessions of plasma exchange with an average of 4.3
plasma exchange sessions (range 2–6) per patient, and
an average of 4.2 PPV (range 1.5–6.6). The replace-
ment solution proportion was 44.9% HES and 55.1%

human albumin. Eight (57%) patients achieved com-
plete responses (CR), 4 (29%) PR and 2 (14%) did not
respond. One patient was not evaluated due to the lack
of complete clinical data.
When we compared these results with our previously

published study we found no statistical differences in
response rates (CR P 5 0.516, PR P 5 0.707, failures
P 5 1.000). It is noteworthy that the PPV in the MG
group of patients in the this study was 4.2 compared to
3.1 which was statistically significant in our previous
study (P 5 0.008).

Guillain-Barré Syndrome

We included 11 patients, 7 males, and 4 females, 11
procedures were performed, equivalent to 61 sessions
with an average of 5.5 plasma exchange sessions
(range 3–8) per patient, and a mean of 5.5 PPV (range
3.1–7.9). The replacement solution proportion was
50.3% HES and 49.7% human albumin. Four (40%)
patients achieved CR, 2 (20%) PR and 4 (40%) did not
respond. One patient was not evaluated due to lack of
complete clinical data.
When we compared these results with our previously

published study we found no statistical differences in
terms of response rates. (CR P 5 0.680, PR P 5 1.000
and failures P 5 0.685). The PPV in GBS was 5.5 in
this study versus 3.9 in our previous one (P 5 0.005).
All these results are summarized in Table II.

TABLE I. Patients’ Characteristics

Diagnosis

No. of

patients

Sex

M/F

Mean age

(Range) years

No. of

proceduresa
No. of

sessionsa
Mean PPVb

(Range)

MG 15 8/7 40.47 20 86 4.26

(19–73) (1.5–6.6)

GBS 11 7/4 42.36 11 61 5.58

(21–70) (3.1–7.9)

Total 26 15/11 41.17 31 147 4.74

(19–73) (1.5–7.9)

aTotal number of procedures and sessions.
bProcessed plasma volumen per patient.

TABLE II. Patients’ Clinical Outcomes

Study group Diagnosis

No. of

patients

No. of complete

responses (%)

No. of partial

responses (%)

Failures

(%)

Not

assessed

PPV

(range)

Current MG 15 8 (57) 4 (29) 2 (14) 1 4.26

(1.5–6.6)

Lazo et al. [16] MG 28 19 (68) 6 (21) 3 (11) 0 3.1

(1.6–6.5)

P-Value 0.516 0.707 1.000 0.008

Current GBS 11 4 (40) 2 (20) 4 (40) 1 5.58

(3.1–7.9)

Lazo et al. [16] GBS 16 7 (54) 2 (15) 4 (31) 3 3.9

(0.8–5.4)

P-Value 0.680 1.000 0.685 0.005
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Adverse Events

A total of 31 AE were documented in 21 patients,
and 10 of them presented with more than one compli-
cation. Hypotension, catheter dysfunction, tachycardia,
hypertension, and paresthesias were the AE presented
in our patients, as shown in Table III. None of those
patients with AE required discontinuation of TPE
sessions.
Among the 86 sessions of TPE performed in the

MG group there were 18 AE; being hypotension (7
cases) the most frequent one. Whereas among 61 ses-
sions of TPE performed in the GBS group, we found
13 AE being catheter dysfunction the most frequent
one (6 cases).
When we compared these AE, just tachycardia,

hypertension, and paresthesias were statistically more
frequent in this study (P 5 0.016, P 5 0.016, and P 5
0.047, respectively) as shown in Table III.

Laboratory

The following parameters were analyzed for both
groups of patients (MG and GBS) in the this study; he-
moglobin, WBC and platelet counts, serum calcium, al-
bumin, PT and PTT within 24 h before the TPE proce-
dure as well as 24 h after the last procedure in 90% of
our patients. In these patients, hemoglobin, platelets,
serum calcium, and albumin concentrations demon-
strated statistically significant changes (P 5 <0.05) as
shown in Table IV.

Relapses

In this study, four patients in the MG group relapsed
within the next 4 months after the completion of TPE.
However, all of them responded to a new course of
TPE with the HES/albumin mixture, two achieving PR
and the other two achieving CR. In contrast, we did
not see any relapse among the GB group of patients.

DISCUSSION

Therapeutic plasma exchange in MG and GBS is a
treatment Category I indication according to both
AABB and ASFA criteria [1–4].

