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I. INTRODUCCION
1.- GLANDULA PITUITARIA

Par debajo del hipotdlamo se encuenira la hipéfisis o glandula
pituitaria, es una glandula enddcrina de capital importancia en el
funcionamiento del cuerpo humano. El tejido de la hipéfisis forma una masa
compacta contenida en una depresion del hueso esfenoides conocida camo
" silla turca". Es una glandula doble y cada porcion, con el mismu arigen
embriologico, funciona de manera diferenie. A partir del diencéfalo del
embridn, se extiende hacia abajo una prolongacion hueca digitiforme del
infundlbulo (futuro hipotalamo). Al mismo tiempo crece hacia arriba, desde
el estomodeo (futura boca del embrién) una bolsa del ectodermao (capa
germinaliva externa del embrién), llamada bolsa de Rathke. Estas dos
eslrucluras embrionarias se unen para fornar la hip6fisis del adulto. Se
reconocen dos regiones principales en esta glandula, la adenchipéfisis,
procedente de la bolsa de Rathke y la neurchipdfisis formada a partir del
tejido cerebral (Figura 1).

La adenchipofisis es irrigada por el sistema porla hipolalamo-
hipofisiario (Figura 2): la sangre. que bafia a la eminencia media (regién
donde se encuentran los axones terminales de las neuronas secretoras del
hipotalamao) pasa direclamente a traves de esle sistema a la adenohipdfisis,
lo anterior permite que los factores hipotalamicos que regulan las
secreciones de la hipofisis lleguen directamente, sin diluirse, en la
circulacion periférica. (Noback et al, 1975, Romer/Parsons, 1981)



A RP NL

Figura 1. Desarrolio de la hipdiisis entre la 4a y 8a. semanas
de gestacion en el humano. A: 16bulo anterior; I infundibulo;
NL: 16bulo neural y RP: bolsa de Rathke. Fuente: Dubois et
al. p. 2 (1995).
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Figura 2. Relacién entre la hipofisis y ef hipotdlamo. Las flechas indican la direccion de la corriente sanguinea.
ME: eminencia media; NL: 16bulo neural; PD: pars distalis; Pl: pars interrnedia y PT: pars tuberalis. Fuente:
Chester, et al. p. 287 (1987).



La hipdfisis esta dividida de la siguiente forma (Chester et al. 1987):

ADENOHIPOFISIS.- Pars tuberalis
(LOBULO Pars distalis
ANTERIOR) Pars intermedia
LOBULO POSTERIOR
NEUROHIPOFISIS.-  Lobulo neural
infundibulo: Tronco infundibular

Eminencia media

ADENOHIPOFISIS

La adenohipofisis que se origina del ectodermo oral, presenta células
poliganales en cordones rodeados por un sistema capilar sinusoidal. La
mayoria de las células presentan granulos secretores que confienen
hormonas, se les conoce como células cromdfilas; otras células que
también contienen hormonas son mas pequenas, y no se colorean, por
tal razén se les denomina cromofobas. Las células cromdfilas han sido
divididas en basofilas y acidéfilas segun su afinidad a colorantes bésicos o
dcidos, respectivamente. Gracias a estos estudios histologicos se ha
podido caracterizar 1a pablacién celular de la hipéfisis anterior, sus células
son tirotropas, corticotropas y gonadotropas del grupo de las basofilas;
mamotropas Y somatotropas del grupo de las aciddfilas.

Todas éstas secretan hormonas que gobiernan la funcién de otras



glandulas o tejidos periféricos: la hormona eslimulante de la tircides (TSH)
que como su nombre lo indica estimula a la glandula tiroides; la prolactina
(PRL), estimula mamas, glandulas reproductoras y sistema inmune; la
hormona  adrenocorticotropa  (ACTH), estimula las  glandulas
suprarrenales; la hormona del crecimiento (GH), estimula los tejidos
periféricos; la hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH), estimulan las gonadas (Dubois, 1995; Goodmian, 1988).

En la hipéfisis se describe la presencia de unas células de lipo
granular llamadas células foliculo estelares (FS), (Denef, C. 1989).
Estas células tienen ciertas funciones de acuerdo a sus caracleristicas
morfolégicas. Funcién de sopore en lobulillos. Ademas actiian como
fagocitos, y reguladoras de la microcirculacién en las cavidades
intersticiales. Por ditimo se les ha asignado un papel metahadlico
(Katayama y cols., 1992) y estan envueltas en la regulacion de la sintesis
de matriz extracelular y juegan el papel de restauradoras de las células
granulares de Ia hipofisis. Son el tipo celular predominante en la bolsa de
Rathke (Gospodarowicz y Ferrara 1389). Los trabajos de Ferrara et al en
1987, demostraron que las células folfculo estelares producen el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF).

CELULAS GONADOTROPAS

Las células gonadotropas son grandes y redondas, presentan
granulos de aproximadamente 200 nm, mientras algunas otras muestran
granulos de mayor tamafio 400-500 nm. (Noback, 1975, Dubois, 1990) l.os

dos tipos de granulos son  secrelores, los cuales contienen las



gonadotropinas LH y/o FSH. Por otra parte, se sabe que en la hipofisis
durante e! perlodo entre los 13 y 15 dlas de vida postnatal, existen dos
tipos de gonadoiropas: a) células pequeiias similares a la poblacion celular
infantil que contienen pocos granulos pleiomorficos, y b) células de mayor
tamario semejantes a las células de adulto. Childs et al. En 1981
denominaron a esta etapa como de transicién.

Otro trabajo de Childs, et al. {1992), describe células gonadotropas de
diferentes tamaros duranie el ciclo estral de la rata hembra adulta, cuya
proporcion varia en funcién del estimulo de las hormonas esteroides.

Existe un grupo de gonadotropas pequefias semejantes a aquellos de
las ratas inmaduras (neonatales); se menciona que estas gonadatropas
pueden funcionar como de reserva. Otro tipo son gonadotropas de lamafio
medio con granulos bien definidos y el tercer tipo lo forman gonadotropas

con granulos grandes y pequefios, separados en vacuolas.

LA HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS GnRH

La GnRH es un decapéptido hipotalamico secretado por neuronas, es
una hormona tréfica que estimula la biosintesis y secrecion de LH y FSH,
ya que las células gonadotropas presentan receptores de superficie para
esta hormona (Figura 3), (Smith y Neill, 1987).

La concentracién de los receplores de GnRH estd regulada
negativamente por testosterona y progesterona, mieniras que la regulacion

positiva es llevada a cabo por el estradiot.



. Luteinizing Hormone-releosing Hormone (LH-RH)
ow-Glu-Hls-Tro-Ser—Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly—NHz

Figura 3. Secuencia de la hormona liberadora de gonadotropinas GnRH
(LHRH), Fuente: Chester, et al. p. 368 (1987).



La GnRH in vivo e in vitro regula sus propios receptores, aumentando o
disminuyendo su concentracion mediante su secrecién pulsatii o continua,
respectivamente (Clayton, 1988).

E! cDNA del receptor de GnRH ha sido clonado y se ha encontrado que
codifica una variante Onica del séptimo dominio de estructura
transmembranal, la cual, es caracteristica de los receptores de hormonas
peptidicas que actiian a través de proteinas G. La unién de GnRH con sus
receptores conduce la estimulacién de una gran cantidad de actividades de
fosfolipasa en 1a membrana plasmaética. La intercomunicacion entre estas
vias ocasiona la modulacion diferencial de inositol 1,4,5 - trifosfato  (InsP3)
y de las seflales de diacilglicerol, con los requerimientos especlificos para
estos segundos mensajeros durante la fase inicial y las subsecuentes de la
respuesta de caldlo citoplasmatico inducida por GnRH.

La ocupacién de receptor de GnRH activa a la fosfalipasa C de
membrana para hldrolizar polifosfoinositides, dando lugar a {a formacién de
inositol 1,4,5 trifosfato (1P3) y diacll gliceral, el cual, activa a la protelna
cinasa C (Figura 4), (Stanko et al. 1994).

Estudios en gonadotropas han demostrado que la produccion agonista-
estimulada de InsP3 estd asociada a cambios complejos espacio-
temporales en la concentracion de calcio interno. Estas células también
expresan canales de calcio voltaje-dependientes y disparan potenciales de
accion. Diversos estudios relacionados con la modutacion de la excitabilidad
inducida por GnRH en las gonadotropas, han dado pistas del mecanismo
por el cual, los cambios en la actividad eléctrica de la membrana son

integrados con la liberacién de calcio intracelular mediados por InsP3.
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Los trabajos de Dubois, et al. (1990), han demastrado in vitro, que una dosis
baja de GnRH desde el inicio del cultivo promueve la diferenciacion de las
gonadotropas de rata entre los dias 11 y 12 del periodo de geslacion en un

medio definido.

GONADOTROPINAS

L.a LH y FSH son hormonas de tipo glucoproteico. Conlienen azlcares
unidos covalentemente a residuos de asparagina en la cadena polipeptidica.
Presenlan dos unidades peptidicas denominadas alfa y beta, las cuales no
presentan unién covalente. Ninguna de estas subunidades son
biolégicamente activas por separado, es necesaria la presencia del
complejo alfa-beta.

L.os 6rganos blanco de la FSH son las génadas, en los ovarios estimula
el crecimiento de los foliculos y la secrecién de estrégenos por las células
de fa granulosa y éstas proliferan como respuesta a la estimulacion por FSH
y estrégenos. En los testiculos actia sobre las células de Sertoli y promueve
la maduracion de los espermatozoides (Goodman, 1988).

En lo que respecta a la LH, en el ovario estimula la ovulacién del
foliculo maduro, fa formacién dei cuerpo lileo y fa sintesis de estrégenos y
progesterona por este ditimo. Sus} receptores se encuentran en las células
de la teca interna del ovario. En el testiculo eslimula fas célufas intersticiales

de Leydig para sintetizar y secretar testosterona.

