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RESUMEN

La adenohipdfisis de las aves esta dividida en dos Iébulos: caudal y céfalico. Los somatotropos se
localizan mayoritariamente en el I6bulo caudal, en donde constituyen entre el 35-40% de sus células. En
las aves, los somatotropos del Iébulo caudal tienen una inmunorreactividad contra hormona de
crecimiento de pollo (cGH) mayor que los del I6bulo cefalico y parecen ser mas sensibles a secretagogos
como la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH). Estos hallazgos pueden reflejar
diferencia en la sintesis y secrecion de la cGH o bien en el tipo de variante molecular de cGH que se
encuentre almacenada. En este trabajo se planted el objetivo de aislar y caracterizar morfoldgica y
funcionalmente a las subpoblaciones de somatotropos hipofisiarios de pollo. Para ello se utilizaron
gradientes hiperbdlicos de percoll (10-70%) centrifugados durante 1 hr a 5,500 rpm a 4°C, para separar
las diferentes células hipofisiarias que fueron obtenidas en 15 fracciones (fracs). Mediante azul de tripano
se cuantificd el nimero total de células hipofisiarias en cada fraccion, observandose que el mayor nimero
de células hipofisiarias se concentra entre las fracciones 3 y 6 (10.1X10% +1.6X10° y 28.3X10° +3.2X10°
cel/ml). Por otra parte, para poder identificar a los somatotropos del resto de los tipos celulares, se
emplearon dos técnicas: A) Con la tincion de hematoxilina-eosina se cuantificé la concentracién de
células aciddfilas (somatropos y lactotropos) en cada fraccidon, observandose dos zonas con mayor
concentracién de células aciddfilas y con diferente tamafio; la primera se concentrd entre las fracciones 5
y 6 (52 +4.0% y 59 +4.0%); y la segunda se concentré entre las fracciones 9 y 10 (46 £+2.0% y 47.5
11.5%). B) Con inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo contra cGH se cuantificé la concentracién de
somatotropos en cada fraccidn, observandose dos zonas con mayor concentracion de somatotropos y
diferente tamano; la primera se concentrd entre las fracciones 4 y 6 (26 +1.6% y 33 £3.1%), en un
intervalo de densidad entre 1.049 a 1.068 g/ml; la segunda se concentrd entre las fracciones 10 y 11 (24
12.1% y 27 £2.2%) en un intervalo de densidad de 1.087 a 1.091 g/ml. Estos resultados indicaron la
existencia de 2 subpoblaciones de somatotropos con diferente tamafo: una de baja (BD) y otra de alta
densidad (AD). Por otra parte, los somatotropos de AD presentaron un area (tamafo) significativamente
mayor 220.3 +2.64 pm2 que los de BD 184.2 +2.1 um2 (P<0.05). En células hipofisiarias en cultivo se
realizé una curva dosis respuesta a GHRH (1, 2, 5, 10 y 20 nM) y se encontré que la concentracion de 10
nM de GHRH presenté un factor de respuesta relativa de 1.6. Con base en estos resultados, se comparoé
el efecto de este secretagogo sobre las subpoblaciones de BD y AD, observandose una mayor liberacion
de cGH hacia el medio de cultivo de la subpoblacion AD vs BD. Contrariamente, las células
correspondientes a estas subpoblaciones no mostraron cambios en el contenido de cGH en respuesta al
secretagogo. Empleando técnicas como SDS-PAGE y Western blot, pudimos ver en las subpoblaciones
de somatotropos BD y AD un perfil semejante de variantes moleculares de cGH, aunque se observé un

efecto diferencial en respuesta a GHRH.



1 Introduccioén

Los organismos multicelulares crecen, se desarrollan y se reproducen debido a la gran
capacidad que tienen sus tejidos y 6rganos para integrar e interpretar la informacion
proveniente de su medio interno y externo, asegurando asi su adaptacién al ambiente y
su supervivencia. La comunicacion intercelular es un proceso basico de la vida,
generalmente ocurre a través de mecanismos eléctricos y quimicos, ambos
caracteristicos del sistema nervioso y endocrino que comparten una propiedad
fundamental: la secrecidbn de sustancias que actuan sobre otras células. Las
secreciones nerviosas (neurotransmisores) ejercen su efecto de manera inmediata
sobre células contiguas mientras que las secreciones endocrinas (hormonas) se vierten
al torrente sanguineo y estimulan diversos sistemas de respuesta en aquellas células
que cuentan con receptores que reconocen especificamente a las hormonas. El sistema
endocrino esta coordinado por el hipotalamo, y la hipofisis a su vez, controla la
secrecion de hormonas en muchos tejidos periféricos como son las glandulas tiroides,
paratiroides y suprarrenales, entre otras, que realizan una funcién endocrina primaria
(Mufoz-Martinez, 1997; Aramburo y Bayon, 1997).

La hipdfisis es una glandula endocrina que se ha estudiado ampliamente.
Estructuralmente tiene forma oval y varia de tamafo segun la especie. La hipdfisis esta
situada en una depresion del hueso esfenoides, llamada la silla turca, en la base del
cerebro y esta unida al hipotdlamo por el tallo hipofisario. Consta de dos Iébulos: el
anterior (adenohipdfisis) y el posterior (neurohipdfisis). La adenohipdfisis secreta a la
hormona de crecimiento (GH), la prolactina (PRL), la hormona tiroestimulante (TSH), la
hormona adrenocorticotropa (ACTH), la hormona estimulante de melanocitos (MSH), la
hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH), entre otras; y la
neurohipofisis secreta a la vasopresina (ADH) y a la oxitocina (OT). Las secreciones de
la adenohipodfisis son controladas por senales neurohormonales provenientes del
hipotalamo. Las hormonas neurohipofisiarias son sintetizadas en el cuerpo celular de
neuronas especializadas del hipotalamo, y descienden por sus axones para ser

almacenadas o secretadas. En contraste, las secreciones de la hipodfisis anterior son



controladas por neurohormonas llamadas factores hipotalamicos de liberacion y de
inhibicion, secretados dentro del propio hipotalamo y conducidos luego a la hipdfisis
anterior por pequenos vasos portales hipotalamohipofisiarios. En la hipodfisis anterior,
estos factores liberadores o inhibidores actuan sobre las células glandulares para
controlar, a su vez, la sintesis y/o la secrecion de sus productos hormonales (Guyton,
1992).

Figura 1. Representacion esquematica de la hipdfisis.

La hormona de crecimiento (GH) es una proteina hipofisiaria que tiene una amplia
diversidad funcional en todas las clases de vertebrados. Participa en el metabolismo de
proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos vy lipidos. Tiene efectos importantes sobre la
diferenciacion y proliferacién celular, asi como la estimulacion enzimatica, el transporte
de aminoacidos, estimulacion de la eritropoyesis, secrecion de otros factores
hormonales, entre otros (Isaksson et al., 1985). La hormona de crecimiento (GH), junto
con la prolactina (PRL), el lactégeno placentario (PL), la somatotropina corionica (CS) y
la proliferina (PLF) son miembros de una familia de proteinas que se sintetizan
fundamentalmente en la hipdfisis y en la placenta en mamiferos y que comparten
similitudes estructurales (Scanes et al., 1995; Rand-Weaver et al., 1993). Por otra parte,
la GH, PRL y PL pertenecen a una familia de hormonas homdlogas que estan
relacionadas tanto estructural como funcionalmente, las cuales se ha postulado que
evolucionaron por duplicacion de un gen ancestral comun (Bewley et al., 1970), seguida
por divergencia evolutiva (Niall et al., 1971). Estas hormonas coordinan la distribucién

de nutrientes en el cuerpo, apoyando el crecimiento selectivo y general de diversos



tejidos. En la mayoria de los vertebrados se expresa un solo gen de GH en la hipdfisis.
En humanos, sin embargo, se han descrito 2 genes similares situados en el cromosoma

17 (hGH-N, hGH-V). El gen hGH-N se expresa en la hipdfisis mientras que el gen hGH-

V se expresa en la placenta (Rand-Weaver et al., 1993). También existen evidencias de

la expresion de dos genes conocidos como GH-I, GH-Il en la hipdfisis de trucha vy
salmon (Kawauchi et al., 1986).

1.1 Estructura de la hormona de crecimiento (GH).

La hormona de crecimiento (GH) hipofisiaria se sintetiza como un precursor
(prehormona) de 225 aminoacidos, mientras que la forma madura es una proteina
monomeérica que tiene un peso molecular aproximado de 22 kDa y esta constituida por
191 aminoacidos (dependiendo de la especie). Esta proteina presenta dos puentes
disulfuro localizados entre las cisteinas 57-165 y 182-189 que forman un asa central
grande, asi como un asa pequefa cercana al extremo carboxilo terminal. Tiene un

punto isoeléctrico (pl) que varia entre 5.1 - 8.4 dependiendo de la especie (Aramburo
1993; Scanes et al., 1995).
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Figura 2. Estructura primaria de la GH.



Su estructura tridimensional se ha determinado por difraccion de rayos X empleando
como modelo a las GHs de porcino y de humano. El 50% de la molécula presenta un
contenido a-helicoidal constituido por 4 a-hélices antiparalelas que se encuentran en los
segmentos 7-34, 75-87, 106-127 y 152-183. Ademas, algunos estudios indican que
estas hélices apuntan hacia el exterior de la molécula y son importantes para unirse al
receptor (Cunningham et al., 1991; Abdel-Meguid et al; 1987). Datos obtenidos con
diferentes métodos (actividad por radiorreceptor, estudios con anticuerpos
monoclonales, mutagénesis dirigida, y cristalografia de rayos X) han mostrado que la
molécula de GH presenta 2 sitios de union al receptor. El sitio 1 incluye al extremo
carboxilo de la hélice 4 y parte del asa 54-74, con la participacion de Lys-41, GIn-46,
Pro-61, Arg-167, Lys-168, Asp-171, Thr-175 y Arg-178. El sitio 2, por otra parte, incluye
al extremo amino de la hélice 1y 3, y los residuos Asn-12, Arg-16 y Arg-19 (de Vos et
al., 1992).

Figura 3. Sitios de unién al receptor de GH.

1.2 Heterogeneidad molecular de la GH.

Como se menciond, la hormona de crecimiento exhibe una compleja diversidad
funcional, ejerciendo diferentes bioactividades que pueden ser explicadas, al menos
parcialmente, por la heterogeneidad molecular que presenta esta hormona. Se sabe
que la GH hipofisiaria esta constituida por una familia de proteinas homélogas, pero no

idénticas que se originan a través de diferentes mecanismos, como son: a) duplicacion



geénica; b) procesamiento alternativo del ARNm; c) modificaciones postraduccionales
tales como fosforilacion, glicosilacion, protedlisis, desamidacion, acilacion y agregacion,
entre otras. Estas variantes se han encontrado tanto en la hipdfisis como en el plasma
(Aramburo et al., 1989; Baumann, 1991).

A) Mecanismos por duplicacion génica. En la mayoria de los vertebrados se conoce
s6lo un gen que codifica para la GH. Sin embargo, en humanos se conocen dos genes
(hGH-N y hGH-V) que codifican para dos formas de GH muy similares cuya estructura
difiere entre si por 13 aminoacidos y presentan 92% de homologia. En algunos peces
como la trucha y el salmén se han identificado dos genes que codifican para la GH, y
sus productos se conocen como GH-I y GH-Il (Scanes et al., 1995).

B) Procesamiento alternativo de ARNm. En humanos, el gen hGH-N produce tres
ARNmMm, cuyos resultantes son la forma mayoritaria de la hGH de 22 kDa que contiene
191 aminoacidos; la de 20 kDa que presenta una delecion de 45 nucledtidos en el exén
3 y por ende de 15 aminoacidos correspondientes al segmento 32-46 de la secuencia,
esta forma representa alrededor del 10% de la GH hipofisiaria; y una de 17.5 kDa, cuyo
producto proteinico no se ha caracterizado aun. También se ha identificado otra
proteina de GH de 22 kDa producto del gen hGH-V (Lewis, 1992).

C) Modificaciones postraduccionales. Se han descrito varios tipos de modificaciones
quimicas sobre la estructura de la GH. Las principales son las siguientes: Se ha visto
que la GH puede estar fosforilada. Esta fosforilacion confiere caracteristicas mas acidas
a la molécula (Aramburo et al., 1993). Se ha encontrado que en su forma nativa la GH
de ratas, ovinos y pollos contiene fosfato esterficado. En humanos la GH es fosforilada
por una cinasa de tirosina, mientras que en el pollo la GH es fosforilada por las cinasas
de proteinas Ay C (Aramburo et al., 1990a).

Hasta ahora todas las formas moleculares de la GH en aves parecen derivar de
modificaciones postraduccionales y hay evidencias suficientes de que existe una serie
de variantes de masa y de carga, tanto en la adenohipdfisis (Aramburo 1990; Houston

et al., 1988) como en el plasma (Montiel et al., 1992).



La GH también puede estar glicosilada. Se ha identificado este tipo de variante en la
hipdfisis y en el plasma de varias especies de mamiferos, en algunos peces éseos, en
tiburdn y en pollo (Sinha, 1987; Berghman et al., 1987; Aramburo et al., 1991, Berumen
et al., 2004). En el pollo se identificé una forma glicosilada de la GH (G-cGH) con una
movilidad relativa de 25 kDa analizado en SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras
seguido por Western blot, y de 29 kDa cuando se analizé bajo condiciones reductoras.
La G-cGH también es heterogénea y presenta por lo menos 3 variantes de carga
importantes con pl de 6.5, 6.7 y 7.17 (Aramburo et al., 1991). Los residuos de
carbohidratos estan unidos a la proteina por un enlace N-glucosidico (Berumen et al.,
2002, 2004).

También se han descrito formas producidas por procesamiento proteolitico. Se conoce
una forma cortada con peso molecular aparente de 25 kDa observada en condiciones
no reductoras, que puede dar origen a un fragmento de 15 kDa observado en
condiciones reductoras en el pollo. Se ha visto que la forma cortada de 25 kDa
desaparece en condiciones reductoras, al tiempo que se incrementa la proporciéon del
fragmento de 15 kDa (Aramburo et al., 1993). Se han obtenido evidencias que sugieren
que la forma de 15 kDa presenta efectos sobre la angiogénesis que no tiene la hormona
de 22 kDa (Aramburo et al., 2001).

También se han descrito diferentes oligomeros de GH en hipdfisis de mamiferos y aves.
Estos agregados pueden ser dimeros, trimeros, tetrameros o pentameros, los cuales
pueden formarse por agregacion no-covalente del monémero de 22 kDa o bien a través
de enlaces covalentes por puentes disulfuro. El analisis de extractos de hipodfisis de
pollo de diferentes edades por SDS-PAGE en condiciones no reductoras y por Western
blot, mostr6 la existencia de variantes de tamafio inmunorreactivas a cGH
correspondientes a 15, 22, 25, 44, 50, 66, 80, 105 y > 110 kDa. Sus proporciones
relativas cambiaron con respecto al estado de desarrollo y la edad de los animales
(Aramburo et al., 2000).



1.3 Actividad bioldgica de las variantes moleculares de GH.

La investigacion sobre las actividades bioldgicas de las variantes moleculares de la cGH
de pollo, ha revelado evidencias que sugieren que dichas isoformas pueden expresar
distintas bioactividades. En estudios realizados con dos variantes de carga del
mondmero de 22 kDa (con una movilidad electroforética diferente, correspondiente a
Rf=0.23 y 0.3, respectivamente) se demostré que ambas tienen actividad somatotropica
(promotora de crecimiento) en ratones enanos (Scanes et al., 1990), pero difieren en
sus efectos sobre el tejido adiposo de pollo, siendo una preferentemente lipolitica
(Rf=0.23, mientras que la otra muestra efectos antilipoliticos (Rf=0.3) (Aramburo et al.,
1989). Los estudios realizados empleando tejido adiposo de pollo han dado una sdlida
evidencia de que los efectos lipolitico y antilipolitico (semejante a insulina) de la GH
tienen diferentes requerimientos estructurales. Una comparacion de las potencias
lipoliticas y del efecto insulinoide de una serie de preparaciones de GH (proveniente de
diferentes especies) muestra que la respuesta lipolitica tiene un requerimiento
estructural mas estricto que el efecto antilipolitico. Asi, las preparaciones de GH de los
vertebrados inferiores (reptiles, anfibios y peces) tienen muy baja actividad lipolitica. Por
el contrario, todas esas hormonas tienen una potencia elevada de actividad insulinoide
(antilipolitica) (Aramburo et al., 1989; Campbell & Scanes, 1985). Por otra parte,
también se ha descrito una nueva actividad angiogénica para la GH, al demostrar que
esta hormona estimula la proliferacién de capilares en la membrana corioalantoidea en
el embrion de pollo, al parecer sin mediacion de IGF-1 (Gould et al., 1995).

También se ha mostrado que el fragmento de 15 kDa de la cGH tiene efecto lipolitico
temprano en ensayos sobre explantes de tejido adiposo de pollos jévenes. La actividad
lipolitica del fragmento de 15 kDa fue mayor que la de la rcGH (Aramburo et al., 2001).
También se ha visto que tiene un efecto sobre la proliferacion de células endoteliales de
cerebro bovino, estimulando la incorporacién de timidina tritiada en los cultivos como
indice de proliferacién celular, a diferencia de la cGH completa que no mostré ningun
efecto en dicho ensayo. También se ha reportado que este fragmento de 15 kDa es
capaz de inhibir la actividad de la desyodasa tipo Ill en hepatocitos de embridén de pollo
(Aramburo et al., 2001).



También se ha mostrado la bioactividad de la G-cGH en ensayos de proliferacion de
células de linfoma de rata Nb2; en donde se observd claramente que el efecto de
promocién de proliferacion de G-cGH es dependiente de su concentracion, mientras
que la rcGH practicamente no tuvo influencia en la proliferacion de las células Nb2
(Berumen et al., 2004).

