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1. INTRODuce I ON 

. . 
;EI hipotálamo es una de las cuatro estructuras que constituyen el dieo,céfa-. 

:10 y rprma la, pared inferior y el pisp delter.cer ventrículo. El hipotálamo 

p'osee fibras aferent~s y eferentes que lo conectan. con el r~sto d~l sistema. 

nervioso ce.ntral.Colllprende varios níic1e.os que se extiend.en d,es.de la regian 

~el quiasmaópticohasta1os cuerpos mamj.1are.s (1). Los nuc1eo.s hipotalami,.. 
. . 

.¡C0s son grupos de. células nerviosas cuya~ funciones específicas aún no se 

han determinado •. La~yoría de estos núcleos i ti~en terminaciones netvios,as 

en la región la eminencÍél media! aunque. dos. de ellos (supraóptico .y par~ 

yentricular)tienen~amayor p~rte .de sus t€:rminaciones. en la pituitaria 

il,osterior o .neurohip5fisis; . y relativamente pocas terminaciones en la ... eInÍ­

!llenoia media. Dich.as. terminaciones ""!,!Í.erten l:iit co.ntenido en un p1:exo capi;l<jtr, 

;que por medio de un sistema po.rta llega hasta la pituitaria anterior o. ade­

nohipofigis, donde se une con o.troplexo. capilar secundario (2). 

En· 1:aactualidadbienconocida .laimportancia de. la reguJ.,ación de muchas 

d;e las funciones de;l organismo por medio' del eje hipotálamo-hip6fisis. Des­

de 1947 (3) se sugiroi6 un control neurohormonal del hipotálamo .sobre la 

;PQfisis y se postu16 .1a existencfa . .q.e factores ,químicoship()talámicosesPE!­

"C.íficos pata cada hormonahipofisiaria. Inicialmente se les dio elnómbre 
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de Iffactore·s de liberación" porque se observó que liberaban una hormuna dtl 

la hipófisis. Sin embargo, hoy se sabe que también hay factores que inhi -

ben la liberación de su hormona blanco específica, ademas de que alguno!:> 

Se han localizado en otras áreas del sistema nervioso central, por 10 qut= 

se ha preferido llamarles neurohormonas o oeuropeptidosdebi,do asu natura 

leza peptídi~a (4). Actualulente. se sabe que son sintetizados en los núc leos 

del hipotálamo. transportados y liberados po.r cél...üas neurosecretoras a 

vel del plexo capilar de la eminencia media. 

Hasta la fecha se han ideatificadomás dI;! veinte péptidos neuroactivos en 

els;Lstema nervioso central y periférico, aunque se supone que existen mu­

chos. mas (4). En nuestro caso nós concretaremos a los peptidos hipotalami­

cos que controlan la liberación de hormandS adenohipofisiarias, como son: 

TRH o factor liberador de la tirotropina, LHlUl o factor liberador de la 

hormona luteinizante y de la folículo estimulante, Y somatostatina o Eae -

tor inhibidorde ·1a liberación de la hormona del crecimiento. 

'I'RÍI fue el primer factor que se identifico y cuya. secuencia se cortodo: 

pyrOglu-his",;pro NH2 (5 Y 6) con base en la 'actividad bio15gicadetectada 
. , 

" ~ • r 

enextract.os hipotalámicos purificádos, capaces de 'liberarú1 vivo e 

-eJto tirotropina ti TS11 (7 y 8) •. En el hipotálamO el TlUl seenéuentraconm~· 

yo!: concentración eh la eminencia media (9 Y 10) > 'JI también (;t.! . 

tCjdos los núcleoshipotalámicos, incluyendo el dorsomediano,ventrome­

diano,paraventricular y periventricülar{9 'JI 1 n. El TRHse det.éctafuera 

del hipotálamo en casi todas las regiones estúdiadas, yencant.id,ades rel!! 

tivámente altas en el área preóptica yen, el septum (9). También se ha 

éalizado TRlI en la: medula espinal, y fuera dels.istemanervioso en el pán""":' 

creas (12). Esta hormona, produce la secreción y aumento den;i.veles 

que a su vez libera triiodo't.ironina (T 3) Y tiroxina. (T/t} de 

(13 a 15). Se acepta en general que el sitio de retroalimelltáci6n negativa 

en que actúan las hormona~r,tir.bídeas esa aívél de la hipófisis {l6J. pue 

se ha encontrado que la administración de y T 4 bl0.quea laliberacio.Il de 

.'1:S11 inducidaporTRH {17); Sin embargo. aunque se ha postulado que pud 

haber un s~tío derel:roalimentación .a tiivelhipotaHimico ,la, 

esca:¡;a(18) . 
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ser el ';['RH un péptido pequeño, se pensóqu? se sintetiz¡iba por vía en­

zimática (19), per.o estudips pos teríC!res dellfostr a~on que e¡n, realídades 

pC:lr síntesis ribosomal(?O). La li,beración ;d_~l TRH"responde a diferentes 

,neurotransmisores, entre los CJue se encuentran noradrenali:na, hist,amina" ,se 

rotonina y dopamina (10). 

'El LHRH es el factor liberador de la hormona luteinizantey¡le la fol.ículo 

'estimulante y fue caracterizadQ después que el TRH, con la siguiente 8e-­

cuencia: pyioglu-his..,trp-ser-tyr-gly"""leu-ar,g"';pro-gly NH2 (21). Al igual 

que en el casO ~,delTRH~ la eminencia media contiene una alta cOncéi:ltración 

de L~RH. Esta en ct)I1troversia la loc.alizadóhde los cuerpos celulátesa~í 

como las ;conexiones de las neuronas de LHRH,aUnque los prínéipalE!s'nucleos 

síntesis de este péptido son el supraóptico yparaventric'ular. También 

:encu~ntran muchos cüerpbscelularesen el hipotálamo, mediobásal (22), 

El LHRH produce la liberación de la hormona luteini:zante y de la folículo 
t ~" • 
" est1.m.ulante la hipófisis, l'as que<asu ·vez producen liberación de este-

roídes en las gónadas. esteroides s,extíalés son responsables de, los, üi-

veles hormonales en el ciclo estral como, de retroalimentación del 

cual puede ser positiva o negativa, tanto a nivelhipdfi ::liaría 

hípotalám;ico (23). 'Los esteroides actúan en el cerebro interaccionan....: 

receptores específicos y ,groduciendoasíalteraciones en la sinte-
. '? 

de proteínas. Ademas hay evidencia de que actúan dix:ectamente sobre la 

actividad neuronal y la sinapsis (24). Los receptores de esteroides ~'n el 

cerebro se banrevelado por autorrudiograffa (25). 

,La sómatostatina fue ei primer factor inhibidor que 'se conoció y fl,;le aisla 

por ,su capacidad para inhibir la Hbe'raciáh 'de lal;lormona' del credmleri 

bl v"¿VO como '¿íI/. "v);t}¡,.o (26). Es un tettadecapéptido con la siguie,!!. 

tEi-secuencia: ' H-ala,;;..gly ... cys-lys:...asn:...phe-phE¡l-t'rp-lys-'thr-phe-thr .... ser-cyS'-OH ' 

La somatostl:ltiri.a se ha encontrádoen varios núcleos delhipóiálamo; 

de este. en sitios como el cómpleJo amigdaloide ":l la cortez'a cere';;"';;" 

• e incluso ,se ha detectado fuera "del sistema":I~ervioso en el páncreas 

Esté' péptido también: inllibe la secreción de, TSH produciqapot TRaen 

. la' hipófisis, (29) t y~sele han"enconttadoott0s 'eféctos .,' iIlh.ilbidores sobre 

lainsul el ,glucagón y la gastrlna. Parecefexistírtamblén,~H!em¡is Je 
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la somatostatina un factor estimti1ador de la hormona del crecimiento t aun-­

que no se ha.identificado. La acción de la hormona del creCimiento eh 

estimulacion de este parece estar mediada por compuestos de bajo peso mole 

cUiLarl1amados somatomedinas, las cuales ademas podrían part ipar en·· 

retroalimentación del sistema. 

Latécnicélde cultivo de tej idos tiene sus orígenes hacia, finales del si-glo 

pasado y principios de este. En 1907 Ross H.arrison (30) cultivo explantes 

dé epitelio neuréll de anfibio en un ambiente. controlado y descartó lé3.i!ie~ 

que prevalecía dé que las fibras nerviosas seformaball por anastomosis en'"" 

tre\celulas •. EstoSe'.l{périmentossignificaban uno de los primeros e:mpleos 

del cultivodeteJido.s para estudiar el sistema nervioso y ejemplificahan 

la po.tencialidad iÍl.herente a esta. técnica. 

El· estudio del des!,\rrollo y la función del sistema . nervioso.~ en algutt mo~ 

mento debe enfpcarseal desarrollo y función de. ce.lulasindivip.uales. Esto 

resulta sumamente difícil -in v).},)O, puess~ tien.en intérac.tuando p.oblacio-'­

nes celulares distintas; sin embargo, ;in v);tJw el cultivo de tejidosperm!. 

te estudiat tiposcelu:¡'ares individuales en un ambiente controlado que mi-:­

nitni~a oelimir;¡.a las múltiples interacciones presentes en el animal cotnpl~ 

to (31). 

El cultivo de tejido nervioso basicall1ente puede ser de líneas continuas o 

de células primarías y ambos p'resentanventajas y desventajas. El cultivo 

queutiliz.a líneas continuas. se obtiene de tumores de nel.lroblastos quere~ 

tienen la capacidad dedividi:rse y diferenciarse -Úl vi.i:JLoy o.frece yenta­

j~s~ráctica8 de disponibilidad.dematerial en gran cantidad t obtenc:i,ón de 
\ 

. líneas celulare¡¡¡ homogéneas provenientes de unacé.lula parental, laposi 

l:íilidad de selec.cionar fenotipos característicos • Este tipo de .. cultivo pr~ 

sentaotrasvent;:ajas práctic4i:scomo el fácil mantenimiento y la al.lsenc 

de dispersión; .sinembargo,también .tiene algunas desventajas, de las cua­

l.es la principaJ". por la que para ciertos fin:es no. puede ·utilizarse. es que 

. Por ser cél1.lÍasanormaJ,es turtlorales es peligroso inferir. resultados 'l gen!,! 

ralizarlos 111 sistema nervioso. 
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El cultivo. d~ célul¡is primarias puede ser de exp;J.ante (fragmentosde.teji-

· :do de l.mm3 aproximadamente) o de células dispel"sas •. Puede usarse .tejido, 

nerVioso de diversos organismos que sobrevivirá en cultivo un cierto tiem­

,po, dependiendo pdncipalmellte del grado de dispersión -si esta existe-.· 

del t.ipo neuronal cultivado, del medio 'de cultivo, d~l sus.trato y ¡;le la 

edad del animal donlildor. El cultivo de e:Kplante conserva en gran medida la 

· .relación .celul~r original y sufre poco daño por no ser . disperso) perosue"" 

• ).e ocurrir muerte celular en ,la parte interna por falta de nutrientes,.ad:i 

paracierto~estudios t como .1os electrofÍEd9lógicos y. deinter-

a~ciones p;i()químicas, resulta difícil tener neuronasaislad.as (32). En es­
sentido se ha podido· estudiar la biosíntesis de TRH utilizando cultivo 

explante de hipot~lamo de. mamífero (33). 

El cultivo de células dispersas ofrece ventalasimportantes sobre el de 
. ' 

;Plante ,ya qUE! a pesar de que se pier:de la estructura original del tejido.y 

... daque es~e ,sufre· d~ñoal ser dispersado, se 1.9g1""" obtener cultivosviab1Les 

¡¡por cierto tiempo en los c;:uales se puede. t~ner u~ control del tipo o ~ipos 

celulares presentes. En la'literatura hay varios trabajos que uti1izal1c~':" 

lulas dispersas de tejido nervioso central y/o periférico donde se obtie..,. 

llenresultados exitosos. Así, uno de los trabaj9s más completos es ,el que 

~a hecho elgrupodeP.H.pattersan, donde utilizando gangliosintpát,icQde 

rata detectan catecolaminas en el cultivo y hacen estudios de cambio de 

tabolisrno (34 a 37) " También se han hecho estudiQs utilizando sistemanelf­

yioso central ylo periférico analiz~lldo marcadores celulares específicos 

(38 la 41). 

