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INTRODUCCION



APART I: LA HIPOFISIS,

1.— ESTRUCTURA DE T.A HTIPOFISIS NORMAIL.

1.1 INTRODUCCICN.

La hipéfisis o pituitaria es una gldndula endocrina situada
en la silla turca y unida al hipotdlamo a través del
infundibulo hipofisario fuente de al menos seis hormonas
gque regulan funciones tan diversas como el crecimiento,
desarrollo, la funcién tiroidea, 1la funcién adrenal, 1la
gonadal y la de las gléndulas mamarias (Goodyear, 1989).
Los tejidos periféricos no endocrinos son también diana

para algunas hormonas hipofisarias.

1.2.- HIPOFISIS ANTERIOR.

La hipéofisis anterior es una glédndula que regula varios
6rganos endocrinos integrando las sehales procedentes del
cerebro y las sehales obtenidas por retroalimentacidén de
las hormonas excretadas en érganos periféricos para
estimular la liberacién intermitente de hormonas por una

glandula en particular.

1.2.1.- Anatomia.

La hip6fisis estd localizada en 1la silla turca o fosa
hipofisaria del crdneo, bajo el cerebro. Estd protegida por
el hueso esfenoides y estd cubierta por la duramadre, una
densa capa de tejido conjuntivo que bordea la silla ﬁurca.
El tuber cinereum del hipotdalamo y el tercer ventriculo del
cerebro yacen sobre el techo de la silla (Ikeda y cols.,

1988).



La hipéfisis estd dividida en los 1lé6bulos anterior vy
posterior. El 1lébulo anterior estd a su vez dividido en
tres partes: la par distalis, la pars intermedia y la pars
tuberalis (Thorner y cols., 1992). lLa pars distalis es la
mds grande y es donde estdn localizadas las células
productoras de hormonas. La pars intermedia esta pobremente
desarrollada en los humanos; consiste en unas pocas
cavidades, revestidas de un epitelio simple columnar o
cuboideo, que contienen en su interior material amorfo de
naturaleza proteica y pequenios restos de extrusién. La pars
tuberalis es la porcidén mds superior del 1lébulo anterior y
estd adherido al tallo hipofisario. Contiene pequeﬁos
grupos de células que producen fundamentalmente
glicoproteinas y también nidos de células de naturaleza
escamosa.

La neurchipéfisis o pituitaria posterior consta de tres
partes (Sheehan y Kovacs, 1982) : la eminencia media del
tuber cinereum, el talle infundibular o tallo hipofisario y

el proceso infundibular, lébulo posterior o lébulc neural.

:2.2.~ Vascularizacién hipofisaria.

La circulacidén hipofisaria es compleja y a través de ella
se realiza el control hipotaldmico de 1la hipéfisis
anterior. La hipéfisis recibe sangre de dos arterias: Las
arterias hipofisarias superior e inferior que se originan
en la arteria carétida interna. Algunas ramas de la arteria
hipofisaria superior terminan en el infundibulo (Stanfield,
1960).

Las hormonas producidas por las neuronas hipotaldmicas se



liberan en el infundibulo, éste presenta un sistema
vascular especial -el sistema porta-hipofisario-.

La mayoria de las arterias que se dirigen a 1la
adenohipé6fisis se ramifican en capilares en el tallo
hipofisario. En la parte superior del tallo, forman amplias
zonas de capilares conocidas como sinusoides que finalmente
convergen en grandes venas. Estas venas porta hipofisarias
regresan hacia la adenohipéfisis, donde forman un nuevo
grupo de sinusocides entre las células epiteliales. Desde
estos sinuscides, la sangre es recogida por venas que
abandonan 1la hipéfisis. Es decir, la sangre de los
sinusoides de la adenohipéfisis ha atravesado primero 1la
red de capilares del tallo hipofisario. De tal forma que,
las sustancias, pueden ser transportadas desde el tallo
hipofisario hasta el l16ébulo anterior. |

La circulacién portal proporciona aproximadamente del 80 al
90% del aporte sanguineo al 1ébulo anterior. La
adenohipéfisis también recibe ' sangre de procédencia
extraportal, procedente de las arterias hipofisarias
superiores; 1las cuales, atraviesan el infundibulo para
transportar sangre arterial, proporcionando del 10 al 20%
del aporte sanguineo que recibe la hipéfisis. Las arterias
hipofisarias superiores proceden de la circulacién
periférica, y 1la sangre transportada estda relativamente
exenta de hormonas hipotaldamicas (Thorner y cols., 1992).
Las arterias capsulares proceden de las arterias
hipofisarias inferiores y proporcionan sangre a la cdpsula
fibrosa hipofisaria; también penetran en las capas

superficiales del 1l6bulo anterior y abastecen de sangre



arterial a las capas de células nmds superficiales.

La neurohipé6fisis recibe su aporte sanguineo de las
arterias  hipofisarias inferiores. Estas arterias no
abastecen de sangre el 16bulo anterior, excepto a través de
las arterias capsulares. La sangre venosa abandona la
hipéfisis a través de senos venosos adyacentes para entrar
en las venas yugulares bilateralmente (Bergland y Page,
1979).

Los vasos portales cortos son la conexidédn vascular directa
entre los lébulos anterior y posterior de la hipdéfisis.

Se ha asumido que el flujo sanguineo fluye
unidireccionalmente desde el hipotdlamo a 1la hipéfisis
anterior, pero en determinadas circunstancias la direccidn
de este flujo puede revertir. Esta reversién, puede tener
importantes implicaciones funcionales ya que si la sangre
fluye a través de los vasos portales cortos desde el 1débulo
anterior al 1dbulo posterior y a través de los vasos
portales largos, desde el 1l1l6bulo anterior a la eminencia
media, las hormonas adenohipofisarias pueden 1llegar a
afectar 1la actividad funcional de distintos centros
neurales (sistema de regulacién por retroalimentacién

ultracorto) (Thorner y cols., 1992).

1.2.3.- Inervacién hipofisaria.

A pesar de su proximidad con el cerebro, el lébulo anterior
no presenta una inervacién directa salvo por unas pocas
fibras nerviosas simpdticas que alcanzan el tejido a 1lo
largo de los vasos sanguineos. Las fibras contienen

distintos péptidos que aunqgue pudieran influir en 1la



circulacidén sanguinea, no parecen influir en los fendmenos
de regulacidén de sintesis y liberacién hormonal (Thorner y
cols., 1992).

El 16bulo posterior presenta una rica inervacién. Fibras
nerviosas no mielinizadas entran en el 1ldébulo posterior a
través del tallo hipofisario. Estas fibras se originan en
el nudcleo supradptico (NSO), en el nicleo paraventricular
(NPV) y en otras dreas del hipotdlamo. Estas fibras no sdélo
afectan al 1ébulo posterior por medio de 1las propias
influencias neurales sino gue ademas contienen vasopresina
(VP) vy oxitocina (0X), hormonas sintetizadas en el
hipotdlamo pero transportadas vy almacenadas en la
neurchip6fisis desde donde serdn liberadas a la circulacién
periféricé. La estructura y funcién de la neurohipéfisis
depende de esta inervacidén; tanto es asi, gue cuando el
tallo hipofisario es seccionado y en consecuencia, la
inervacidén interrumpida, el ldébulo posterior se atrofia y
se pierden las hormonas neurchipofisarias, manifestdndose
clinicamente este defecto por el desarrollo de la diabetes

insipida (Thorner y cols., 1992).

1.3.- HIPOFISIS POSTERIOR o NEUROHIPOFISIS.

Los tractos nerviosos principales de 1la neurohipéfisis
proceden de un par de nicleos: NSO, localizado sobre el
gquiasma Optico y NPV, 1localizado a cada lado del
ventriculo. Ninguno de los dos tractos (supradptico-
hipofisario y paraventricular-hipofisario)} estd mielinizado
y descienden a través del infundibulo y el tallo

hipofisario para terminar en el 1lébulo neural (Reeves Yy



Andreoli, 1992). Algunas fibras también terminan en la
eminencia media, donde se relacionan con la regulacién del
1lébulo anterior. Sus principales secreciones son VP y O0X,
pero pequenias poblaciones neuronales que terminan en el
16bulo neural contienen otros neuropéptidos incluyendo TRH
(Thyrotropin Releasing Hormone), CRH (Corticotropin-
Releasing Hormone), VIP (péptido intestinal wvasocactivo) vy
neurotensina. En algunas fibras se han colocalizado dos
tipos de péptidos como es el caso de las fibras CRH-VP

procedentes del NPV (Lechan, 1987).

1.3.1.- Secrecién de la neurohipdéfisis.

Las sustancias biologicamente activas mds importantes del
l6bulo hipofisario, se clasifican por tener actividad
antidiurética (VP) y actividad facilitadora de la
contraccién uterina (0X) (Du Vigneaud, 1969). La VP,
aumenta la presién arterial, provocando vasoconstriccién
cuando se administra a dosis muy elevadas. Tanto la VP como
la OX son nonapéptidos, es decir ambas contienen nueve
aminodcidos. La mayoria de 1los vertebrados no. mamiferos
tienen solo un péptido neurohipeofisario, arginina
vasotocina (Acher, 1974), péptido que es probablemente el
precursor filogenético de la OX y de la VP. Una udnica
mutacién en la posicién 8 de la vasotocina (de Arginina a
Leucina), da 1lugar a la formacién de la OX. Una tunica
mutacién en la posicién 3 (de Leucina a Fenilalanina) da
lugar a la formacidén de la VP.

Las prohormonas para OX y VP también comparten una extensa

homologia, lo gue sugiere que los dos péptidos se originan



a partir de un gen comun.

La VP y la OX estdn asociadas con distintos péptidos
denominados neurofisinas. Las neurofisinas forman parte de
las respectivas prohormonas propresofisina y prooxifisina.
las neurofisinas se liberan simultaneamente con sus
respectivos péptidos neurohipofisarios. Los factores que
regulan la secreciéon de VP y OX también regulan 1la
secrecién de las distintas neurofisinas (Pickering y Jones,

1978).

1.4.- LOBULO INTERMEDIO.

El 1é6bulo intermedio de la hipéfisis, deriva
embriolégicamente de la pared posterior de. la bolsa de
Rathke (la adenohipdéfisis deriva de la pared anterior).
Este 1lébulo se encuentra bien desarrcllado en la mayoria de
los vertebrados, incluyendo a los fetos humanos, sin
embargo en el adulto es solo vestigial, estando sus células
dispersas en los lébulos anterior y neural.

Anteriormente se creia que la funcidén del lébulo intermedio
era regulada por factores liberadores hipotaldmicos; sin
embargo, esta hipétesis no se pudo mantener gracias al
rdpido descubrimiento de la naturaleza quimica y origen de
los péptidos del lébulo intermedio.

Las hormonas estimuladoras de melanocitos (MSH) del l1ldébulo
intermedio son sintetizadas como parte de una larga
prohormona, denominada proopiomelanocortina (POMC), que es
también el precursor de la ACTH, B-~lipotropina (#-LPH), vy
B-endorfina en la adenohipdéfisis y un elevado numero de

péptidos relacionados con la ACTH en las neuronas



hipotaldmicas (Herbert y cols., 1980; Krieger, 1983b).

En el l1lébulc intermedic la ACTH dard lugar a la a-MSH y a
un fragmento de ACTH (aminodcidos 18 a 39) denominadce como
péptido del 1l1lébulo intermedio similar a la corticotropina
(Corticotropin Like 1Intermediate 1lobe Peptide, CLIP).
Muchas de estas formas estdn acetiladas. Es importante
reconocer, que el mismo gen puede ser expresado y regulado
de forma diferente en distintos tejidos. Por ejemplo, la
formacién de POMC en el 1ldébulo intermedic estd regulada
fundamentalmente por 1la dopamina y por la serotonina;
mientras que la forma principal de regulacién de 1la
expresién del gen de POMC en el 1ldébulo anterior, es por

medio de glucocorticoides (Reichlin, 1992).

1.5.- EMBRIOLOGIA.

La hipé6fisis tiene dos origenes seguin la regién de 1la
gldndula que consideremos (Asa y Kovacs, 1984). La porcidn
epitelial, gque incluye la pars distalis, el 1lébulo
intermedio y la pars tuberalis, se origina a partir de una
evaginacién del ectodermoc bucal, la bolsa de Rathke. La
porcién neural que incluye el infundibulo, el tallo neural
y el 1lébulo posterior, procede del saco infundibular, una
parte del diencéfalo. La bolsa de Rathke, se compone
inicialmente de una pequena vasicula que aparece en el
techo de la primitiva cavidad bucal, denominada estomodeo,
y posteriormente se expande en direccién al saco
infundibularis adhiriéndose a él. Después de la unién de
las dos partes, la terminacién mds distal se estrecha y

forma el canal craneofaringeo. Las c¢élulas del ektremo
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distal de 1la bolsa de Rathke gradualmente desaparecen,
mientras gque aquellas gque se encuentran en el extremo
proximal comienzan a proliferar (Thorner y cols., 1992). La
proliferacién celular comienza en el sitio de unién de los
dos primordios, el ectodermo y el tubo neural; la
acumulacién celular es mucho mds rdpida y extensa en la
pared anterior que en la pared posterior. La pared anterior
da lugar a la pars distalis de la adenohipéfisis y la pared
posterior se desarrolla dando lugar al 1ébulo intermedio.
La porcién anterolateral de la bolsa de Rathke se extiende
hacia arriba de forma bilateral, se fusiona en frente del
infundibulo y forma la pars tuberalis. Posteriormente el
infundibulo se alarga y la hipéfisis se embebe cada vez mds
profundamente en la silla turca formada por el hueso
esfenoides. La neurchipéfisis se diferencia en la eminencia
media y el ldobulo posterior distal que se conectan con la
eminencia media por el tallo hipofisario (Thorner y cols.,

1992).

2.— EL HIPOT 0.

En la pared del. tercer ventriculo, por debajo del surco
hipotaldmico, se identifican pequefios nicleos inmersos en
una masa difusa de neuronas. Todo ello constituye el
hipotdlamo. De manera general, podemos distinguir una 4rea
medial del hipotdlamo, que contiene distintos nicleos bien
diferenciados y un nicleo o drea hipotaldmica lateral que
presenta una estructura difusa. Esta udltima estructura esté
atravesada por un conjunto de fibras que de forma colectiva

constituyen el fasciculo telencefdlico medial, aunque éste
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no es un unico tracto ni anatémica ni funcionalmente
hablando y no tiene fronteras claramente definidas (Brodal,
1992).

Con respecto al 4&rea medial del hipotdlamo, se divide
funcionalmente en tres zonas: la rostral o supradptica, la
medial o tuberal y la caudal o mamilar. Los NSO y NPV
constituyen los componentes esenciales del hipotdlamo
rostral y sus axones se proyectan fundamentalmente hacia la
neurohipéfisis, formando el tracto hipotélamo—hipofiéario.
El NPV se encuentra situado cercano a la pared del tercer
ventriculo. El1 NSO se sitia justo sobre el quiasma Optico
(Brodal, 1992).

Los micleos ventromedial, dorsomedial y arcuato constituyen
los principales componentes de 1la =zona medial y sus
neuronas proyectan fundamentalmente hacia los capilares
situados en la eminencia media. El1 nticleo arcuato se
éncuentfa situado en la base del tercer ventriculo, por
debajo del nucleo ventromedial. En 1la =zona éaudal
encontramos los nicleos mamilares (formados por varios
subnicleos) situados en el suelo del ventriculo (Brodal,
1992).

En general existe un alto grado de cooperacidn entre los
nicleos hipotalédmicos mediado por fibras cortas
intrahipotaldmicas.

Gracias a métodos inmunocitoquimicos y bioguimicos se ha
podido demostrar la presencia de neurotransmisores como por
ejemplo acetilcolina (AcCh), noradrenalina (NA), dopamina
(DA), serotonina (5-HT), histamina y distintos

neuropéptidos. La NA es el neurotransmisor que se ha
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localizado en mayor concentracién. Algunos de estos
neurotransmisores estdn relacionados con el control de la
hipéfisis. Ademds de receptores para los neurotransmisores
endégenos, muchas células hipotaldmicas también contienen
receptores para varias hormonas, como las hormonas sexuales
esteroideas, hormonas tiroideas y para las hormonas

relacionadas c¢on la hipéfisis anterior (Tresguerres,

1992c).
2.1.- LAS HORMONAS INFLUYEN SOBRE LAS NEURONAS
HIPOTALAMICAS.

Las células hipotaldmicas contienen receptores ©para
distintas hormonas, tales como las hormonas esteroides,
hormonas tiroideas, y para hormonas liberadas por la
adenochipéfisis. Las hormonas sexuales y las hormonas
tiroideas atraviesan la barrera hematoencefdlica con mucha
facilidad. Las hormonas sexuales esteroideas, se unen a
receptores intracelulares, y ademds influyen en la
actividad de las células hipota;émicas. Algunas hormonas no
atraviesan la barrera hematoencefdlica con facilidad, pero
pueden actuar sobre el hipotdlamo y sobre otras zonas del
cerebro, debido a que existen dreas cerebrales cercanas a

los ventriculos que carecen de barrera (Reichlin, 1992).

2.2.— ASPECTOS FUNCIONALES: EL HIPOTALAMO Y EL SISTEMA
ENDOCRINO.

Enfermedades o lesiones que afecten al hipotdlamo pueden
alterar funciones controladas por el sistema endocrino como

por ejemplo funciones sexuales, crecimiento y metabolismo.
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De los o6érganos endocrinos, s6lo la médula adrenal recibe
una inervacién autondémica importante. Los efectos del
hipotdlamo sobre los 6rganos endocrinos, son debidos a que
el hipotdlamo controla el érgano endocrino superior: 1la
hipéfisis. Este control afecta tanto a la porcién anterior
como a la posterior de la hipéfisis. Existen dos vias
diferentes de interaccién hipotdlamo-hipofisario. La
hipé6fisis posterior estaria directamente relacionada con el
llamado tracto supradéptico hipofisario, mientras que 1la
hipéfisis anterior se relacionaria con el tracto denominado
tuberoinfundibular y por un sistema vascular portal

especializado (Brodal, 1992).

2.3.- INFLUENCTA DEL. HIPOTALAMO SOBRE LA HIPOFISIS
ANTERIOR.

Numerosos axones del hipotdlamo terminan en la parte méds
superior del tallo hipofisario, concretamente en 1la
eminencia media. Inicialmente se creia gque las fibras
procedian sélo de 1la regién tuberal del hipotdlamo vy
especialmente del nidcleo arcuato, como su nombre, tracto
tuberoinfundibular, indica.

Las fibras del tracto tuberoinfundibular contactan con los
capilares en la eminencia media. Estas fibras transportan
péptidos desde los cuerpos celulares de las células que los
sintetizan y los liberan en el sistema porta hipofisario.
Desde 1los capilares gue se encuentran en la enminencia
media, los péptidos son transportados por la sangre a la
segunda red de capilares que se encuentra entre las células

epiteliales de la adenohipdéfisis. La mayoria de los
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péptidos transportados por el sistema porta causan la
secrecién de hormonas por parte de las células epiteliales,
recibiendo por tanto, la denominacién de  factores
liberadores de hormonas. Un factor liberador actda sobre
una udnica clase de célula epitelial y produce la secrecién
de s6lo una hormona. Algunos péptidos transportados en el
tracto tuberoinfundibular tienen un efecto inhibidor sobre
la secrecién de hormonas por la adenohipéfisis 'y se
denominan factores inhibidores (Brown, 1994).

Algunos de los péptidos implicados en el control
“hipofisario se encuentran también en neuronas en otras
partes del cerebro donde se liberan en sinapsis
convencionales, comc por ejemplo, somatostatina (SS)
(inhibidor de GH), TRH y corticotropin-releasing hormone

(CRH) .

2.4.—- CELULAS NEUROSECRETORAS HIPOTALAMICAS.

Las células neurosecretoras son fibras nerviosas
modificadas, que en lugar de secretar un neurotransmisor,
secretan una hormona a la circulacidén para facilitar 1la
comunicacién neuroendocrina. Hay dos grupos de células
neurosecretoras hipotaldmicas: El sistema magnocelular y el
sistema parvicelular (Hayward, 1977).

* Sistema Magnocelular.

Las grandes células neurosecretoras estdn localizadas en el
NPV y en NSO. Estos niucleos se encargardn de la sintesis de
0X y de VP. (Silverman y Zimmerman, 1983; Swanson Yy

Sawchenko, 1983).
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* Sistema Parvicelular.

Formado por pequefias células neurosecretoras localizadas en
el 4rea predptica, nidcleo ventromedial (NVM), Yy nicleo
arcuato Yy gque proyectan en la eminencia media. Estas
células terminan en la eminencia media, 1liberando sus
hormonas hipotaldmicas en el plexo primario, desde el cual
entran al sistema porta-hipofisario. Estas hormonas modulan
la liberacién de hormonas adenohipofisarias y se las conoce
con el nombre de hormonas hipofisiotrépicas.

En .una célula neurosecretora, las neurohormonas se
sintetizan como prohormonas y se empaquetan en drdnulos
neurosecretores en el cuerpo celular. Estos drédnulos se
transportan por el axén y se almacenan en el terminal
nervioso. Cuando la célula es estimulada, el potencial de
accidén despolariza el terminal nervioso y 1libera 1la
neurchormona a la circulacién, al liquido cefalorraguidec o
a una sinapsis (Brownstein, Russell y Gainer, 1980; Bennett
y Whitehead, 1983). La 1liberacién de neurohormonas
hipotaldmicas es estimulada por neurotransmisores liberados
por otras células nerviosas y regulados por procesos de
retroalimentacién por hormonas, neuropéptidos y otros

mensajeros quimicos.

2.5.- EMINENCIA MEDIA Y NEURONAS TUBERCINFUNDIBULARES Y
TUBEROHIPOFISARIAS.

2.5.1.- Anatomia.
La eminencia media del hipotdlamo es el lugar en el cual,
las neurcnas hipotaldmicas que regulan 1la hipéfisis

anterior liberan sus secreciones al plexo primario del
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sistema porta hipofisario. Esta regidén es también el lugar
a través del cual pasan las neuronas que terminan en el
lébulo neural y en el 1ldébulo intermedio de la hipéfisis. En
esta estructura, se pueden identificar tres componentes: 1)
Componente neural, que consiste en terminales nerviosos y
neuronas en passant. 2) Componente vascular, gue consiste
en el plexo capilar primario y venas portales y 3)
Componente epitelial, que consiste en la pars tuberalis de
la hipé6fisis anterior (Gay, 1972).

Dos clases de neuronas tuberchipofisarias proyectan a la
eminencia media. La mayoria son peptidérgicas como TRH,
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) y S8S;
otras contienen catecolaminas, fundamentalmente dopamina
{Reichlin, 1992).

Aungque la mayoria de los axcnes de los tractos supraépticq
y paraventricular, pasan a través de la eminencia media en
su camino desde donde se encuentran sus células de origen,
en el hipotdlamo, hasta donde terminan, en el 1lébulo
neural, existe una poblacién de neuronas paraventriculares
que proyectan en la eminencia media. Las neuronas que se
encuentran en esta localizacién realizan papeles de control
de la secrecién de hormonas de la hipéfisis anterior,
especialmente , controlan la secrecién de ACTH y de
prolactina (Prl}).

. E1 hipotdlamo estard expuesto a elevadas concentraciones de
hormonas secretadas por los ldébulos anterior y posterior
hipofisarios. Sin embargo, el flujo reverso desde 1la
hipé6fisis al hipotdlamo no resulta significativo (Brodal,

1992).
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El tercer componente de la eminencia media, la pars
tuberalis, es una ld&mina glandular muy fina gue se
encuentra rodeando el infundibulo y el tallo hipofisgrio. A
la pars tuberalis no se le confiere un papel eminentemente
fisiolégico sino que serviria fundamentalmente como una
estructura a través de la cual se disponen las arterias y

venas de la circulacidén porta hipofisaria.

2.6.— CONCEPTO DE TRANSDUCTOR NEUROENDOCRINO.

Debido a que las células neurosecretoras hipotaldmicas son
estimuladas por neurotransmisores comc DA, NA y 5-HT para
liberar sus hormonas, y son capaces de transformar la
informacién neural en una respuesta hormonal, se ha
denominado genericamente a estas c¢élulas, transductores
neuroendocrinos (Wurtman y Anton~Tay, 1969). El especial
mecanisme de actuacién de 1las células neurosecretoras,
permite al sistema endocrino recibir informacién tanto del
sistema nervioso central como de estimulos internos vy
externos.

Un transmisor neuroendocrino es, en definitiva, una célula
nerviosa modificada que recibe la informacién por medio de
un neurotransmisor y gue responde liberando una hormona
(Brown, 1994). En el organismo existen cuatro tipos de
neurotransmnisores neuroendocrinos diferentes: a) las
células neurosecretoras magnocelulares del NSO y del NPV
que sintetizan y 1liberan OX y VP; b) 1las células
neurosecretoras hipotaldmicas parvicelulares, que secretan
hormonas hipofisiotrdpicas en el plexce primario de 1a

eminencia media; c) la médula adrenal, que estimulada por
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fibras simpaticas secreta adrenalina y noradrenalina a la
sangre; y d) La glandula pineal, que estimulada por fibras

adrenérgicas libera melatonina a la sangre.

2.7.~ HORMONAS HIPOFISIOTROPICAS HIPOTALAMICAS.

Existen nueve hormonas hipofisiotrépicas hipofisarias que
estdn encargadas de 1la regulacién de la liberacidén de
hormonas adenohipofisarias. Tres hormonas adenohipofisarias
(Prl, hormona del crecimiento (GH) y MSH) estén controladas
por dos hormonas hipotaldmicas, una estimuladora
(liberadora) y otra inhibidora de esa liberacién. las otras
cuatro (hormona estimuladora del tiroides (TSH), ACTH,
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH) estdn reguladas s6élo por hormonas liberadoras
hipotalamicas.

La estructura quimica de TRH, CRH, GnRH, GHRH y SS ha sido
ya identificada (Martin y Reichlin, 1987), mientras que las
hormonas hipotaldmicas gue regularian a la MSH (MSH-RF vy
MSH-RIF) y Prl (PRF y PIF) no han sido identificadas,
aunque todas las evidencias indican que el PIF seria la
dopamina (DA}.