La GH se sintetiza y almacena en los somatotropos de la adenohipodfisis y sus niveles
pueden ser modificados por situaciones fisiolégicas como el crecimiento, desarrollo,
privacion de alimento, exposiciéon al frio, ejercicio y durante el suefio de ondas lentas,
entre otros factores. Se conoce que la regulacion de la secrecion de GH depende, en
buena medida, de la actividad de dos péptidos hipotalamicos que son: la hormona
liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) que la estimula y la somatostatina
(SRIF) que la inhibe. Estos son liberados a la via portal hipotalamohipofisiaria a través
de la cual llegan a controlar a las células somatotropas. En las aves ademas, la
tiroliberina (TRH) estimula la secrecion de GH (Devesa et al., 1992).

En nuestro laboratorio se ha estudiado el efecto de GHRH (2 nM) sobre la liberacién de
las variantes moleculares de cGH en dos sistemas in vitro: a) en cultivos de hipdfisis
completas se observd que la proporcion relativa de la variante glicosilada de cGH (G-
cGH) se incrementd 35% mientras que la forma monomérica de 22 kDa disminuyd 31%
después del tratamiento con GHRH 2 nM; b) en cultivos primarios de células
hipofisiarias la proporcién relativa de la variante glicosilada se increment6 43% mientras
que el monomero y el dimero disminuyeron 22 y 29%, respectivamente, después del
tratamiento con 2 nM GHRH (Martinez-Coria et al., 2002).

1.4 Los somatotropos.

La adenohipodfisis de las aves esta dividida en dos lébulos: caudal y cefélico. Estos
I6bulos estan estructuralmente compuestos por distintos tipos celulares: los lactotropos,
corticotropos y tirotropos se encuentran en el I6bulo cefalico, mientras que los
gonadotropos se distribuyen en ambos lobulos. Los somatotropos se localizan
principalmente en el I6bulo caudal, en donde constituyen entre el 35 y 40% de sus

células. Las principales caracteristicas histoquimicas e inmunohistoquimicas muestran



que estas células son aciddfilas, presentan una forma alargada, ovalada o triangular,
tienen un diametro aproximado de 16 ym, y presentan un nucleo con heterocromatina,
nucléolo prominente y numerosos poros nucleares; el aparato de Golgi esta bien
desarrollado, especialmente en la region yuxtaglomerular, el reticulo endoplasmico
presenta un gran numero de ribosomas libres y los granulos de secrecidn son
electrodensos, ovoides y grandes (100 a 300 nm de diametro) dependiendo de la
especie animal (Hull et al., 2000).

Recientemente se ha descrito que los somatotropos muestran caracteristicas
morfolégicas y funcionales diferentes, dependiendo de su localizacion en la
adenohipdfisis. Por ejemplo, en las aves los somatotropos del I6bulo cefalico son muy
escasos y se organizan en islotes o bien de forma individual, mas que en cordones, y
muestran menor (pavo, Ramesh et al., 1995) o mayor (pollo, Hull et al., 2000)
inmunorreactividad al anticuerpo contra cGH que los somatotropos del I6bulo caudal.
Los somatotropos del lobulo cefalico también aparecen tardiamente en la ontogenia
(después de los 45 dias post-eclosiéon, Ramesh et al., 1995); y se ha reportado que
difieren en su sensibilidad a diversos factores endécrinos con respecto a los del I16bulo
caudal. Por ejemplo, la expresion del ARNm de GH y la secrecién de la hormona se
incrementan en respuesta a GHRH y a forskolina en el l6bulo caudal, pero no en el
cefalico (Kansaku et al., 1995). Asimismo, los niveles de ARNm de GH permanecen
bajos en el I6bulo cefélico durante el ciclo reproductor, mientras que en el I6bulo caudal
se incrementan desde la etapa prepostura hasta la etapa de postura, incubacion y
pelecha (Kansaku et al., 1995). También se han encontrado distintas subpoblaciones de
somatotropos en la region periférica y en la region central de la hipdfisis. Los periféricos
se tinen mas intensamente con un anticuerpo contra cGH que los que se ubicaron en el
centro. Este hallazgo podria reflejar diferencias en la sintesis de cGH o bien en su
almacenamiento (Hull et al., 2000).

En estudios preliminares de microscopia electrénica, se ha observado la presencia de
somatotropos que presentan granulos con reactividad positiva a concanavalina A (que
reconoce presumiblemente a la G-cGH) y a un anticuerpo contra cGH (reconoce cGH) y

otros solo son inmunorreactivos al anticuerpo contra cGH, lo que sugiere una



distribucion diferencial de las células que sintetizan a estas variantes (Berumen et al.,
2004.).

1.5 Estudios en otras especies.

En cerdos se han aislado dos subpoblaciones de somatotropos empleando gradientes
de percoll. Estas subpoblaciones celulares se identifican como de alta (AD) y baja
densidad (BD); presentan diferencias ultraestructurales y funcionales ante el estimulo
con GHRH y analogos de segundos mensajeros como el AMPc. Los somatotropos de
AD parecen contener un reservorio de hormona, mientras que los de baja densidad
liberan la GH en forma continua (Castano et al.,1996).

También se ha mostrado que la somatostatina (SRIF) no afecta la liberaciéon basal de
GH en los somatotropos de BD, pero si bloquea parcialmente el efecto estimulatorio
inducido por la hormona liberadora de GH (GHRH). Inversamente se vio que SRIF
estimula paraddéjicamente la actividad secretora de los somatotropos de AD, sugiriendo
que SRIF no es simplemente un inhibidor de la liberacion de GH en cerdos, sino que
puede jugar un papel modulador doble (Ramirez et al., 1997).

Se han hecho estudios morfométricos en los que se determind que los somatotropos de
BD son de menor tamafio que los de AD y que ademas tienen un contenido menor de
granulos de secrecidn. Estudios realizados a diferentes edades mostraron que sus
secreciones disminuyen con respecto a la edad (Castafio et al.,1997).

En ratas también se han detectado dos subpoblaciones de somatotropos, al igual que
en el cerdo, y se han separado subpoblaciones de AD y BD. Estudios realizados sobre
la secrecion de GH en estas subpoblaciones, mostraron un comportamiento similar al

determinado en cerdo (Dobado-Berrios et al., 1996a).

1.6 Caracteristicas de separacion de los gradientes de densidad.

La centrifugacién en gradientes de densidad para el aislamiento de células y particulas

subcelulares se utiliza comunmente en la actualidad, pues esta técnica puede ser
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relevante para una amplia gama de aplicaciones, ya que permite la obtencion de
poblaciones homogéneas de células y particulas subcelulares sin dafiarlas durante el
procedimiento de separacién, manteniendo su viabilidad y evitando la introduccién de
sustancias que interfieran con su funcion biolégica. Dependiendo del tipo de separacion
que se requiera se pueden variar las condiciones empleadas, tales como la fuerza
centrifuga, el tiempo de centrifugacion, el tipo de rotor utilizado o el material para el
gradiente de densidad (Pertoft, H., 2000). Se han desarrollado varios medios para
formar los gradientes, de acuerdo a las necesidades de cada aplicacion especifica. Los
gradientes de sacarosa han sido empleados ampliamente, aunque una de sus
principales desventajas se deriva de sus caracteristicas fisicoquimicas pues a las
concentraciones que se utiliza presenta una alta osmolaridad y viscosidad, lo cual
puede afectar negativamente a las células. De manera similar, otros compuestos de
bajo peso molecular que se emplean para la formacién de gradientes de densidad como
el CsCl, el NaBr y el tartrato de potasio, generan altas presiones osmoticas y pueden
pasar al interior de las células, lo que las hace menos idéneas para aplicaciones
generales. Otros compuestos como el Ficoll (un polimero sintético de la sacarosa)
resolvieron el problema de las presiones osmoéticas elevadas aunque también pueden
generar gradientes osmoticos al aumentar su concentracion y ello tiene que ser
compensado con un gradiente de sal para mantener las condiciones iso-osmoticas en
los tubos de centrifugacién. Otro polimero natural de la glucosa, el dextran, con pesos
moleculares que oscilan entre 10°-10° han sido utilizados, pero desafortunadamente
estas soluciones son demasiado viscosas lo que dificulta su manejo. También se
desarrollaron compuestos yodados como medios de centrifugacion (inicialmente
utilizados como medios de contraste para rayos X), tales como el Hypaque, el
Nycodenz o la Metrizamida, que permiten que las células puedan ser separadas de
manera isopicnica sin ser sometidas al estrés osmotico que provocan los gradientes de
sacarosa. Mas tarde se desarrollaron mezclas de medios conteniendo Ficoll y un
compuesto yodado, para aislar células, tales como el Ficoll-Paque, el Histopaque y el
Lymphoprep, sin embargo, debido al bajo peso molecular de los componentes yodados,

y aun cuando no son compuestos ionicos, éstos pueden difundir a las células y provocar
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que sus densidades sean no fisiologicas. La silica coloidal se empez6 a usar como un
medio para formar gradientes de densidad desde 1959 (Mateyko et al., 1959),
encontrandose que sus caracteristicas (efectos de presion osmotica, su habilidad para
separar células, su nivel de permeacion en las particulas subcelulares y su solubilidad
en soluciones acuosas) eran mejores que cualquier otra. Sin embargo, la solucion de
silica pura era toxica para las células y podia provocar hemdlisis de los eritrocitos
(Stadler et al., 1965). La adicién de polisacaridos para estabilizar a los gradientes de
silica coloidal elimind sus efectos toxicos (Pertoft 1966). De esta manera se
desarrollaron polimeros adsorbidos a las particulas de silica para obtener soluciones
iso-osmoticas, de pH neutro y alta densidad que condujeron a la introduccion del Percoll
en 1977 (Perttoft et al., 1977). El Percoll es un coloide de silica estabilizado con sodio
cuyas particulas (diametro de 10-30 nm) estan cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP),
tienen un Mr de 6x10° y una osmolaridad <20 mOsm a una densidad de 1.13 g/ml. Se
pueden agregar sales fisiologicas para mantener una osmolaridad constante en los
intervalos de densidad utilizados para separar células. Su viscosidad esta en funcién de
la fuerza i6nica y es menor en soluciones salinas que en agua (Pertoft et al., 1978), lo
que tiene un efecto sobre la velocidad a la que se autogeneran los gradientes, siendo
mas rapida en una solucion de NaCl 0.15 M que en una de sacarosa iso-osmatica (0.25
M). Todas estas caracteristicas hacen al Percoll un medio idéneo para la separacion
exitosa de distintos tipos celulares y por ello se optd por su utilizacion en este trabajo

para aislar a las células hipofisiarias de pollo que secretan hormona de crecimiento.

Con base en los estudios anteriores, en donde se ha mostrado la existencia de
subpoblaciones de somatotropos en mamiferos, es interesante saber si en el pollo
existen varias subpoblaciones de somatotropos y si éstas muestran diferencias
morfofuncionales. Por otra parte, también seria importante determinar si las
subpoblaciones de somatotropos estan involucradas en la regulacion diferencial de la

sintesis y/o secrecién de las variantes moleculares de la cGH.

12



2 Justificacion
La heterogeneidad molecular de la cGH se ha relacionado con la diversidad
funcional de esta hormona hipofisiaria. También se ha mostrado que la sintesis y/o
la secrecion de algunas variantes moleculares de la cGH pueden estar reguladas
de manera diferencial, pues son secretadas diferentemente ante una variedad de
secretagogos. Estos resultados podrian explicarse por la existencia de
subpoblaciones de somatotropos con caracteristicas funcionales diferentes

capaces de responder de manera especifica a diversos estimulos.

Hipotesis

Las variantes moleculares de la cGH, provienen de la sintesis y secrecion

diferencial de subpoblaciones de somatotropos con caracteristicas morfolégicas y

funcionales diferentes en la hipodfisis del pollo.

3 Objetivo general

Aislar subpoblaciones de somatotropos hipofisiarios de pollo y estudiar su

respuesta a un secretagogo especifico como el GHRH, asi como el patron de

heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento contenida en ellas.

Objetivos particulares

¢ Aislamiento de subpoblaciones de somatotropos hipofisiarios de pollo mediante
gradientes de percoll.

e Analisis inmunocitoquimico y citoquimico de las subpoblaciones de
somatotropos hipofisiarios de pollo

e Cuantificacion de la cGH presente en células de las distintas subpoblaciones
de somatotropos hipofisiarios de pollo, asi como la liberada al medio de cultivo,
mediante la técnica de Inmunoanalisis enzimatico (ELISA), en condiciones
basales y después del tratamiento con secretagogos (GHRH).

e Analisis del patron de variantes de masa y de carga de la cGH en las
subpoblaciones de células cultivadas y en el medio de cultivo correspondiente,
utiizando la técnica de electroforesis (SDS-PAGE), Western blot y

densitometria.
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5 Material y Métodos
Como material biolégico se emplearon pollos de engorda (machos) de 4 semanas de
edad, raza Broiler Ross obtenidos de las granjas de produccién de Pilgrim’s Pride de
México en el estado de Querétaro. Los pollos fueron mantenidos en las instalaciones
del Instituto de Neurobiologia durante 1 dia, con agua y alimento ad libitum, antes de su

sacrificio.

5.1 Obtencion y dispersion de células hipofisiarias.

Las hipdfisis de los pollos se obtuvieron inmediatamente después de la decapitacion y
fueron colocadas en un tubo cénico de 15 ml [Corning] con 8 ml de medio (Medio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) [GIBCO BRL] suplementado con 0.3% de
albumina sérica bovina (BSA) [SIGMA] y penicilina/estreptomicina 100 Ul/ml [GIBCO
BRL]). Las glandulas se lavaron 3 veces con medio estéril y después se colocaron en
una caja de Petri con 1 ml de medio y se cortaron con dos bisturis hasta obtener
fragmentos muy pequefios (<1 mm?®). Los pedazos de tejido fueron transferidos a un
tubo coénico de 15 ml [Corning] y se agregaron 5 ml de medio con tripsina 2 mg/ml
[SIGMA], y se dejaron incubar por 30 min a 37°C con agitacion constante. Después se
afiadieron 100 ul de colagenasa Tipo Il 1 mg/ml [Worthington] y se dejo incubar por 30
min a 37°C con agitacion constante. Posteriormente se realizo la dispersion con ayuda
de pipetas Pasteur siliconizadas estériles de diferentes diametros. Luego se centrifugo
(centrifuga marca Beckman modelo TJ-6 en un rotor Beckman TH-4) a 2500 rpm por 5
min a 4°C y se desechoé el sobrenadante. Se resuspendié el precipitado en 10 ml de
medio con 2 mM acido etilendiaminotetracético (EDTA) [SIGMA], y se centrifugd
nuevamente a 2500 rpm por 5 min a 4°C; se desecho el sobrenadante y se resuspendid
el precipitado en 10 ml de medio con 1 mM EDTA. A continuacion se centrifugd a 2500
rom por 5 min a 4°C; se desecho el sobrenadante, el precipitado se resuspendié en 10
ml de medio y se filtr6 la suspension celular empleando una jeringa de 10 ml y un filtro
de malla metalica de 100 ym de poro sobre un tubo cénico de 15 ml [Corning].

Finalmente, se centrifugé a 2500 rpm por 5 min a 4°C; se deseché el sobrenadante y se
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resuspendio la pastilla en 1 ml de medio. Se calculé el rendimiento y la viabilidad celular

mediante la prueba de exclusién de azul de tripan en una camara de Neubauer.

5.2 Prueba de exclusion de azul de tripan.

Se tomaron 20 yl de la suspension celular y se colocaron en un microtubo al cual se le
agregaron 180 ul de medio (dilucion 1:10). De esta mezcla se tomaron 20 pl, se
colocaron en otro microtubo y se mezclaron con 20 ul de azul de tripan [Gibco BRL]
(dilucién final 1:20). Finalmente se tomaron 10ul y se depositaron entre las camaras de
un hemocitometro Neubauer [Bright-Line], se contd el numero total de células (vivas y
muertas) en los campos correspondientes. Para obtener el numero total de células, se
promedié el numero de células contadas y se multiplicé por el factor de dilucién 20.
Posteriormente este valor se multiplicd por el factor de conversién del hemocitometro
1.0X10* mm? para obtener el nimero total de células por mililitro (cel/ml). En el caso de
la viabilidad celular, se restoé el numero de células muertas al numero total de células. El
resultado se multiplicé por 100 y se dividid6 entre el numero total de células,

obteniéndose asi el porcentaje de viabilidad por experimento.

5.3 Efecto dosis-respuesta con GHRH en cultivos primarios.

Para evaluar el efecto de la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH)
sobre la liberacién de la cGH se hicieron curvas dosis-respuesta en cultivos primarios
de células hipofisiarias de pollo de 4 semanas de edad. Para ello se colocaron 3.0X10°
células/pozo en cajas de cultivo de 24 pozos (Costar) y se les adicion6 300 pl de medio
MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina/estreptomicina
(100 Ul/ml) y se incubaron durante 48 hrs a 37°C, 5% CO; y 95% de aire en una
incubadora humificada (Nuaire, USA). Posteriormente el medio de cultivo de 48 hrs fue
colectado en tubos Eppendorff (para analisis posteriores) y se cambioé el medio de
cultivo con medio M199 (GIBCO BRL) fresco que se emple6 como control y medio
M199 adicionado con diferentes concentraciones de GHRH (0.0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0,
10.0 y 20.0 nM). Se dejaron incubar 2 hrs a 37°C, 5% CO, y 95% de aire en una
incubadora humificada. Al término de este tiempo se colectaron los medios y las células
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(control y tratamiento) por separado y se almacenaron a -70°C. La concentracion de
cGH contenida en los medios se determin6 por el método de ELISA. El ajuste dosis

respuesta se realizdé con la ecuacion de Hill.