Es importante referirnos ahora a las variantes eIij.pleadasen, la metodología 

. ~el. cultivo de células dispersas de, hipotálamo pt¡incipa1mente, pues fue de 

\lIla tevisión bihliográfica .exhaustiva de d'ondepartimos para tener ciertlls 

\iases de la metodolc;>gía que se debía seguir. En orden cronológico 10 p.ri.nt~ 

fO que hay que ,resol~eres el, tipo de animal que ,se. va a usar y ,su edad. 

Pueden utilizarse f~tos, animales recién nacidos ,o . adulto.!'!. pero apare:nt.e-
-

~ente el tej ido 'fetal es más capaz de adaptarse a .las cQndiciones drasti i 
.... 

eaa del cultivo por la plasticidad que posee, ya que hay todavía neuroblas 

:tos dividiéndOSe en ¡etapas tempranas. Se han publicado trabajos' sobre cu1-
, ',;:' ," . 

fivosexitQsos d~ t¡;jido fetal o de animales recién nadidos,· per9 hay po'" 

.. 
1 
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cosacerca de cultivos de tejido de anhnales adultos que mantenerse 

a largo plazo. Con base·en esto consideramos ma.~conveniente utiliz<tr teji:. 
do embrionario • 

La O'ntogeniadel hipotálamo ratón ha sido descrita (42}.Esta 

raes ya distinguible en eldédmo día de gestación y en el dubdécimo día 

mUestra ya un progJ:eso en su desarrollo; a partir del decimoteréer tlíá c:m­

pieza a haber organización "de capas celulares .ypara . eldec;i.mosextb día la 

mayoría de los núcleos hipot,Üa.micosestán casi totalmentefoJ:mados, aunqUe 

aparentemente no seda la formación de siriapsiS el nacimiento ( 

En cuanto a la aparición de los.péptidos hi'potalamicos en el desarrollo,· se 

ha detectado TRH ~n V.LVO desde el decimotercer día de gestación. tallto.en 

el hipotalamo c.omo en el resto del cerebrodél raiton (43); tarrtbiénse 

contrado TRH antes del nacimiento en varias regiones ciel 

ta, incluyéndo el hipotálamo (44). En :cuanto al LHRHn.o hay 

aparidónen embrión del ratón, peto sí se ha detectado 

de antes del nacimiento (45). 

de 

Una vez seleccionado el tejido, es necesario dispersarlo, 10cria1 

meeánicaoenzimaticamente. y 1auti ación de una U otra forma 

ra-:-

reritemerite depende de la dureza del tejido. generalmente, . cuando el 

:licio es embrionario. essufidenté una dispersión mecánica, si él te-

jido es de animales reciennacidos o adultos, la dureza nace ca-

si siempre la dispersión enzimatica. Hay que. aclarar que la forma íma i 

ca generalmente va acompañada de una dispersión mecanica leve. En la mayo­

l!'ía de los trabaj os sé hace disp.ersión enzimática y se utilizan una :tJ va"; 

rías enzimas; así, en ocasiones se dispersaúuic·amente con a 

50)~ o con mezclas de tripsina, colagenasa. \fioeasa ,hialuronida:sa. DNAasH. 

RNAasa y papaína (34 y 51 a 54) •. La dispersión mec.ánica se usa menos que. 

enzimatü;a. y puede hacerse príne:ipalmente' pasando el tejido as hi 

·podérmic'as con diámetro decreciente (55) o mediante pipetas Pasteur y ni..,. 

luego con una (56 a 58). 

Los medios de.cultivo utilizado!:) Son ·generalmente 

nutritivas adicionales y la frecuencia de cambio es muy variablé 1 una 
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veza la .semana hasta todos los días, según sea el traBajo de que se trate. 

Pueden usarse tambien médios sintéticos suero, lo cual en ocasiones me 

'jora I1Qtabh.':!mente las condiciones de cultivo (50 y 51). 

'Generalmente sé emplean cajas de pUst pequeñas con algún Buen'atu qué 

permita la adhesión de las'celulasa la caja. Existen sustratos, naturales 

o sinteticos cqmo poli-D-lisina, poli:"L-lisina, gelatina, éolágeha fresc~. 

poliornitina, mezclas de estas o sustratos decelulas no neuronales (37), 

ocasiones no se utilj.za sustrilto y las células crecen directament'e so~ 

;'bre el'plastíco (55 y 58) • 

. Enlos cultivos primarios de células düwersas, generalmente se tiene una 

, l;Iobrepoblación de células no neuronales qlle hay que controlar y esto se ha 

ce p.or diversos métodos. Pueden usarse agentes antimitoticos que interfié':' 

ren con la síntes'is de DNA, como la fluorodeoxiuridina, la citosina arabi­

riósida o la aminopterina (32) • Puede también eliminarse o controlarse las 

células no neuronales por manipulaciones del medio de cultivo. A res'" 

pecto se ha infor:mado que al eliminar el bicarbonato de sodio del medio, y 

por consiguiente el bióxido de carbono, desaparecen casi por completo las 

celulas gliales (34). También puede cOTltrolarse'o favorecerse la exísten­

'cía de neuronas o células no neuronale~ por cambios de sustrato, pues se ha 

encontrado que, por ejemplo. la colágena favorecé la proliferación de. glía. 

'mientras que la poli-L-lisina la inhibe y favorece la proliferación de 

ranas (59). 

Existen otras técnicas tanto in vivo como in v.LDt:o, pero no presentan las 

características del cultivo de células dispersas. Entre estas técnítas·se 

pueden citar las siguient,es: .{Ji v,¿tJto se han desarrollado principalmente 

preparaciones de rebanadas, sinaptosomasy cultivo de tejidos no dispersos. 

rebanadas de tejido preservan en gra1;). parte la estructura interna celu 

y permiten identificar varios tipos neuronales por su contexto anatómi 

ademas de que facilitan el acceso a neuronas individuales para estudios 

electrofis íülógj'cos, cambios de medio o aplicación de drogas (60). Los si-
'" ' .~, 

naptosomas ::;ehari utiJizado extensivamente para estudios puramente bioquí..,. 

térmín;<h~iones nerviosas y son un arma valiosa para conocer los 

canismos de liberación de neurotransmisores (61 y 62). Sin embargo, estas 



8 

dos técnicas únic ¡;¡ll!ent e se pueden usar por periodos de incub<:t!;:dóncortos y 

por 10 .tanto no permiten est';1diar procesos mas. compleJos y .duraderoscomo 

la regulación celular. La.técrt:$.ca.d.e cult,ívo de tejidos no dispersos .ha 

ce posible estudiar fenómenos con tiempos largos de incubación, adem~s de 

qu~ medio ambiente celular puede completamente deHn~do; sin em-

bargo, frecuentemente sé ha 'presentado necrosis en el interior por es..., 

tal" El1 tej.ido <iisperso (32 y 63). 

La9 técnicas in vivo tienen en cambio el problemli de que se la 
. '. . 

causa directa ante un cierto est~mulo o el tipo ce;Lular involucrado ;¡;:nel 

míslllo~ya que lo que se observa es la 

sos part~cipantes (64). 

final de t6das los proce-
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2. OBJETIVOS 

.como se puede deducir de la introducción, el estudio de células dispersas 

dehipotalamo resulta el mejor modelo para analizar la regulacion de los 

péptidos secretados en el eje neuroendocrino hipotálamo-hipófísis. Esto se 

debe a que cumple con las siguientes características: ofrece fácil acceso 

.alasneuronas peptidérgicas que nos interesan y permite controlar directa 

mente la composición del medio extracelular o de cultivo, lo que hace pos:!. 

ole saber si cierto efecto es dirlOlcto ante determinado estímulo. 

obJÉ::tivo fundamental de este trabajo es desarrollar un sistema de estu­

dio válido tanto el tológicacomo bioquíinicamente .• Para ello" idealmente ha 

bría que contar con un sistema .in vitJto donde se controlaran los tipos ce­

lulares existentes, que de preferencia hubiera un enriquecimiento neuronal, 

y que, además, fuera reproducible, viable y que se pudiese mantener a Iar­

'go plazo. Una vez establecido esto, será posible estudiar la regulación del 

metabolismo de la neurona peptidérgica. 
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. MEIODOLOGIA 

Preparación del ªnticuerpo contraTRH 

preparó anticuerpo contra TRH según la tecnica descrita por Bassiri y 

(65). Se trabaj6 con un conjugado de TRH y albúmina bovina sedea 

, debido, a que eompuest.os de bajo peso molecular como el TRH solo pr~ 

respuesta inmunogénicaal ser unidos, a una'proteína acarreadora de 

tamaño (66) .• Como agente acoplante se utilizaron sales. de diazonío. 

grupos aromáticos comohistidina y tirosina (66), el primero pre­

en el TRB. 

pd:paracii5n del conj.ugado 

bis-diazotizada (BDB) de .la siguiente manera: se d{­

b~~cidina~HCl (0.23 g) en 45 mI de ácido clorhídrico 0.2 N Y se agr~ 

5 .ml de nitrito de sodio (175 mg en agua bidestilada) ,con lo que se 
\,,-

una reacción amarillo-naranja, lª cual se mantuvo durante sesenta mi 

a 4°C,. con agitaci6n. Se guardarOl\ álícuotas de 1 ml a -20°C. 

la unión de TRH con BSA se mezcló 1 mI de BDB con 1 mI de solución 

,amortiguadora de boratos 0.16 M, clor:uro de sodio O .15 M, a pH 9. A esta 

, 1 

i 



mezcla se le ag~egaron 50 mg de BSA,y 5 mg de disueltos en 10 ml la, 

misma selución amortiguadera) con le que apareció a'1. color pardo-roj izo en' 

la reacción, la cual se dejó continuar por dos horas a 4°C, con agitación. 

Esta mezcla se dializa a 4°C durante sfete días, contra agua destilada, 

cambiándola diariamente, Y. por último, se dializa un día contra clorurv 

de sodio 0.15 M Y se guardan alícuotas a -20°C para la inmunización. 

b) Procedimiento de inmunización 

Se inyectaron cinco conejos blancos Nueva Zelanda. La prime1;'a'inyección fue 

con' la mezcla del conjugado y adyuvante completo de FreudO: 1) y las pos­

teriores con adyuvante incompleto de Freud. Se aplicó intradérmicamente 1 

mI de la mezcla a c[ida ~onejo. rasurando y esterilizando prevíamente la 

gión, alternando el dorso y la: parte ventral. Se llevaron a cabo un total 

de quince inyecciOIles. una cada tres semanas. Diez días después' de qui.!}. . 

1;:a' inyección se extrajo porprfmera vez 1 mi de sangre de la oreja de cada 

conejo, con objeto de determinar la cantidad de anticuerpos pn!sentes.Pa-

ra esta determinación se dejó coagular la a temperatura amb , se 

guardó doce lloras 1:). 4°C • se fugó durante quince minUtos a J 800 gp~ 

ra separar el ~uero y sé guardaron alícuotas de 50 ~l a ~20°C para Bu 

ro uso. 

Los radioimnunoanalis 'de TRH aquí se muestran se hicieron con an 

C;uerpos·preparados forma idé~tica y obtenidos a ir del san,", 
" grado d.:e los an ima]; e s • aplicatldo anestesia y extrayendo la sangre por la 

. vena cava inferior. 

3. 1. 2 lodae ión de TRH· 

El TRH fúe lodado segun el método de c10ramina T(6 7), utilizando las 

tidadess~ñaladas por id y Utiger (oS). Se usan 5 lig de TRH disueltus 

e1150]11 solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M, 'a pH 7. S.A esta 

'lucionse le agregan 0.5 mCi de 12,5.1 y 20 de una solucióhde 2011lg/W ml 

de cloramina T ya los quince segundos se detiene lareac con 100 

(5 mg/10 ml) de metabísulfito. A continuación se agrega la mezcla ioda­

cion a una: columna de cromato~r:afía de Sefadex G-lO. previa:ment.e equi libra 

da con solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M, ,O. 25 por ciento' de BSA j 



a pH 7.4. La columna se eluye. colectándose 25 gotas por tubo. Post e riormeE .. 

te se prueba la inmunorreactividad de las fracciones gorrespondientEl's a los 

picos dé radia<;tividad, para 10 cual se utiliza lo siguiente. tres tubus . 