TPE in MG is especially useful in myasthenic crisis,
perioperatively for thymectomy, or as an adjunct to
other therapies to maintain optimal clinical status [4].
There are several published protocols, such as 25–45
mL of plasma per kg of body weight every other day
for 5–6 exchanges in an attempt to decrease the serum
antibody titer by 85%. Mild exacerbations in patients
otherwise on chronic stable medication regimens can
be managed with shorter courses of 2–3 TPE of 1–1.5
plasma volumes as needed. Some patients may be man-
aged with highly individualized treatment regimens
consisting of 1–4 exchanges of 1–1.5 plasma volumes
per month until a satisfactory and stable response is
obtained [5].
Whereas in GBS, the Guillain-Barré Syndrome

Study Group trial demonstrated that plasmapheresis
significantly benefited patients acutely ill with this
disease, in terms of outcome at predetermined times
as well as the time to achieve predetermined degrees
of clinical improvement [9]. The French Cooperative
Group randomized the patients according to the sever-
ity of their GBS in mild, moderate or severe groups.
These patients underwent 0 versus 2 TPE (mild); 2
versus 4 TPE (moderate); 4 versus 6 TPE (severe).
Each procedure exchanged 1.5 plasma volumes. The
median time from onset to recovery in the mild group
was better in TPE compared to the control arm. In the
moderate Group 4 TPE were better than 2, while in
the severe Group 6 TPE were not more beneficial
than 4. It has been suggested that TPE should be insti-
tuted within 14 days of the onset of neuropathic
symptoms [5]. A typical course of treatment for
severely affected patients will consist of a total
exchange of 250 mL of plasma per kg of body weight
over 10–14 days. This typically is divided into 5–6
procedure [4,9].

TABLE III. TPE Adverse Reactions

Current study Lazo et al. [16] P-Value

Hypotension 10/26 10/44 0.181

Catheter dysfunction 10/26 10/44 0.181

Tachycardia 4/26 0/44 0.016

Hypertension 4/26 0/44 0.016

Paresthesias 3/26 0/44 0.047

Hypoglycemia 0/26 3/44 0.289

Other 0/26 3/44 0.289

TABLE IV. Laboratory Parameters in Current Study

Pre - TPE

Mean (SD)

Post - TPE

Mean (SD)

P
Value

Hemoglobin 12.7 11.4 0.001

(�2.46) (�1.82)
Leukocytes 10.15 11.59 0.187

(�3.84) (�3.93)
Platelets 243.916 173.958 0.001

(�95.98) (�66.98)
Calciuma 8.77 7.95 0.000

(�1.139) (�0.988)
Albumin 3 2.38 0.031

(�1.147) (�0.733)
PT 12.95 14.4 0.131

(�3.433) (�3.13)
PTT 29.13 31.5 0.513

(�3.257) (�7.12)
aSerum calcium.
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The replacement fluid should be 5% human serum
albumin or similar colloidal solution in both diseases [5].
Currently, it is possibility to use HES as a partial or

full alternative to albumin during plasma exchange.
The maximum daily dose of 6% HES recommended is
1,500 mL and for 3% HES is 3,000 mL [11]. Further-
more, the chronic use of HES may result in increased
deposits of starch in the reticulo-endothelial system
[14,15].
In this article, we analyzed our experience with TPE

using 3% HES and 5% human albumin mixture during
a 5-year period and compared it with our previous ex-
perience with TPE using 5% human albumin alone as
replacement fluid and we could see that in MG we had
86% overall response rate (57% of CR and 29% PR)
whereas in the GBS group we had a 60% overall
response rate (40% of CR and 20% PR), similar to our
previously reported results [16].
Regarding complications, just tachycardia (4 cases),

hypertension (4 cases) and paresthesias (3 cases) dem-
onstrated statistical differences. However, these AE
were mild and none of our TPE sessions had to be dis-
continued. The treatment in those patients complaining
of tachycardia and hypertension was to diminish the
blood flow and in those with paresthesias it was the IV
calcium infusion if a slower blood flow was not
enough to eliminate these symptoms.
In terms of laboratory parameters, the hemoglobin,

and platelet count as well as the serum calcium and al-
bumin concentrations decreased when we compared
pre-TPE and post-TPE values but we did not have ei-
ther to transfuse RBC, platelets or to infuse albumin to
correct these imbalances.
When we assessed the PPV, we found out that

patients treated with our current TPE protocols had
higher volumes when compared with those patients
included in our previous publication. This is explained
by an amendment done to our TPE protocol since year
2001, when the PPV was increased to 60 mL/kg of
body weight instead of 30 mL/kg [16], at least in the
MG group of patients.
We believe that a cost-benefit assessment in our

patients is guaranteed even though it has been sug-
gested by others that starch is a cheaper choice to
human albumin [10–12]. Grossly, at our institution the
cost of 6% HES is $197.00 MXN pesos (19.70 USD)
per 500 mL bag, while human albumin is $590.00
MXN pesos (59.00 USD) per 50 mL bottle. Just as an
example, the cost by session in an adult weighing 70
kg with human albumin alone should be $4,720.00
MXN pesos (472 USD) whereas with 3% HES would
cost $2,557.00 MXN pesos (256 USD), 46% cheaper.