Childs, et al. en 1992, demoslré que en la rata hembra adulto, durante

el ciclo estral, se presentan células gonadotropas de tres tamafios diferentes



y que algunas de las gonadolropas que perlenecen al grupo de las
pequenas, responden a GnRH in vitro, aumentando de tamario y cambiando

su patrdn de almacenaje hormonal de monohormonal (LH o FSH) a

bihormonal (LH y FSH).

2.- DESARROLLO DE LA RATA

De acuerdo a los trabajos de Andrews et al.  (1981), los primeros dias
de vida postnatal de la rata se pueden dividir de la siguiente forma:

El perlodo neonatal se refiere a ia fase del desarrolio, la cual, se
extiende desde el dia del nacimiento al dia ndmero 7. El periodo infantil
corresponde a la fase del desarrollo que comprende del dia 7 al dia 21
Mientras que la etapa juvenil estd comprendida entre los dias 21 y 32
(Andrews y Ojeda, 1981).

Los trabajos de Ojeda, et al. en 1977, mostraron que los niveles séricos
de LH y FSH estan elevados en las elapas tempranas del desarrollo de la
rata hembra y estos niveles se relacionan con una mayor respuesta hacia la
GnRH. Mientras que los trabajos de Déhler y Wuttke en 1974/75 muestran
que los niveles séricos de FSH en la rata hembra presentan un aumento
considerable entre los 13 y los 15 dlas de edad; de igual manera parala LH,
en comparacién con otras edades (Figuras 5 y 6).

Los altos niveles de gonadotropinas circulantes caracterizan el perfodo

infantit de la rata hembra (Smith y Ojeda, 1986).
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Figura 5. Niveles séricas de la hormona luteinizante (LH) en ratas hembra y
macho, del nacimiento hasta los 3 meses de edad. Fuente: Déhler y Wuttke

p. 1004 (1975).
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Figura 6. Niveles séricos de la hormona foliculo estimulante (FSH) en ratas
hembra y macho, desde el nacimiento hasta los 3 meses de edad. Fuenie:
Déhler y Wuttke p. 1005 (1975).



De la misma manera se sabe que estas hormonas interactttan en el ovario
infantil, promoviendo Ia secrecion de estradiol en forma similar a aquella que
se produce en los animales adultos (Andrews, et al. 1981).

Durante el desarrolio posinatal, el incremento mas rapido en el
contenido de los receptores FSH del ovario, coincide con el liempo durante
el cual, fos niveles séricos de gonadotropinas, especialmente el de FSH,

estan mas elevados.

3.- FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO BASICO

En 1939 se realizaron estractos de cerebro, los cuales demostraron
que contenfan factores que promovian la proliferacion de fibroblastos in vitro
(Trowell, O. 1934; Hoffman, R. 1940). Siguiendo esta idea Gospodarowicz et
al. en 1987 extrajeron y purificaron un mitégeno polipeplidico de las células
de la linea 3T3 de la hipOfisis bovina y posteriormente las aistaron del
cerebro, este polipéptido fue nombrado factor de crecimiento fibrobiastico.
Posteriormente fue caracterizado como un polipéptido basico, el cual, posee
aclividad mitogénica para células derivadas del mesodermo vy del
neuroectodermo.

Ahora se conoce a la familia de los factores de crecimiento fibrobléstico
que son polipéptidos con sitios de unién para heparina y consta de siele
miembros conocidos FGF 1 a 7 (Ledoux, D., 1'992):

1 acidic FGF (aFGF)
2 basic FGF (bFGF)
3 hst



4int 2
5FGF S

6 FGF 6

7 FGF 7 0 KGF

Los mas abundantes son el 4cido y ef basico. Este dltimo ya unido al
receptor de alta afinidad, ejerce su accion bioldgica a través de su
actividad intrinseca de tirasina cinasa. En ausencia del receptor de baja
afinidad el bFGF no liga a su receptor de alta afinidad y ne es activo. La
heparina extgena puede facilitar la unidn al receplor de alla afinidad para
activar al bFGF (Klagshrun, M. y Baird, A. 1991).

L.a unidn a los receptores por los factores de crecirniento induce la
dimerizacion del receptor, transfosforilacién y una asociacion subsecuente
con moléculas citoplasmicas de serial ocasionando la sintesis de ADN y
puede inducir la diferenciacion (Li-Y 1994).

Ef bFGF es una cadena peplldica sencilta con un peso molecular de 22
KDa en el cerebro de rata, compuesta por 156 amino acidos (Figura 7).
Gracias al selectivo método de purificacion de cromatografia por afinidad
heparin-sefarosa se sabe que posee dos sitios potenciales de unidn para
heparina: residuos 18-22 y 107-110 (lberg y Klagsbrun, 1990). En 1986
Gospodarowicz, ef al. encontraron que la heparina protege al hFGF de
desnaturalizacién e inactivacion.

Ei bFGF es un potente mitdgeno para las células derivadas del
mesodermo, también se sabe que estabiliza el fenolipo de células en cultivo

y alarga la vida del mismo {(Gospodarowicz, ef al. 1986).
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Figura 7. Estructura del bFGF, donde se muestran los dominios funcionales-——; péptidos de unidn al receptor—
—;residuos basicos del 105 al 128~-~-- de la cadena (10. La estructura de este factor consiste en 12 cadenas

antiparalelas arregladas con un patrén de simetria interna triplegada. Las cadenas estan numeradas
secuencialmente del 1 al 12. Fuente: Zhuy, ef al. p. 93 (1991).
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Las células que responden al factor de crecimiento fibroblastico basico
presentan receptores de superficie celular especificos, los cuales, tienen
una densidad aproximada de 103-104 receptores / célula. El bFGF no se
une a receplores de otros factores de crecimiento, ni otros factores de
crecimiento se unen a! receptor del bFGF.

El bFGF se une a receplores de alta y baja afinidad llamados
proteoglicanos heparin-sulfatados (HSPG). Presentes en la superficie
celular y matriz extracelular. Esta unidn puede explicarse en cuatro pasos
(Figura 8):

1.- El bFGF es exportado hacla la matriz extracelular por la célula.
2.- Es secuestrado como un complejo con HSPG y esté disponible a los
receptores de superficie de baja afinidad, por procesos aun desconocidos.
3.- De esta asociacidon a HSPG se puede donar el factor de crecimiento a
uno o varios receptores de alta afinidad.
4.- El bFGF es internalizado a la célula por los receptores para iniciar la
respuesta celular.

Por ofro lado, Ruoslahti y Yamaguchi en 1991 extendieron esta
observacion a los demaés factores de crecimiento en la que la mayoria de
los proteoglicanos funcionan como moduladores de los factores de

crecimiento.
ACCIONES DEL FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO EN
HIPOFISIS

Existen algunos trabajos del bFGF en hipéfisis, Baird, ef al. (1986),
muestran que fa adicion de FGF a cullivos primarios de adenohipdfisis
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Figura 8. Receptores de alta y baja afinidad del bFGF 1. El bFGF es
exporlado al exterior de la célula 2. Se une a la malriz extracelular para
estar disponible a los receptores de superficie de baja afinidad (HSPG) 3.
Esta asociacion permite que el bFGF pueda unirse a sus receptores de
alla afinidad 4. ElI bFGF es inlernalizado a la célula para iniciar la
respuesta. Fuente: Klagsbrun, ef al. p. 229 (1991).
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modifica 1a respuesta al TRF (faclor de liberacién de lirotropina) en forma
dosis-dependiente y aumentando la secrecion de prolactina.

Schechter en 1992 demuestra que a una cepa de ratas Fischer 344, las
cuales son sensibles al estradiol, se les indujeron tumores hipofisiarios con
el esteroide y las células gonadotropas resultaron inmunoireactivas al
FGF.

Los trabajos de Gospodarowicz y Ferrara (19689) manifiestan que
aparte de estimular la proliferacion y diferenciacion de las células
hipofisiarias, el bFGF puede acluar como regulador paracrino de la
secrecidn hormonal de la hipéfisis.

De igual forma puede incrementar la liberacién de prolactina y disminuir
la liberacion de la hormona del crecimiento en la linea celular hipofisiaria
ChgqC1 (Schonbrunn, 1980). Por otra parte, también modilica la respuesta
de cultivos primarios de hipéfisis anterior hacia TRH, asi se incrementan la
sensibilidad de las células hacia TRH, la cantidad de prolactina y de TSH
liberado (Baird, et al. 1985). Finalmente, las células follculoestelares de la
hi_péﬁsis pueden ejercer un papel regulador en la liberacion de hormonas

hipofisiarias a través de mecanismos paracrinos (Allaerts y Denef 1966).

FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO EGF

El factor de crecimiento epidérmico es una cadena polipeptidica sencilla
de 53 aminoacidos y con un peso de 6 KDa aproximadamente (Bréndli, et
al. 19991). Fue aisladc por primera vez de glandulas salivales de raton
(Cohen 1962). Es un potente mitdgeno y estimula el crecimiento de varios

tipos celulares, incrementa la sintesis de DNA, RNA y proteinas (Miyake, et
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al. 1985). Este factor de crecimiento tiene un homoélogo estructural, el TGF
(transforming growth factor). Los factores de crecimiento de tipo
polipeptidico tienen la capacidad de transformar el fenotipo de células
normales, de ahl se deriva su nombre de factores tranformadores de
-crecimiento. Estos factores han sido clasificados, dependiendo de sus
propiedades fisicas y biolégicas, TGFa y TGFf. El primero de estos compite
con el factor de crecimiento epidérmico en la unidn con sus receptores
(Marquardt, et al. 1983). Estd presente en la hipdfisis del humang vy se
localiza en las células gonadolropas Y tirotropas (Chaidarun, et al. 1894),
Han sido encontrados sitios especificos de unidn al EGF en- el 16bulo
anterior de la hipdfisis de la rata y en su mayoria est&n restringidos a los
lactotrapos y somatotropos, este autor sugiere un papel fisiologico en la
activacion del receplor del EGF en el control de PRL y [a secrecion de GH.
lgualmente, este faclor de crecimiento potencla el tamafto relativo de la
poblacién de lactotropos clasicos en ratas de 10 dias de edad. Cuando es
agregado a células GH; altera la morfologla celular de una apariencia
esférica a una forma aplanada y elongada, acompariado por un aumento en
el tamafio celular (Missale, et al. 1991).

