¥ . . e

Zhill Universidad Nacional Auténoma de México

FACULTAD DE CIENCIAS

CULTIVO DE CELULAS DISPERSAS
gl DE » |
HIPOTALAMO DE RATON

R s PN

BIBLIOTECA
IESTITUTO DE ECOLOGIA
UNAM

T E S B S
Que para Obtener el Titulo de :
B I O L O G O

P R E S E N T A
JOSE LUIS REDONDO MEDA

MEXICO, D. F. | | 1983




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se 1levd a cabo en el Departamento de Biol
gia del Desarrollo del Instltuto de Invest1gac1ones Bio

dlcab, UNAM, bagc la asesoria de la pra. Patrlpla Tosep

O
me

by

a quien agradezco su orientacidn y generosa ayuda.

@

e



1. INTRODUCCION

1.1 Anatomia, bioquimica y fisiologia del h&pazdﬁamo
1.2 Téenicas de cultivo

.72, OBJETIVOS
{3, METODOLOGIA

~.;‘3.I Radio{nmunoandlisis
:;iB.l.lﬁPreparacién del anticuerpo contra TRH
i a) Preparacién dechonjugadé
! b),Procedlmlento de inmunizacidn
'§:3.1.2 Iodaclon de. TRH ’
573,1;3 Curvas de titulacida
553.1{4 Curva esténdar
? 3.1.5 Radioinmunoandlisis de TRH
:i3.1;6:Radioinmunoapélisis de LHRH
3, 1.7 Rédioinmundanélisis de somatostatina
{,3 2 Cwﬁtw& de células dwpe)usazs
i‘3 2. 1 Cruza de ratones -
§ 3,2.2 Diseccidn
éf3}2r3\Dispersi63
§f3f2.458iembfa
§f3;2.5 Cambios de medio del cultivo
'%f3;2.6 T&cnicas citoldpicas para
| determinar las condiciones de los cultivos
;f3.2;?'Té¢n§cas bioquimicas para
L determinar las condiciones de los cultivos
a)‘Rad{oinmunoanélisis
- b) Detefminaci6n de proteinas

- 3.3 Determinacin de TRH. en el hipotdlamo de hatdn

B3
Rl
1

LR

o 12

12
13
13
13

14

15

15

15
15

16
16
17

17

18
20

21



L,

4.1

4.1.1

4,1

RESULTADOS

Rad&u&nmanuaudﬁ&é&A
Ioaacxon de TRHE

o2 Caracter1zaulon del anticuerpo contra TRH

2y Curvas de titulacidn

b) Curvas estandar

4.1,

4.1,
::4 2
Kt 2.

4.2

4.2,

4.2
4.3
4.4

3 Interferencia del medio de cultivo con
la curva estandar de Tﬁﬂ, LHRH v somatostatina
4 Precipitacifn de la unidn éntigenoeanticuerpoA
Cultivo de célufas d&bﬁ@iiaé
1 Diseccidn
.2 Dispersidn
3 Siembfa
3 Desarrollu del cultivo

Caa%ﬁ&ﬁ&c&c&@” de neuropéptidos y p&ufetnaé en e£ Cqu(UU

Detemminacibn de Lus nivefes de TRH en ek h&pataﬁamu d@ nct(y;

. DISCUSION Y CONCLUSICNES
. REFERENCIAS

. APENDICES

APENDICE A. ABREVIATURAS
APENDICE B. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

APENDICE €. SUSTANCIAS COMERCIALES EMPLEADAS

APENDICE D. CQUIPO EMPLEADO

FIGURAS

21
23
23

23
23
2k

-2k

24

5

25
25
25

27
29
3

37

T
k9

51

53




L en la reglcn de la- emlnenc1a medla, aunque. dcs de ellos (supraoptico y para

~

;’1 . m‘raﬁuuncmm

1 ? Ana,tama, bwqmaa. y 5&4{3&9& det Mpoi&ﬁama e e
El hipotdlamo es una de las cuatro. estructuras que constltuyen el diencefa4‘
1a vy forma la pared inferior y el piso del tercer ventrlculs. El hlpotalamo"7
posee flbras aferentes v eferentes que lo conectan con el resto del 51stema.

:'nerv1oso central Gomprende varlos nucleos que se extlenden desde la regzén

el qulasma opt&co hasta los cuerpos mamllares (1). Los nﬁcleos hlpotalamx—
0s son grupos de. celulas nervzosas cuyas func1ones especmflcas aun no se

han detErmlnado. La mayorla de estos nucleos tlenen termxnacicnes nervlosas"

entricular) tienen la ‘mayor parte de sus term1nac1ones en la pltultarla

pasterlorvouneuruhxpaflsls, y relatlvameute pocas .termlnaciones en La emi-

nenc1d media. Dichas | termlnaclones vaerten su cntenldo en un plexo capllar,'

ue por medio de un slstema porta llega hasta la pltultarla anterlor o- ade~

Ohlpoflsls, donde se une con. otrc plexo capllar senundarla (2)

En Ta actualldad es blen conocida la 1mp0rtanc1a de la regulacxon de muchas

”é~las funcxones dal organlsmo por medio del. eje hlpotalamo—h1poflsls,,Des~

‘de ‘1947 (3) se suglelo un ccntrol neurohormonal del hlpotalamo sobre la h1~

é0f151s V- g8e postulo la ex1stenc1a de factores qulmlcos hlpotalamlccs espe-

; clflcos para cada hormona hlpoflslarla. In1c1almente se les dio el nombre



! 1 g - vy e P - '. . \ L
~de "factores de liberacidn" porque se observd que liberaban una hormena de
la hipdfisis. Sin embargo, hoy se sabe que también hay factores que inhi -
ben la liberacifn de su hormona blanco especifica, ademds de que algunos

se han localizado en otras dreas del sistema nervioso central, por lo que

- se ha prefer;&o ilamdrles neurchormonas o neuropéptidos debids a su natura

leza Pbptldlta (4). Actualmente se sabe que son 51ntetx23d05 en los nlcleos
(7@31~hipﬁt§lam0,‘tﬁﬂnSportados y liberados por cglalas neurosecretoras ani

vel del plexo capilar de la eminencia media.

\(Hasta la fecha se han identificado més de veinte peptldos neuroactlvos en
el sxstema nervioso central y perlferlco,,aunque se. supone que exlsten mu«
'choa mids (4). En nuestro caso nos concretaremos 2 los péptidos nipatalaml—
“coa que contrclan la llberac1on de hcrmonds adenohlpoflslarlas, coma sen‘e
~TRH o factor liberador de la tirotropina, LHRH o factor llberador de la
hormona lutexnxzante y de la folfculo estimulante, y somatgsta;lna‘aﬂﬁac,ﬁ(

tor inhibidor de la liberacidn de la hormona del crecimiento.

JEX TRH fue 1 prxmer factor que se identificd y cuya secuenala se coﬁoc
] yraglu~h15~pro NHz (5 y 6) con base en la actmvzdad blolagica detectada =
len extractos hlpotalamlcos purlflcados, capaces de’ llberar A vivo e {n v{‘
tnc tlrctroplna o TSH (7.y 8). ‘En el hipotalamo el TRH se ‘encuentra con ‘ma
yor concentraczon en ‘la em1nenc1a medla 9 v 10), v tamb Bu esta pIEbELL&
‘ven todos’ los nucleos ‘hipotaldmicos, 1ncluyen&o al dorsomedldno, ventromg?¢
>,dLanc, paraventrlcular v, perlventrlcular 9y 11) E1 TRH se deteCta fuera
’del hxpotalamo en: casi tadas las reglones estuéladas, v en cantxdades rela 
"tivamente altas en el area precptlca y en el septum (9) Tambxen se ha; lo«J
callzado TRH en- la medula espxnal .y fuera del sistema nervioso en. el pan«a
creas (12). Esta hormaaa produce 1a secrecxon 'y aumento de nzveleb de: lbﬁ 7
‘que a su vez libera trllodotxronmna {T3) y tzroxlna (T )} de la tiroides o
‘: {13 a 15). Se acepta en general que el Sltlo de retroallmentac1an negatxva,
'en ‘quea actdan las’ harmonas .tiroideas es a mivel de la hipGfisis: (16), pueS
-se ‘ha encontrad@ que la administracidn. de Ta ¥ Tq blOQuaa la: llbe*atlsn de3‘
TSH 1ndu01da por TRH {17). Sln embargo, aunque se ha postulado que pudiera»
habar un sitio de. retroailmentaclon a nivel hlpotalamlca, la. evldenula el

escasa (18).




- Por ser el TRH un péptido pequefio, se pensd que se sintetizaba por via en-

e  zimAtica (19), pero estudios posteriores demostraron que en realidad es

por sintesis riboéamal (20) La liberaci6n ée7'TRH respan&e a diferantﬁs N

fneurotransmlsores,&ntre lcs que se encuentran nora&renallna, hlstamlna, sa

‘rotonina y. dopamlna (10).

‘EEi LHRH es el factor liberador de la hormona luteinizante‘y:de‘la;foLicu;o
;estImulante y fue caracterizado despufs que el TRH, con ia siguiente ga -
écuenc1a»§ pyrog]u-hls trp~ser—tyr~gly leu-arg~pro gly NH, (21) AL tgual

iqué en-el caso del TRH, la eminencia media contiene una altagccnceﬁtracién

'de LHRH. Estd en controvérsia la localizdcitn de los cuerpos celulares asi

fcbmo laSvconexionesfdé71as*neuronés”dé"LHRH5 aunque'los prineipéies”hﬁcléés

\}de slntesls ‘de este péptido son el bupraoptlco b2 paraventrlcular. También

;se ensuentran muchos cuerpos. celulares en el hlpotalamo medlo ‘basal (22).

© ' {El LHRH produce la liberacidn de la hormona luteinizante y de la foliculo
-estimulante en la hipSfisis, las que a su vez producen liberacidn de este-
' roides en las gbnadas. Los esteroides sexuales sorn responsables de los ni-

‘veles hormonales en el ciclo estral asi como de la retroalimentacidn del

FQSistema,*ia cual puede ser positiva o negativa, tanto a nivel hipofisidrio

'ﬂcoma hlpotalamlco (23Y. Losiesteroides*actﬁan“en el cerebro interaeviénan*

;jdg con receptores especificos ¥ produc1endo asi’ alteraclones en la a1nte\~
Hg,,a ‘zysls de proteinas. Ademas hay evidencia de que actuan directamente SGbTe la

'i«actlv1dad neuronal y 1a 51nap515 (24), Los reccptores de est roldes en el

~icar€bro se han revelado par autorrddlografla (25}

L& &omatabtatlna fue el prlmer factor Lnﬁlbldor que 'se conocid vy fue albla

;;da par 80 capac1dad para inhibir la 11berac10n de la- hormona del cregimlen

‘to, tanto N v{Vo como LM V{TNO (26). Es un;tetradecapeptldoycan1%3 siguien’

te secuencié: '”~ala4glywcys~lyskasﬁ;phe—phe~trp~lys*thr@phe—thr;ser~C§éLGE‘

‘(2?) La somatostatlna se ha encontrado’ en varios niiclecs del’ hlpotalamo,

quera de’ este, ‘en -gitios como el compie}mxamlgd3101de yla corteza cere ~=
1;bral, eflncluso;se ha detectado fuera.del sistemaﬁn&rV1oso en-€l pamcreas<
’1(23)1 E8té’pé§tido'témbiéﬁfinﬁibeéla"gécreéiﬁn de\TSH prdduéidafpaf TRHieﬁ
,§, , ééla hpoflSlb 29y, v se “lehan- encantrado Otrms ‘efectos’ 1nh1b1d0reb ‘subre

:la 1nbullna, el glucagon y la gastrina. Parece exxstlr tamhlens ademds de




14 somatostatina un factor estimulador de 14 hormena del ¢recimiento, aun=

- que no se ha identificado. La accidn de la hormona del crecimiento en la

estlmula01cn de este parece estar mediada por compuéstos de baJo peso molaV

cularn llamados somatomedlnas las cuales ademas nodrxan participar en’ 1a

retroalimentacidn del alstema.
12 -TécMQM de cw&téuo‘

‘La tecnzca decultxvode tEJldOS tiene sus ormgenas hacia, fmnales del sxglo,
pasado y grlnclplos de- esteJ En 1907 Ross Harrison (30) cultlve explantesx

de epltello neural de. anfibio en-un ambxente controlado y descarto la 1deay

que prevale01a de que las fzbras nerv1esas se .formaban por. anastamosls en-.

Atre celulas. Estos experxmentos smgnlflcaban uno de los prlmeros empleas
del cultlvo de tejidos para estudlar el 51stema nervioso y ejemplificaban.

la poten01alldad inherente a esta técnica.

El.estudio del desarrollo v la funcién-del~sistemavnervicso} en algin mo-
mentcldehe,enfpcaxse:al~desarrollo y funciEnrdercélulas,individuales,~ﬂape~
‘resulta sumamente diffeil {n vivo, pues se tienen interactuando peblacio-.

: nés ¢e1ulares‘diétintas; sin embargo, in vitne el cultivo de tejidos permi

te estudlar tipos - celulares 1nd1v1duales en un amblente controlado que: mlm,

*»nlmiza o elimina las multlples xnteracczones presentes en el animal comple

to (31).

El cultivo de tejide nerviosélbésicamenté,puede ser de 1ineas continuas o
dee células primarias y ambosiprésentan~ventajés y desventajas. El cultivo
que utiliza lineaS;cpntinuaslsé obtiéne‘de tumores de,néuroblastos que re-
‘tienen la capacidad de dividirée ¥y diferenciarée in Uéi&0~y:afrecé venta-.