. con cuentas total,es,trestubos de unión no específica (NSB) y tr~es tubos 

llamados Eo~Lostotales llevan 50 111 de 1~5I-:-TRH; aJ:'azon d"e 200QO cpm 

por tubo; los NSE lleyan tambien 50 111 de 125 I -:TRH además de 200 111 dt! so ... 

lución amortiguadora de fosfatos 0.05 M, 0 .• 25 por c~e.nto de BSA, 0.15 M de 

clorurqde sodio, a pH 7.4; .. por úl t ímQ ~ los :So llevan 50 ¡Ü" de 1 2 sI -:TRll , 

150 ¡JI de la misma solución amortiguadora y "SO]Jl de anticuerpo contra TRll 

a una dilución final de 1/.25 000. Todos los· tubos se agitan en vÓrtex y se 

incuban a.4"C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se centrifugan por , ;', .. 
quince minutos· a 1 800 g, a los que previamente se añadió 1 mI de etanol ab . ¡ 

soluto a4"C, el cual precipita las proteínas E!ntre l:as que se encuentra "el 

antígeno con el" anticuerpo pegado. A continuación se extrae el sollrenadao,-

te yse mide la radiactividad del precipitadq en.uu contador gamma. 

3.1.3 Curvas de titulación 

Las curvas de titulación se hacen a fin de determinar a qúé concentración 

del anticuerpo hay un 50 por ciento de unión con el antígeno (B/T).El? si~. 

tema consiste en 50 In de 125r_TRll y 50 lJldel suero en diluciones decre­

cientE!s de 1/50.a 1/32 000 (tubos Bo). además de los" tubos totales y NSB" 

c0l'l el contenido ya mencionado. Todos los tubos se incuban a 4°C durante" 

48.horas y después se separan las fraccionesl1;nidqs y libres por centrifu­

gación con etanol, durante quince minutos a 1 800 g. Lo anterior se hizo 

para cada suero obtenido de cada conejo. 

3.1.4"Curva estándar 

Con objeto dedet"erminar la sensibilidad del suero 'de los conejos, hizo 

una curva est,andar en laque se" incubaron SO pIde 1. 25I_TRH. 50 111 dé di­

cho suero y 50 pI deTRll no radiactivo a concentraciones entreS y 2 500 pg 

por tubo • Taulbi~rl se emplearon tubos totales y NSB. 

3 .. 1. 5 Radio inmunoanalisis de TRH 

Estatecnida se utiliza para cuantificar el TRH presente tanto ene! medio 



14 

de cultivo como en las celulas. Para determinar la concentraci6nde TRH'en 

el cultivo se hace' una curva estandar en la que se usa anticuerpo contra 

TIlli a una dilución final de 1/25 000 (50 ¡.1lL l25 I-TRH iodado según el m~":' 

todo ya descrito (,50 )11), diluciones de TÍUIde 5 a 2 S00 -pg (50 !JI) .'j, 

último, 100 pl de Sólúc,ión amortiguadora (fosfatos 0.05 M. 0.25 por ciento 
de BSA J 0.15 t-1 de clorura de sodio, a pH 7.4) o medio de cultivó áciü 

do (l/20 con ácido clorhídrico 1 N). Se emplea medió decult1vQ acidifica­

do ¡como el qU.e se encuentra en las muestras para determinár .elefecto qtÍe 

este tiene sobt:e la re.:icciÓn antígeno-anticuerpo, 10 quesa vería como 

desplazamiento de la: curvaestandar. El medio debe addificarse para 

tar degradacion enz:Lmática. La reacci6n descrita se 1ncuba a 4"C por 48 

. horas y se separan las.fracciones unidas y libres centrifugando durante 

quince. minutos a 1 800 g, ya sea con etanol enun.a propor.cion de 80 a 90 

por dentO del volumen, o bien con Pansorbin (suspensióndeS.ta.ph!:ftoeoeeu~. 

ctUI1-ett.6 inactivado, cuya membrana contiene proteína A, qué une inrímnoglobu­

linas). Se probaron ambos metodos con objeto de determinar cuál de los dos. 

actuaba or en la pred.pitación. A continuación se registra radiactí-

vidGiddel pre<:;ipitado en el contador ganuna. 

3.1.6 Radioinmunoanalisis de LHRH 

esté caso se utilizi) un anticuerpo donado por el Dr. Neet (68). La t~c­

nica empleada eSlÚ14Y similar a la del caso ante.rior dé.TRH: se 

501.1l de anticuerpo contra LHRHa tina dilución de l/lOO 000, 50 p1 

de 125I":LE(RH (iodado de la misma forma que TruI) a :r;az.on OOOCPlll 

por tubo. 50 111 de diluciones seriadas de LHRH de 0.5 a 1 000 pg y, pnr ú 1 

timo, 100 ¡JI de solúción amortiguadora (fosfatos 0.05 M$ 0.1 por ciento dé 

gelatina, 0.15 Mde cloruro de sodio, a pH 7. o bien 100 111 demedio 

dificado" con objeto de determinar la posible interferencia este con· 

curva estándar. Se incuba la reacción a 4°C durante 48 horas y se 

las fracciones unidas y libres centrifugando durante quince minutos· a 

1 800 g, ya sea con .etanol en una proporción de 80 a 90 por 

1umen, o bien con Pansorhin. En este caso 

de los dos actúa mejor en la precipitación. 

se quiere de L 
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3.1.7 Radioinmunoana1isis de somatostatina 

Se> desarrollo en forma similar·a los dos anteriores, usando el anticuerpo 

del Dr. Elelbaum (69). Se incubaron 50 ]JI' anticuerpo contra somatostati 

na con diluciónfínal de 1/16 000, 50 ]J1 de 125t-somatostatinacomercial a 

razón de 20 OOOcpm por tubo, 50 ]Jl de somat'ostatina en diluciones de· 7.8 
,/ 

a '2 000 pg y, por último, 50111 de solución amortiguadora (fosfatos 0,.05 M, 

0.'1 por ciento de gelatina,. 0.25 por ciento de BSA, 0.08 M de cloruro de so 

dio, 0.02 porcieitto de azidade sodio y 0.0125 Mde EDTA, a
1

pH 7.5)0 bien 

50p1 de medio acidificad<? con objeto de det'erminar la posible interteren,- ., 

de este con la curva estándar. Se mantiene la reacción durante'48 ho-

a 4°c y se precipita centrifugando a 1 800g con etanol o con Pansor-:-

de ratones 

emb;riones como fuent·e de tejido para .el culti.vo, 

~as cruzas pertinentes~ Se usaron cíen ratones CD-l machos y 
~ 

Para la cruza se dejan trida la noche tres o cuatro hembras en la 

de un macho •. Se reconocen las hembras preñadas por pre$entarulia es­

tapan: claramente visible en la vagina't y después se colocan en ja~ 

La ope,ración de cruzase realiza de tres a cuatro veces por 

y,seobtl,lvo un ,promedio de una hembra preñada po¡- jaula. hasta un to 

de 60 hembras. 

3.2.2 Disección 

30 cu1l;ivosen total. Generalmente se emplearon en cada 

de doce o trece días de gestacian, que es cuando se de­

por primera vez TRHJ según lo publicado (43). Ocasionalmente se ut 

embridnesmayores.., de hasta dieciséis días de gestación. Para obtener 

108·se disloca cervicalmente la hembra embarazada, se sumerge en$'olucion 

al1tiséptica (benz¡il-etanol, 1: l)y se extraen los fetos, los que~ a su ve.z 

son su'mer g idos en solución salina amortiguadora estéril (c:,loruro de sodio 

fosfatos 0.15 M.a pR 7.4). Cabe acJ.arar' que toda la, técnica del 

i 
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cultivo, incluyendo la disec(!ión, se debe realizar en completa esterilidad, 

es decir, con. todo el material estéril ,desechable o sometid,oa autoclave y 

en una campana de flujo laminar. A cont,inuación se extrae cada de 

la solue,i6n salina y se éabeza de cada uno a la: altura man-

díbula;'así se expone la parte ventral del encefalo y se, diseca ,áreaco 

rrespondiente al.hipotálamo. Para esto se corta anteriormente al quiasmá bE 
'. . '--.... , 

tico y lateralmente a lo, largo del tercer ventrículo; con lo que Se, ,extrae 

Un fragp¡.ento aproximadamente triangular de lmm de profundidad, cuya base 

corresponde a la comü;ura anterior y el. vértice a los cuerpos mamHares. 

3.2.3 Dispersión 

Debido a que se trabajó c¡ontejido embrionario, se prefirió la dispersión 

mecanica a la enzimática por el daño que ap.a:rentemente causa la tripsina a 

las proteínas de superficie t y su posible repercusión en los contactos que 

las células tengan que establecer entre sí posteriormente. Los 

.disecados se colocan en un Medio~línimo Esencial libre,de para lo 

cual se encontró la relación óptima es de lOOpl por hipotá,lamo~" ob' 

,jeto de izar medio sin calcio ,es evitar la agrega.cióridetej ido que 

te produciría y ayudar as! a unamej oI" dispersión del tej ido; Poster,iorm~~!:. 

te se dispersa mecánicamente, ya sea usando pipetas Pasteur eón cad~ 

vez,masangosta o jeringas hipodermícasestériles, de vidrio 

diámetro decreciente (1.5, 1.25,1 y 0 .• 6 mm). pasando el 

por cada una. el segundo casp, después de pasar por aguja se deja 

sedimentar por '-gravedad, se extrae cuidadosamente el sobrenadánte y se 

en un tubo estéril de' 15ml. de la se 

nen todos~los sobrenadantes, se centrifuga a 1 000 g por UU(¡)S 

se: extrae el sobrenadante (se guarda a -20°C acidificado con ácido 

drico 1 N sU futuro estudio por radioirt.munoanalisis), y el precipitado 

'celulas dispersas se resuspende en el medio de incubación, 

3.2.4 Siembra 

Para cultivar las células s~emplearon los nutrientes que se'enlistart 

ele apéndice B. Asimismo se uti:i,izarondos tipos de cajas estériles 

Para las observaciones citológicas se usaron as'de petri' de por 

35 mm, mientras que. para determinaciones. bioquímicas se emplearon gen~ 



ralmente multi.cajas mas chicas> con 24 cavidades .de 16 por 20 mm cada una. 

Las cajas grandes Hevan en ocasiones cubreobjetos de· vidrio para pOqtlt' re~ 

lizar posteriormente preparaciones histológicas. En todos los éasos las. ca 

jas o cubreobjetos se cubren con una soluci6n de poli-D-lisina· (50000.) a 

una concentracion de 30 }.Ig/m1, la cual funciona como sust.rato pata 1 a adhe 

sion de las células (70). Las cajas se cubren con. el sustrato generalmente 

·un dta ant~s de emplearse ,yd minutos antes de sembrar las célulcIsse 

lavan dos yeCes con agua trideatilada desionizada.est~ri1 y·una vez con 

dio de cultivo s;Í.n suero. 

La densidad celular de la siembra se calcula con un hemocitómetro, emple~~ 
el método de exclusión de a.zul t ripano, que tiñe solamente células muer 

taso Así, se mezclan 10 tll de la suspension de células y 10 }.I1 del coloran 

te, se hace el conteo celular por mI, y se calcula el número de células. ca 

rrespondiente al volumen total. De esta manera se siembran aproximadamente 

de 1 a 5 x lOs células o un hipotálamo en 2 mI de medio. en el caso de las 

cajas individuales grandes. En el caso de las multicajas de 24 cavidades. 

se siembran aproximadament,e la mitad de células, es decir. 0 .. 5 x 10 5
0 me-

• dio hipotálamo en 1 ml.de medio. 