5.4 Separacién de subpoblaciones celulares.

Se probaron dos condiciones de separacion de las células en gradientes de Percoll:

A) Para la separacion de las células se emple6 inicialmente un gradiente hiperbdlico de
densidad de Percoll del 25 al 80%. Para su formacion se preparé un volumen de 20 ml
de Percoll al 80% [2 ml de Medio Eagle modificado (MEM) <GIBCO BRL>
suplementado con 0.3% BSA (medio concentrado 10 veces); 16 ml de Percoll <GIBCO
BRL>; y 2 ml de H,0]. Este volumen se mezclé a un flujo de 5 ml/10 minutos con un
volumen de 10 ml de Percoll al 25% (1 ml MEM, 2.5 ml de Percoll, y 6.5 ml de H0).
Simultaneamente esta mezcla se afiadid a un flujo de 5 ml/10 minutos en un tubo Corex
donde se formd el gradiente respectivo. En un tubo se colocaron 500 pl de una mezcla
de marcadores de densidad conocida (perlas de Sephadex coloreadas, densidad entre
1.018 y 1.142 g/ml) [Amersham Biosciences] para evaluar la distribucion de la densidad
del gradiente, y éste se empled como control para cada experimento. En otro tubo
similar se colocaron 500 pl del medio de cultivo que contenia la suspension celular
hipofisiaria. Estos gradientes se centrifugaron (centrifuga marca Beckman Coulter
modelo Avanti J-25 en un rotor Beckman JS-13.1) a 5500 rmp por 60 minutos a 4°C.
Después de centrifugar, los tubos que contenian los gradientes se mantuvieron a 4°C.
Posteriormente se colectd la primera fraccion de 2.5 ml, y el resto de las fracciones de 2
ml. A todas las fracciones se les agregaron 30 ml de medio para diluir y eliminar el
Percoll y se centrifugd (centrifuga marca Beckman modelo TJ-6 en un rotor Beckman
TH-4) a 2000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se desecharon los sobrenadantes y después
de resuspender cada fraccién en 200 pl de medio, se calculd la concentracién y la
viabilidad celular mediante la prueba de exclusion de azul de tripan en una camara de

Neubauer.
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B) En otros experimentos, para la separacion de las células se emple6é un gradiente
hiperbdlico de densidad de Percoll del 10 al 70%. Para su formacidon se prepard un
volumen de 20 ml de Percoll al 70% (2 ml de medio MEM, 14 ml de Percoll, y 4 ml de
H,0). Este volumen se mezcl6é a una velocidad de 5 ml/10 minutos en un volumen de
10 ml de Percoll al 10% (1 ml de medio MEM, 1 ml de Percoll, y 8 ml de Hy0).
Simultdneamente esta mezcla se afiadié a una velocidad de 5 ml/10 minutos en un tubo
Corex donde se formoé el gradiente respectivo. Se colocaron 500 pl de una mezcla de
marcadores de densidad conocida (perlas de Sephadex coloreadas, densidad entre
1.018 y 1.142 g/m) [Amersham Biosciences] para evaluar la distribucion de la densidad
del gradiente, y éste se empled como control para cada experimento. En otro tubo
similar se colocaron 500 pl del medio de cultivo que contenia la suspension celular
hipofisiaria. Estos gradientes se centrifugaron (centrifuga marca Beckman Coulter
modelo Avanti J-25 en un rotor Beckman JS-13.1) a 5500 rmp por 60 minutos a 4°C.
Después de centrifugar los tubos que contenian los gradientes se mantuvieron a 4°C.
Posteriormente se colectd la primera fraccion de 2.5 ml, y el resto de las fracciones de 2
ml. A todas las fracciones se les agregaron 30 ml de medio para diluir y eliminar el
Percoll y se centrifug6 (centrifuga marca Beckman modelo TJ-6 en un rotor Beckman
TH-4) a 2000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se desecharon los sobrenadantes, se
resuspendio cada fraccion en 200 yl de medio y se calculé la concentracion y la
viabilidad celular mediante la prueba de exclusiéon de azul de tripan en una camara de

Neubauer.

5.5 Frotis y fijacion de las fracciones celulares.

Se probaron dos técnicas para hacer los frotis celulares de las fracciones obtenidas del
gradiente de percoll:

A) Se hicieron frotis de 10,000 células en portaobjetos de forma manual, para poder
evaluar la proporcion de cada tipo celular. Se secaron a temperatura ambiente por 24
horas y se fijaron con Bouin-Hollande Sublimate (BHS) por 24 horas. Después de lavar

varias veces con agua destilada, se colocaron en amortiguador de fosfato de sodio
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(PBS) 0.5 M pH 7.8 y se realizaron las técnicas citoquimicas e inmunocitoquimicas
correspondientes.

B) Se hicieron frotis de 50,000 células en una citocentrifuga, para poder evaluar la
proporcion de cada tipo celular. Para ello se agregaron 200 pl en una citocamara
previamente armada con un papel filtro y un portaobjeto. Posteriormente se centrifugd
(citocentrifuga marca Thermo modelo Shandon 4) a 750 g por 10 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente se sacaron los portaobjetos que contenian los frotis de las
citocamaras y se fijaron con Bouin Hollande Sublimate (BHS) por 24 horas. Después de
lavar varias veces con agua destilada, se colocaron en amortiguador de fosfato de sodio
(PBS) 0.5 M pH 7.8 y se realizaron las técnicas citoquimicas e inmunocitoquimicas

correspondientes.

5.6 Tincién con Hematoxilina y Eosina.

Los frotis celulares se lavaron con agua destilada por 3 minutos, posteriormente se
colocaron en hematoxilina (hematoxilina 1 g, alcohol absoluto 10 ml, alumbre de potasio
y amonio 20 g, éxido rojo de mercurio 0.5 g, aforado en 200 ml de agua destilada) por 4
minutos, se lavaron con agua destilada, se diferenciaron en alcohol acido rapidamente y
se volvieron a lavar en agua destilada por 5 minutos. Se vir6 en agua amoniacal al 1%
por 20 segundos y se lavaron en agua destilada por 5 minutos. Posteriormente se
colocaron en eosina (eosina al 1%, 100 ml de alcohol al 80% y 0.5 ml de acido acético
glacial) por 15 segundos y se lavo en agua destilada por 5 minutos. Se colocaron en
alcohol al 70% por 3 minutos, después en alcohol del 96%, alcohol absoluto, y xilol.
Finalmente se montaron con resina Entellan [MERCK]. Para evaluar a los diversos tipos
celulares de la hipdfisis se analizaron las tinciones de las diferentes fracciones con un
objetivo 40X en un microscopio [OLYMPUS BX51] acoplado a una camara digital
[CoolSNAP-Prog] y se contaron 300 células de 5 campos de las distintas fracciones
obtenidas de los gradientes de Percoll (los datos se expresaron en porcentaje para su

analisis).
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5.7 Inmunocitoquimica.

Los frotis celulares se lavaron con TPBS (amortiguador de fosfato de sodio 0.5 M pH
7.8 con 0.5% de triton X-100) tres veces por 5 minutos. Se colocaron en una solucion
TPBS con 1% de H,0, durante 1 hora para inhibir peroxidasas endogenas y se lavaron
con TPBS tres veces por 5 minutos. Se pusieron a bloquear por 2 horas con leche
descremada [Bio Rad] al 10% en TPBS y se lavaron con TPBS tres veces por 5
minutos. Posteriormente se incubaron con el primer anticuerpo (producido en conejos
en el laboratorio) anti-GH 1:500 en leche descremada al 1% y TPBS toda la noche. Se
lavaron con TPBS tres veces por 5 minutos y se incubaron con un segundo anticuerpo
anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa [Bio-Rad] 1:200 en leche descremada al
1% y TPBS por dos horas. Se lavaron con PBS 0.5 M pH 7.8 tres veces por 5 minutos y
posteriormente se revelé con diaminobencidina (DAB) 0.05% y H,0, 0.01% en PBS 0.5
M pH 7.8 durante 15 minutos. Se lavaron con PBS 0.5 M pH 7.8 para detener la
reaccion. Se colocaron en alcohol al 70% por 3 minutos, después en alcohol del 96%,
alcohol absoluto, y xilol. Finalmente se montaron con resina Entellan [MERCK]. Para
evaluar la proporcion de los somatotropos de las diferentes fracciones se empled un
microscopio [OLYMPUS BX51] acoplado a una camara digital [CoolSNAP-Prog] y un
programa para analisis de imagenes (Image-Pro Plus. Version 4.1 para Windows 95/98)
[Media Cybernetics] y se contaron 1000 células de 15 campos por fraccion (los datos se

expresaron en porcentaje para su analisis).

5.8 Cultivo celular y tratamiento con GHRH.

Para cultivar las subpoblaciones de células hipofisiarias se tomaron 3.0X10° células de
cada fraccion del gradiente y se colocaron en cajas de cultivo de 24 pozos [Costar], se
les afiadieron 300 pl de medio MEM suplementado con 10% de FBS,
penicilina/estreptomicina (100 Ul/ml) y se incubaron durante 48 hrs a 37°C, 5% CO; y
95% de aire en una incubadora humificada [Nuaire, USA]. Después de 48 hrs, se
colectd el medio de cultivo en microtubos (para analisis posteriores). Se cambié el
medio de cultivo con medio M199 [GIBCO BRL] que se emple6 como control y medio
M199 adicionado con GHRH 2 nM. Se incubo por 2 hrs a 37°C, 5% CO, y 95% de aire

20



en una incubadora humificada. Al término de este tiempo se colectaron los medios y las
células, se colocaron en microtubos que se almacenaron a —70°C para analisis

posteriores.

5.9 Extraccion de proteina de las células en cultivo.

Se obtuvieron alicuotas de las diferentes fracciones de células y se sonicaron en 200 pl
de agua destilada y desionizada ajustada a pH 9.0 en presencia de un codctel de
inhibidores de proteasas (3.7 mg/tableta de leupeptina, pefabloc, pepstatina,
fosforamidon y PMSF). El extracto se agit6 durante 1 h a 4°C para extraer la proteina y
posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C (centrifuga marca
Sorvall RMC 14). Se colectd el sobrenadante y se almacend a —70°C para analisis

posteriores.

5.10 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford.

Para la cuantificacion total de proteina de los medios de cultivo y de las células, se
monto el método de Bradford en placas de 96 pozos (Dynatech-Immulon). Para ello se
hizo una curva estandar con diferentes concentraciones de BSA (0.0, 0.15, 0.31, 0.62,
1.25, 2.5y 5.0 pg), las cuales se aforaron a 160 ul de H,O destilada y desionizada. En
el caso de las muestras problema se tomaron 20 yl de cada una y también se aforaron
a 160 yl de H,O. Posteriormente, tanto a la curva estandar como a las muestras
problema se les agregaron 40 ul de colorante [Bio Rad], y finalmente se leyeron en un
lector de microplacas (Bio Rad, Microplate Reader modelo 3550-UV) a una longitud de
onda de 595 nm. Para normalizar los experimentos de cuantificacion de cGH liberada
de las células y del medio de cultivo correspondiente, se empled la técnica de ELISA
indirecto por competencia utilizando alicuotas de 1 ug de proteina total (Martinez-Coria
et al., 2002). Por otra parte, para detectar las variantes moleculares de la cGH liberada
de las células y del medio de cultivo correspondiente, se emplearon las técnicas de
electroforesis y Western blot, utilizando alicuotas de 0.5 ug de proteina total. Estas
fueron concentradas en un concentrador centrifugo al vacio (Savant) a sequedad y se

resuspendieron con 15 pl de amortiguador de la muestra (ver mas adelante).
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5.11 Cuantificacion de la cGH por la técnica de ELISA.

La cuantificacion de la cGH total en las diferentes subpoblaciones de células
hipofisiarias y de los medios de cultivo se hizo mediante el método de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). Las placas para inmunoanalisis (Dynatech-Immulon de 96
pozos) se forraron con 12 ng de rcGH (100 ul) en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH
10.3. Se incub6 a una temperatura de 4°C durante 16 horas para que la hormona se
adhiriera a las paredes del pozo. Simultaneamente las muestras y las diluciones del
estandar para la curva patron se incubaron en un volumen de 100 pl con un anticuerpo
policlonal contra cGH (1:50,000) en amortiguador TPBS 0.01 M suplementado con NaCl
0.15 M pH 7.6, Tween 20 al 0.05% y 1% de leche descremada durante 16 horas a 4°C.
Posteriormente las placas se lavaron con TPBS 5 veces con un lavador automatico [Bio
Rad, modelo 1250] y se bloqued con amortiguador TPBS suplementado con 3% de
leche descremada durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con
TPBS y se agregaron 100 pl de la mezcla incubada previamente con el primer
anticuerpo. Se lavaron nuevamente las placas con TPBS y se les agregaron 100 ul de
la solucion de anticuerpo secundario unido a peroxidasa a una diluciéon de 1:3000 (Bio
Rad) en TPBS suplementado con 1% de leche descremada, se incubd durante 2 horas
a temperatura ambiente y se volvié a lavar con TPBS. Finalmente se anadieron 100 pl
de la solucion de revelado ABTS (solucion Roche) y se incub6 durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se leyé a una longitud de onda de 405 nm (Bio
Rad, Microplate Reader modelo 3550-UV). El analisis estadistico se realizé por ANOVA
de una via mas una prueba post hoc (Tukey) que compar6 la media de todos los

tratamientos; y como alternativa una prueba t de Student.

5.12 Andlisis electroforéticos (SDS-PAGE y Western blot).

SDS-PAGE. La separacion de las diferentes proteinas y la determinacion de su peso
molecular aparente se analizd mediante electroforesis unidimensional en geles
verticales de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, empleando el
sistema de Laemmli (1970). Con la ayuda de un equipo para electroforesis Mini-Protean

Il (Bio Rad) se realizaron geles al 12.5% para el gel resolvedor y al 4% para el gel
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concentrador. A las muestras se les agregaron 15 pl de amortiguador de la muestra
(condiciones no reductoras y condiciones reductoras en presencia de fmercaptoetanol)
y se incubaron a temperatura de ebullicion durante 5 min. Durante la electroforesis se
aplicé un voltaje constante de 150 V empleando una fuente de poder para electroforesis
(modelo 500/200 Bio Rad). Después de la electroforesis los geles se colocaron en un
amortiguador para transferencia (ver mas adelante).

Western blot. Para la electrotransferencia los geles se equilibraron en un amortiguador
con 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8.3 y las bandas de proteina
separadas electroforéticamente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa [Bio Rad]
a 200 mA por 60 min. Después de transferir, las membranas se lavaron con TBS (20
mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5) por 5 min. y se bloquearon con 5% de leche
descremada (Bio Rad) en TBS por 2 horas a temperatura ambiente. Después de
lavarlas con TTBS, las membranas se incubaron con el primer anticuerpo anti-cGH
(1/10000 en 1% de leche descremada en 0.05% Tween-20 en TBS) a temperatura
ambiente durante la noche. Posteriormente las membranas se incubaron con el
segundo anticuerpo (anti-lgG de conejo) conjugado con peroxidasa de rabano (Bio Rad)
(1/3000 en 1% de leche descremada en TTBS) durante 2 horas y finalmente se lavaron
con TBS. Los sitios del complejo antigeno-anticuerpo se detectaron utilizando un
sistema de quimioluminiscencia ECL [Amersham/Pharmacia] que contiene peréxido de
hidrogeno, luminol y fenol. Este método se basa en la oxidacion del luminol catalizada
por la peroxidasa de rabano y peroxido de hidrogeno en condiciones alcalinas. La
oxidacion del luminol causa que éste se encuentre en un estado excitado el cual decae
al estado basal mediante la emisidon de luz. Esta se ve aumentada por la presencia de
un reforzador como el fenol y decae lentamente con una vida media de
aproximadamente 60 min. La maxima emision de la luz alcanza una longitud de onda de
428 nm la cual es detectada por una corta exposicion a una placa de autoradiografia.
Para revelar las proteinas que reaccionaron con los anticuerpos especificos, las
membranas de nitrocelulosa se incubaron por 5 min en una mezcla 1:1 de las
soluciones 1y 2 del sistema de quimioluminiscencia ECL. Las membranas se colocaron

en una bolsa ziploc de plastico para exponerlo a una placa de autoradiografia [Kodak
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Biomax] por 1 min, colocadas en un cassette [X-Omatic Kodak]. Las peliculas se
colocaron en una solucion de revelado [Kodak] por 1 min, se lavd con agua corriente
por 1 min y en una solucién fijadora [Kodak] por 1 min y se lavé con agua. Finalmente

las peliculas de revelado se dejaron secar y se analizaron por densitometria.

5.13 Analisis de las variantes moleculares de cGH por densitometria.

La cuantificacion de la cGH se realizdé por medio de densitometria de los luminogramas
después de la inmunoelectrotransferencia. Para digitalizar la imagen del luminograma
se empled un Scanner [ScanJet Hewlett Packard]. Con esto se obtiene una imagen con
un gradiente de color que va de blanco a negro donde este ultimo representa la mayor
densidad. Con ayuda del programa IP-Lab [Scanalytics] se obtiene la densidad 6ptica
del area total de cada banda. Estos datos fueron graficados comparando las diferencias
entre las distintas bandas inmunorreactivas entre el grupo control y los tratados de cada
experimento. Para normalizar los datos se obtuvo la proporcion relativa de cada banda
considerando la inmunorreactividad total de cada muestra como el 100% de tal manera
que cada variante molecular identificada por los anticuerpos representa un porcentaje
del total de cGH secretado al medio. El analisis estadistico se realizé con una prueba de
ANOVA de una via mas una prueba post hoc (Tukey) para comparar la proporcion
relativa de cada una de las bandas correspondientes entre las muestras controles y las

experimentales; y como alternativa una prueba t de Student.
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6 Resultados

6.1 Gradiente hiperbdlico de percoll 25-80%.

Como primer paso, se monto una técnica que nos permitid separar las células
hipofisiarias por medio de su peso y tamafo, para ello se empleamos gradientes
hiperbolicos de percoll 25-80%. Para verificar la formacion adecuada de estos
gradientes hiperbdlicos de percoll, en cada experimento se empled un tubo control en el
gue se colocaron marcadores de densidad conocida con un intervalo comprendido entre
1.018 a 1.142 g/ml. De esta manera, por interpolacion, se calcul6 la densidad a la cual

se separaron los diversos tipos de células hipofisiarias de pollo (figura 4).