We conclude that TPE with a mixture of 3% HES
and 5% human albumin is as effective and safe as 5%
human albumin alone for patients with MG and GBS.
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9. Guillain-Barré Syndrome Study Group. Plasmapheresis and
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Abstract
Background: Pancreatic islets are not fully developed at birth and it is not clear how they are
vascularised and innervated. Nerve Growth Factor (NGF) is required to guide sympathetic neurons
that innervate peripheral organs and also in cardiovascular system and ovary angiogenesis.
Pancreatic beta cells of a transgenic mouse that over-expressed NGF in attracts sympathetic hyper-
innervation towards them. Moreover, we have previously demonstrated that adult beta cells
synthesize and secrete NGF; however, we do not know how is NGF secreted during development,
nor if it might be trophic for sympathetic innervation and survival in the pancreas.

We analyzed sympathetic innervation and vasculature development in rat pancreatic islets at
different developmental stages; foetal (F19), early postnatal (P1), weaning period (P20) and adults.
We temporarily correlated these events to NGF secretion by islet cells.

Results: Sympathetic fibres reached pancreatic islets in the early postnatal period, apparently
following blood vessels. The maximal number of sympathetic fibres (TH immunopositive) in the
periphery of the islets was observed at P20, and then fibres entered the islets and reached the core
where beta cells are mainly located. The number of fibres decreased from that stage to adulthood.
At all stages studied, islet cells secreted NGF and also expressed the high affinity receptor TrkA.
Foetal and neonatal isolated islet cells secreted more NGF than adults. TrkA receptors were
expressed at all stages in pancreatic sympathetic fibres and blood vessels. These last structures
were NGF–immunoreactive only at early stages (foetal and P0).

Conclusion: The results suggest that NGF signalling play an important role in the guidance of
blood vessels and sympathetic fibres toward the islets during foetal and neonatal stages and could
also preserve innervation at later stages of life.
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Background
Adult pancreatic b cells secrete insulin in response to an
increase in extracellular glucose. At birth, this response is
not fully developed as neonate b-cells are insensitive to
glucose and synthesize and secrete less insulin than adults
[1]. Pancreatic islets are innervated by autonomic fibres.
In particular, sympathetic neural cell bodies are located in
the superior mesenteric and celiac ganglia and are compo-
nents of the splanchnic nerve and parasympathetic inner-
vation comes from the vagus nerve [2].

Sympathetic innervation plays important roles in the
physiology and physiopathology of the endocrine pan-
creas; nor- and epinephrine inhibit insulin secretion,
while stimulate glucagon secretion [3]. Moreover, sympa-
thetic innervation of pancreatic islets is altered in animal
models with insulin resistance and type 2 diabetes [4].
However, factors that control sympathetic innervation of
pancreatic islets are not clear. The neurotrophin nerve
growth factor (NGF) is especially interesting because is
synthesized by the peripheral targets of NGF-dependent
sympathetic neurons and NGF concentrations are propor-
tional to their innervation density [5]. For example, NGF
participates in the innervation of spleen, peripheral
lymph nodes and ovaries [6-8] and has also trophic effects
on their vascularization [9].

Adult pancreatic beta cells produce and secrete NGF and
express NGF high- (TrkA) and low-affinity (p75) receptors
during lifespan and NGF is important for a normal islet
morphogenesis during prenatal life [10,11] and have
trophic effects on b cells survival, maturation and insulin
secretion [1,12-14]. These effects are controlled by auto-
crine or paracrine mechanisms [15].

Sympathetic nerves in the pancreas are closely related to
blood vessels [16], and nervous fibres are also in part
guided by endothelium-derived signals [17]. Trophic
interactions among nerve cells, blood vessels and islet
cells are fundamental to assure an adequate pancreatic
ontogeny and a mature assemblage and function.

NGF could be an important regulator molecule on inner-
vation and vascularisation of the islets. The following
observations indicate that this could be the case, 1) NGF
overexpression in pancreatic b cells causes islet sympa-
thetic hyper-innervation [18]. 2) When islet grafts to dia-
betic rats are pre-treated with NGF, sympathetic
innervation is increased after transplantation [19]. 3) Pan-
creatic sympathetic innervation is reduced in NGF/Bax
double knockout (KO) mice [20]. Finally, NGF in vitro
induces development of glucose-induced insulin secre-
tion in neonate rat b cells [14] and promotes neuron-like
phenotypic changes in foetal and adult b cells [21]. The
aim of this study was to investigate the morphophysiolog-
ical relationships between innervation, vascularization
and islet morphogenesis and function during ontogeny of
rat pancreas, in particular of islets from foetal (F19), early
(P1) and late postnatal (P20) stages of development,
compared to adults. We also analyzed biosynthesis and
secretion of NGF and insulin by b cells at these stages.