Una vez hecha la siembra en esterilidad absoluta"se incuban las células· 

en una atmosferahúmeda, con 8 por ciento de bióxido de carbono y 72 por 

ciento de aire. 

3.2.5 Cambios de medio del cultivo 

Se cambió el medio de cultivo cada cuatro días~ sustituyéndose la mitad por 

medio fresco. El medió que se extrae se guarda a.,.20°C, acidificado? como Be 

. mencionó, para su futuro estudio por radioinmunoanálisis. En los casos en 

• que se presento sobrepoblacion de células no neuronales, se agrego fi¡ agerr 

teantimítotico citosina arahinosida', auna concentración final de 10 lJM. 

3.2.6 Técnicas citológicas para determinar las condiciones de los cultivos 

Se tamarQn fotografías de los cultivos vivos empleando un microscopio in­

vertido d.e contraste de fases. En cada cambio de. medio se hicieron observi!. 

dones sistematicas de los cultivos yd.e algunos se tomaron fotografías du 
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r¡:¡.nte todo Su desarrollo, a fin de. tener control de las condiciones de los 

mismos y poder conocer t:ambiénel momento propicio para agregar agente 

antimitót • L¡3.s mencionadas fotografías se realizaron con películahlan-

co y negro, aplicando el cálculo automatico de exposición presente ~nld 

mara integrada al microscopio. 

También se tomaron fotogr~fías de preparaciones~ fijas utilizando un mieros 

copio óptico de contraste de fases y película blanco y negro ,calculanclo 

tambien la exposición automáti..:amente por medio la cámara integrada al 

microscopio. Se hicieronl:as prepara.ciones empleando la técnica de fijac:ión 

con.osmioquese mUt:stra a continuac 

- Primertl se lava la cajita d~ cultivo recién sacada la incubadora con 

solucion salina amortiguadora para eliminar los remanentes del medio da 

cultivo. 

- A continuación se lava durante 45 míuutos t a 4°C, con solución de Kar -

nowsky~a pH 7.2. 

- Se el esta solución y seagre una amortiguadora de cacodilato de 

sodio 0.2 M. a 4°C y a pH 7.3, también durante 45 minutos. 

- Se a y tiñe el tejido con tetróxido de osmio al :2 por ciento, a 4°C. 

durante una hora. 
/ 

Se hace: un lavado rápido. con agua bidestilada para eliminar 

tetróxido de osmio. 

resto de 

- Se deshidrata el tejido con alcoholes etílicos graduales de·70, 80, 96 

y 100 por ciento, cada uno durante quince minutos y el último por trein­

ta minutos. 

- Se acaba de deshidratar con :Ki101. durante cinco o diez minutos. 

- Por último, se monta la preparación en bálsamo de Canadá)' se observa al 

microscopio. 

3.2.7 Técnicas bioquímicas para determinar de los cultí vos 

a) Radioinmunoanalis 

Se mídi.eron los contenidos de los péptidos TRH; LHRH Y somatostatína por 

radioinmúnoanálisís. Siguiendo· técnica explicada en paginas ante( 

se hicieron curvas estandar para cada pépeido y para dada experimento, 
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obj~tode pod~r determinarla cantidad presente en lits muestras problema, 

las cuales provienen de dos fuentes : 

- La mitad del médio dectiltivo que se extrae' en cada cambio se ácidiHca. 

Este inedio·debecontener~ entre o'tras cosas ,los péptidos secrétadospor 

las neuronas, que son los que se quieren medir. por estátecnicá. En cada 

ra.dioinmurioB.ualisis:seincuban 50j::ll de la hormona radiactiva en.. e.ues..,. 

tión, 50 pI del.antícuerpo deseado a la dilución ya establecida, 50 \JI 

de solución amortiguadora según sea el caso y, por último, 100 pI de la 

. muestra problema (todo por duplicado). A continuacion agita en vortex 

y se. incuban.. durante 48 horas a4°C, tanto las muestras como la Curva. es 

tandari Transcurrido este tiempo se agrega a cada tubo 1 ml de etanol ah 

soluto a 4°C ,. se agita en vortex y se centrifuga a 1 800gdura,ntequin­

ce minutos para precipitar la unión antígeno-anticuerpo .• Posterl.ormente 

se elimina elsobrenadan'te y se registra la radiactividad del 'precipit.a~ 
..-"" 

do en un.c.ontador gámma. 

- También se mídi6 el.contenido de TRH en las células de'la siguiente mane 

rar'en cada camb,io de medio se saca de la incubadora una o dos cajas a 

que se extrae el líquido, se lava dos veces con solución salina amor 

yse guarda a ..,.20°C con 300 \11 acidoacético 20 por Qiento. 

t.lenen varias cajas aqumuladas se colocan sobre hielo' y se agre 

gan a cada una 600 1.11 de metano! absoluto, se raspacon·un6111bolode pla..!!. 

hasta despegar el tejido y se hom~geneiza él contenido. LuegQ se 

agregan '950: \J¡ de m~tanol i\bsoluto , ¡se raspa un poco' y sehomogeneiza de 

nuevo. De esta forma se tienen dos homogeneizados de cada a, los que 

se unen y ·g~ardan a -:20°C durante todaIa nocb~. Poste-riormentese 
, • • ft • 

trifuga a 8 000 g por cinco minutos (a 4°C), se. extrae el sobrenadante 

(donde se epcuentra¡:1;los p€ptidos pequeños como el TRH)" Y se evaP9ra por 

aproximadamente tre.s. horas. A continuacion se guardan los tubqs y~ evap.9. 

rados a -20°C. 

Cuando'se tienen ac~ulados suficientes tubos se analizan.por radioinmún.9. 

atiálisis de la siguiente manera: se agregan a los tubos e'\laporados 130 ]JI 

de. soluc:ton, amortiguadora de fosfatos 0.05 M, 0.25 por ciento de BSA, 

0.15Mde cloruro de sodio, a pH 7.4, pa"ta resuspender el contenido. Se 
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separan estos 13:0 ¡Jl en dospor.ciones de 50 jll cada una (el restosee1i:. 

milla) y se emplean como duplicado, agregándose 50 jl1 de 12S¡_TRfl a 1'a;::on 

de 20 000 Cplll por tubo, 50 ¡.1l de anticuerpo contra TRH a una dHuciou 

. na1 de 1/25 000 Y 100 \)1 de. lamismá. solución amortiguadora~ .PQs.terior'­

mente se agita en vQrtex y se incuba durante 48 hot'as. TranscurridO'· 

tiempp se precipita la unión antígeno-anticuerpo por centrifugación con 

1 mI de etanol absoluto a 4°G, durante quince minutos a 1 SOO·g.Pó'rúl­

timo' se elimina el sobrenadante y se cuenta la radiactividad.del precipi:. 

tado •. 

Cabe aclarar. qué esta técnica> de determinacion de TRH en las células se 

hace d,eforma igual tanto par? los cult.ivos hechoB en cajas grandes ,indi 

vl.duales, como para. los hechos en multicaj as 24 cavidades. 

b) Determinación de proteínas 

. . 
Se midió el contenido de proteínas de los precipitados resultantes, después 

de la ext~accion.celular, por e1ni:étQdp de Lowry e..t a,t (11), de la aiguien 

te manera: 

hace una curva egtandar con diluciones por <duplicado de BSA con concen-

traciones de 2.5, 5~ 10,25,50, 100 Y 250);l¡5/ml. y'se ajusta volumen 

~on agua bidestilada para que todos contengan 100 111. A continuacion se 

agregan 100 111 hidróxido de sodio 1 M Y se incuba durante apt"o~imadamen 

te doce horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se añaden 900 ¡JI 

de una mezcla 1: 1 :98 de sulfato cúprico (l por ciento), tartrato sodio 

y·potasio (2 por ciento) y carbonato de sodio (2 por ciento). DesPl.lés de 

diez minutos se agregan 100 jllcie reác.tivo F~lin 1 N Y transcurridos creí!!. 
. ,", ' " 

ta, minutos se lee densidad 6ptica (absorbancia) a 660 nm en un espectrofo-

tometro. 

Las muestras se tratan de la misma forma empezando por agregar a cada una 

100 111 de hidróxido de sodio 1 H e incubando durante doce horas a tempera-

tura ambiente. El resto de la técnica igual que la de. la curva estándar 

. y para calcular concentración de proteínas de las muestras se efilplea el) 

mo referencia la curva estándar. 
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3.3 Ve;teJu1Ú.nac.i.6n de TRH en el. fúpotálamo de na:t6n 

;Se disecaron hipotálamos de ratones t desde embriones de doce días de gest!!.· 

. ;cion hasta animales de veinte días de nacidos. El tej ido se mantuvo en lo­

tes de dos o tres hipotalamos con 300 ]JI de ácido acético 20 porcien·to y 

300 ]JI de metanol absoluto, a -20°C. Una vez reunidas todas las muestras, 

se sonicaron con 700 111 adicionales de medmol absoluto y se incubaron du­

¡rante doce horas a.-20oe. Transcurrido este tiempo se centrifugan durante 

'cinco minutós a 8 000 g~ a 4°C~ y posteriormente se evapora el sobrenadan­

te para concentrar las sustancias presentes en él, .entrelas que se encue,!!. 

:tra el TRH.Después de evapor~r se guardan. los tubos a -20°C y se mide la 

cantidad: de TRB presente por radioinmunoanálisis, tal como se explicó ante­

riormente para el caso de las células cultivadas. 

r . 51 
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¡, ',' 

4. RES"QLTADOS 

. 4.1.1 rodacian de TRH 

Al probar la inmunorreactividad de los de radiactividad, se encontró 

que el primer pico corresponde a 125 r _TRH y el segundo a 125 I que no se 
."" un 1.0 TRH, como se observa en la figura 1. Se guardaron las fracciones 

·5 a 12 a -:;W°Cpara su futuro uso. 

4.1.2 Caracterización del ant:Lcuerpo contra TRH 

a) Curvas d~ tit~lación 

A partir la quinta inyección únicamente el conejo número uno mostraba 

formación de anticuerpos, y después de la decimosegunda inyección seguía 

presentándolos •. En la figura 2 se muestran las curvas obtenidas con los 

sueros de cada conejo inmunizado y, como puede observarse, solo eJ conejo 

uno presentó anticuerpos. A una concentración fihal de 1/2 000 hay un por­

centaje de unión de 30 ppr ciento. (BIT); La aparición de anticuerpos en:. 

te conejo 

figura 3J 

ob,servpsolo a partir del cuarto mes y)comC) se aprecia en 

título se mantiene constante. 



h) Curva estándar 

·Solamente se realizo curva estándar del suero del conejo uno, pues única-

mente este presentó anticuerpos. Los resultados se expresan en 4, 

que muestra una buena s¡;:nsibilidaddel anticuerpo al antígeno frío, a una 

dilución de 1/2 000. A concentraciones crecientes de TRH frío hay un des­

plazamiento de cuentas de 125I _TRH, y se observa un 10 por ciento a 5 

y un SOpor ciento a 75 pgen el suero obtenido. después de la décima inyec 

eíon. 

4.1.3 Interferencia del medió de cultivo con la curva estándar de TRI:!, LHRH 

Y somatostatina 

Se encontro para los radioinmunoanálisis de los tres péptidos que no hay 

desplazamiento de la curva estándar al emplear medio de cultivo 

do (figuras 5a, b y e). Como se observa en las figurasJse obtienen curvas 

casi idénticas, 10 que indica que no hay interferenc.ia en ~l en-

sayo. Se encontró paralelismo entre diluciones de extractos hipotalámícos 

de ratones adultos (estándar.interno) y la curva estándar, como se observa 

en la figu:t"a 5a. 

4. L 4 Precipitación de la unión antígeno-anticuerpo 

Como se óbserva en la figura 5d;se encontró que. en nuestras condiciones 

de trabajo,: el etanol funciona mejor que el Panso.rbin en. la precipitac.iqn 

delantigenounido al anticuerpo (para TRH. LRRH Y somatostatina). Ademas, 

yá. que el Pansorbin presenta en ocasiones ciertos problemas al ser .1avadO 

(posiblemente debido a la existencia de proteína A disuelta en. el medio, 

que une inmunoglobulinas y permanecen en solucion), se optó por emplear 

etanol como agente precipitante. 