‘Jas pricricas de dlsponlbllxdad da material en gran cantldad obtencidn de
: fllneas ceiulares homogeneas prcvenlentes de una célula parental y la posi
R bmlldad de. seleccionar. fenotlpos caracterlstlcas. Este tipo de. cultivo pre
senta otras ventagas practlcas ‘como el facil mantenlmlente y la amusercia’ ‘

,de\ﬁlsperslon, sln‘embargo,«gamblenttlene algunas_dasventa3as, de lasicua~

les la prlnclpal por“la que para. ciertcs finés no paede”utilizarsé, es que

~ \por ‘ser. celulas anormales tumorales es peligroso inferir resultados y -gene

»rallzarlos al sistema uervxaso.




ﬁ;El cultxvo de celulaa prlmarlas puede ser de explante (fragmentes de tejl—
;fdo de 1 mm3 aproxxmadamente) o de celulas dlspersas. Puede ‘usarse .tejido
"‘,gngrvloso_de dlv&rsos organlsmos que sobrevivird en cultivo un cierto tiem-
- ;po, depenﬁiendorprinéipalmente del grado de dispersibn -si estéﬂexiste—,
édel tipb neuronél~cu1tivado, del medioide cultivé; del sustrato y de la

;edad del anlmal donader. El cultlvo de explante conserva.en gran medida la

Hrelac1on celular orlglnal y sufre poco dano por no ser dlsperso, pero sue»'

@le ocurrlr muerte celular en 1a parte interna per falta\de nutrlentes, ade~

mas de que para 01ertes eatudlos, camo lcs electrOEISIOnglcOS y. de 1nter—

. acc1ones bloqulmlcas, resulta dlflcll tener neuronas alsladas (32) n es-
Wte sentldo se ha podldo estudiar la biosintesis de TRH utilizando cult1vc>
Pde explante de hlpotalamo de. mamifero (33)

;:El‘éultivc de células dispersas ofrece ventajas importantes sobre el de'éx

plaate ya que a.pesar de que se pierde la estructura orlglnal del te31ée,y

'?de que. este sufre dano al ser dlspersado, se logra obtener cultlvos vlables

f@or c1erto tlempo en los cuales se puede tener un control del tlpo o tlpOS

fcelulares presentes. En’ 1a lmteratura hay varios trabajos que ut;llzan ce~

lulas dlspersas de tejldo nerv1oso central y/o periférico donde se ebtle-
'nen resultados ex1tasos. A31, uno de los trabajos més completos 28 el que
?ha hecho el grupo de P.H ?atterscn donde utllmzando gangllc sxmpatlco def
‘;rata detectan catecolamlnas en el cultlvo v hacen estudlos de camblc de m&
éLabollmmo (34 a 3?) Tamblen se han hecho estudlos utmllzando 51stemd ner~

ngloso central y/a perlferlco anallzando marcadores calulares espec1flcos ;
(38 a 41). | | |

fEs 1mportante referxrnos ahora a las varlantas empleadas en- la metodolegla

idel cultivo de celulas dispersas de. hlpotalamo pr1nc1pa1mente pues fue de

Quna rev1slon blbllograflca exhaustlva de donde partlmos para tener clertas

y5bases de la metodolcgla que se debia segulr. En orden cronoldgico lo- prlme

;ro que hay que resolver es ei tlpo de anlmal que se.va a usar y su edad

Pue&en utlllzarse fetos, anlmales rec1en nacldas 0 aéultos . pero aparente—

{”ante el tejldo fﬂtal es mis capaz de adaptarse a las condlc10nes dréasti-

‘cas del cultivo por la plast101dad que posee, ya que hay todaV1a neuroblas

ﬁ:os leldlendcse en | etapas tempranas. Se han publlcado traba]os sobre culw '

ivos ex1tosos de tejldo fetal o de anlmales rec1en na01dos, pera hay p0~




cas acerca de cultivos de tejido de anlmales adultos que logran mdntenerse

a largo plazo. Con base en esto consideramos mas convenlente utlllzar teJL

‘do embrionario. T . o :

La ontogenla del hlpotalamo del raton ha sido desbrlta (QZ) “Esta estruaau ‘ ,‘é'

‘ra es ya dlstlngu1ble en el . décino dia de gestablon y éen el duodec1mu dla

fmuestra ya un progresd en su desarrollo, a partlr del decmm@tercer dla am—

- pieza a haber organizacidn de capas celulares y para el dec;mosexto dfa 1a

' aparentemente no se da la fcrmac1on de sxnapsms hasta el naczmlpnta (43) T ég

contrade TRH antes del n331m1ento en varias - regxanes dei cerabro de Ta ra-

ta, 1ncluyendo el hlpotalamo {44) . Enicﬁantb alfiﬁRH*ﬁo hay eStudmos”dafsu

mayorla de los nucleos hlpotalamlcos estan ca81 totalmente farmados, unque

En cuanto a la aparicifan de los. peptidcs hipetalamlcos en el dasarrollc;‘se T
ha detectado TRH in vivo desde el dec1motercer dia de gestaelan, tantc en

el hlpotalamo como en el resto del derebro del ‘ratén (43), tamblen se ha en

japarlclcn -en el embrién del ratdn, pero si se ha &etectado En 1& rata ées~ v v

A‘rlaS'enzlmas,'asl, en oc3310neS'se dlspersa unlcamente con trlpSLnd (4B
;RNAasa ¥ papazna {834 v 51 a 54). La dispersidun ‘mecAnica se usa menos que la

--podérmicas con difmetro decrec1ente (55) o medlante plpetas ‘Pasteur y fil-

~trando luege cgn una ‘gasa (56 a 58)

*deaaﬁtes del nacimiento (45). S S - R SRR P

'rentemente depende de la dureza del tejido. A81, generalmente, ‘cuando el te

-si siempre la dispersifn enzimdtica. Hay que aclarar que la forma enzimdti

Una vez aelecalonadc el te}ldo, es necebarlo dlspersario, lo cual puede ha

cerse mecdnica © ‘enzimdticamente, y 1a utilizacidn de una u otra forma apa

31do es embrlanarlo, es suf1c1ente una dlsper31on mecanica, pera ‘gi el ta~r‘

JldO es de animales recién nacidos o adultos, la dureza,hace necesarioc ca-

ca generalmente va acompanada de una- dlsperSLOn mecd@nica leve. En la mayo-

rla de los trabajos g¢ hace dlspers1on enzimitica y se utilizan una o va-
BG), ‘o con me?clas de trlpSLna, colagenasa, viocasa, hlaluronldasa DNAa&ds‘
en21matlca, y puede haberse prlnc1galmente pasandﬁ el tefjido por aeu}as hi

i

Lcs medios de cuitlvo utlllzados son generalmente 51ntet1cos con” SubtaﬁCde

natrltlvas adlulonales y la frecuencia de ﬂamblo es muy varlable, desde una ' i




?fvez a la semana hasta todos los dias, segun ‘sea el trabajo de que se trate‘

Pueden usarse tamblen medios 31ntet1ccs sin suero, 1o cua] en 033510n65 ‘me

Jora natablamente las cend1c1ones de cultlvo (50 ¥ 51)

5fGeneralmente se emplean cajas de plastlca pequefias  con algun austratu que
fffpermita la adheslan de las células a la caja. Ex1sten suStratos naLurales

1) slntétlcos como poli-D- llSlna, poli-L-lisina, gelatlna, colagena fresca,

?;pollornltlna mezclas de estas o sustratcs de celulas no neuronales (37)
35En ocas;ones no se utiliza sustrato v las células crecen dlrectamente SO*

'fibre al- plastlco (55 ¥ 58)

gﬁEn los cultivos primarios de. celulas dlspersas, generalmente se tlene una

’sobrepoblac1on de células no neuronales que hay que contrblar y esto se ha

ce por dlversos metodos‘ Pueden usarse agentes antlmltatlcos que 1nterfle~
ren con ia 81nte515 de: DNA, como la fluorodeox1ur1d1na 1a cltosxna arabx-
ndsida o la amlnopterlna (32) Puede también eliminarse o controlarse las
celulas no neuronales por manipulaciones del medio de cultlvo. A este res-
ivpecto se ha lnfcrmado que al eliminar el bicarbonato de sodioc -del medlo, Vi
jipor consiguiente el biéxido de carbono, desaparecen casi por completo 1aa
%fcelulas gliales (3&) También puede controlarse o favnrecerse la ex1sten—

-1 ¢ia de neuronas 0 celulas no neuranales por cambios de sustratc, pues se ha

;;enaontrado que, por ejemplo, la colagena favorece la prollferac1on de glia;
'imlennras que la poll—L—llslna 1a inhibe y favorece la prollferac1on de neu

 :ronas {59),

‘ilExisten otras técnicas tanto {n vivo comd\iﬂ v{iry, pero no presentan las
~?;caracteristicas del cultivo .de células dispersas. Entre estas técnicas. se
"‘pueden citar las siguientes: .{n vit10 se han desarrollado principalmeﬁte |
"fpreparacionés defrebanadas, sinaptosomas‘y cultivo de tejidos no dispergos,
?ELas rebaﬁadas de ‘tejido preservan en gran parte la estructura interna celu

. lar y permiten identificar varios tipos neuronales por su contexto anatdmi.

co, adem@s de que facilitan el acceso a neuronas individuales para estudios

électrofi 10103 Loa, cambios de medlD o aplicacidn de drogas (60). Los si- -

"naptosomaa se han utl]lzadc extensivamente para estudios puramente bioqui—

" micos de terminaciones nerviosas y son un arma valiosa para conocer los me

e canlsmoa de llberac1cn de neurotranbmlsores (61 vy 6?) Sin embargo, estas -



dos tecnlcas Gnicamente se pueden usar por. perlo&cs de 1ncubac1an cortos. y
por. lo tanta no. permlten estudiar. nrocesos més complejos v duraderes comc
la regulacidn celularg La_ tdcmica .de cult;vo’ée.ta31dgs nakdispersos 81 ha
‘ce posible estudiar fénémenas con tiempos largos de incubaciéﬁ, ademés de
que el medio ambiente celulér puede estéf completamenta defin‘do;-sin em~ﬂ :
bargo, frecuentemente se ha presentado necrosis en el 1vterlor por no es-~ - 57

- tar el tejldG dlsperso (32 v 63).

Las té&cnicas {n vivo tienen en cambio el problema . de que»sepdésconogeﬂla;
causa directa ante un cierto estimulo o el tipo celular involucrado en el
nismo, ya que lo que se observa es la resultante final de todos los proce--

- sos participantes (64).




2. DBJETIVOS

o .. Como se puede deducir de la introduccién, el estudio de células dispersas

;ﬂefhipgtélamq‘resulta el mejor modele para analizar la regulacidn de los

péptidos secretaéos en el eje neurocenddcrino hipotdlamo-hipdfisis. Esto se

fjdébe,a.que cumple con las siguientea caracteristicas: ofrece fdcil acceso

kS B < a las mneuronas peptlderglcas que nos 1nteresan y permlte controlar directa

“‘mente 1a composlc1on del medxo extracelular o de cultlvo, 1o que hace p051

Eble saber 8i c1erto efecto es directo ante determinado estlmulo,

'El objetivo fundamental de este trabajo es desarrollar un sistema de estu-
fdio valido tanto citolSgica como bioquimicamente. Para ello, idealmente ha

»fbriafque contar con un sistema {n v{{tro donde se controlaran los tipos ce-

<

flulareb e31stentes, que de preferenc1a hubiera un enrlqueclmlente neuronal,

*
3
5

‘ ?y que, ademas, fuera reproduc1hle, viable y que se pudlese mantener 4 lar-
E‘ga plazo. Una vez establec1do esto, serd posible estudlar la regulac1on del

"f7metabollsmo de la neurona peptidérgica.
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3. METODOLOGIA
3.1 Radioinmunoandlisis : | o
33;1.1'Prepafaciﬁn‘dél anticherpo,contra TRH

.Se preparo anticuerpo contra TRH segun la técnica descrita por Bassxrl ¥y .
,Qt1ger‘(65) Se trabajo con un conjugado de TRH y albfmina bovina sérica
(BSA), debido. a que compuestos de bajo peso molecular como el TRH solo pré
“sentan respuesta 1nmunogen1ca al ser unidos a una- protelna acarreadora de
gran tamano (66) Como agente acoplante se utlllzaron sales de dlazonla,
‘que unen grqpos aromdticos como histidina y tirosina (66), el prlmercagre~k

‘sente en el TRU.

' %)‘Prépéraciﬁn del conjugado

Se elaboro bencxdmna bis-diazotizada (BDB) de la 51gu1ente manera: se di-

Qalvlo benc1d1na—HCl (0 23 g) en 45 ml de ac1d0 clorhidrico 0.2 N y se agre

fgaron 5 ml de nitrito de sodio (175 mg en agua bidestilada), con lo que se
j"ormc una- reacc1on amarlllo~naranja, 1a cual se mantuvo durante sesenta mi
k  qutos a 4° C,, con agitacidn. Se guardaron\allcuotas de 1 ml a -20°C.