Estudios recientes de Félix, R. et al. (1995), han demostrado que el
factor de crecimiento epidérmico es un polente regulador de prolactina
(PRL) y de la producclén de hormaona del crecimiento (GH) en células GH3.

Toral, et al. en 1996, encontré que el EGF promueve la extension
de! citoplasma de fas gonadotropas en cultivos primarios sobre matriz

de colagena-fibronectina (Figura 9).



Figura 9. Microfotografia que muestra células gonadotropas cultivadas con
‘medio definido més EGF, sobre una matriz de colagena-fibronectina. a:
Células inmunorreactivas a la FSH con el meétode de la avidina-biotina
peroxidasa (células oscuras). b: Células inmunorreactivas a la LH con el
método de la fosfatasa alcalina (células oscuras) X625. Fuente: Toral, et al.
1996.
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Trahajos de Casper, et al. (1994), han mostrado que el EGF estimula la
liberacién del bFGF de astrocitos en cultivo. Finalmente, se sabe que ambos
factores de crecimiento tienen una distribucion sobrelapada, pero no

idéntica, en el sistema nervioso central.
4.- MEDIOS DEFINIDOS

Por el afio de 1911 Lewis y Lewis mantenfan estractos de tejidos en
soluciones salinas y encontraron que la supervivencia aumentaba conforme
agregaban glucosa y algunos amino acidos. Para 1913 Carrel descubrio que
la adicion de un estracto embrionario incrementaba dramaticamente el
crecimiento de estractos de tejidos. Por muchas décadas los investigadores
empezaron a modificar el método de Carrel tralande de reemplazar el
estracto embrionario por componentes conocidos como hormonas, amino
4cidos y vitaminas. En 1846 White desarrollé el primer medio definido, éste
contenia los requerimientos nutrimentales conocidos para animales, plantas
y microorganismos, como glucosa, sales, amino acidos y vitaminas. En 1950
Morgan, et al., desarrollaron un medio definido mas complejo el medio 199.
De aqui en adelante se desarrollaron otros medios que promovian el
crecimiento de diferentes tipos celulares.

El medio de cultivo es la herramienta para mantener célutas in vitro y
de esta manera poder estudiar procesos de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de las células Un medio de cultivo debe satisfacer los
requerimientos de una solucidn salina balanceada isosmolar, algunos
carhohidratos, amino &cidos, proteinas de transporte de fierro, vitaminas,
elementos traza como el selenio, algunas hormonas vy faclores de

crecimiento. Las condiciones optimas de pkl, oscilan entre valores de 6.5y
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7.9, con una proporcion de 5% / 95% de biéxido de carbono y aire,
respectivamente, con humedad de! 80 al 95%. Es necesario suplementar el
medio con antibidticos para reducir la vulnerabilidad de los cultivos a
infecciones baclerianas. Para la mayoria de los cultivos celulares el suero
bovino fetal (sbf), uno de los mas comunes, es necesario para maniener el
crecimiento celular, adicionado enlre 5% y 50%. Es rico en hormonas y
factores de crecimiento. Por otra parte puede ser una desventaja, puesto
que se desconocen todos sus componentes (Bottenstein, J. 1983; Ham, R.y
McKeehan, W. 1979; Rizzino, A., Sato, G. 1979).

Trabajos de Bottenstein y Sato (1979) comparan las diferencias
morfoldgicas de las células en medios definidos (carentes de muchas de las
suslancias presentes en el suero) con las células crecidas en medios
enriquecidos con sbf. las células crecidas en presencia de suero son
aplanadas y exhiben cierto arreglo. Mientras que fas células crecidas en
ausencia de suero se ven en forma de huso, redondas y no muestran

ningun tipo de arreglo.
5.- CULTIVOS CELULARES

In vivo las células animales asi como fas vegetales existen organizadas
de tal forma que estdn perfectamente controlados su diferenciacion y
crecimiento, Muestras de células provenientes de organismos intactos
pueden ser aisladas y desarrolladas in vitro, sin embargo el medio ambiente
extracelular debe ser cuidadosamente seleccionado para mantener la
viabilidad de las células y favorecer su crecimiento, es necesario preparar

un medio de cultivo que contenga una mezcla adecuada de nutrimentos y
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factores de crecimiento. A este procedimiento se le llama cultivo celular
(Smith y Wood, 1991).

CULTIVO CELULAR PRIMARIO

Este es establecido por medio de la siembra de células tomadas
directamente de un tejido a un medio de cultivo. El tejido primeramente es
fragmentado en pequefias porciones mantenidas en una solucion fisioldgica
estéril. Posteriormente, los fragmentos son somelidos a la accién de
enzimas proteoliticas, como la tripsina, para disgregar el tefido en células
individuales.

La mayoria de las células en un cultivo primario requieren de un
sustrato adecuado para su crecimiento y éstas son llamadas células
dependientes de anclaje (Smith y Wood, 1991).

LINEAS CELULARES

Existe otro tipo de células, las llamadas transformatas. Estas
adquieren la capacidad de crecer indefinidamente, perder su sensibilidad a
estimulos relacionados con contro! de crecimiento y perder su dependencia
de anclaje. A este conjunto de células transformadas se les denomina [Ineas
celulares (Smith y Wood, 1991).



6.- MATRIZ EXTRACELULAR

Las membranas basales son depositadas por celulas endoleliales,
epiteliales y algunas células mesenquimatosas, que son producidas como la
primera matriz extracelular durante el desarrollo embrionario temprano.
Estas matrices tienen la estructura tipica de una hoja delgada o de pelicula,
que ohservadas a microscopla eleclronica revelan una densa nube de
electrones llamada 1amina densa y una nube clara llamada lamina lucida.
Estas proveen soporte mecénico a las células residentes, funcionan como
una barrera semipermeable entre los comportamientos de los tejidos y
acluan como reguladoras del! anclaje celular, migracién y diferenciacién
(Schittny, J.C., 1989).

SUSTRATO

E!l sustrato es una capa adherente. Un sustrato apropiado es esencial
para el buen crecimiento y diferenciacién de todas las células con capacidad
adherente. Puede estar constituido por moléculas derivadas de suero o
componentes de la matnz extracelular derivados de las células. Sabre este
sustrato las celulas pueden proliferar, migrar, formar agregados vy
diferenciarse. Muchos tipos de sustralo dependen de! tipo celular en
cuestion y éstos pueden Incluir diferentes tipos de colagena, polilisina,
elastina, glicosaminglicanos, proteoglicanos y glucoprotelnas como la

fibronectina (Bottenstein, 1983).
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POLILISINA

Una gran variedad de polimeros son utilizados en la adhesion celufar,
uno de los mds comunes es la polilisina. Sus isémeros L. y D son
igualmente efectivos. Un polimero de 10 amino &cidos de longitud es
suficiente para funcionar como sustrato. Los isémeros D son los mas
usuales, ya que evitan la interferencia con otros amino Aacidos I.
bioldgicamente activos producidos por la degradacién del polimero
(McKeehan, W.L., 1976).

COLAGENA

La colagena, el mayor constituyente de la matriz extracelular, es usada
como sustrato en el cultivo de una gran variedad de células y para cubrir
superficies como vasas de cultivo, portaobjetas, cajas de Petri, etcétera.

Esta proteina con un peso aproximado de 300 000 media el anclaje
celular por mecanismos direclos e indirectos. Los directos se refieren al
anclaje no covalente de la membrana celular a la ‘matrz extracelular de la
coldgena. Los mecanismos indirectos se refieren al anclaje de células y su
interaccién con protefnas comeo fibronectina, faminina y condronectina.

La coldgena ha sido especialmente utilizada en el cultivo de células
crecidas en la ausencia de suero (Morris, R.J. et al. 1987. Ethier, S. 1986).



FIBRONECTINA

La fibronectina (FN) es una glucoproteina dimérica ampliamente
distribuida en forma soluble en el plasma y otros fluidos corporales.

Muchos tipos celulares sintetizan y secretan FN, pero la mayoria
circulante es producida por los hepatocitos.

La FN tiene muchas funciones adhesivas, por ejemplo en las uniones
célula-célula, adherencia celular al plastico o membranas basales y la
estabilizacidon de los coédgulos. Cada cadena polipeptidica de la FN puede
ser dividida en dominios funcionales, como son: dominio de unién celular,
dominio de unidén a la coldgena, dominio de union a la heparina, por
mencionar algunos. La FN promueve el anclaje y la subsecuente extensién
de muchas células en el plastico (Proctor, R.A., 1987. Mosher, D.F., 1984.
Hynes, R., 1985. Yamada, K. M., 1989).



Il. JUSTIFICACION

No se conoce el papel del FGF durante los procesos de maduracion de
las células gonadotropas, por tal razén decidimos estudiar su efecto en una
poblacion de células en proceso de maduracion (a los 14 dias de vida
postnatal).

Tomando en cuenta lo anterior, se propone que en la etapa infantil de
la rata hembra el FGF, participa en la proliferacion de las células

gonadotropas y en el incremento de la liberacién de gonadotropinas.