Results
The structure of pancreatic islets during ontogeny
As expected, in mature adult islets glucagon producing b
cells form a ring-like structure, surrounding insulin-pro-
ducing b cells that fill most of the centre (Fig. 1D and 1H).
At this stage, we observed that 98% of islets were delim-
ited by a collagen capsule (Fig. 1H and additional file 1).

Morphological reorganization of pancreatic islets from prenatal life to adulthoodFigure 1
Morphological reorganization of pancreatic islets from prenatal life to adulthood. We localised sympathetic nerve 
fibres and collagen capsules surrounding the islets by confocal microscopy in longitudinal sections of pancreases. Immunostain-
ing for insulin (green), glucagon (blue), tyrosine hydroxylase (TH; red) and collagen type IV (2nd line, green) at different develop-
mental stages (F19, P1, P20 and adult). Scale bar = 50 mm.
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In contrast, F19 islets were not formed yet; we only
observed large groups of endocrine cells without a capsule
and isolated a and b cells were scattered through the exo-
crine pancreas (Fig. 1A and 1E and additional file 1). Neo-
natal islets were small, rounded, did not yet presented
capsule and were located in close proximity to each other
(Fig. 1B and 1F and additional file 1). At P20 most of the
endocrine cells had a similar distribution to adults; how-
ever, only nearly 26% of the islets were encapsulated (Fig.
1C and 1G and additional file 1).

Remodelling sympathetic innervation of islets and NGF
To identify the sympathetic fibres we used a tyrosine-
hydroxylase (TH) immunofluorescence. A progressive
increase in the relative area occupied by TH positive inner-
vation in the islets was observed between F19 to P20 (Fig.
1 upper panels and Fig 2A). Interestingly, this parameter
decreased between P20 and adulthood in the periphery of
the islets (Fig. 1 upper panels and Fig. 2B), while increased
in the central area (Fig. 1, upper panels and Fig. 2C).

Sympathetic remodelling in this process is probably mod-
ulated by NGF produced by islet cells. We analyzed NGF
production in situ with an antibody raised against the
NGF precursor protein pro-NGF [22-24] in a and b cells.
Pro-NGF immunoreactivity was observed in both cell
types at all stages studied (Fig. 3A and 3B). However, the
fluorescence intensity was higher at F19 and P1 than at
later ontogenetic stages (additional file 2A and 2B) and
when this was studied in isolated islet cells, we confirmed
that most of them were b cells (insulin positive) and also
labelled positive for TrkA receptors (additional file 3). At
all stages studied mRNA for NGF is expressed by islet cells
(data not shown).

NGF is released by foetal and neonatal islet cells
We analyzed NGF secretion by ELISA (see Methods). At all
studied stages, islet cells secreted NGF (Figure 4A). In
accordance to the pro-NGF immunofluorescence
observed; NGF secretion was higher at F19 and P1 than at
older ages.

NGF secretion may be constitutive or regulated by other
way than glucose stimulated insulin secretion, because
clearly from figure 4B, both types of secretions are disso-
ciated. This effect can not be attributed to cultured condi-
tions or reduced cell viability, because P20 and adult
cultured b cells increased insulin secretion when exposed
to high glucose and KCl. Under the last experimental con-
dition, adult b cells also increased NGF release.

Pro-NGF and TrkA receptors are expressed for a delimited 
period in vascular cells
Vascular cells may also provide guidance cues to axons in
their way to reach their targets [17]. Figure 5 shows that
blood vessels that enter the islets early in pancreatic

ontogeny (F19 and P1) labelled positive to pro-NGF, but
not at P20 and thereafter (Fig. 6A and 6B). Blood vessels
and sympathetic fibres can respond to NGF, because clear
and consistently at all stages both vascular cells and TH
positive fibres display immunoreactivity for TrkA recep-
tors (Fig. 7A and 7B).

Quantification and analysis of TH+ fibres in development of isletsFigure 2
Quantification and analysis of TH+ fibres in develop-
ment of islets. Bar graphs represent A) Percentage of total 
area occupied by TH+ fibres. B) Percentage of peripheral area 
occupied by TH+ fibres. C) Percentage of the core area occu-
pied by TH+ fibres. ANOVA *p < 0.001 compared to adult-
hood.
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Discussion
We analyzed innervation and function development of
pancreatic islets. To our knowledge this is the first analysis
of the relationship between innervation, blood vessels
and rat pancreatic islets morphology at critical develop-
mental stages. We also examined a possible role of NGF in
this process.