«ég*- , ,

\“«Para la unlcn de TRH con BSA se mezclo I ml de BDB con 1 ml de soluclon

» amortlguadara de boratos 0.16 M cloruro de SOle 0 15" M, a. pH 9 A eata
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~mezcla se le agregaron 50 mg de BSAy 5 mg de TRH disueltos en 10 ml de la
misma golucidn amortlguadora, con lo que aparec1o un color pard0mr031zo en
la reagcmon, la cual se deid contlnuar por dos horas a 4°C, con &gltanlon.ﬁ
Esta ﬁézcla se dializa a 4°C durante siete dias, contra agua destilada,
cambifndola diariamente, y, por Gltimo, se dializa un dia contra clorqu

de sodio 0.15 M y se guardan alfcuotas a -20°C para la inmunizacidn.

b) Procedimiento de inmunizacidn

Se inyec:arbn cinco conejos biancos Nueva Zelanda. La‘primera~inyecc16n fue
con-la mazéla del éonjugédo y adyuvante completo de Freud (1:1) y las pos~
'terlores con adyuvante 1ncompleto de Freud. Se aplluo 1ntraderm1uamente 1
v,ml de la mezcla a cada conejo, rasurando y esterilizando prevzamenbe la re
gibn, alternando el dorso y la parte ventral. Se 11evaron a cabo un total
de quince inyecciones, una cada tres éemanas.‘Diez dias despgés”defisiqﬁig/
ta”inyécciénrsg extrajo por-primera vez 1 ml de sangre de la oreja de cada
" cemejo, con oéjeto de determinar la cantidad de anticuerpos pfésénﬁéé. Pa-
ra esta determinacifn se dejd caagular la sangre a,temperatura amblente sé 
guardo doce horas a 4°C , se centrifugd durante’qulnce,mlnutos a | gﬂg iy pé
ra separar el suerd y se guér&arqn alficuotas de 50 pl a -20°C para su futy

O USO0.:

Los radlolnmunoanallszs de’ TRH que aqul se muestran se hicieron con antl-
cuerpas praparadcs de forma 1dent1ca v obtenldos a partlr del ultlmc san=
.grado de los animales, apllcando anestesia y extrayendo la. sangre por la

‘Vena cava inferior.

3.1.2 Todacidn de TRH -

El TRH fue icdado segiin el métcdd de cloramina T (67),‘utilizando,laéV;aﬁ—;'”
- tidades sefaladas por Bassiri y Utiger {65). Se usan 5 yg de TRH disueltus
;eniﬁﬁ,ul:de~soluéién.ambrtiguédbra‘de fosfatos 0.05 M, a pH 7.5. A esta Sg
‘lucidn-se le agregan 0.5 mCi de 1257 y 20 pl de una solucidn de 20 mg/l0 mlb
de cloramina‘T y a los quince segundos se detiene ia reacéién écn‘lCO wl

(5 mg/10 ml) de metabisulfito. A »ontlnuaclon se agrega la mezela ae 1oda—
cmon a una columna de cromatografia de Sefadex G-10, prev1amente equzl;ara

da conVsoluc10n amortlguadora de fosfatos 0.05 M, -0.25 por-c1ent0:de BSA,
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'a pH ? & La columna se eluye colectandose 25 gotas por tubo. Posterlorman

»Siz‘te se prueba 1a xnmunorreagtlvxdad de 1as fraccmones correspondlenueb a los

. "tema consiste en 50 pl de

fgglccs de. rad1act1v1dad, para 10 cual se utllzza la sxgulente : trea tubUb»
ffcon Luentas totales, tres tubos de . unlan no espec1f1aa (NSB) § tres tubos
E?llamados Bot Lcs totales llevan 50 ul de }ZSI—TRH a. razon de 20 GOO cpm‘rl
lnpor tubo, los NSB llevan tamblen 50 Hl de fEEI*TRH ademds de 200 41 de so~
?“luc1on amortlguadera de foafatos 0.05 M, 0. 25 por. ciento de BSA, 0.15 M de
ﬁ«cloruro de sodio, a pH 7. 4, por ultlmo, los Bo llevan 50 Hl.de 125I-TRH
f;lSO ul de la mlsma soluc1cn amortlguadora y 50 ul de anticuerpo contra TRH
‘a una dlluclon flnal de 1!25 000. Todos los tubos se agltan en vortex v se
‘ 1ncuban a 4 c durante 48 horas. Transcurrldo este tlempo se qentr%fpgan por
i qu1nce mlnutos a i 800 g, a los que prev1amente se . anadlo 1 ﬁi &g eiaﬁﬂliag V
f”aoluta a. 4 C, el cual pre01plta 1as protelnas entre ilas que ééﬂencﬁeﬁfra'el

i/antlgeno con el antleuerpo pegado. A cont1nuac1on se extrae el sobrenadan-

-

?ite v sa mlde la rad1act1v1dad del preczpltado en un contador gamma.

3.1.3 Curvas de titulacidn

. Las curvas de titulacin se hacen a fin de determinar a qué concentracidn

'fdel anticuerpo hay: un 50 por ciento de unidn con el ant1geno (B/T) El sis

1257 TRH y 50 pl del suero en diluciones decre-

f;cientes de‘IKSO a 1/32 000 (tubos Bo}, ademas>de los tubos totales y NSB
con el coutenldo ya. menc1onado. Todos los tubos se 1ncuban a 4°C .durante :
48 horas y. despues se separan las fracc1anes unidas y libres por cenﬁr1fu-j

~;g301on con etanol durante quince minutos a 1 800 g. Lo anterior se hizo

‘{ para cada suero obtenido de cada conejo.

?;3;1.410urvakest§ndar

T}Con GbJEtO de &etermlnar 1la senalblliéad del sueéro de los cone;os, se hlzo‘

“una’ curva estandar en la que se 1ncubarou 50 ul- de 12SI-TRH 50 ul de dlm'

;ipof tubo. Tamblen se emplearon tubos totales ¥ NSB.

- fgcho suera y 50 ul de TRU no radlact*vo a concentraclones entre 5 y 2 50& pb

N

.. 3.1.5 Radioinmunoandlisis de TRH

' Esta técnica se utiliza para cuantificar el TRH presente tanto en el medio
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de cultivo como en las c8lulas, Para datermxnar ia ccncentratlon de TRH en
el cultlve se hace una curva estandar en la que se usa antlcuerpo ccntra ‘
, TRH a una dlluclon flnal de 1/25 000 {50 ul), izsl*TRH iodado segun el mé-~
';todo va descrlto {50 pl):D dliuClones ‘de TRH de 5 a2 500 pg (50 ul) y,‘@or :,’
ulﬁlmo, 100 pl de soluc10n amortlguadora {fosfatcs Q. 05 M 0.25 por diento \
. de BSA 0.15 M de cloruro de sod1o, a pH 7. 4) o medio de cnltlvc acxdlfzca
do {leO can acldo clorhldrlco 1I'N). 8Be- emplea medxo de cultlvo acldlflca—
ldo como el que se encuentra en las muestras para determ1nar el efect& que'
este tiene sobre la reacc1on antlgeno—antlcuerpo, lo que se veria como an
( desplazam1ento de la curva estandar. El medio debe acldlflcarse para ev1~"
“tar la degradac10n enzlmatlca La reaccidn descrlta se 1ncuba a 4° C por 485
\lhoras y se separan las fracc1ones unidas y 11bres centrlfugando durdnte
:qulnce minutos a 1 800 g, ya sea con etanol en una proporcidn de 80 a 90
. por ciento del Volumen, o bien con Pansorbin (suspens*oﬂ de Siﬁphjﬂocaccué
—aureus inactivado, cuya membrana contiene pratalna A, que une 1nmunoglobu—
linas). Se probaron ambos métodos con objeto de determinar cudl de los‘dos.
'aciuaba mejor en la precipitaciﬁn. A continuacidn sairegistfé lé/fadiacﬁie,

vi@éd~del/pregipitado gn‘el cogtador gamma. -
3.1.6 Radioinmunoandlisis de LHRH

 En este caso se utzllzo un anticuerpo donado por el Dr. Heet (68) Lé‘tgc«;
nica empleada es muy similar a la del caso anterior de TRH: se 1ncubar0n'
50 pl de anticuerpo contra LHRH a una d11uc10n flnal de 17100 6@ 50 pl
de 1257: LﬁRH (10dado de la mlsma forma que el TRH) a razdn de 20 000 epm ‘
por tubo, 30 ul de diluciones seriadas ‘de LHRH de 0.5 a ] GOG’pg y, por QLV
timo, 100 pl de solucidn amortiguadora (fbsfatoé 0.05 M, 0.1 por ciento dé
‘geiatiﬁé 0.15 M de cloruro de sodic, a pH 7. 4)' o bien 100 ul ae7méaio‘aci
'dlflcaﬂq,con obgeto de detarmlnar la p051b¢e 1nterfe1encla de este con -la
curva estandar. Se incuba la reacclon a 4°C ddrante . 48 haras Y. se separan
,‘laa fracc1ones unldas y 11bres centrlfugando durante quluce m;nutos a

ﬁl 800 g, ya sea con\etanol en una propcrc1on de 80 a §O por ciento del vo-
lumen, o blen cow Pansorbln. En este caso también se qulere determimar cuai

~de los dos actua mejor en la prEElpltaClon.:
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3

v3.1.7 Radioinmuncanélisis de somatostatina

8e’ desarrollo én forma slmllar a los dos anterlores, usando el antlcuerpo

1 odel Dr.,Elelbaum (69). se 1ncubaran 50 ul-de antlcuerpo contra somatoatatl
zlna con dlluclon flnal de 1/16 000, 50 pl.de 1—25I—somat.::sr.z;u:ma comerc1al‘a

‘5lrazon de 20 000 cpm por tubo, 50 ul de somatostatina en dlluClones de 7. 8

';ﬁa 2 0060 pg Vs por Gltimo, 50 1l de solucidn amortlguadora (fosfatos 0. 05 M
“%Aﬁ T por ciento de’ gelatlna, 0.25 por c1ento de BSA 0. 08 M de cloruro de s0
iéldlo 0.02 por c1ento de azida de sodlo y 0.025 M de EDTA a pH 7. 5) o bien
;5:50 ul‘de‘medlp ac1dlf1cad%_can obJeto de~de;erm1nar la 9031bleA;nterferanv:
§ cia'de‘¢ste con la cﬁrﬁa estindar, Se mantiene la reaccidn durante"ﬁS‘hd- 
gfzas: a 4°C v se precipita centrifugando a 1 800 g con etanol é cbd'Pansorf

- bin, ‘ o ;

{

éi3{2?Cd£t£yGfde;é€£ufa§Vd{épgnéaé

:53£2;l:8ruéa de'ratdnes

DebidOgaque.sg:ntiiizaron,emb;iones como fuente de tejido'para»él cultivo,
se,realizafqn las cruzas pertinentes. Se usaron cien ratones CD-1 machos y
hémhras; Péra laAcruza se dejan toda 1a/noche tres o cuatro hembras en la
'aula de un macho. Se reconncen las hembras prefiadas por presentar ‘uria es—
pec1e de tapon claramente vigible en la vaglna, y despues se. colocan en Jau‘
las separadas, La operacidn de cruzavse realizb de tres a‘cuatro/veces por
Sémana y,sezoptuvo un-pfomedio de una hembra prefiada por jaula, hasta un;tg;
tal de 60 hembras. | ‘

¢3;2.2 Disecciﬁn

fSe llevaron a cabo 30 cultlvos en total Generalmente se emplearon en cada
f,uno dlez embrlones de dece o trece dlas de gestacmon que es cuando se de—
f;tecta por prlmera vez TRH,segun lo publicado (43). Ocasionalmente se utlll
| zaron embrmone& mayoreq,de hasta diecis@is dfas de gest321on. Para obtener
~?,loa‘se d;sloga cervicalmente la hgmbra‘embarazada, se sumerge en»guluplon
f‘éntisépti¢a‘(bénz§1~et5ﬁol,’l:l)wy se eXtraén-los fetos,Alos qué”a su vez

. son sumergidos en solucifn salina amortiguadora estéril (cloruro de sodio

0.15 M, fosfatos 0.15 M, a pH 7.4). Cabe aclarar que toda la téenica del

~
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caitivo, incluyendo la diseccién,'se debe realizérﬁen compléta éstérilidad?
es decir, c0n<todc el materiél estéril,éeseéhéble o sometido a autoclavé ¥
en una campana de flugo lamlnar. A cogtinuac10ﬂ se extrae cada embrlan de
la SOluClOﬂ sallna y se corta 1a cabeza de cada uno a. la altura de la man~
‘dlbula"abl se expone la parte ventral del encefalo ¥ se dlseca el drea co
‘rrespondlente al hlyctalamc. Para esto se corta anterlormente al quiasma 5p
txcq v 1ateralmente a lo iargo del tercer ventrzculo, cen lo que se extrae
‘_un fragmanto aproxzmadamente trlangular de 1 mm de profundidad, cuya base

'fcorresponde a la comlsura anterior y el vertlce a los cuerpos mamllares,
3.2.3 Dispersidn

Debido a que se trabajﬁ CantejidO“embrionaria se prefirid la dispetsién‘
meuanlca a la enzimitica por el daflo que apareutemente causa la tr1ps1na a . -
las protelaas de superf1ﬁ1e, v su posible repercu81cn en los’ gontactos que
1las células tengan que establecer entre si posterlormente,;Lesvh}pqtalamos
disebades4se colocan en un Medio Minimo Eseﬁcial libre dé caleio, para‘lo
,Cual se encéntré‘@ue iz reiaciﬁh-ﬁptlma es de 100 1l por hlpotalamo “E1l- ub'
gjeto de utlllzar medlo sin ca1c1o @5 evitar la agregaclon de t&jld@ cue es .
te” producxrla ¥ ayudar asi a una mejor dibper51on del-tejido: Poate?lormen'
te se dispersa;mecanlcamente, ya‘sea ‘usando pipetas Pasteur con‘punta cada
:‘7yeﬁéﬁés‘anéas:é o jeringas'hipodérmicas estéfi&&s‘de vidrio 'con agujhs de
diémetrd decreeienfe‘(l'S 1.25,1 v 0.6 mm), pasando el tejlﬁﬂ seis veces

. por cada una. Tn el segundo caso, despues de pasar por cada aguja se deja |
kisedlmentar por gravedad se extrae culdadosamente ¢l sobrenadante y se co-
1ecta en un tubo estéril de- 15 .ml, Ensegqua de la uitlma dlsparsion se red -
nen todos"los sobrenadantes, se centrifuga a 1 OOO g por unos segundos,
se extrae el sobrenadante (se guarda a -20°¢C aczdlflcado con aczda clorhxw
drico 1 N para su futuro estudle por radlolnmunoanallsls) v el prec1pltado

, de ce*ulas dlspersas se resuspende en el medlo flnai de 1ncubac1on.