Hl. HIPOTESIS

Si a los 14 dias de vida postnatal la rata hembra presenta un tipo de
célula gonadolropa pequefia semejante a las observadas en la efapa
neonatal (primera semana) y otro tipo de células de mayor tamafio
semejantes a las observadas en la etapa adulta (efapa de transicién),

entonces esto puede deberse a que se encuentran en el periodo active de

maduracion.

Si las células folfculo estelares FS producen el bFGF y se sabe que
este factor de crecimiento tiene capacidad reguladora de la diferenciacidn,
se puede proponer que éste sea uno de los causantes de la maduracion de

las céjulas gonadotropas.



IV. OBJETIVOS

GENERAL: Estudiar la participacién del bFGF en el desarrollo in vitro
de las células gonadotropas de rata hembra de 14 dias de edad que

corresponde a la elapa de transicién .

PARTICULARES:

1 Disefiar un medio definido (libre de suero) para el cultivo de células

hipofisianas.

1a. Comparar la morfologla celular en cultivos primarios de células de
hipdfisis anterior de ratas hembra de 14 dias de edad, en medio definido y

en medio enriquecido con SBF (situacién contral).

1b. Probar diferentes substratos y combinaciones de los mismos para

obtener la mejor adhesion celular de células crecidas en medio definido.

2 Estudiar la funcionalidad de las células gonadotropas, determinando
la secreciéon de LH y FSH espontdnea y estimulada con hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), de las células cultivadas en las

condiciones conirol (suero bovino fetal) y experimental (medio definido).

3 Estudiar la actividad del bFGF en la morfologla y funcionalidad de las

células gonadotropas.
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4 Investigar si las células gonadotropas requieren de GnRH para su

desarrollo en medio definido.

5 Analizar los cambios morfologicos de las células gonadotropas

cultivadas con la mezcla de FGF-EGF.



V. MATERIALES Y METODOS
PREPARACION DE LA CAJA DE CULTIVO

Un dia antes de la elaboracién del cullivo se aplicaba el primer sustrato
a una caja de cultivo de 24 pozos (COSTAR, USA) y se dividian de modo
que se tuvieran los lotes deseados para las condiciones experimentaies y de
control en mismo numero de pozos. La caja se mantenfa en condiciones

estandares de cultivo (Figura 10).

Al dia siguiente se aspiraba el primer sustrato y se colocaba el
segundo (Bottenstein y Sato, 1980) y se incubaba por 1 hr. Si el primer
sustrato era polilisina (D-polilisina 1 mg/ml BOEHRINGER MANNHEIM,
FRG) era necesario hacer enjuagues con agua estéril; cuando era colagena
(Colagena S TIPO 1 3 mg/ml BOEHRINGER MANNHEIM, FRG) era
necesario dejaria secar antes de que se agregara el segundo sustrato:
fibronectina (Fibronectina 1 mg/ml BOEHRINGER MANNHEIM, FRG).
Pasados 60 min se aspiraba la fibranectina que no se habfa adherido al
primer sustrato y se afiadian los medios (1 ml/pozo). De esta manera se

tentan diferentes lotes experimentales:

a) Medlo definido

b) Medio definido + bFGF 10 ng/m! (SIGMA, USA)
c) Medio definido + bFGF + EGF (SIGMA, USA)
Y ei lote control:

d) Medio con sbf
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En los experimenlos en los cuales querfamos determinar la
participacién de GnRH en el desarrollo del cullivo, se repetian las
condiciones a, b, ¢, d y se agregaba GnRH 2.5 pg/ml (SIGMA, USA).
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Figura 10. Diagrama que muestra la preparacion de la caja de cultivo 24 hr

antes del mismo.



MEDIO DEFINIDO DE CULTIVO pH 7.4

Se utilizé medio 189 (GIBCO, USA) al cual se le afladia: 5 ng/m! de
trilodotironina (T3), (SIGMA, USA), insulina 5 ugr/iml (BOEHRINGER,
MANNHEIM, FRG), transferrina  § ugrimi (SIGMA, USA); 60 ng/ml de
progesterona (SIGMA, USA); 6 ng/ml de corticosterona (SIGMA, USA), 16
ug/mi de puirescina (SIGMA, USA); 1 mg/ml de albimina bovina
(fraccidn V SIGMA, USA); 2.9 pg/ml de selenito de sodio (SIGMA, USA); 2.4
mgiml de heparina (GIBCO, USA); penicilina 10,000 Uliml-estreptomicina
10,000 g/ml (GIBCO, USA); HEPES (N-f2-Hydroxyethyl(piperazine-N'-[2-
ethanesulfonic acid]) 10 mM (SIGMA, USA) y bicarbonato de sodio (BAKER
ANALYZED, USA).

MEDIO ENRIQUECIDO CON SBF pH 7.4

Medio 198 (GIBCO, USA); penicilina 10,000 Ul/mi-estreptomicina
10,000 pg/ml (GIBCO, USA); 10% de suero bovino fetal (BOEHRINGER
MANNHEIM, FRG); HEPES 10 mM (SIGMA, USA) y blcarbonato de sodio
(BAKER NALYZED, USA).

CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS GONADOTROPAS

(Basada en la melodologla de Mendoza, et al. 1993).

Se utilizaron ratas hembras Wistar de 14 dias de edad, las hipdfisis se
obtuvieron decapitando a los animales previamente anestesiados con
cloroformo, las cuales, se manluvieron en solucién libre de calcio y

magnesio* estéril. Se procedié a hacer tres lavados en la misma solucion.
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Se separaron los lobulos intermedio y posterior. Los l6bulos anteriores
fueron cortados en pequeriios trozos en la mencionada solucion salina. Se
realizd una centrifugacion suave a 800 rpm durante 5 min (Centrifuga
BECKMAN TJ-6), se desechd el sobrenadante (solucion libre de calcio y
magnesio) y la pastilla que contenfa las adenohipéfisis fragmentadas se
sometid a una digestion enzimética con tripsina al 0.25% (1:250 GIBCO,
USA) en un bafio (PRECISION-SCIENTIFIC) a 37 °C por 15 min. A esla
solucién se agregé inhibidor de tripsina* 100 wml (GIBCO, USA) para
bloquear el efecto de la misma y se realizaba una centrifugacion a 800 rpm
durante 5 min.

El sobrenadante era desechado, la pastilla se resuspend|a y el tejido
era disgregado mecanicamente pasando los fragmentos a través de una
pipeta Pasteur con medio definido. La suspension celular era filtrada con
una malla de nylon para séparar los restos de tejido  de las células y
posteriormente se sembraban 200 i por pozo de esta suspension,
aproximadamente 2x10° células/mi provenientes de 20 hipéfisis.

La caja de cullivo se mantenia en condiciones estdndares de cullivo a
37 °C, una atmosfera himeda conteniendo 95.6% de aire y 4.4% de CO,, en
una incubadora Steri-Cult 200 Incubator (FORMA SCIENTIFIC, USA).

Utilizando un microscopio invertido se hacian observaciones a las 24 hr
y se aplicaba una dosis mas de bFGF 10 ng/ml (SIGMA, USA) al lote

correspondiente. Se realizaba ofra observacion a las 48 hr (figura 11).

* Véase Apéndice A
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PRUEBA DE EXCLUSION CELULAR CON AZUL DE TRIPANO

Se tomaron 90 pi de 1a suspension celular y se agreg6 azul de fripano
10 pl (SIGMA, USA), se realizaba un conteo de las células vivas

considerando a aquellas tefiidas con azu! de tripano como muertas,

PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR CON EL METODO DE SALES DE
TETRAZOLIO MTT (Vector, USA)
¢

El método del ensayo colorimétrico basado en las sales de tetrazolio
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-bromo difenil tetrazolio 5mg/ml) es utilizado en
la cuantificacién de células vivas metabélicamente activas. EI MTT (amarilio)
es melabolizado por deshidrogenasas mitocondriales dando lugar al
formazan (purpura), lo cual, s6lo ocurre en células vivas. Los cristales de
formazan se solubilizan dando lugar a una solucion coloreada que es
cuantificada por un lector ELISA,

A las 48 hr del cultivo se agregaban 10 ul por pozo de la solucién MTT.
A las 4 hr se agregaban 100 pl de fa solucidn solubilizadora (SDS, 10% in
HCl, 0.01 molfl} y se dejaba incubar a 37 °C en un ambiente himedo por 24
hr, Posteriomente se realizaba la lectura con un filtro de 630 nm. L
actividad total de las deshidrogenasas mitocondriales expresada como el
incremento en absorbancia a 630 nm, serd direclamente proporcional al
numero de células vivas.
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Figura 11. Diagrama de la elaboracitn del cultivo primario de,adenohipofisis.



39

EXPERIMENTO CON GnRH

A las 48 hr del cullivo se preparé un medio de cultivo fresco: 100 ml de
medio 199 + HEPES y bicarbonato pH 7.4. Se retir el medio de los pozosy
se hizo un lavado con medio fresco. En la segunda aplicacion de medio se
agregé la GnRH con una concentracion de 2x10° M (dosis media 50),
(BOEHRINGER MANNHEIM, FRG). Para conocer fa secrecion basal o
espontanea, un grupo de células solo recibieron el solvente (agua). Se dejo
incubar 60 min y al final de este periodo se retiré el medio y se colocd en
tubos de centrifuga (Part # 8560 12mm X 75mm Test Tubes), para ser
centrifugado a 800 rpm por 7 min. Se cambi6 el sobrenadante a tubos

limplos y se cangelaron a -40 °C para su posterior andlisis (Figura 12).

RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

La cuantificacién de gonadotropinas por radioinmunoandlisis se realizo
gracias a los reactivos gentilmente donados por el NIDDK-NIH. Se utilizaha
un anticuerpo policlonal hecho en conejo contra las cadenas alfa y beta de
las hormonas LH de rata (NIDDK-anti-rLH-S-11, con la curva eslandar
NIDDK-rLH-RP-3) y FSH de rata (NIDDK-anti-rFSH-S-11, con la curva
estandar NIDDK-rFSH-RP-2). Los coeficientes intra e inter ensayo fueron
5.42% y 37% para LH; 3% y 133% para FSH, respeclivamente. Se ulilizo un

segundo anticuerpo hecho en cabra contra inmunoglobulinas G de conejo.

* Véase Apéndice B
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Se ulilizd un contador de radiaciones Gama, Cobra Il auto-gamma.
Resolucion 23.9% (1'®) y con una eficiencia de 81.77 (1'®) (Packard, USA).

INMUNOCITOQUIMICA DE FSH

Después de haber tomado el medio de los pozos, as células adheridas
en los portaobjetos, se lavabhan con amortiguador PBS pH 7.4*. En seguida
se fijaban con paralormaldehido* (SIGMA, USA) al 4% en PBS + calcio
(GIBCQ, USA) por 1 hr a T/A. Se retiraba el fijador y se lavaba con PBS
dos veces. Se observaban las células al microscopio para notar la calidad
de la fijacion. En seguida se agregaba una solucion de glicina 250 mM*
(SIGMA, USA) en PBS por 15 min. Se lavaba una vez con PBS y se
agregaba una solucidn de triton* 60 ul, PBS, y suero normal de cabra 450 pl
{segun kit VECTOR), dejandolo por 1 hr. Después de retirar (a solucion
anterior y sin enjuagar se incubaba con el anticuerpo primario anti-pFSH*
{donacidn NIADDK) diluido 1:30 000 en PBS, y suero normal de cabra 150
ul, unos pozos se procesaron con la misma solucién pero sin anticuerpo,
durante toda ia noche a temperatura ambiente para tenerlos como contro!
negativo.

Al terminarse el periodo de incubacion con el primer anticuerpo se
hacia un lavado con amortiguador TBS (tns[hydroxymethyl]-
aminomethanohydrocloruro) pH 74 y se agregaba la solucion del
anticuerpo biotinilado* (VECTOR, USA), TBS y suero normal de cabra 100
pl por 60 min. Se enjuagaba una vez con TBS. Se incubaba con los
reactivos A y B (avidina peroxidasa VECTOR, USA) en TBS por 30 min,
Estos deberian ser preparados media hora antes de ser usados. Se hacia

un lavado con TBS. Seincubaba durante 10 min en una solucion de
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diaminobencidina*, TBS y peréxido de hidrégeno 20 i, se retiraba esta
solucion y se agregaba agua. Se deshidrataba con alcoholes graduales
y se contratefifa con azul de metileno (SIGMA, USA). Se montaba sobre
portacbjetos de vidrio con resina polymount. Los portachjetos se

observaban en un microscopio invertido (Zeizz West, Germany).
El andlisis estadistico de los datos se realizo por medio de ANOVA y
con la prueba de Tukey-Kramer. Utilizando el programa InStat2. Los

resultados se muestran como la X +EEM de por lo menos 3 experimentos

* Véase Apéndice C



VI. RESULTADOS
MEDIO DEFINIDO

El medio definido que fue utilizado por primera vez se elabord
siguiendo las indicaciones para preparar un medio definido de neuronas
(Botlenstein, 1979), donde los elementos principales son insuling,
transferrina, progeslerona, putrescina y selenito de sodio; adicionados a
medio Dulbeco's modified Eagle's medium/medio F12 (50:50 viv). En cuanto
alas gonadotropas nos encontramos que’ estas células no se mantenian
en la mezcla de DMEM/F12, ya que no pueden prescindir de insulina pues
se presenta muerte celular a las 24 hr. Se decidio probar el medio 199, que
aunque tiene menor cantidad de nutrimentos, resultd ser el medio mas
adecuado para la supervivencia de las células. Aunque funcionalmente
presentaban secrecion basal muy elevada, ausencla de respuesta a la
GnRH, asl camo muy pobre adhesitn al sustrato, Al medio definido se le
afiadio corticosterona, T3, bFGF y heparina mejorando notablemenle la
secrecidn espontanea, es decir, que disminuyd a los niveles que se

observan con sbf (control) (Figuras 13 y 14).

SUSTRATO

Otro de los problemas a resolver fue el sustrato o matriz sintética en el
cual se adheririan las células. Los grupos de Childs y de Denef utilizan
polilisina en sus cultivos obteniendo buenos resultados, pero no utilizaban

un medio definido. En un principio se utilizé polilisina, pero s6lo unas



cuantas células se adherian al sustrato. Se pens6 en una combinacion de
substratos. Se eligio la fibronectina como segundo sustrato. Cuando se
hacian lavados con medio fresco las células se perdian y no habia
respuesta al estimufo con la GnRH. Finalmente, se probo colagena con
fibronectina, resultando ser un sustratlo mas adecuado y se evitd la pérdida
celular. Se puede observar la adhesion celular en las Figuras 15 a 18 que
muestran cultivos de 48 i, sobre matriz de colagena-fibronectina, en medio
definido, medio definido + FGF, medio definido, la mezcla EGF-FGF y sbf.

EFECTO DEL FGF EN LA FUNCION SECRETORA DE LAS CELULAS
GONADOTROPAS

L.a participacién del factor de crecimiento fibroblastico, en la funcién
secretora de las células gonadotropas, pudo ser analizada y comparada
con el control sbf por medio de radioinmunoanalisis. En 1a Figura 13 se
observa la concentracién de LH en el medio de incubacién correspondiente
a la secrecién esportdnea y a Ia estimulada con GnRH 2 niM de las células
cultivadas en medio control, sbf, y en el medio definido con y sin FGF, asi
como los cultivos que recibieron el tratamiento con 1a dosis baja 2 pM de
GnRH durante toda la fase de cultivo.

Se puede ohservar que en el cultivo control (SBF) la secrecion
estimulada aumentd en un 168% con respecto a la secrecién basal. En el
caso de las células cultivadas en el medio definido no se presentd
incremento en la secrecién con el estimulo agudo con la GnRH, pero si las

células eran lratadas con FGF respondian al estimulo de manera



significativa, 78%, alin cuando no alcanzan los niveles observados en las
células control.

E! tratamiento duranle el periodo de cuitivo con la GnRH 2.5 pM no
favorecid que las células cullivadas en medio definido respondieran a la
eslimulacion aguda con ta GnRH como lo esperibamos tomando en cuenta
los trahajos de Dubois, et al. (1990), pero en cambio se presentdé un
incremento significativo, 74%, de 1a secrecién espontanea en estas células
con respecto a las no tratadas. Las células con el tratamiento con FGF y
GnRH presentaron un incremento del 49% en la secrecion espontanea de
LH con respecto a las que solo recibieron el FGF y la repuesta al estimulo
agudo con la GnRH fue significativa, 39%, aunque de menor magnitud que
la ohservada sin el tratamiento cronico con ta GnRH. En la Figura 14 se
muestran los resultados que se obtuvieron en relacién a la secrecién de
FSH de las células cultivadas en los medios definidos y con sbf, en lag
condiciones expuestas para la Figura 13. La respuesta aguda (GhRH 10°°M)
ala GnRH en el caso de ta secrecion de FSH sdlo se pudo observar en las
células cultivadas con sbf. Con respecto a a secrecion de FSH por las
células cullivadas en et medio definido con y sin tratamiento de FGF se
.presenta un aumento en los cultivos con el tratamiento cronico (durante todo
el periodo de cultivo) de la GnRH.
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Figura 13. A: Secrecién espontanea (barra sélida) y estimulada* con GnRH 10°M (barra punteada) de LH, en las
diferentes condiciones de cultivo: SBF (suero bovino fetal) lote control; GEF (medio definido) y FGF {medio
definido con factor de crecimiento fibrobléstico). B: Secrecién de la LH en las mencionadas condiciones y con
una baja concentracion de GnRH (107'%M) durante el periodo de cultivo, a<0.001, b<0.05 secrecién espontanea
contra la estimulada, ¢<0.05 secrecién espontanea contra la misma, pero ésta Gltima tratada con GnRY durante
el periodo de cultivo.
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Figura 14. A: Secrecion esponténea (barra sdélida) y estimulada™ con GnRH 10°M (barrz puntezda) de FSH, en
las diferentes condiciones de cultivo: SBF (suero bovino fetal) lote control; DEF (medio definide) y FGF (medio
definido con factor de crecimiento fibroblastico). B: Secracidn de la FSH en las mencionadas condicionas y con
una baja concentracion de GnRH (107"°M) durante el periodo de cultive, a <0.001 durante el periodo de cultivo.
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MORFOLOGIA DE LAS CELULAS DE HIPOFISIS ANTERIOR EN
CULTIVO

Las células cultivadas en medio definido (Figura 15) forman cimulos, y
se observan redondeadas. Existen células positivas a la peroxidasa
indicandonos que producen FSH. Se observan unas cuantas células
negativas. Las células positivas son noteriamente mas grandes que las que
no lo son. Entre las células positivas existen variaciones de didmetro.

En cuanto a las células cultivadas en medio definido con factor de
crecimiento fibroblastico (Figura 16), tenemos que se forman climulos y que
¢! cambio en la morfologia de éstos con respecto a los del medio definido
sbélo es minimo. Las células presentan un citoplasma ligeramente mas
extendido sobre la matriz. Las gonadotropas (células positivas) tienden a
estar en la regidn mas expuesta de los cumulos.

Algunas de las células crecidas en medio definido con la mezcla EGF-
FGF (Figura 17), presentan el citoplasma mds alargado, son células de tipo
poligonal y positivas ala FSH (peroxidasa).