Para llevar a cabo la separacién de las células mediante gradientes de densidad, se
realizaron dispersiones celulares a partir de 20 hipdfisis de pollos de 4 semanas de
edad (ver material y métodos). La concentracion de células obtenidas fue de 56.0X10° +
7.8X10° cel/ml (n= 3) con un 90% de viabilidad. Después de la dispersién, la cantidad
total de células obtenidas se dividié en dos partes, y cada una se colocd en un tubo
sobre el gradiente hiperbdlico de percoll 25-80% formado previamente (ver material y
métodos). Después de la centrifugacion, se colectaron 15 fracciones de cada tubo y se
determind la concentracion de células existentes en cada fraccion. En estos
experimentos se obtuvo una recuperacion de 21% de las células colocadas
originalmente (11.5X10° + 2.4X10° cel/ml). En la figura 5, se muestra la distribucién de
las células hipofisiarias en las diferentes fracciones colectadas a lo largo del gradiente.
Las fracciones 1 a 5 presentaron una mayor concentracion de células hipofisiarias,
oscilando entre 4.4X10° +1.2X10° cel/ml y 0.49X10° +0.08X10° cel/ml, respectivamente.
En contraste, las fracciones 6 a 15 presentaron una baja concentracion de células
hipofisiarias, oscilando entre 0.03X10° +0.02X10° y 0.37X10° + 0.007X10° cel/ml

respectivamente.
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Figura 4. Distribucion de los marcadores de densidad separados a través de gradientes
hiperbdlicos de percoll 25-80% (n= 3).
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1 4.40x10° +1.20x10°
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3 1. 68x10°% +0.52x10° 1. 062
4 0.87x10°% +0.21x10°
5 0.49%10° +0. 08x10° 1. 075
6 0.37x10°% +0.007x10°
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8 0.22x10% +0.08x10°
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10 0.09x10° +0. 008x10°5
11 0.07x10°% +0.02x10°
12 0.06X10° +0.03x10°
13 0.03X10° +0.02x10°
14 0.30x10°% +0.06x10° 1. 098
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Figura 5. Distribucion de las células hipofisiarias separadas a través de gradientes hiperbdlicos

de percoll 25-80%. Las flechas indican la posicién de los correspondientes marcadores de

densidad (X£SEM, n= 3).
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6.2 Tincidbn con hematoxilina y eosina de las células aisladas en las fracciones del

gradiente de percoll 25-80%.

En cada experimento, los portaobjetos que contenian las células hipofisiarias
provenientes de las diferentes fracciones obtenidas mediante gradientes de percoll 25-
80%; se tifieron con hematoxilina y eosina (ver material y métodos). De esta manera se
observaron tres tipos de células hipofisiarias con base a su tincion: acidofilas, basofilas
y cromofobas, ademas de eritrocitos (ver figura 6). En la figura 7 se muestran imagenes
representativas de estos tipos celulares, que se distribuyeron en diferentes cantidades
en las fracciones obtenidas a través de los gradientes de percoll 25-80%. En la figura 8
se muestran los resultados del analisis de las células contenidas en cada fraccion. Se
puede observar que las células aciddfilas se encontraron principalmente concentradas
en dos zonas del gradiente: la primera se encontr6 entre las fracciones 1 a 6
(alcanzando una proporcién que oscild entre 41 y 55% del total de células en cada
fraccion) y la segunda se encontré distribuida en las fracciones 7 a 12 con una
proporcion que vario entre 14 y 40%. Las células basofilas, se encontraron
concentradas en tres zonas del gradiente: la primera se encontro en las fracciones 1 a 3
(entre un 42 y 51%); la segunda se encontré en las fracciones 8 a 10 (entre un 47 y
60%); y la tercera se encontré en las fracciones 12 a 13 (entre un 54 y 65%). Las
células cromofobas, se encontraron practicamente en todas las fracciones y su
proporcion se mantuvo entre 1 y 13%. Finalmente, los eritrocitos presentaron un patron
de tincién aciddfilo, y se encontraron principalmente concentrados en las fracciones 14
y 15 (entre un 75y 91%).
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Figura 6. Caracteristicas tintoriales de las células hipofisiarias tefiidas con hematoxilina y

eosina (A= acidofilas; B= basofilas; C= cromofobas; E= eritrocitos).
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Figura 7. Imagenes representativas de las células hipofisiarias separadas en las diversas

fracciones obtenidas mediante un gradiente hiperbdlico de percoll 25-80% y tefidas con

hematoxilina y eosina. Las flechas indican células acidéfilas representativas en cada fraccion.
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Fracci or

A B C E (g/m)
1 43 51 2 4 1.033
2 41 42 13 4 1.049
3 45 45 4 6 1.062
4 55 34 6 5
5 45 41 7 7 1. 075
6 44 41 11 4
7 31 42 11 16
8 40 47 5 8 1.087
9 18 60 7 15
10 21 52 10 17
11 14 49 4 33
12 15 54 5 26
13 7 65 7 21
14 1 5 3 91 1.098
15 2 22 1 75 1.121
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Figura 8. Proporcion relativa de los tipos celulares hipofisiarios obtenidos en el gradiente
hiperbdlico de percoll 25-80% y producto de la tincidon con hematoxilina y eosina. A= aciddfilas;

B= basdbfilas; C= cromoéfobas; E= eritrocitos. (n= 3).
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6.3 Tincién por inmunocitoquimica de las células aisladas en las fracciones del

gradiente hiperbdlico de percoll 25-80%.

En cada experimento, los portaobjetos que contenian las células hipofisiarias
provenientes de las diferentes fracciones obtenidas mediante gradientes hiperbodlicos de
percoll 25-80%; se incubaron con un anticuerpo especifico contra cGH para diferenciar
a los somatotropos del resto de las células hipofisiarias (ver material y métodos). En la
figura 9, se muestran las imagenes representativas de las células inmunorreactivas al
anticuerpo contra GH distribuidas en diferentes proporciones en cada fraccion. Al
cuantificar el nimero de células inmunorreactivas en cada fraccién se observé que los
somatotropos se concentraron principalmente en dos zonas del gradiente (figura 9): La
primera se encontro entre las fracciones 3 a 6, con un porcentaje del 36 al 48%, en un
intervalo de densidad entre 1.062 a 1.081 g/ml. La segunda se encontré entre las
fracciones 8 a 10, con un porcentaje del 33 al 51%, en un intervalo de densidad de
1.087 a 1.092 g/ml.

Dado a que el mayor niumero de células hipofisiarias se concentraron en las primeras
fracciones (figura 5), decidimos ampliar el intervalo de densidad del gradiente
hiperbdlico, pasando de 25-80% a 10-70% percoll, esperando que asi, se obtuviera una

mejor separacion de las células.
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Figura 9. Imagenes representativas de las células inmunorreactivas al anticuerpo contra cGH
(somatotropos) separadas en las diversas fracciones obtenidas mediante un gradiente

hiperbdlico de percoll 25-80%.
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Figura 10. Gréfica y tabla de la proporcién relativa de los somatotropos a lo largo de las

diversas fracciones obtenidas del gradiente de percoll 25-80% (n= 3).
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6.4 Gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (A) con frotis manuales.

Una vez que se amplio el intervalo de densidad de los gradientes. Para verificar la
formacién adecuada de los gradientes hiperbdlicos de percoll 10-70%, en cada
experimento se empled un tubo control en el que se colocaron marcadores de densidad
conocida con un intervalo comprendido entre 1.018 a 1.142 g/ml. De esta manera por
interpolacién, se calculé la densidad a la cual se separaron los diversos tipos de células
hipofisiarias de pollo (figura 11).

Se realizaron dispersiones celulares a partir de 40 hipdfisis de pollos de 4 semanas de
edad (ver material y métodos). La concentracion de células obtenidas por experimento
fue de 90.4X10° +5.5X10° cel/ml (n=3) con un 92.5% de viabilidad. Después de la
dispersion la cantidad total de células obtenidas se dividié en cuatro partes y cada una
se colocd en un tubo sobre los gradientes hiperbdlicos de percoll 10-70% formados
previamente (ver material y métodos). Después de la centrifugacién se colectaron 15
fracciones a partir de cada tubo, y se determiné el nimero de células por fraccién. El
rendimiento de células obtenidas del total colocado originalmente fue de 81.2X10°
+13.8X10° cel/ml, lo que signific6 un 89.8% de recuperacion del total colocado
originalmente. En la figura 12 se muestra la distribucion de las células hipofisiarias en
las diferentes fracciones colectadas a lo largo de los gradientes. La mayor cantidad de
células hipofisiarias se distribuyd en las fracciones 3 a 5 (con una concentracion que
oscild entre 12.15X10° +3.66X10° cel/ml y 21.98X10° +5.55X10° cel/ml), mientras que el
resto de las fracciones las células se distribuyeron en concentraciones menores que
oscilaron entre 0.28X10° +0.05X10° y 9.03X10° +3.45X10° cel/ml.
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Fracci 6 Densi dag
(g/m)
1 1.018
2 1.033
3
4 1.049
5 1.062
6
7 1. 075
8
9
10 1.087
11
12
13
14
1.098
15 1.121

1.12
=.1.09 1.087 (Naranja)
=
-
E 1.075 (Azul)
=
g 1.06- 1.062 (Rojo)
‘n
- ® 1.049 (Verde)
q
(]
1.03- 1.033 (Naranja)
1.018 (Azul)
1.00 I A
0 5 10 15
Fraccion

1.142 (Violeta)
1.121 (Rojo)
1.098 (Verde)

Figura 11. Distribucion de los marcadores de densidad separados a través de un gradiente
hiperbdlico de percoll 10-70% (n= 3).
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30x10°-

20x10°-

10x10°-

Num. de Células/ml

Fracei o Canti dad de cél ul a§ Densi dad
(cel/n) (g/m)
1 0.62x10° +0.24x10% | 1.018
2 3.10x10° +1.44x10°
3 12.98x10° +0.92x10°
4 21.98x10°% +5.55x10% | 1.049
5 12.15x10° +3.66x10° | 1.062
6 9.03x10° 3. 45x10°
7 4.09x10° +1.50x10% | 1.075
8 2.47x10° 0. 74x10°
9 1.70x10° +0.42x10°
10 1. 26x10° 0. 47x10°
11 0.56x10°% £0.13x10°
12 0.42x10° +0.08x10°
13 0.28x10°% +0.05x10°
14 1.53%x10° +0.97x10°
15 9.01x10°% +1.49x10% | 1.098
Total | 81.24x10°% +13.81x10°
oo e N | L I .
—_— =+ 05 - DS
== Hle o -
A N T T

5 10

Fraccion

1,058

15

Figura 12. Distribucion de las células hipofisiarias separadas a través de un gradiente

hiperbdlico de percoll 10-70%. Las flechas indican la posiciébn de los correspondientes
marcadores de densidad (XxSEM,n=3).
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6.5 Tincidbn con hematoxilina y eosina de las células aisladas en las fracciones del

gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (A).

En cada experimento, los portaobjetos que contenian las células hipofisiarias
provenientes de las diferentes fracciones obtenidas mediante gradientes hiperbolicos de
percoll 10-70% se tifieron con hematoxilina y eosina (ver material y métodos). De esta
manera se observaron tres tipos de células hipofisiarias con base a su tincion:
acidofilas, basofilas y cromofobas. En la figura 13 se muestran imagenes
representativas de estos tipos celulares, que se distribuyeron en diferentes cantidades
en las fracciones obtenidas a través de los gradientes hiperbélicos de percoll 10-70%.
En la figura 14 se muestran los resultados del analisis de las células contenidas en cada
fraccion. Se puede observar que las células aciddéfilas, se encontraron principalmente
concentradas en dos zonas del gradiente: La primera se encontro entre las fracciones 4
a 6 (alcanzando una proporcion que oscilo entre 14 £1.2 y 37 +2.4% del total de células
en esas fracciones); y la segunda se encontr6 en las fracciones 8 a 11 entre un 20 2.0
y 49 +2.0% del total de células en esas fracciones). Las células basdfilas se
encontraron concentradas en tres zonas del gradiente: la primera se encontro en las
fracciones 2 a 4 entre un 80 0.5 y 86 +4.5%; la segunda se encontro en las fracciones
6 a 8 entre un 51 +6.9 y 63 +4.1%; y la tercera se encontré en las fracciones 10 a 12
entre un 39 £8.0 y 48 £9.6%. Las células croméfobas, se encontraron practicamente en
todas las fracciones y su proporcion se mantuvo entre 3 £0.8 a 32 £2.2%. Finalmente,
los eritrocitos presentaron un patron de tincion acidéfilo y se encontraron principalmente

en las fracciones 12 y 15 concentrados entre un 32.0 +2.6 y 88 +1.0%.
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Figura 13. Imagenes representativas de las células hipofisiarias separadas en las diversas

fracciones obtenidas mediante un gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% y tefidas con

hematoxilina y eosina. Las flechas indican células acidéfilas representativas en cada fraccion
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. % Ti po_Cel ul ar Densi dad
Fracci 6
A B C E (g/m)
1 4 +0.7{63 +0.3|32 +2.2{ 1 #0.3 1.018
2 2 +0.8|85 +0.3|12 #0.2] 1 0.0 1.033
3 4 +0.9(86 +4.5|/ 8 +0.8/ 2 #0.5
4 14 +1.2|80 0.5/ 4 +0.8| 2 +0.5 1. 049
5 37 +2.4|43 +1.7|12 +2.1] 8 +0.3 1.062
6 24 +1.3|55 +2.6[/12 +2.2] 9 1.5
7 16 +1.6|63 +4.1]13 +1.0|/ 8 +0.6 1.075
8 23 +1.7|51 +6.9/14 #0.3|12 +0.8
9 49 +2.0|24 +0.8|14 #1.7|13 +1.2
10 38 +4.5|39 +8.0[12 #1.5/11 +5.5 1.087
11 20 +2.0/48 +9.5|12 +0.8{20 #8.7
12 9 +0.5|47 +3.3|12 +1.5|32 +2.6
13 11 +2.1]27 +0.8] 7 +0.3]55 +6.0
14 3 +#0.3| 5 +0.5/ 6 +0.8|86 +1.3
15 4 +0.5[4 +0.5|/ 4 +0.0{88 #1.0 1.098
—o— Aciddfilas
100 - —o— Basofilas
. —v— Croméfobas
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Figura 14. Proporcion relativa de los tipos celulares hipofisiarios obtenidos en el gradiente
hiperbdlico de percoll 10-70% y producto de la tincidon con hematoxilina y eosina. A= aciddfilas;

B= basdbfilas; C= cromoéfobas; E= eritrocitos. (X+SEM,n=3).
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6.6 Tincidn por inmunocitoquimica de las células aisladas en las fracciones del

gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (A).

En cada experimento, los portaobjetos que contenian las células hipofisiarias
provenientes de las diferentes fracciones obtenidas mediante gradientes hiperbolicos de
percoll 10-70%, se incubaron con un anticuerpo especifico contra cGH para diferenciar
a los somatotropos del resto de las células hipofisiarias (ver material y métodos). En la
figura 15, se muestran las imagenes representativas de las células GH-
inmunorreactivas distribuidas en diferentes proporciones en cada fraccion. Al cuantificar
el nuimero de células inmunorreactivas en cada fraccion se observd que los
somatotropos se encontraron principalmente en dos zonas del gradiente (figura 16). La
primera se encontrd entre las fracciones 4 a 7, con un porcentaje que oscilé entre 33.7
+2.9y 53.9 £3.5%, en un intervalo de densidad entre 1.049 a 1.075 g/ml. La segunda se
encontré entre las fracciones 10 a 12, con un porcentaje del 16.9 +5.1y 44.7 £2.9%, en
un intervalo de densidad de 1.087 a 1.093 g/ml. Por otra parte, a fin de evaluar si
existian diferencias morfométricas en las dos subpoblaciones de somatotropos aisladas
mediante los gradientes hiperbdlicos de percoll, se calculo el area de las células
inmunorreactivas presentes en las fracciones 4 a 6 (baja densidad, BD) y 10 a 12 (alta
densidad, AD). El &rea promedio de los somatotropos de BD fue de 135.0 +3.4 um?y el
de los somatotropos de AD fue de 148.4 +4.8 um? respectivamente, siendo
significativamente diferentes (p<0.05). En estos experimentos se encontrd6 que los
marcadores de densidad se desplazaban por efecto de la temperatura, pues aunque los
gradientes se centrifugaban a 4°C, las células hipofsiarias de pollo en las diferentes
fracciones se colectaban a temperatura ambiente, lo cual incrementaba la posibilidad de
difusion a lo largo del tubo y esto podria haber modificado ligeramente la distribucién de
las células en las diferentes fracciones del gradiente. Ademas, también se observé que
en los frotis celulares hechos manualmente se podian “colapsar”’ las células, lo que
podria distorsionar su tamafio real. Debido a estos problemas técnicos se decidi6 repetir
los experimentos, cuidando el manejo de la temperatura a lo largo de todo el proceso de
separacibn 'y usando una citocentrifuga para la obtencibn de los frotis.
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Figura 15. Imagenes representativas de las células inmunorreactivas al anticuerpo contra cGH

(somatotropos) separadas en las diversas fracciones obtenidas mediante un gradiente
hiperbdlico de percoll 10-70%.
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Fracci orf . % . % Densi dag

Aci dof i | ay Somat ot ropos| (g/m)

1 4 +0.7 26.1 +3.7] 1.018

2 2 +0. 8 18.3 #5.1] 1.033

3 4 +0. 9 28.8 6.7

4 14 +1.2 33.7 +2.9] 1.049

5 37 +2.4 53.9 #3.5| 1.062

6 24 +1.3| 50.3 4.7

7 16 +1.6 31.1 +4.8| 1.075

8 23 +1.7| 18.9 #4.1

9 49 +2.0| 12.2 5.8

10 38 +4.5| 44.7 +2.9| 1.087

11 20 +2.0| 16.9 5.1

12 9 +0.5] 19.3 #1.7

13 11 +2.1 3.5 +0.5

14 3 +0.3 6 +1.0

15 4 +0.5 6.5 +0.5] 1.098

1001 —@— % Somatotropos
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o
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Figura 16. Proporcion relativa de los somatotropos en las diversas fracciones obtenidas
mediante un gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (X+SEM,n=3). Los circulos sefialan a las

subpoblaciones de BD= baja densidad y AD= alta densidad.
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6.7 Gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (B) frotis con citocentrifuga.