3.2.4 Siembra

Para cultivar las c&lulas se emplearon los nutrientesvqué*SE'enlistaﬁfeﬁ’
el apandlce B. Asimismo se utilizaron dos tlpOS de cajas esterlleb de p}as
thO. Para las- Qbservaclones 01tolag1cas se. usaron cajas de petri de’ 20 por

35 mm, mientras que para las determlnacaones‘bloqulmlcas se emplearcﬁ'geng
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f:‘,“1:&11;;@1:1m-': mult1ca3as mas chlcas, con 24 cavzdades de 16 por 20 um cada una.
 Las caJaS grandes llevan en ocaszonescubreob3etos de vxdrlo para podar rea

o llzar posterlormente preparac1ones hlstologlcas. En todos los casos las ca

‘Jas o cnbreobjetos se cubren con una soluc10n de polx-D ~-lisina (SO QOD) a’

jijguna concentrac1on de 30 ug/ml, la cual funciona como susbrato para la adhe

%(51on de las celulas (70) Las cajas se cubren con, el sustrata gameralmente

‘g'un dLa antes de emplearse, y .diez minutos antes ‘de sembrar 1as CElU]db ae

‘:,flavan dOE veces ‘con agua trldestllada de31onlzada asterll y una ves con me

 le de cultlvo 51n suero.

. La densidad celular de la siembra se calcula con un‘hemOéitﬁmétro, émpleéh“
V‘?;do el metcdo de exclusxon de azul trlpano, que tzne solamente células mner
i:tas ABl, se mezclan 10 1l de 1a suspen51on de celulas ¥ lO nl del coloran

I te, se hace el conteo celular por ml, v se calcula el niimero de celulas co
agrrespondlente al Volumen total De esta manera se 31embran aproxzmadamente\
Ljde 1 a 5 x 105 células o un hipotdlamo en 2 ml de medlo en el caso de las
;}cagas 1nd1v1duales grandea. En el caso de las multicajas de 24 cav1dades,
'%se sxembran aprox1madamente la mltad de celulas, es de21r, 0.5 x 105 o ‘me—

?dlo hlpotalamo en 1 ml de medlo.

' Una vez hecha la siembra en esterilidad absoluta,.se incuban las celnlasr

sen una atmcsfera,humeda, con 8 por ciento de bibxido de carhono y 72 pur

" ciento de aire.
3.2.5 Cambios de medio del cultivo

. Se cambid el medio de cultivo cada cuatro dias, sustltuyendose la mlnad por
medio fresco. El medlo que se extrae se guarda a =20°C, ac1d1f1cadaycomoise‘
'fmenc1ono, para su futuro estudio por radioinmunoandlisis. En los casos en

" que se presentd sobrepoblacifn de c8lulas no neuronales, se agregd el agen

. te antimit8tico citosina arabinfsida, a una concentracidn final de 10 uM.

- 3.2.6 Técnicas citolBgicas para determinar las condiciones de los cultivos

~Se: tomaron fctagrafias de los cultivos vivos empleando un microscopic in-
: Jvertxdo de contraste de- fases. En cada cambla de medio se hlLlean Obb erva

f.c1ones 31stemat1cas de los cultlvos y de algunos se tomaron fotograf1as du
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rante todo su desarrollo, a flﬁ de tener control de las cond1c1ones de los
ﬁmmsmos ¥ pader conocer tamblen el moment o prop1c1o para agregar el agnnte
antlmltotlco. Las menc;onadas fotografxas se reallzaron con pellgu]a nian~
co ¥y negro, apllcande el calcuia automatlcs de exposmczon presenue ‘en id ca‘

mara 1ntegrada al mlcrascoplos,

Tamblen se tomaron fotograflas de preparac;ones f13as utlllzando un NLLIUb
‘vcoplo optlco de contraste de Eases b pellcula blanco y negro,'caICuldnd ‘
;tamblen la EXpOSlLlOD automatauamente pcr medio de la cémara 1ntegrada al
microscopio. BSe h1c1eronv;as preparaciones empleando la téenica de flgao dn

.

con QSmlO que se mu btra a contlnuac iom

;iPrlmeru se 1ava la caglta de cultivo recién sacada de la 1ncubadora con
fscluc10n sallna amortlguadora para éliminar los remanentes del medlo de
cultlvo. . . ‘ k ' J

4~A cuntlnuduxon se lava durante 45 mluutcs, a 4°c, con solucidn de Kar -
nowsky, a pH 7, 2. ’ V / B o

.~ Se elimina esta solucién y se agrega una amortlguadora de cacodilato de;
kaodlo 0.2 M, a 4° c vy a piH 7.3, tamblen durante 45 minutos,’

- Se fija y tifie el tejido con tetrdxido de osmlo al 2 por c1ento, a 4° L
‘durante una hora.

- Se hace un lavado rapldo con agua bldestxlada para ellmlnar el resto de

l tetr0x1do de osmio. ' o

- Se deshidrata el tejiéo con alcoholes etilicos graduales dé'?ﬂ,\SO, 96
y 100 por cieanto, cada uno durante qﬁince minutos y el ditimo por trein-
Ata‘minutgs. ;

= Se'acéba de deshidratar con xilbi durante cinco o diez. minutos.

f’Por Giltimo, se monta la preparac1on en badlsamo de Canadd y se observa al

mlcroscoplo.
3.2.7 Técnicas bioquimicas para determinar las condiciones de los cultivos
'a) Radioinmunocanilisis

Se mldleron los contenidos de los péptidos TRH, LHRH ¥y somatostatlna POY
radlolnmunoanallsls. Siguiendo’ la t&cnica expllcada en paglnas anterlorea,

se hlcleroa curvas estdndar para cada peptldo y para’ cada experimento, con




;
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objeto de poder determlnar 1a cantidad- presente en las muestras problemd,

1as cuales provienen - de dos fuentes'

~'La mitad del medio de cultivo que se extrae en cada cambit se acidifica.

:ESte medib«&ébEJCOntenef;‘éntré'otras cbsas,UEOS:péptid@s%seérétadés pdr %
(1as}neur§nas, que son los que se quieren medir por eétawtécnigé; En cada’
1rédiéinmuﬁoﬁﬁ§lisisﬁéénincuban 50 ul de 1a~hormona radiéctiva5eu;cges_,'

’ ;Vtién 50 ul del»anticuerpa deseado a la dilucién ya estéblec‘ida,“so ul
‘de solu01on 3m0rt1guadora segun sea el caso vy, por ultlmo, 100 Ul de ‘1a

fmuestra prahlema {todo por duplxcado) A continuacitn se agxta en. vortex‘

-y 'se 1ncuban durante 48 horas a 4°C, tanto las—muestrancomc»la curva es

ftandar. Transcurr1do este: tiempo se agrega ‘a cada tubo 1 ml de etannl ab |

'soluto a 4°C se aglta en vortex y se centrlfuga a 1 800 g durante qu1n~

S ce mlnut@s para prec1p1tar la unidn antlgeno—antlcuerpo. Posterlormente

o se ellmlna el sobrenadamte y se reglstra La rad1aet1v1dad del preclplta- :

ﬁ‘doenuncmmmmrgmm&

o
.
¢

“También éé‘midié'el’coﬁtenido‘de TRH en lés\céluias de'lé:éiguiente méhé
~'rér en cada camblo de ‘medio se saca de la 1ncubadora una o dos cagas a
‘las que se extrae el llquldo, se lava dos veces con soluc1ou salxna amor
%ff'tlgua&ora y se guarda a -20 c con 300 ul de ac1dc acetlco 20 par q1ento.

'Cuando se tlenen varlas cajas aaumuladas se colocan sobre hmelo v se agre

;tlcc hasta despegar el tejldo y se homogenelza el contenldo. Luego se
'agregan 930 ul de metanol absoluto,,se raspa un pocc y &e homugenelza de

b nuevo De.esta forma se tlenen dos homogenexzados de cada caja, los que

‘se unen y e’ guardan a ~20 C durante toda la noche. Posterlormente se cen

trlfuga a 8 000 g por c1nco mlnutcs (a 4° C), se extrae al sabrenadante

;(donde se encuentran ‘los peptldos pequenos como ‘el TRH) y se evapora por

aprox1madamente tres horas. A contlnuaclon se guardan los tubos ya evapo

*rados a ~20 C

Cuan&o se tlenen acumulados suf1c1entes tubos se anallzan por rad101nmuno N

’ y}v anallsls de ia SLgulente manera. se agregan a los tubos. evaporades 130 pl -

de soiucxau amortlguadora de fosfatos 0.05 M, O 25 por ciento de BSA

;’gan a cada una 600 ul de metanol absoluto se raspa con un embolo de plas



separanrestos 13d\u1*en dos4ﬁorcianés de 50 ul- cada una {el. resto. se. eliv - ‘ :

mina) y se emplean como dupl&cado, agregandose 50 ul de,;zsi TRH a razbn

de 20 000 cpm por tubo, 50 ul de anticuerpo contra TRH a una dliuc1on fl,

Anal de 1/25 000 v 100 1l de la misma solucidn amortlguadora. Posterior-
,5fmente se aglta er vortex y se. incuba durante 48 horas. Transcurrido . the _~
',1tlemﬂc se precipita la unidn antlgeno~aﬁt1cuerpo—por eentr1fugac1on uOn

I ml de. etauol absoluto a 4°C, durante quince mlnutos a l- 860 g. Por Gl-

timo se ellmlna el sobrenadante v se cuenta la rad1act1v1dad del precipi -

" tado. .

Cabe aclafaerue esta técnica de determinacifn de TRH en las células se
~hace de forma igual tanto para 1os cultivos heches en cajas grandes indi - ; %i

’ﬁVldualas, cOomo para los hechos en multlcajas de 24 cavldades.

/

'b) Determinacibn de proteinas

‘Se midid el contenido de proteinas de los precipitados resulfanfés, después
de la extrac01on celular, por el método de Lowry et al (?1), de 1a 81gu1en

te ‘manera: . \
JSQ hace una curva’egténdar con dilucieneS»por‘duplicado de BSA con concen-

‘traciones de 2.5, 5, 10, 25 50 100 b4 250 pg/ml, y se agusta el volumen

i con agua bldestllada para Que tados contengan 100 u1. A contlnuaclon se
: agregan 100 gl de hldrox1dc de SGle 1 M y se incuba duraﬂte aprox1madamen‘A»

te doce horas a temperatura amblente‘ ?asado este tlempo se anaden 900 ul

de una mezcl& 1:1: 98 de sulfato Cupr1co {1 por czento), tartrato de sod;o

y pot3510 (2 per c1ento) ¥ carbonato de SOle (2 pcr clento} Despues de

- diez mlnutos ‘se agragan 106 ul de reactlvo Folln 1Ny transcurrldog treln
‘ ta mlnutos se lee den31dad optlca (absorbanc1a) a 660 nm en un espectrcfo-

- tBmetro. ' —

‘Las mueétras sé tratan de la misma fofma empezamdé por agregar a cada una

lOG ui de hldroxido de sodio 1 M e 1ncubando durante doce horas a temperdw,

- tura amblante, El resto de la técnica es 1gual que la de la curva estandarl<
y parsa calcular la concentraCLOr de protelﬂas de las wuestras se emplea aql’ -

mo regerenc1a la ‘curva estandar,
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5.3 Determinaci6n de TRH en el hipotdlamo de ratén

.Se disecaron hipotdlamos de ratones, desde embriones de doce dias de gesta
cibn hasta animales de veinte dfas de nacidos. El tejido se mantuvo en lo-

Vtes de dos o tres hipot&lamos con 300 pl de écidé‘acético 20 pof ciento y

?BOO‘pl de metanol abso¢luto, a -20°C. Una vez reunidas todas las muestras,
~ iise sonicaron con 700 ul adicionales de metanol absoluto y se incubaron du-

Jrante;dqce horas,aﬁ-20°C.‘Transcurrido este tiempo se centrifugan durante

‘'einco minutos a 8 000 g, a 4°C, y posteriormente se evapora el sobrenadan-

te para(conéentrar las sustancias presentes en €l, entre las que se encuen
‘ﬁtrafel ?RH.fDespués de evaporar se guardan los tubos a -20°C y se mide la
ﬂpantidad@de?TRH‘preSQnte‘por*radioinﬁunoanélisis,tal como se explicd ante-
E}riormenﬁe para el caso de las células cultivadas.
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b, RESULTADOS
4.1 Radwwmunomdﬁuu
,éll;i‘Iodaciﬁn'détTRﬁ,

Al probar la inmunorreactividad de los picos de radiactividad, se encontrd
que. el primer pico corresponde a '251-TRH y el s&gundo a %251 que no se

’ unlo~al TRH como se observa en, la flgura l Se guardaron las. fracc1ane&

S a 12 a ~20 € para su futuro uso.