Ademds de regular la 1liberacién hormonal, los factores
hipofisiotrépicos, regulan la diferenciacidén, proliferacién
y sintesis de hormonas de las células hipofisarias
(Reichlin, 1992).

La idea original que sugeria dque debia existir un unico
factor estimulador por <cada hormona liberada en la
hipé6fisis anterior, actualmente ha perdido vigencia.

Existen factores hipotaldmicos que ejercen una accién
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inhibidora sobre la funcién de la hipéfisis anterior. Estos
factores inhibidores interactian con los factores
activadores respectivos para ejercer un control dual sobre
determinadas hormonas, entre las que se encuentran Prl, GH
y TSH. Ademds las acciones. de las hormonas
hipofisiotrépicas no se limitan estrictamente a una unica
hormona hipofisaria. Por ejemplo, la TRH es un potente
liberador de Prl y de TSH siendo capaz en determinadas
circunstancias de liberar ACTH y GH. LHRH libera tanto LH
como FSH. La SS inhibe la secrecién de GH, TSH y una amplia
variedad de otras hormonas no hipofisarias. El1 principal
inhibidor de la secrecion de Prl, DA, también inhibe la
liberacién de TSH, dgonadotropinas, Yy en determinadas
circunstancias, inhibe también la 1liberacién de GH
(Reichlin, 1992).

De forma sinérgica, la secrecidén de ACTH estd regulada por
CRH, VP y adrenalina (A) (procedente de la circulacién
general). Las acciones de GHRH y de CRH son relativamente
especificas, aunque GHRH tiene un 1ligero efecto como
liberador de Prl (Reichlin, 1992).

La secrecién de las hormonas liberadoras estd regulada por
neurotransmisores locales y neuropéptidos que interactdan
con los efectos producidos a su vez por distintas hormonas
circulantes tales como los glucocorticoides, los esteroides
gonadales y las hormonas tiroideas. Existen también
fenémenos de retrcalimentacién producidos por las hormonas
de 1la hipdfisis anterior (control por retroalimentacidn
corto) vy por los ©propios factores hipofisiotrépicqs

(control por retroalimentacién ultracorto) (Tresguerres,
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1992).

3.— N OENDOCRINOI.OGIA: IMPORTANCIA DE I.A HIPOFISIS EN LA
ORGANT Z A ORMON DE TO S S.

El sistema nervioso y endocrino regulan casi todas las
actividades metabdlicas y homeostdsicas del organismo,
determinando 1la buena marcha del desarrollo y del
crecimiento, influyendo en muchas formas de comportamiento
y controlando la reprbduccién. Los dos sistemas requladores
interaccionan. La mayor ©parte de las secrecciones
endocrinas estdn influidas directa o indirectamente por el
cerebro, y por otro lado, todas las hormonas a su vez,
pueden influir en la actividad cerebral (Brodal, 1992). Las
células nerviosas y las células endocrinas tienen ciertas
caracteristicas en comin. Las células nerviosas tienen una
importante funcién secretora, asi como una gran capacidad
para propagar los potenciales de accién. Por su lado, las
células endocrinas tienen potenciales eléctricos y también
capacidad secretora (Reichlin, 1992). Las neurcnas y las
células endocrinas, activan sus células diana a través de
los mediadores quimicos que interaccionan con receptores
celulares especificos. Hay distintos tipos de péptidos y
neurotransmisores que son sintetizados por c¢élulas
nerviosas idénticos a dquellos secretados por las gldndulas
endocrinas, y gque parecen tener su origen evolutivo como
factores reguladores celulares de organismos unicelulares
primitivos (Reichlin, 1992).

En general, la especificidad de la accidén de las hormonas

circulantes estd comprometida por la presencia de
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receptores sobre tejidos diana, mientras gue la
especificidad neuronal procede de 1la distribucién de
receptores y de las distintas conexiones anatdmicas.

El sistema inmune se reconoce actualmente como el tercer
sistema integrador que interacciona tanto con el sistema
endocrino comoc con el sistema nervioso. Los factores
endocrinos y nerviosos pueden influir en distintos
elementos implicados en la respuesta inmune y a su vez,
factores de la respuesta inmune (liberacidén de citoquinas
por los linfocitos activados) modulan tanto las funciones
endocrinas como las neurales (Reichlin, 1992).

Desde una perspectiva neuroendocrina, la poblacién
linfocitica es un sistema de reconocimiento de proteinas
extrafas, que responde a la invasién antigénica mediante 1la
secrecién de factores hormonales especializados (Blalock

1989).

3.1.— CONTROL NEURAL DE LA SECRECCION GLANDULAR.

Las células secretoras se han clasificado clasicamente en
dos tipos: 1) células exocrinas, que liberan sus productos
al exterior del organismo o a una luz que comunica con el
exterior; y 2) células endocrinas que secretan sus
productos en la circulacién sanguinea. E1 descubrimiento de
la neurosecrecién aflade una tercera categoria de células
secretoras: las células neurohormonales, que son células
nerviosas que liberan sus productos en la circulacidn
sanguinea. Las glédndulas endocrinas y exocrinas, con
contadas excepciones, son reguladas directa o

indirectamente por impulsos neurales: Las células exocrinas
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por 1las fibras secretomotoras; 1las gldndulas diana de
hormonas hipofisarias por las fibras neurosecretoras
hipotaldmicas y las células neurosecretoras lo son por los

neurotransmisores (Reichlin, 1992).

3.2.—- ENTRADA DE INFORMACION NEURAL EN EL HIPOTALAMO
ENDOCRINO.

Uno de los principales problemas que surgen al estudiar los
distintos neurotransmisores que regulan 1la liberacidén de
hormonas hipotaldamicas o© hipofisarias es que los mismos
neurotransmisores pueden estar implicados en diferentes

vias de secrecidén hormonal (Brodal, 1992).

3.3.- MECANISMOS A TRAVES DE 1L.0S CUALES 1.0S
NEUROTRANSMISORES PUEDEN REGULAR A LAS HORMONAS
HIPOTALAMICAS E HIPOFISARIAS.

Existen cuatro mecanismos a través de 1los cuales, 1los
neurotransmisores pueden regular la liberacién de hormonas
desde el hipotdlamo y la hipéfisis.

- El neurotransmisor se libera en una sinapsis de una via
neural determinada, 1llevando informacién procedente de
receptores sensitivos, de otras regiones cerebrales, tales
como el sistema limbico o la médula espinal hasta la célula
neurosecretora (estimulacién indirecta).

- El neurotransmisor puede ser liberado por una neurona
extrahipotaldmica, formando una sinapsis axo-dendritica o
axo-somdtica con la célula neurosecretora (estimulacién
directa).

- El neurotransmisor se liberaria formando sinapsis axo-
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axdénicas con la célula neurosecretora.
- Los neurotransmisores pueden ser liberados en el sistema
porta-hipofisario actuando asi directamente sobre la

hipéfisis (Brodal, 1992).

3.4.- CONTROL SECRETOMOTOR.

El control secretomotor estd mediado a través de los
nervios que terminan directamente sobre las células
secretoras en sinapsis definidas que se asemejan bastante a
los terminales nerviosos sobre los misculos (Schultzberg y
cols. 1980, 1982; HOkfelt y cols. 1980a y 1980b). Ejemplos
de control secretomotor son, por ejemplo, la regulacién del
flujo de 1la saliva, 1l4grimas, sudor, grasa Yy ‘jugos
gdstricos; la secrecidén de adrenalina y melatonina; y el
control de la funcidén de las células yuxtaglomerulares y de
los islotes pancreédticos. Las fibras nerviosas
secretomotoras son parte del sistema nervioso simpdtico y
parasimpdtico e incluso pueden ser controladas directamente
por las vias del sistema nervioso central. Los efectos
secretomotores a menudo interaccionan con las influencias
hormonales.

Un ejemplo excelente para mostrar esas relaciones
sinérgicas de los neurotransmisores es el control neural
parasimpdtico al que estd sometido la gldndula parétida, el
cual estd mediado por la acetilcolina (AcCh) y por el VIP
(Lundberg y cols., 1980; McMillan y Talamo, 1989). La
estimulacién del nervio (la corda timpani) que estimula la
parétida conduce a la liberacidén de ambos factores. Cuando

se administra sola, la AcCh estimula la secrecidén de saliva
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rica en enzimas; el VIP por si mismo tiene muy poco efecto
sobre la produccién de saliva, pero estimula el flujo
sanguineo parotideo. Cuando se administran juntos, VIP y
AcCh conducen a un aumento en la secrecién salival mucho

mayor dque aquella producida por 1la acetilcolina sola

(Lundberg y cols., 1980).

4.— NEUROSECRECION.

El término neurosecrecién, se refiere a la liberacién de
una hormona por un terminal nervioso en el torrente
circulatorio (Bern y Knowles, 1966). Un ejemplo de una
gldndula tipicamente neurosecretora en los mamiferos es 1la
neurchipdéfisis. Las neurosecreciones VP y O0X formadas en
los cuerpos celulares localizados en el hipotdlamo vy
transportadas al l1lébulo neural por el flujo axoplasmdtico
son liberadas en la sangre como verdaderas hormonas,
regulando la funcién de O6rganos gue se encuentran en
posiciones alejadas. Las neurosecreciones de este tipo se
denonminan neurohormonas, aungue actualmente dentro del
concepto de neurosecrecién se acepta 1la liberacién de
cualquier producto neuronal secretado por una terminacidn
nerviosa. La secrecidn puede ser tanto de un
neurotransmisor como de un neuromodulador (Guillemin,
1978). Los neurotransmisores se liberan en la hendidura
sindptica y estimulan o inhiben neuronas postsindpticas con
latencia corta.

Ya gque la comunicacién dentro del sistema nervioso se
realiza casi exclusivamente a través de mensajeros

quimicos, la neurosecrecién es una propiedad fundamental de



25

todas las neuronas.

La ruta final tomada por el producto secretor de un axén y
su sitio de accién depende de sus relaciones anatdmicas con
otras estructuras. Las células neurosecretoras
independientemente de cual sea su localizacién, retienen
propiedades funcionales y estructurales de neuronas.

El término transductor neuroendocrino ha sido aplicado a
las células nerviosas de este tipo (Wurtman y Anton-Tay,
1969), ya que son capaces de transformar la actividad
neural en una liberacidén hormonal. Las neuronas que afectan
a la funcidén glandular estdn gobernadas por otras neuronas
y por sus diferentes ambientes metabélicos y hormonales.
Los receptores neurocnales especializados que reaccionan a
los cambios que se producen tanto en su medio intracelular
como en el extracelular son capaces de modelar incluso la

funcién endocrina.

5.~ REGULACION DE ILAS HORMONAS HTPOFISARIAS TNDIVIDUALES.
5.1.- CONSIDERACIONES GENERALES: CONCEPTO DE

RETROALIMENTACION EN NEUROENDOCRINOLOGIA.

La mayoria de los sistemas hormonales forman parte de un
proceso ciclico de retroalimentacidén, en el cual la
variable a controlar (generalmente, los niveles de hormona
plasmatica o alguno de los efectos que ejerce esa hormona)
determina la tasa de secrecién hormonal. Estos sistemas
suelen ser sistemas de control por retroalimentacién
negativa, aungque también existen sistemas de control por

retroalimentacioén positiva (Houk, 1988).
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5.2.- RITMOS ENDOCRINOGS.

Todas las funciones de los seres vivos, independientemente
de su posicién en la escala evolutiva, estdn sujetas a
cambios ciclicos peridédicos, muchos de los cuales estén
directamente bajo 1la influencia del =sistema nervioso
(Moore, 1978), otros pueden estar coordinados por sefales
externas tales como los cambios de luz/oscuridad, cambios
estacionales, etc.

La mayoria de estos ciclos estéa, regulado por el cerebro.
La estructura neural responsable de los ciclos circadianos,
es el nicleo supraquiasmdtico (NSQ) (Moore, 1983), una
estructura par localizada en el hipotdlamo anterior justo
por encima del gquiasma 6ptico. Este nicleo estd organizado
para permitir interacciones neurona-neurona a través de
contactos sindpticos directos. Este nicleo posee ritmicidad
intrinseca, incluso in vitro y recibe informacién neuronal
de distintas partes del cerebro, asi come una proyeccién
directa no visual, procedente de la retina (Moore, 1983).
Los ritmos circadianos estdn regulados por neuropéptidos.
El NSQ también responde a las secreciones de la glandula
pineal ya dgque presenta una elevada concentracién de

receptores de melatonina.

5.3.- REGULACION DE LA SECRECION DE HORMONAS HIPOFISARIAS.

Las hormonas hipotaldmicas se unen a receptores de membrana
de alta afinidad que se encuentran en los tipos celulares
hipofisarios especificos y que regulan la secrecidén de la
hormona por esa célula. Con la posible excepcién de la Prl,

todas las hormonas de la hipéfisis anterior se encuentran
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sometidas a un control por retroalimentacién por las
hormonas secretadas por las glandulas diana sobre las que
las hormonas hipofisarias actdan (Piva y cols., 1979).
Incluso, existe un sistema de integracién de sehales
procedentes del cerebro y de la periferia que regulan la
secrecién de hormonas hipofisarias para mantener un estado
endocrino normal. Si una gldandula diana falla, existe una
disminucién en el proceso de retroalimentacién negativo que
conduce al aumento de la secrecién de 1la hormona
hipotaldmica trdéfica (también se produciria una reduccién
en. la secrecién tdénica de la correspondiente hormona
inhibidora hipotaldmica). El resultado final de todo esto
es una estimulacién de 1la respuesta hipofisaria a los
estimulos tréficos hipotaldmicos. Estos procesos de
retroalimentacién negativos se producen tanto a nivel
hipofisario como a nivel hipotaldmico (Piva y cols., 1979}.
Ademds, como las hormonas hipofisarias son transportadas
hacia el hipotdlamo, en los denominados procesos de
retroalimentacién ultracortos, se inhibird la secrecién de
la hormona hipotaldmica cuando. se incrementa la secrecidn
hipofisaria.

Todas las hormonas de la hipéfisis anterior se secretan de
forma pulsdtil. Este patrén tipico de liberacién de las
hormonas hipofisarias es importante para el estimulo eficaz
y efectivo de los tejidos diana, de tal forma, que los
efectos de 1las senales endocrinas generadas de forma
intermitente se prolongan, a pesar de que se esté
produciendo un aclaramiento metabélico de 1la hormona

(Thorner y cols., 1992).
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Se ha estimado que el 95% de la secrecién de LH se produce
aproximadamente en el 27% del dia, aungue Sse puedan
detectar facilmente concentraciones de LH en suero a 1lo
largo de todo el dia. Esto es debido a que el aclaramiento
metabdélico de esta hormona es muy lento (Veldhuis y cols.,
1987). En contraste, aungue el 95% de la secrecidén de GH
sucede durante un 37% del dia, las concentraciones de GH
del suero, son mds dificiles de detectar utilizando ensayos
convencionales ya que el aclaramiento metabdlico de la GH

plasmatica es muy rdpido (Hartman y cols., 1991).

5.4.— SECRECION DE ACTH.

5.4.1.- Estructura de la ACTH, péptidos relacionados, y del
gen de la proopiomelanocortina.

La ACTH es un péptido de 39 aminoacidos que se sintetiza
como parte de una molécula precursora mucho mas larga de
241 aminodcidos gque se denomina proopicmelanocortina
(POMC). ©Esta prohormona sufre un procesamiento post-
transcripcional que incluye glicosilacién, ruptura
enzimdtica, fosfo?ilacién, acetilacién de extremos NHj
terminales y amidacién del extremo COOH terminal de
determinados péptidos obtenidos a partir de 1la ruptura
enzimatica. Este procesamiento es especifico de especies y
de tejidos. En la adenohipéfisis humana este péptido sufre
una ruptura enzimatica de la que se obtiene B-lipotropina
(B-LPH), ACTH, un péptido denominado de unidén, y un péptido
del extremo NH, terminal (Thorner y cols., 1992). En el
humano, el 16ébulo intermedio es vestigial excepto durante

la vida fetal y el final de la gestacién. En el 1ldébulo
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intermedio de humanos, la ACTH se rompe en forma Qe a-
hormona estimuladora de melanocitos (a-MSH) y un péptido
similar a la ACTH (ACTH-~like peptide), mientras que la B-
LPH dara lugar a LPH y B-endorfina (Thorner y cols., 1992).
Los primeros 18 aminodcidos de ACTH tienen una actividad
bioldégica completa, y los primeros 24 aminodcidos son
idénticos en todas las especies. La ACTH sintética (1-24)
tiene una vida media mayor que la ACTH nativa (1-18) y se
utiliza en evaluaciones clinicas.

Ya gue los péptidos producidos por las células
corticotropas derivan de la misma molécula precursora, se
secretan en cantidades equimoleculares. Sin embargo, las
concentraciones plasmdticas de éstos no wvarian en téndem
puesto que tanto las vidas medias como los aclaramientos

metabélicos de estos péptidos son diferentes (Lundbland y

Roberts, 1988).

5.4.2.—"Células corticotrogas y contenido en ACTH.

La célula corticotropa tipica es una célula de tamafio
medio, ovoide o angular, basdéfila, PAS positiva y que
presenta inmunoreactividad para la ACTH y otros péptidos
derivados de la POMC, tales como endorfinas, B-lipotropina

y fragmento NH, terminal.

5.4.3.— Secrecién de ACTH.

La ACTH se secreta de forma pulsdtil causando picos
similares en las concentraciones de cortisol plasmatico.
Los pulsos secretores de ACTH (en el hombre) son mas

frecuentes después de 3 & 5 horas de suefio, y son maximos
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en las 1dltimas horas antes de despertar y 1la hora
siguiente. La secrecidén de ACTH estd también sometida a un
control circadiano regulado por distintos factores, siendo
el ciclo luz/oscuridad, el gue tiene mayor importancia. Los
ciegos presentan un ritmo de ACTH de alrededor de 25 h
(Orth y cols., 1979). En sujetos normales las
concentraciones de ACTH disminuyen por la mafiana y alcanzan
un pico nocturno antes de despertar. El ritmo se establece
después del primer afic de vida. Este ritmo no se ve
afectado por una deprivacidén a corto plazo de los periodos
de suefio, por alimentacién continua, por una estancia en
cama prolongada o por los turnos de trabajo nocturnos, si
se mantiene un patrén de suefio normal los fines de semana.
El ritmo se rompe por los viajes transmeridianos realizados
en avién (jet lag) y tarda algunos dias en recuperarse el
ritmo normal (Desir y cols., 1981).

El estrés, tanto psicolégico como fisico activan el eje
hipotdlamo-hipéfiso-adrenal con aumento tanto en la
secrecién de ACTH como en la de cortisol.

Los glucocorticoides actdan en multitud de sitios de las
células corticotropas para inhibir la secrecién de ACTH,
inhibiendo la respuesta de ACTH a CRH e inhibiendo 1la
sintesis de ACTH via bloqueo de la transcripcién y sintesis
del gen de la POMC. En el hipotdlamo, los glucocorticoides
inhiben la sintesis y liberacién de CRH y de VP (Thorner y

cols., 1992).

5.4.4. Acciones de la ACTH.

Se han descrito receptores para ACTH en células de la zona
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reticular y fascicular de las adrenales. Las acciones de la
ACTH sobre la adrenal estdn mediadas a través de receptores
de membrana de alta afinidad.

Las acciones de la ACTH estdan mediadas por la adenilato
ciclasa, que conducird a la acumulacién de  AMPc
intracelular y gue aumentard la actividad de la proteina
kinasa A y la fosforilacién de numerosas proteinas. La ACTH
estimula la sintesis y secrecién de glucocorticoides
(cortiscol fundamentalmente) aungue también participa en el
control de 1la secrecién de nmnmineralocorticoides. Las
acciones de la ACTH son de dos tipos, agudas y prolongadas
(Simpson y Waterman, 1988). Los efectos agudos, que tienen
lugar en el transcurso de minutos, 1lleva consigo la
estimulacién del paso inicial (paso limitante) de 1la
conversioén de colesterol a pregnenolona. Los efectos
prolongados de ACTH, promueven el mantenimiento del tamafio
de la adrenal, aumentando la sintesis proteica e incluyendo
la sintesis de enzimas implicadas en la biosintesis de

hormonas estercides.

5.4.5.~ Requlacidén de la secrecién de ACTH.

La CRH estimula la secrecién de ACTH ya gue se une a
receptores de alta afinidad existentes en las células
corticotropas. Estos receptores estdn asociados a adenilatq
ciclasa, la cual se activard produciendo un aumento de 1la
sintesis de AMPc; este aumento de la concentracién de AMPc
activard a la proteina kinasa A, dque desencadenard la
cadena de procesos asocilados que determinarédn la liberacidn

de ACTH por las células corticotropas. La CRH ademds de
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aumentar la liberacién de ACTH y de sus péptidos asociados
activa el proceso de transcripcidén y sintesis del gen de la
POMC (Thorner y cols., 1992). La administracidén exdégena de
CRH estimula la secrecién de ACTH y de cortisol. La
magnitud de la respuesta es dependiente del momento del dia
y del nivel de glucocorticoides circulantes. La respuesta
del cortisol es mayor por la tarde que por 1la mafana
(Decherney y cols., 1985). Los dglucocorticoides exégenos
inhiben la respuesta de la ACTH a CRH. La VP por si misma
facilita debilmente la secrecién de ACTH, sin embargo, si
actia de forma sinérgica con CRH es capaz de intervenir en
la regulacidén de ACTH. Muchos otros péptidos v
neurotransmisores estdn implicados en el control de la
secrecién de CRH, VP y de ACTH, sin embargo, sélo la
presencia de CRH es esencial en este proceso de control

(Thorner y cols., 1992).

5.4.6.— Regiones cerebrales implicadas en la requlacién de
la corticotropina.

Las neuronas secretoras de CRH se han identificado mediante
técnicas de inmunochistoguimica. Estas neuronas se
encuentran en el NPV y proyectan en la eminencia media

(Brown, 1994).

5.5.~ SECRECION DE LHRH.

La liberacidn de gonadotropinas por las células
gonadotropas de la adenochipéfisis estd regulada por LHRH.
Esta LHRH también funciona como neuromodulador en el

cerebro (Krieger, 1983a, 1986). Existe gran controversia
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sobre si es una tnica GnRH la que estimula tanto la LH como
la FSH o si existen dos hormonas liberadoras distintas,
permaneciendo, una de ellas, todavia sin identificar.
Algunos investigadores creen gue existen dos hormonas
liberadoras de gonadotropinas diferentes, LH-RH y FSH-RH,
mientras que otros aceptan la existencia de una udnica GnRH

gue seria la LHRH (Brown, 1994).

5.5.1.— Secrecién de IHRH.

En roedores, la LHRH se sintetiza en d4reas predpticas del
hipotdlamo anterior (APO-HA) (Merchentaler y cols, 1989),
mientras gque en primates, los cuerpos celulares estan
localizados en el hipotdlamo medio basal (HMB) (Knobil,
1980). Estas células neurosecretoras regulan la secrecién
ténica o basal de LHRH y de FSH y estdn moduladas mediante
un proceso de retroalimentacién por 1los esteroides
gonadales. En la rata hembra, las células secretoras de
LHRH del APO-HA son las responsables de la aparicién del
pico de LH preovulatorio en respuesta al feed-back positivo
procedente de los estrdgenos ovaricos (Sharp y Fraser,
1978; Zaborszky, 1982). En los primates, la
retroalimentacién positiva ejercida por 1los estrégenos
actua sobre las células neurosecretoras de LHRH situadas en
el HMB permitiendo la estimulacién del pico ovulatorio de
LH (Miller y Nistico, 1989). En los roedores (machos) y en
primates, la LHRH se libera en pulsos ténicos, aungque no
existen picos de LH en machos debido a la falta de una
retroalimentacién positiva ejercida por los estrégenos.

La naturaleza pulsdtil de la liberacién de GnRH es esencial
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para el mantenimiento de la secrecién de LH. Dosis elevadas
de LHRH mantenidas de forma continua, tienen de forma
paradéijica, efectos opuestos a la administracién de GnRH de
forma pulsdtil, inhiben la liberacién de LH e inhiben 1las
funciones gonadales (Knobil, 1980; Crowley y cols, 1985).
Ademds, agonistas sintéticos de GnRH pueden ser utilizadas
como drogas anticonceptivas (Brodie y Crowley, 1984).

La LHRH es esencial para la secrecién de gonadotropinas y
la duracién de 1los pulsos de LHRH, es crucial en la
regulacién de la secrecién de LH y de FSH.

La vida media de la LHRH es bastante corta (entre 2 y 4
min). E1 hecho de que la LH y la FSH se secreten de forma
pulsatil nos permite asumir que 1la secrecién de LHRH
también lo sea. Este hecho ha sido comprobado con 1la
realizacién de distintos experimentos, entre ellos estudios
realizados midiendo sangre portal hipotdlamo-hipofisaria,
de monos y ovejas donde se descubrié que la LHRH se
secretaba de forma pulsdtil a intervalos de 70-90 min.
(Carmel ¥y cols., 1976). En condiciones normales, tanto 1la
LH como la FSH presentan una secrecién pulsiatil en 1la
mujer. Dicha pulsatilidad comienza inicialmente sélo por la
noche al aproximarse la pubertad, y una vez pasada ésta se
mantiene a lo largo de 24h, con picos cada hora y media o
dos horas durante la fase folicular y cada tres o cuatro
horas durante la etapa luteinica, en dependencia directa de
la secrecién de un decapéptido hipotaldmico, 1la LHRH
(Leyendecker y cols., 1980; Tresguerres, 1989).

Los estudios in vitro han confirmado gque la administracién

de LHRH de forma pulsdtil aumenta la transcripcién de las
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subunidades a« y B de la LH (Shupnik, 1990). La
transcripcién de los genes de las distintas subunidades se
ha realizado utilizando fragmentos de hipéfisis anterior de
rata a los que se ha sometido a perifusiones con LHRH de
forma continua o pulsatil cada 30 ¢ 60 minutos durante 1 o
6 horas. Durante la exposicidén continua a LHRH sdélo 1la
sintesis del mRNA de la subunidad a era estimulada. Durante
la administracién pulsédtil de LHRH, 1q transcripcién de la
subunidad # de la LH aumenta.