Dado que se observd una mejor separacion de las subpoblaciones de células
hipofisiarias con el gradiente de 10-70% en comparacion con el gradiente de 20-80%,
los siguientes experimentos se hicieron con gradientes hiperbdlicos de percoll 10-70% y
ademas se analizaron las fracciones celulares preparando los frotis con una
citocentrifuga a fin de obtener resultados mas claros con respecto al analisis
morfométrico. Se realizaron dispersiones celulares a partir de 40 hipofisis de pollos de 4
semanas de edad (ver material y métodos). La concentracion de células obtenidas por
experimento fue de 110.0X10° +6.2X10° cel/ml (n=4), con un 90% de viabilidad.
Después de la dispersion celular, la cantidad total de células obtenidas se dividié en
cuatro partes y cada una se coloc6é en un tubo sobre los gradientes hiperbélicos de
percoll 10-70% formados previamente (ver material y métodos). Después de la
centrifugacion se colectaron 15 fracciones a partir de cada tubo, y se determiné el
ndmero de células por fraccion. El rendimiento de células obtenidas fue 100.7X10°
+7.54X10° cel/ml, lo que signific6 un 90.9% de recuperaciéon del total colocado
originalmente. En la figura 17 se muestra la distribucion de las células hipofisiarias en
las diferentes fracciones colectadas a lo largo de los gradientes. La mayor cantidad de
células hipofisiarias se distribuyé en las fracciones 3 a 6 (con una concentracién entre
10.1X10° +1.6X10° cel/ml y 28.3X10° +3.2X10° cel/ml), mientras que en el resto de las
fracciones las células se distribuyeron en concentraciones menores que oscilaron entre
0.25X10° +0.09X10° a 8.4X10° +2.0X10° cel/ml. En esta ocasion los frotis se prepararon
utilizando una citocentrifuga (ver material y métodos), con lo cual se evitd6 que las

células se colapsaran y se apreciaran mejor sus diferencias morfologicas.
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Canti dad de Célul as | Densi dad
(cel/m) (g/m)
25x10° +0.09x10°% | 1.018
. 65X10° +0. 98x10°
.02x10° +3.32x10°
.37x10°% #3.27x10% [ 1.049
.50%10° 15x10°% | 1.062
.16X10° +1.62x10°
. 49x10° +0.54x10° | 1.075
. 46X10° +0.67Xx10°
36x10° +0.86x10°
. 42X10° +0.62X10°
44x10° +0. 38X10°
77x10° 17x10°
. 68x10° 13x10°
.73%10° +0.37x10°
15 8.44x10° +2.07x10° | 1.098
100. 7X10° +7.54x10°
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Figura 17. Distribucion de las células hipofisiarias separadas a través de un gradiente
hiperbdlico de percoll 10-70%. Las flechas indican la posicidbn de los correspondientes
marcadores de densidad (XxSEM,n=4).
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6.8 Tincidbn con hematoxilina y eosina de las células aisladas en las fracciones del

gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (B).

En cada experimento, los portaobjetos que contenian las células hipofisiarias
provenientes de las diferentes fracciones obtenidas mediante gradientes hiperbolicos de
percoll 10-70% se tifieron con hematoxilina y eosina (ver material y métodos). De esta
manera se observaron tres tipos de células hipofisiarias con base a su tincion:
aciddfilas, baséfilas y cromoéfobas, ademas de los eritrocitos. En la figura 18 se
muestran imagenes representativas de estos tipos celulares, que se distribuyeron en
diferentes cantidades en las fracciones obtenidas a través de los gradientes de percoll
10-70%. En la figura 18 se muestran los resultados del andlisis de las células
contenidas en cada fraccion. Se puede observar que las células acidéfilas se
encontraron principalmente concentradas en dos zonas del gradiente: la primera se
encontré en las fracciones 5 a 6 (alcanzando una proporcion que oscilé entre 52 +4.0 y
59 +4.0% del total de células en esas fracciones); y la segunda se encontr6 en las
fracciones 9 a 10 entre un 46 2.0 y 47.5 +1.5.0%. Las células basdfilas se encontraron
concentradas en tres zonas del gradiente: la primera se encontro en las fracciones 1 a 4
entre un 43.5 +7.5.0 y 49 +5.0%); la segunda se encontrd en las fracciones 8 a 9 entre
un 43 +2.0 y 47.5 +4.5%; y la tercera se encontré en la fraccién 14 entre un 54 +£10.0%.
Las células cromofobas se encontraron practicamente en todas las fracciones y su
proporcion se mantuvo entre 7.5 1.5 a 19.5 +1.5%. Finalmente, los eritrocitos
presentaron un patron de tincion acidofilo y se encontraron concentrados en la fraccion
15 entre un 69.5 +2.5%. Por otra parte, para evaluar si existian diferencias estructurales
entre estas fracciones se midio el area correspondiente a las células acidofilas de BD y
AD, la cual fue 184.5 +3.1 y 220.0 +3.9 pum?, respectivamente (p<0.05). Con base a
estos experimentos se confirmoé que se estaban aislando dos subpoblaciones de células

aciddfilas con diferente densidad y morfologia.
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Figura 18. Imagenes representativas de las células hipofisiarias separadas en las diversas

fracciones obtenidas mediante un gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% y tefidas con

hematoxilina y eosina. Las flechas indican células acidéfilas representativas en cada fraccion
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L, % Ti po_Cel ul ar Densi da
Fracci 6
A B C E (g/m)
1 32.5 +2.5/49.0 +5.0/18.0 +2.0] 0.5 +0.5] 1.018
2 36.5 +3.5/49.0 +4.0/14.0 £1.0f 0.5 +0.5] 1.033
3 40.5 +3.5/43.5 +4.5]14.0 +2.0] 2.0+1.0
4 45.0 +3.0/43.5 +7.5/11.5 +4. 5] 0.0 #0.0] 1.049
5 52.0 +4.0|34.0 +6.0/13.0 +2.0f 1.0 +0.0] 1.062
6 59.0 +4.0]26.0 +2.0]J15.0 +2.0f 0.0 0.0
7 44.0 +0.0/43.0 +0.0J13.0 +0.0] 0.0 +#0.0] 1.075
8 40.5 +2.5|/47.5 +4.5|12.0 +2.0] 0.0 #0.0
9 46.0 +2.0[/43.0 +2.0/11.0 +3.0] 0.0 #0.5
10 47.5 +1.5/38.5 +0.5/14.0 +1.5] 0.0 #0.0] 1.087
11 41.0 +1.0]41.5 +1.5/17.5 +2.5] 0.0 +0.0
12 34.0 +5.0]46.0 #6.0]/19.5 +1.5[ 0.5 +0.5
13 20.0 +0.0]54.0 #0.0J15.0 #0.0{11.0 0.0
14 18.0 +3.0]/54.0 #10 |12.0 +3.0{16.0 +16
15 12.0 +1.0J11.0 #5.0] 7.5 +#1.5(69.5 +2.5| 1.098
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Figura 19. Proporcion relativa de los tipos celulares hipofisiarios obtenidos en el gradiente
hiperbdlico de percoll 10-70% y producto de la tincién con hematoxilina y eosina. A= aciddfilas;

B= basdbfilas; C= cromoéfobas; E= eritrocitos. (X+SEM,n=3).
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6.9 Tincién por inmunocitoquimica de las células aisladas en las fracciones del

gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (B).

En cada experimento, los portaobjetos que contenian las células hipofisiarias
provenientes de las diferentes fracciones obtenidas mediante gradientes hiperbolicos de
percoll 10-70%, se incubaron con un anticuerpo especifico contra cGH para diferenciar
a los somatotropos del resto de las células hipofisiarias (ver material y métodos). En la
figura 20, se muestran imagenes representativas de las células GH-inmunorreactivas
distribuidas en diferentes proporciones en cada fraccion de los gradientes hiperbdlicos
de percoll 10-70%. Al cuantificar el nimero células inmunorreactivas en cada fraccion
se observo que los somatotropos se concentraron principalmente en dos zonas del
gradiente (figura 20): La primera se encontré entre las fracciones 4 a 6, con un
porcentaje del 26 1.6 y 33 £3.1%, en un intervalo de densidad entre 1.049 a 1.068
g/ml. La segunda se encontré entre las fracciones 10 a 11, con un porcentaje del 24
+2.1y 27 £2.2%, en un intervalo de densidad de 1.087 a 1.091 g/ml. Por otra parte, a fin
de evaluar si existian diferencias morfolégicas en las dos subpoblaciones de
somatotropos aisladas mediante los gradientes hiperbdlicos de percoll, se calculo el
area de las células inmunorreactivas presentes en las fracciones 4 a 6 (baja densidad,
BD) y 10 a 11 (alta densidad, AD). El area promedio de los somatotropos de BD fue de
184.2 +2.1 pm? y el de los somatotropos de AD fue de 220.3 #2.646 pm?
respectivamente, siendo significativamente diferentes (p<0.05). Con base a estos
experimentos y los reportados con hematoxilina y eosina fue evidente la separaciéon de
dos subpoblaciones de somatotropos que presentan diferencias morfologicas (densidad
y tamafio).

Para estudiar las posibles diferencias funcionales entre estas subpoblaciones (BD y
AD), se procedio a evaluar la respuesta de cada subpoblacion a la estimulacién con un
secretagogo clasico (GHRH), asi como su patron de secrecion de las variantes

moleculares de la cGH.
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Figura 20. Imagenes representativas de las células inmunorreactivas al anticuerpo contra cGH

(somatotropos) separadas en las diversas fracciones obtenidas mediante un gradiente

hiperbdlico de percoll 10-70%.
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% % Densi da|
Fracci ¢ Acidéfild Somatotropod (g/m)
1 32.5+#2.5 | 14 5.8 1.018
2 36.5+3.5 6/+3.0 1. 033
3 40.5+3.5 | 11 #2.3
4 45.0+3.0 | 26 *1.6 1. 049
5 52.0+4.0 [ 33 #3.1 1. 062
6 59.0+4.0 [ 31 +2.2
7 44.020.0 [ 25 #1.0 1. 075
8 40.5+2.5 | 20 #0.8
9 46.0+2.0 | 18 #0.9
10 |47.5+1.5 | 27 +2.2 1. 087
11 |41.0+1.0 | 24 +2.1
12 |34.0%5.0 | 18 +1.2
13  |20.0%0.0 | 10 #1.5
14 |18.0+3.0 | 14 4.0
15 |12.0+1.0 | 11 +2.7 1.098
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Figura 21. Proporcién relativa de los somatotropos en las diversas fracciones obtenidas
mediante un gradiente hiperbdlico de percoll 10-70% (X+SEM,n=4). Los circulos sefialan a las

subpoblaciones de BD= baja densidad y AD= alta densidad.
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6.10 Inmunoandlisis enzimatico (ELISA)

Se utiliz6 un ELISA especifico de tipo indirecto para determinar la concentracién de la
cGH secretada al medio de cultivo por las subpoblaciones de somatotropos BD y AD.
En este método se empled un anticuerpo policlonal contra cGH, producido en conejos
en nuestro laboratorio. La curva patron (figura 22A) se realizé con concentraciones de
rcGH que cubrian un intervalo de 0.5 a 1024 ng/ml, y un coeficiente de variacion inter-e
intraensayo de 8.1% (n=13) y 4.86% (n=3), respectivamente. Ademas, se hicieron
estudios comparativos con diluciones de un extracto hipofisiario de pollo de 4 semanas
de edad y la curva patron de rcGH (figura 22B). Ambas curvas mostraron paralelismo y
se encontr6 una correspondencia entre los valores de 0.20 ug de proteina hipofisiaria
con el de 10 ng de rcGH.

6.11 Efecto del GHRH sobre el contenido y liberacion de GH en las subpoblaciones

aisladas de somatotropos.

En experimentos previos habiamos establecido la relacion dosis-efecto de GHRH sobre
la secrecion de cGH en cultivos primarios de células hipofisiarias dispersas de pollos de
4 semanas de edad. En dichos experimentos se incubaron las células con
concentraciones crecientes de GHRH (0.25-20 nM) durante 2 hrs. Los resultados
mostraron que las concentraciones de 5y 10 nM estimularon la secrecion de cGH por
un factor de respuesta relativa de 1.6 (figura 23), por lo que se decidio utilizar la dosis
de 10 nM de GHRH para estimular a las subpoblaciones de somatotropos obtenidas a
partir de los gradientes hiperbdlicos de percoll.

Después de la separacion de las subpoblaciones de somatotropos BD y AD se
cultivaron estas incubandolas por 48 horas (ver material y métodos), y posteriormente
se estimularon con 10 nM de GHRH durante 2 horas. Mas tarde se determiné la
concentracion de cGH contenida en las células (BD y AD) asi como la liberada a los

medios de cultivo correspondientes, mediante el método de ELISA.
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Los resultados mostraron (figura 24A) que el contenido de GH en las células
correspondientes a la subpoblacion BD fueron diferentes estadisticamente en los
controles (183.8 +13.5 pg cGH/1X10° células) que en los incubados con 10 nM de
GHRH (144.0 #15.0 pg cGH/1X10° células). En contraparte, las células de la
subpoblacion de AD no mostraron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de GH en los controles (166.1 #11.2 pug cGH/1X10° células) que en el
existente en las células incubadas con 10 nM de GHRH (131.6 +14.1 pug cGH/1X10°
células). Por otra parte, se observd un efecto estimulador del GHRH 10 nM sobre la
liberacion de la hormona de crecimiento hacia los medios de cultivo en ambos tipos de
subpoblacion, aunque la estimulacion fue mayor en la subpoblacion de AD (figura 24B).
Los resultados mostraron una estimulacién de la liberacion de GH correspondiente al
7.5% en los somatotropos BD incubados con GHRH en comparacién con los controles,

mientras que en la subpoblacién AD la estimulacion fue de 18.9%.
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Figura 22. A) Curva patrén para la determinacion de cGH (n=13). B) Curvas de paralelismo
utilizando extracto de hipofisis de pollos de 4 semanas de edad y rcGH. El intervalo de

concentraciones de rcGH fue de 0.5 a 1024 ng/ml.
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Figura 23. Relacion dosis-efecto de GHRH en células hipofisiarias.

55



500
w1 400
th- = Subpobl aci o— 2ol G
o % P ng cGH 1X10 ° Sommt ot r opos
* = 3001 BD 183.8 +13.5] 144.0 #15.0
IE AD 166.1 +11.2| 131.6 +14.1
a
B8 200 2 b ab ]
23 — /7 L
100
0
Contro GHR Contro GHR
BD AD
Subpoblacién
500-
400-
58 o
ﬁ e 300- b Subpobl aci 6 n cOOG:; ;.;!LO 5 SorTatG::?:'o 0s
~ = o ab o] p
T 8 a BD 185.6 +20.0f 253.2 +18.6
(8 g 200_ -] AD 218.8 +16.1]| 326.1 +14.5
23
100+
0

Contro GHR Contro GHR

BD AD
Subpoblacién

Figura 24. A) Contenido de cGH en las células correspondientes a las subpoblaciones BD y
AD. B) Contenido de cGH liberada a los medios de cultivo correspondientes a las
subpoblaciones BD y AD. Letras diferentes representan diferencia significativa P<0.05, obtenido
por ANOVA de una via y una prueba de Tukey (XxSEM,n=4).
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6.12 Andlisis electroforético de las variantes moleculares de masa de la cGH.

Después de la separacién de las subpoblaciones de somatotropos BD y AD a través de
los gradientes hiperbdlicos de percoll 10-70%, se sembraron 3.0X10° células
correspondientes a las subpoblaciones y se dejaron incubar durante 48 horas en
cultivos primarios (ver material y métodos). Posteriormente se analizd el patrén de
variantes moleculares de masa de la GH presentes tanto en las células como en el
medio de cultivo, después de la incubacion en condiciones control y con 10 nM de
GHRH (ver materiales y métodos).

En la figura 25 se muestran las imagenes representativas de un analisis electroforético
(SDS-PAGE [CNR] y Western blot), en donde se observa que el patrén de variantes
moleculares de cGH presentes en ambas subpoblaciones BD y AD fue semejante tanto
en el citoplasma de las células control como en el citoplasma de las células incubadas
con GHRH (22, 26, 44, 50, 60, 66, 76, 80 kDa, respectivamente), aunque el contenido
de cada isoforma varié. De igual manara, el patron de variantes moleculares de cGH
presentes en ambas subpoblaciones BD y AD fue semejante tanto en el medio de
cultivo de las células control como en los medios de cultivo de las células incubadas con
GHRH (22, 44, 50, 60, 66 y 80 kDa, respectivamente), aunque el contenido de cada
isoforma vari6 de acuerdo a los resultados del analisis densitométrico (ver mas
adelante).

En la figura 26 se muestra el area total de cada una de las bandas inmunorreactivas
correspondientes a variantes moleculares de cGH de las células en cada subpoblacion
de somatotropos de BD y AD. En el caso de la variante molecular de 22 kDa en las
células correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se
obtuvo un decremento del area total del 63.7 y 37.9%, respectivamente (con respecto a
su control). En el caso de la variante molecular de 26 kDa en las células
correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un
decremento del area total del 79.6 y 50.2%, respectivamente (con respecto a su

control). En el caso de la variante molecular de 44 kDa en las células correspondientes
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Figura 25. Imagenes representativas de un analisis electroforético (SDS-PAGE [CNR] y
Western blot) de las formas inmunorreactivas de cGH detectadas en las células y en el medio

de cultivo correspondiente a las subpoblaciones de somatotropos BD y AD CNR. A) Células y
B) Medio de cultivo.
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a los somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un decremento del
area total del 57.5 y 27.5%, respectivamente (con respecto a su control). En el caso de
la variante molecular de 50 kDa en las células correspondientes a los somatotropos de
BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un decremento del &rea total del 75.8 y
64.6%, respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la variante molecular
de 60 kDa en las células correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en
presencia de GHRH se obtuvo un decremento del area total del 77.8 y 69.4%,
respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la variante molecular de 66
kDa en las células correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de
GHRH se obtuvo un decremento del area total del 58.0 y 54.5%, respectivamente (con
respecto a su control). En el caso de la variante molecular de 76 kDa en las células
correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un
decremento del area total del 66.2 y 71.8%, respectivamente (con respecto a su
control). En el caso de la variante molecular de 80 kDa en las células correspondientes
a los somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un decremento del
area total del 53.1 y 19.8%, respectivamente (con respecto a su control).