- 4.1.2 Caracterizacién del anticuerpo contra TRH
a) Curvas de titulacidn
JfA paftir-de la quinta inyeCCi6n ﬁnicamente el conejo nimero uno mosttaba o

N formaczon de antlcuerpos, y despues de la deczmosegunda 1HYELL10ﬂ segula'

'presentandolos.‘ﬁn 1a figura 2 se muestran las curvas obtenidas con los

%;'sueros de cada conejo inmunizado y, como puede observarse, solo el canejo
Elxuno~presento antlcuerpos. A una concentracidn final de 1/2 000 hay un por~ iﬂ
5; ceutaje de unlon de. 30 por ciento (B/T). La aparicidn de antlcuerpos eu esf

.te conEJo se observo solo a partlr del cuarto .mes y}cama se aprec1a en la )f‘

~f1gura 3 el titulo .se mant ene constante.
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b) Curva estandar o o ?

-8olamente se realizd curva astﬁﬁdar del suero del conejo uno, pues Unica-
mente este presentd antlcuerpos. Las resultados se expresan en la flgura by
que muestra una buena senszbllldad del antlcuerpo al antigeno frlo, a una
‘ fd1luc1onrde 1/2 000. A concentrac;ones creclantea de TRH frio hay un des-
.pl&zamien;o(dé cdentas de 1?SX-TRH, v se observa un'lQ;éor ciento 6 5,pg
v un 50 por ciento a 75 pg en el suero obtenido despus de la décima inyec

cibn.,

4.1.31Interferencia‘del‘medio de cultivo con 1la curva esténdar de TRH, LHRH

vy somatostatina ' ' o L

Se encontrd para los rédieinmunoanélisis de los tres péptidos que no hay
desplazamiento de la curva ésténdax al emplear madio de cultivo aci&ificé-'
‘do (figuras 5a, b v ¢). Como se observa en las flguras se obtlenen curvas

ca51 1dent1cas, lo que 1ndlca que no hay 1nterferencla del me&lo en el en—

‘sayo. Se eﬂcontra paralellsmo entre dllﬁClcnes de extraatos hlpOt&l&mlCOS'
de- ratoves adultos (estindar 1nterno} y la curva estaﬂdar, como se observa

en. 1a flgura ﬁa,

4.1.4 Precipitacidn de la unidn antigeno-anticuerpo

Como se cbserva en la figura 5d,se encontrd gque, en nuestras condicioies
de trahajo, el etanol funciona mejor que el Pansorbinm en la precipitacidn

Vdel/antlgeno,unldo al anticuerpo (para TRH, LHRH y somatastatina).‘Adém§S,

va que el Pansorbin presenta en ocasiones ciertos problemas al]serflavadd
(p031blement& debido a la ex;stencza de protelna A dlsuelta en el medlo,
que une 1nmunoglobu11nas v permanacen en soluczon), se ogto por emple&r -

:etanol como agente prec1p1tante.
4.7 Cubtivo de célubas dispersas o o
- Fué necesario optimizar cada étapa de la metoéologfa‘del‘cgltivé ¢on base

en la bibliografia y en las experiencias obtenidas a lo largo del trabajo.

N
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4.2.1 Diseccidn

Qohservo que 103 cultlvos hechos con. embrlones mas Jovenes presentaban ma-

yiyor den31dad neurenal v mejar sobrev1ven01a, lo que esta da acuerdo con lo

‘»fque se encuentra en 1a 11teratura (éé}

 h.2.2 Dispersidn

'De-las dos~té¢nica3‘de dispersifn empleadas, se encontrd que eﬁ'elwcaso de

T;9las plpetas Pasteur’hubo perdlda de tegldo en el interior de las mismas y
nf,formac10n de mucha espuma, Result mas eflclente el método de Jerlngas hi-

V‘podermmcas can agugas de dlametro decreciente porque hubo mayor. v1ab111dad

EE (80 a590 por c1ento}. que en la*otra técnica (60 a 70 por ciento).’

’ a :é 3 giembfa

'r*\Ia1c1a1mente se empled medio Dulbecco adlcxonandc {inicamente suero bavzno

'fetal v antlblotlco-antlmlcotlco en las concentrac1ones ya descrltas (54)

: S;n embargo, al observar que en ocasiones durante la prlmera semana- habla
x perélda de celulas, asi como decremento tanto en protelnas (flgura 6) como
‘%jenfel contenido celular de TRH (flgura 7), se dec1d10 enrlquecer,el medlo»
3,con L-glutamlna y glucosa ad1c1onales, ademds de- lnsuilna bovina, ya que
'E;esta parece ayudar al. crec1mmento de las prolcﬂgaclones celalares (72) ..

“cbservo mayor. dens1dad neuronal en la- segunda semana en lcs cultlvos que

contenian glucosa, L-glutamlna e 1nsulxna.

§'4.2-& Desarr?llcwdel’cultivo“

tra en la flgura 8a, todas redondas y sin prolongaclones. Confcrme se esta

. blecen las celulas vy pasan los primeros dlas emplezan a mostrar caracterls

tlcas morfologlcas dlversas. Las celulas ‘neuronales emplezan a formar pro~

las que se encuentran dlferentes tlpos de glla v flbroblastos (flgura Bc)
En oca51ones ‘se forman agregados celularea cuando la dlsperSLDu es 1ncom-

,pieta (flgura 8&)

ﬁ Se emplearon embrlones de raton de doce a dleclsels dlas de gesta01on v se

“*Las celulas dxspersas de hlpotalamo se observan en el dia cero como se mues’

cesos (flgura 8b) v crecen sobre celulas planas adherldas ala caja, entre,
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Se observé que cuando el cultivo se efectuaba en cajaé no reédbiéfﬁas?coﬁ‘
,sustrate {pﬂll BwllSlna}, a los pocos. dlas habia muy pocas celulas con as- E
‘pecto neuranal v en el fondo de las ca;as se encontraban algunas ceiulas
‘planas (flguras 9a ¥ b) Sln embargo, al emplear sustrata hubo mayor adhe~'
smqn tantQ de celulas planas en el fondo de las cagaa, como de celulas neu

ronales en la parte superior (figuras 9c y dy.

Pese a que la poli-D-lisina se ha descrito como un sustratd éué inhibe la
;prolmfaramlan glial. y. favorece ia. neuraual (39), ‘se encontrd que a partlr
‘delisexto dia las celulas no neuronales se maltlpllcaban en forma tal que,
en ocasiones, no’sekpoﬁlan<apraclar‘;as neuronas fécilmente {f;ggra;<LGa¥y
b),‘Eétb hizd que se tuviese que emplear citosina arabinéSida, ya que de
vacuerdo con lo publlcado 1nh1be la;prollfer301cn de celulas no neuronales~‘
(49) Se agrego la citosina una sola vez, en los dias sexto, octavo o unde 5
cimo vy se deid por 24 o 48 horas. Se encontrd que era mejor dejarla finica-
mente 24 horas, es decir, agregarla un dia antes del cambio de medio, y em
; p$eaxla cuando fuers;evidénte la’sohfépoblécién de células no aeﬁrbﬁalés
(a partir del octavo dia, depéndiendo del cultivo en cuestidn), COWQ‘SQ76§;

ééfﬁaAegﬂlaa figuras 10c y d.

Se encontrd que la demsidad celular de siembta influye mucho eu‘el/pdstemi
rior desarr0110 delycultivo; Asf;'se tomproﬁé‘ld‘éxmueéto en la litératura
\(51 'y 56}, dcerca de que la densidad Sptima de siembra, en estas condicio— ‘
“nes de ttabajo, es de 1 a 5 X 10% células por caja grande y de 0.5 x’ 105 \
c&lulas por caja chica, con 2 y 1 ml, respectivamente (flguras Ila y b).
‘No obstante, al sembtar con densidad mayor sé ohgerva un excesc’ée ;éluiaé
sobre todo no neuronales (figura 110), lo que‘p:obableméﬁte'ptbvnéa’muefté
_aelular y enmascaramiento neuronal De igual forma, con menor dens;dad no
‘se pueden formar contactos 31napt1cos adecuados, v al haber mny poaas celu 

 1&8, el cultlvo 1o progresa y degenera (flgura lld)

A contlnu301en e pressntam ‘dos secuenc1as completas del desarralio uel cul
tivos una de ellas a8 de celulas vxvas observadas en un mltfcscoplo inver-
tido de contraote de fases (flguras 12a, b, cvy d) v 13 otra es de prepdrd
ciones figas con tincifn y . flijlﬁn de osmio (flguras 13a3 b e v d) Como

puede observarse, las fotcgraflas de preparaciones fijas son més'nitldass
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" puiesto que'se—puede‘endeaf*con‘facilidad Sin embargo, el hecho de tomar‘
‘fotograflas de cultivos vivos presenta la éesventaga de que no se puede en

focar blen,\sobre todo al usar muitlcajas con poco valumen, ya que el me~

¢ nxscc formado por. el liquido 1mp1de buena fcrmac10n de cantraste de fases.‘
A pesar de esta ﬁesventaja, se. pueée seguir el desarrollo de una sola caja;

»con to que =15 tlene mayor: certeza en las observac1ones.‘

L En ocas1ona$ se presenta muerte celular en el cultivo, con la consxgulente

- deumulacién de detritus, como se puede ver en las flguras lda y b

4.3 Cuantificacibn de nemopépﬂm ef’mo;iﬁms’en]eﬁrcumf (o

v:t?or,madio de radioinmunoandlisis especificos para TRH, LHRH y somatostati-
Q;na’sefdetagminé la;?féSencia‘de dichos péptidos@liberadcs'en5él‘medi0‘de'

E; cuitiQOi Los .resultados se muestran en las figufas 7, 15 y 16 9 como puede

WLapreclarse cada peptldo sigue un ‘comportamiento dlferente Mlentras que la
,;cant;daé de TRH gque se detecta;anVel medio no parece variar thablemente<'
:éiéon el tiempo (figura 7),,el/LHRH muestra un aumento gradual»reprbducible-
? cuando se emplea citosina arabindsida {fig&ra 15) . Lés‘datos Que se encuen
?*tran representados en estas dos figuras son el resumen de ocho . cultlvas,

nﬁfcon an promedlo de dlez cajas cada uno.

| Como se: explicd en la metodologia, en los dias cuatro, ocho,.doce, etc, se
‘EHSﬁStituye 1 ml del medio de cultivo por 1 ml de medio fresco (en el caso.

i”é:fcflee'»lai%.s;«cajasogr:.aumdles),‘fy 0.5 ml en el caso de las cajas chicas. Esto signi

. fieaque en el cultivo queda Qpraximadamenté la mitad del mgdie‘dondefeétgﬁ«
" vieron las c&lulas, El propdsito de dejarlo radica en lo que se ha descri-

. to como "medio de condicionamiento" (73 y 74), es decir, gue las mismas cg

: lulas secretan factores que les permiten crecer mejor. Por tanto, los valo
c.res detectados en un tiempo . dado representan lo que se libers en ese lapso
;ﬂ(por egemplo entre el cuarto y el octavo dfa), mds la mitad de:'lo que se

aaCumu;o,del per;qdo ‘anterior. Asi, se caiculo lo que en iabfflguras 7y 15,

se éxpresa como "contenido netol con la sxguiente formula: concentraclon
del dla anterior entre dos, mas la concentrac1on real determlnada en el dia
sxgulente En’ realxdad esta cantidad constituye- la resultante de lo que.

o fue llberado, acumulado y, en algunos casos, degradado. Por EJemplo, en el
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;caso del LHRH parece haber una liberacidn progresiva con el tlempo (cuando
A se agrega q1t031na arab1n051da), lo que probablemente represente una mdyor
acﬁmvzdaé blOSlntetlca,,En cambio, para el TRH hay'pocakvarlac1an”en:el~con,,
tenido neto en: los tres -primeros. camblos de medlo, habiendo despues pérdi-
da consxderable Esto pudlera darnos un Indice de que o bien la llbar361on
de este‘peptldoves-m;alma,;o de que hay mis llberaclon‘perp esta»gant;arrei
tada con una degradacidn importante. |

‘En el caqm de. la somatostatlna (figura 16) parece mas evidente que pueda
existir degradacxon o menor liberacidn y/o sintesis, al cbservarse un fuer
o te decremento entre los dlas cuarto y octavo, aunque. despues hay una reﬁu-‘

perac1on v aumentan los nxveles de este peptldo.

.Estaudiferencia en el comportamiento-de los tres‘péptidosﬁnc’sefdebepavque
 ‘en algln caso7se'§aﬁe el cultiva, ya que los tres péptidos‘33fahalizaﬁ en
las mismas muestras y381 se observa la flgura 17, dende: aparece el ‘compor-
, tamxento de los peprldos en el mismo cultzva se’ puede corroborar esta d1~;,

vergencla.

Debido a que para determinar el contenido celular de los péptidos hay que
 sacrificar por lc menos una caja de cultivo en cada cambio, sbIO‘SGﬂha*cuag‘
tificado el de TRH, Como se ve en la figura 7, hay una pérdida considerahle
;del‘cuartokal octavo dia, que'se.ésemeja al decremento observad0~anfpretef
nas {(figura 6) 'y, en ocasiones, coincide con perdlda celular abservada &L
CrDSCOplO. Estos datos permiten en conjunto concluir que en la prlmera se
;mana;hay»muertg celular, comoiya:ha side sugerléq {58), pero que posterior

mente el cultivo se estabiliza, recobrando sus funciones.