La regulacidén de la secrecidén de FSH y LH no se realiza de
la forma tradicional, es decir, md&s hormona, mds accidn,
sino modificando la frecuencia de los pulsos. De esta forma
la LHRH consigue, no sélo, aumentar o disminuir los niveles
de ambas gonadotropinas, sino que podria controlar por

separado a LH y a FSH (Tresguerres, 1989).

5.5.2.— Mecanismo de accién de la LHRH.

Los pasos iniciales 1llevan consigo, la liberacién vy
posterior unién de la LHRH a los receptores de alta
afinidad localizados en la membrana plasmdtica de estas
células. El1 mecanismoc de actuacién de la LHRH parece ser
AMPc independiente pero necesita sin embargo, la activacién
de Proteina Kinasa C y la presencia de Calcio (Conn, 1986).
La LHRH regula:

1.~ Sintesis y almacenamiento de gonadotropinas.

2.- Activacién y movilizacién de gonadotropinas de reserva
a un pool preparado para ser secretado.

3.~ Liberacién inmediata de gonadotropinas.

La secrecidén fisiocldgicamente pulsdtil de LHRH a nivel
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hipotaldmico es capaz de desencadenar, en las células
gonadotropas de la hipéfisis, la liberacién de 1LH y de FSH

(Brown, 1994).

5.5.3.— Requlacién de la secrecién de LHRH.

La 1liberacién de LHRH se regula por la presencié de
distintos neurotransmisores y neuropéptidos, muchos de los
éuales, interactian entre ellos y con los estefoides
gonadales para modular la 1liberacién de LHRH (Weiner,
Findell vy Kordon, 1988). Este mecanismo de control
miltiple, permite que una amplia variedad de estimulos
internos y externos influyan en el control neural de la
liberacién de LHRH. Por ejemplo, esta liberacién esté
modulada por: a) Neuronas gque proyectan sobre el NSQ del
hipotdlamo, que regula los ritmos circadianos (Brown,
1994); b) Neuronas procedentes del NPV gue procesan la
entrada de la informacién aferente visceral y que pueden
activar cambios en la liberacién de esta GnRH inducidos por
el estrés (Brown, 1994). c} Informacién neural procedente
de ias vias olfativas y vomeronasales a través de las
cuales, las feromonas pueden influir en la liberacién de
GnRH (Sharp y Frazer, 1978; Zaborszky, 1982; Brown, 1994).
Dentro de las caracteristicas a destacar de la LHRH, se
encuentra su secrecién pulsdtil, que es responsable de 1la
secrecidén episédica de 1las gonadotropinas, siendo 1los
esteroides gonadales los que en lltimo término modulan la
frecuencia y amplitud de los pulsos de LHRH.

Diversas experiencias demuestran gque un cambio en la

frecuencia de los ©pulsos de GnRH puede modificar
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dinamicamente la concentracién de LH y de FSH en la

circulacién (Rodriguez Poyo-Guerrero y cols., 1989).

5.6.— REGULACION DE LA SECRECION DE TSH.

La secrecién de TSH estéd regulada por hormonas
hipotaldmicas y por hormonas tiroideas circulantes. EI1
tripéptido hipotaldmico TRH es el gque estimula la
liberacién de TSH (Reichlin, 1989).

El principal requlador de 1la funcién de TSH son las
hormonas tiroideas, vya gue éstas actdan a nivel
hipotaldmico para inhibir la sintesis de TRH, y a nivel
hipofisario inhibiendo la secrecién de TSH (Lechan, 1987).
La TSH se secreta de forma pulsdtil siguiendo un ritmo
circadiano (Parker y cols., 1987).

La regulacién de la TSH en las células tireotropas de la
adenohipé6fisis es estimulada por la TRH existente en las
células neurosecretoras del NPV, micleo periventricular
anterior (NPVa) y del hipotdlamo dorsomedial (HDM) e
inhibida por la ss procedente de las células
neurosecretoras que se encuentran en el drea predptica del
hipotdlamc medial (APO-~HM) (Bennett y Whitehead, ' 1983;
Miller y Nistico, 1989). |

La DA reduce 1los niveles basales de TSH e inhibe 1a
liberacién de TSH inducida por el frio de dos formas: 1)
Inhibiendo la liberacién de la TRH por el hipotdlamo y 2)
Inhibiendo a las células tireotropas en la hipéfisis. La A
y la NA estimulan la liberacién de TRH y de TSH, tanto 1la
liberacién basal como la liberacidn inducida por el frio.

El papel de la S5-HT en la regulacién de la TSH estd sujeta
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a controversia (Krulich, 1979; Jimenez y Walker, 1985).

La AcCh puede estar implicada en la 1liberacién de TSH
estimulada por el frio. La histamina parece estimular la
liberacién de TRH, mientras que las encefalinas y el GABA

inhiben la liberacién de TRH y de TSH (Brown, 1994).

.6.1.- Control ne
El sistema nervioso Jjuega un papel fundamental en 1la
regulacioén del eje hipofisario-tiroideo. En situaciones en
laéx que la hipdéfisis es deprivada de 1la informacién
procedente de la eminencia media, la secrecidén de TSH se
reduce de forma clara. Esta situacidén se produce después de
la seccién del tallo hipofisario, en casos de transplante
de hipéfisis ectépicos, después de producir lesiones en el

drea tireotrdépica hipotaldmica y en células hipofisarias en

cultivo.

5.7.—- REGULACION DE PROLACTINA {(Prl).

La secrecién de Prl, como la de GH y la de ACTH, responde a
una gran variedad de estimulos externos, incluyendo la
lactancia, el celo, el estrés fisico y emocional y los
ritmos internos relacionados con el ciclo de suefio ¥y

vigilia (Thorner y cols., 1992).

5.7.1.—- Requlacidén hipotaldmica de la crecién de Pril.

La propia Prl ejerce un efecto de retroalimentacién sobre
la hipéfisis para regular su propia secrecién (efecto de
retroalimentacién corto); también influye en la secrecidn

de gonadotropinas suprimiendo la liberacién de LHRH (Brown,
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1994). El1 control neural de la secrecidén de Prl estd
mediado por distintas neuronas tuberohipofisarias.

La secrecidén de Prl por las células lactotropas de 1la
adenchipé6fisis estd estimulada por el factor liberador de
Prl (Prolactin releasing factor; PRF) e inhibida por el
factor inhibidor de Prl (Prolactin inhibiting factor; PIF)
(Ben-Jonathan, Arbogast y Hyde, 1989). Todavia no se ha
identificado un factor liberador de Prl especifico, aungue
se ha comprobado que muchos neuropéptidos aumentan 1la
liberacién de Prl, entre los que se encuentran TRH, VIP, 0X
y B-endorfinas (Leong y cols., 1983; Ben-Jonathan y cols.,
1989). !

De la misma forma, todavia no se ha identificado un factor
inhibidor de Prl especifico , aunque la DA liberada por las
neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas de la regidn
eminencia media-nicleo arcuato, en las venas porta-
hipofisarias es el mejor inhibidor de Prl conocido hasta el
momento. E1 GABA también actida como factor inhibidor de Prl
(Leong y cols., 1983; Ben-Jonathan y cols., 1989).

La secrecidén de Prl estd regulado por estimulos que abren o
cierran los ciclos. La lactancia y el estrés estimulan un
control caracterizado por 1la existencia de un ciclo
abierto. La Prl por si misma ejerce un efecto de
retroalimentacidn negativo, ya que disminuye la
concentracién de la DA porta-hipofisaria y aumenta sin
embargo el turnover de DA de las neuronas
tuberoinfundibulares. La Prl actia en el hipotdlamo
regulando su propia secrecién e inhibiendo la secrecién de

LHRH. Este hecho explica 1la inhibicién de gonadotropinas
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que se observa de forma caracteristica en los estados de
hiperprolactinemia.

El sistema regulador de Prl y su control por catecolaminas
ha sido estudiado a fondo debido a la frecuente aparicién
de sindromes hipersecretores de Prl. Tanto 1la hipéfisis
como el hipotdlamo tienen receptores de DA que inhibirdn
Prl: desafortunadamente, la respuesta a la estimulacién del
receptor de DA y el bloqueo del mismo, no distingue entre
las acciones centrales o periféricas de la droga y ningin
test farmacoldgico es capaz de identificar de forma

definitiva la etiologia de la hipersecrecién de Prl.

5.7.2.— Diferencias sexuales en el control de la secrecién
de Pri,. _

El control hipotaldmico de Prl como el de LH, difiere en
machos y en hembras. En el macho, la Prl presenta un patrédn
de liberacidn ténico y aciclico, mientras gue en la hembra,
la 1liberacién de Prl es ciclica con picos periédicos
(Neill, 1972). Estas diferencias sexuales entre 1la
secrecién de Prl y de LH parecen ser resultado de las
diferencias sexuales en la organizacidén de las 4reas
hipotaldmicas, predptica, dorsomedial, y ventromedial
debido a la masculinizacién del cerebro por los andrégenos

durante el desarrollco (Brown, 1994).

5.8.- HORMONA ESTIMULADORA DE MELANOCITOS. FACTORES
LIBERADORES E INHIBIDORES.
La hormona estimuladora de melanocitos (MSH) se libera por

las células melanotrofas de la pars intermedia gracias a un
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factor liberador de la MSH (MSH-RF) e inhibida por un
factor inhibidor de la liberacién de la MSH (MSH-RIF)}. No
se han podido identificar ni MSH-RF ni MSH-RIF, sin
embargo, existen numerosas hormonas dque pueden influir en
la liberacién de la MSH. Parte de la molécula de O0X (el
extremo C-terminal) puede actuar como un factor 1liberador,
mientras que la DA actia como un factor inhibidor de la
MSH, similar a la accién inhibidora que ejerce scbre la Prl

{Schally y cols, 1978; Taleisnik, 1978).

5.9.—- REGULACION DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO.

La secrecidén de la GH se modifica por estimulos externos,
por ritmos neurales enddégenos y por efectos de
retroalimentacién que ejerce la propia hormona. El estimulo
que dispara la liberacién de GH son, el eiercicio, el
estrés fisico y mental, la ingesta elevada de proteinas y

la ingesta de comidas ricas en carbohidratos (Brown, 1994).

5.9.1.— Requlacién de la secrecién de GH.

La secrecién de hormona del crecimiento (Growth Hormone,
GH) por las células somatotropas de la adenohipéfisis estad
regulada por la hormona 1liberadora de 1la hormona del
crecimiento (GH-RH), también llamada Somatocrinina
(Guillemin y cols., 1984) y por la hormona inhibidora de la
GH (GH~RIH) a la que también se denomina somatostatina. La
GHRH se libera de forma pulsdtil por células
neurosecretoras situadas en el HMB (concretamente, NVM) vy
en el nucleo arcuato. Estas células neurosecretoras estdn

reguladas por neurotransmisores tipo catecolaminas y 5-HT
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asi como por neuropéptidos, entre los gque se incluyen los
‘
opicides y TRH (Bennett y Whitehead, 1983; Martin 1985).
La SS se sintetiza primeramente en las células
neurcosecretoras del NPV y del APO-HA, desde donde se envian
axones al sistema porta-hipofisario de la eminencia media
(Zaborszky, 1982). la SS se libera también desde las
células neurosecretoras del hipotalamo ventromedial y del
hipotdlamo dorsomedial, gquienes envian sus axones a ptras
dreas del <cerebro donde la SS es liberada : como
neurotransmisor (Krieger 1983a, 1986; Merchanthaler y;cols.
1989). A su vez la liberacién de 8S estd regulada por
distintos neurotransmisores y neuropéptidos. :
La GHRH controla la sintesis de GH a través del AMPc.;La sSs
antagoniza de manera dosis~dependiente los efectos de la
GHRH como liberador de GH. También, afecta a 1la expresiéﬂ
de GH y a la proliferacién celular (Devesa y cols., 1%92).
La unidén de la SS a su receptor inhibe la liberacién de GH,
disminuyendo las concentraciongs de calcio intracelular e
inhibiendo a 1la adenilato ciclasa. Estos efectos iestén
mediados por proteinas G. La GHRH interacciona con un
receptor de membrana gue estimula a la adenilato ciclasa,
que conduce a un aumento de los niveles de !AMPc
intracelular (Devesa y Tresguerres, 1992). Cuando las
células estdn expuestas a la accién de la GHRH y fa la
accién de la SS, la SS ejerce el efecto dominante, la
concentracién de calcio intracelular disminuye y se inhibe
la liberacién de GH. Aungue el mecanismo intimo por él gue
este efecto ocurre, no se conoce bien, se postula que se

debe, 0 a una inhibicién de los movimientos de ca2t, a 1la
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hiperpolarizacién de la membrana celular tras incremento de
la permeabilidad al ién K'Y, o también debido a 1a
inhibicién del sistema adenilato ciclasa via proteinas Gi

(Devesa y Tresguerres, 1992).

5.9.2.— Requlacién de GH por neurcotransmisores.

Ya que la GH esta controlada tanto por GHRH come por SS,
consideraremos si los neurotransmisores estimulan la GHRH o
inhiben a la SS o viceversa. DA y NA parecen aumentar los
niveles de GH. Las drogas que actian como agonistas de los
receptores de DA o como agonistas de receptores a,-
adrenérgicos aumentan la secrecidén de GH, ya que inhiben a
la SsS, mientras que las drogas que actuan por medio de los
receptores B disminuyen la secrecién de GH porque estimulan
a la SS (Devesa y cols., 1992).

El papel de la serotonina (5~-HT) como regulador de la
secrecién de GH es dual y dificil de interpretar ya que se
han descrito efectos estimuladores y efectos inhibidores.
La acetilcolina (AcCh) parece estimular la liberacién de
GHRH e inhibir la liberacién de SS a través de su accién
sobre receptores muscarinicos (Devesa y Tresguerres, 1992).
Como el GABA es un neurotransmisor inhibidor puede inhibir
la liberacién de SS o de GHRH o incluso ambos (Miiller y
Nistico, 1989). El1 GABA no actuia directamente sobre las
neuronas neurosecretoras del hipotdlamo pero 1lo hace
regulando la actividad de 1la DA. La histamina y 1los
opidceos parecen aumentar la 1liberacién de GH (Brown,

1994).

.
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5.9.3.— Requlacién del eje Hipotdlamo-Hormona del

crecimiento—-Somatomedinas.

El IGF I y el IGF II pueden mimetizar la accién promotora
del crecimiento de GH en ratas hipofisectomizadas (Schoenle
y cols., 1982), pero ademds las somatomedinas participan en
un proceso de retroalimentacidén negativo de regulacidén de
GH. El1 IGF I a nivel hipofisario ejerce un efecto de
retroalimentacién negativo. A nivel hipotalamico el IGF I,
estimula la secrecidén de SS (Berclowitz y cols., 1981).
Basadndose en datos farmacolégicos indirectos, parece que la
liberacién de GHRH estad estimulada por AcCH, estimulos a-
adrenérgicos y dopaminérgicos y es inhibida por estimulos
B-adrenérgicos. La secrecién de SS, si se estudia mediante
ensayos directos in vitro, se estimula mediante AcCH y VIP
pero se inhibe por la accién del GABA. La secrecién de GH
se modificé por ritmos enddgenos de suenio, por el estrés y
por el ejercicio (Brown, 1994).

Distintas redes neuronales peptidérgicas centrales también
estdan implicadas en la regulacién de GH. Otro péptido gue
simula la liberacién de GH es la galanina. Se ha descrito
que inhibe la liberacién hipotaldmica de S8S (Tresguerres,

1989).

6.— PROBLEMAS CLINICOS. DEFICITS DE HORMONAS HIPOFISARIAS.
6.1.— DEFICIT GLOBAL. AUSENCIA DE HIPOFISIS.

Los desérdenes del eje hipotdlamo-hipofisario proceden de
lesiones a distintos niveles. Al nivel mas inferior, los
problemas surgen a raiz de la destruccién de la hipéfisis

(por tumor, infarto o inflamacidén} o a partir de un déficit
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de origen genético, de una célula hipofisaria en
particular, como la gue se observa en los casos extranos de
déficit de FSH o de GH (Reichlin, 1992). La pérdida
selectiva de receptores de hormonas tiroideas en la
hipéfisis pueden dar lugar a un aumento en la secrecién de
TSH y tirotoxicosis. A niveles anatémicos superiores, los
desérdenes pueden ser provocados por ruptura de la zona de
contacto vascular entre la eminencia media y el tallo
hipofisario, por ruptura del tallo en si mismo o de los
terminales nervicsos del sistema tuberohipofisario. Tal
destruccidén de la via final comin de regulacién hipofisaria
puede producirse después de una seccién quirurgica del
tallo, en tumores de tallo hipofisario y en enfermedades de

naturaleza inflamatoria (Reichlin, 1992).

6.1.1.- Apopleijia Hipofisaria.

La apoplejia hipofisaria se define como un infarto agudo de
la hipéfi§i§_que amenaza la supervivencia del individuo. El
infarto hemofféqico tiene lugar, en los casos mds comunes,
en situaciones en las gque existe un tumor hipofisario
previo, aunque también puede producirse de forma espontédnea
en una hipé6fisis normal, después de una hemorragia
obstétrica (Sindrome de Sheehan) (Sheehan y Stanfield,
1961), en casos de aumento de la presidn intracraneal o
como consecuencia de una terapia de anticoagulacién
sistémica. E1 panhipopituitarismo puede desarrollarse
también después de la cirugia o de la radioterapia de
adenomas hipofisarios. Las mujeres que sufren el sindrome

de Sheehan exhiben unas manifestaciones caracteristicas,
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entre las que se incluyen, imposibilidad para la lactancia,
desdérdenes/pérdida de la menstruacién, del vello genital y
axilar, Yy en casos severos evidencia de
panhipopituitarismo. Otros factores que predisponen al
infarto hipofisario incluyen 1la diabetes mellitus, 1la
neumocencefalografia, la angiografia carotidea,. la
ventilacién mecénica, traumas e infecciones del tracto
respiratorio superior (Thorner y cols., 1992).

El infarto hipofisario produce una disfuncién ae la
adenohipofisis que puede ser permanente o transitoria. El
grado de deterioro dependerd de 1la cantidad de tejido
destruido. Se ha descrito un déficit en la secrecién de GH
en el 88% de los casos, en la secrecién de gonadotropinas
entre el 58% y el 76% de los casos y en la secrecién de
ACTH en el 66% de los casos. Se produce hipotiroidismo
secundario entre el 42 y el 53% de los casos y secreciones
anormales de Prl entre el 65 y el 100% de 1los casos
descritos (Veldhuis y Hammond, 1980).

Asi, la apoplejia puede tener 1lugar en glédndulas
hipofisarias no tumorales, comc en 1los casos gue se
producen en mujeres durante el periodo de postparto. La
caracteristica comin de estos casos es un parto con una
pérdida de sangre excesiva. después de un periodo de
isquemia completa, se observa una revascularizacién y una
subsiguiente congestidn wvascular asociada a una trombosis
del 16bulo anterior (Reid y cols., 1985). La hemorragia
espontdnea también se proéuce en hipé6fisis tumorales. Se
pueden producir hemorragias en todo tipo de tumores

hipofisarios y pueden pasar desde inadvertidas a . tener
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consecuencias catastréficas.

El patron de crecimiento tumoral, el tamafic del tumor, y la
cantidad de hemorragia y de edema en la glédndula determinan
los sintomas. El1 infarto con hemorragia y edema puede
causar una rapida expansién de la lesidén, asociada a la
compresién de las estructuras circundantes y 'a un
funcionamiento neurolégico anormal. En un paciente
consciente, los sintomas iniciales son dolores de cabeza de
localizacidén retroorbital, acompafiados de nduseas y
vémitos. La extravasacion de sangre o tejido necrético en
el espacio subaracnoideo puede causar fiebre, irritacién
meningea, pérdida de consciencia e 1incluso coma. La
expansién a niveles superiores puede causar opresién del
guiasma y/o del nervio é6ptico con pérdida de campo visual y

disminucién de la agudeza (Thorner y cols., 1992).

6.2.— SECCION DEL TALLO HTPOFISARIO.

Las lesiones capaces de destruir el tallo hipofisario,
tales como la ruptura a raiz de un golpe en la cabe:za,
seccidén quirdrgica del tallo o a una enfermedad espontdnea
(tumor, granuloma) producen un patrén caracteristico de
disfuncién hipofisaria. La diabetes insipida se desarrolla
en un porcentaje elevado de los casos de ruptura de tallo
hipofisario, aunque la incidencia de la enfermedad depende
del nivel al cual se ha producido la seccién (Moses, 1983).
En las hembras, la menstruacién cesa después de la seccién
del tallo o hipofisectomia (Dugger y cols., 1962). A
diferencia de la situacidn que se genera después de una

hipofisectomia, las gonadotropinas pueden ser aun
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detectables en orina después de haber realizado una seccidn
de tallo hipofisario.

El fallo general adenohipofisario que se produce después de
una seccién del tallo es debido, en parte, a una pérdida de
las uniones vasculares Yy neurales especificas con el
hipotdlamo y en parte al grado de infarto al que se ha
sometido a la hipdéfisis (Adams y cols., 1966). El patrdn de
dafio celular estd relacionado con la distribucién de los
pequenos capilares sanguineos que penetran en la hipéfisis

por debajo del nivel al que se ha producido la seccién.

6.3.- DEFICITS AISLADOS POR FALIO EN LAS HORMONAS
HIPOFISTOTROPICAS.

Puede producirse un fallo hipofisario selectivo debido a un
déficit de los tipos celulares hipofisarios especificos o
por un déficit de una o mds hormonas hipotaldmicas. Si
tenemos en cuenta el lugar anatédmico donde se ha producido
la lesién, en los casos de déficits de TSH, se pueden
establecer diferencias entre las causas de origen, ya que
éstas pueden ser de origen hipotalamico o de origen
hipofisario (Lamberton y Jackson, 1983).

La secrecién deficiente de TRH conduce a una sintesis
alterada de TSH en la hipé6fisis, incluyendo cambios en 1la
glicosilacién. Una TSH pobremente glicosilada tiene una
actividad biolégica baja; sin embargo, y a pesar de estos
datos, es dificil diagnosticar casos de hipotiroidismo
hipotaldmico (Beck~Peccoz y cols., 1985).

El déficit aislado de LHRH, es el mnds comin de las

deficiencias de hormonas hipofisiotrdépicas. En el sindrome
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de Maestre de San Juan (Maestre de S. Juan, 1856) (déficit
de gonadotropinas asociada con hiposmia) el mayor defecto
neurcanatémico se encuentra en un desarrolloe defectuoso del
sistema neuronal LHRHérgico. Este desarrollo defectuoso
parece proceder de una migracién defectuosa de las neuronas
del epitelio nasal olfatorio embrionario que contenian LHRH
(Schwanzel-Fukuda y cols., 1989).

Por otro 1lado, las malformaciones de las estructuras
situadas en 1la 1linea media como por ejemplo el septum
pellucidum se asocian a defectos encontrados en la
regulacién de las gonadotropinas. El1 déficit mds comin es
el denominado hipogonadismo hipogonadotrépico (Krause
Brucker y Gardner, 1980)}.

Los déficits de GHRH son en la mayoria de los casos, los
responsables de 1la insuficiencia de GH que da 1lugar al
enanismo idiopdtico. La secrecién de GH es la mnds
vulnerable de todas las funciones de la hipéfisis anterior
a cualgquier dafio producido en el tallo hipofisario (Brauner
y cols., 1989). .

La ausencia de secrecién de DA conduce a
hiperprolactinemias (Molitch y Reichlin, 1985). Asimismo,
los niveles de Prl se elevan, en casos de lesiones dque
conducen a una separacién traumdtica del hipotdlamo de 1la
hipéfisis.

La insuficiencia adrenal es una manifestacién comin de
problemas hipotaldmicos, atribuidos en algunos casos a
déficit de CRH o de destruccién de células adrenotropas

(Sauter y cols., 1990).



50

6.4.— MANIFESTACIONES DE DEFICIT HORMONAL ADENOHIPOFISARIO.
El hipopituitarismo total o selectivo puede producirse en
pacientes con adenomas hipofisarios, y aquellos pacientes
que han sufrido cirugia hipofisaria o radioterapia, o
aquellos que han sufrido 1lesiones en la cabeza. La
adenchipéfisis secreta seis hormonas fundamentales (LH,
FSH, GH, TSH, ACTH y Prl) y pueden producirse déficits en
cualquiera de ellas. El sintoma mds comin tanto en hombres
como en mujeres es la disminucién de la funcién gonadal. El
hipogonadismo secundario puede producirse debido al déficit
de LH y de FSH aunque también puede producirse en los casos
de hiperprolactinemia. El diagnéstico de la enfermedad se
realiza a partir de la observacién de una pérdida
progresiva de secrecidén de hormonas adenohipofisarias por
el siguiente orden: gonadotropinas (LH Y FSH), GH, TSH,
ACTH (Rodriguez Poyo-Guerrero y cols., 1989). Sin embargo,
pueden producirse variaciones, ya que algunos pacientes
presentan déficits en ACTH y/o TSH ,como caracteristica
fundamental. E1 déficit de Prl no es muy comin y cuando se
produce es debido a infarto hipofisario. En los nifios, los
sintomas mds evidentes son el cese del crecimiento y el

retraso en la pubertad.

6.5.— SOLUCIONES ACTUALES PARA EL DEFICIT DE HORMONAS.
6.5.1.— Terapias de sustitucién hormonal.

La terapia de sustitucidén consiste en la administracién de
hormonas producidas por las glandulas diana. Las
excepciones son la administracién de GH en los casos de

déficits de GH, la terapia de gonadotropinas para inducir
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la ovulacién en mujeres y el tratamiento de infertilidad en
los hombres y la desmopresina para el tratamiento de la
diabetes insipida.

La terapia de sustitucidn hormonal debe ser personalizada
para cada paciente y no deberia ser instaurada hasta que no
se hayan valorado los dafios sufridos en el eje hipotdlamo-

hipofiso-adrenal (Thorner y cols., 1992).