Por otra parte, en la figura 27 se muestra el area total de cada una de las variantes
moleculares de cGH de los medios correspondientes a las subpoblaciones de
somatotropos de BD y AD:

En el caso de la variante molecular de 22 kDa en los medios correspondientes a los
somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un incremento del area
total del 13.7 y 11.3%, respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la

variante molecular de 44 kDa en los medios correspondientes a los somatotropos de BD
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Promedio+SEM (P<0.05) | Promedio+SEM (P<0.05) | Promedio+SEM (P<0.05) | Promedio+SEM (P<0.05) | C vs C | GHRH vs GHRH
22 KDa| 5768.0/+175.7 a 2092.2 +185.8 b 3953.3 +44.6 ¢ 24525 +130.7 dof +
26 kDa 395.6 +58.9 a 80.4/+11.6 a 243.2 +299 a 120.9|+185 a
44 kDa| 3781.7 +210.0 a 1606.7 |£121.0 b 3082 £171.3 c 2233.4 +120.5d + +
50 kDa 2023.7 [ £129.5 a 489.4 +56.9 b 2096.3 +131.3 a 740.1 +39.5 cb
60 kDa 942.1/+98.0 a 208.3 +29.9 b 731.0 +38.6 a 223.1 +23.5cb
66 kDa 1590.2 +82.9 a 667.8 +65.6 b 1645.3 +80.3 a 747.0 +40.6 cb
76 kDa 1856.0 +77.4 a 626.9 +46.8 b 1410.9 £779c 396.9 +56.4 db +
80 kDa 1893.3|+101.5 a 886.7 £71.9 b 1167.8|+78.2 cb 936.5 +65.9 db +

Figura 26. Analisis representativo de las areas de las variantes moleculares de cGH detectadas
en las células de las subpoblaciones de somatotropos AD y BD (CNR). Letras diferentes
representan diferencia significativa P<0.05, obtenido por ANOVA de una via y una prueba de
Tukey (X£SEM,n=3). Simbolo (+) indica diferencia entre las variantes de las subpoblaciones BD
y AD.
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80 kDa| 1396.0 +57.9 a 1666.1 £74.8 a 1729.3/+46.8 ab 1900.3 +87.3 b +

Figura 27. Analisis representativo de las areas de las variantes moleculares de cGH detectadas
en los medios de cultivo correspondientes a las subpoblaciones de somatotropos AD y BD
(CNR). Letras diferentes representan diferencia significativa P<0.05, obtenido por ANOVA de
una via y una prueba de Tukey (X+SEM,n=3). Simbolo (+) indica diferencia entre las variantes

de las subpoblaciones BD y AD.
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y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un incremento del area total del 8.9 y 7.6%,
respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la variante molecular de 50
kDa en los medios correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de
GHRH se obtuvo un incremento del area total del 74.3 y 1.8%, respectivamente (con
respecto a su control). En el caso de la variante molecular de 60 kDa en los medios
correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un
incremento del area total del 72.1 y 35.6%, respectivamente (con respecto a su control).
En el caso de la variante molecular de 66 kDa en los medios correspondientes a los
somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un incremento del area
total del 91.9 y 17.7%, respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la
variante molecular de 80 kDa en los medios correspondientes a los somatotropos de BD
y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un incremento del area total del 19.3 y 9.8%,

respectivamente (con respecto a su control).

Con el objetivo de intentar hacer cuantitativo los resultados obtenidos por SDS-PAGE y
Western Blot (CNR), se interpolaron los valores obtenidos en la densitometria de las
variantes moleculares de 22 y 44 kDa de GH en las células y en el medio de cultivo

correspondiente a las subpoblaciones BD y AD de pollo.

Para ello, se hicieron curvas patron utilizando diferentes concentraciones de rcGH (200
a 12.5 ng). Los datos obtenidos por densitometria se analizaron mediante una regresion
lineal, [ver figura 28, condiciones no reductoras (CNR)]. Estos resultados mostraron que
el sistema es semicuantitativo y que permite observar cambios claros en la

concentracion de las bandas de cGH en las muestras analizadas.

Para la variante molecular de 22 kDa de cGH (CNR) en las células correspondientes a
la subpoblacion BD, se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de esta variante en las células control vs aquellas obtenidas después de la
estimulacion con GHRH (51.2 £1.9 ng vs 10.2 +2.1 ng, respectivamente), de igual

manera en las células correspondientes a la subpoblacion AD, se observaron
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Figura 28. A) Imagen representativa de un andlisis electroforético (SDS-PAGE y Western blot)
de distintas concentraciones de rcGH de pollo bajo condiciones no reductoras. B) Grafica de los

datos obtenidos por densitometria a partir del luminograma correspondiente (XxSEM,n=3).
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diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en las
células control vs aquellas obtenidas después de la estimulacion con GHRH (30.9 +0.5
ng vs 14.3 £1.4 ng, respectivamente) (ver figura 29). Esta misma variante molecular de
22 kDa de cGH (CNR) en los medios de cultivo correspondientes a la subpoblacién BD,
se observaron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta
variante en los medios control vs aquellos obtenidos después de la estimulacién con
GHRH (59.9 £2.3 ng vs 69.9 £2.3 ng, respectivamente), de igual manera en los medios
de cultivo correspondientes a la subpoblacion AD, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en los medios control vs
aguellos obtenidos después de la estimulacion con GHRH (69.9 £2.5 ng vs 79.4 £1.0ng,

respectivamente) (ver figura 29).

Para la variante molecular de 44 kDa de cGH (CNR); en las células correspondientes a
la subpoblacion BD, se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de esta variante en los medios control vs aquellos obtenidos después de la
estimulaciéon con GHRH (26.9 2.6 ng vs 2.3 +0.4 ng, respectivamente), de igual
manera en las células correspondientes a la subpoblacion AD, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en los
medios control vs aquellos obtenidos después de la estimulacién con GHRH (18.1 £2.2
ng vs 7.3 £1.5 ng, respectivamente) (ver figura 29). Esta misma variante molecular de
44 kDa de cGH (CNR) en los medios de cultivo correspondientes a la subpoblacion BD,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta
variante en los medios control vs aquellos obtenidos después de la estimulacién con
GHRH (32.1 £1.5 ng vs 36.8 +1.3 ng, respectivamente), de igual manera en los medios
de cultivo correspondientes a la subpoblacion AD, de igual manera, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en los
medios control vs aquellos obtenidos después de la estimulacion con GHRH (30.2 £1.4
ng vs 34.1 £0.7 ng, respectivamente) (ver figura 29).
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Figura 29. Concentracion relativa de las dos variantes moleculares mas representativas de GH:
22 y 44 kDa separadas por SDS-PAGE en CNR, contenidas en 3.0X10° células y en sus
medios de cultivo de las subpoblaciones de somatotropos de pollo. Letras diferentes

representan diferencia significativa P<0.05, obtenido por ANOVA de una via y una prueba de
Tukey (X+SEM,n=3)
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Debido a que se pueden estar confundiendo algunas de las variantes moleculares por
su peso molecular y para reducir algunas de las formas oligomericas fue necesario
emplear condiciones reductoras (ver material y métodos). En la figura 30 se muestran
las imagenes representativas de un andlisis electroforético bajo condiciones reductoras
(SDS-PAGE [CR] y Western blot), en donde se observa que el patron de variantes
moleculares de GH presentes en ambas subpoblaciones BD y AD fue semejante tanto
en el citoplasma de las células control como en el citoplasma de las células incubadas
con GHRH (18, 26 y 46 kDa, respectivamente), aunque el contenido de cada isoforma
vario. Ademas, el patron de variantes moleculares de GH presentes en ambas
subpoblaciones BD y AD fue semejante tanto en el medio de cultivo de las células
control como en el medio de las células incubadas con GHRH (18, 26 y 46 kDa,
respectivamente), aunque el contenido de cada isoforma vari6 de acuerdo a los
resultados del analisis densitométrico (ver mas adelante).

En la figura 31 se muestra el area total de cada una de las variantes moleculares de
cGH de las células correspondientes a las subpoblaciones de somatotropos de BD y
AD. En el caso de la variante molecular de 18 kDa en las células correspondientes a los
somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un decremento del area
total del 12.4 y 21.0%, respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la
variante molecular de 26 kDa en las células correspondientes a los somatotropos de BD
y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un decremento del area total del 11.9 y 40.3%,
respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la variante molecular de 46
kDa en las células correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de
GHRH se obtuvo un decremento del area total del 6.7 y 13.7%, respectivamente (con
respecto a su control).

Por otra parte, en la figura 32 se muestra el area total de cada una de las variantes
moleculares de cGH de los medios correspondientes a las subpoblaciones de
somatotropos de BD y AD:

En el caso de la variante molecular de 18 kDa en los medios correspondientes a los

somatotropos de BD y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un incremento del area
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Figura 30. Imagenes representativas de los analisis electroforéticos (SDS-PAGE [CR] y
Western blot) de las formas inmunorreactivas de cGH detectadas en las células y en el medio

de cultivo correspondiente a las subpoblaciones de somatotropos BD y AD. A) Células y B)
Medio de cultivo.
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Figura 31. Andlisis representativo de las variantes moleculares de cGH detectadas en las
células correspondientes a las subpoblaciones de somatotropos AD y BD (CR). Letras
diferentes representan diferencia significativa P<0.05 obtenido por ANOVA de una via y una
prueba de Tukey (X+SEM,n=3). Simbolo (+) indica diferencia entre las variantes de las

subpoblaciones BD y AD
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Figura 32. Andlisis representativo de las variantes moleculares de cGH detectadas en los
medios de cultivo correspondientes a las subpoblaciones de somatotropos AD y BD (CR).
Letras diferentes representan diferencia significativa P<0.05, obtenido por ANOVA de una via y
una prueba de Tukey (X+SEM,n=3). Simbolo (+) indica diferencia entre las variantes de las

subpoblaciones BD y AD.
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total del 14.3 y 45.1%, respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la
variante molecular de 26 kDa en los medios correspondientes a los somatotropos de BD
y AD, en presencia de GHRH se obtuvo un incremento del area total del 8.4 y 9.2%,
respectivamente (con respecto a su control). En el caso de la variante molecular de 46
kDa en los medios correspondientes a los somatotropos de BD y AD, en presencia de
GHRH se obtuvo un incremento del area total del 15.2 y 22.7%, respectivamente (con

respecto a su control).

Con el objetivo de intentar hacer cuantitativo los resultados obtenidos por SDS-PAGE y
Western Blot (CR), se interpolaron los valores obtenidos en la densitometria de la
variante molecular de 26 kDa de GH en las células y en el medio de cultivo
correspondiente a las subpoblaciones BD y AD de pollo.

Para ello, se hicieron curvas patron utilizando diferentes concentraciones de rcGH (200
a 12.5 ng). Los datos obtenidos por densitometria se analizaron mediante una regresion
lineal, [ver figura 33 condiciones reductoras (CR)]. Estos resultados mostraron que el
sistema es semicuantitativo y que permite observar cambios claros en la concentracion
de las bandas de cGH en las muestras analizadas.

Para la variante molecular de 26 kDa de cGH (CR) en las células correspondientes a la
subpoblacion BD, se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de esta variante en las células control y aquellas obtenidas después de la
estimulacion con GHRH (113.1 +2.3 ng vs 99.3 +2.2 ng, respectivamente), mientras que
en las células correspondientes a la subpoblacion AD, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en las células control y
aquellas obtenidas después de la estimulacion con GHRH (89.3 £1.5 ng vs 52.2 £1.4
ng, respectivamente) (ver figura 34). Esta misma variante molecular de 26 kDa de cGH
(CR); en los medios de cultivo correspondientes a la subpoblacién BD, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en los
medios control y aquellos obtenidos después de la estimulacion con GHRH (83.7 1.1
ng vs 90.9 £0.7 ng, respectivamente), mientras que en los medios de cultivo

correspondientes a la subpoblacién AD, se observo que en presencia de 10 nM de
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Figura 33. A) Imagen representativa de un analisis electroforético (SDS-PAGE y Western blot)
de distintas concentraciones de rcGH de pollo bajo condiciones reductoras. B) Grafica de los

datos obtenidos por densitometria a partir del luminograma correspondiente (X+SEM,n=3).
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GHRH hubo un contenido significativamente mayor de esta variante que en ausencia

del secretagogo (74.1 +0.3 ng vs 81.2 £1.4 ng, respectivamente) (ver figura 34).

Para la variante molecular de 46 kDa de cGH (CR) en las células correspondientes a la
subpoblacion BD, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de esta variante en las células control y aquellas obtenidas después de la
estimulacién con GHRH (14.6 +0.8 ng vs 12.1 +0.8 ng, respectivamente), mientras que
en las células correspondientes a la subpoblacion AD, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en las células control y
aguellas obtenidas después de la estimulacion con GHRH (25.4 +0.7 ng vs 18.7 £1.2
ng, respectivamente) (ver figura 34). Esta misma variante molecular de 46 kDa de cGH
(CR) en los medios de cultivo correspondientes a la subpoblacién BD, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta variante en los
medios control y aquellos obtenidos después de la estimulacion con GHRH (2.6 £0.2 ng
vs 6.5 0.6 ng, respectivamente), mientras que en los medios de cultivo
correspondientes a la subpoblacion AD, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de esta variante en los medios control y aquellos
obtenidos después de la estimulacion con GHRH (4.6 0.5 ng vs 10.9 +0.8 ng,

respectivamente) (ver figura 34).

Hasta aqui, los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la caracterizacion de dos
subpoblaciones de somatotropos siendo una de baja densidad y otra de alta densidad,
las cuales fueron separadas por gradientes hiperbélicos de percoll 10-70%. Ademas,
estas subpoblaciones mostraron un tamafo (area) significativamente diferente siendo
mas grandes las de AD que las de BD. Por otra parte, al comparar la funcionalidad se
observé que la subpoblacion de AD presenté mayor liberacion de cGH en presencia de
10nM de GHRH vs la de BD. Cuando se analiz6 el patrén de las variantes moleculares
de cGH en ambas subpoblaciones (BD y AD) no se encontr6 una diferencia entre éstas,

pero si en el contenido.
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Figura 34. Concentracion relativa de la variante molecular mas representativas de GH:
26 kDa separada por SDS-PAGE en CR, contenidas en las células y en sus medios de
cultivo de las subpoblaciones de somatotropos de pollo. Letras diferentes representan
diferencia significativa P<0.05, obtenido por ANOVA de una via y una prueba de Tukey
(X£SEM,n=3).
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7 Discusion

En la hipdfisis se han identificado algunas células plurihormonales que son capaces de
secretar tanto GH como PRL, por lo que se han denominado mamosomatotropos. Estas
células poseen receptores, sistemas de segundos mensajeros y caracteristicas
secretoras tanto de los somatotropos como de los lactotropos. Ademas, en adenomas
hipofisiarios se han identificado células que producen tanto GH como TSH, llamados
tirosomatotropos (Harvey, 1995). Para explicar este fendmeno se ha propuesto un
mecanismo de transdiferenciacion a través del cual, con base en la demanda, las
células de un tipo hormonal pueden cambiar a otro, a menudo con las alteraciones
morfoldégicas correspondientes. Los mamosomatotropos tienden a ser multinucleados,
por lo que pueden ser tipos celulares distintos o resultar de la fusién de lactotropos y
somatotropos. La plasticidad de estas células también sugiere que pueden servir como
tipos celulares transicionales, o representar a una célula madre capaz de la
transformacién de un tipo celular en otro (Harvey, 1995). Por otra parte, también se ha
reportado que las células hipofisiarias pueden presentar “plasticidad” secretora, definida
como la habilidad que poseen para adaptar su actividad a los requerimientos
fisiolégicos cambiantes, o que genera subpoblaciones discretas dentro de cada linaje
celular que responden diferencialmente a los diversos mecanismos que las regulan
(mamotropos [Hofland et al. 1990], somatotropos [Hoeffler et al. 1987], melanotropos
[Vazquez-Martinez et al., 2001]).

Como se menciond en la Introduccién, anteriormente hemos descrito que en la hipofisis
del pollo, los somatotropos son capaces de sintetizar y liberar a una gama amplia de
isoformas o variantes de la hormona de crecimiento, y que esta heterogeneidad
molecular estd involucrada en la expresidon de la compleja diversidad funcional
caracteristica de esta hormona. Nos hemos preguntado si dicha heterogeneidad podria
estar asociada a la existencia de subpoblaciones de somatotropos que manifestaran
respuestas diferenciales en su capacidad para sintetizar y liberar GH ante diferentes

estimulos fisioldgicos, contribuyendo asi a la “plasticidad” secretora de estas células.
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Para llevar a cabo estudios dinamicos sobre la actividad de tipos celulares especificos
en la hipodfisis, ha sido necesario desarrollar técnicas que permitan su separacion. Se
han desarrollado varias técnicas que permiten la separacion y el aislamiento de
diferentes tipos celulares a partir de una suspension celular mixta. Estas técnicas
pueden variar en su grado de complejidad, capacidad resolutiva y sofisticacion del
equipamiento requerido para realizarlas. Las mas comunes empleadas en la actualidad
incluyen: la citometria de flujo (Wallberg et al.,2005); las columnas de afinidad
(Freshney, 1987); y la centrifugacion en gradientes de densidad utilizando sacarosa
(Hirst et al., 1976), dextran (Ishikawa et al., 1969), Ficoll (Pertoft et al., 1978), o Percoll
(Hall et al., 1982), entre otros.