Citoldgicamente hubo crecimiento considerable a pértirfdelhdécimoadiax3§§r‘
lo que se empled citosina arabindsida. Cuando no‘se’adicionafesta,drgggvalﬂ
crecimientofcelular es tal (figuras 10a y b) que puedeue?entualmente‘métar

“a las neuronas, como se ha- descrito en la literatura (32) Sin embargo, 8i

bien la cxtogzna detuvo dlChG crecimiento, nd hubo efecto en los nlveles d&‘
- TRH en el medmo de bUlthO (figura 7), ¥ me;oro notablemente el comparta-»
miento de las neureuas de LHRH, posiblemente por haberse gontralado el crec1

miento de celulas no- neuronales {figura 15). Este mejoramzento~se'refle3a
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- en niveles mds altos de LHRH.

A partir del duodécimo dia, se observa un decremento en los niveles de

?*TRH,‘tanto en el medio como en las células, y en ocasiones hubo pérdida to

- tal de células en la tercera semana, coincidiendo con los niveles bajos

Efdel péptido. Como se recordard, el sustrato que se emplea es la pali*D-ligi

é5ua ¥ ‘parece ser que a tiempos largos de cultivo disminuye su adhesgividad,

'ya que la pérdida observada es de todas las c&lulas, no solo de neuronas,

1o que podria explicar dicha pérdida. Serd necesario usar otros sustratos

_como coldgena en caso de que se quiera mantener los cultivos por mis tiem—

po. : o ) ' “

"En cuanto al comportamiento de las proteinas a lo largo del cultivo, se en
feontré que en la primera semana, como generalmente la citosina arabinésida

%no ha sido agregada hay mayor cant1dad de proteinas en la curva que pre-

,j}senta la droga. Sln embargo, a partlr de la segunda semana se empleza a no
. tar su efecto, y al final de la tercera semana ya hay una diferencia consi

‘ydarable encontrandose mis proteznas al estar ausente la c;taarna. Poste—

quormente en el dfa 24, se igualan las dos curvas en un nivel relativamen
fte‘bajo, lo que coincide con la muerte o pérdida celular observada en esta
* época. Todo lo anterior se muestra en la figura 6, que representa el prome

fdlo de doce cultlvns.

4.4 Determinacin de £0s niveles de TRH en el hipotdbamo de ratdn

3Comofse muestra en la figura 18, hay un aumento progresivo de TRH por hipo-

'“ﬁtalamo, re1301onado con el desarrollo y el crecimiento del animal. Del dldﬂ

Aﬁdoce de gestacmon hasta el nacimiento hay poco aumento (solo de 15 pg),

Qm;entras que a partir del nacimiento se disparan los niveles (como se pue-
}dé apreciar en el cambio de escala en la gréfica} y llega a habef a?rokima_
gdamente 1 000 pg en el sexto dia de vida, aunque despu€s parece d15m1nu1r

{un poco.
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5.0 :,S‘CUS,LGN Y CONCLUS 10NES.

}Como se expllco en el capltulo de resultados, obtuv1mos un, cultlvo de celu P
"1as v1ables capaces de produc1r 1os peptldos hxpotaiamlcos TRH, LHRH y so~
vmatostatxna, 1os que fueron deteetados en el medlo de cult1vo de celulaa

3que sobrev;vmeron hasta tras semanas en cond1c1ones &n U&iﬁa,

A cont1nuac1on se comparan estos resultados con lcs consulfados en 1a llte
ratura acerca de cultlvos 31m11ares. A dlferenc1a de varlos grupo: (53 Sé
y 57) que han cultlvado celulas hlpotaiamlcas 91n poder med:r exstoaamen-
te dlchos peptldos, nosotrcs detectamos los tres peptldos en el medlo da

Ey«cultlvo y el TRH en las celulas.

.+ El protocolo inicial se basd fundamentalmente en Ios trabajos de Tlxler~V1 | «3

7:7dal y colaboradcres (42, 43, 56 y 57}» qulenes encontraron TRH en COnLen"

o trac1ones de 2 y 8 pg en’ ceiulas cultxvadas durante dlez dla& prﬂvenlenteb

i de embrlones de raton de doce y qulnae dlas, respectlvamente. En cuanto al

- trabaga que aqu1 se resena, se mldlo mucha maycr cantadad de TRH en las. ce

’Ef 1ulas (l 000 pg, como se muestra en la flgura ?) El grupo de T1x1er—V1dal

solamente determlno TRH lntracelular ‘a 1os diez dias de 1ncubac10n tlempo

én el cuai noaotros encontramos un. punto de 1nflex10n en la curva, con n1—

Veles relatlvamente bajos. En cuanto a 103 resultados de anEleb de TRH -pre

g

sentes en hlpotalamns de embrlones de doce y qulnce dlas de gestaclon {f1~
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.gura 18}, son- iguales en ambos casos: 2 y 15 pgApof hipot&lamo, respectivg
mente. Sin embargo,kncsotras encontramos que después del nacimiento”hay un
'aumentokmuy pronunciado, llegando a haber 1 000 pg en el sexto dia de vida,

1o cual podria coincidir con los niveles QGe se cbservan en el cuiﬁiVo ¥

quizd reflejar un indicio de que la neurona en cierta forma ?rdsigue,én vl 5
£no- su desarrollo como Ln v{vg. No obstante, por el momento esto es esp&cgry ;
lativo y serd neéesario establecer mids par@metros que respalden ral hipéte — o

sis. - ' S

_Respecto a los niveles de TRE presentes en el mgdio‘de cultivo, 'ningiin gru
po ha podido medirlos v Tixier~Vidal menciona en sus trabajos. que'nd puede
hacerls por tener 1nterferenc1a de su medio de cultivo con el radlolwmuno-
anallsls, lo que podria. deberse a que emplea un medio dlferente del nues~

S tro. A513hay varlas causas por 1as que su grupo encuentra muv poca. Cdﬂtl*

'dad de TRH en las células. y no.lo puede«medlrren el medlo' a) no emplea nify

::gun agenze antimltotlco de control de celulas no neuronales, 1o que aunado ”'

a que szembra a una den51dad mucho mayar gue la nuestra, pudlera causar 80

brepoblaclon‘&a “eluias no neuronaieb en detrlwenta de las neuronas, b) nc

usa susﬁrato en las cagas de cultlvo, 10 que causs perdxda celular segun

“nuestras obse*vacxones, a} su- medxo de »ultlvo no tlene 1asullna glucosa
'“y gluuamlna a las- concentraezones que nosotros empleamas, y pareca que es~
'tog adxtlvos nejoran las cond1c10nes de las neuronas, No tenlendo por. el

?momento otros narametres como el contenldo de ENA y maraadores neurondies

“*esyec1;1cos como la tﬂXlna tetanaca (40 y 41), no nos es posxble deklnlr

mejor las discrepancias encontradas.

.En cuanto a los otros dos peptldos qua se detectaron en el medio de cu3t1~
vo, ex1sten 108 81guzentes antecedeﬂtes. el grupo de Lavrle (53 logro mb_,
dir LHRH, ademas ée vasopre81na y B-endorflna en Su medlo de cultlyo‘ 31n

fem%argo, encontro nmveles muy bagos de LHRH v solo reglstro al xnlcxo y a

los tres dLas de 1nc baclon hab1end0 en este ultlmo alrededor de 30 pg por

ml de med;o en comparaczon con 3 000 pg por mJ que encontramos nosatro_
este respecto creewos que la dlferenc1a pudlera deberse a que sus metudus
de dﬁspe sién son dema51ado bruscos, empkeando enzxmas durante un per10d0

largo. Este grupo no puao de»ermlnar Lth ni vasopre81na 1ntraceluiareb, 1o

,que podria deberse a la forma en que extrae las células (con»EDTA‘y carb0~‘
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*inato de sodlo), 1o cual podrla causar degradac1on de los peptldos, a dxfe-

R ,‘;ﬂrenc1a "de ‘una’ extraccidn con ac1do que ev1ta en gran medlda esa degrada—

S C c1on, ‘tazén por la’ que 1a escogmmms.

H
i

El’ grupo de Vaccaro v colaboradores (54) no pudo medlr LHRH 1ntrace1u1ar,
qulza por probiemas szmllares a los men01onados anterzcrmente.
:E'Otros gTupos que trabagan con hlpotalamos de anlmales rec1en nac1dos o de
! algunos dias de edad (46 y 48) no 1nforman de nxveles de peptldos v, aunque,&

§~aseguran tener neuronas, se ha publlcado (31 32 y 46) - que es dlflCll pre-

f servar cultlvos da celulas neuronales partlendo de te31d0 pesnatal Ademas,

~en algunos tr“ba}os se presenta como un hecho la ex1sten01a de neuronas 51n

fpoderlo comprobar con algun parametro sino unlcamente medlante fotograflas.»
Q{Ademas del parametro 21tologlco, conalderamos el bloqulmlco y funclona} (nl

Q,veles de peptldos) para poder asegurar la ex1stenc1a de neuronas y tener 1n

:dlCeS del buen desarrollo del cultlvo.

‘{;Por tanta, nueatros resultados en cuanto a contenlde y deteccxon de peptl—
? doa hlpotaiamlcos son inéditos y constltuyen un aporte que permltlra poste
V~r10rmente estudlar la regulac1on del metabollsmo de dlChOS peptldOb.

EfEn cuanto a la aparlencza CltOnglﬁa de nuestros cultlvos)se encontro —cono
i se menclaﬂa én casi todos lcs traba]os blmllares (&2 46 48 52, 53 56 y
7:57)— que ‘1a mayorla “de’ 1as neuronah son blpolares y no crecen unlformemen~
" te en toda la” caja 91mo en’ agrupac1ones. Nosotros observamos basxcamente

5wdos t1pos celulares consxstentes en células planas (espeCLalmente glla y f1

"broblastas} sobra las que’ crecen neuronas, como tamblen se 1nd1ca en la 11

 teratura.

‘Ahora bieh “aﬁﬁ hay ciertos problemas que se deben resolver. Asi,'&néontré

3Vmos que en el deaarrolla de los cultivos el pr1n01pal problema es la falta

3;de'reproduct1b111dad'y homowene3dqd eutre ‘ellos. De 1os 30 CulthOS que se

z],reallzaron, aproximadamente ‘dos’ terceras partes mostraron buen comportam1en

o con base en parametros c1t010g1c05 y en contenldo de neuropeptldos, mien

i:tras que el resto no fue ‘'muy’ exitoso nor razones como perdlda celular, 0=

?fbrepoblac10n gllal (al no emplearse 01t081na arab1n051da} y nxveles baxoa




34

o ausen21a de neuropeptldas No obstavga, se encontro que generaimente 1as
observac1ones c1tolcg1cas cozncldian con la cantidad de neuropestldaa dé»
'tectados, A31, por ejemplo, cuando en una observaclsn no habla neurongs,
rposterlormente se detectaban por radlolnmunoanalisLS muy pocos neuropept;—
doa o ninguno y vxceversa, cuando habla neuronas 8e encontraban Casl siem~
k pre neuropeptldos en abundan61a. Esto 1ndlcarla que las neuronas son direc
‘tamente rebpansables de 1os nlveles de neuropeptxdos 'y que posxblhmente no

 hay otro tlpO celular lnterflrlendo con ellas.

'La falta de reproductsbllldad abservadd en oba51opes puede debdrbé a que

c1ertos parametros son d:flClles de reproducir y en cierto 9ent1dm son al €8

torlos, por 10 que pueden canvartlrse en las slgulantes varlables' a) 1la za‘

na de donde 8e ebtiene el tejldo, que por ser embrlsnarla no esta blen de-
flnlda y pcr tanto puede haber errores en la dlseccloa, b) la dlsthSlon,
 que aunque se trata de hacer smempre lgual no puede 1ograrse completamen~
- te, pnes depende de la manlpulaclon y fuerza mecinica con que se trabaje la
—jerlnga, c) dependleqéo de ia den31dad con que se siembre, es ﬁec1r, la re
lac1on volumen—yegldo, quedaran 1as células con cierta dxstaucza entre s,
lc cual va a ser fundamental para el tipo v cantidad de contactos que se es
tablezcan prznclpalmente entre 133 neurmnas, COmo de hecho ocurr& durante
el desarrollo del szstema pervxoso central (?5) Augque se enccntro que la
relac1on 6pt1ma de vclumen~te;1do es de cien ul de medlo 1Lnre de calcxur
por hlpctalamo y de medla hlnotalama psr mi de medlo de cultlvc ~la canti-
dad de tegldo 1n1c1a1 ¥y 1la prsparC1on de dlferentes celuias no 31empre es
‘ 1gual por purdlda durante el proceso o la etapa de gestac&on3 10 que pudle

ra ocasionar que los contactos celulares no siempre fueran los mismos .