6.5.1.1. Déficit de cortisol.

El déficit de cortisol se trata de forma usual mediante la
administracién oral de hidrocortisona dos veces al dia.
Esta es la forma mds sencilla de restablecer el ritmo
circadiano de secrecién de cortisol. Se pueden utilizar
otros glucocorticoides sintéticos como prednisona vy
dexametasona. Los riesgos de los glucocorticoides incluyen
la sobredosis {sindrome de Cushing) y la supresién adrenal
(Thorner y cols., 1992).

6.5.1.2. - Déficit de hormonas tiroideas.

Este déficit se trata con levotiroxina (Thorner y cols.,

1992).

6.5.1.3.- Déficit de gonadotropinas y LHRH.

Estas hormonas se administran de forma exdgena a pacientes
que evidencien niveles 1lo suficientemente' bajos de
gonadotropinas como para que se produzcan situaciones de
anovulacién (Tresguerres, 1989). Esta terapia se instaura,
una vez que se hayan descartado otros factores de origen

puramente ginecolégico (problemas ovarico-endometriales;
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problemas periférico-obstructivos, que impidan la ovulacidn
y sean origen de esterilidad).

La induccién de la ovulacién podrd hacerse con drogas u
hormonas que aumenten los niveles de gonadotropinas
endégenas, o mediante la administracién de 1las propias
gonadotropinas de origen humano. Dentro de las primeras se
puede utilizar el citrato de clomifeno o la GnRH, y dentro
de las segundas la gonadotropina menopatsica humana (HMG)
(pergonal) con funcién predominante FSH, aunque 1lleve
también LH, obtenido de orina de mujeres postmenopausicas,
y la HCG (Profasi) o gonadotropina coridnica, con acciédn
similar a la LH, obtenida de orina de mujeres, durante el
primer trimestre de embarazo (Tresguerres, 1992a).

Los andlogos de LHRH son muy titiles para el tratamiento del
hirsutismo. Entre las vias de administracién se incluyen la
via nasal, subcutdnea y las formas "en depdsito"™. El
ketoconazole, derivado del imidazol, inhibe a la 17 a-
hidroxilasa, enzima encargada de la sintesis de andrégenos,
con lo que las concentraciones séricas de éstos disminuyen
en mujeres con hirsutismo. Sin embargo, y debido a 1los
efectos colaterales entre los que se incluyen molestias
gastrointestinales, prurito y alteraciones en la funcién
hepdtica, el uso del ketoconazol para el tratamiento del

hirsutismo debe ser limitado (Tresguerres, 1989).

6.5.1.4.- Déficit de GH.
Las terapias gque se estdn siguiendo actualmente estén
basadas en dos preparados producidos mediante técnicas de

ADN recombiﬁante; una de ellas se ha realizado en células
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procariotas y el segundo en células de mamiferoc. Los dos
preparados parecen ser ligualmente efectivos. lLa GH se

administra de forma subcutdnea (Milner y cols., 1979).

6.5.1.5.—- Déficit GHRH.

Se ha administrado GHRH a ninos deficientes en GH. Se
administra dos veces al dia Yy también mediante
administracién pulsédtil subcutdnea (Grossman y cols.,
1986). Es necesario continuar estudiando y experimentando
para determinar si el tratamiento crénico con GHRH es
equivalente o presenta ventajas con respecto al tratamiento

con GH.

6.5.2.— sustitucién de la hipéfisis.
6.5.2.1.~ Ccirugia hipofisaria.

La cirugia hipofisaria moderna ofrece la posibilidad de
resecar de forma selectiva los adenomas hipofisérios,
dejando la hipéfisis normal intacta. Harvey Cushing fue
pionero en la técnica transesfenoidal pero posteriormente
la abandoné en favor de 1la técnica por acercamiento
transcraneal. La cirugia hipofisaria . moderna
(transesfenoidal) se desarrollé por Guiot y Hardy en 1973
(Hardy, 1969; Guiot, 1973).

En los casos mds graves, el tamano del tumor hace necesaria
la extirpacién total hipofisaria, con lo que se producird
un panhipopituitarismo postquirirgico que necesitaré

obligatoriamente tratamiento de sustitucién.
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.— Resultado de la ciruqia hipofisaria.

Ya que la mayoria de los tumores hipofisarios son benignos,
los resultados de la cirugia suelen ser gratificantes,
sobre todo en los pacientes que presentaban anormalidades
visuales (Trautman y Laws, 1983).

Las complicaciones en la cirugia hipofisaria suelen ser
pequenas. Sin embargo, cada operacién por el mero hecho de

serlo, constituye un riesgo a tener en cuenta.

6.5.3.— Radioterapia hipofisaria.

Este tratamiento disminuye el crecimiento tumoral y reduce
la hipersecrecién hormonal, sin embargo el hipopituitarismo
parcial o total es un riesgo que siempre estd presente.
Habitualmente, la radioterapia se reserva para pacientes
con enfermedades residuales después de haber sufrido
cirugia o para pacientes en los que no estd recomendada la
reseccién quiridrgica.

Una de las consecuencias mds comunes de la radioterabia es
el desarrollo de un hipopituitarismo posterior al
tratamiento, parcial o completo (Nelson y cols., 1989).
Otras complicaciones de la radioterapia incluyen dafios en
el quiasma 6ptico y/o en el nervio O6ptico y nervios
craneales con la consecuente pérdida visual (Linfobt,
1978); el dafio vascular puede causar isquemia cerebral,
compresiones y desarrollo de tumores hipofisarios o

cerebrales (Thorner y cols., 1992).



55

6.5.4.—- Transplante Hipofisario.

En estudios realizados en ratas con transplante de

hipéfisis, se ha podido comprobar que el aporte de sangre
por el sistema porta hipofisario es esencial para el
funcionamiento hipofisario normal. En los transplantes que
se realizaban en los afos 50, los autores describian un
estadb de buena vascularizacidén en el transplante, pero sin
embargo, sdélo aquellos transplantes que estaban situados
bajo la eminencia media funcionaban (Harris y Jacobsohn,
1952); otros autores sugerian que si los explantes
hipofisarios que habian estado previamente situados en el
rifién, se retransplantaban en la eminencia media,
recuperaban la funcionalidad (Everett, 1958).

El transplante de la hipéfisis, separada del hipotdlamo,
llevaba consigo la atrofia de la adrenal y del tiroides,
.pero el grado de atrofia, no era tan pronunciado como el
gque se producia después de la hipofisectomia. El1 nivel de
la actividad residual se podia aumentar, aumentando el
numero de hipéfisis implantadas, sin embargo, nunca se
acabé de recuperar la funcién hipofisaria normal (Sirett,
1975). Actualmente se siguen realizando estudios tendentes
a conseguir una mejora en la técnica y en la viabilidad de
los transplantes. Segun estudios realizados en transplantes
hipofisarios experimentales en conejos, se ha podido
comprobar que cuando se probaron explantes procedentes de
individuos neonatales, y éstos se situaron bajo 1la
eminencia media de los conejos receptores, estos individuos
sobrevivieron y 1las hipéfisis funcionaron casi de forma

normal. Si los explantes procedian de animales adultos, los
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transplantes fracasaron (Wang y cols., 1992); de estos
estudios se deduce, la existencia de una cierta plasticidad
en la respuesta de las células hipofisarias de estadios
poco diferenciados, cuando son sometidas a los estimulos
hipotaldmicos. No hay que olvidar, que estos estudios

todavia se encuentran en fase experimental.
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APARTADO I1T: LAS GLANDULAS SALIVARES.

7.— GLANDULAS SALIV S.

Una gléandula salival puede ser definida como cualquier
célula u 6rgano que vierte su secrecidén a la cavidad bucal.
Se pueden distinguir las gldndulas salivares mayores,
localizadas a cierta distancia de la mucosa bucal y que
comunican con ella a través de uno o mds conductos
extraglandulares, y las gldndulas salivares menores, que se
hallan en la mucosa 0 en la submucosa y se abren directa o
indirectamente en la superficie epitelial de la misma a
través de numerosos Yy pequenos conductos excretores
(colectores). En el hombre, las gldndulas salivares mayores
estdn constituidas por tres grandes masas de tejido
5ilaterales (las gldndulas parétiada, submaxilar y
sublingual), mientras que las gldndulas salivares menores,
estdn constituidas por las gldndulas linguales anteriores,
bucales y palatinas. Entre sus funciones se incluye: la
lubricacién de 1los alimentos para que puedan ser
deglutidos; el humedecimiento de la mucosa bucal, que es
esencial para la fonacién; el aporte de un disolvente
acuoso, necesario para la degustacién; el aporte de un
cierre liquido, necesario para la succién (incluyendo la
lactacién); la secrecién de enzimas digestivas tal como la
amilasa salival, y la secrecién de hormonas como cortisol,
17-a-0OH progesterona, melatonina, VIP (McMillan y Talamo.,
1989;: Mauser y Kronberger, 1992), y de otras sustancias
como neuropéptido Y, péptido relacionado con el gen de la

calcitonina (CGRP), sustancia P, alanina (Hauser-Kronberger
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y cols., 1992), estrdgenos (Campbell y cols., 1990),
progesterona y testosterona (Blom y cols., 1993). La
glandula parétida también es 1la fuente principal de
distintos factores de crecimiento como el FGF Dbésico
(Merkel y Phelps, 1987; Amano y cols., 1993) y el EGF
(Thesleff y cols., 1988). También se ha descrito 1la

presencia de IGF-I (Ryan y cols., 1992).

7.1.—- ANATOMIA DE LA GLANDULA PAROTIDA.

Se localiza por delante de la oreja y por detrds de la rama
ascendente de 1la mandibula. Esta gldndula sintetiza vy
secreta una solucidn proteinica, acuosa, rica en amilasa
salival. Este tipo de secrecidén, se conoce como secrecién

sSerosa.

7-2.— DESARROLLO.

Los acinos secretores y el sistema de conductos, muy
ramificados, se desarrollan como una invaginacién del
epitelio bucal, de origen ectodérmico. Los cordones
epiteliales invaginados invadirén el meséngquina
embrionario. El epitelio, dara origen al tejido
parengquimatoso de las gldndulas salivares, es decir, a los
futuros acinos y conductos. El1 mesénquima dard lugar al
futuro tejido conectivo de la gldndula. El1 estroma es el
tejido de sostén que incluye la cédpsula fibrosa y 1los
tabiques de tejido conjuntivo relacionados con ella (Davis,
1986). La diferenciacién de las células secretoras
parotideas de 1la rata, se produce de forma postnatal

durante un periodo aproximado de 40 dias (Maruyama y cols.,
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1982), estando ademds este proceso de diferenciacién

postnatal, estimulado por la lactacioén.

7.3.- ESTRUCTURA DE LA GLANDULA PAROTIDA.

Las gléndulas salivares mayores son glandulas ramificadas
compuestas, que estan formadas por numerosos 1ldébulos
compuestos a su vez por lobulillos enlazados por un estroma
interlobular, un tejido areoclar denso, que contiene
conductos excretores (colectores), vasos sangulneos, fibras
nerviosas, y pegquefos ganglios. Cada lébulo estd delimitado
por las ramificaciones de un conducto unico, gue finalizan
como unidades secretoras terminales, las cuales a su vez,
producen la secrecidén primaria. Este esquema se modifica
secundariamente con 1la formacioén de los conductos
intercalares estriados y excretores, de manera que estos
ultimos se ramifican en uno o mds conductos que dirigen la

saliva hacia la cavidad bucal.

7.4.— UNIDADES SECRETORAS TERMINALES DE IAS GLANDULAS
SALIVARES.

Las células glandulares de los &cinos son piramidales,
tienen un vértice 1luminal estrecho y una base amplia,
mientras que la de los tidbulos son mas cilindricas.‘Estas
células que son las principales productoras de
glicoproteinas se describen comunmente como serosas,
Seromucosas O mucosas.

Las unidades secretoras terminales de la glandula pardtida
estdn formadas principalmente por Adcinos serosos.

Las células seromucosas Yy las serosas tienen una forma
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aproximadamente piramidal. La membrana plasmdtica a nivel
basal suele ser lisa, pero a nivel lateral estd plegada de
manera que se interdigita con la de las células adyacentes.
La membrana plasmadtica luminal, con frecuencia, tiene
vellosidades entre las que se encuentran vesiculas‘
pinocitésicas. Las células serosas presentan un
citoesqueleto muy desarrclladoc y una gran cantidad de
granulos de secrecidén (Tandler y Phillips, 1993). Los
granulos contienen: enzimas, como por ejemplo: a-amilasa,
peroxidasa, lactoperoxidasa, lisozima, DNAsa, RNAsa y
lipasa. También existen factores de crecimiento, entre los
que se encuentra el NGF y el EGF (Tandler y Phillips,

1993).

7.5.— CONDUCTOS DE LAS GLANDULAS SALIVARES.

A partir de 1las unidades secretoras terminales, nos
encontramos, consecutivamente, con los conductos
intercalares, estriados y excretores y en las glandulas
salivares que denominamos mayores, como la glandula
parétida, el conducto excretor principal. Los conductos
intercalados y los conductos estriados estdn localizados en
el interior de los 1ldébulos, mientras que 1los conductos
excretores se encuentran en posicidén interlobulillar,
dentro de 1los septos de tejido conjuntive. E1 conducto
excretor principal forma el denominado conducto de Stenon
(Tandler 1993 a y b). En la rata, existe otro tipo de
conductos, situados entre los conductos intercalados y los
estriados, son los denominados conductos granulares

(Tandler 1993 a y b).
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Los conductos intercalados son los mds cercanos a los
acinos secretores. Se ha sugerido que las células de este
tipo de conductos, podian ser las progenitoras de los dos
tipos celulares, las de los acinos y las de los conductos
(Zajicek y cols., 1985). Las células que tapizan los
conductos intercalares son cuboideas o ligeramente
aplanadas. Estas células estdn rodeadas por células
miocepiteliales. Estas células no son importantes en 1la
sintesis de proteinas, pero esto no impide que se vean
implicadas en el aporte de agua y electrolitos a la saliva.
Se han descubierto gran cantidad de glicoconjugados en los
grédnulos de las c¢élulas de estos conductos (Jezernik vy
Pipan, 1989).

. En los roedores, el conducto que precede, al conducto
estriado, es el conducto granular. Este conducto se
especializa en secrecién (Gresik, en prensa; en Tandler,
1993). Estos conductos pueden mostrar, las
especializaciones basales caracteristicas de los conductos
estriados (Tamarin y Sreenby, 1965).

La caracteristica principal de las células que revisten los
conductos estriados es su estriacién basal semejante a un
césped grueso. Este aspecto estriado era debido a 1la
presencia de columnas de mitocondrias alargadas muy
apretadas entre si (Pease, 1956). En el interior de estas
células existen grénulos de glucégeno dispersos (Imai vy
cols., 1978). En los conductos estriados del gato, se han
descubierto granulos cargados de kalikreina (Schachter vy
cols., 1983). También se ha descubierto, la presencia de

fibronectina (Kanehisha y cols., 1991). Se les considera
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como los conductos encargados de la reabsorcién d# los
electrolitos procedentes de la saliva. é
Segqin estudios inmunocitoguicos, tanto los conductos
estriados, como los conductos excretores de la glandula
parétida de 1la rata, son muy reactivos al péptido étrial
natriurético (ANP) (Vollmar y cols., 1991).

Las células de 1los conductos estriados,_ fagocitan por
endocitosis ciertos materiales a partir de la 1luz del
conducto; posteriormente degradan estos materiales gn los
lisogsomas (Hand vy cols., 1987). Esto también se real%za en
los conductos intercalados y en los excretores (Hand Yy

cols., 1987; Coleman y Hand, 1987) ,
7.6.— CELULAS MIOEPITELIALES DE LAS GLANDULAS SALIVARES.

Estas células contrdctiles estdn situadas entre 1la iémina
basal y las células epiteliales propiamente dichas de los
conductos intercalares o también de las unidades secrétoras
terminales. Los efectos de su contraccién son los
siguientes: 1) aceleran el flujo de salida de la saliya, 2)
disminuyen el contenido de los conductos intercaléres Y
unidades secretoras terminales, 3) aumentan la presién de
secrecidén, 4) sostienen el parénquima subyacente, 5) éyudan
al flujo salivar a sobrepasar los aumentos de resis£encia
periférica, y en determinadas condiciones 6) ayudan a

expulsar el contenido de las células secretoras asociadas

(Garrett y Emmelin., 1979).

7.7.- CONTROL DE LA ACTIVIDAD DE LA GLANDULA SALIVAR..

Las rdpidas variaciones en la composicién de la saliva, asi
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como en la cantidad y velocidad a la que es producida, en
respuesta a estimulos ambientales, sugieren la existencia
de un mecanismo de control muy elaborado (Emmelin, 1972).
En algunas glandulas, la saliva se secreta espontaneaﬁente,
aparentemente inclusoc en ausencia de un estimulo externo;
en otras, la secrecién puede ser inducida por el estimulo
de una amplia gama de receptores extraglandulares:

gustativos, nociceptivos, olfatorios y tactiles.

7.8.— CONTROL HORMONAIL DE LA GLANDULA PAROTIDA.

No existe evidencia clara de gue 1la actividad de las
hormonas pueda inducir directamente la secrecién de saliva
a niveles fisioldégicos. Las hormonas locales, sin embargo
tienen intensos efectos sobre la actividad de las gldandulas
salivares; en la glandula submaxilar de gato se ha
demostrado, por ejemplo, que aungue la vasodilatacidén se
inicia mediante influencias nerviosas, se mantiene por 1la
accién de kininas plasmdticas que se forman localmente
cuando la kalikreina es liberada de las células secretoras
después de una estimulacién por aminas simpdticas (Gautvik
y cols., 1972).

Existen autores, que vya en el afio 1968, sugerian la
existencia de un posible eje hipotdlamo-parotideo-endocrino
(Leonora y Steinman, 1968) y gue actualmente sugieren la
existencia de un factor hipotaldmico que estaria encargado
de liberar uwna hormona parotidea (HP) de naturaleza
polipetidica, encargada del transporte del fluido dentinal
en la rata (Tieche y Leonora, 1989).

Incluso estos mismos autores sugieren que las glandulas
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parétidas de rata pueden ejercer un efecto insulinotrépico,
ya dque la parotidectomia privaria a las células B
pancredticas de un principio humoral gque seria esencial
para optimizar la respuesta de insulina a la presencia de

glucosa (Leonora y cols., 1987; 1988).

7.9.— CONTROL NERVIOSO. . j

En la mayorfa de las glandulas salivares, la mayoriparte
del flujo salival estd bajo control nervioso. Las fibras
implicadas contienen fundamentalmente AcCh (parasimpdticas)
Yy A (simpdticas) (Emmelin, 1987; Garrett y Kidd, 1993).
Existen evidencias gque pueden sugerir que el VIP puede
funcionar como un neurotransmisor parasimpdtico en 1la
glandula parétida de la rata. Se ha demostrado
inmunorreactividad tipo VIP en las gldndulas salivares de
distintas especies (Uddman y cols., 1980) y ademds el
péptido estaria colocalizado con la AcCh en el ganglio
6tico de donde procede la inervacién parotidea (McMiilan Yy
Talamo, 1989).

Si quisiéramos describir un modelo general de inervacién
glandular tendriamos que tener en cuenta que existe una
variacién considerable en las diferentes gldandulas y en las
diferentes especies (Garrett, 1972), y que el modelo de
inervacién puede variar con la edad en una misma glandula
(Yohro, 1971). Las fibras colinérgicas acompafian a los
conductos y forman arborizaciones compleijas alrededor de
las unidades secretoras terminales. Las fibras adrenérgicas
generalmente penetran en las glandulas acompafando a las

arterias, distribuyéndose con sus ramas.
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En el interior de la gléandula, las fibras se entremezclan,
de modo que axones adrenérgicos y colinérgicos, se sitian
con frecuencia en invaginaciones adyacentes de la mnisma
célula de Schawnn (Eneroth y cols., 1969; Garrett, 1972,
1976).

Las zonas del axén dilatadas y cargadas de vesiculas se
relacionan funcionalmente con las células efectoras a las
que inervan formando sinapsis.

Las unidades secretoras terminales pueden estar inervadas
por axones colinérgicos y adrenérgicos, existiendo células
secretoras individuales que a menudo tienen una inervacidn
doble. Las fibras colinérgicas (parasimpdticas) Yy
adrenérgicas (simpaticas) de la gldndula pardétida de 1la
rata son secretomotoras (Harrop y Garrett, 1974; Hodgson y
Spiers, 1974).

La saliva producida por estimulacién adrenérgica difiere de
la producida después de una estimulacién por fibras
parasimpdticas, tanto en cantidad como en composicién. En
algunos casos, las fibras adrenérgicas, mds que provocar
secrecién salival, podrian producir una modificacién
secundaria de 1la saliva secretada en respuesta é una
estimulacién colinérgica.

Las células de los conductos de las glandulas salivares
pueden producir modificaciones en la composicién de 1la
saliva, y, aungue estdn peor inervadas que las unidades
secretoras terminales, parece que su actividad esta
controlada, al menos en parte, por influencias nerviosas
respondiendo electricamente tanto a estimulos simpaticos

como parasimpdticos (Lundberg, 1958).
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APARTADO TIT: TRANSFORMACION CELULAR.

8.— POSIBILIDAD DE TRANSFORMACION MORFOFUNCTIONAI. DE TEJIDOS
FETALES Y ADULTOS BAJO ESTIMULOS APROPIADOS.

Aungue las hormonas Jjuegan un papel indiscutible en el
crecimiento corporal, su efecto estimulador sobre 1la
divisién celular, in vitro, es menos espectacular de lo que
cabria esperar, si se tienen en cuenta sus efectos in vivo.
La razdén fundamental para esta discrepancia radica en que
las hormonas no realizan esta funcién por si mismas sino
que lo hacen asociadas a factores de crecimiento de
naturaleza peptidica. En la mayoria de sus funciones los
factores de crecimiento son muy similares a las hormonas:
actian a través de receptores especificos, estadn sujgtos a
regulacién fisiolégica, y utilizan mecanismos similares
para la transduccidén de la sefal encargada de producir los
efectos bioldgicos en los tejidos diana (Underwood y Van
“Wyk, 1992).
La diferencia fundamental entre estos factores y las
hormonas es que los primeros pueden ser producidos en
tejidos muy diferentes y ejercen sus efectos en tejidos
vecinos (efectos paracrinos) o incluso en sus propias
células de origen (efectos autocrinos), méds que en tejidos
alejados a los que pueden acceder sdélo via torrente
sanguineo (efectos endocrinos). Estos modos de accidén no
son mutuamente exclusivos y la misma hormona puede emplear
uno u otro en funcién de la situacién en que se encuentre.
Por ejemplo, la SS funciona como un producto neurosecretor

en el hipotdlamo, mientras gue 1lo hace como factor
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paracrino en los islotes de Langerhans, y como una hormona
tradicional cuando se secreta por el péancreas y se
transporta por la sangre portal hasta el higado (Underwood
y Van Wyk., 1992).

La mayoria de las hormonas y de los factores de crecimiento
pueden estimular o una respuesta mitogénica o el desérrollo
de funciones de celulas diferenciadas, dependiendo del tipo
celular, del estado de desarrollo, del medio hormonai y de
otras circunstancias ambientales (Underwood y Van Wyk.,
1992). Algunos de los factores de crecimiento como el
Transforming Growth Factor R (TGFB), son bifuncionales y
capaces tanto de estimular como de inhibir el crecimiento.
Incluso la naturaleza de la respuesta celular a hormonas y
a factores de crecimiento, es debida en menor medida( a la
naturaleza de las propiedades de estos mensajeros quimicos
mas que al contexto en el que éstos actidan. Los factores de
crecimiento se han definido como "..parte de un lenguaje de
sefalizacién celular compleja, en el que los péptidos
individuales son equivalentes a los caracteres de un cddigo

alfabético..." (Sporn y Roberts., 1988).

9.— FACTORES DE CRECIMIENTO: FAMILIAS MAS IggORTANTES;

9.1.- FAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF).
9.1.1.— EGF de ratén.

El EGF fué descubierto por Cohen en 1962 cuando descubrié
que extractos de gldndulas salivares de ratén aceleraban la
erupcién de los incisivos y la apertura de los parpados de

los ratones recién nacidos. Aislé el factor, lo
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caracterizé, describié sus interacciones con el receptor y
describié la mayoria de sus efectos biolégicos (Carpenter y
Cohen, 1979). |

Se trata de un polipéptido de cadena sencilla formado por
53 aminodcidos. Se extrajo de las gldndulas salivares como
heterotetramero compuesto por dos moléculas de EGF y dos
proteinas de unién. Las proteinas de unidén codificadas en
genes diferentes liberan a la molécula activa de EGF (53
aas) de un precursor formado por 1217 aas (Gray Yy COls.,
1983).

El prepro EGF se sintetiza como una proteina de membrana ya
que su secuencia de aas presenta una homologia de un 40%
con los residuos encontrados en el dominio extracelular del
receptor de superficie celular para proteinas de baja
densidad. En algunos tejidos, comc los tubulos distalés del
rinén, el preproEGF se sintetiza peroc no se procesa en EGF
(Rall y cols., 1985). Su funcién en estos tejidos no estd
clara pero la estructura sugiere que puede participar en la

sefalizacién transmembrana.

9.1.2.— EGF Humano.

El homélogo humano del EGF de ratén se aislé de orina
basdndose en su capacidad para inhibir 1las secreciones
dcidas de la mucosa gastrica. Aungue inicialmente se 1le
denominé urogastrona, este péptido tiene las propiedades
biolégicas del EGF de ratén y es idéntico en 37 de los 53
aas. Los péptidos humano y de ratdédn presentan reacéiones
cruzadas con otros receptores pero difieren

considerablemente en las reactividades inmunolégicas
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cruzadas (Hollenberg, 1979). Se ha mapeado el gen para el
EGF humano en el mismo cromosoma en el que se ha encontrado

el gen para la interleuguina 2 (Brissenden y cols., 1984).