Anteriormente se han logrado separar diversas subpoblaciones de células hipofisiarias
mediante centrifugacion con gradientes de densidad de Percoll. Asi, se ha reportado el
aislamiento de dos subpoblaciones de melanotropos, referidos como de Baja Densidad
(BD) y de Alta Densidad (AD), a partir del I6bulo intermedio de la hipdfisis de la rana
(Gonzalez de Aguilar et al., 1994; Gonzalez de Aguilar et al., 1997; Vazquez-Martinez
et al., 2001). También se pudieron aislar varias subpoblaciones de gonadotropos a
partir de células dispersas de hipdfisis del pez africano (de Leeuw et al., 1984), y tres
subpoblaciones de gonadotropos (de baja, media y alta densidad) en hipofisis porcinas
(Torronteras et al., 1993b). De igual manera ha sido posible obtener dos fracciones
enriquecidas con lactotropos a partir de células hipofisiarias de bovinos (Ingram et al.,
1988), y separar a lactotropos, células foliculo-estelares y somatotropos en fracciones
con diferente densidad en la rata (Qian et al., 1998). Asimismo, empleando gradientes
de densidad de Percoll fue posible separar, de hipdfisis porcinas, fracciones altamente
enriquecidas (>60%) con gonadotropos, lactotropos y somatotropos, y en menor medida
fracciones conteniendo tirotropos y corticotropos (Torronteras et al.,, 1993a). Se han
logrado aislar dos subpoblaciones de somatotropos de baja (BD) y de alta (AD)
densidad a partir de hipdfisis de rata (Hall et al., 1982; Bollengier et al., 1989; Hofland et
al., 1990; Lindstrom & Savendahl, 1996; Dobado-Barrios et al., 1996a); de ovinos
(Gomm et al., 1987); y de cerdo (Torronteras et al., 1993a; Castafo et al., 1996;
Ramirez et al 1997; Castaino et al., 1997; Ramirez et al., 1998). En este trabajo de tesis
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también pudieron aislarse, por primera ocasion, dos subpoblaciones de somatotropos a
partir de hipdfisis de pollo.

En las aves los somatotropos se localizan principalmente en el I6bulo caudal
organizados en forma de cordones, en donde constituyen entre el 35 y 40% de sus
células mientras que en el I6bulo cefalico son muy escasos y se organizan en islotes o
bien en forma individual, y muestran mayor inmunorreactividad que los somatotropos
del I6bulo caudal (Hull et al., 2000). Para determinar si existian diferentes
subpoblaciones de somatotropos en el pollo, en este trabajo inicialmente se separaron
células hipofisiarias por medio de un gradiente hiperbdlico de percoll 25-80%; siguiendo
las condiciones que han permitido la separacion de células hipofisiarias en ratas (Hall et
al., 1982; Dobado-Berrios et al., 1996a) y en cerdos (Torronteras et al., 1993a; Castano
et al., 1996). En dichos trabajos se reporté una recuperacién de entre el 80 y el 95% de
las células hipofisiarias colocadas originalmente en el gradiente. Sin embargo, bajo las
condiciones empleadas por nosotros en el pollo obtuvimos una baja recuperacion, que
fue solo del 21% de las células colocadas originalmente en el gradiente. Ademas, la
separacién de los distintos tipos celulares bajo estas condiciones no pareci6 muy
adecuada, pues la mayor parte de las células recuperadas (alrededor del 73%) se
distribuia en las tres primeras fracciones del gradiente (ver figura 5). Por otra parte, la
distribucion de los marcadores de densidad (rango comprendido entre 1.018 a 1.142
g/ml) que empleamos como control si se distribuia correctamente de manera hiperbdélica
(ver figura 4), de manera semejante a lo reportado por otros autores (Hall et al., 1982;
Torronteras et al., 1993a). Dado que la mayor parte de las células hipofisiarias de pollo
se concentraron en las primeras fracciones, decidimos cambiar y ampliar el intervalo de
densidad del gradiente hiperbdlico, pasando de 25-80% a 10-70% de percoll,
esperando que asi se obtuviera una mejor separacion de las células. Para la
elaboracién de estos gradientes se probaron dos procedimientos diferentes para
resolver algunos problemas técnicos que se presentaron, por lo cual hablaremos de dos
gradientes hiperbdlicos de percoll 10-70%: A y B. Bajo las condiciones del gradiente A,
la distribucion de los marcadores de densidad fue mas amplia entre las densidades de

1.018 y 1.098, y se observaron mejores resultados en comparacion con el gradiente
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hiperbalico de percoll 25-80%, pues se obtuvo un 89.8% de recuperacion de las células
hipofisiarias de pollo colocadas originalmente, lo cual se asemeja a los resultados
obtenidos en ratas (Hall et al., 1982; Dobado-Berrios et al., 1996a) y en cerdos
(Torronteras et al., 1993a; Castario et al., 1996). Ademas con el gradiente hiperbdlico
de percoll 10-70%, se obtuvo una mejor y mas amplia distribucién de las células a lo
largo del gradiente (ver figura 12), lo que permiti®6 una mejor separacién de las
poblaciones celulares. Uno de los problemas técnicos que encontramos fue que los
marcadores de densidad se desplazaban por efecto de la temperatura, pues aunque los
gradientes se centrifugaban a 4°C, las células hipofisiarias de pollo en las diferentes
fracciones se colectaban a temperatura ambiente, lo cual incrementaba la posibilidad de
difusion a lo largo del tubo y esto podria haber modificado ligeramente la distribucién de
las células en las diferentes fracciones del gradiente. Bajo las condiciones del gradiente
B se corrigio este aspecto técnico y se obtuvo un 90.9% de recuperacion de las células
hipofisiarias colocadas originalmente, en concordancia con los resultados reportados
para el gradiente (A) y para los descritos en ratas (Hall et al., 1982; Dobado-Berrios et
al., 1996) y en cerdos (Torronteras et al., 1993a; Castafio et al., 1996). Ademas se
obtuvo una mejor distribucion de las células hipofisiarias de pollo a lo largo del gradiente
(ver figura 17) encontrandose un pico entre las fracciones 2-10, con un maximo en la
fraccion 4.

Una vez que se logré separar a las células mediante el uso de gradientes hiperbdlicos
de percoll, se procedié a caracterizar morfoldgica y tintorialmente a los tipos celulares
aislados en cada fraccién. Como se sabe, dependiendo de sus caracteristicas de tincidn
con la técnica de hematoxilina-eosina, histolégicamente la hipdfisis esta constituida por
tres tipos de células (aciddfilas, basdfilas, y cromofobas). Los resultados obtenidos
cuando se analizaron las fracciones celulares después de cada separacion en los
gradientes de percoll (25-80%, 10-70% A, y 10-70% B) mostraron ciertas similitudes
generales, en cuanto a la distribucion de los diversos tipos celulares, aunque en los dos
ultimos casos la resolucion fue mejor. Las células acidofilas se distribuyeron
principalmente en dos zonas muy claras, mientras que las células basofilas se ubicaron

mayormente en tres zonas. Por su parte, las células cromofobas se distribuyeron de
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manera uniforme a lo largo de todo el gradiente, y los eritrocitos se concentraron en las
fracciones mas densas (ver figura 35).

En el gradiente de 25-80% de percoll, que tuvo una recuperacién celular pobre de sélo
el 21%, las células acidofilas constituyeron alrededor de 40% del total y se distribuyeron
en dos zonas (fracciones 1-7 y fracciones 8-11) principalmente, abarcando intervalos de
densidad de 1.033-1.080 y 1.087-1.094, respectivamente. Asi pues, 4.49X10° células se
ubicaron en la fraccion de baja densidad y 0.148X10° células estuvieron en la fraccion
de alta densidad, por lo que la relacion BD/AD para estas células acidofilas fue de 30.38
veces. Por su parte, en los gradientes de 10-70% de percoll, en donde se tuvo una
recuperacion cercana al 90% de las células colocadas, las células aciddfilas
constituyeron alrededor de 43% del total y se ubicaron en dos picos conspicuos, entre
las fracciones 4-6 y 8-11 (6= 1.049-1.070 y 1.077-1.090) en el gradiente A y entre las
fracciones 3-6 y 9-11 (6= 1.062-1.070 y 1.083-1.091) en el gradiente B. En este ultimo
alrededor del 90% de todas las células aciddfilas se concentraron en las fracciones de
BD y AD, mientras que el restante 10% se ubic6 en otras fracciones. De esta manera,
33.43X10° células aciddfilas se localizaron en la fraccion de baja densidad y 5.36X10°
células estuvieron en la fraccion de alta densidad. La relacion BD/AD para las células
aciddfilas en este caso fue de 6.23 veces. Al comparar los resultados obtenidos en
pollos con los descritos en rata, se observaron semejanzas en cuanto a la distribucion
de dos zonas de células aciddfilas (BD: 6= 1.055-1.068 y AD: 6= 1.075-1.082), si bien
en el ultimo caso se utilizé el azul de Mallory con alizarina como agente de tincién. Con
esa técnica se pudieron diferenciar a los somatotropos (los granulos se tifien de
amarillo) de los lactotropos (los granulos se tifien de rojo), encontrando que alrededor
del 70% de las células aciddfilas contenidas en la fraccion de BD podrian corresponder
a somatotropos mientras que en el caso de la region de AD éstos podrian alcanzar
hasta el 90% (Hall et al., 1982). Los resultados del analisis realizado con la tincion de
hematoxilina-eosina indicaron que se obtuvieron mejores separaciones de las células

aciddfilas con los gradientes de 10-70% en comparacién con los de 25-80% de percoll.
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Figura 35. Esquema comparativo de la distribucion de los tipos celulares aislados de hipdfisis

de pollo de acuerdo a sus caracteristicas tintoriales: A= aciddfilas (] ), B= basdfilas (i ), C=

cromofobas ([0) y E= eritrocitos (), mediante gradientes de percoll.
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Para poder caracterizar mejor a las fracciones separadas mediante los gradientes de
densidad de percoll se utilizé la técnica de inmunocitoquimica empleando un anticuerpo
especifico contra la hormona de crecimiento, lo que nos permitié diferenciar a los
somatotropos del resto de las células hipofisiarias. Los resultados obtenidos mostraron
que cerca de una tercera parte del total de las células distribuidas en las diferentes
fracciones correspondieron a somatotropos (28.26 * 2.8%), lo que correlaciona
razonablemente con la descripcion de que en las hipdfisis de aves las células
productoras de GH pueden alcanzar hasta un 35% (Hull et al. 2000). De forma similar,
la separacion de células hipofisiarias de cerdos de distintas edades en gradientes de
percoll mostré que las células GH-inmunorreactivas correspondieron al 23, 30 y 35% del
total de la poblacién en animales neonatales, prepuberes y maduros, respectivamente
(Torronteras et al., 1993a). También se observo en este trabajo que los somatotropos
de pollo se distribuyeron en dos zonas conspicuas a través de los gradientes de percoll,
que coincidieron con la ubicacion de las células acidéfilas descritas con la tincion de
hematoxilina y eosina. Estos resultados fueron semejantes a los obtenidos en rata (Hall
et al., 1982; Dobado-Berrios et al., 1996a) y en cerdo (Torronteras et al., 1993a;
Castano et al., 1996) en donde se reportaron también dos zonas con mayor contenido
de somatotropos separados por gradientes de percoll, los cuales denominaron de baja
(BD) y alta densidad (AD), (ver figura 38). En el caso del pollo se observo una diferencia
en el intervalo de densidad en que se distribuyeron los somatotropos BD de pollo entre
los gradientes de 25-80% y de 10-70% de percoll (1.062-1.081 vs. 1.049-1.068);
mientras que los somatotropos de AD de pollo se distribuyeron de forma semejante en
ambos tipos de gradiente (ver figura 38). Estos datos sugieren que la ampliacién del
gradiente de concentracion favorecio la distribucion de los somatotropos en la regién de
menor densidad. Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los
reportados para cerdo (Torronteras et al., 1993a; Castano et al., 1996) se observa que
las subpoblaciones de BD y AD presentaron caracteristicas similares en cuanto al
intervalo de densidad en que se ubicaron (1.051-1.064 vs. 1.049-1.068 y 1.087-1.098
vs. 1.087-1.091, respectivamente). En los gradientes de 10-70% alrededor del 83.2% de

las células GH-inmunorreactivas se separaron en estas dos subpoblaciones de
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diferente densidad, correspondiendo a la fraccion BD un 75.6% y a la de AD cerca del
7.6% de los somatotropos totales. Ambas subpoblaciones se enriquecieron con
respecto al porcentaje de somatotropos (28.2%) en la poblacion inicial de células
hipofisiarias. Especificamente, el 42.8% de las células presentes en la fraccion BD y el
44.7% de las células de la fraccion AD se tifieron con el anticuerpo anti-GH, dando por
consecuencia un enriquecimiento de 1.3 y 1.4 veces, respectivamente. En términos
absolutos, en el gradiente de 10-70% la cantidad de somatotropos de pollo presentes
en la subpoblacion de BD fue alrededor de 10 veces mayor que la cantidad de
somatotropos en la subpoblacion de alta densidad (17.346 + 1.875 vs. 1.746
0.448X10° células, respectivamente). En comparacion, en el cerdo se reportd que un
23.7% de las células hipofisiarias separadas correspondié a somatotropos y que
alrededor del 90% de estos se concentraron en las dos subpoblaciones,
correspondiendo alrededor del 48.9% a los de BD y un 40% a los de AD, dando por
resultado un enriquecimiento de 2 y 1.7 veces, respectivamente (Castaio et al., 1996).

Se ha reportado que las subpoblaciones de somatotropos aisladas a partir de hipdfisis
de cerdo presentan caracteristicas morfofuncionales diferentes. Analizados por
inmunocitoquimica y microscopia fotonica, los somatotropos de BD mostraron un area
menor (71 + 2.5 ym?) que los de AD (88.6 + 2.1 um?). El estudio ultraestructural mostré
que la subpoblacion de BD se caracterizd por una escasa apariencia de granulos de
secrecion en el citoplasma y por un reticulo endoplasmico muy bien desarrollado. En
contraste, la morfologia de la subpoblacion de AD mostré un citoplasma con una
cantidad abundante de granulos de secrecidn y un reticulo endoplasmico poco
desarrollado (Castafo et al., 1996). Estas caracteristicas morfolégicas se mantuvieron
en ambas subpoblaciones independientemente de la edad de los animales (neonatos,
prepuberes o maduros) (Castafo et al.,, 1997). En el caso de las subpoblaciones de
somatotropos aisladas a partir de hipdfisis de rata, las células de BD (tipo |, 8= 1.055-
1.065) tuvieron un area de 40 um?, estaban escasamente granuladas y mostraron un
abundante reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi; sin embargo, los

somatotropos de AD (tipo Il, 8= 1.065-1.087) tuvieron un &area mayor (57 pm?),
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estuvieron densamente granulados, mostraron un nucleo grande y muy escaso reticulo
endoplasmico (Lindstrom y Savendahl, 1996; Dobado-Berrios et al., 1996a). En nuestro
trabajo, encontramos que las subpoblaciones de somatotropos aisladas a partir de
hipdfisis de pollo tuvieron, como se ha descrito, una forma redonda y ovalada, y también
mostraron diferencias en sus areas, siendo siempre menor la correspondiente a las
células de BD. Los valores encontrados variaron de acuerdo al método utilizado para
fabricar los frotis, es decir si fueron realizados de forma manual o bien mediante el uso
de una citocentrifuga. Asi, las subpoblaciones de somatotropos de BD presentaron un
area de 135 + 3.4 um? en los frotis manuales y de 184.2 + 2.1 ym? en los frotis
realizados con la citocentrifuga. Por su parte, los somatotropos de AD tuvieron un area
de 148.4 £ 4.8 pm2 vs. 220.3 £ 2.6 pmz, respectivamente. Las diferencias entre ambas
subpoblaciones fueron estadisticamente significativas (p<0.05) en ambos tipos de
procedimiento. Es probable que las diferencias encontradas entre las técnicas usadas
se deba a que en el caso de la citocentrifuga las condiciones para realizar los frotis son
mas suaves y homogéneas y se pueden controlar mejor y las células estan menos
“‘encogidas”. Por otra parte, parece ser que la subpoblacion de los somatotropos de AD,
ademas de tener un area mayor, fueron mas inmunorreactivos que los de BD. A fin de
profundizar en la caracterizacion de estas subpoblaciones de células GH-
inmunorreactivas sera conveniente, en un futuro, analizarlas mas detalladamente a nivel
ultraestructural de tal manera que se pueda cuantificar el numero, tamafo vy
condensacién de granulos que presentan, asi como su nivel de desarrollo del reticulo

endoplasmico y el aparato de Golgi.