Se presentan células fusiformes aisladas, células redondeadas y
células negativas de forma aplanada y de menor tamafio que las posilivas
dispuestas en el fondo del cimulo.

Las células crecidas en medio adicionado con suero bovino fetal,
(Figura 18), (situacién control), presentan un citoplasma mucho mas
expandido con respecto a los lotes anteriores, las células positivas también
forman ctmulos y se presentan en la parte mas externa de los mismos.
Claramente se observan células productoras de FSH. Existen células
alsladas y aplanadas en menor nimero que las observadas en las células

cultivadas con la mezcla.
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Por las observaciones anteriores notamos que no hay cimulos
exclusivos de células positivas, existe una mezcla de células positivas con
negativas, pero notamos que las células gonadotropas (positivas) se

acomodan en la superficie mas expuesla de los cimulos.



A B
Figura 15. A Microfotografia que muestra células crecidas en medio
definido. Se observan células inmunorreactivas a la FSH por medio de la
técnica de la avidina-biotina peroxidasa (color café). B: Microfotografia del
control negativo (sin anticuerpo) de las células en las mismas condiciones

de cultivo. X625
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Figura 16. A: Microfoto
definido y factor de
inmunorreactivas a laFS

grafia que presenta celulas cultivadas en medio
crecimiento fibroblastico. Se observan células
H. B: Microfotografia del control negativo. X625



Figura 17. A: Microfotografia donde se muestran células cultivadas en
medio definido y EGF-FGF (MIX), observandose células inmunorreactivas a

la FSH. B: Control negativo. X625



Figura 18. A: Microfotografia que muestra células cultivadas en medio
adicionado con suero bovino fetal. Se presentan células inmunorreactivas

a la FSH. B: Control negativo. X625
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PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR CON EL METODO DE LAS SALES
DE TETRAZOLIO

Después de constatar que nuestros cultivos presentaban entre el 90 y
95% de células vivas con las pruebas de exclusion celular con azul de
tripano, se realizaron pruebas de viabilidad celular con el método del MTT
(sales de letrazolio) para comprobar que el medio definido permitla la
supervivencia celular (Tabla Num. 1). En éstas pruebas se incluyeron las
variables (heparina y GnRH para verificar si habla algiin cambio en la
viabilidad celular).

En la tabla Num. 1 podemos ver que las celulas cullivadas en medio
definido solo (DEF) y las cultivadas en medio definido con factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) tienen alta viabilidad, puesto que de ser lo
contrario los valores de absorbancia serfan de cero. Estas dos condiciones
son significativamente menores al ser comparadas con la condicién control
de suero bovino fetal (P<0.001). Sucede lo mismo cuando se aplica
heparina al medio. Pero al comparar los valores (DEF y FGF) sin y con
heparina, con ésla tltima no son significativos. Con respeclo a los valores
del tratamiento sin y con GnRH a bajas concentraciones, tenemos que los
grupos DEF y FGF son significativos cuando son comparados con los
valores de suero bovino fetal (P<0.001) no habiendo diferencias entre los
grupos.

Los resultados anteriores nos indican que; el medio definido es un
medio viable para el cullivo de las células gonadotropas. Las células estén
vivas y los allos valores de absorbancia de las células control se deben a
que en esla situacion se tiene una mejor adhesién a la matriz y se cuenta

con la gran cantidad de sustancias presentes en el suero que median el
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crecimiento celular dptimo. Suponemos que en esta condicion (sbf) hay un
incremento en la poblacién de las células foliculoestelares y los fibroblastos

que contribuyen al aumento de los valores de absorbancia.
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MTT

DEF FGF SBF
CONTROL
Sin
Heparina 0.132 +0.010 0.130+0.012  0.154 +0.013
Con
Heparina 0.140 +0.011 0.134 +0.008  0.157 +0.013
Sin

GnRH 10-12M 0.116 +0.007 0.118 +0.006  0.151 +0.003

Con
GnRH 10-12M 0.121 +0.007 0.114 +0.005 0.149 +-0.004

Tabla 1. De la prueba de viabilidad celular con el método de sales de tetrazolio
(MTT) en diferentes condiciones. Los valores comresponden al promedio de la
absorbancia y su correspondiente desviacion estandar. DEF; células cultivadas
en medio definido; FGF: células cullivadas en medio definido y factor de
crecimiento fibroblastico; SBF: células cultivadas en medio enriquecido cor
suero bovino fetal. Se utilizd un filtro de 630nm P < 0.001.
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MEDICION DE LAS CELULAS INMUNORREACTIVAS

También se realizé una medicidn de las células cultivadas en diferentes
condiciones con un programa computacional llamado VIDS (figura 19),
tenemos didgmetros celulares que van desde 4 pym hasla 27 pm. Los
tamarios de las células crecidas en medio definido se concentraron en un
rango de 6 pm a 13 pm, siendo de 8 pm a 11 pm los tamafos
representativos de esta condicién. Con respecto a las células cultivadas en
medio definido mas FGF los didmetros varlan de 4 um a 11 um, siendo de
6 pm a 9 pm los tamarios representativos. Las células cultivadas con la
mezcla de EGF y FGF tiene tamafios entre 4 pm y 11 m, encontrandose en
mayor cantidad células de 6 ym y 7 pm. Las células crecidas en medio
adicionado con suero bovino fetal (10%) presentaron un mayor tamafio
entre 8 pm y 27 pm, siendo los mas representativos entre 10 pm y 21 pm,
dentro de esle intervalo el 20% tlenen tamarios de 18 pmy 19 pm,

La comparacion de los tamafios de los tres grupos experimentales con
el grupo contro! es significativa (P<0.001). Estos resultados corroboran lo
observado en las fotografias, que las células control se encuentran con el
citoplasma mas expandido, en cambio las células de los grupos

experimentales se observan redondeadas.
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Figura 19. Grafica que muestra la diferencia de tamanos de las células gonadotropas
en cultivo bajo las condiciones de: medio definido. medio definido y FGF. medic
definido y EGF-FGF (mix) y medio con sbf.
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Vil. DISCUSION

Este trabajo, inicialmente, tuvo dos propasitos: el primero fue la
caracterizacion de un medio definido (libre de suero) para cultivos primarios
de células gonadotropas y el segundo analizar la participacion del factor de
crecimiento fibroblastico en el desarrollo de las gonadotropas. En la
busqueda del medio definido se probaron diferentes medios sintéticos de
cultivo, asi como diferentes hormonas, nutrimentos y acarreadores. El
medio definido con el cual obtuvimos los mejores cultivos es el descrito en
materiales y métodos. Si tomamos en cuenta que la formula original fue de
un medio para cultivo de neuronas, podemos decir que nuestro medio es
adecuado para el cultivo de gonadotropas en proceso de maduracion,
puesto que nos fue posible hacer andlisis funcionales y morfologicos.
Aunado al uso de un medio definido se plante6 el problema de falta de
elementos de la matriz extracelular que pemmitieran la adhesién de las
células al sustrato adicionado al plato de cultivo. De acuerdo con los
trabajos de Denef, et al. (1978) y de Childs, et al . (1981) un sustrato de
polilisina permitia un buen arclaje de las células a la superficie de cultivo.
Nuestra experiencia fue que las células no se anclaron lo suficiente como
para permitir cambios de medio.

Tomando en cuenta que la fibronectina es un componente de la matriz
que estd presente en los sueros, decidimos utilizarla como sustrato.
Observamos que la condicion de adhesion celular mejoré sin que
tuvieramos una situacion satisfactoria. En seguida utilizamos otro de los
componentes de la matriz, que es la colagena (tipo 1), ast como la mezcla
colagena-fibronectina. Con esta ditima matriz sintética obtuvimos cultivos,

en los cuales, aun cuando las células se observaron redondeadas por la
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poca expansion del ciloplasma, eslaban adheridas, permitiéndonos hacer
cambios de medio y diferenciar a lravés de una reaccién de
inmunociloguimica a las células gonadolropas de! resto de la poblacion
presente en el cullivo primario. En un principio se realizé inmunocitoquimica
contra la FSH, técnica que tomé mucho tiempo ajustar al sistema.
Finalmente, se realizaron inmunociloquimicas para LH (fosfatasa alcalina) y
dobles tinciones, de las cuales no fue posible obtener buenas imagenes por
falta de tiempo, puesto que contdbamos con una gran cantidad de tincién
endbgena.

Como ya fue expuesto, el segundo objetivo del trabajo consistié en
analizar la participacién del FGF en el desarrollo de las células hipofisiarias y
en particular, las células gonadolropas. Revisando los trabajos de
Gospodarowicz, et al. (1986), encontramos que la heparina participaba en la
funcion del FGF de dos formas: protegiendo de la aclividad enzimalica y
como componente de la matriz, permitiendo la unién del FGF a fa misma,
cuyo paso es indispensable para su accién, por lo cual, se afiadi6 al medio
definido, haciéndolo aun mas especifico para nuestro sistema.

Desde el punto de vista morfoldgico suponiamos que el FGF promovia
una expansién del citoplasma sobre el sustrato. Lo anterior lo sustentaron
los trabajos de Baird, et al. (1986), quienes encontraron que el FGF
promovid la extension de las neuritas de neuronas del hipocampo en un
medio definido. En el caso de las céiulas hipofisiarias el estimulo con FGF
no modificd substancialmente la capacidad de adhesion por medio de la
extensién del citoplasma, como puede verse en las imagenes de los
cultivos con medio definido y medio definido mas FGF.