Como se ha sefialado, en nueétrDSchltivos durante la primera semana hubo

dlsmlnuc1on notable en los niveles 1ntrace1ulares de. TRH asi‘como gran des’

censo de lcs nlveles de somatostat1na en el medxs de’ cultlvc v descenso i
’mltado de TRE en dlcho medln. Eeto se podria- atribulr a que el cultivo se
'ﬁencuentra en un perlodc de adaptac*on a, las cond&c1ones drast1cas eatable-

»(c1das, hablendo nuerte ceiuiar duranta este periegdo,. ademas de que ese com

_\portamlento ya ha sido menc1onado en la literatura (58) El hecho de que lak

.caﬂtldad de LHRH no desc1enda en este lapso de tlempo, en presencxa e ci-

"tosina arab1n981da pudlera atrlbulrse a que no neLesarlamante se esta se-

¥
x
i
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aratando de las mismas neuronas, sino que, como ha sido sugerido, cada peg
ﬁxdo ‘tenga un tlpo neuronal caracteristico (4). Durante lax segunda semanaf’

‘iios ‘tres ?eptldos se . mantlenen estables 0 aumentan: en cantldad cuando apa¢

‘ﬁentemente el cultivo ya ‘'se ha adaptado a las condiciones drastlnas. Hééiaﬂ
flnales de la tercera semana se observa ‘que generalmente 1as ¢8lulas se pler
deu, aunado esto a un decremento con81derable de TRH 1ntrace1ular y en el

medlo ¥ & umn decremento de 103 nmveles de LHRH en . ausenc1a de c1toslna ara

f(blﬂ081d3~,y

[

'En lc que. se: reflere al efeeto de esta droga, como se habia menc1onado du
ranue 13 primera semana no es aparente, pero & partir de la segunda #1 lo

ies y%el~efecta—de~detener el crecimiento de‘las~celulas no neurenales se»re‘

;,leja en el aumento o . recuperac1on de los niveles de TRH y en:la dlferencla'
Lan notabla de" ‘los niveles de LHRH ya que al haber mayor cantidad- en- ‘pre=-
;Senc1a de cmtos1na»arab1n03Lda se’ puede interpretar como aue la.llmltaclon

‘de las. calulas no neuronales favorece a las neuronas LHRHerglcas, pues pue-

';den lLberar su- contenldO‘mas fac1lmente © bien por: no»haber«cempetenc1a

pur sustrano. En cuanto a los efectos de la citosina arabanblda, se ha pug

,bllcado que no dana a las neuronas a concentraCLQnea bajas como las que em

 wp1eam0S rosotros, sxnn~que\bor el :contrario mejora notablemente el desarra

130 de ldb neuronas en cultiva (54 v 76). No hay que olvidar que esta dr9~f
ga controla -1 ellmlna— la pablac1on de celulas noe neuronales, U ellmlna
c10n poslblemente seria perjud1c1a1 puesto que se ha demostrada con’ ttaba~

de medlc cond1c1onado que las células gllales ayudan en alguna forma a

j
ila nutricidn ‘de las neuronas (73 y 74). Por otre lado no pedrlan emplear~
- se agentes ‘antimit8ticos como la colch1c1na para controlar la poblaCLOn no

ﬂfcuronal “pues este agente despolimeriza los mlcrotubuios v hay fuertes" ev1

‘ ?denc1as 71y 78) de que el transporte; axonal de los neuropeptldos hacia

f 1as t rminales nerviosas es. precisamente por medio de mlcrotubulos.

La determ1nac1on de los niveles de DNA en el debarrollo de un cultive pue-

j‘de ‘ser un 1nstrument0 utll para conocer ‘la cantidad de células al transcu-

g rrlr ‘el tlempo. Asi, se ha encontrado que en cultlvos de neuronas puras, du
f:yante 1a prlmera semana\aumentan los miveles de DNA y se estabilizan al f1

nal de esta (59y, mientras que en cultivos de células gllales semipuras el

Jcontenido de DNA baja durante el mismo- Iapso (58), lo que se 1nterpreta co
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mo. perieds de adaptaef&n A esta réspeéto en el laboratorio sé/ha‘tratadﬁ
‘de medir los nmveles de DNA‘durante el .desarrollo‘del cultivo, peroc la’ sen

Slbllldad de la técnica empleada no entra en 1@3 nlveles de DRA- que parece;

‘haber:en nuestras candlc1ones de cultmvo&

En ocaSLQnes se . observd. que al final de ld tercers semana en ﬁuestros Lulm“
“tivos se pierden las celulas, lo que muy posiblemente se debe . a que ge desv
pega la poli-D-lisina de las cajas. A este respecto Whatley y\colaboradg»
Tes {SZ) han publicade que logran obtener cultivos por mayor'tiémpo a1 em—
9iear*c0m¢fsuétrato uﬁaxmgnocapagde células no neuronalES,vmég"que”al ut i~
'liz&r'poli—Dmlisina‘sola.‘Va que'el objetivo del proyecto global a largo
'plazo es estudiar la regulacidn del metabolismo de los peptxdos hipatalamlr
‘cos, sera convenxente hacer los estudios entre- la prlmera ¥y ia sagunda se=
‘manas 0,en caso de necesitarse cultlvos mas latgos, se podra camblar a
otr@s bustratos COmo colagena o monocaad. Sera necesario. tamblen e'xamlnar
,otrms parametros para determinar el periodo cr1tlco donde convenga mis es—-

tudlar los procesos de regulacidn que interesan..

En resumen, se puadefccncluir que«elrobjetivbiplantéadO‘en este~trabajo‘se 
»Cumplla en gran medida, al lograr obtemer un cultivo de células. dlaparsas '
de hlpetaiamo capaces de sobrev1v1r hasta tres semanas AN vitrho y ?rsdu— o
cir los neuropdpridos de interés. Quedaa claros los problemasvaun,por re-
sdlver, COMG eé probar nuevos sustratos que permitan mayor lﬁngevidad'y'>
qaiza,mayor reproductibilidad. Sin embargo, Cﬂﬁ‘lEQ condiciones estableci
das se puede utlllzar esta técniea.en la segunda semana para reallzar estu 
dios uezllbenaczon,.Slmte51s;e degradac;oﬁ de TRH, LHRH ynsgmatos;at;na,
1o que ?Odzg‘cDQQEituir~uﬁ aporte yalioso a lafnaurabiolagia; rama‘der}é,iﬁ

biologia relativamente nueva y précticamente desconocida.
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APEND!CE A. ABREVIATURAS
Bo . Fraccidn que carece de hormona no radiactiva o fria.
BDB. Bencidina bis«diazdtizada. '

' BSA  Albdmina bovina sérica.

‘%B/T Porcentaje de unidn sobre»él total.

EDTA  Acido etilén diamino tetracético. - , . & V

| LHEH3‘Fadtof 1iberador:de la hormona luteinizante y de la fdliculo;estimu~if~ﬁ 

 lante. V -

NSB ‘:Fracéién de unidn no especifica.
TRE ‘lFactorrliberador\de la tirotropina.
TSH Tirotropina. o |
Tg Triiodotironina.

Ty,  Tiroxina. ' o o




i
|
£
]

| APENDICE 8.

Médié‘cherCial‘Duibebco Eéglﬁ‘MOdificado:

Comguesto
i Sales Lnorganlcas'

b CaClg (anwldro)

UKeL
i,~MgJDu (anhldro)
~NaCl oo »

- NaH, PO, H,0

Fe(NO3)3.9Hz0

, Aminodcidos

éf L-Arginina. HCl

'f7,L~Clste1na.2HCI
- L —Glutamlna

L Gllc1na

- L-Histidina HCL.H,0
© 1 L-Iscleucina
L-Leucina
L-Lisina. HCl
;fL~Met10n1nd
“ L~Fenilalanina
. L;;Sérinfa
© L-Treonina
i L-Triptofanc ‘
. L-Tirosina (sal de disodio)
it L=Valina

.

,ACOMPOSlﬁipN DEL MED{Q~DE CULTIVO

Concentracidn {(mg/1)

200.

0.
© 400,
97,
400%
125,

- 84
62.

584

42
a5

16.

104
54

00
10
00
67
oo
09

.00

57

.00
30.
42,

105.

105.

146.
30.
66.

00

0o
00

00
00

00

00
.00
.00
00
.20
.00

b,f) '
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Compuesto
'~Vitaﬁinas

‘,DFGa pantotenato
Clorhidro de colina
“Acido f£8lico
islnaaitol ‘
Nicotinamida

~ Pirodoxal. HC1
Riboflavina

. Tiamina. HCL

Otros componentes

' Glucosa

- Rojo fensl {indicador de pH)
© Piruvato de sodio '

;Ademas de los componentes menc1onadcs en la tabla anterlor, se agregaron(

las’ sxguientes sustancias:

Sustancia

- Suero bovino fetal
Insuling bovinag

Ricarbonato de sodio

Mezcla de: Penicilina (ID 000 u/ml)
Estreptomicina (10 000 ugfml)
Fungizona (25 pg/ml)

T—Glutamlna
Glucosa

Concentracidn (mg/1)

= O ok
OEOONO OO
SO0O0D00Co

@

*

»

1 000,00
15.00
110.00

Concentracidn final

10 %

3.08 u/ml de mﬁdle

0,37 %

9 Z

5
0.2
0.6 %

0 o 100 u{ml de med;o
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» ‘AP‘ENBJCL@; C.. SUSTANCIAS COMERCIALES EMPLEADAS
| Acido-actico. 1. T. Baker
%3 Acido bor1c0 “" T - J. T, Baker
- Acido clorhidrico : o o J.T. Baker ,
. Acido etilén diamino ﬁétracéticc | ~ Sigma Chemical Company
Adyuvaﬁte completo dé‘Ffeud: S o ﬁiﬁCOkLaboratorles
éi Adyuvante 1ncompleto de Freud V DIFCO Laboratorles ‘
;TVAlbumlna bovina sérica  1\"’ a Sigma Chemical Company
‘ii‘Alcohol etlllcoy o V ~ -J. T. Baker
%S/AlCOhol metlllca . J. T. Baker
i},ﬁzxda de sodio ;o o J. T. Baker
ji’Azu}. tr:pano o o Sigﬁa Chemiéaiﬁcbmpany'
© Bilsamo de Canada  Sigma Chemical Company
‘f§ Benc1d1na—HC1 ‘ ~ Sigma Cheﬁiéaiﬂﬁcmpany
”‘Blcarbonato de sodio o B . J. T. Baker |
j Carbonato de sodio A : J. T. Baker
7;g ‘C1§os1na arabindsida ' | o VSigﬁa Chemical Company
?i'Cioramina T V Sigﬁa Chemical Company.
zf‘Clornfé de sodio J. T. Baker
;;chfato de sc&ié‘dibésicb‘ . J. T. Baker .
% Foéféto ae so&id monobésico . J. T. Baker
i Gelatina o ‘ - SigﬁarChemicaléCompany
'?;Giaccsa‘ ‘ ‘ - Sigmalchemica1 Company




52
Hidréxida delsodio | J. T. Baker
1nsﬁlina bovina ‘ ' - Sigma Chemical~company .
125y | ' ‘ ‘ New England Nuciéér :
L~Glutami¢& : Sigma Chemicél Company i
-~ LHRH | . Peninsula Laboratories, Iac; %
‘Medio Dulbecco Eagle Modificado o GIBCO Laboratorles :
‘ Méle Minimo Esencial (libre de. calclo) GIBCO Lahoratotles i
- Metablsulfito de sodlo - ‘ Malliuékrodt Chemical Works ;
Mezcla de anbiblotlccs~antimiaﬁtico ‘ GIECO Laboratariés é
Nitrito de, sodio 7 ; 3. T. Baker !
Pansorbin LT ,ﬂCalﬁiocbemaBehfiag?7Carp¢f‘~ ;
{ ' Poli-D-lisina . Sigma Chemical Go@pany , i
Raactivc‘Foliﬁ ' ' . Bigma Chemical Compan?( _ f
\'Somatdsﬁatina ‘ | B Peninsula Laboratqrigs;,lpg; é
lzsl-éc@atcStaﬁiné ' 1 ‘ New England‘Nﬁclear i B ;
Suero bovine fet&i ' » ‘ ‘ GlBCO'Labofgtprigsil;
Sulfato clprico S 3. T. Baker
Tartrato de sodlo y pota510 } J. T Baker o
Tetrozldn de osmlo ,‘V A \ Slgma Chemlcal Cumpany _
TRH I ‘ - Penlnsula Laboraturies, In;,

Xilol o - 1. T. Baker




APENDICE D. EQUIPO EMPLEADO

Agitado:Lmagnétiéo
Agitador vértex
Véu;oblave' /

| Balanza analftica

Baldnza granatarla

;Camara.lntegrada al mlcroscoplo 1nvert1do
Campana de flu;o 1am1nar
Centr1fuga'_fm‘ '

Cemtrlfuga' 

~Centr1fuga R

Colector de fracc1ones
Ccngeladcr ( 2U°C)

Conta&or para radlaclonas gamma

Evaporador

Espectrafotametro 7
: ,Jncubadqrg (37°C)
ﬁicfoscopic invertido
 Microscopio Gptico
Potenc10metro ‘

1.0 Refrlgerador (4° C}

| Sc«nlcador
‘~§1tracongelador~(—7Q°C)

53

Tri~-R Magnetic Stlrrer

Vortex-Genie ?M

- American Cyclematlc Control
'Mettler HS4AR:

Chaus Harvard Trip
Contax RTS V |
VECO GHFL~A

‘:Beckman J-6B
, ;!Beckman &1crofuge B
" "Roto Uni BHG E
ff?cllson FC 80K
'( IEM De }uxe o

Gamma 3500

}1Savant RH 40 11
‘ Spectronlc 710

NAPCO 5100
Zeiss IM35
Zeiss 61581
Fisher 320
IEM De Luxe
Sonicrep 150

Kelvinatof Series 100
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cwsnmn e

10 15 20 25 - 30

e

Fraceidn -

S8e colectarsn fracclones 'de 25 gotas (2,5 ml aprox1madamente) ¥y se 

‘registrd la rad&act;vmdad de 5 1l en un contador gamma. Se probd -

la immunorreactividad de las fracciones 5 a 12 y 19-a 21 1ncubando

,trxpllcadas de Bo, totales y NSB, como se expllca en el texto. S&’

i'prec1p1to conetanol por centrlfugaczon al8G0 g, durante ‘quince.