Glucose homeostasis in foetal stages depends on the
mother [25]. At birth, mammals abruptly need to achieve
glucose control on their own, so b cells start secreting
insulin. Nearly at P20 pups are weaned and they build up
an omnivorous diet. These two stages are critical windows
for pancreatic development and maturation of glucose
induced insulin secretion [1,26]. We propose that a cap-
sule or basal membrane surrounding the islets may be
taken as one of the maturity markers, because almost all
mature islets in adult animals are surrounded by one. It
has been suggested that a membrane surrounding the
islets could be an important niche for their complete
development and survival [27-29]. We observed that a
nearly-mature configuration of the pancreatic islets is pro-
gressively established during the first 20 days of posnatal
life in the rat. However, at this stage nearly 30% of islets
presented a continuous capsule surrounding them, indi-

cating that they will continue maturing until adulthood
[26].

We observed that pancreatic islets in early development
receive an extensive innervation by sympathetic fibres.
This innervation is refined later in development. Interest-
ingly, when islets are transplanted to the kidney capsule or
intraportally, they develop sympathetic innervation after
transplantation [30,31]. Moreover, when purified b cells
are transplanted to the kidney capsule, grafts are progres-
sively innervated mainly by tyrosine hydroxylase-contain-
ing nerve fibres. These observations led to suggest that
some factors produced by b cells mediate islet neurotro-
phism [31].

We have previously shown that adult pancreatic b cells
produce and secrete NGF [15]. In this work we observed
that this is the case also along ontogeny, which indicates
that NGF may be trophic for sympathetic innervation and
survival in islets, as it has been observed for other organs
[6-8]. NGF secretion in adult cells could also be important
for sympathetic fibres maintenance throughout life.

Vascular cells also displayed pro-NGF immunoreactivity,
however this is only observed in a critical window around

Colocalization of pro-NGF and insulin or glucagonFigure 3
Colocalization of pro-NGF and insulin or glucagon. (A) Insulin and pro-NGF, (B) glucagon and pro-NGF at different 
developmental stages. Scale bar = 20 mm.
Page 4 of 11
(page number not for citation purposes)



BMC Developmental Biology 2009, 9:34 http://www.biomedcentral.com/1471-213X/9/34
birth. This could also be important for nerve guidance
into the islets. There is no perfect marker for blood vessels.
We used isolectin IB4 and vimentin. Vimentin expression
alone cannot be considered as specific endothelium
marker; but it seems to accompany the process of angio-
genesis in islets [32]. We also observed that both markers
were expressed in blood vessels of developing and mature
islets.

NGF produced by b, a and vascular cells might be acting
by auto/paracrine mechanisms because all the studied
cells within the islets express TrkA receptors. During devel-
opment NGF may attract sympathetic fibres as they search
for their targets as described for artemin [17,33] and/or
promote sympathetic fibre outgrowth within the islet. The
presence of TrkA receptors in b cells is not new [10,15,34].
It is likely that NGF acting through autocrine/paracrine
mechanisms promotes b cell maturation. In support of
this possibility, it has been shown that glucose-induced
insulin secretion is increased by NGF after calcium chan-
nel translocation to the membrane of the neonate rat b
cells [35]. The presence of TrkA receptors in vascular cells,
on the other hand, might be important for islet blood ves-
sel development because NGF also promotes angiogen-
esis [9,36] and migration of endothelial cell [37].

NGF and insulin secretion at different stages of developmentFigure 4
NGF and insulin secretion at different stages of development. Bar graphs represent NGF (A) or insulin (B) secretion 
by isolated insular cells under basal or stimulated conditions at different developmental stages. Line 1) Basal 5.6 mM glucose; 2) 
Stimulated 15.6 mM glucose and 3) Glucose 15.6 mM plus 20 mM KCl. ANOVA *p < 0.001 compared to adult cells. Data 
obtained from 4 independent experiments, each by duplicate.

Blood vessel localization in rat islets during developmentFigure 5
Blood vessel localization in rat islets during develop-
ment. Insulin (green); Iso-lectin IB4 (red); merge (yellow). 
Scale bar = 50 mm.
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Expression of TrkA in vascular cells and sympathetic fibres of pancreatic isletsFigure 7
Expression of TrkA in vascular cells and sympathetic fibres of pancreatic islets. (A) Colocalization of TrkA and 
vimentin; (B) TrkA and TH at different ontogenetic stages. Colocalization of markers in blood vessels (c, f, i and l) or sympa-
thetic fibres (o, r, u and x). Scale bar = 20 mm.