Creemos que las células requieren de diferentes substancias

presentes en el suero para extender su citoplasma. Algunas de éstas
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pueden ser otros faclores de crecimiento. Para Wratar de resolver el
problema de la extensidn ciloplismica, ftomamos en cuenta las
obseivaciones de Toral, et al. en 1996, que nos mostraron que el faclor de
crecimiento epidérmico EGFF promovia la expansion de las células
hipofisiarias cullivadas en medio definido sobre las matliices sintélicas
colagena y coldgena-fibronectina. Cuando aiiadimos la mezch FGF-EGF a
nuestros cullivos observamos que ciertas células de los cimulos, asi como
algunas de las aisladas, mostraban forma hexagonal. En cuanto a las
celulas gonadotropas éstas mantuvieron su forma redondeada atn en
presencia del EGF. S6lo se observaron de manera aislada cliimulos con
células gonadotropas aplanadas. Con frecuencia, 1a localizacion de las
gonadotropas en los cimulos era por encima de una primera capa de
células no inmunorreactivas a la FSH. Aun en los cumulos de los cultivos
desarrollados con SBF, se lleg6 a observar esta imagen. Esta observacion
permite suponer la presencia de complejos de union enlre las células
gonadotropas y las otras estirpes celulares. Uno de los tipos celulares que
probablemente se encuentra en estos cumulos son las células foliculo
estelares, siendo éstas productoras de IL-6, eslimulando la secrecidn de LH
Yamaguchi, et al. (1990) y activina, estimulando la secrecion de FSH
Roberts, et al. (1990), mismas que actian sobre las gonadotropas, asf como
con el FGF,

Funcionalmente, tuvimos como antecedente que alrededor de los 14
dias de vida postnatal de la rata, los niveles séricos de LH y FSH
aumentaban y de forma muy considerable para la FSH. De acuerdo a
nuestras observaciones acerca de la actividad secretora de las células
gonadotropas cullivadas en el medio definido y malriz de colagena-

fibronectina, las células no incrementaron su secrecidn de LH y FSH bajo



estimuto con GnRH en medio definido. La siluacion cambio cuando se
afadio al medio FGF, las células fueron capaces ante este tralamiento, da
responder al estimulo con GnRH secretando mas LH, no asi para la FSH.
Para explicar lo anterior nos hemos apoyado en el trabajo de Childs, et al.
(1981), donde se expuso que en el perfodo infantil de la rata las células
gonadotropas  son  fundamentalmente  monohormonales.  Nuestros
resultados muestran una secrecién diferendal para ambas hormonas,
patron totalmente diferente al observado en los cultivos de células obtenidos
de animales adultos, en donde la mayorla de las células gonadotropas son
bihormonales. Lo anterior permite suponer la existencia de dos poblaciones
de células gonadotropas (LH y FSH, respectivamente) con sensibilidad
diferente at FGF.

Ya que no habiamos obtenido respuesta a la GnRH por parte de las
células gonadotropas cullivadas en el medio definido y tomando en cuenta
que !a GnRH es inductora de sus propios receptores Claylon, (1982), asi
como el hecho de que los pimordios de hipéfisis responden a la GnRH
acelerando el proceso de diferenciacion de las células gonadotropas,
decidimos administrar la hormona en concentraciones picomolares, durante
¢l perfodo de cullivo de 48 hr. En nuestros cullivos la presencia de GnRH,
no modifico la falta de respuesta al estimulo hormonal para ambas
gonadotropinas por las células cultivadas en el medio definido. En cambio,
se presenté un aumento considerable de la secrecion espontdnea. Lo
anterior puede deberse al efecto estimulatorio de la GnRH en la sintesis de
las gonadotropinas Stanko, et al. 1994.

Finalmente, se permitié el desarrollo de las gonadotropas en medio

definido y el FGF mantiene la funcionalidad celuiar, siendo hasta ahora
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todos los datos bien fundamentados que podemos expresar de nuestra

esirecha y muy grala relacion con las gonadotropas.
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Vitl. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta los antecedentes de este trabajo, cbservamos que
fue enfocado hacia qué factor o factores propiciaban el incremento en los
niveles séricos de LHy FSH en la etapa infantil de la rata hembra de 14 dias
edady también qué factor o factores promovian la diferenciacién de las
gonadotropas en la etapa de transicion.

Con los resultados obtenidos aun no podemos explicar este fenomeno,
que parece ser de mayor complejidad. Cuando se comenzd con la
elaboracion del presente trabajo de tesis se conocla este riesgo. De ninguna
manera consideramos los resultados como negativos, al contrario. Fue un
proyecto nuevo, muy extenso y requirid de mucho trabajo. Por tal razon, lo
que qhora sabemos acerca del factor de crecimiento fibrobléstico, nos ha
llevado a interesamos mas en este trabajo e incluso a poder subdividirlo y

formar un proyects ain mas amplio.

Los objetivos sefalados han sido cumplidos en su totalidad, por
ejemplo, en el disefio del medio definido y el anélisis de la participacion del

FGF en la supervivencia y funcionalidad de las gonadotropas en cultivo.

Esta investigacion nos ha revelado cosas muy interesantes. ya se tiene
caracterizado el medio definido para cultivos primarios de células de
adenchipofisis no embrionarnias, el cual, se seguird utilizando para evaluar
la participacidn de sustancias presentes en el suero. Se ha adaptado la
inmunocitoquimica a nuestro sistema, puesto que la téchica original fue

ampliamente modificada. El FGF como todos los factores de crecimiento
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juega papeles importantes en el desarrollo de los mamiferos; con los
resultados obtenidos no creemos que este faclor sea el unico responsable
de los cambios morfoldgicos y funcionales de la etapa de transicion de las
gonadotropas, creemos que un grupo de factores y otras sustancias llevan a

cabo este proceso.

Las células gonadotropas no requieren de bajas concentraciones de
GnRH para su desarrollo y sabemos, gracias a nuestra experiencia, que la
mezcla de factores de crecimiento es necesaria para el desarrollo
morfolégico y funcional de las células de hipofisis anterior en un medio
definido.

Consideramos la necesidad de continuar con este proyecto, que con el
tiempo y muchas horas mas de trabajo, nos dard ala luz todo lo que aln

nos falta por conocer.
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APENDICE A

SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO 199 pH 7.4

200 ml de agua deionizada

2.2 gr de medio 199 GIBCO, USA

0.075 gr de bicarbonato de sodio BAKER ANALYZED, USA
0.477 gr de HEPES SIGMA, USA

MEDIO DEFINIDO

100 ml de medio 199 pH 7.4

1 ml de penicilina 10,000 Ul/ml-estreptomicina 10,000 pg/ml
GIBCO, USA

2.9 ug/mi de selenito de sodio SIGMA, USA

5§ ng/ml de triiodotironina SIGMA, USA

5 ug/mi de insulina BOEHRINGER MANNHEIM, FRG

5 ug/mi de transferrina SIGMA, USA

60 ng/mi de progesterona SIGMA, USA

6 ng/ml de carlicosterona SIGMA, USA
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16 pg/ml de putrescina SIGMA, USA
1 mg/ml de albimina bovina SIGMA, USA
2.4 mg/ml de heparina GIBCO, USA

MEDIO ENRIQUECIDO CON SUERO BOVINO FETAL (SBF)

45 ml de medio 199 pH 7.4

5 ml de SBF (10%) BOEHRINGER MANNHEIM, FRG

0.5 ml de penicilina 10,000 Ul/ml-estreptomicina 10,000 pg/ml
GIBCO, USA

SOLUCION LIBRE DE CALCIO Y MAGNESIO

2 gr de cloruro de sodio BAKER ANALYZED, USA

0.1 gr de cloruro de potasio BAKER ANALYZED, USA
0.087 gr de bicarbonato de sodio BAKER ANALYZED, USA
0.25 gr de glucosa SIGMA, USA

250 mi de agua deionizada

5 ul de rojo de fenol SIGMA, USA



SOLUCION DE TRIPSINA

0.025 gr de tripsina (1:250) GIBCO, USA

10 ml solucidn libre de calcio y magnesio

SOLUCION DE INHIBIDOR DE TRIPSINA

2 mg de inhibidor de tripsina GIBCO, USA
20 ml de medio 199 pH 7.4

EXPERIMENTO

100 ml de medio 199 pH 7.4
0.019 gr de bicarbonato de sodio BAKER ANALYZED, USA
0.119 gr de HEPES SIGMA, USA

SOLUCION MADRE DE GnRH

0.001 mg de GnRH SIGMA, USA
1 ml de agua deionizada (A)

De la solucién A tomar:

08
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50 pl

Agregar 150 pl de agua deionizada (B)

Tomar 10 pl de By llevarlos a un volumen final de 2 ml
con agua deionizada (C: GnRH 10-9M).

Agregar 20 pl de C a los pozos correspondientes
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APENDICE B

RADIOINMUNOANALISIS

(RIA)

Esta técnica es utilizada para cuantificar la funcionalidad de cultivos
de células secretoras de hormonas.

Consiste en la union entre un antigeno y un anlicuerpo en presencia
de diferentes masas totales de antlgeno. La distribucién del antigeno entre
las fases ligadas y libres esta directamente relacionada con la cantidad
total de antigeno presente. Cuando la reaccion se inicia el complejo
antigeno anticuerpo (Ag-Ac) es muy estable y la reaccion es
reversiblemente mas debil. Conforme la reaccion contina las
concentraciones de antigeno y anticuerpo lihres descienden, del mismo
modo la concentraclon del complejo Ag-Ac se Incrementa. El equilibrio de
la reacddn es alcanzado cuando el nimero de moléculas de Ag vy Ac
libres reaccionando al mismo tiempo para formar el complejo Ag-Ac €5
idéntico al nimero de complejos disociados en este mismo tiempo (Chard,
1978).
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METODOLOGIA DEL RIA

Se toma fa muestra del cultivo y se deja descongelar a temperatura
ambiente. Esta prueha puede realizarse para cuantificar LH o FSH.

El radioinmunoanalisis es una prueba que se realiza por duplicado,
por lo tanto, tubos 1y 2, representaran las cuentas totales de la hormona
marcada, es decir, estos tubos s6lo tendran 100 pi de lodo 125.