Fué necesario optimizar cada etapa de la metodologia del cultivo con· hasé 

la bibliografía y en experiencias ohtenidas a lo largo del trabajo.· 
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4.2 • 1 Disección 

Se emplearon embriones de ratón'de doce a dieciséis 'días de gestación y se 
.,' . " 

observó que los cultivos hechos con embriones más jóvenes pres~ntaban ma-

densidad neuronal y mejor s6brevivencia, lo que .esta de acuerdo COI\ 10 

se encuentra en la literatura (46). 

4.2.2 Dispersión 

De las dostécnícas de dispersión empleadas, se encontró que en el caso de 
, , 

las pipetas Pasteur/ hubo pérdida de te] ido en' el .interior de las' mismas y 

f6f1naciónde :muehaespuma. Resultó mas eficiente el método de j'eringas hi­

pOdérmicas coriáguj as de diámetro' decreciente porque húbo mayor viabilidad 

(80a90 por' ciento) que en la otra técnica'(60 a 70 por ciento). 

4 ~' 2 .:3 Siembra 

113.iciálU1ente se empleó medio Dulbe.cco adicionando únicamente suero bovino 

. fetal y antibiótico-:antimicótico en la.sconcentraciones ya descritas (54)." 

Sin embargo .. al observar que en ocasiones durante la primera semana habLa 

pérdida de células, así como decremento tanto en proteínas (figura 6) como 

ene! contenido celular de TRH (figura 7), se decidió enriquecer el .medio 

con L-,..glutantin¡;\ y glucosa adicionales, además de'· insulina hovína, ya que 
. . , 

esta parece ayudar al crecimiento de las prolongaciones celulares (72.). Se 

observo mayol¡" densidad neuronal en la segunda semana en los cultivos que 
, . 

conten1.án.glucosa, L-glutamina e insulina. 

4.2.4 Desarrollo del cultivo . 

Las células dispersas de hipotálamo se observan en el.día cero como se mues 

en la figura 8a, todas redondas y sin prolongaciones. Conforme se esta 

las células y pasan los primeros días, empiezan a mostrar caracterí~ 
" 

mprfológícas diversas. Las células neuronales empiezan a formar pro-

(figura 8b) y crecen sobré células planas adheridas a la caja, entre 

las que se encuentran diferentes tipos de glía y fibroblastos (figura. 8~). 
agregados celulares cuando la dispersión es incom-
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que cuando el cultivo se efectuaba en cajas no 

(poli-D-lisina) ~ a los pocos días había muy pocas 

en el fondo de las cajas se encontraban 

9a Y b). Sinémbargo. al emplear sustrato 

de células planas en el fondo de las cajas, 

ronales en la parte superior (figuras 9c y d). 

'con 

neu 

Pese a que la poli-D-lisina se ha descrito como un sustrato que inhibe la 

,en 

b). 

(49) , 

cimo,':! 

gUal y favorece la neuronal (59) ,se encontró que a r: 

l¡;tscelulas no peuronales se multiplicaban en forma 

t no se podían apreciar las neUl'onas fácilmente ( 

que se, tuvies,e que em:plear citosina aral>inós , ya que de 

con lo publicado inhibe la proliferación de c,élu1as no 

la citosina una sola vez, en los días sexto, 

por 24 o 48 horas. Se encontró que era mejor 

mente 24 horas,. es ~ agregarla un día antes del cambio de medio, y 

evidente la sobrepoblación de células no 

(a del oct,avo día~ dependiendo del cultivo en cuestión), Como 

lá:s lOe yd. 

Se que la densidad celular de siembta influye mucho en el 

del cultivo. Así, secomprobo 10 expuesto en la: 1i 

(51 Y 56), acerca que la densidad óptima de siembra, erf estás 

hes de 0, es de 1 a 5 x 10 5 células por caja grande y de 0.5 x lO;> 

por a chica, con 2 y 1 mI, respectivamente (figuras 11a y 

No obstante, al sembrar con densidad mayor se observa un exceso de 

sobre todo no neuronales (figura He). lo que probablemente provoca muerte 

celular y enmascaramiento neuronal. De igual forma, con menor densidad no 

se 

las, el 

A 

tivo; una 

tidc: de 

formar contactos ieos adeeuados, y al haber' muy pocás 

no progresa y degenera (figura lid). 

se 
ellas es de 

• las 

dos secuencias completas del desarrollo del cul 

observadas en un microscopio· inver­

(figuras 12a, b, e y d) Y la otra es deprepar!!. 

de osmio (figuras 138, b, e y d) .. Como 

preparaciones fijas son mas nítidas, 
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.. puesto que sepu~de enfocar con facilidad. Sin embargo,' el hecho de tomar 

fotografías de cultivos vivos presenta la desventaja 'de que no se puedes,!!. 

focar bien, sobre todo al usarmulticájas con poco volumen, ya que el me­
nisco formado por el lÍquido impide buena formacion de contraste de fases. 

A pesar de: estaaesventaja, se. puede seguir eldesarrol.lo de una sola caja, 

. con lo que se tiene mayor certeza en las observaciones. 

En ocasiones se presenta muerte celular en el cultivo, con ls'consiBuiente 

acumulación de detritus, como" se pue~e ver en las figuras 14a" y b~' 

Por medio de radioinmunoanálisis específicos para TRH, LHRH Y somatostati­

na se determinó la presencia de dichos peptidos ';tibetadosen el media de 

c,llltivo.Los ,resultados .se múestl;'an en llisfiguras 7,15 Y 16Yj como puede 

. " apreciarse} ca.da peptidpsigue un comportamiento diferente. Mientras qmr la 

cant~daddeTRH que se detecta. en el medio no parece variar notablemente 

COn el tiempo (figura 7), e1LHRH muestra un aumento gradual reproducible 

cuando se emplea citosina arabinc;sída (figura 15). Los datos que encuen 

t:ranrepre$entadosen.estas dos figuras son el resumen de ocho 

oon, onpromedio'de d.iez cajas cada uno • 

• ' Co~o se explicó en la. m~todología. en las días cuatro tocho t . doce. etc. se 

s¡¡stituye 1. mI del medio d'e cultivo por 1ml de medio fresco (en ,el caso 

de las cajas grandes), y 0.5 mI en el caso de las cajas chicas. Estosign,!. 

fíea '.qué en el cultivo queda ~proximadamente la mitad del medio dondeestu .. 

vieron las células. El proposito.de dejarlo radica en lo que se há.descri­

to como "medio de condicionamiento" (73 y 74), es decir, que las mismas ce 

lula9Becretan factores que les permiten crecer mejor. Por tanto, los.valo 

.;resdetectados en un tiempo dado representan .10 CJ.tlese liberó en ese lapsa 

. (pa.,rejemplo, eritre el cuarto yel octavo día) , mas la mitad de 'lo que s.e 

acumUlO del periodo anterior~ Así, se calculó lo que en las figuras 7 y 15. 

sée~presa> ,como IIcontenido neto'; con la siguiente formula: concentración 

d~l dí,a anterior entre dos, más la concentración real determinada en el día 

s.iguiente.En realidacl,esta cantidad constituye la resultante. de lo que 

fue l~berado,acumul.ado y, en algunos casos, degradado. Por ejemplo, en el 
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caso parece háber una liberación progresiva con 

cítos.ina arabinosida), lo que probablemente 

bíosintética. En .cambio, para el TRH hay poca 

tiempo (cuando 

una mayor 

neto en tres primeros cambios de medio~ habiendo 

considerable. Esto pudiera darnos un índice de que .0 bilan la 

de este peptido esmJ:nima, o de que hay más liberación pero 

tada con una degrad~cion importante. 

En caso de la somatostatina (figura 16) parece mas evidente que 

en 

ion 

degradación o menor liberación y/o síntesis, al observarse un fuer 

te decremento entre los días cuarto y octavo, aunque 

y aumentan los niveles de este péptido. 

en el comportamiento de los tres péptidos no se debe a 

dañe el cultivo, ya que los t.reS péptidos se en 

si se observa la figura 17, donde el 

de los péptidos en el mismo cultivo, se puede corroborar 

a que para determinar. el contenido celular de. los hay qüe 

por lo menos una caja de cultivo en. cada cambio, sólo se ha 

el de TRH. Como se ve en la figura 7, hay una pérdida 

cuarto al octavo día~ que se asemeja al decremento observada en 

e 

6) y, .en ocasiones, coincide con pérdida celular observada al 

io. Estos datos permiten en conjunto concluir que en la 

mana muerte celular, c.omo. ya ha sido sugerido (5.8). pero que 

mente el cultivo se estabiliza. recobrando sus funciones. 

hubo crecimiento considerable a partil' del décimo ;por 

lo que se cítosin.a arabinosida. Cuando no se adiciona esta 

celular es tal (figuras lOa y b) que puede eventualmente 

a las neuronas. como se ha descrito en la literatura (32). Sin 

lacitosína detuvo dicho crecimiento. no hubo efec·to en los 

el 

si 

de 

TRH en el medio ,de cultivo (figura 7). y mejoro notablemente el comporta­

de las neuronas deLHRH, posiblemente por haberse controlado el c1:ed 

de no neuronales (fig.ura 15). Este mej oramÍentó se a 
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en niveles más altos de LHRH. 

A partir del duodecimo día, se obs.erva un decremento en los niveles de 

TRH,tanto en el medio como en las celulas, y en ocasiones hubo perdida to 

.tal de celulas en la tercera semana~coincidiendo con los niveles bajos 

peptido. Como se recordaráJ el sustrato que se emplea es la p01í-D-1 isi 

na y parece ser que a tiempos largos de cultivo disminuye su adhesividad, 

'ya que la petdidaobservada es de todas las cél~las, no' solo de neuronas, 

'lo que podría explicar dicha perdida. Será necesario usar otros sustratos 

.como colágena en caso de que se quiera mantener los cultivos por más tiem-

po .• 

. En cuanto sI comportamiento de las proteínas a 10 largo del cultivo,se e!!;. 

contra que en la primera semana, como generalmente la cítosina arabinosida 

no ha sido agregada, hay·mayor cantidad de proteínas en la' curva que pre­

senta la droga. Sin embargo, a partir de la segunda semana se empieza a no 

.t.ar. su efecto, y al final de la tercera semana ya hay una diferencia cansí 

derable, encontrándose más proteínas 'al es.tar ausente la citosina. Foste-
;. , ' 

riórmente,en' el día 24. se igualan las dos curvas en un nivel relativamen 

te baj o, 10 que coincide con la muerte o perdida celular observada en es ta 

epoca., Todo 10 anterior se muestra en la figura 6, que representa elprom~ 

dio de doce cultivos. 

• 4.4 VeteJtminauón de t0.6 n..tve.!e.,ó de TRH e:n el. hipotálamo de ,1tat6n 

. Como se mueRtra en la figura 18) hay un aumento progresivo de lRH por hipo- ~ 

:·tálamo, relacionado con el desarrollo y el crecimiento del animal. De.l día 

doce de gestación. hasta el nacimiento hay poco aumento (solo de 1S pg), 

, mientras que a partir del nacimiento se disparan los niveles ,(como se pue­

de apreciar en el cambio de escala en la gráfica) y llega a haber aproxim.'! 

damente 1 000 pg en el sexto día de vida~ aunque despues parece'dísminuir 

.un poco. 
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5 . .. DL5CU510N y CONCLUSIONES 

COIUO se explicó en .el capítulo de resultados, obt)Jvimos un cultivo de célu 

las viables capaces de producir iospeptidos hipotala.micos TRH, LHRH Y so"': 

matostatina,los que fueron detectados en el medio de cultivo de células 
,- - . 

que sobrevivi~rC)Jihasta tres semarias en condiciones in. v.i:t¿tO. 