Pro-NGF expression in vascular cells of pancreatic isletsFigure 6
Pro-NGF expression in vascular cells of pancreatic islets. (A) Colocalization of pro-NGF and vimentin (c and f), (B) 
pro-NGF and lectin IB4 in different ontogenetic stages (o and r). Scale bar = 20 mm.
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These results show that sympathetic innervation is sub-
jected to a strong ontogenetic remodelling during pancre-
atic development. In general terms, there is a trend of
innervation to increase from the perinatal period to P20.
After this time, the amount of innervation within the islet
decreases. Early hyper-innervation followed by a late
elimination of redundant axons mediated through com-
petitive interactions is commonly seen in peripheral tar-
gets [38,39]. However, it is to our knowledge the first
description in pancreatic islets.

At earlier stages, sympathetic fibres are located mainly to
the periphery of the islets or a cell compartment and as
islets mature, an adjustment in the amount of fibres is
accompanied by their relocation near the b cell area.
Changes of preferred territories of axons to innervate dur-
ing different ontogenetic stages are common. Transitory
targets are used by growing axons while waiting for their
definitive target to reach the maturity needed to receive

innervation. This might happen in the pancreas since the
innervation enters later to the b cell compartment, when
these cells display more mature functional features [26];
in P28 through adulthood. Adult mice also show more
sympathetic fibres located in the periphery of their islets
[16].

An interesting issue that deserves consideration relates to
the mechanism by which the sympathetic innervation is
remodelled. Previous observations that show that NGF
overexpression in transgenic mice [18] and knocking out
NGF and BAX [20] led to hyper-innervation and hypo-
innervation, respectively, strongly suggest that changes in
NGF availability might underlie sympathetic nerve
remodelling. Accordingly, our results show that insular
cells synthesize and release higher amounts of NGF at F19
and P1 than at P20 and after. Interestingly, this pattern of
NGF secretion closely paralleled the phases of hyper- and
hypo-innervation described in this work.

Model to explain the possible role of NGF in pancreatic developmentFigure 8
Model to explain the possible role of NGF in pancreatic development. Our results show that at foetal, early posnatal 
and P20 stages, the islets are immature in morphology and function. We observed that vasculature is formed first, followed by 
the innervation of sympathetic fibres and finally, by the capsule, finally conforming the architecture of the mature islet. Between 
P20 and adult stages a process of remodelling of the sympathetic innervation of the islet, probably by neural competition is 
observed. NFG could have a role in each the morphofunctional changes that can be received by insular cells, sympathetic fibres 
and blood vessels due to the presence to TrkA.
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Further support for this type of inference is the fact that
TrkA-immunoreactivity was observed in islet sympathetic
fibres at all ages. We may speculate that the decrease in
NGF release in mature beta cells, might be the result of the
negative feedback of norepinephrine, secreted by mature
sympathetic fibres [40,41].

Conclusion
In conclusion, these morphological and functional data
suggest that NGF plays a pivotal role in pancreatic islet
morphogenesis, remodelling and maintenance of sympa-
thetic innervation and development of the vasculature
and maturation of a and b cells in the islets, as modelled
in Fig 8.

There is increasing evidence supporting the causal connec-
tion between many adult diseases and an altered ontog-
eny caused by persistent interactions between the
developing organism and its environment early during
pre- or postnatal life. A decrease in islet innervation has
been shown to be an early target in type 1 diabetes
[42,43]. Moreover, both homozygous knockout mice for
NGF and TrkA resulted in dramatic phenotypes showing
poor viability, not surviving beyond few weeks [44].

Interestingly in humans, an autosomal recessive mutation
in TrkA gene causes a syndrome of congenital insensitivity
to pain with anhydrosis (CIPA; [45], reviewed in [46]).
Patients with this mutation show an impaired first-phase
of glucose induced-insulin secretion [47]. Finally, a
decrease in serum NGF level has been associated with
peripheral neuropathy in animal models and humans
with diabetes [48,49].

Knowing the roles of NGF in pancreatic islet develop-
ment, maturation, innervation and function may lead us
to new perspectives for understanding and treatment of
diabetes mellitus, including better conditions of islets for
transplantation.

Methods
Animal care
The experiments were carried out in foetal (F19 day),
neonate (1 postnatal day; P1), juvenile (P20) and adult
Wistar rats. All postnatal rats were male, and born and
raised in temperature and light controlled rooms located
in our animal facility. Rats were weaned at P21 and
allowed free access to food and water after weaning. Ani-
mal protocols were designed following the guidelines pro-
vided by the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (National Academy of Sciences, Washington
D.C., 1996) and approved by the Animal Care Committee
at the Instituto de Fisiología Celular, Universidad
Nacional Autónoma de México.