‘minutog, 3e empled solucibn amortiguadora de fosfatas G 05 M,
0.25 % de BS&, 0. 15 M de Naﬁl, a pH 7.4,

- Figwia 1. Pengil mama;togadémc obtendido af pasar }ia mzzuia
- de fodacifn de TRH poxn una cofumna de Segadex G-10
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BT A i T —— Conejo 1
| e - o— Conejosz 3 oyG’
‘1710 1/10% 0 1710°

selactobooi ... ..o . Dilucidn del suero. -

‘Se 1ncubaron triplicados de Bo, totales (T) y NSB, y se prec1p1to‘

con etanol por. centrifugacidn al 800 g durante quince minutos.

"&nnque tlplcamente el tituleo de un anticuerpo es: el 50.-% de: B/T,

interesa tener mayor sensibilidad. Asi, se. observa un 30 % de
unidn a una dilucidn final de 1/2000 solamente para el conejo 1.
El.gnmentage de B/T se calcula con la siguiente formula:

‘ (Ba - NSB) / T x 100. Se empleo solucidn amortlgua&ora de fesfatos

0.05 M, 0.25 é de BSA, 015 M de NaCl, a pH 7. 4

C Figura 2. Cuwwas de titulacibn del anticuerpo contra TRH -



‘sg

T’?u} A
(50% Umon}

[

1/10000

1/1000 |-

§

17100}

: ;R ‘ _ 1 |
e e e -
5 | o 7

Meses

" El txtulo se’ define como-la dilucidn necesaria de suero para producxrv :
un 50 % de desplazamiento { B/T). Se inyectd intradérmicamente el con -

3ugado “TRH~BDB~BSA en emu131on con adyuvante de Freud,‘cada tres
, semanas.

P Féguﬁd‘i T&iuﬂa deﬁ ant&cuaﬂpo cant&a TRH de£ conejo f a £o
L e Eanga del Imempé : v

T S g S { S s Bt
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o—o—a 72 myeccaon((?Meses} ;
“o—o—o0 109 | inyeccion (S Meses) :

,Se lncubaron por trlpllcado fracc1ones Bo, totales (T); NSB vy
. diluciones de TRH frio (S5a 2 500 pg), 'y se prec*plto con etanol
poT centrlfugaelon a'1800° §§ durante quince minutos. Se observa’
- desplazamlento de‘qmn de S & -‘TRH pnr concentraclones crec1entes
de "TRH B).

nte f6rmulas. (B -. NSB)/ (Bao - N§B) x 100

.15 M:de‘Na(H,' a pH 7. 4

Figura 4 mew utduda/n obtemdws a pcvd;m de m séptima
; y de La déuma wjacudn '

Iiiédé aiun 30 % &e unlon. El porcenta;e de B/Bo sef:



-0 Con medio

e Sin medio | 0 Con medio

: o Estdndar int. D , ~ - @ 8inmedio
- %B/B. R gm0 f
8ok 80

éo ' &0

sof- 40

o 100 1000 > — o 00 woo >
@ | (TRH(pg) b LHRHIpg)

Se hicieron con 100 ul de saluc1on amnrtlguadora de fosfatos 0. 05 M,

- 0.25 % de BSA, 0. 15 M de/Na01 apl 7.4 o con 100 yl de’ madza acxdlflca

" do en 1/20 parte. con HCl 1'N. Se incubaron triplicados de fracciones
‘Bo, totales, NSB ¥ dlluclones de TRH frio (5 a 2500 pg), y se precipitd

. con etanol por centrxfugaclon as l&GOg durante quince.minutos. El es

" t3ndar interno muestra 50 pl en dos dxlucmones de extractos- hxpatalaml
-ecos de ratones adultos, Se homoganeizo el tejido en Acido acBtico 20 A
se cantrlfugo a 8(MHJg durante cinco minutos, y se evapord el sobrena.
éante, el que a su vez se resuspendxo en solucidn- amertlguadora para. ha@,
cer las diluciones. Los puntos del estidndar interno corresponden a 0. 5 .

¥ 0.05 de hipotdlamo, El porcentage de B/Bo se calculd como se muestra 3
en laﬂf;g&ra bs ) A B T R AP : oo R

w F"gw“‘ | ‘5‘*¢ Cuﬂm | w&ndm de T’yza* B

Se h1c1eron con' 100 pl de soiﬂcion amortlgnaéora,de fusfatos 0, DS M, 0 it
~ de-gelatina, O. 15 M de NaCl a pHl 7.4 o con 100 ul de medlo de cultlvo acx
\~d1f1cado. ‘Se- lncubaron trlpllcados de fracclones Bo, totales, NSB y dllu
~ ciones de LHRH fris (0.5 a'1000pg), v se precxpxto con etanol pcr centrl

fugaemcn a 'l 800 g durante quince minutos.

: F&gwm 5b.  Curvas estdndan de LHRH
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A - o Cen rri,edio, . ’ A QPansorbm

%Bo’Bo . e®Sianmedio - %B/T| o 'OEmno%

Nog
8ol
sol-

40}

10100 1000 f"‘ e i100 1000 10000

e A Somctosiatma o 4 © TRH {pgl

Ipq)

if Se h1cleron con 50 ul de solucifn amortlguadara de fosfataa 0 05 M, 0.1 %

de. gelatlna, 0.25 % de BSA, 0.08 M de NaCl, O. 02 % de azida de sadza,

.0 0,025 M de EDTA, a pPH:75 o con 50 ul de ‘medio de cultivo. acidificado. Se .
!, " incubaron trlpllcados de fraccionmes Bo, totales, NSB y diluciones de soma =
;;vftaatatmna fria- (7 82 2 000pg), y se preczplto con etanol por centrlfuga
- c1oﬁ a 1800 g durante qu1nce minutos. : :

. Fxgw;a v5c. wa&é utdndwa da wmamémﬂa

Se prec1 1to ccn etanol en proporc1on de 80 a 90 Z c con Pansorblna Para -
las curvas de cada peptldo se emplearon las soluc1ones amortlguadoras man‘;

it lclanadas en 1as flguras Sa, by c’»,

Fx.gwm 5d mea,s utdnda)a zie. TRH aepnuenta&um de
: iicu; encontradas pm LHRH g somatostatina
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‘*1‘guntos ge’ muestran nﬁmeros que representan ‘la cantidad de determl“f
“naciones o cajas por dfa. La validaci®n estadlstlca estd dada por-
" la media + el error estandar (e.e.), donde e.e. = desviacidn’ estan”

Loy Con cilosing

4 . X R -
Prciemes:ﬁx : - @——e——= Sin citosing
200}
150}
5,0 .

s 1.6 24

Se mldlo la cantidad de protelnas (Lowry et al ,71) en los ‘precipi

tados resultantes de la extraccidn celular de TRH, como ‘se indica

en el texto..  Se realizd una curva estandar con diluciones por du
plxcado de BSA: 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 -y 250 ug/ml, Junte a los

dar / raiz cuadrada del niimero de muestras. Las" curvas reprasantan,j

,el promedlo de doce cultlves."

Figuna 6. Niveles de proteinas por ml determinados en Las
cblubas del cultivo a diferentes dias,en presen
cia ¢ en ausencia de’ eitosina afmbméuda
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OO TRH €0 células
‘ &——r—= TRH en el medio
. % T e C;ontemdo neto de TRH
- TRH « -
~pa)
3000 |-

20001

1000t 114K

oo
e ¢ -

Dms de cultivo

',Se cambid el medio cada cuatre dlas, sustltuyendose I ml. fac1d1f1~;
dado en 1/20 parte con HC1 1 N) por medioc frasco. EL contenido neto

de TRH en el medio de cultivo representa un descuento de la cantl-"
dad acumulada anteriormente y se calcula con la 91gu1ente formula:

concentracidn del dia anterior / 2 + concentracidn del siguiente 'dia. -
Junto a los puntos aparecen nlmeros que representan el total de mues o
“tras’ obtenldas de ocho cultives, con un promedio de diez cajas por
- cultivo. La valldacwn estadlstwa se da por la media + el . error

estandar (e.e.).

F&ng‘a 7. Cuantificacidn de TRH por :zadwwmumanwaw en
CLas células y en el medw de- cwﬁ&ua a digenen-
tes cim;&
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a}

b)

e)

&

Cultivo, vxvo en el dia cero, en la prlmera hora de 1ncubac1cn,

Ohservenge los cuerpos celulares sln prolongaclones, como g
sultado de 1la d19persxon.

,Ptepar301on fija con tlnclon de osmla. Cuarto d1a de 1ncuba~ ’

cidn. Las células neuronales. empiezan a' formar pralengac1e«
nes y todavia “hay pocas celulas no neuronales.

W?reparaclon fija cnn tlnc10n de osmio. Octavo dia de 1ncuba~
~ ¢idn, Obsérvese que hay bastantes células no neuronales
-(prlnclpalmente glma 4 flhroblastos) adhefléas al sustrato,

vy sobre ellas hay algunas neuroaas. No se emplea citosina
arab1nosxda; v

Preparaa1an flga con tincidn de osmio. Cuarto dia de 1ncuba~
cidn. Obséryvese el agregado celular y sus prolongac1ones,”

: cuando la. dlSpErSlon es. incompleta.

| ‘Fx,gwm §. Cultivos de cflubas dmpeﬂécbb de iupot&&amoa de

embiiones de xatones de thede dias de gestacidn.
Fotogragtas tomadas a 400 aumentos, con contras
te de fases. ‘

A e O T O S e
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' ';ﬁ,a) Pr apa 'aa:x.on i:.ja ccm. tmcmn de. osmw, ,

b)Y f"??repamrzmn f:.ja ccm t:s.zm on ée msmm,,

&

}neurenal

*Cwimva v.wxa éa nuéve dias de mcu%}aclem hechc con
nee o ias ée gestac;wm ‘é‘n presem:z,a de s::x.i:as

‘1a ﬂaja ﬂéiulas xm peuronalesg g}e}:o 51 hay ceiu;as t‘:cm aspesto o

Dct ;

I)zwdécxm@ dia ée z.ncuba

F&gm ?6* Cumvaﬁ c:ie aéam d@ém&éw ée h&pay ",jﬁma\_&

9’ a 493 mam}é {b, o

g;f:i}







\ c1en,‘ Se empléarvn "bfxe s de trace éxas de gv_‘;:
- congiderd densidad ag ma e;L’a 5 x10°

medlo (caja grande)

dlas ée gestacwn.
bptima (G 5 % 10% ¢Blulas en 2 ml) ¥. por c&msz.gu'
N ‘observan muy pocas celu?as ‘a pesar de astar ausen e
- 'sina arablnos:.da., ‘ o L

| F@miz C@x’:wab de- e wﬁa/s dmwwm de feu_'




R
W sttt
Ty




70

SQ‘*L‘M eampﬁe,m ‘dek dwm&ﬁa da un cuii

bservarse en el centro

ziwa da

MPW&A de meﬂt&emaé::;{?

émxs ,tsmadms c@n csn&mta dé,
ame.nt% '
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Oty GO citdsina.

- &——¢—0 Contenido neto con citosina.
&——g~—~@ Sin citosing.

Dfas de cultivo

El contenldo neto se calculo como se explma en la 1eyenda de 1a
figura 7. Junto a los puntos aparecen niimeros que representan?
: el tcr:al de muestras obtenldas de Qchc cultlvcs, fmn un promeff:

L e it T




76

Somcmsms
(pg)
3;)506«5
1000}
500}
4 “"a 12 ~>,

Dias de cultivo

,_Junto a. 109 ptmtos aparecen numeros que representan el total de
*muestras obtenldas de ~cuatro cultivos, con un promedio de dxez
‘cajas- pm: cultivo. . La. validacidn estadlstlaa estd dada por la
med:xa T el error estandar (e.e. )

F&nga iéj ; Cuam‘u,émauém de Aomatoaza,tgm en e£ me«ciw ,
: ' de ewltive por &adwummnaané&wu
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&—0—0 TRH
 @—e—e_ LHRH
A OO Somalostating.

K pg)

3000 }-

| 20001

' Dias de cultivo

T‘Junto a. }os pu, "5aparecen numeros que representan el wtal de
‘muestras medldas en cada dia, para cada peptldo. L.a valldacion
estadxatlca estd dada por. la medla T el'error estandar (e e.),

F&gu&a 17. Cuc&mé}ncauén de TRH, LHRH Y éomaiaxsmam )
‘ Cenced medio de un auLa Quf/tz.uo pm micom~ b
muﬁoané/&wu ~ ,
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1000 }
TRH

{pg) 800 |

T

600 |

™

400

200 |
100

i

J-1

R D | Lo

12 1416 180 2 4 6 8 10 12 14 20

1\“ o S iﬂDfﬂ,}s:

Namr em‘e

_hLos resu}tados expresan el contenzdo total de TRH por hlpotalama.
© Se dlaecaren des hxpﬂtalamos v se. scnlcaron con Ac¢ido acBtico al
.,20 %.y metanol absoluto. Se prec1plto el tegldo por centrlfuga—

cidn a 8 000" g, durante cinco minutos y el sobrenadante se evapord

'y reauspendlo en solucidn amortiguadora ‘(fosfatos 0.05 M, 0.25 %
de BSA 0. 15 M de. NaCl, a pH 7.4).

Fﬁégma'fs Cuanti {&Qﬁ&téﬁ de TRH en hipotdlamos de natones
, en el desannpllo 4 en Ka etapa paénataﬁ fpon
nad434nmunoana£44&5§
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