A cóÍltÍl).uacióJ¡1 se comparan estos resultadps con. 108 consultados en la lite 

ratura éÍceréa; de cultivos similares. A diferencia devaríos grupos (53, ;54 
; . 

y 57) que hanculdvado celulas hípotal~micas sin pod.ermedir exitos(lml:!n­

te dichos péptidos. nosotros .detectamos los tres péptidosen el medio de 

cultivo y el TRH en las céluias. 

El protocolo inicial se baso fundameJ¡1talmente en los trapajos de Tixier-:Vi 
. . 

dalycolaborádores. (42, 43, 56 Y 57), quienes encont.raron TRH en concen-

traciones de 2 y 8 pg en células cultivadas durante diez días provenientes 

de embriones de ratón de doce y quince días, respéctívamente. En cuanto al 

trabajo que aquí se reseiía, se miCI.i6muchamayor cantiJad de TRHel) las ce 

lulas (1 OOOpg, como se muestra en la. Hgm:a 7). IEl grupo de Tíxier-Vidal 

solamentie detetmino TRH intracelular a los diez días de incubación, tit:lmpo 

encontramos un. punt.o de inflexión en la curva, con ni­

bajos. En cuanto alas .resultados; de niyeles de TRHpr~ 

hipotálamOs de embriones de doce y. quindedías de gestªdó~l (fi": 
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,gura 18») son iguales en ambas casos: 2 y 15 pg por hipotálamo, iva 

mente. Sin embargo, nosotros encontramos que después del nacimiento hay un 

aumento muy pronunciado. llegando a haber 1000 pg en el sexto día de vida.' 

lo cual podrí.a coincidir con los niveles que se observan en el cultivo y 

quizá reflejar un indicio de la neurona en forma prosigue 

~o' su desarrollo como -in. v-ivo. No obstante~. por el momento esto es el:ipecu 

lativo y .será necesario establecer más parámetros que respalden tal hipót~ 

Respecto a los niveles de 'rRH pres.entesen el medio de cultivo, ningún gr'.!!. 

po ha podido medirlos y Tixíer-Vidal menciona en sus trabajos que no puede 

hacerlo por ten.er interferencia su medía de cultivo con el radioinmuno-

análisis, lo que podría deberse a que un medio diferente 'aues-

tro. varias causas por las que su grupo encuentra muy poca 

dad de en las células, y no lo puede en el medio: a) no emple~ .nin 

gún agentearitimitótico de control de células no neuronales; ló que, aunado 

a que siembra a uné densidad mucho mayar la nuestra, pudiera 

U.LD.L..l..uu'de células no en det:dmento de las 

usa sustrato en las cajqs de éultivo. lo que causa perdida según 

nuestras observaciones; e) su medio cultivo no tiene insulina t 

yglutaminaa las concentraciones que nosot.ros empleamos, es-

tos aditivos oran'las condiciones de las neuronas. No el 

. momento parámetros como contenido de DNA y marcadores neuronales 

como la toxina tetánic1:t ( 

mejor las discrepancias encontradas. 

y , no nos es definir 

,En cuanto'a 

va, existen 

otros dos peptidos que se detect.aron en el medio de culti-

siguientes antecedentes: el grupo 'de (53) 

vasopresina y S-endorfina en su de culti,vo; dir LRRH. además' 

emhargo, encontró muy de LHRH Y solo registro al in 

los tres de incubación, habiendo en este último 

me-

mI dé medie en comparación con J 000 pg por mI encontramos nosotros, A 

este respecto creemos que la diferencia pudiera deberse a que sus 

de dispersión son demasiado bruscos • empleando enzimas durante un periodo 

largo. Este &rllpo no LHRH ni vasopresina.intracelulares, lo 

que podría deberse a, la forma en que las (conEDTA. y 
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nato de sodio). lo cual podría causar degradación de los p¡ptidos, a ~ife­

r:encia'deunaextracción con'ácido que evita en gran medida esa degrada':'" 

ci6n, razón por la que la escogimos • 

Elgrúpo de Vaccaro y colaboradores (54) no p~do'medi~LHRH intracelular, 

quizá por problemas similares a los mencionados anteriormente. 

Otros grupos que trabajan con hipotálamos de animales recién nacidos o de 
" 

algunos días de edad (46 y 48) no informan de niveles de p¡ptidos Y. aunque 

aseguran tener neuronas ; se ha pUblicado (31, 32 Y 46) que es difícil pre ... 

servarcultf\rOs d'e bélulas neuronales partiendo de tej ido posuataL Adem§~, 

eh algunos ttabajos septesenta como un hecho la existencia d~ neuronas sin 

po'derlo ccimpt:bbar con 'algún parámetro. sínoú~icamente mediante fot~grafías. 
Ademas dél 'Pá.rámetro cito16gico ,consideramos el bioquímico y funcíonal(n! 

: ' .' 

veles de péptidos) para ~oder asegurar la existencia de neuronas y tener ín 

d~Ceg del.buen desarrollo del cultivo. 

Por tanto,' nuestrostesultados encuarito acoritenido y, det~cción de pepti­

dos hipotalamicos son inéditos y constituyen un apotte que petm:itira post!:. 

ríormEmteestudicir la regulación del metabolismo de, dichos péptidos. 

cuanto a Úl apariencia citológica de nuestros cultivos) se encoritró -como 

mencióiiáen casi todos los t rabaj os similares (4~2. 46 ~4 8. 52. 53, 56 ":f 

mayoría de las:neurona!:3 son bipolares y no crecen' uniformemen­

te en t'dda lá. caj a'. sino en' agrupaciones. Nosotros obse~vamos bas icaritente 

das tipos celulares consistentt\:s en células planas (especialm~nte'glía y fi 
hrohlastos) Sobre las que crecen neuronas, como también se indica en la li 

teratura. 

aún hay ciertos problemas que se deben resolver. Así, encontra 

'de$arrollo de los cultivos el principal problema es la falta 
. ' 

de reproductibilidady homogeneitl;ld t'llt re .>Hos.De i los 30 cultivos quest! 

, rE~alizáron. a:proximadamel1tedos terceras párt~s mostraron huen comportamié!! 

en parámetros citológicos y en cont:enidode neuropeptidos. míen 
, . - , , 

resto no fue 'muy exitoso por razones como pérdida celular. so-' 

.brepoblación~lial (al uo empleárse dtosina arabinósída) y niveles bajos 
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o ausencia de neuropéptidos.No obstante, se encont.ró que generalment;e las 

observaciones citológicas coincidían con cantidad de neuropéptidos de-

.. tectados. Así, por ejemplo, cuando en una observación no había neuronas~ 

posterio.rmente se detectaban por. radioinmunoanalisís muy pocos neuropépt i­

dos o ninguno y viceversa t cuando. ha}:¡ía neuronas se encontraban c.asi sie.m­

fre neuropéptidos en abundancia. Esto indicaría que las neuronas direc 

tamenteresponsables de los niveles de.neuropéptidos y que posiblemente. no 

hay otro tipo celular interfiriendo con ellas. 

La falta·dereproductibil observada en ocasiones puede deberse S 

ciertos parámetros son difíciles de reproducir y en cierto 

torios, por lo qt+e pueden convertirse en las siguientes variabli!s: 

na de donde se obtiene el tejido, que por ser e)Jlbrionario no 

finida :y por tanto puedehab~r errores en la disección; b) la d 

. que aunque se trata de ha.cer siempre igual, no puede. lograrse completamen .... 

teJ pues depende de la manipulación y fuerza mecanica con que se trabaje la 

jeringa; c) dependiendo de la densidad con que .se siembre, e.s 

lacion volumen-tejido, quedaran l~s células con cierta distancia re sí. 

lo cual va a ser fundamental para el tipo y cantidad de contactos que se 

tablezcan, principalmente entre las neuronas, como de hecho ocurre durante 

el desarrollo del sistema nervioso central (75). AU(lque se encontró que 

relación optima de volumen-tej es de cien jll demedio 1ibrecl~ calcio 

por hipotálamo y.de medio hipotálamo por mI medio de cultivo, la canti::-

dad de tej ido inicial y la prop.orción de células no siempre es 

por durante el proceso o etapa de gestación, que ie 

ra ocasionar que los contactos celulares no siempre fueran los 

Como se ha señalado .en nuestros cul ti vos
J 

durante. la primera semana hubo 

disminución notable en los niveles intracelulares de TRH. como gran 

censo de niveles somatostatina en medio cultivo y 

tnitado de TRl1 en dicho medio. Esto se podría atribuir a que el se 

encuentra en.un periódo de a,las. drásticas le~ 

ciclas, hal;>iendo muerte durante este peri9do. además de que ese coro ..,. 

portámiento ya ha sido mencionado en la literatura (58). El hecho qu~ la 

cantidad de LHRH no·descienda en este lapso de tiempo, en presenc de 

tosina arabinósida, pudiera atribuirse a que no necesariamente se está se-



35 

cretando de las mismas neuronas, sino que, como ha sido sugerido, c.ada pé}: 

.. tenga untiponeurqna1 C!aracterístico (4);. Durante la segunda semana 
~,., 

. tres .péptiQosse mantien~n esta1;lles o aumentan en cantidad, cuando ap!!..' 

el cultivo. ya se ha adaptado a las,colldicione.s drásticas. Í'a 

la tercera semaná se obse:rvaquegeneralmente las células BO pier 

aunado esto a un decremento considerable deTRR intracelular y en 

y .a un decremento de los. niveles de~ LHRH .. en ausencia de citosinaara 

que se refie·re al efecto de esta droga. como se había mencionado. du 

la primera semana no es aparente, pero a partir de la segunda sí 10 

efecto de detener el crecimiento de las 'Células no neuronales se re 

aumento o recuperación de los niveles de TRI! y en la diferencia 
, ) 

notable de los niveles de LRRH, ya que alhaber tIíayor cantidadenpre-

de cítosina arabinósida se puede interpretar como queIa . limitación 

célulás noneut"onales favorece a las ne,uronas LHRHérgicas, puespu~: 

liberar su contenido. fácilmente. o bien por no haber· competencia 

sustrat:.o. En cuanto a los efeétos de la c.itosina arabinósida, se ha 

que no daña a las neuronas a concentraciones bajas como las que 

nosotr:os,sino.que por el :contrariomejora notablemente el desarro 

de lasneuronás en cultivo (54 y 76). No hay que olv:idar que esta cito:., 

cont.rola elimina-la pablaci6n de células no neuronales; Su elimina 

¡edon 'posiblemerrte sería perjudicial puesto que se ha demostrado con traba­

medio cÓndicionado que las células' glial,es . ayudan en alguna forma a 

de las neuronas (73 y 74)-: Por otra lado, no podríitn emplear",,: 

agentes 811cimitóticos como la colchicina para controlar la población no 

~pues este agente despolimeriza los microtúbulos y hay fuertes evi 

(77, Y 78) de qUe el transporte axona:l de los neuropéptidos hacia 

terminales nerviosas es precisamente por medio de microtúbulos. 

det.erminación de los niveles de DNA en el desarrollo de un cul tivo pue­

ser un instrumento útil para conocer la cantidad de células al transcu­

el tiempo. Así, se. ha encontrado que en cultivos de neuronas puras, du 

ran,te la primera semana aumentan los niveles de DNA y se estabilizan al 
<'. ' 

nar de esta (59), mientr.as que en cultivos de células gliales semipuras el 

contenido d.e DNA baja durante el mismo lapso (58), lo que se interpreta co 
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fiO .periQdo. adaptaci:ón. A es!:.;! respecto¡ laboratorio $e ha t.ra 

de. medir niveles de DNAduranteeldesarrol1o;del cultivo, pero la' 

sibilidad la .técnicaempleada ent,ra' en los niveles DNAque parece 

haber en nuestras condiciones de cultivo; 

En ocasiones ,se observo que al ·final de lá tercera semanaénnuéstros 
f 

t1rVOS se pierden las células, 10 que muy posiblemente' se debe a que se qes 

pega la pOli .... D-lísina de las cajas. A este respecto Whatley ycolaboradó­

(52) han publicado que logran obtener cultivos por mayor tiempo al em­

plearcomosust.rato unamouocapa'de células uo neuronales, más que·al tití;... . , 

liza.r sola. Ya que el objetivo del proyecto global a largo 

plazo ,es .estudiar la regulación meUbolismode los peptidoshipotalámi' 
" ~ 

cos. será c,onveniente hacer losestudio$ entre la primera y la segunda 

manas o,en caso de necesitarse cultivos más largaBa se podrá cambiar a 

ot:rO$ sus.tratos como colágena oc manocapa. Será también 

otros parámetros para determinar el periodo c:t'Ítico donde convenga más es­

tudiar los procesos de regulación que interesan. 