Culture of single insular cells
Rat foetuses were obtained through a caesarean incision at
the age 19 days of gestation. In all the experiments, ani-
mals were deeply anesthetised with sodium pentobarbital
(40 mg/kg of body weight). After this procedure, foetuses
were removed and placed in culture dishes filled with cold
D-MEM and rapidly, pancreas was dissected and animals
were killed by cervical dislocation.

A similar protocol was followed in rats of different post-
natal ages. Once pancreatic islets were obtained by colla-
genase digestion (collagenase type IV from Worthington;
Freehold, NJ), insular cells were desegregated and cul-
tured as described previously [13]. To improve dissocia-
tion, the suspension was passed through syringes with
needles of decreasing diameter. Dissociated cells were cul-
tured in 24-well culture dishes filled with RPMI 1640
(11.6 mmol/l glucose) supplemented with 10% foetal calf
serum, 200/ml penicillin G, 200 mg/ml streptomycin, and
0.5 mg/ml amphotericin B, at 37°C and 5% CO2 in air.
Islet cells were allowed to recover by culturing them over-
night before conducting further experiments. Reagents
were obtained from the following: Bovine serum albumin
(BSA), HEPES, poly-L-lysine, trypsin, from Sigma (St.
Louis, MO); tissue culture dishes from Corning (Corning,
NY); foetal bovine serum (FCS) from Equitech-BIO
(Ingram, TX); Hanks' balanced salt solution (HBSS),
RPMI 1640 salts, and penicillin-streptomycin-amphoter-
icin B solution from Life Technologies (Grand Island,
NY).

Immunofluorescence techniques
Fresh body-tail segments of rat pancreas were rapidly
placed in a buffered solution of paraformaldehyde (4%)
overnight at 4°C, washed in phosphate buffer-saline
(PBS; pH7.4, 0.1 M), and sequentially transferred to
graded (10, 20 and 30%) solutions of sucrose in PBS for
24 h in each concentration. Tissue samples were then
included in Tissue-Tek-II, cut longitudinally (5 or 10 mm)
in a cryostat (Leica CM 1900) and mounted on to gelatin-
coated slides. One tissue section was taken every 200 mm
along each pancreas segment.

Tissue sections and cultured cells were first incubated with
a blocking solution, with 2% bovine serum albumin (wt/
vol) and 0.1% Triton X-100 (vol/vol) in PBS-t during 30
min at room temperature. Cell and tissue samples were
then incubated with the primary polyclonal antibodies
raised against various neural, vascular and pancreatic anti-
gens and worked at different conditions (additional file
4); then washed and incubated with the corresponding
secondary antibodies conjugated to various fluorophores
(additional file 4). This allowed us to develop protocols
for single, double or triple immunofluorescence labelling.
After a final washing step with PBS, slides were cover-
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slipped with anti-fading agent (DAKO). Negative controls
were designed as follows: pre-adsorption with the corre-
sponding antigen (1 mg peptide/mg antibody) for the anti-
bodies raised against NGF, insulin or glucagon. For the
rest of the antibodies, we omitted primary or secondary
antibodies.

To determine the percentage of cells positive to NGF,
TrkA, insulin and glucagon, at least 1400 culture cells were
counted per marker. Percentage of pancreatic islets that
display complete capsules were obtained at different
developmental stages, 100 islets were counted per stage.

Endothelial lectin-binding
Endothelial labelling was also achieved by incubating the
tissue sections with TRITC-conjugated Bandeiraea sim-
plicifolia I isolectin B4 (IB4; 45 ug/ml; Sigma), diluted in
PBS supplemented with 0.1 mg/ml CaCl2 and MgCl2
[22]. After an extensive wash, all of the slides were cover-
slipped with anti-fading mounting medium.

To further characterise blood vessels we used vimentin
that is an intermediate filament protein (IF). Vimentin is
expressed in cells of mesenchymal origin, like are
endothelial, fibroblasts and smooth muscle cells, all types
present in blood vessels [23,24]. We used a monoclonal
mouse Anti-Vimentin, Clone VIM 3B4, DAKO (see table
S1) according to the manufacturer's instructions.

Quantitative analysis of the sympathetic innervation
We measured islet innervation area at different stages, in
5 sections, taken each 100 mm in the pancreas, per animal
(n = 8 animals per data). In each section, 15 different islets
were measured. Each islet was delineated and TH+ cells
were removed from images using a computer based imag-
ing analysis system (Image J 1.36, Wayne Rasband;
National Institutes of Health, Bethesda, MD). The per-
centage of total pancreatic area and a and b areas occupied
by TH+ fibres were estimated. The total pancreatic area
was calculated by dividing TH+ fibres area by total pancre-
atic islet area, and a and b cell areas. The rate area TH+ =
area TH+ × 100/islet area (a cell area + b cell area).