Desde el punto de vista funcional, se ha reportado que las subpoblaciones de
somatotropos de BD y AD, en mamiferos, también presentan caracteristicas diferentes.
En ratas se describié que la liberacion basal de GH en somatotropos del tipo | (BD) fue
menor que la de los somatotropos del tipo Il (AD) (0.116 + 0.024 vs. 0.223 + 0.034 ng
GH/ug proteina x min, respectivamente). Ademas, el GHRH fue capaz de estimular la
liberacion de GH a concentraciones menores (0.01-10 nM) en las células de AD,

mientras que las células de BD unicamente respondieron a dosis mayores del
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secretagogo (1-10 nM). Por su parte, un analogo de la somatostatina (octreotido) redujo
la liberacion basal de GH hasta en un 63% en las células de BD mientras que
unicamente disminuyd dicha liberacidn en un 17% en las células de AD. Esos
resultados mostraron que las subpoblaciones de somatotropos pueden tener una
diferente sensibilidad en su respuesta a los diversos secretagogos (Lindstrom vy
Savendhal; 1996). Asimismo, se mostroé que la expresion del ARNm de GH fue mayor
en las células de BD (Dobado-Berrios et al., 1996a). También se reportd que las
diferencias cuantitativas en su actividad secretora esencialmente se mantienen a lo
largo de la ontogenia, fundamentalmente a nivel de la liberacion basal de GH (Dobado-
Berrios et al., 1996b). Hofland y colaboradores (1990) por su parte describieron que los
somatotropos de AD de la rata fueron mas responsivos al GHRH que sus contrapartes
de BD, pero no encontraron diferencias con respecto a su sensibilidad a somatostatina.
En estudios realizados en cerdos se ha descrito también que las subpoblaciones de
somatotropos de BD y AD presentan caracteristicas funcionales distintas: la liberacion
basal de GH fue menor en cultivos de células de BD que en los de células de AD (153
29 vs. 345 + 19 ng/ml, respectivamente). Asimismo, los somatotropos de BD tuvieron un
contenido menor de GH que los somatotropos de AD (8.3 + 1.9 vs. 33.6 + 2 ug/300,000
células, respectivamente) (Castafio et al., 1996) y estas caracteristicas se mantuvieron
a lo largo del desarrollo del animal (Castafio et al., 1997). Al ser incubadas con
secretagogos, las células de BD mostraron una respuesta clasica a la estimulacién con
GHRH, incrementando la liberacion de GH 1.7 veces sobre los valores control, mientras
que el tratamiento con SRIF no afecto la liberacién basal de la hormona pero bloqued
parcialmente la liberacién de GH inducida por GHRH. En contraste, los somatotropos de
AD respondieron de forma paraddjica a la SRIF pues cuando esta se administré a dosis
bajas, ya sea sola o en combinacion con el GHRH, se obtuvo un incremento mayor en
la liberacion de GH (2.15 y 2.12 veces sobre los controles, respectivamente). En
cambio, estos somatotropos de AD mantuvieron su respuesta convencional al
tratamiento con GHRH (1.7 veces sobre el control) (Castafio et al., 1996; Ramirez et al.,
1997). Otros estudios, enfocados a analizar los efectos del GHRH sobre la

concentracion de calcio libre citosolico [Ca®']; en ambas subpoblaciones de células,
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indicaron que la respuesta de los somatotropos de BD al GHRH dependen de la
movilizacion de calcio de origen tanto extra- como intracelular, mientras que la de los
somatotropos de AD parece ser dependiente exclusivamente de la entrada de calcio
extracelular a través de canales sensibles a voltaje del tipo L. Este efecto diferencial del
neuropéptido sobre la movilizacion de calcio sugiere la existencia de diferencias en los
receptores a GHRH expresados en cada subpoblacion o bien en las vias de
senalizacion intracelular que se activan con la union del secretagogo (Ramirez et al.,
1998). Por otra parte, se report6 que el GHRH aumenta las concentraciones
intracelulares de AMPc en ambas subpoblaciones, pero unicamente incremento el
recambio de fosfato de inositol (IP) en los somatotropos de BD, lo que reforz6 la nocidn
de que el GHRH puede activar diferencialmente a varias vias de senalizacion en estas
células (Ramirez et al., 1999). También se ha descrito, como se menciond arriba, que
SRIF tiene un efecto paraddjico sobre la liberacion de GH en los somatotropos.
Especificamente, a dosis de 107 y 10" M SRIF estimuld la liberacion de GH en
somatotropos de AD, mientras que en los de BD unicamente mostré ese efecto a la
dosis de 10" M. El tratamiento con SRIF a las dosis de 107 y 10" M aumentd la

21, en las células de AD. En

concentracion de AMPc, el recambio de IP y la [Ca
contraste, en las células de BD el tratamiento con SRIF 107 M redujo la [Ca**]; pero no
alterd las concentraciones de AMPc ni de IP, y la dosis de 10™°> M no tuvo ningtin efecto
(Ramirez et al., 2002). Estudios recientes sugieren que la somatostatina ejerce una
regulacion distinta y dependiente de la dosis sobre la expresion diferencial de los
subtipos de receptores a SRIF (sst1, sst2 y sst5) en los somatotropos, y que ello podria
estar involucrado en los efectos diferentes que se han descrito (Castaro et al., 2005).

A fin de analizar si las subpoblaciones de somatotropos aisladas de hipdfisis de pollo
mostraban alguna respuesta funcional diferencial se decididé caracterizar su desempefio
con respecto al contenido celular y a la liberacién de cGH tanto en condiciones basales
como después de ser estimuladas con GHRH. Para ello, inicialmente se realizé una
curva dosis-respuesta con diferentes concentraciones del secretagogo (0.25-20 nM) en
cultivos primarios de células hipofisiarias (ver figura 23 de resultados) y se encontré una

buena respuesta de liberacion (1.6 veces sobre el control) con la dosis de 10 nM. Esta
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respuesta fue similar a la reportada previamente (1.7 veces) por otros autores (Castafio
et al., 1996; Ramirez et al., 1998; 1999;), por lo que se escogi6 la dosis de 10 nM de

GHRH para estos estudios.

De forma analoga a lo reportado para ratas y cerdos, los resultados obtenidos en este
trabajo en cultivos primarios de las correspondientes subpoblaciones de somatotropos
de pollo, indicaron que la liberacion basal de cGH al medio de cultivo también mostré
una tendencia a ser menor en los somatotropos de BD en comparacién con los de AD
(185.6 + 20.0 vs. 218.8 + 16.1 ng/1.0X10° células, respectivamente). Asimismo, los
somatotropos de BD respondieron con una menor liberacion de cGH (1.3 veces) que los
de AD (1.5 veces) al ser estimulados con GHRH 10 nM (253.2 + 18.6 vs 326.1 £ 14.5
ng/1.0X10° células, respectivamente). Sin embargo, a diferencia de lo observado en
cerdos, el contenido celular de cGH en ambas subpoblaciones no mostré diferencias
significativas ni en condiciones basales ni después de ser incubadas con GHRH 10 nM
durante dos horas. Por otra parte, cuando estos mismos datos se analizaron con otra
prueba estadistica (prueba t de Student), tanto el contenido celular de ¢cGH como la
cantidad de cGH liberada al medio de cultivo en ambas subpoblaciones fueron
significativamente diferentes en condiciones basales y de estimulaciéon con GHRH.

El andlisis electroforético y por Western blot mostré que ambos tipos de somatotropos
presentaron un perfil similar de variantes de masa de la cGH bajo condiciones no
reductoras (CNR: 22, 26, 44, 50, 60, 66, 76, 80 kDa). Este patron de bandas
inmunorreactivas mostré6 semejanzas con el descrito para extractos hipofisiarios de
pollos de 4 semanas en CNR (15, 22, 25, 44, 50, 60, 66, 80, 98, 105, y 110 kDa
(Aramburo et al., 2000). En el caso de los medios de cultivo, el perfil de variantes
moleculares de GH bajo CNR consistio en bandas de 22, 44, 50, 60, 66 y 80 kDa
(similar a lo descrito previamente, Martinez-Coria et al., 2002), en ambas
subpoblaciones.

Si bien el patrén de isoformas no fue diferente, si se encontré que la suma total de

inmunorreactividad de las variantes de masa de cGH liberadas al medio de cultivo
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(SDS-PAGE/WB/densitometria) fue 13.7% mayor en los somatotropos de AD que en su
contraparte de BD en condiciones basales, lo que correlaciona razonablemente con el
resultado obtenido por ELISA para la medicion de cGH total (17.9%). Bajo estimulacion
con GHRH 10 nM, las células de AD secretaron 7.2% mas que las de BD. En cuanto al
contenido intracelular, la suma de inmunorreactividad total de las variantes de masa fue
21.5% menor en los somatotropos de AD que en los de BD en condiciones basales,
mientras que después de la incubacion con GHRH los somatotropos de AD contuvieron

un 17.9% mas inmunorreactividad que los de BD.

Se exploré también si era posible observar cambios en las variantes de masa
individuales, para lo cual se desarrolld6 un método semi-cuantitativo mediante Western
blot y densitometria. Se pudieron obtener relaciones lineales razonables (r2= 0.9634 y
0.9099) entre los valores de densidad Optica y la concentracion de cGH (ver figura 28)
para las variantes de 22 kDa y 44 kDa, por lo que solo estas se cuantificaron en el
analisis correspondiente, asumiendo que fueron reconocidas de manera similar por el

anticuerpo utilizado.

En el analisis bajo condiciones no reductoras, se observo que el contenido celular de la
variante de 22 kDa fue 39.6% menor en la subpoblacion de AD que en la
correspondiente de BD, bajo condiciones basales de incubacidén. Después de la
exposicién al GHRH 10 nM, las células de BD mostraron un decremento de 79.9% en el
contenido de 22 kDa, mientras que en su contraparte de AD disminuyo6 sélo un 53.9%.
Por su parte, el contenido celular de la variante de 44 kDa fue 32.7% menor en las
células de AD con respecto a las de BD, bajo condiciones basales. Después de la
incubacion con GHRH, el contenido intracelular de 44 kDa disminuyd dramaticamente
un 91.4% en relacidon con el control en la subpoblacion de BD, mientras que el
decremento de esta variante de masa fue del 59.6% en las células de AD cuando se
incubaron con el secretagogo. El contenido de las variantes 22 kDa y 44 kDa fue 5.0 y
11.7 veces mayor, respectivamente, en las células de BD bajo condiciones basales en

comparaciéon con las incubadas con GHRH. En contraste, el contenido de las variantes
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de 22 y 44 kDa fue unicamente 2.2 y 2.5 veces mayor, respectivamente, en las células
de AD en condiciones control, que en las estimuladas con el secretagogo. Estas
diferencias notables podrian indicar, entre otras alternativas, que las células de AD
responden al efecto del GHRH con un incremento en la sintesis de estas variantes, o
bien que la liberacion de estas isoformas disminuye relativamente en dichas células,
pudiéndose dar también su transformacion a otras variantes (p.ej. formas oligoméricas).
En la subpoblacion BD incubada bajo condiciones basales, la suma de
inmunorreactividad debida a las variantes de 22 y 44 kDa correspondio al 42.4%
mientras que el remanente 57.6% se repartio entre el resto de las isoformas presentes.
Cuando estas células se estimularon con GHRH, la inmunorreactividad debida a 22 y 44
kDa fue unicamente del 8.7% correspondiendo el restante 91.3% a las otras variantes.
En contraste, en la subpoblacion AD las variantes 22 y 44 kDa contribuyeron al 29.5%
de la inmunorreactividad total bajo condiciones basales, mientras que después de la
incubacion con el secretagogo dicha contribucion bajé al 16.3%, correspondiendo a las
otras variantes de masa el 83.7% restante. Por otra parte, cuando estos mismos datos
se analizaron con otra prueba estadistica (prueba t de Student), se observaron
diferencias significativas en la liberacion celular de las variantes de 22 y 44 kDa en los
medios control y aquellos obtenidos después de la estimulacion con GHRH en ambas
subpoblaciones.

Por otra parte, el analisis electroforético y por Western blot mostré que ambos tipos de
somatotropos presentaron un perfil similar de variantes de masa de la cGH bajo
condiciones reductoras (CR: 18, 26 y 46 kDa). Este patron de bandas inmunorreactivas
mostré semejanzas con el descrito para extractos hipofisiarios de pollos de 4 semanas
en CR (13, 15, 18, 23, 26, 36, 39, 44, 48, 59, y 72 kDa (Aramburo et al., 2000). En el
caso de los medios de cultivo, el perfil de variantes moleculares de GH bajo CR
consistié en bandas de 18, 26 y 46 kDa (similar a lo descrito previamente, Martinez-
Coria et al., 2002), en ambas subpoblaciones.

Si bien el patrén de isoformas no fue diferente, si se encontré que la suma total de

inmunorreactividad de las variantes de masa de cGH liberadas al medio de cultivo
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(SDS-PAGE/WB/densitometria) fue 7.8% mayor en los somatotropos de BD que en su
contraparte de AD en condiciones basales. Bajo estimulacion con GHRH 10 nM, las
células de BD secretaron 4.6% mas que las de AD. En cuanto al contenido intracelular,
la suma de inmunorreactividad total de las variantes de masa fue 9.7% menor en los
somatotropos de AD que en los de BD en condiciones basales, mientras que después
de la incubacion con GHRH los somatotropos de BD contuvieron un 30.5% mas

inmunorreactividad que los de AD.

Se exploré también si era posible observar cambios en las variantes de masa
individuales, para lo cual se desarroll6 un método semi-cuantitativo mediante Western
blot y densitometria. Se pudieron obtener relaciones lineales razonables (r2= 0.9287 y
0.8287) entre los valores de densidad éptica y la concentracion de cGH (ver figura 33)
para las variantes de 26 kDa y 46 kDa, por lo que solo estas se cuantificaron en el
analisis correspondiente, asumiendo que fueron reconocidas de manera similar por el

anticuerpo utilizado.

En el analisis bajo condiciones reductoras, se observo que el contenido celular de la
variante de 26 kDa fue 21.0% menor en la subpoblacion de AD que en la
correspondiente de BD, bajo condiciones basales de incubacion. Después de la
exposicién al GHRH 10 nM, las células de AD mostraron un decremento de 41.5% en el
contenido de 26 kDa, mientras que en su contraparte de BD disminuyé sélo un 12.2%.
Por su parte, el contenido celular de la variante de 46 kDa fue 42.5% mayor en las
células de AD con respecto a las de BD, bajo condiciones basales. Después de la
incubacion con GHRH, el contenido intracelular de 46 kDa disminuyé un 17.5% en
relacion con el control en la subpoblacién de BD, mientras que el decremento de esta
variante de masa fue del 26.4% en las células de AD cuando se incubaron con el
secretagogo. El contenido de las variantes 26 kDa y 46 kDa fue 1.1 y 1.2 veces mayor,
respectivamente, en las células de BD bajo condiciones basales en comparacién con
las incubadas con GHRH. En contraste, el contenido de las variantes de 26 y 46 kDa

fue unicamente 1.7 y 1.4 veces mayor, respectivamente, en las células de AD en
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condiciones control, que en las estimuladas con el secretagogo. En la subpoblacion BD
incubada bajo condiciones basales, la suma de inmunorreactividad debida a las
variantes de 26 y 46 kDa correspondi6 al 69.5% mientras que el remanente 30.5% se
repartié entre el resto de las isoformas presentes. Cuando estas células se estimularon
con GHRH, la inmunorreactividad debida a 26 y 46 kDa fue del 77.3% correspondiendo
el restante 22.7% a las otras variantes. En contraste, en la subpoblacion AD las
variantes 26 y 46 kDa contribuyeron al 69.0% de la inmunorreactividad total bajo
condiciones basales, mientras que después de la incubacion con el secretagogo dicha
contribucion bajo al 53.9%, correspondiendo a las otras variantes de masa el 46.1%
restante. Por otra parte, cuando estos mismos datos se analizaron con otra prueba
estadistica (prueba t de Student), se observaron diferencias significativas en la
liberacion celular de las variantes de 26 y 46 kDa en los medios control y aquellos
obtenidos después de la estimulacion con GHRH en ambas subpoblaciones. En
resumen, se observaron en CNR y CR diferencias en el contenido individual de algunas
de las variantes de masa de la cGH entre ambas subpoblaciones de somatotropos,

tanto en condiciones basales como después de incubarlas con GHRH.

Los resultados obtenidos en este trabajo, mostraron la separacion de dos
subpoblaciones de somatotropos de pollo (BD y AD) por gradientes hiperbdlicos de
percoll (10-70%), las cuales presentaron diferencias morfolégicas (siendo mas grandes
las de AD que las de BD) y funcionales (siendo mas responsivas en presencia de
GHRH las de AD que las de BD). Con base a estos resultados, surge una pregunta:
¢, Como se originan estas subpoblaciones? De forma especulativa una de las formas en
que se podria explicar estos resultados es que en la hipdfisis existen algunas células
plurihormonales que son capaces de secretar tanto GH como PRL
(mamosomatotropos). Estas células poseen receptores, sistemas de segundos
mensajeros y caracteristicas secretoras tanto de los somatotropos como de los
lactotropos. Ademas, en adenomas hipofisiarios se han identificado células que
producen tanto GH como TSH, llamados tirosomatotropos. Para explicar este fendmeno

se ha propuesto un mecanismo de transdiferenciacion a través del cual, con base en la
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demanda, las células de un tipo hormonal pueden cambiar a otro, a menudo con las
alteraciones morfolégicas correspondientes. Los mamosomatotropos tienden a ser
multinucleados, por lo que pueden ser tipos celulares distintos o resultar de la fusion de
lactotropos y somatotropos. La plasticidad de estas células también sugiere que pueden
servir como tipos celulares transicionales, o representar a una célula madre capaz de la
transformacién de un tipo celular en otro. Por otra parte, también se ha reportado que
las células hipofisiarias pueden presentar “plasticidad” secretora, definida como la
habilidad que poseen para adaptar su actividad a los requerimientos fisioldgicos
cambiantes, lo que genera subpoblaciones discretas dentro de cada linaje celular que
responden diferencialmente a los diversos mecanismos que las regulan. Ademas, se
conoce una gran diversidad de receptores especificos a secretagogos que pudieran

estar expresados diferencialmente en estas células.

Con base a los resultados realizados en este trabajo, es necesario realizar mas
experimentos para estudiar si las diferencias “aparentes” en las dos subpoblaciones se
debe a etapas de desarrollo diferente de las mismas células (diferentes estadios de
diferenciacion) o bien si se debe a diferencias mas establecidas (distintos receptores,
cadenas de sefalizacion intracelular, respuesta a otros secretagogos, etc.). Por otra
parte, sera importante analizar la expresion del ARNm, evaluar la tasa de sintesis y de

liberacion de cGH con otros secretagogos y mensajeros secundarios.
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8 Conclusiones

Se implementdé un método para aislar diversas poblaciones de células hipofisiarias
de pollo mediante gradientes de densidad. Las condiciones de mejor separacion se
obtuvieron con un gradiente hiperbdlico de percoll 10-70%, obteniéndose una
recuperacion mayor al 90 % de las células totales y con una viabilidad del 90%.

Se aislaron dos subpoblaciones de células productoras de hormona de crecimiento
que presentaron una tincidn acidofila con hematoxilina-eosina y se tifieron

positivamente con un anticuerpo especifico para cGH

Los somatotropos de baja densidad (distribuidos en las fracciones correspondientes
a una densidad entre 1.049-1.068 g/ml) fueron los mas abundantes (75.6% del total

de somatotropos hipofisiarios) con un area promedio de 184.2 +2.1 ym?.

Los somatotropos de alta densidad (distribuidos en las fracciones correspondientes
a una densidad entre 1.087-1.091 g/ml) fueron los menos abundantes (7.6% del total

de somatotropos) con un area promedio de 220.3 +2.6 um?.

Se observo un efecto diferencial de GHRH 10 nM sobre la secrecion de cGH al medio
de cultivo en las subpoblaciones de BD y AD. El secretagogo incrementé la liberacion
total de cGH en un 36.4% en las células de BD mientras que el incremento de cGH total
fue del 49.04% en las células de AD.

Las subpoblaciones de somatotropos aisladas mostraron un patrén de variantes
moleculares de cGH semejante; sin embargo se observo un efecto diferencial en el
contenido de variantes tanto en condiciones basales como en respuesta a la

estimulacion con GHRH.
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