9.1.3.- Requlacién _del EGF

Las concentraciones de EGF en las gldndulas salivares son
dependientes de andrdégenos. Las gldndulas submaxilares de
machos contienen 15 veces méds EGF que las glandulas
salivares de hembras (Barthe y cols., 1974). A pesar de
estas diferencias asociadas al sexo, las concentraciones
séricas de EGF son comparables entre ratones machos vy
hembras. En la piel y en las glandulas submaxilares, las
concentraciones de EGF pueden ser reguladas por harmonas
tiroideas, especialmente en los primeros cinco dias de

vida.

9.1.4.—- Receptores de EGF y Mecanismo de Accidén.

El receptor de EGF varia de tamafio en los distintos
tejidos, pero siempre se mantiene en un rango que varia
desde los 160 a los 190 Kd, dependiendo del grado de
glicosilacién de la molécula (Das, 1982). La unién del EGF
a su receptor va seguida de la internalizacién del complejo
y disminucién del nimero de receptores que se encuentran en
la superficie celular. Un segundo gen relacionado con el
receptor de EGF podria ser el encargado de codificar el

receptor de anfiregulina (Plowman y cols., 1990).

9.1.5.— Acciones Fisioldégicas del EGF.

La mayoria de los efectos bioldgicos del EGF provienen de
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su capacidad para estimular la proliferacién de las .capas
de células basales de epitelios ectodérmicos. E1 EGF esté
presente en el fluido amnidético (Nexo y cols., 1981), vy
el/los miembros de sus familias homélogas (como el factor
de crecimiento transformante tipo «a, TGFa) pueden ser
reguladores importantes del desarrollo fetal. En la rata
parece ser esencial en el cierre del paladar (Hassell y
Pratt, 1977) e incluso se ha descrito su importancia como
estimulador de la secrecién de TSH en la rata (Altschuler y
cols., 1993).

Se han detectado cantidades significativas de EGF en la
leche humana, llegando su concentracién en el calostro
hasta 300 ug/L. El1 EGF del calostro puede estar implicado
en la maduracién del borde en cepillo y de otras funciones
del intestino en la vida neonatal (Underwood y Van Wyk.,

1992).

9.1.6.— Transforming Growth Factor o.

Muchos tumores secretan un péptido similar al EGF que es
capaz de interactuar con receptores de EGF en células
normales. A este péptido de 50 aas se le denominé
transforming growth factor a (TGFa) ya que fue el primer
péptido de estas caracteristicas en ser descubierto. TGFa y
EGF presentan un 35% de homologia en sus secuencias y
aparentemente interactian con el mismo receptor. TGFa
también se produce en células normales como por ejemplo
células deciduales del sistema nervioso central y de 1la
piel. Se ha observado una sobreexpresién de este péptido en

pacientes con psoriasis.
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9.2.— FACTORES DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS (FGFS).

En 1975 se descubrid, gue extractos cerebrales e
hipofisarios contenian FGFs, los cuales junto con pequenas
cantidades de suerc, eran capaces de estimular la
proliferacién de muchas lineas celulares de oOrigen
neuroectodérmico y mesodérmico (Gospadorowicz, 1975). El
FGF se aislé inicialmente de cerebros bovinos (Bohlen y
cols., 1984) en dos formas: como un péptido débilmente
dcido o como un péptido fundamentalmente bésico (pl 9.6) de
13.4 Kd dificilmente distinguible del FGF encontrado en
hipé6fisis bovinas. Esta forma bdsica se encontrd en tejidos
derivados fundamentalmente del mesodermo Yy del
neuroectodermo, mientras que la forma débilmente &cida se
encuentra confinada en el sistema nervioso y en la retina.
La propiedad méds clara gue presenta el FGF es una fuerte
afinidad por heparina; los factores de crecimiento que se
unen a heparina se han aislado de una gran variedad de
células en cultivo o de extractos de o6érganos y tumores
(Burgess y Maciag, 1989). Estos factores de crecimiento
andlogos a FGF son el producto de al menos siete genes

altamente relacionados.

9.2.1.- Efectos biolégicos de FGF.

FGF estimula la proliferacién celular de la misma forma en
que lo hace el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y puede ser sustituido por PDGF en medios definidos
(Gospadorowicz y cols., 1975). FGF induce proliferacidén en
las c¢células blastoméricas y en los muficnes de las

extremidades de las ranas después de una amputacidén, aungue
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el papel que juega en la regeneracidén de las extremidades
todavia estd por aclarar. El FGF retrasa la senescencia de
células mantenidas en cultivo y es un potente mitétics_para
las células endoteliales vasculares (Broadley y cols.,
1989). E1 FGF estimula multitud de procesos bioquimiéos en
los tejidos diana, incluyendo la fosforilacidén de proteinas
intracitoplasmdticas e induccidén de la sintesis de ﬁuevas
proteinas. Aungque los FGFs estan entre los factor%s de
crecimiento mds potentes, su relevancia en los précesos
fisiolégicos normales todavia no se ha podido demostrar
(Rifkin y Moscatelli, 198%9). El1 FGF se encuentra en la
matriz extracelular de las células endoteliales, dondé estd
fuertemente ligado a sustancias similares a heparina

(Underwood y Van Wyk., 1992). !
]
|

9.3.- FAMILIA DEL TRANSFORMING GROWTH FACTOR B (TGFB)}

La familia de polipéptidos del TGFBR incluye tres miémbros
homélogos (TGFB;, TGFBy y TGFB3) localizados en los humanos
en el cromosoma 19, 1 y 14, respectivamente y otro grﬁpo de
polipéptidos 1lejanamente relacionados que, sin embargo,
comparten con ellos homologia de secuencias y de
actividades biolégicas (Barnard y cols., 1990). Entre este
iltimo grupo se incluyen la hormona contra los conducﬁos de
Miller (anti-millerian hormone, AMH, también conocidé como
. millerian inhibiting factor, MIF); inhibinas y activinas Y
también distintas proteinas gue pueden regular la forﬁacién

del hueso y del cartilago.
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9.3.1. Estructura Quimica.

Los tres miembros de la familia del TGFB se sinteti;an en
forma de polipéptidos precursores due posteriormenﬁe son
procesados hasta que se obtienen monémeroé activos de‘25 Kd
(Barnard y cols., 1990). Aungue los precursores respe;tivos
difieren, los tres péptidos una vez maduros, conservan una
homologia del 75%. Las éctivinas, inhibinas y AMH comparten
entre un 20 y un 40% de homologia de secuencia con eliTGFB.
El TGFB se secreta por las células en cultivo en unafforma
inactiva que no se une a los receptores de TGFB existentes
en la superficie celular. Estas formas latentes de TGFB se
pueden activar por acidificacién transitoria o tratahiento
con proteasas comc la plasmina. De hecho, los inhibidores
de plasmina bloquean algunas de las acciones .paraérinas
mediadas por TGFB (Sata y Rifkin, 1989). Las formas

latentes del TGFB se secretan por casi todos los tipos de

células en cultivo.

9.3.2.— Receptores.

Se han identificado en las membranas celulares tres;tipos
de glicoproteinas distintas capaces de unir TGFB. Los
efectos biolégicos del TGFB en las células epiteliéles Yy
quizd en otros tipos celulares se cree que esta media@o por

el receptor tipo I (Underwood y Van Wyk., 1992).

9.3.3.— Papel biolégico del TGFB.

Muchos factores de crecimiento son bifuncionales, ' y el

término factor de crecimiento se emplea en esta situacidn

para referirse a una sustancia que inhibe el crecimiento
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aungque también puede estimularlo (Roberts y cols., 1985).
Los miembros de esta familia son especialmente interesantes
debido a su bifuncionalidad. El1 TGF8 es un potente
inhibidor del crecimiento y la produccién de TGFB; por
cultivos en monocapa que llegan a confluencia puede ser
responsable de la inhibicién del crecimiento dependiente de
la densidad celular.

En circunstancias apropiadas el TGFR estimula la
proliferacién de las células derivadas del mesénquima,
aungue sus mayores efectos son sobre las células
epiteliales. E1 TGFB es 10000 veces mids potente que la
ciclosporina como supresor de la proliferacién de
linfocitos T. El TGFB no mata a las células y sus efectos,
ademds, son reversibles (Underwood y Van Wyk., 1992).

Como ya hemos comentado, el TGFB puede estimular la
proliferacién de las células derivadas del mesénguima,
tales como los fibroblastos y los osteoclastos, sin embargo
este efecto es tardio y probablemente indirecto. Su papel
fundamental es prevenir 1la proliferacién de células
tumorales mas gque estimular su formacién.

El TGFB nos permite saber que la respuesta de una célula a
una sefial hormonal estd determinada mas por las
circunstancias de la célula en ese mnomento gque por la
naturaleza de la sehal. El crecimiento de los fibroblastos
3T3, por ejemplo, es estimulado por TGFAR en presencia de
PDGF e inhibido en presencia de EGF. Ademds en presepcia de
EGF, TGFae y TGFB estimulan el crecimiento de células de
rifién de rata en agar e inhibe su crecimiento en cultivos

de monocapa. Todavia queda por saber si estas sustancias



75

promueven el crecimiento dependiendo del sustrato en
algunos sistemas, si sirven Como inhibidores del
crecimiento en otros y si actidan como factores
transformantes en otros. La capacidad multifuncional del
TGFB probablemente juega un papel extremadamente importante
en el desarrolo embrionario vya dque en los estadios
embrionarios mds tempranos es fundamentalmente mitogéniéo
mientras que en los estadios finales inhibe la

proliferacién celular (Underwood y Van Wyk., 1992).

9.4.~ OTROS REGULADORES INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO

Aungue no estdn estructuralmente relacicnados con 1la
familia de los TGFRB, existen otros inhibidores de
crecimiento celular o sustancias que son bifuncionales en
sus acciones para modular el crecimiento celular. Como en
el caso de los miembros de la familia de los TGFB, el
efecto predominante depende del tipo celular, del medio
hormonal y de otras circunstancias. Entre este grupo de
sustancias se encuentra el factor de necrosis tumoral
(TNF), los interferones y los retinoides. Los chalones son
una familia de inhibidores de crecimiento, especificos de
tejido que aparecen fundamentalmente en tejidos
hematopoyéticos y en epidermis. Existen ademds, un numero
elevado de sustancias inhibidoras de crecimiento gue aunque
estdn bien documentadas no estan suficientemente
caracterizadas. Todas ellas estdn presentes en el suero.
Parece estar claro, que 1las sustancias encargadas de
inhibir el crecimiento son como minimo tan importantes como

las encargadas de promoverlo (Underwood y Van Wyk., 1992).
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9.5.— FACTORES DE CRECIMIENTO ESPECIFICOS DE ORGANOS Y
TEJIDOS .

En contraste con estas superfamilias que promueven el
crecimiento de una gama muy amplia de tipos celulares,
existen otros factores de crecimiento mds o© menos
especificos de un tipo celular determinado. La mayoria de
estos agentes se han descubierto porque estaban encargados

de regular un tipo de citodiferenciacién especializada.

9.5.1.- Factor de crecimiento del nervio (NGF)

La existencia de una sustancia neurotréfica difusible fué
sugerida por Levi-Montalcini en 1951 (Levi-Montalcini vy
Hamburger, 1951). Como el EGF, el NGF se encontré en
grandes cantidades en las gldndulas submaxilares de ratones
macho, caracteristica no compartida con los humanos.

Esta molécula se puede disociar en tres tipos de
subunidades, siendo la subunidad B la forma biologicamente

activa (Thomas y cols., 1981).

9.5.1.1.- Receptores de NGF.

Existen dos tipos de receptores en las células neurales; un
receptor de alta afinidad y baja capacidad y otro receptor
de baja afinidad y alta capacidad. Los 1linfocitos y los
macréfagos contienen sélo los receptores de baja afinidad.
Tanto uno como otro receptor se sospecha que proceden de un

inico gen {(Hempstead y Chao, 1989).

9.5.1.2.— Efectos Biolégicos de NGF.

El efecto fundamental de NGF es promover la supervivencia,
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diferenciacidén y el crecimiento axonal de 1los ganglios
sensitivos y simpdticos. Ya que las neuronas son células
completamente diferenciadas que no se replican, el NGF no
funciona como un mitético para el sistema nervioso maduro.
El NGF es un mitético débil para el tejido linfoide, sin
embargo puede ser mitético en el tejido nervioso de
embriones de estadios tempranos. El efecto del NGF sobre la
supervivencia neuronal parece estar regulado por el
desarrollo: la inyeccidén de anticuerpos anti NGF provocan
la degeneracién neuronal en animales en estadios fetales,
sin embargo en los animales adultos las neuronas sensitivas
no requieren NGF para su supervivencia (Gorin y Johnson,
1980).

El NGF acelera la diferenciacién morfolégica y bioquimica
de las c¢élulas parentales en neuronas simpaticas y
sensitivas (Thoenen y Barde, 1980).

La produccién selectiva de NGF durante el desarrollo de los
tejidos periféricos atrae a las neuritas de las neuronas
simpdticas o sensitivas apropiadas a 1lo large de un
gradiente quimotdctico de NGF, lo que lleva consigo una
inervacién tisular selectiva. Después, el NGF se transporta
de forma retrégrada hasta sus ganglios diana donde se
concentra (Korsching y Thoenen, 1983). Se cree que éste es
el esquema que siguen estos tejidos para determinar tanto
la especificidad como 1la densisdad de sus conexiones
axonales (Thoenen y Edgar, 1985).

El NGF también juega un papel fundamental en las respuestas
tanto inmune como inflamatoria: El NGF es un

quimiocatrayente de neutrdéfilos, y la administracidén de
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subunidades B de NGF a animales recién nacidos ha conducido
a la aparicién de mastocitos en distintos tejidos (Aloe y
Levi-Montalcini, 1977). E1 NGF estimula a los receptores de
interleuquina 2 en linfocitos humanos. E1 NGF es un débil
mitético que puede potenciar la sintesis de DNA en
respuesta a distintos mitéticos de células T y B (Thorpe y

Pérez-Polo, 1987).

9.5.2.— Interferones.

Este es el término que se le ha dado a las glicoproteinas
secretadas capaces de inducir un estado antiviral en las
células (Isaacs y Lindemann, 1957). El interferon a y el
interferon $, se originaron en leucocitos y en fibroblastos
respectivamente; difieren en sus propiedades quimicas vy
biolégicas del interferon I' que es producido por las
células T previamente estimuladas; de hecho la actividad
antiviral del interferon I parece ser secundaria a su
estimulacién por interferon a« e interferon 8 (Hughes vy
Baron, 1987). Los interferones estimulan la replicacién
celular bajo determinadas circunstancias e inhibe el
crecimiento celular en otras. El efecto predominante en 1la
mayoria de 1las lineas celulares es inhibir las sefiales
nmitogénicas (tales como las de los protooncogenes c-myc y
c-fos) en respuesta a otros factores de crecimiento (Romeo

y cols., 1989).

9.5.3.— Somatomedinas.
Se aislaron, basandose en sus tres propiedades

fundamentales: Actividad similar a la GH en el cartilago,
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actividad similar a la insulina en el tejido adiposo y en
el misculo y propiedades mitéticas en sistemas celulares en
cultive (Dulak y Temin, 1973). Factor de crecimiento
Insulinico I (IGF-I) y Somatomedina C son los diferentes
nombres que recibe este homélogo de la proinsulina humana.
Existe otra somatomedina, denominada factor de crecimiento
insulinico II (IGF-II), homéloga al IGF-I. IGF I es mds
dependiente de GH y mds potente promoviendo el crecimiento;
mientras que IGF-II tiene una mayor actividad insulinic;
que IGF-I. El1 homdéloge en la rata al IGF-II humano se
secuencié como una actividad estimuladora de la

multiplicacién celular (AMS) (Underwood y Van Wyk., 1992).

9.5.3.1.- Somatomedinas en otras especies.

Las estructuras de las sonmatomedinas estdn muy conservadas
en las distintas especies. La rata tiene dos formas de
somatomedinas homélogas a las existentes en humanos. La
secuencia de aas de la IGF I bovina, es idéntica a la IGF I
humana. La somatomedina de rata, dependiente de GH difiere
del IGF I humano sé6lo en tres aas (Casella y cols., 1987},
mientras que el IGF II de rata difiere del humano sélo en
cinco aas. Tanto los IGFs como sus receptores han sido
identificados en pajaros, peces e insectos. Las
somatomedinas se encuentran fundamentalmente en sangre,
aungque también puede presentar otras localizaciones como
por ejemplo higado, pulmén, rifndén, corazdén, misculo,
testiculos, préstata, cerebro y gléandulas submaxilares

(D'Ercole y cols., 1984).
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9.5.3.2.~ Efecto sobre la proliferacién celular.

Aungque inicialmente se describieron como factores de
crecimiento de tejido esquelético, IGF-I o IGF-II pueden
estimular sintesis de DNA y proliferacién celular, en
células de distintos origenes embriolégicos y en distintos
organismos desde invertebrados a humanos. Distintos autores
descubrieron que las células no podian crecer in vitro en
un medio de cultivo gue no tuviera suero, a no ser, gque se
afhadiera al mismo una concentracién del orden micromolar de
Insulina (Bottenstein Yy cols., 1979}). A estas
concentraciones tan elevadas, 1la insulina funcionaria
interactuando con el receptor Tipo.I de IGF. En la mayoria
de las células, cﬁncentraciones del orden nanomclar de IGF,
son ya capaces de promover el crecimiento de forma tan
efectiva como lo hacen las concentraciones micromolares de
insulina.

A pesar de todas estas caracteristicas, se ha observado que
la ausencia de otras hormonas o factores de crecimiento,
los efectos de IGF I y de IGF II son muy débiles (Underwood

y Van Wyk., 1992).

9.5.3.3.- Efectos de las somatomedinas en el tejido
endocrino.

Las IGFs se sintetizan en las adrenales y en las génadas,
donde estan encargadas de la regulacién de la proliferacién
celular y las funciones especializadas de las glandulas.
Aunque inactivas por si mnismas, las IGFs potencian las
acciones esteroidogénicas de la ACTH y de la Angiotensina

II en las adrenales (Penhcat y cols., 1989) o de la FSH en
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las células granulosas del ovario y de LH en la produccidn
de andrégenos por las células intersticiales tecales en el
ovario y las células de Leydig en el testiculo (Kasson vy
Hsueh, 1987). |

El mecanismo mds importante mediante el gque realizan su
funcién es amplificando el efecto de las hormonas troéficas

sobre la generacién de AMPc (Underwood y Van Wyk., 1992).

10.— TMPLICACTION DE 10S FACTORES DE CRECIMIENTO FEN TA

TRANSFORMACION CELULAR.

A la vista de todos estos resultados, se puede postular que

todos los factores de crecimiento y productos de oncogenes,
constituyen el udnico sistema regulador del crecimiento
fisiolégico que puede igualar en importancia al sistema
endocrino. Estos péptidos funcionan mediante mecanismos
autocrinos, paracrinos e incluso endocrinos para regular
procesos tan diversos como la diferenciacién celular, el
envejecimiento, la regeneracidén de tejidos e incluso de
6érganos, la curacién de heridas, el crecimiento normal y el
desarrollo. En los uUltimos afics, a todas estas acciones, se
ha unido una mds, gue es el posible papel de los factores
de crecimiento en los procesos de transdiferenciacién
celular. Cada vez aparecen mayor humero de trabajos dque
implican a alguno o a varios de estos factores en procesos
de conversiones celulares. Por ejemplo, IGF I es capaz de
convertir células hipofisarias de rata, secretoras de GH en
células secretoras de Prl (Inoue y Sakai, 1991); asi como
NGF es capaz de inducir la diferenciacién de células B

pancredticas, secretoras de insulina, en células con
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comportamientos muy similares a los gue presentan las
neuronas (Polak y cols., 1992) o cdémo el factor bdsico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF) es capaz de actuar
intracelularmente para causar la transdiferenciacién de
precursores de células de Schwann, derivadas de cresta
neural de codornices embrionarias, en melanocitos (Sherman
y <cols., 1993). Hay también casos descritos donde
sustancias estimuladoras de la diferenciacién como el
dimetilsulféxido (DMSO) son capaces de transformar células
pancredticas acinares en células pancredaticas ductales
(Arias y Bendayan, 1994). Sin embargo, estas actividades,
tanto las que estdn directamente relacionadas con
mecanismos de proliferacidén como las que estdn relacionadas
con mecanismos de transformacidén no son exclusivas de los
factores de crecimiento, sino que también se ha descrito
que los factores hipotaldmicos son necesarios no s6lo para
la diferenciacién de 1los distintos tipos celulares
adenchipofisarios (Heritier y Dubois, 1994) sino también
para el mantenimientc de 1las proporciones relativas de
células adenohipofisarias que secretan uno u otro tipo de
hormona hipofisaria (Hoeffler y Frawley, 1987); asi mismo,
los factores  hipofisarios son necesarios para 1la
proliferacién de células musculares lisas arteriales como
respuesta a lesiones (Fingerle y cols., 1992).

Esta serie de trabajos nos permiten apoyar la hipétesis de
gque una glandula exocrina como la pardtida pero del mismo
origen ectodérmico que la hipéfisis, pueda adquirir de
forma al menos parcial, funciones propiamente hipofisarias

al ser estimulada con extractos hipotaldmicos.
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11.— TRABAJOS DE ALVAREZ-BUYLLA.

Los trabajos de Alvarez-Buylla y Roces de Alvarez-Buylla
(1963) demostraron que la sustitucién de la hipéfisis del
perro Jjoven por un trozo de su propia gléandula barétida,.
era capaz de reinstaurar algunas de las fuﬂciones
hipofisarias, cosa que no ocurria si se colocaba misculo en
la silla turca esfenoidal. Los mismos autores comprobaron
que los perros con autotransplante parotideo tras
hipofisectomia tenian una supervivencia mayor que los dque
no tenian transplante o recibian misculo (Alvarez-Buylla y
cols. 1970) y que ello podia ser debido al mantenimiento de
la funcién adrenocortical (Alvarez-Buylla y Roces de
Alvarez-Buylla, 1964, 1967, 1970). También observaron el
restablecimiento de las funciones sexuales (Alvarez-Buylla

Yy cols., 1973).

12.— MODEIO IN VIVO.

Los trabajos realizados posteriormente (Alvarez y cols.
1991; Granados 1993 a y b; Alvarez, 1994), confirman 1la
modificacién inducida en el transplante glandular al cabo
de varias semanas de realizado éste, con la adquisicién de
propiedades inmunohistoquimicas similares a las
hipofisarias. También se han realizado estudios, en los que
se ha podido comprobar que ratas hembras hipofisectomizadas
y sometidas a transplantes de glandula pardétida en
sustitucién de 1la hipéfisis, han recuperado de forma
parcial el ciclo estral, mientras gque si el transplante era
de tejido graso la restitucién del ciclo estral no llegaba

a producirse (Alvarez, 1994). Seguia, no obstante, sin
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demostrarse de forma fehaciente, que toda esta serie de
modificaciones no fueran debidas a restos hipofisarios que
quedasen tras la hipofisectomia, por lo que era necesario
la realizacidén de estudios in vitro gque ayudasen a entender
los mecanismos de transformacidén morfofuncional, por un

lado y confirmasen por el otro los datos antes mencionados.

13.— MODEILO TN VITRO.

Estudios experimentales, sugieren gue todos los tipos
celulares hipofisarios proceden de células progenitoras
procedentes de la bolsa de Rathke. Se cree que las células
adenohipofisarias se encuentran comprometidas a partir del
dia 11 de desarrollo, pero el fenotipo determinado 1o
consiguen después (Dubois vy Hemming, 1991). Existen
estudios sobre la importancia de la presencia de GnRH sobre
la diferenciacién de las células gonadotropas (Bégeot y
cols., 1984a), asi como de la importancia de la presencia
de TRH en la diferenciacién de 1las células tireotropas
(Heritier y Dubois, 1993). En lo que respecta a estudios
realizados sobre el metabolismo de glandulas salivares in
vitro, se ha podido constatar gue las células acinares son
capaces de responder, aumentando la secrecidn de
glicoproteinas en presencia de EGF, dexametasona y dcido
retinoico (Redman y cols., 1988). Estudios preliminares,
sin embargo, sugieren que las células parotideas en cultivo
sometidos a 1la presencia en el medio de extractos
hipotaldamicos artificiales, son capaces de secretar TSH

(Quintanar y Stephano, estudios no publicados).



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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l1.— ELECCION DE LA GLANDULA PAROTIDA. EXPLICACION DEL
MODELO DE TRABAJO.

En trabajos previos, se ha comprobado mediante técnicas de
inmunohistoquimica y medidas de hormonas mediante RIAS
especificos (Alvarez y cols. 1991; Alvarez, 1994) cdémo las
células de la glandula pardtida adulta transplantada a la
silla turca tras hipofisectomia son capaces de secretar LH,
GH y Prl. Sin embargo, la transformacién no es total,
probablemente por un problema de revascularizacidén del
transplante; esta revascularizacién debia de ser
exclusivamente de procedencia hipotaldmica pues de ahi es
de donde le llegan las hormonas inductoras (Sirett, 1975).
Por otro lado, en los modelos 1in vivo realizados por
Alvarez Buylla, siempre se planteaba el interrogante de si
los resultados obtenidos se debian a que la reseccién
hipofisaria se habia realizado de forma incompleta o
incluso que el efecto se debia a la accién de los factores
liberadores hipotaldmicos circﬁlantes (aumentados en 1las
hipofisectomias) ya que se sugirié gque estos factores
serian capaces de estimular, por si mismos, a los &rganos
diana finales (Ferguson y Greenhoot, 1974} o si en realidad
seria la gléandula pardtida transplantada (transformada
gracias al estimulo de los factores hormonales
hipotaldmicos) la responsable de que los animales
recobraran en parte sus funciones endocrinas. Para intentar
despejar el interrogante, decidimos poner en cultivo
células glandulares parotideas (con lo que obviamos 1la
posibilidad de que fueran las células hipofisarias 1las

productoras) y las estimulamos con factores hormonales
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hipotalamicos, para posteriormente estudiar el resultado.

Desde el punto de vista embrioldégico, podemos decir,
ademds, que la adenohipé6fisis y 1la gladndula pardtida
derivan del ectodermo oral, mientras gque las otras dos
gldndulas salivares mayores, son de origen endodérmico

(Moore, 1982).

2.- OBJETIVOS.