Confocal microscopy
Confocal images were obtained using a Fluoview FV1000
laser confocal system (Olympus) attached/interfaced to
an Olympus IX81 inverted light microscope with a 40×
glycerol-immersion objective and some images were
obtained with zoom 2. We used an Olympus Fluoview
FV1000 confocal microscope to observe the sections for
Cy5 (excitation 647 nm/DF32, emission 680 nm/DF32),
CY3 (excitation 550 nm nm/DF32, emission 570 nm/
DF32) and FITC (excitation 488 nm/DF32, emission 522
nm/DF32).

For the semiquantitive immunoreactive pro-NGF analy-
sis, all images were taken with the exact same confocal set-
tings to obtain semi-quantitative fluorescent signal and
the histograms. Semi-quantification of image intensities
was done with Olympus FV10-ASW 1.4 software. Fluores-
cence measurements were performed automatically by the
computer program over the selected areas of interest. The
program measures the fluorescence signal of the cyto-
plasm of the insular cells and obtaining the mean fluores-
cence in function of the total number of pixels studied in
the islets.

Insulin and NGF secretion assays. After obtaining the
cells, 200 000 islet cells per well were incubated in Hanks'
balanced salt solution HBSS (5.6 mM glucose, 0.1% BSA)
for 1 hour at 37°C. Then, cells were clustered in three
experimental groups and incubated, in fresh 5.6 mM glu-
cose-HBSS, 15.6 mM glucose-HBSS or 15.6 mM glucose,
20 mM KCl in HBSS, for 1 hour at 37°C. At the end a pro-
tease inhibitors was added to each sample (Complete
Mini protease inhibitor cocktail; Roche Molecular Bio-
chemical, Mannheim, Germany). NGF and insulin con-
centrations were then measured by ELISA;
EmaxImmunoassay System (Promega, Madison, WI) for
NGF and Mercodia ultrasensitive rat insulin ELISA
(ALPCO, Windham, NH) for insulin. NGF and insulin
levels are reported in pg and ng respectively. All the results
were obtained by duplicate and normalised per mg of total
protein as estimated by using Bradford assays as recom-
mended by the supplier (Bio-Rad kit 500-0002).

Statistical analysis
All of the data are reported as means ± SEM; n denotes the
number of cells/or experiments. Because the data distribu-
tion fitted a normal curve, we used a one-way ANOVA fol-
lowed by a Bonferroni's test for multiple comparisons to
carry out the statistical analyses (Stat view 4.57; Abacus
Concepts, Cary, NC). The p value was set at 0.05.

Abbreviations
NGF: nerve growth factor; F19: foetal day 19; P0: postna-
tal day 0 or neonatal; P20: postnatal day 20
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ANTIBODY 

 

SOURCE 
 

 

CONDITIONS 

 

 

  1. Guinea pig anti-insulin  

   

   

  2. Mouse anti-glucagon 

   

   

  3. Rabbit anti-TrkA  

   

   

  4. Goat anti-glucagon 

   

  5. Rabbit anti-NGF  

   

  6. Rabbit anti-tyrosine hydroxylase  

  

  7. Mouse anti-tyrosine hydroxylase  

   

  8. Rabbit anti-ProNGF  

   

  9. Mouse anti-vimentin 

 

10. Rabbit anti-GFP   

 

11. Mouse Anti-collagen type IV 

 

12. Cyanine 3 (Cy3)-conjugated F(ab')2 

fragment of goat anti-guinea pig IgG   

 

13. Cyanine 5 (Cy5)-conjugated F(ab')2 

fragment of goat anti-rabbit IgG   

 

14. Fluorescein isothiocyanate-

conjugated (FITC)-conjugated anti-

mouse IgG   

 

ICN, Aurora, OH  

 

 

Sigma 

 

 

Abcam  

 

 

Santa Cruz 

 

US Biologycal  

 

Chemicon 

 

Chemicon 

 

Chemicon 

 

Dako 

 

Santa Cruz 

 

Dako 

 

Jackson 

ImmunoResearch 

 

Zymed laboratories  

 

 

Zymed laboratories  

 

1:4000, 12 h, 4 °C (cells) 

1:2000, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:12000, 12 h, 4 °C (cells) 

1:6000, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:100, 12 h, 4 °C (cells) 

1:25, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:500, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:1000, 36 h, 4 °C (cells) 

 

1:100, 36 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:20, 36 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:50, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:100, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:200, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:100, 12 h, 4 °C (Tissue sections) 

 

1:50, 2 h, room temperature 

 

 

1:100, 2 h, room temperature 

 

 

1:200, 1 h, room temperature 
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