Tubos 3 y 4 representaran el Bo (bianco), y se prepara con 100 pt de
amortiguador del ensayo diluyente*®, 100 pl de anticuerpo* y 100 ! de
hormona marcada.

Tubos 5y 6 representaran fa union inespecifica y se prepara con 100 1l de
amortiguador fosfosalino*, 100 ul de arnortiguador del ensayo diluyente* y
100 it de hormona marcada.

Tubos del 7 al 20** representan ta curva estandar:

Para LH: (concentracién tubo 2 a 8 25 ng/ml; 12.5 ng/iml; 6.25 ng/ml;
3.125 ng/ml; 1.563 ng/mi; 0.781ng/mt y 0.39 ng/ml, respectivamente) al
lubo que contiene ta fraccibn se agregan 2.5mi de amortiguador
fosfosalino*, se numeraréd como el tubo 1, se numeraran 7 tubos mas para
tener 8, a estos 7 tubos se les aplicard 1ml de amortiguador fosfosalino®,
se pasard 1 mi deltubo 1 al 2, agitese. Tomese 1 m! del tubo 2 y pasar
al 3, agltese y asl hasta llegar al tubo 8. El estandar num. 1 no se utiliza.
Para FSH: (concentracién tubo 1 a 7 250 ng/ml; 125 ng/ml; 62.5 ng/mi;
31.25 ng/mt, 15.63 ng/ml; 7.81 ng/mi y 3.91 ng/ml, respectivamente) al
tubo que contiene la fraccién se agrega 1 ml de amortiguador fosfosalino®,
este sera el tubo nimero 1, se numeraran 6 tubos mas para-tener 7. Se

aplicaran a estos tubos 500 ul de amortiguador fosfosalino*, pasaran 500 p



I del tubo 1 al 2, agitdndolo. Se pasaran 500 pi del tubo 2 al 3, agiténdolo;
y asi sucesivamente hasta liegar al tubo 7.

De esta manera tendremos que fos tubos 7 y 8** tendran 100
microlitros del estandar (2 LH), (1 FSH) y los tubos 19y 20 los tendran del
estandar (8 LH), (7 FSH). Ademas a cada tubo se aplicaran 100 pl de
anticuerpo*y 100 pl de hormona marcada.

Los siguientes tubos corresponderdn a las mueslras del cultivo
(problema) y su numero varia seglin el numero de pozos utilizados.
Constaran de 100 ul de medio descongelado (previamente agitado), 100 pl
de anticuerpo® y 100 ul de harmona marcada.

A la mitad de los tubos problema deberan ir dos tubos de Bo y dos
tubos que seran el estandar intemo y externo*, el cual, constara de 100
de la fraccion, 100 ul de anticuerpo* y 100 pl de hormona marcada.

Al final de 1a segunda mitad de los tubos problema irdn dos tubes de
Bo , dos tubos de estandar interno y externo, dos tubos de union
inespecifica y los dos ltimos de cuentas totales.

Pasadas de 18 a 24 hrs se aplicaran 100 yl del segundo anticuerpo*
(preparado el mismo dfa) Se agitaran todaos los tubos excepto las cuentas
totales. Después de 12 a 18 hrs se parara el radioinmunoanalisis, esto se
hace de la siguiente manera:

Se aplica a todas los tubas, excepto a las cuentas lotales, 1 mi de
agua a 4 °C, sin agitarlos deberan pasarse a gradillas de centrifuga y
centrifugar a 3,000 rpm durante 30 min a 4 °C. Transcurrido este tiempo,
se aspirara el sobrenadanle y contardn lodos los tubos (las cuentas
totales no se aspiran) al contador de emisiones gama (COBRA It AUTO-
GAMMA PACKARD, USA).



*SOLUCIONES RIA

AMORTIGUADOR FOSFOSALINO 0.01M pH 7.6

0.16 gr de fosfato de sodio monobasico BAKER NALYZED, USA
0.125 gr de fosfato de sodio dibasico BAKER ANALYZED, USA
9 gr de cloruro de sodio BAKER ANALYZED, USA

1 gr de azida de sodio BAKER ANALYZED, USA

1 I de agua deionizada.

SOLUCION DEEDTA 0.1M pH 7.2

3.72 gr de sal disddica BAKER ANALYZED, USA
0.4 gr de hidréxido de sodio BAKER ANALYZED, USA

100 m! de agua deionizada

AMORTIGUADOR DEL ENSAYO DILUYENTE

200 mg de albumina bovina fraccion V SIGMA, USA
80 ml de amortiguador fosfosalino pH7.6
10 ml de solucién de EDTA pH 7.2



5 mg de gamma-globulina de conejo SIGMA, USA
Reactivos donados por THE NATIONAL HORMONE AND PITUITARY
PROGRAM, NIADDK.

Curva estandar
Se tiene una alicuota de 25 pl de estandar de LH, la cual se lleva a un
volumen de 1.6 mi con amortiguador fosfosalino.
La fraccion de 25 pl de estandar de [FSH, se lteva a un volumen de 1

mi con amortiguador fosfosalino.

Estandar interno y extorno
Se toma una fraccién de curva estandar de 25 ul de LH o FSH, se
lleva a un volumen de 8 ml con amoriguador fosfosalino, se hacen

alicuotas de 500 pl.

Primer anticuerpo
Una fraccién de 10 pl de anti-LH se lleva a un volumen de 10 ml con
amortiguador de ensayo diluyente.

Segundo anticuerpo
Aplicado después de 18 hrs de comenzado el RIA. Una fraccion de 1
mi Anti-rabbit IgG (SIGMA, USA) se lleva a un volumen de 10 mil con

amorliguador fosfosatino.
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APENDICE C

INMUNOCITOQUIMICA

Inmunocitoquimica FSH (Peroxidasa Rabbit 1gG Vectastain Abc Kit
Vector, USA)

Complejo Avidin-Biotin Peroxidasa.

La avidina es una glicoproteina con gran afinidad hacia la vilamina de
bajo peso molecular biotina. La unién de la avidina con la biotina,
semejante a la interaccion antigeno-anticuerpo, es esencialmente
irreversible, por esta razén, se ha implementado un procedimiento para la
localizacién de antigenos. Esta técnica emplea un anticuerpo primario,
seguido por un anticuerpo secundario biotinilado (Vectastain, ABC kit).

El objetivo primario de la inmunocitoquimica es identificar células o
tipos celulares responsables de la produccion y liberacion de hormonas
(Builock, 1982; Polak,).

Esta técnica consiste en que:

Un anticuerpo primario es aplicado al tejido previamente fijado.
Posteriormente es localizado con una inmunoglobulina G (1gG) biotinilada
de cabra anti-conejo. La avidina se combina con la peroxidasa biotinilada y
el complejo es formado 30 min antes de su uso en la tincion. El complejo
avidin-biotin-peroxidasa (ABC) se adiciona al tejido. Finalmenie, la

peroxidasa en el complejo ABC es localizada con una solucién que tiene
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como sustrato la diaminobenzidina (DAB) y peroxido de hidrogeno. El

producto de la reaccidn es la diaminobenzidina precipitada (Childs, 1982 -
83.)

SOLUGIONES INMUNOCITOQUIMICA

AMORTIGUADOR PBS pH 7.4

100 m! de PBS GIBCO, USA

AMORTIGUADOR TBS pH 7.4

300 ml de agua deionizada

6.06 gr de trizma HC| MICROLAB, USA

1.4 gr de trizma base SIGMA, USA

1.89 gr de cloruro de sodio BAKER ANALYZED, USA
Filtrar



FIJADOR AL 4%

20 ml de agua deionizada a 60 °C en agitacion
1 gr de paraformaldehido SIGMA, USA

20 pl de hidréxido de sodio 2.52% SIGMA, USA.
Enfriar

5 ml de PBS 5X con calcio GIBCO, USA

Filtrar

Anlerior a este fijador se hicieron pruebas con e! fijador de Zamhoni
(Nakane, 1971), el cual resultd ser muy agresivo para las células
gonadolropas y por su alta concentracién se formaban cristales que
impedian la observacién de las células. Se preparaba de la sigulente
forma; \

20 gr de parformaldehido

150 m! de 4cido plcrico saturado a 60 °C en agitacion

Filtrar y aforar a 11 con PBS

SOLUCION DE GLICINA

0.469 gr de glicina SIGMA, USA
25 mlde amortiguador PBS pH 7.4 GIBCO, USA



SOLUCION SUERO NORMAL DE CABRA

14.550 m! de amortiguador TBS pH 7.4
450 ul de suero normal de cabra (SNC) VECTOR, USA
60 i de tritdn BAKER ANALYZED, USA

SOLUCION ANTICUERPO PRIMARIO

(antirat-pFSH 1:30 000, hecho en conejo, donacién NIADDK)
56 i de anti-pFSH

29.832 ml de amortiguador PBS pH 7.4

150 pl de SNC VECTOR, USA

SOLUCION DE CONTROL

10 ml de amortiguador TBS pH 7.4
50 i de SNC VECTOR, USA

8



SOLUCION ANTICUERPQ BIOTINILADO

20 wl de anticuerpo biotinitado VECTOR, USA
100 pl de SNC VECTOR, USA
10 mi de amortiguador TBS pH 7.4

SOLUCION ABC

100 ! de reactivo A (Avidina DH) VECTOR, USA
100 pl de reaclivo B (Peroxidasa H biotinilada) VECTOR, USA
10 ml de amortiguador TBS pH 7.4

SOLUCION SUSTRATO DE PEROXIDASA

10 mg de 3'3-diaminobenzidina (DAB) ALDRICH, USA
50 ml de amaortiguador TBS pH 7.4
Agregar 20 pl de peréxido de hidrogeno SIGMA, USA.
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