Estudiar, in vitro, la transformacién funcional de células
procedentes de tejido glandular parotideo neonatal sometido
a la influencia de hormonas hipotalamicas, bien purificadas
sintéticas o bien, en forma de extracto hipotaldmico en
crudo, tanto especifico de rata como de cordero,
investigando la posible produccién de hormonas hipofisarias
(LH y TSH) al medio de cultivo mediante radioinmunoensayo,
para la deteccién bioquimica y mediante  técnicas
inmunocitoquimicas para la deteccién hormonal a nivel

morfoldgico.



MATERIAL Y METODOS
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1.— INSTALACIONES.
1.1.- SERVICIO CENTRAL DE CULTIVOS CELULARES.

Todas las técnicas utilizadas en en la realizacién de esta
Tesis Doctoral gue han requerido condiciones de esterilidad,
han sido realizadas en el Servicio Central de Cultivos
Celulares (SCCC).

El laboratorio de cultivos celulares consta‘de los siguientes
equipos: campana de flujo laminar (Telstar MH-100), autoclave
(Matachana, Miniclave 21L), incubador de CO, (Heraeus mod.
5060), centrifuga refrigerada (Beckman mod. TJ-6, Madrid),
congelador de -20°C, nevera, microscopioc invertido (DM-IL,
Leica), microscopio estereoscépico (Meiji), fuentes de 1luz

fria (Schott) y equipo de fotografia (Leica).

1.2.— INSTALACION RADIACTIVA CENTRAL.

La instalacién radiactiva central situada en la Facultad de
Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, cuentd con
unos laboratorios equipados para el manejo de isdétopos
radiactivos, y una sala central de medicién de radioisdtopos,
con contadores de radiacién I (Packard mod. Cobra autogamma)
Y con un espectofotémetro de radiacién B (Packard mod. 2500-

F3

TR).

1.3.~- LABORATORIOS.
El departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad Complutense de Madrid dispone de laboratorios

equipados para la obtencidén de los extractos hipotaldmicos,
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utilizados en 1los cultivos celulares, asi como para el
montaje y la realizacién de los radioinmunoensayos (RIAs).

El laboratorio de Técnicas del Servicio Central de Cultivos
Celulares de 1la Universidad Conmplutense de Madrid, estéd
equipado para la realizacidn de las técnicas de
inmunocitoquimica, morfologia e histologia, fundamentales

para el procesamiento de las muestras obtenidas en cultivo.

2.~ IMALES.

Los cultivos de células glandulares se han realizado a partir
de glandulas parétidas de crias (ambos sexos) de ratas
Wistar, extraidas en el primer o segundo dia de vida
postnatal (considerdndose como primer dia, las 24 horas
siguientes al nacimiento de los animales).

Algunas pardétidas fueron utilizadas en el estudio de 1la
distribucién de las citokeratinas en el nacimiento.

Por otro lado, se utilizaron animales Wistar adultos 250-300
gr., criados en el Animalario Central de la Universidad
Complutense (Facultad de Medicina) y en el del Departamento
de Fisiologia (UCM). De estos animales se extrajeron las
gldndulas parétidas para estudiar la distribucién de ias
citokeratinas existentes en las glandulas del animal adulto.
Estos animales se han alimentado con piensos compuestos
(Panlab, Barcelona) Yy agua ad libitum. En el Animalario
Central se mantienen las siguientes condiciocnes: 1) Ritmo
luz-oscuridad en ciclos de 12 horas (8:00-20:00). 2)

Temperatura controlada entre 22 += 2 2C., 3) Ventilacidn
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controlada.

3.— PROTOCOLOS EXPERTMENTAILES.

3.1.— TECNICAS IN VITRO.

3.1.1.- Cultivo en monocapa de células glandulares
parotideas.

Una de las principales consideraciones a tener en cuenta a la
hora de establecer un protocolo que implique el uso de
técnicas de cultivo celular es, 1la eleccién del sistema de
cultivo. En nuestro caso, nos decidimos por el sistema de
cultivo en monocapa debido a que era el que mds se adecuaba a
nuestros propésitos.

Entre sus principales ventajas, caben destacar las
siguientes:

l.- Es un sistema de cultivo eficaz para 1la produccién
celular a gran escala, ya que permite aumentar de forma
significativa 1la superficie de cultivo con respecto al
volumen de medio de cultivo a utilizar.

2.- Resulta muy sencillo cambiar el medio de cultivo y lavar
la monocapa celular antes de afadir medio fresco.

3.- Si se necesita mantener un nimero elevado de células, a
este sistema de cultivo se le pueden aplicar técnicas de
perfusién continua de medio que nos permitan asegurar gque
todas 1las células reciben los nutrientes ¢gue 1les son
imprescindibles. De esta manera, se consigue aumentar de
forma considerable la eficacia del sistema, ya gue es mucho

mds sencillo perfundir cultivos en monocapa debido a que las
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células estan adheridas a la superficie de la placa y por
tanto inmovilizadas, por lo que no se requiere el uso de
sistemas de filtro.

4.~ Por otro lado, las células expresan con mas facilidad el
producto obieto de estudio, cuando se encuentran adheridas a
un sustrato.

5.- Este sistema de cultivo es el mds eficaz cuando se trata
de poner en marcha una técnica gque requiere el uso de
proporciones distintas tanto de medios de cultivo como de
nimero de células. |

6.- Los cultivos en monocapa, son ademds, los mds flexibles
vya gue pueden usarse para todos los tipos celulares, siendo
especialmente util cuando se tienen que cultivar distinéés

tipos celulares.

3.1.1.1.- Establecimiento de Cultivos Primarios de células
glandulares parotideas.

El cultivo se realizdé segin el método de Quintanar-~Stephano y
Martin (datos no publicados}, sometido a ligeras
modificaciones.

Se utilizaron, por cultivo, 10 ratas Wistar de 1 dia de edad
(1 pn) de las que se extrajeron ayuddndonos de una 1lupa

estereoscépica (Wild, M3Z), 20 glandulas parétidas.

Extraccion_de_las glandulas.

Las crias se lavan en alcohol de 702, se decapitan y la

cabeza se pone en una placa de Petri de pldstico de 30 mm.
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Posteriormente, se procede a 1la reseccién del pabelldn
auditivo. Utilizando esta zona de referencia, se realizdé una
incisién lateral en la regidén auriculo temporal.
Posteriormente, estas gldndulas se recogen en placas de Petri
de plédstico de 30 mm de didmetro (NUNC, Intermed) y se lavan
en una solucién salina tamponada pH= 7.4 de Hanks (Sigma)}, a
la que se le ha afnhadido 100 UI/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina y 2.5 ug/ml de fungizona (JRH Biosciences).
Todas las operaciones se realizaron en condiciones de asepsia
y en cdmara de flujo laminar.

La dispersién mecdnica de las células de pardétida se hace en
grupos de 20 gldndulas. Estas se disgregan y posteriormente
se trasladan a tubos cénicos estériles de polibutadieno
estireno (17 X 120 mm, NUNC), y se centrifugan durante 10
min, 1000 rpm y 4°C. El pellet obtenido se resuspende en 7.5
ml de solucidén de Hanks libre de Ca++ y Mg++ con 0.1 mg/ml de
Colagenasa P (Boehringer-Mannheim) y 0.3 mg/ml de
hialuronidasa (Boehringer-Mannheim). Todos 1los tubos se
incuban durante 50 min. en un incubador a 37¢C con agitacién
manual periddica y una atmésfera de un 95% de O, y un 5% de
CO,. Al final de esta primera incubacién, el contenido de los
tubos se pipetea varias veces con una pipeta Pasteur a la gue
previamente se le habrd estrechado la punta, para facilitar
de esta forma la dispersién celular. Posteriormente, se
centrifugan los tubos 10 min. a 1000 rpm y a 4°C, y se retira
la solucién enzimdtica, resuspendiéndose el pellet, en 2.5 ml

de solucidén de Hanks sin Ca++ ni Mg++ a la gque se anadird 0.1
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mg/ml de tripsina (Boehringer-Mannheim). Esta solucién se
mantendrda 10 min. a temperatura ambiente, en posicién
vertical y con agitacién periddica.

Al final de esta segunda incubacién manual se procedidé a
realizar una nueva dispersién celular mecdnica con la ayuda
de la pipeta Pasteur. Las células se separaron de la solucién
enzimdtica centrifugando (10 min, 1000 rpm, 4°C) y lavando
dos veces: la primera, con solucidén de Hanks a la que siempre
deben anadirse los antibiéticos y antifungicos, y un segundo
lavado con medio RPMI 1640 completo. Los precipitados finales
se suspendieron en 0.5 ml de solucidén de Hanks completa a los
que se afadieron 5 ml de medio RPMI 1640 que contenia un 4%
de Albimina de Suero Bovino (BSa Fraccién V, Sigma
Chemicals), HEPES 10mM ( HEPES 1M, Sigma Chemicals) y los
antibidticos. Este udltimo fluido de lavado, se quité después
de una centrifugacién (10 min a = 1000 rem, 4:2C).
Posteriormente, las células se resuspenden en RPMI 1640
completo, de donde se separa una alicuota de 10 ul para el
contaje de células en una c&amara de Neubauer y para la
realizacidén de las pruebas de viabilidad celular [Método de
exclusién: Trypan Blue (Sigma Chemicals)]. Posteriormente,
las células se distribuyen en placas de 24 pocillos, siendo

el volumen de medic total por pocillo de 500 ul.

3.1.1.2.- Tratamiento de los pocillos y cambio del medio de
cultivo.

El cultivo, una vez colocadc en la placa, se deja estabilizar
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una semana antes de comenzar el tratamiento; éste se prolongé
durante tres semanas mas.

Los pocillos recibieron dos dosis al dia, dejando 10h de
diferencia entre tratamientos. El1 medio de cultivo se
sustituyé dos veces por semana, guardandose los medios
retirados a -20°C hasta el momento de la realizacién de los

RIAs de LH y de TSH.

3.1.1.3.- Controles.

Se realizaron distintos tipos de controles:

a) Pocillos con cultivo de células glandulares parotideas a
las que solo se anadia medio RPMI 1640 completo (RPMI).

b) Pocillos sin células glandulares parotideas a los que se
afladia medio RPMI 1640 completo en el que se habia disuelto
el equivalente a 1 hipotdlamo de rata por pocillo y por dia
(es decir, medio hipotdlamo de rata por pocillo y dosis}
(XH).

c) Pocillos sin cultivo de células glandulares parotideas a
los que se afadia medio RPMI 1640 conpleto en el que se
habian disuelto los factores hipotaldamicos aislados en las
mismas concentraciones utilizadas en los pocillos con células

(XF).

Estos dos ultimos controles b y ¢ nos permitieron conocer el
grado de degradacién tanto de las hormonas existentes en los
extractos hipotaldmicos como de los factores hipotaldmicos

aislados, debido a las enzimas presentes en el suero,
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condiciones de humedad, temperatura y porcentaje de CO, en

las que se lleva a cabo el experimento.

3.1.1.4.- Tratamientos realizados y mimero de semanas de
duracién.

Se realizaron distintos experimentos en 1los que se midié
mediante técnicas de RIA la concentracién de LH en los medios
de cultivo. En los casos en los que se indique, también se
midié la concentracién de TSH y se hicieron estudios de

inmunocitoguimica con anticuerpos anti LH y con anticuerpos

anti TSH.
a) Primer grupo de experimentos.
Los controles utilizados (n=20) fueron pocillos en los que

habia celulas glandulares parotideas en cultivo a las que

-s6lo se les anadidé medio RPMI completo.

Otra parte de los pocillos (n=12) con cultivo de células
glandulares parotideas, recibieron un estimulo que consistié
en extracto hipotaldmico de rata, preparado de acuerdo al
método que Lima describié en 1988, en una cantidad
equivalente a un hipotdlamo de rata por pocillo y por dia de
tratamiento, dividido en dos dosis, mafiana y tarde.

En este primer grupo de experimentos se midieron las

concentraciones de LH y TSH existentes en los medios de

cultivo.

b) Sequndo grupo de experimentos.

En este seqgundo grupo de experimentos se hicieron cuatro
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grupos de pocillos:

- Quince de estos pocillos se mantuvieron como controles en
" los que habia celulas glandulares parotideas en cultivo a las
que sdélo se les anadié medio RPMI.

- Otro grupo de pocillos (n=15) con cultivo de‘ células
glandulares parotideas, recibieron un aditivo que consistié
en extracto hipotaldmico de cordero, preparado de acuerdo al
mismo método descrito por Lima en 1988, en una cantidad
equivalente en peso fresco a 0.25 hipotdlamos de rata por
pocillo y por dia de tratamiento, dividido en dos dosis,
mafiana y tarde.

- Se hizo un tercer grupo de otros 15 pocillos con cultivo de
células glandulares parotideas, que recibieron un estimulo
que consistidé en extracto hipotaldmico de cordero, en una
cantidad equivalente a 1 hipotalamo de rata por pocillo y por
dia de tratamiento, dividido en dos dosis, mafana y tarde.

- Por ultimo, un cuarto grupo de pocillos {n=15), con cultivo
de células glandulares parotideas, que recibieron un aditivo
que consistié en extracto hipotalémico de cordero, en una
cantidad equivalente a 2 hipotdlamos de rata por pocillo y
por dia de tratamiento, dividido en dos dosis, mafiana y
tarde.

En este segundo grupo de experimentos se midieron las
concentraciones de LH existentes en los medios de cultivo.
También se realizaron pruebas de inmunocitoquimica para
detectar mediante esta técnica la presencia de esta hormona,

asi como para detectar la presencia de las citokeratinas.
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c) Tercer grupo de experimentos.

En este tercer grupo de experimentos se hicieron dos grupos
de pocillos. |

—_Primer grupo: Pocillos denominados control (n=27), en los
que habia células glandulares parotideas en cultivo que
recibieron un tratamiento dque <consistié en extracto
hipotaldmico de cordero, en una cantidad equivalente en peso
a 1 hipotdlamo de rata por pocillo y por dia de tratamiento,
dividido en dos dosis, manfana y tarde.

- Segqundo grupo: Pocillos (n=12) con el mismo tratamiento gue
sus controles pero a_ los que ademds habiamos afadido
anticuerpo anti IHRH (Elaborado en el laboratorio de
Endocrinologia Experimental de la Facultad de Medicina, sedqgin

el método de Goodfriend y cols., 1964) a una dilucién 1:100.

En este tercer grupo de experimentos se midieron las

concentraciones de LH existentes en los medios de cultivo.

d) Cuarto grupo de experimentos.

Hemos dividido los pocillos en dos grupos.

- Primer grupo: Pocillos control (n=20), en los gue habia
celulas glandulares parotideas en cultivo a las que solo se
les afladi¢ medio RPMI completo.

Y por otro una mezcla de hormonas hipotaldmicas (LHRH y TRH)
+ EGF a distintas concentraciones:

- Sequndo__grupo: Los pocillos (n=27) se tratan con 3
combinaciones de factores hipotaldmicos aislados (+ EGF)
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diferentes: |

* [TRH+LHRH] + EGF.

* [TRH+GHRH+CRH] + EGF.

* [TRH+LHRH+GHRH+CRH] + EGF.

Estas combinaciones de factores, se emplearon a tres
concentraciones distintas:

- 2 ug de cada factor/pocillo/dia.

- 4 ug de cada factor/pocillo/dia.

- 10 ug de cada factor/pocillo/dia.

En este cuarto grupo de experimentos se nmidieron las

concentraciones de LH y TSH existentes en los medios de

cultivo.
3.1.2.- Soluciones, medios y reactivos mds importantes

utilizados.

3.1.2.1.- Solucién de Hanks.

Se autoclava a un pH menor de 6.5 (1 bar) durante no menos de
20 min. Antes de su uso, se debe ajustar el pH a 7.4 con NaOH
estéril o con HEPES 20 mM.

Se utiliza como medio general de manejo de tejidos, sobre
todo durante los lavados y la diseccién de las gldandulas.
Siempre es conveniente afnadir los antibidéticos y antifungicos
en las soluciones de manejo general, ya gque es durante el
proceso de manipulacién del tejido, donde aumentan las

posibilidades de contaminacién.
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3.1.2.2.- Solucién Completa de Hanks.
Si esta solucién salina, se usa como parte integrante del
medio de cultivo deberd anadirsele NaHCO; 4mM (Biochrom,

Seralab).

3.1.2.3.~ Albimina de suero bovino (BSA).

Esta proteina, mayoritaria en el suero, realiza distintas
funciones tanto in vivo como en los medios libres de suero
que se utilizan in vitro. Entre otras funciones se
caracteriza por:

- Comportarse como tampdén fisiolégico en los casos en los que
se produzcan modificaciones de pH.

- Ser transportador de hormonas, factores de crecimiento,
lipidos (colesterol, dcidos grasos, etc), vitaminas
liposolubles, téxicos u otros metabolitos.

- Actuar como protector celular en casos de dafnos provocados
por fricciones mecénicas.

Nosotros hemos utilizado BSA Fraccidén V obtenida por chogue

térmico proporcionada por Sigma.

3.1.2.4.- Medio RPMI completo.

i

RPMI 1640 (Sigma)}. Medio Base.

10% Suero Bovino Fetal (Cultek).

0.3 mg/ml de L-Glutamina (Sigma).

10 mM de HEPES (Sigma).

|

150 UI/ml de penicilina, (JRH Biosciences).

100 ug/ml de estreptomicina (JRH Biosciences).
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- 2.5 pug/ml de fungizona (JRH Biosciences).

Todos los productos y medios de cultivo que no hayan sido
previamente r irradiados, deberdn ser filtrados y
esterilizados antes de su uso, mediante filtros de acetato de
celulosa de tamano de poro menor de 0.20 pm (Sartorius),

acoplables a jeringuillas de 10 ml (Plastipak B-D).

3.1.3.— Factores aislados.

Los factores aislados empleados fueron los siguientes:

- LHRH (Luforan, Serono, Madrid).

GHRH (Géref, Serono, Madrid).

}

TRH (TRH PREM, PREM, Barcelona).

CRH (Bachem, California).

EGF obtenido por ingenieria genética por Serono, Madrid.

3.2.—- OBTENCION DE LOS EXTRACTOS HIPOTALAMICOS DE RATA Y DE
CORDERO.

El procesamiento de los hipotdlamos tanto de rata como de
cordero, se realizé segin el método descrito por Lima en
1988.

Los hipotdlamos de rata se procesan de 10 en 10, estimdndose
el peso de cada hipotdlamo de rata en 10 mg. Se homogenizan
10 hipotdlamos de rata por cada 5 ml de dcido acético 2M. La
homogenizacién se realiza primero con una varilla de tefldn y
posteriormente mediante el uso de un sonicador. Una vez

llegados a este punto del proceso, los hipotdlamos se hierven
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durante 5 min y el contenido de cada tubo se decanta. Se
afiaden 5 ml mds de dcido acético 2M por cada 10 hipotdlamos,
se agita durante unos minutos y posteriormente se centrifuga
durante 30 min a partir del momento en que se alcanzan las
17000 rpm. Posteriormente, se une el contenido de todos los
tubos de 10 hipotdlamos, procesados cada vez. Se agita
durante unos minutos, y se vuelve a dividir en tubos haciendo
una eguivalencia de un hipotdlamo de rata por cada ml del
conjunto de extracto hipotaldmico. Posteriormente estos
extractos se congelan y se liofilizan.

Cuando se procesé el hipotdlamo de cordero se hizo 1la
equivalencia en peso, considerdndose 10 mg de hipotdlamo de
cordero equivalentes a 1 hipotdlamo de rata. El1 resto del
proceso hasta conseguir el extracto hipotaldmico final, se

realizé de la misma manera.

3.3.~ METODO ANALITICO.

3.3.1.- Radiocinmunocandlisis (RTA).

3.3.1.1.- Generalidades.

En 1959, Yalow y Berson propusieron por vez primera un método
radioinmunolégico que permitié wvalorar la insulina. Desde
entonces, estas técnicas se han extendido. La base del nétodo
consiste en la inhibicién competitiva de la unién de una
sustancia fria (no marcada radiactivamente) a su anticuerpo
especifico (Ac) por la misma sustancia previamente marcada
con un isétopo radiactivo. A 1la sustancia sin marcar, 1la

llamamos antigeno (Ag), mientras que a la sustancia marcada
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la llamamos (Ag*). La reaccidén de competicidén es 1la
siguiente:
Ac + Ag¥*....... Ag*¥-Ac + Ag-Ac + Ag* + Ac
+
Ag

La concentracién de Ag (hormona) presente en una muestra
problema se puede determinar construyendo una curva patrén en
la que las concentraciones del Ac y del Ag* marcado
permanecen constantes, aumentando progresivamente la
concentracién de Ag, hormona sin marcar. Al aumentar 1la
concentracién de ésta, los centros de unién del Ac se saturan
progresivamente, de modo gue éste tiene menor capacidad para
unirse al Ag* marcado. La disminucidén de Ag* marcado ligado
al Ac nos indica la presencia de Ag sin marcar.

Después de la incubacidén de los tres componentes esenciales
(Ag, Ag* y Ac), los complejos Ag*-Ac y Ag-Ac sSe separan del
Ag* marcado que no reaccioné. La radiactividad presente en el

complejo Ag*-Ac se mide en un contador de radiacién T.

3.3.1.2.- Representacién gridfica de la curva patroén.
De cada punto de la curva patrén se determinan las cuentas

por minuto (cpm), procedentes del complejo Ag*-Ac. Cada punto
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de la curva se valora por triplicado, obteniéndose las cpm
medias de cada uno de ellos.

La captacién se determina mediante la férmula:

Donde B mide la unién de la hormona marcada con el Ac en
presencia de concentraciones conocidas de la hormona sin
marcar, Bg mide la unién mdxima de la hormona marcada con el
Ac en ausencia de la hormona sin marcar y N mide 1la
radiactividad residual o inespecifica como consecuencia de
uniones con la pared del tubo en el que se realiza el
andlisis. No 1lleva por tanto ni Ac ni hormona fria (sin
marcar).

Utilizamos un papel semilogaritmico, con el eje de ordenadas
dividido de forma lineal Y el eje de abcisas
logaritmicamente. En el primero expresamos el porcentaje de
captacién especifica de cada punto y en el segundo 1la
concentracién de Ag (hormona) sin marcar que se ha anadido a
cada punto. De este modo, y uniendo todos los puntos,
obtenemos un trazo sinusoidal. La concentracién de Ag
presente en la muestra se determina por la radiactividad
presente en el compleijo Ag*-AcC correspondiente,
interpoldndolo en la curva dque se construye con las

soluciones patrén.
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3.3.1.3. Tampones y soluciones.

- Tampén I: Tampdn Fosfato 0.5 M, pH= 7.6. Se prepara a
partir de dos soluciones previas: a) Solucién de fosfato
monosédico 0.5 M (NapHPO,) y b) Solucién de fosfato
monopotdsico 0.5 M (KH,PO,). Se mexclan 418 ml de solucién a)
con 82 ml de solucidén b), midiéndose posteriormente el pH. Si
éste es superior a 7.6 entonces se anade solucién b) Si es
inferior a 7.6 entonces se anhade solucién a). Se emplea para
el marcaje y para preparar el tampdén II.

- Tampén II: Tampdn fosfato 0.01M (pH= 7.6) y 0.15 M de ClNa.
Se realiza diluyendo el tampén I, 50 vVvVeces en agua
bidestilada y posteriormente se 1le afiaden 8.8 gr. de
NaCl/litro. Se utiliza para eluir la columna de marcaje Yy
para preparar los tampones III y IV,

- Tampédn III: Tampédn fosfato 0.01 M, 0.15 M de ClNa, 1% de
albimina de suero bovino (BSA) fraccién V pH= 7.6. Al tampdn
IT se le afiade 1 gr. de albumina por 100 ml de tampén (1%
peso/volumen). Se emplea para las diluciones de las hormonas
de la curva estandar, para completar las alicuotas de las
muestras problema hasta el volumen empleado en la curva
estandar del RIA y para diluir las hormonas marcadas.

- Tampdn_ 1IV: Tampdén fosfato 0.01 M, 0.15 M de ClNa, 4&cido
etilen-diamino-tetra-acético {EDTA) 0.025 M y Titriplex 0.025
M, pH= 7.6. Se hace a partir del tampén II al que se le
afiaden 0.95 gr. y 0.84 gr. de EDTA y Titriplex
respectivamente, ajustdndose de nuevo el pH a 7.6. Se emplea

para eluir el primer anticuerpo.
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3.3.1.4.- Reactivos utilizados durante la realizacién del RIA
de 1LH y de TSH.

Los antigenos puros para marcar, para la curva patrén, han
sido suministrados generosamente por la Human Pituitary
Agency del NIAMDDK, NIH (Bethesda, USA).

- La hormona luteinizante (LH) para iodar (NIAMDDK rat-LH-
I9), Se presenta liofilizada con una actividad bioldgica
aproximada de 888 UI/mg y con una contaminacién menor del
0.1% con respecto al resto de las hormonas hipofisarias. No
se reconstituye todo el liofilizado sino que se pesa una
parte almacendndose el resto a -202C. La LH pesada se
reconstituye en PBS a una concentracién de 100 pg/ml,
distribuyéndose en alicuotas de 2.5 pg en 25 ul, due se
almacenan a -202C. Se pueden utilizar por un tiempo no
superior a tres meses.

- La LH (NIAMDDK rat-LH-RP-3) para la curva patrédn, se
obtiene liofilizada. se reconstituye en tampdén III y se toman
alicuotas de 150 ng/30 ul gque se guardan a -202C. La curva
patrén estd comprendida en un rango de concentraciones de
0.001 a 2.5 ng de LH, en 300 gl de tampén III.

-~ La hormona estimuladora del tiroides (TSH) para iodar
(NIAMDDK rat-TSH~I8). Se presenta liofilizada con una
actividad biolégica aproximada de 35 UI/mg Yy con una
contaminacién menor del 5% con respecto al resto de las
hormonas hipofisarias. No se reconstituye todo el liofilizado
sino que se pesa una parte almacendndose el resto a -20°C. La

TSH pesada se reconstituye en PBS a una concentracién de 100
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ug/ml, distribuyéndose en alicuotas de 2.5 pug en 25 ul, dque
se almacenan a -202C. Se pueden utilizar por un tiempo no
superior a tres meses.