En resumen, se puede concluir que elobjetivo.pl.anteado en este trabajo se 

cumpli5en gran medida. al lograr obtener un cultivo de célulasdispe;rsas 

hipotálamo capaces de sobrev.ivir hasta tres semanas~n v¿tJw yp.rodü-' 

cir los neuropéptidos'de interés. Quedan claros los problemasa.ún por re.,. 

solver, como .es probar nuevos sustratos que permitan mayor longevidad y 

mayor reproductibil 

das se puede utilizar esta 

dios de, liberación. 

lo que podt:a.. constituir· 

embargo. con est ah le e i 

en la semana para. realizar 

o. TRR, UlRR y somat os ta tina , 

aporte valioso a la togía, rama de la 

biología relativamente nu~va y desconocida. 
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APENDICE A. ABREVIATURAS 

Bo Fracción que carece de hormona no radiactiva o fría. 

BDB Bencidina bís-diazotizada. 

BSA Albúmina bovina sérica. 

%B/T Porcentaj e de unión sobre .el total. 

EDrA Acido eti1én diamino tetracético. 

47 

LHRH Factor liberador de la hormona luteinizante y de la folículoestimu- , 

lante. 

NSB Fracci6n de uni6n no específica. 

TRH .. Factor liberador de la tirotropina. 

TSH Tirotro:pina. 

Tl Triiodotironina. 

T4 · Tiroxina. 



APHIDICE B. ·COMPOSICION DEL MEDro DE tULTIVO 

Medioc:omercial Dtilbecco Eagle Modificarlo: 

Cél1l1puesto. 

Sales inorgánicas' 

CaC12 (anhidr:o) 
Fe (!:-los h .9RaO 
KCl 

·Mg5U¡¡ (anhidro)· 
NaCl 
NaH2 PO ... HzO 

ArilinoaCidos 

L-Arginína.HCl 
. L-Ciste?ria.2HC1 
L~Glutamina 

Glicina 
t ... Histidina HCl.HaO 
V-Isoleucína 
V-Leucina 
L-Lisina.HCl 
L-Metionina 
L .... Penilalanina 

. L;"Serina 
L-Treonina 
L-Triptofano 
L,...TirQsina (sal de disodio) 
L-Valina 

Concentración (mg/l) 

200.00 
0.10 

4{)0.00 
97.67 

6 400~O(J 
125.00 

84.00 
62.57 

584.00 
30.00 
42.00 

105 .• 00 
105.00 
146 .• 00 
30.00 
66.00 
42.00 
95.00 
16.00 

104.20 
94.00 
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Vitaminas 

. D"Ca pantotenato 
Clorhidro de colina 

. Acido fálico 

Nic:otinamida 
Piirod.oxal. 
Riboflavina 

iearlor de pH) 

Concentración (mg/l) 

4.00 
4.00 
4.00 
7.20 
4.00 
4.00 
0.40· 
4.00 

1 000.00 
15.00 

110.00 

.. Además de los compon.entes mencionados en la tabla anterior, se a15t'.egaron 

las sustancias: 

Concentración final 

Suero bovino fetal 
Insulina 
Bicarbonato de sodio 
Mezcla de: Penicilina (lO OOOu/ml) 

Estreptomicina (lO 000. pg!ml) 
Fungizona (25 1J~/ml) 

L-Glutamina 
Glucosa 

10 % 
0.08 u/mI de medio 

_o.37 % 

50 o 100 ul mI de medio 
0.29 % 
0.6 % 



APEN IlICE C~ SUSTANCIAS COMERe I AL.ES EMPL EADAS 

Acido acético· 

Acido bórico 

Acido clorhídrico 

Acido etÜén diamino tetraeético 

Adyuvante completo de Freud . 

Adyuvante'ine()ro~leto de Freud 

sérica 

etílico 

metílico 

Bálsamo deCanada 

Beneidina-HCl 

Bicarbonato de sodio 

Cárbonato de sodio 

Cit;osina arabinósida 

Cloramina T 

Cloruro de sodio 

Fosfato de sodio dibásico 

Fosfato de sodio mono básico 

Gelatina 

Glucosa 

J. T. 

J. T. 

J. T. 

Sigma 

DIFCO 

DIFCO 

Sigma 

J. T. 

J. T. 

J. T. 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

J. T. 

J. T. 

Sigma 

Sigma 

J. T. 

J. T. 

J. T. 

Sigma 

Sigma 
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Baker 

BakeJ: 

Baker 

Cheroieal Company 

Laboratories 
e 

Laboratories 

Cheroiesl. Company 

Baker 

Baker 

Baker· 

Chemieal Company 

Chemical Company 

Chemleal· Company 

Baker 

Baker. 

Chemleal Company 

Chemical Company 

Baker. 

Baker 

Baker 

Chemieal .Company 

Chemleal Company 
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Hidróxido sodio 

bovina 

LHRH 

Medio Eagle Modificado 

Esencial (libre de calcio) 

sodio 

Mezcla de antibióticos-antimicotico 

sodio Nitrito 

Pansorbin 

Poli-D-Haina 

Reactivo Polín 
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Suero bovino 

Tartrato de·sodio y potasio 

Tetroxido de osmio 

TRH 

Xilol 

J. T. Baker 

Sigma Chemical Company 

NewEngland NuclE:iar 

Sígma Chemical Company 

Península Laboratoríes, Ine. 

GIBCO Laboratories 

GIBCO Laboratories 

Mallinckrodt Chemical Horks 

GIBCO Laboratories 

J. T. Baker 

... Calbiochem'-Behting, Co'tp~ 

SigmaChemical COmpany 

Sigma Chemical Company 

Península LaboratGries). In(:. 

New EnglandNucle~r 

GIBCO Laboratories 

. T. Baker 

J. T. Baker 

Sigma Chemical Company 

Peninsula taborat 

J. T. Baker 
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APENDICE D. EQUIPO EMPLEADO 

magnético Tri-R Magnetic Stirrer, 

Agitador vórtex' Vórtex-Genie TM 

f\utoclave , Amer.icanCyclomatic;Co,ntrol 

~aianzaan~lít.ica Mettler H54AR 

granataria Ohaus Harvard 'l'r:i.p 

Cámara integrada al microscopio invertido Contax RTS 

Canipana,de flujo laminar' VECO'GHFL~A 

. Centrí;fuga Beckman J-.6B 

Centrífu.ga· . Beckman Micro;fuge B 

CeTlttífliga RotoUni8HG 

Colector: de frqccionesGilsoú FCSO-K 

Congelador' (-20ÓC) IEM: De Luxe 

Contador ¡}ara radiaciones gamma Gamma 5500 

Evaporado;r Savant RH40-i 1 

Espectrofotomecroi Spectronic 710 

Incubadora (37"C) NAPCO 5100 

Microscopio invertido Zeíss IM35 

~icroscopio óptico Zeiss'615Bl 

Potenci6metro Fisher 320 

Refrigerador (4 "C) IEM De Luxe 

Sonicador Sonicrep 150 

pltracongelador (-70°C) Kelvinator Series 100 

, I 
I 
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125I 

15 20 

,Fracción 

fra.cc~onesde25 gotas (2.5 ml aproximadam~rite) yse( 
radiactividad de 5 \11 en un contador gaUllla. Se probó 

mnUnl)rlCet:Lct 'de las, f.racciones 5 a 12 y 19 a 21 incub<.ul,do 

'precipito 
minutos,. 
O. % de 

Bo~ , totales y NSB, como se 8}!Jplica en el" texto.' Se ',' 
conetanolporc~ntrífugación a 1800' durante 
Se, empleó solución amortiguadora de fosfa~QsO; 
BSA.,O. Mde NaCl t a pH. 7.4. 

1. P€JLtu' CJl.omatogJtáá.ico O bteYÚdo al pMaIt, U me.zaá. 
de .iodaC!i6rt de TRffpM.IUUI co.wmna deSe6a.d.ex lO 
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%B/T 
Conejo 1 

- - - Conejos 2 ,3,5y6 

40 

20 

-
11105 

Diludóndelsuero~ 

Se incubaron triplicados de Bo, totales (Tj y NSB~ y se precipito 
con etanol por centrifugación á 1 800 g durante quince minutos. . 
Aunque típicame:nte el título de:Úu. anticuerpoes< .el 50%.¡,l:eB/T, 
irtteresatenermayor sensibilidad)~· Así,se.observ~ uu.30% d.e 
unión a una dilución ·final de 1/2 OOO~ solamente para el conejo L 
El ¡:o'rcentaj e de BIT se calcula con la siguiente formula: 
(Bo - ÑSB) I .1: x 100. Se empleó solución amortiguadora de fosfatos 
0.05 M, 0.25 % de BSA, 0.15 M de Na.Cl, a pH 7.4. 

Fi.gUJta. 2. Cwc.Va.6 de. Wu1-ae-i6n del anUc.ueJt.po c.onOut TRH 



, 
Titulo 

, '., (50 °10 Unlon) 

1/10000 

1/1000 

1/100 

5 10 

Meses 

El título se define como .1a dilución necesaria de suero para produ¡;ir 
un 50 % de desplazamiento ( BIT). Se inyecto intradérmicamenteel, co!!. 
jugadoTRH-BDS .... BSA en emulsion con adyuv,ante de Freud, cada tres 
semanas. 

. " 

F.igUJt.a. 3. Titu.to de! CUvUC.UMpO C.DnVtCl TRf{ dd conejO " ,il lo 
la4godel ~¿empo 
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., • • 7t}. inyección (7 Meses ) 
~o--o--o 10 t}.jnyección( 9 Meses) 

80 -' 

" 
~ 

60 

40 

20'- , 

1000 

TRI-1 tpg} 

Se incubaron por triplicado fracciones Bo ~ totales ~T). NS8' y , 
dilucionesdeTRH frío (5 a 2 500 pg),y se pre,cipitó con etanol 
por cen:trifugiÍdOÍlaT800~! durante qtd.nceminutos. Se observa 
desplaz.!lm[iento de cpm de 1 I-TRH por concentracíonescrecientes 
qe Ttmfx:~íO{B).. ,El~nticue:¡;po~ey~mp.1eo una,dil14Ción final 
dti'í/2PP9:"lo.qu~d~i~n<,:30% de. unien',' ..!±~ PP!~ént:e,i~ d~BIBo se 
':c'alc~~,~ e8.n,::sig~~~etefór~lt,lla~:.(B-,:NSB)I(13P</" .~S~).x 100., 
,Se 4se.s,q~l!c.;,tQnamo:rt.:L~ador.a de, fosJatos 0.05 Mt· O.45% de BSA$ 
Ó:15 M' de:WaCl. a pH 7.4. . ", " ," , 

Fi.gWl.a 4. CWt.0a.ó u.t4.l1dCVl. 'ofj:tetú~ a.~ de la, óép:túna 
tj deLt dé.c.1ma. -tJ1,tjecxú6n. 

i 
I 
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% 8/Bo 

el 

o Con medio 
• Sin medio 
6 Estó odar int. 

TRH{pgl 

%8/Bo 

b 

o Con medio 
e Sin medio 

LHRH (pg) 

Se hicierQn con 100, plde solucio.n amortiguadora de fosfatos O .05 M, 
0.25 % de BSA, O .15Mde ·NaCl t a pU 7.4 o con 100 plde'medioacid;ifica 
do en 1/20parteCOtlttCl 1 N.. Se incubar~ntriplicados de fr.accionés -
Bo, totales s NSBy diluciones de<TRH frío{5 a2.500pg)., y seprecipit·ó 
co:netanol por, centrifugación á.1 800g durante.quince.miuutos •.. Eles. 
tandar intetnomt:iestra,501ll en dos. diluciones .de extractoshipotalátili 

. c:.os de ratones adultos. Se homogeneizó ·e1 tejido en ácido acétiéo ·2:0 .%, 
se, centrifugo a 8000 g durante cinco minutos , y se evaporó el sobreni! .. 
dalite$ el que a su, vez se resuspendiS en solucionamortJ,gúadora párahi! 

las diluciones. Los puntos del estandar internoc()rrespondena 0.5 
y 0 •• 05 de hipotálamo. El .po+centaje de SIBO se calculó como se muestra 
en la figura.4. 