- La TSH (NIAMDDK rat-TSH-RP-2) para la curva patrén, se
obtiene 1liofilizada. Se reconstituye en tampén III y se
distribuye en alfcuotas de 200 ng/40 ul que se guardan a -
20°C. La curva patrén esta comprendida en un rango de
concentraciones de 0.0025 a 10 ng de TSH, en 600 ul de tampdn
ITT.

Los anticuerpos especificos de las hormonas (LH y TSH) fueron
los siguientes:

- Anticuerpo anti LH (rabbit anti rat-LH-S-10). Se presenta
en forma liquida en PBS con un 2% de suero normal de conejo y
un 0.01% de metiolato. Se hace una dilucién 1/10 en tampén IV
y se almacena en alicuctas de 100 ul a -202C hasta su
utilizacién posterior. La dilucién de trabajo es 1/18000.

- Anticuerpo anti TSH (rabbit anti rat-TSH-S-5). Se presenta
en forma liquida en PBS con un 2% de suero normal de conejo.
Se almacena puro en alicuotas de 100 pul a -202C hasta su

utilizacién posterior. La dilucién de trabajo es 1/9000.

3.3.1.5.- Marcaje de hormonas con isétopos radiactivos.

Los isétopos mas utilizados en el RIA son 1311, 1257, ;40 y
3H. Como trazador para las hormonas proteicas, se utiliza
1251, que presenta una vida media mayor que el 1311, E1 12571
tiene la ventaja de poseer una actividad especifica mayor que

el 3H y de emitir, ademds, radiaciones I' que son mds féciles
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de medir que las radiaciones B procedentes del 3H, vya dgque
para la medida de éstas uUltimas se requiere el uso de liquido

de centelleo (Arce, 1994).

Marcaje de LH y de TSH con 1257,

El marcaje tanto de LH como de TSH, se realiza por el método
de la lactoperoxidasa (Sigma). Esta técnica se basa en 1la
oxidacién por H,0,, en presencia de lactoperoxidasa, del
yoduro radiactive en yodo atdmico, introduciéndose éste
ultimo en uno de los carbonos del grupo tirosilo de 1la
hormona polipeptidica.

Se toma una alicuota de la hormona, gque contiene 2.5 ug de la
misma en 25 pl de NaHCO, (Merck). A continuacién se anaden 25
ul de tampén I para tamponar 1la solucién a pH= 7.6,
afiadiéndose posteriormente 0.5 mCi de 1251 y 0.5 pug de
lactoperoxidasa. Se deja reaccionar durante 4 min, agitando
ocasionalmente. La reaccidén se detiene por adicidén de 100 ul
de tampén III y la mezcla de reaccidn se pasa inmediatamente
a una columna de separacién que permite aislar la hormona
marcada del 1251 gue no ha reaccionado.

Se utiliza una columna de vidrio de 10 x 0.5 cm que contiene
gel de Sephadex G-50. La columna se enmpagueta por gravedad,
se equilibra con tampén II y se satura previamente mediante
la adicién de un velumen de tampén III equivalente al volumen
vacio de la columna para prevenir la posible adsorcidén de 1la
hormona marcada a la fase estacionaria o a las paredes de 1la

columna.
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.

La mezcla del marcaje se eluye con tampén II, recogiéndose
fracciones de 0.5 ml en tubos de plastico previamente
albuminizados. Las fracciones se recogen utilizando un
colector de fracciones automdatico (Isco). Se cuenta la
radiactividad contenida en 10 ul de cada fraccién y se
representa graficamente. El1 primer pico de radiactividad
corresponde a la hormona marcada con 1251, mientras que el
segundo pico corresponde al 1251 1ibre. Se mezclan las
fracciones correspondientes a la 2zona descendente del primer
pico, repartiéndose en alicuotas de 400 pl, que se almacenan

congeladas a -20°2C hasta su uso en el RIA.

Actividad Especifica.

La actividad especifica se calcula por un método de
precipitacioén de proteinas inespecifico con dcido
tricloroacético (TCA) (Merck).

Se toma una alicuota de 1 pul del producto de radioiodacidn
sobre 2 ml de tampén II, se agitan y se toman ocho alicuotas
de 50 ul de la mezcla. A la mitad de ellas se les anaden 0.5
ml de tampén III, para aumentar el contenido proteico, lo que
permite asequrar la precipitacién total de 1la hormona
marcada, al afadir posteriormente 2 ml de TCA al 10% con
agitacién. Los tubos se dejan reposar durante 15 min. a 4°C,
y se centrifugan a 3000 rpm a 4°C durante 15 min. Se aspira
el sobrenadante y se cuenta la radiactividad de todas las
alicuotas en un contador de radiacién I', calculdndose la

media de c.p.m. en cada caso (precipitado y sin precipitar).
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Estos valores nos permitirdn calcular posteriormente el
rendimiento del marcaje y la actividad especifica. El1 primero
se expresa en porcentaje mientras gque la segunda se expresa

en uCi/ug de hormona.

Rendimiento del marcaje: ¢c.p.m. del precipitado X 100

c.p.m. sin precipitar

Actividad Especifica: Rendimiento (%) x uCi 1257

#g de hormona

3.3.1.6.- Proceso del Radioinmunoanalisis (RIA).

Se disponen una serie de tubos de RIA en los que se pipetean
las curvas estdndar en un rango de concentraciones entre
0.001 vy 2.5 ng para la ILH y entre 0.0025 y 10 ng para la TSH
en 200 ul con tampén III. Este paso concreto se realiza por
guintuplicado.

En otra serie de tubos se pipetean 100 ul de la muestra
previamente agitada; posteriormente, estos mismos tubos se
completan con 100 ul de tampén III, consiguiendo un volumen
final de 200 ul.

Cuando se han completado todos 1los tubos se procede a
pipetear los anticuerpos anti LH de rata 5-10 (en los RIAs en
los que se desee medir LH en las muestras) y anti TSH de rata
S-5 (en los RIAs en los que se desea nmedir TSH en las
muestras).

El anticuerpo anti-LH de rata se utiliza a una dilucién final
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de 1/18000 y se utiliza en una solucién que contiene un 0.04%
de suero de conejo y un 0.16% de Tritén X-100 en Tampén IV.
De esta solucidén se anaden 300 ul a cada tubo.

El anticuerpo anti TSH de rata se utiliza a una dilucién
final de 1/9000 y se utiliza en una solucién que contiene un
0.08% de suero de conejo y un 0.33% de Tritdédn X-100 en tampdn
IV. De esta solucidén se afaden 600 pl a cada tubo.

Se preincuba durante 72h en nevera (2-42C}.

Se mezclan 50 ul de LH-I125 (10000 cpm/tubo) 6 200 ul de TSH-
1125 (20.000 cpm/tubo) en tampén III.

Se incuba 48h en nevera (2-4°C).

Posteriormente, se procede a la adicién del segundo
anticuerpo. Se pipeteardn 500 ul por tubo de una mezcla que
contiene un 10% en peso de polietilen gliceol (PEG) y la
concentracién minima de anti IgG de conejo (desarrcllado en
oveja) capaz de provocar la méxima precipitacién. En nuestro
caso s6lo fueron necesarios 10 pul de suero de oveja.

Se agitan los tubos y se incuban durante 20 min, a 4°C y se
precipita el complejo 2?2 anticuerpo-ler anticuerpo mediante
una centrifugacién a 3000 rpm a 4°C, durante 15 min.

El sobrenadante se aspira y el precipitado se cuenta en un

contador de radiacién T.

3.4.- METODO INMUNOCITOQUIMICO.
En este trabajo, se ha estudiado la presencia de hormonas
hipofisarias como la LH y la TSH en células glandulares

parotideas en cultivo sometidas a tratamientos con extractos
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hipotaldmicos de rata o de cordero. El estudio analitico se
ha realizado mediante RIAs, mientras que 1la 1localizacidn
morfolégica de 1la expresién de estas sustancias se ha
realizado mediante métodos inmunocitoguimicos.

Los métodos inmunocitoquimicos se basan en la capacidad que
tienen los anticuerpos para reconocer especificamente
determinadas sustancias, los antigenos, a los que se unen de
forma no covalente.

Los anticuerpos primarios utilizados proceden del National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney diseases
(NIDDK) y han sido donados por el Dr. AF. Parlow (HARBOR-UCLA
MEDICAL CENTER, Ca, USA).ﬁ}os anticuerpos utilizados fueron
policlonales anti-rat LH-IC-1 a una dilucién de 1:100 y anti-
rat TSH-IC-1 a una dilucién de 1:120, desarrollados ambos en
cobaya, y utilizando como inmunégenos tanto LH como TSH
procedentes de hipdéfisis congeladas de rata y posteriormente
purificadas.

A fin de evidenciar la reaccidén antigeno-anticuerpo primario
hemos utilizado dos de los métodos mds usuales: el método
inmuncenzimdtico indirecto y el método ABC. En el método
inmunoenzimdtico indirecto, el primer anticuerpo se evidencia
por la unién de un anticuerpo secundario que se visuéliza
mediante una reaccién histoquimica para la peroxidasa de
rdbanc picante (HRP). La reaccién utilizada es la reaccién
descrita por Graham y Karnovsky en 1966, en la que se
utilizaba como cromégeno diaminobenzidina (DAB).

En nuestro caso en vez de utilizar un segundo anticuerpo



113

hemos utilizado una modificacién, que consiste en el empleo
de la Proteina A, procedente de la bacteria, Staphylococcus
aureus. Esta proteina, tiene 1la ventaja de unirse a la
porcién Fc de las inmunoglobulinas G, independientemente de
la especie animal de la que procedan. Esta proteina A ira
ligada a HRP.

El método inmunoenzimdtico indirecto (Proteina A 1ligada a
peroxidasa) sufrird el proceso del revelado de la peroxidasa,
siendo el sustrato utilizado el agua oxigenada y el cromégeno
oxidable utilizado la DAB que dara lugar a un precipitado
visible al microscopio éptico convencional.

Entre las ventajas de utilizar métodos indirectos podemos
destacar que los anticuerpos o proteinas anti-IgG son mds
especificos; dque dos moléculas de proteina A anti IgG
marcadas se pueden unir a cada molécula de primer anticuerpo,
con lo que se amplifica la reaccidén, consiguiéndose de esta
forma una mayor sensibilidad. Por 1ultimo, con un segundo
anticuerpo marcado, sélo se pueden reconocer primeros
anticuerpos desarrollados frente a distintas sustancias,
siempre gque estos primeros anticuerpos se hayan desarrollado
en la misma especie animal, problema que se obvia con el uso
de la proteina A.

En el método ABC (Avidin-Biotin Complex) se utiliza un
segundo anticuerpo biotinilado, esto es, un segundo
anticuerpo al que se han unido de forma covalente una gran
cantidad de moléculas de biotina. La deteccién de este

sequndo anticuerpo en el tejido requiere varios pasos en los
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que interviene una proteina, la avidina, capaz de unirse de
forma muy especifica y con gran afinidad a la biotina. Cada
molécula de avidina presenta cuatro sitios de unién para la
biotina. En un primer paso, se pone en contacto una solucidn
de avidina con otra solucién que contiene una cantidad
adecuada de una molécula biotinilada, ¢ue en nuestro caso es
HRP. Con esto se consigue la formacién de complejos avidina-
biotina-HRP, si bien quedan libres al menos una parte de los
sitios de unién de la avidina, dispuestos a unirse a nuevas
moléculas de biotina (Merchdn-Pérez, 1992).

Tendremos asi un segundo anticuerpo biotinilado fijado al
anticuerpc especifico gque se encuentra situado sobre las
células parotideas fijadas y por otra parte un complejo
avidina-biotina-HRP capaz todavia de unirse a otras moléculas
biotiniladas. Si a continuacién se pone en contacto el
complejo avidina-biotina-HRP con las células parotideas
fijadas, se producird la unién de los citados complejos al
segundo anticuerpc (biotina-avidina-biotina-HRP). Como la
molécula unida a la avidina es HRP, el siguiente paso
consistird en el revelado de la peroxidasa al igual dque
sucede en el caso del método inmunoenzimdtico indirecto.
Tanto el método inmunoenzimdtico indirecto como el método ABC
nos proporciona preparaciones estables, facilmente
fotografiables y que pueden estudiarse en un fotomicroscopio
convencional sin necesidad de equipos especiales de

iluminacion.
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3.4.1.— Procesado de las muestras para inmunocitoquimica.

Al finalizar las tres semanas de tratamiento, las c¢élulas
glandulares parotideas desarrolladas en cultivo, se fijaron
en etanol de 70¢ durante 24h y posteriormente se lavaron en
TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6 durante 24h antes de 1la
realizacién del experimento. Este fijador se utilizé en los
casos en los que se utilizaron los anticuerpos anti-LH o
anti-TSH, y anti-citokeratinas en tejido glandular parotideo
procedente de animales adultos y de animales recién nacidos
(estudios in vivo).

Cuando se empled el anticuerpo anti-citokeratinas, el fijador
utilizado fue metanol al gque se ahadié un 3% de agua
oxigenada. Este fijador se mantuvo en contacto con las
células durante media hora y posteriormente se procedié al
lavado de las mismas en un bafio de agua corriente durante
30s. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min. cada

uno, en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6.

3.4.2_~ Test inmuno;ggico para detectar protefinas de
citoesqueleto, concretamente citokeratinas.

Las proteinas existentes en 1los filamentos intermedios

citoplasmaticos, forman una parte fundamental del
citoesqueleto y se han convertido en unas estructuras muy
Gtiles en los procesos de identificacidn celular. Se han
descrito muchos subgrupos de filamentos, basdndose en 1la
morfologia, composicién peptidica e inmunogenicidad de 1los

mismos. Se ha podido comprobar gque la distribucién de éstos
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es especifica del tejido en el que se encuentran. Por
ejemplo, los epitelios de la mayor parte de los tejidos
contienen citokeratinas, mientras que 1la mayoria de las
células procedentes de tejidos mesenquimdticos contienen
vimentina. La desmina, estd presente entre otros tipos
celulares en las fibras musculares, mientras gue la proteina
de los neurofilamentos aparece en neuronas y la GFAP (Glial
Fibrillar Acidic Protein) aparece en astrocitos.

Se pueden distinguir wun total de 19 polipéptidos de
citokeratinas, si se realiza una clasificacién segun los
puntos isoeléctricos y el peso molecular (Moll y cols.,
1982).

El anticuerpo anti citokeratinas N@ 1-8 (Boehringer—Mannhein)
se trata de una IgG;, monoclonal procedente de hibridos
realizados con células de ratén y reconoce distintos clones
de citokeratinas concretamente el tipo 1 y el tipo 8.

Hemos seleccionado estos subtipos de citokeratinas porgque son
dos de las subfamilias que aparecen tipicamente en epitelios

sencillos.

3.4.2.1.- Inmunocitoquimica realizada a células procedentes
de gldndulas parotideas en cultivo: Estudio in vitro.

Se utilizaron cultivos procedentes de células glandulares
parotideas sometidas a tratamiento con extracto hipotaldmico
de rata y de cordero, se fijaron en etanol 70° durante 24 h y
posteriormente se lavaron en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6

durante 24h antes de 1l1la realizacién del experimento. La
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técnica de inmunocitoquimica se realizé mediante el método
ABC. El1 fijador utilizado fué metanol con un 3% de agua
oxigenada durante 30 min. El1 procesado posterior de las
células fué el siguiente:

l.- Lavado en TRIS 0.05 M pH= 7.6, 5 X 5 min.

2.- Preincubacién en TRIS 0.05 M pH= 7.6 con un 10% 'de suero
normal de caballo a temperatura ambiente durante 30 min.

3.- Primer anticuerpo, anti citokeratinas n¢ 1-8 (Boehringer-
Mannheim, monoclonal, hecho en ratdén). Se empled una dilucidn
1:50. Las diluciones se realizaron en tampén TRIS 0.05 M pH=
7.6. El anticuerpo se mantuvo a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 1h y 30 min.

4.- Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 4 X 2 miﬁ.

5.- Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 2 X 15 min.

6.- Segundo anticuerpo, Anti-mouse IgG (Biotinilado)<hecho en
caballo. Dilucién de trabajo: 1: 20. Lo mantenemos a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min.

7.~ Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 4 X 2 miﬁ.

8.- Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 2 X 15 min.

9.- Complejo ABC, 60 min. Mezclar 10 pl. del reactivo A con
10 pul. del reactivo B y con 980 ul. de PBS 2.5x. (El1 PBS
2.5%, se prepara a partir de PBS 5x pH= 7.3, meéclado a
partes 1iguales con agua destilada; el PBS es uh tampdén
fosfato salino). Este complejo se prepara 30 min anﬁes de su
uso y se mantiene en oscuridad.

10.- Lavado en PBS 1x, 1 X 5 min.

11.- Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 1 X 5 min.
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12.- Lavado en TRIS 0.05M pH= 7.6, 1 X 5 min.

13.- Revelado de la peroxidasa con DAB (6 mg/10 ml) y agua
oxigenada 3% en TRIS 0.05M pH= 7.6. Disolver 6 mg de DAB en
10 ml. de TRIS 0.05M pH= 7.6, sonicar. Afiadir 5 pl. de agua
oxigenada (Sigma, 30%). Incubar las preparaciones durante 5
min., bajo agitacién suave y oscuridad. La DAB es téxica,
debe usarse bajo la campana extractora de gases, con guantes
y con mascarilla. Desnaturalizar, una vez utilizada en agua
con lejia.

14.- Paro del revelado de la peroxidasa. Lavar con TRIS pH=
7.6 al menos un pase rdpido y otros tres pases de 5 min.,
cada uno de ellos.

3.4.2.2.- Inmunocitoquimica realizada a gldndulas parotideas:
Bstudio in vivo.

Se utilizaron preparaciones histoldégicas procedentes de
gldndula pardétida de animales adultos y de crias recién
nacidas pero que en vez de ser disgregadas y sometidas a
cultivo, se procesaron directamente para inmunocitogquimica,
es decir, se fijaron en etanol 70® durante 24h y
posteriormente se procesaron como sigue:

1. Alcohol 502 1h.

2. Agua destilada 30 min.

3. Solucién salina 0.9% 1h.

4, TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6.

5. Inclusién en Tissue-Tek y corte en criostato (12 um).

Una vez obtenidas las secciones, se procesaron exactamente

igual que 1las células obtenidas en cultivo, sdlo se
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produjeron modificaciones en 1las diluciones empleéadas de
primer y segundo anticuerpo. Otra diferencia consistié en que
se realizd bloqueo de peroxidasas enddgenas, ya que en el
fijador empleade con el tejido in vivo no habia agua
oxigenada. Por esta razdén, el blogqueo de las peroxidasas
endégenas, y su lavado correspondiente, se realizod aparte.
Primer anticuerpo, anti citokeratinas n® 1-8 (Boéhringer—
Mannheim, monoclonal, desarrollado en ratén). Dilucidn:
1/200. La dilucidn se realizdé en tampdédn TRIS 0.05 M.pH= 7.6.
El anticuerpoc se mantuvo a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 1h y 30 min. |

Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 3 X 10 min.

Bloqueo de las peroxidasas enddgenas. Incubar las
preparaciones durante 30 min. en agua oxigenada al 0.3% en
metanol, en oscuridad y con agitacién suave. |

Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 3 X 5 min.

Segundo anticuerpo, Anti-mouse IgG (Biotinilado) desarrollado
en caballo. Dilucién de trabajo: 1: 200. Lo mantenemos a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min.

A partir de este punto el proceso se realizdé exactamente

igual que con las muestras in vitro.

.4.3.~ Deteccidn de TSH.
El procedimiento wutilizado para 1la realizacién de 1la
inmunocitoquimica tanto en el caso del anticuerpo anti rat LH
IC 1 y como en el caso del anticuerpo anti rat TSH IC 1 fué

similar, por esta razén describiremos el proceso una Unica
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vez y al final comentaremos las diferencias.

Tanto el anticuerpo anti-rat LH IC 1 como el anti rat TSH IC
1 fueron cedidos amablemente por el Dr. Parlow del National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney diseases
(NIDDK, HARBOR-UCLA MEDICAL CENTER). Se trataba de una IgG
policlonal producida en cobaya.

La técnica de deteccién fué el método inmunoenzimdtico
indirecto (proteina A ligada a HRP).

Se utilizaron cultivos procedentes de células glandulares
parotideas sometidas a tratamiento con extracto hipotaldmico
de rata y de cordero. E1 fijador utilizado fué etanol de 70°<.
El procesado posterior de las células fué el siguiente:

i.- Lavado en PBS/BSA 0.2%, 3 X 5 min. |

2.- Preincubacién en PBS/BSA 0.2% con un 0.3% de Tritén X-
100, 30 min.

3.- Primer anticuerpo, anti rat LH 1:100. Diluir las
alicuotas con la cantidad adecuada de tampén. El1 tampén
consiste en PBS/BSA 0.2% con un 0.3% de Tritén X-100. La
incubacién se realiza toda la noche en nevera, y en una
cdmara himeda para evitar el secado de las preparaciones.

4.- Lavado en PBS/BSA 0.2%, 3 X 5 min.

5.-— Bloqueo de las peroxidasas enddégenas. Incubar las
preparaciones durante 30 min. en agua oxigenada al 0.3% en
metanol, en oscuridad y bajo agitacién suave. |

6.- Lavar abundantemente después de la incubacidén: al menos
un pase rdpido mds tres pases de 5 min. en PBS/BSA 0.2%.

7.- Segundo anticuerpo, Proteina A 1:100 (Sigma, p-8651).
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Diluir las alicuotas con la cantidad apropiada de tampdn.
Este consistia en tampén fosfato 0.1 M pH= 8.6. La incubacién
se desarrolld durante 1h. a temperatura ambiente, en
oscuridad y en camara humeda para evitar la desecacidn.

8.- Lavado en PBS 1X 1 X 5 min.

9.- Lavado en TRIS 0.05M-ClNa 0.9% pH= 7.6, 2 X 5 nin.

10.- Lavado en TRIS 0.05M pH= 7.6, 1 X 5 min.

11.- Revelado de la peroxidasa con DAB (50 mg/100 ml) y agua
oxigenada 0.1% en TRIS. Disolver 6 mg de DAB en 12 ml. de
TRIS, sonicar. Anadir 4 pl. de agua oxigenada (Sigma, 30%).
Incubar las preparaciones durante 5 min., bajo agitacidn
suave Yy oscuridad. La DAB es toéxica, debe usarse bajo la
campana extractora de gases, con guantes y con mascarilla.
Desnaturalizar, una vez utilizada en agua con lejia.

12.~ Paro del revelado de la peroxidasa. Lavar con TRIS pH=
7.6 al menos un pase rdpido y otros tres pases de 5 min.,
cada uno de ellos.

El protocolo seguido para el estudio inmunocitoquimico de la
TSH, llevado a cabo en estas células en cultivo fué
basicamente el mismo que el protocolo seguido para la LH; la
inica diferencia estribd en la dilucidén empleada, ya que con

el anticuerpo anti rat TSH, se empled una dilucidn 1:120.

3.4.4.- Controles.
Se utilizé un control, denominado control negativo. Consistia
en la realizacién del mismo protocolo descrito, pero

eliminando el primer anticuerpo de la primera incubacién.
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Este tipo de control se llevé a cabo en todos los estudios

realizados, dando resultados negativos en todos ellos.

4,.— ESTADISTICA DE LOS RESULTADOS.

Las concentraciones hormonales detectadas en los medios de
cultivo mediante 1la técnica de RIA, se calcularon por
interpolacién con la curva patrén. ~ Como controles
intraensayos, se utilizaron tres diluciones distintas
procedentes de sueros de rata de concentracién de LH y de TSH
conocidas. Comparando los valores obtenidos de esta forma en
RIAs sucesivos, se pudo comprobar la variacidén existente
interensayos.

Los resultados se han expresado en pg de hormona/ml de medio
de cultivo.

El andlisis estadistico se ha realizado comparando la media *
el error estdndar de la media, usando el test de la T de

Student.
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DETECCION DE LH EN EL MEDIO DE CULTIVO

CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIV

|. PRIMER EXPERIMENTO
CONTROL: RPMI
CONTROL: pocillos sin células tratados con 1 HR (XHR)
ESTIMULOS: EXTRACTO HIPOTALAMICO DE RATA (1 HR)

Il. SEGUNDO EXPERIMENTO
CONTROL: RPMI
ESTIMULO : EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
Equivalente en peso fresco a: 0.25 HR (EHC EQ.0.25 HR)
1HR (EHC EQ. 1 HR)
2HR (EHC EQ. 2 HR)

ill. TERCER EXPERIMENTO
CONTROL: EHC EQ. 1 HR
ESTIMULO: EHC EQ. 1 HR + Ab -LHRH 1:100

IV. CUARTO EXPERIMENTO
CONTROL: RPMI _
CONTROL: Pocillos sin células tratados con Factores Hipotalamicos aislaldos (XF)
ESTIMULO: * LHRH+TRH+CRH+GHRH+EGF a distintas concentraciones:

2 ug de cada factor/pocillo/dia de tratamiento

10 pg de cada factor/pocillo/dia de tratamiento
* LHRH+TRH+EGF a distintas concentraciones:

2 pg de cada factor/pocillo/dia de tratamiento

4 ug de cada factor/pocillo/dia de tratamiento

10 pg de cada factor/pocillo/dia de tratamiento

Y



DETECCION DE TSH EN EL MEDIO DE CULTIVO

CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

|l. PRIMER EXPERIMENTO
CONTROL: RPMI
CONTROL: pocillos sin células tratados con 1 HR {(XHR)
ESTIMULO: EXTRACTO HIPOTALAMICO DE RATA (1 HR)

Il. SEGUNDO EXPERIMENTO
CONTROL: RPMI
CONTROL: Pocillos sin células tratados con Factores HipotalaAmicos aislados (XF)
ESTIMULO: * LHRH+TRH+CRH+GHRH+EGF a distintas concentraciones:
2 ug de cada factor/pocillo/dia de tratamiento
10 yg de cada factor/pocillo/dia de tratamiento
* LHRH+TRH+EGF a distintas concentraciones:
2 ug de cada factor/pocillo/dia de tratamiento
4 ug de cada factor/pocitlo/dia de tratamiento
10 ug de cada factor/pocillo/dia de tratamiento
* TRH+CRH+GHRH+EGF a distintas concentraciones:
2 ug de cada factor/pocillo/dia de tratamiento
4 ug de cada factor/pocilio/dia de tratamiento
10 yg de cada factor/pocillo/dia de tratamiento




RESULTADOS
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1.— OBTENCION DE CELULAS DE PAROTIDA.

l1.1. PUESTA EN MARCHA DEL CULTIVO DE CELULAS GLANDULARES
PAROTIDEAS. ELIMINACION DE FIBROBLASTOS.