. . 

F..iBW¡.a5a;~. e.UlLva4~t.ándaJr.de. TRI:{ 

Se hicieron con ·.100 ¡;.tI desolacionamortiguadoI:a defosf'átosO~OS 11. 0.1% 
de gelatina, . O.J5 M de NaCl, a pR 7~40,con lOO lllde~mediode cUldvo aci 
d:tficado.. Se incubar.ontriplícadosdefrac.cipnesBo, totales,NSB y dilu­
cionas deUlRH frió (0.5 a 1000 pg), YPl'ecipitó .. ~on etanal porcentl"i 
fugaciona 1 800 g dUt;'ante quince minutos. .... -
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, 
%8/Bo 

o Con medio 
.Srn medio 

,o Pansórbin 
• Etanol. 

e Soma tO$'of ¡no 
(pc;H 

d TRH (P·9¡) 

S.e hicierQt) c9n .50 Jil,de s()hl(::i5n<1111()rt:iguadora':defo~tatos O. OS M~ 0.1 % 
degelatinª~ 0 .. 25 % de BSA, 0.08 M de NaCl, O.02%de· azida de sodio, 
0:.025 M de EtrFA, . a pH; 7.5 o con 50 ]JI de 1I\edio decultivo, acidificado~ Se 
i-g,cubaroll trip~icado~ de fracciones Bo,totales,NSB y diluciones de soma 

.tostatinafríá'(7 ~8a.2 00'0 pg), y se precipitó con e:t<1Iip1 P0I:'clant'rifuga-
cian:. a 1 800 g .durante quince minutos • . . . .. -

pe . precipi.!=o', con etanol' ell prOp91'ci5n de 80 a 90 %0, con P~nso.rbin'.Para ' 
lascurvaslA~cada péptido se 'emplearon las' solucion~S aÚ\!;l.rti,S\ladorasme!1 

. ciónauas eítJ.as figuras5a,.b y c. 
,:', '. ,L \ 

F 4.JUJut 5r'/'. , CLIJlvdá é.6t.d.ndcvr.de. TRH Jte..¡.VL~ ~v~ de. 
lcu eYl.conbta.da.6 paJul LHRH Y .60ma..to.6:ta.:tina. 
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. , 
Pro1elnas. 

(pg) 

200 .... 

150 

100 

50-

9 

~ Con cilosino 
11 • • Sin citosino 

2 

16 24 

, . ~-

DIOS de cultivo 

Se midió la . cantidad de proteínas ~Lowry e.t. a;e. ,11) énlos preeipi 
,tádos re.sultantés de laextracci6n celular de TRH,comoseindica 
en el texto .. Se realizo una curva estándar con diluciones pO.!' du 
plica40de nSA:. 2.5 .• 5. :W, 25,50, 100 Y 250. lJg/ml.Junto.a.los­
pun~t'osse muestrannumerps quetepresentan la, cantidad de... .' rmí 
nacione$ o caj<;lS por d!a. La validación estadística está dada pdr 
la media :t' eler.t'or estándar (e.e.), donde e"e'= desviaciónesta:a. 
dar I raíz cuadrada del número de muestra/i>. Lascu!'vas representan' 
.el promedio de doce cultivos. . 

PigUJU.t 6 .. Nivdu. de pJtotÚrta.6 p01l. me de:teAAl¡nado~ enUu 
cUutcu del clLWvo a cU6eJttnt~ cUcu, en pJ¡Juerr 
cia o en ~encia de ~ito6¡na~b¡ná4¡da -



TRH 
(pg) 

3000 5 

0--0--0 TRH en células 
t:::r--<:r--ó TRHen el medio 
• o • Contenido neto de TRH 

12 

de Itivo 

61 

se cambio el medio cada cuatro días, sustituyéndose 1 mI (addifi'-. 
cado en 1/20 parte con He! 1 N) .por medio frasco. El c.ontenido neto 
de TRH en el medio de cultivo represeritaun descuento de lacanti­
dad acumulada anteriormente y se calcula con siguiente fórmula: 
concentración del día I 2 + concentración del siguiente día • 
Junto alas puntos aparecen numerqs que representan el total de mues 
tras obtenidas de ocho cultivos, con un promedio dé diez cajas por 

tivo. La Validación estadística se da por media ± el errbr 
estándar (e. e. ). 

F i.gWLa 7. Cual'lLlfi,(c.au6n. de TRH poJt JtacUoi..mnunoanáLi.ó.ió eH 
fu c.UtU:G..6 tj en. el medio de (!utt..i..vo, a cU6eJten­
;tef.¡ dZa.ó 

, 
j 
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a) Cultivo. vivo en'el día cero. en la primera hora de incubación. 
Obsérvense ló~ cuerpos celulares sin prolongaciones, pomo re 
sultadode la dispersión. 

h) Preparación fija continción de osmio~ Cuarto día de incuba .... 
cíón. Las células neuro;nalese,mpiezana" formar prolongacio­
nes y todavía hay pocas células rioneuron~les. 

e) Preparación fiJa C:On ,tinción de o·smib. Octavo día de incuba-
ción. Obsérvese que hay bastantes células no neuronales , ' 
(PTincípabtiení:e gll.s fihrol>lastos) , adh,eridas,' al su~trato, 
y sobre el1asháyalgunas neuronas. No se empleó cítósina 
arabinósída. ' ' , , 

d) Preparación, fija con tinción de osmió" Cuarto día dE! inellba­
cféh1. Obsérvese el agt"egaclo celular y susprolongacion,es, 
cuando la, dispersión es,incompleta. 

F-Lguita 8. CalliV0.6 de" e.étufa¿, dU pe}[~M delúpo:tá.tamo.ó de 
emblÚal1~ de Jt.aton.e~ tfc.ece· CÜCf.}.)deqe.ót4upn. 
FotogJta61M tam(tdM a 400 aumento/~, con c:on,flLa,6 
tecle nMe.6, 









.. ChltivoviVO.denuéve 
·'de' tiluince<1~a$ '4& tl>..,.,~ .... ~ ..... ,><­

,da, desciende <la ,eant:Ld¿~d 
'i:.ian mejor 





preparacion,fija<:ontinci6hde csmio. ,Cuarto día de- inc'4bá" 
cí6n,. 'Seemplearoneilnbri()n~sde trece días de.' gestaci5n. Se 
ccnsid~ri5 dens¡i..dadóp·t~nléidé.la 5x 10 5 ~lulas e'Il, ,2 ~,dE\ 
mediO' <gaj a gr anqe.) • " , 

Cul til1~vd.vo.denUeve d!aet." tie >i'Il.Ct1baei~Il."Y';enWri611e~, ~equtti,6e 
dtasa¡a .' ',tac,;ion. ,En'esfe C;~,o~e-conl¡dderódenSiaaa. ó",'t;~ 
0.5 célu1.a:s·en lmlde.m..edio (ca3a.C'll1:!cá)., . '. ' . 

C~.tiv,ovi"10' de, nueve .. A~as:·deincubació1l).yf!tithridn~~de 
'<l~a,s de,.estación. Se,sembroamayordensidadque:>la 
'1~5~lq5 lulas.ln4:1'Y Él pesardp. l~llresertc~a 
sinaál:ab* da se observa un exc.esq dé ~glul~f>~ . 
sigui~tÍt;~¡¡, 

prep1rac;.~15!l fij a con tinéióit de csmio, Se llsaron elR1n-ione§ 
de treC,edíasde gestaéión. Sésém1J±6' a menorde,J:l.sidadq;ué 
la optima {O .• 5 xtOScelulasen 2 ml)y'pc~ consig~~te'se 
bhser~an muypócasce1,ulastapesar dé es,tar 'ausenteIs. ¿ito, 
sina árabin6sí4:a. 





SeociJ.~. complvtad~ d"eAiVVl.Ó.uod~ {kYi .• c.ut .. 
;t.¿VO ·.de .C~d..U,PeJtóM . h.tpo~amo..ó .. ere; 
emó1Li(m.~!ídeq~ce ctt:a4 de g~:ta.c26h. foi:ogJi.á . 

'b.útó-tom'a.da..6Mnc.a~.te de¿ ·6~~,a .. 4JJtJ .... - . 
GUlnlVtW;6 . '.' . . 
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LHRH 
(pg) 

/ 

~ Con citqsina. 
~. Contenido neto con citosina. 
a It -Sin citosino. 

oíás de cultivo 

El contenido neto se calculó como se explica en la leyenda de la 
figura 7. Junto. a los puntos aparecen números que representan 
el \:otaltle ,mues t ras oh ten id;asd:eochocul ti vos, eGO un pe rome 
dio;'de'diezcaj~s por cultivo. La validación estadísticá esti 
dádapotlameaia 1: el error estandar (e.e.).· , 

15." <€:ua.l'lUá-ietl&i.6nde LfiRH íwe1mé.cLto cteeutuvo 
" ¡;-\",'~Qié~MiUo,.[nml.hú),M~3t~r en' ~e.o~nel-a !f en 

'a.w6e:yt~;"d~:.crftb"&itíit @mMflO:;¿-idácc " 

j 
1 
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Somotos1 oi ¡no 
(pg) 

1500 

500 -

8 

11 

12 

.!'-
Olas de cul t i vo 

JlJ,nto.? 10.8 puntQsap<3,recennúmerol? que representan eltotal.de 
muestras obtenidasde.c:uatro cultivo&,conun promedio ded 

'. por cultivo.. 1..a váliaacfóri estadística está dada por 
medi~:± el error estandar (e.e.). 

figlPUi 16, . C~a.I1t:tU.~a.u411;de. óotm;íto.o..t:a,tirut e.n el me:d.:i.a 
de CLt.U..lVO po.'t JLacL¿o-tuJn¡.¡no'ctI1.ru.&-CA 



(pg) 

2000 

"·1000'..;' 

0-0--0 TRH 

4 

• • .LHRH 
0--0--0 SomalostiJtina 

,8 

T 

19 

"". ~'.' - - ---:- -- "' .... ~" '- ' - -
Junt.o .a,los pl.uitos,aparecen numerosquerepre¡¡;ent:ap. el total de 
muestras medidas en cada día, para cadapéPtido.,La validación 
estadística esta dada por la media ± elerr,br éstandar (e. e.). 

, F '¿gtUta 17. Cu.ctnUM.ca.c..ú5nde TRH, ~HRH Y .6oma.tO.6~ttd 
.e.nei.: med(j¡de:úYt.6oto c.til;Uv.o' pCiI1. ItatU,oi.n::' 
mu.noanáWU '... '.. . . 
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TRH 
(pg) 

1000 

800 

600 

400. 

200 

25.· 

20-

15 -

10 

5 

12· 141618: 0··2 4 6· 8 1012 14 20 

t DJas 
. Nocimienfo . 

Los result.ados eXIH;e;3an;el con~eIlidotofal ~eTRH por hipotalamo. 
Se disecaron .108 . hip-otálamos y se. sonicar'on con .áeido· acétic.o al 
20 %y metanol.absoluto .. Se pre.cipito el tejido por centrifuga~ 
cion.á 8 OOOg, durante cincomin~tos y elsobrenadante se evaporó 
y. resuspendioen solución amortiguadora (.fosfatosO.05 M, 0.25% 
de BSA, 0.151'1 de NaCl, a pH 7.4). 

r¿gUll.a 18, Cu.an.tL6,¿ eacú5 n de TRtI en Iúpotálamo6 de Jtatone/~ 
en .el d0~aJ¡;.'tO¿eo y en ta.e.tapapo~l1ata! f pon 
nculioirlinu.noanáw~l 
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