Para ello se empled un medio de cultivo gue permite el
crecimiento de las celulas epiteliales y gque inhibe el
crecimiento de los fibroblastos (MEM D-Val, Gibco).

Las células epiteliales tienen la posibilidad de utilizar D-
Valina como uUnica fuente de valina en el medio de cultivo, ya
que poseen la enzima D-aminoadcido oxidasa que les permite
transformar D-valina en L-Valina. Los fibroblastos, sin
embargo, no contienen este enzima por lo que no podran crecer
en el medio si la iutnica fuente de valina en el medio procede
de la forma D del aminoédcido.

El resultado fué gue al desaparecer los fibroblastos, 1las
células glandulares perdian su anclaje, se despegaban de la
placa y ya no se adherian méds, con lo que morian. Este medio
no se volvié a emplear.

Probamos ademds, diferentes sustratos para facilitar 1la
adhesién y posterior proliferacidén celular, entre ellos
coldgeno (Boehringer), poli-L-lisina (Biochrome) y el cultivo
sobre pldstico tratado especialmente para cultivos celulares
(Corning, NY). No obtuvimos diferencias significativas
derivadas del uso de unos u otros sustratos.

Para facilitar el crecimiento de las células glandulares
empleamos EGF (en la semana previa al comienzo del
tratamiento con las mezclas de factores aislados, que a su

vez también contenian EGF) a una concentracién de 10 ng/ml.
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No observamos, a nivel macroscépico (tiempo de estabilizacidn
del cultivo, velocidad de formacién de los agrupamientos
celulares y velocidad de formacién de la monocapa)
diferencias significativas, con respecto a los pocillos que
no lo llevaban, por lo que dejamos de utilizarlo.

En otros pocillos empleamos GH a tres concentraciones
diferentes 2 ug, 800 ng y 400 ng/pocillo/dia durante las tres
semanas de tratamiento y tampoco observamos diferencias, a
nivel macroscoépico, significativas con respecto a 1los
pocillos gue no habian sido tratados con esta hormona, por 1lo
que no la volvimos a emplear.

También utilizamos tres tipos distintos de sueros: Suero
Bovino Fetal activado e inactivado (Cultek) y también suerxro
de cordero (Seralab). El suero bovino fetal activado
disminufia el tiempo de formacién de 1la monocapa y de
organizacién celular en grupos. El suero de cordero nos
permitié el cultivo pero al no ser fetal, los fibroblastos no
proliferaban a la misma velocidad.

EFn lo que se refiere a 1la dispersién celular, probamos
distintos tiempos de digestidn enzimatica, para la colagenasa
y la hialuronidasa (desde 40 min. hasta 1h.) No observamos
diferencias significativas en lo que a dafios celulares se
refieren, al dejar actuar las enzimas en ese mardgen de
tiempo. En todos los casos la viabilidad fué superior al 80%.
Las diferencias fundamentales consistieron en que al final
del procesamiento se obtuvieron unos fragmentos tisulares mas

o menos digeridos o una mayor proporcién de células aisladas,
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en funcién del tiempo de exposicién a la accién de 1los

enzimas (Planchas 1 y 2).

2.— DIFERENCIACION DE LAS CELULAS EN CULTIVO.

La dispersién celular lleva al aislamiento de las células en
el cultivo, aunque también se identifican pequenios fragmentos
glandulares debido a una digestién enzimatica incompleta
(Plancha 1). Las células al inicio del cultivo son redondas y
presentan un halo brillénte. A las 24h. del 1inicio del
cultivo, las células han comenzado a adherirse a la placa.
Los fibroblastos procedentes de la cubierta conjuntiva de la
glandula, tardan alrededor de 5 dias en llegar a la
confluencia, durante ese periodo de tiempo, las células
glandulares parotideas que inicialmente estaban aisladas han
empezado a agruparse. Estos grupos celulares se mantienen
como tales durante el periodo de cultivo, aungque también
pueden quedar pequerfios acumulos de células aisladas (Plancha
2). Las células glandulares se disponen fundamentalmente
sobre los fibroblastos. Si no existe una capa de fibroblastos
subyacentes, no se produce adhesién de las células

glandulares (Plancha 3).

2.1.— DIFERENCIAS MORFOLOGICAS DE LA GLANDULA PAROTIDA DEL
NEONATO CON RESPECTO A LA DEI ADULTO.

En el neonato, existe una gran cantidad de tejido
parenquimatoso desigualmente diferenciado. Este tejido

parenquimatoso representard el tejido funcional de un érgano,
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que en este caso serdn los acinos y 1los conductoslde las
glédndula pardétida. Se pueden observar sistemas de conductos
poco ramificados y acinos en formacidén. Se observa también
tejiao mesengquimatoso que dard 1lugar al estroma, futuro
tejido conectivo de la glandula pardédtida.

En el adulto, los acinos secretores , asi como el sistema de
conductos, muy ramificados, se encuentran completamente
desarrollados. Toda la glandula, estara rodeada por una
cdpsula fibrosa, de donde parten, tabiques de tejido
conjuntivo gue se disponen entre los distintos 1débulos

glandulares.

3.~ TRANSFORMACION DE I1AS CELULAS PAROTIDEAS SOMETIDAS A UN

ESTIMULO PROCEDENTE DE EXTRACTOS HIPOTALAMICOS DE RATA.
3.1.- MORFOLOGIA.

No se han podido realizar estudios inmunocitoquimicos con
células tratadas con extractos hipotalamicos de rata, ya que
las células a partir de la tercera semana de tratamiento
sufren un deterioro progresivo y rédpido con respecto a las
células sometidas a otros tratamientos en la misma placa. El
resultado final es que las células comienzan a perder

adhesividad lo gue conduce a la muerte celular.

3.2.— BIOQUIMICA.
Se ha cuantificado la concentracién de LH existente en el
medio de cultivo de 1las células glandulares parotideas

expuestas a distintos tratamientos. En los casos en los que
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se ha tratado a las células con extracto hipotaldmico de rata
y con factores hipotaldmicos aislados se ha medido también
TSH.

Los resultados se presentan en tablas [Media + ESM (n)] vy
graficos independientes para LH y para TSH, separados segun
el estimulo recibido y la semana de tratamiento a la que
correspondan los resultados.

El medio del cultivo se retiré cada 3 dias y medio,
realizdandose posteriormente su valoraciodn.

Las concentraciones hormonales obtenidas en los RIAs se

expresaran en pg de hormona por ml de medio de cultivo.

3.2.1.— IH.

Los controles utilizados fueron de dos tipos; por un lado
pocillos en los que habia celulas glandulares parotideas en
cultivo a las gue s6lo se les anadidé un volumen de .medio RPMI
completo, equivalente al volumen de extracto hipotalamico
anadido a los pocillos que si recibieron tratamiento, es
decir, 50 ul. En estas condiciones las concentraciones medias

de LH detectadas fueron las siguientes.

A la media semana de tratamiento (0.5): 37 * 7 pg/ml de medio
de cultivo, siendo el n=29.

A la primera semana (1): 36 * 3 pg/ml de medio de cultivo;
n=46

A la semana y media (1.5): 36 % 4 pg/ml de medio de cultivo;

n=35.
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A las dos semanas (2): 48 * 7 pg/ml de medio de cultivo;
n=35,

A las dos semanas y media (2.5): 52 * 6 pg/ml de medio de
cultivo; n=38.

A las tres semanas (3}: 41 % 8 pg/ml de medio de cultivo;
n=42.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y gréaficas como pocillos RPMI. Tabla n¢® 1 y Grdafica n®
1.

Por otro lado, se tratd otro grupo de pocillos en los que no
se cultivaron células glandulares parotideas pero que si han
estado expuestos al extracto hipotaldamico de rata en las
mismas dosis y en la misma concentracién cada dosis que los
pocillos con células. A este tipo de pocillos control se les
ha denominado tanto en las tablas como en las graficas XHR.
En estos pocillos, las concentraciones medias de ILH

detectadas fueron las siguientes.

A la media semana de tratamiento (0.5): 23 + 1 pg/ml de medio
de cultivo; n=2.

A la primera semana (1): 24 % 13 pg/ml de medio de cultivo
n=2.

A la semana y media (1.5): 41 + 1 pg/ml de medio de cultivo;
n=2.

A las dos semanas (2): 69 * 6 pg/ml de medio de cultivo; n=2.
A las dos semanas y media (2.5): 60 * 1 pg/ml de medio de

cultivo; n=2.
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A las tres semanas (3): 43 * 8 pg/ml de medio de cultivo;
n=2.

Tabla n® 1 y Grafica ne 1.

También se midié la cantidad de LH residual existente en el
extracto hipotaldmico antes de afhadirlo a las células en
cultivo, observédndose un valor de 62 pg por dosis de extracto

hipotaldmico. Tabla n® 1 y Grafica n® 1.

Existe un tercer grupo de pocillos con cultivo de células
glandulares parotideas, que recibieron un estimulo que
consistié en medio RPMI completo en el que se habia disuelto
el equivalente a 1 hipotdlamo de rata por pocillo y por dia
de tratamiento. El tratamiento se administraba en dos dosis,
mafiana y tarde, de tal forma que, en la dosis de la mafana se
administraba 1/2 hipotdlamo de rata y en la de la tarde el
otro 1/2. En estas condiciones las concentraciones medias de

LH detectadas fueron las siguientes:

A la media semana de tratamiento (0.5): 917 * 222 pg/ml de
medio de cultivo; n=17.

A la primera semana (1): 857 * 56 pg/ml de medio de cultivo
n=17.

A la semana y media (1.5): 1256 * 132 pg/ml de medio de
cultivo; n=12.

A las dos semanas (2): 1834 + 190 pg/ml de medio de cultivo;

n=12.
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A las dos semanas y media (2.5): 1781 * 290 pg/ml de medio de
cultivo; n=19.
A las tres semanas (3): 764 * 93 pg/ml de medio de cultivo:

n=10.

A este tipo de pocillos, se les ha denominado en las tablas y
graficas como pocillos 1 HR. Tabla n® 1 y Grdafica n@ 1.

El aumento de 1la concentracién de LH observado en los
pocillos tratados con extracto hipotaldmico de rata con
respecto al grupo control RPMI, resultd ser significativo a
lo largo de las tres semanas de cultivo (p < 0.001, en todos

los casos). Gréafica ne 1.



LH pg/ml A PARTIR 1 HIPOTALAMO DE RATA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 1
SEMANAS DE TRATAMIENTO XHR RPMI LH EN HR por dosls 1 HR/POCILLO/DIA
MEDIA 23+ 1 (2) |37 =7 (29) | 64 = 16 (6) 917 =+ 222 (17)
PRIMERA 24 + 13 (2) | 36 = 3 (46) | 64 = 16 (6) 857 + 56 (17)
SEMANA Y MEDIA 411 (2) |3 =4 (35 |69 = 16 (6) 1256 = 132 (12)
SEGUNDA 69 +6 (@) |48 =7 (35 |69 = 16 (6) 1834 + 190 (12)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 60+ 1 (2) |52 +6 (38) |69 = 16 (6) 1781 + 290 (19)
TERCERA 43 + 8 (2) | 41 =8 (42) | 69 = 16 (6) 764 = 93 (10)

XHR: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON 1 HR/POCILLO/DI

Datos expresados en pg/ml de medio
MEDIA = ESM (n) .

A




LH pg/ml A PARTIR 1 HIPOTALAMO DE RATA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO
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3.2.2.— TSH.

Los controles utilizados fueron los mismos due los utilizados
cuando se midieron las concentraciones de LH. Por un lado,
pocillos en los que habia celulas glandulares parotideas en
cultivo a las que sélo se les afadié un volumen de medio RPMI
completo, equivalente al volumen de extracto hipotalamico
anadido a 1los pocillos que si recibieron tratamiento, es
decir, 50 ul. En estas condiciones las concentraciones medias

de TSH detectadas fueron las siguientes.

A la media semana de tratamiento (0.5): 83 * 15 pg/ml de
medioc de cultivo, siendo el n=12.

A la primera semana (1): 147 + 23 pg/ml de medic de cultivo;
n=34

A la semana y media (1.5): 142 * 18 pg/ml de medio de
cultivo; n=25.

A las dos semanas (2): 129 + 13 pg/ml de medio de cultivo;
n=25.

A las dos semanas y media (2.5): 163 % 17 pg/ml de medio de
cultivo; n=28.

A las tres semanas (3): 129 * 16 pg/ml de medio de cultivo;

n=30.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grdficas como pocillos RPMI. Tabla ne 2 y Grafica n¢
2.

Y por otro lado, pocillos en los que no se habian cultivado
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células glandulares parotideas pero que si habian estado
expuestos al extracto hipotaldmico de rata en las mismas
dosis y en la misma concentracién cada dosis que los pocillos
con células. A este tipo de pocillos control se les aenominé
tanto en 1las tablas como en las grdaficas XHR. En estos

pocillos, las concentraciones medias de TSH detectadas fueron

+
|

las siguientes.

A la media semana de tratamiento (0.5): 39 + 1 pg/ml de medio
de cultivo; n=2.

A la primera semana (1): 123 t 3 pg/ml de medic de cultivo
n=2. .

A la semana y media (1.5): 571 = 1 pg/ml de medioc de cultivo;
n=2.

A las dos semanas (2): 142 + 15 pg/ml de medio de éultivo;
n=2.

A las dos semanas y media (2.5): 333 * 1 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

A las tres semanas (3): 140 + 35 pg/ml de medio de éultivo;
n=2.

Tabla n® 2 y Grafica n®¢ 2.

Otra parte de los pocillos con cultivo de células glaﬁdulares
parotideas, recibieron un estimulo que consistié en medio
RPMI completo en el que se habia disuelto el equivalente a 1
hipotdlamo de rata por pocillo y por dia de tratamiento. E1l

tratamiento se administraba en dos dosis, mafiana y tarde, de
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tal forma que, en la dosis de la mafana se administraba 1/2
hipotdlamo de rata y en la de la tarde el otro 1/2. En estas
condiciones las concentraciones medias de TSH detectadas
fueron las siguientes:

A la media semana de tratamiento (0.5): 3475 # 476 pg/ml de
medio de cultivo; n=4.

A la primera semana (1): 2974 * 294 pg/ml de medio de cultivo
n=9.

A la semana y media (1.5): 3803 % 637 pg/ml de medio de
cultivo; n=10.

A las dos semanas (2): 3046 + 287 pg/ml de medio de cultivo;
n=10.

A las dos semanas y media (2.5): 3702 + 69 pg/ml de ﬁedio de
cultivo; n=10.

A las tres semanas (3): 440 * 31 pg/ml de medio de cultivo;
n=10.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y graficas como pocillos EHR. Tabla n® 2 y Grafica n®
2.

Por otro lado, se midié la cantidad de TSH residual existente
en el extracto hipotaldmico antes de afhadirlo a las células
en cultivo, observdndose un valor de 166 pg por dosis de
extracto hipotaldmico.

El aumento de 1la concentracién de TSH observado en los
pocillos tratados con extracto hipotalamico de rata resultéd
ser significativo a lo largo de las dos primeras semanas Yy

media de cultivo con respecto al grupo control RPMI (p<0.001,
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en todos 1los casos), dejando de ser significativo en la
tercera semana después de haber comenzado el tratamiento.

Grafica n® 2.



TSH A PARTIR DE EHR
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 2

SEMANAS de TRATAMIENTO RPMI XHR EHR
MEDIA 83 + 15 (12) 39 =1 (2 3475 + 476 (4)
PRIMERA 147 = 23 (34) 123 + 3 (2) 2974 + 294 (9)
SEMANA Y MEDIA 142 + 18 (25) 571 + 1 (2) 3803 + 637 (10)
SEGUNDA 129 + 13 (25) 142 + 15 (2) 3046 + 287 (10)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 163 = 17 (28) 333 +1 (2) 3702 + 69 (10)
TERCERA 129 + 16 (30) 140 + 35 (2) | 240 = 31 (10)

XHR: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON 1 HR/POCILLO/DIA
Datos expresados en pg/ml de medio

MEDIA * ESM (n)



TSH A PARTIR DE EHR

CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO
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XHR: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON 1 HR/POCILLO/DIA

t de Student
NS : No Significativo; *** . p< 0.001

GRAFICA 2
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4.— TRANSFORMACION DE IAS CELULAS PAROTIDFAS SOMETIDAS A UN
ESTIMUILO PROCEDENTE DE EXTRACTO HTPOTALAMICO DE CORDERO.
4.1.— MORFOLOGIA.

La inmuncreactividad positiva tanto a la LH como a la TSH,
aparecié comc un acumulo de material opaco, de color marrdén
rojizo gque en el caso de la LH no se dispone de forma
generalizada en las agrupaciones celulares como tales sino
que se acumula sdlo en las células productoras. Planchas (4 y
5).

Aungue en las pruebas biogquimicas se detectd un aumento en la
produccién de LH a medida que aumentaba la cantidad de
extracto hipotaldmico de cordero con el gque se estimulaba a
las células, cuando se realizaron los estudios
inmunocitoquimicos, no pudimos observar un aumento en el
nimerc de células marcadas como células LH positivas.

En el casc de 1la TSH se observan pocas células aisladas
marcadas positivamente. Sin embargo, si que se observan
agrupaciones celulares de mayor tamano, marcadas
positivamente. Se realizaron controles negativos en ausencia
del primer anticuerpo. Planchas (10, 11, 12 y 13).

Al emplear como estimulador, extracto hipotalémico de
cordero, las células no sufrieron ningin deterioro a lo largo
de las distintas semanas de tratamiento, conservdndose en
buenas condiciones para la realizacién de los estudios

inmunocitoquimicos posteriores.
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4.2.- BIOQUIMICA.

Con el protocolo de trabajo descrito en el material vy
métodos, hemos realizado el andlisis de la concentracién de
IH en el medio de cultivo de 1las células glandulares
parotideas expuestas a extractos hipotalamicos de cordero.

El extracto de cordero se ha empleado en una cantidad

equivalente en peso fresco a:

a) 0.25 hipotédlamos de rata/pocillo/dia de tratamiento.

b) 1 hipotdlamo de rata/pocillo/dia de tratamiento y

c) 2 hipotalamos de rata/pocillo/dia de tratamiento.

El extracto hipotaldmico se suministré en dos dosis diarias
de manana y tarde. El medio del cultivo se retirdé cada 3 dias
y medio, realizdndose posteriormente su valoracién. Las
concentraciones hormonales obtenidas en los RIAs se

expresaran en pg de hormona por ml de medio de cultivo.

4.2.1.— IH obtenida a partir de la estimulacién de las
células glandulares con una cantidad de extracto hipotaldmico
de cordero equivalente a 0.25 hipotdlamos de rata por pocillo
y por dia.

Los controles utilizados fueron pocillos en los gue habia

celulas glandulares parotideas en cultivo, a las que sélo se
les afadid un volumen de medio RPMI completo equivalente al
volumen de extracto hipotaldmico anadido, a los pocillos que
si recibieron tratamiento, es decir, 50 ul. En estas

condiciones las concentraciones medias de LH detectadas
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fueron las siguientes:

A la media semana de tratamiento (0.5): 37 * 7 pg/ml de medio
de cultivo, siendo el n=29.

A la primera semana (1): 36 * 3 pg/ml de medio de cultivo;
n=46

A la semana y media (1.5): 36 * 4 pg/ml de medio de cultivo;
n=35.

A las dos semanas (2): 48 * 7 pg/ml de medio de.cultivo;
n=35%.

A las dos semanas y media (2.5): 52 % 10 pg/ml deimedio de
cultivo; n=38.

A las tres semanas (3): 41 * 8 pg/ml de medio de cultivo;
n=42.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grdficas como pocillos RPMI. Tabla n? 3 y Grafica n®
3.

Otra parte de 1los pocillos, con cultive de células
glandulares parotideas, recibieron un tratamiento (en dos
dosis diarias de 50 pl) que consistié, en medio RPMI completo
en el que se habfia disuelto el extracto hipotaldmico de
cordero en una cantidad egquivalente a 0.25 hipotdlamos de
rata por pocillo y por dia de tratamiento.

En estas condiciocnes, los valores medios de LH encontrados a
lo largo de 1las tres semanas de cultivo fueron 1los
siguientes:

A la media semana de tratamiento (0.5): 43 * 12 pg/ml de

medio de cultiveo, siendo el n=15.
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A la primera semana (1): 53 * 13 pg/ml de medio de cultivo;
n=15.

A la semana y media (1.5): 126 * 36 pg/ml de medio de
cultivo; n=16.

A las dos semanas (2): 108 * 21 pg/ml de medio de cultivo;
n=1i4.

A las dos semanas y media (2.5): 101 + 10 pg/ml de medio de
cultivo; n=15. :

A las tres semanas (3): 291 + 23 pg/ml de medic de cultivo;
n=15.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y graficas como pocillos EHC EQ. a 0.2%5 HR. Tabla n® 3
y Grafica n® 3.

En este caso, también se midié la cantidad de.LH residual
existente en el extracto hipotaldmico, antes de afiadirlo a
las células en cultivo, observadndose un valor de 4 * 1 pg por
dosis de EHC EQ. a 0.25 HR; n=4. Tabla n® 3 y Grafica n® 3.
El aumento de 1la concentracién de LH observado en los
pocillos tratados con EHC EQ. a 0.25 HR resulté no ser
significativo a lo largo de la primera semana de tratamiento.
Sin embargo, a partir de la primera semana y media de
tratamiento el aumento observado en la concentracién de LH
resultdé ser significativo con respecto al grupoe control RPMI

(p<0.001). Grafica n® 3.



LH A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
EQUIVALENTE A 0.25 HIPOTALAMOS DE RATA/DIA/POCILLO

TABLA 3

SEMANAS DE TRATAMIENTO LH EN EL EHC por dosis RPMI EHC EQ A 0.25 HR
MEDIA 4+1 (4 37 +7 (29) | 43 = 12 (15)
PRIMERA 41 (4 36 +3 (46) | 53 + 13 (15)
SEMANA Y MEDIA 41 (4 36 + 4 (35) | 126 + 36 (16)
SEGUNDA 4+1 (4) 48 + 7 (35 | 108 = 21 (14)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 4+1 (4) 52 + 10 (38) | 101 = 10 (15)
TERCERA 4+1 (4) 41+ 8 (42) | 291 + 23 (15)

CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO
Datos expresados en pg/ml de medio

MEDIA * ESM (n)




LH A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO

EQUIVALENTE A 0.25 HIPOTALAMOS DE RATA/DIA/POCILLO
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4.2.2.— IH obtenida a_partir de la estimulacién de las
células glandulares con una cantidad de extracto hipotaldmico
de cordero equivalente a 1 hipotdalamo de rata por pocillo y
por dia.

Los controles utilizados fueron pocillos en los que habia
celulas glandulares parotideas en cultivo, a las que sdélo se
les afadié un volumen de medio RPMI completo equivalente al
volumen de extracto hipotaldmico anadido, a los pocillos que
si recibieron tratamiento, es decir, 50 ul. En estas
condiciones 1las concentraciones medias de LH detectadas
fueron las siquientes:

A la media semana de tratamiento (0.5): 37 * 7 pg/ml de medio
de cultivo, siendo el n=29.

A la primera semana (1l): 36 * 3 pg/ml de medio de cultivo:;
n=46

A la semana y media (1.5): 36 + 4 pg/ml de medio de cultivo;
n=35.

A las dos semanas (2): 48 * 7 pg/ml de medio de cultivo:;
n=35.

A las dos semanas y media (2.5): 52 * 6 pg/ml de medio de
cultivo; n=38.

A las tres semanas (3): 41 + 8 pg/ml de medio de cultivo;
n=42.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grdficas como pocillos RPMI. Tabla n¢® 4 y Grafica n¢
4.

Otra parte de los ©pocillos, con cultivo de células
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glandulares parotideas, recibieron un tratamiento (en dos
dosis diarias de 50 ul) que consistiéd, en medio RPMI completo
en el gue se habia disuelto el extracto hipotaldmico de
cordero en una cantidad equivalente a 1 hipotdlamo de rata
por pocillo y por dia de tratamiento.

En estas condiciones, los valores medios de LH encontrados a
lo largo de las tres semanas de cultivo fueron los
siguientes:

A la media semana de tratamiento (0.5): 104 * 17 pg/ml de
medio de cultivo, siendo el n=27.

A la primera semana {(l1}: 61 + 8 pg/ml de medio de cultivo;
n=26.

A la semana y media (1.5): 121 % 14 pg/ml de mnedio de
cultivo; n=27.

A las dos semanas (2): 162 * 10 pg/ml de medio de cultivo;
n=27.

A las dos semanas y media (2.5): 357 * 55 pg/ml de medio de
cultivo; n=24.

A las tres semanas (3): 764 + 141 pg/ml de medio de cultivo;
n=21.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y graficas como pocillos EHC EQ. a 1 HR Tabla n® 4 y
Grafica n® 4.

En este caso, también se midié la cantidad de LH residual
existente en el extracto hipotaldmico, antes de afadirloc a
las células en cultivo, observandose un valor de 8 #* 1 Pg por

dosis de EHC EQ. a 1 HR; n=6. Tabla n® 4 y Grdafica n®@ 4.
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El aumento de 1la concentracién de LH observado en los
pocillos tratados con EHC EQ. a 1 HR resulté ser
significativo con respecto al grupo control RPMI desde el
inicio del tratamiento (p<0.01 para la primera semana de
tratamiento y p<0.001 en el resto de los casos). Grafica n¢

4.



LH A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
EQUIVALENTE A 1 HIPOTALAMO DE RATA/DIA/POCILLO

TABLA 4

SEMANAS DE TRATAMIENTO LH EN EL EHC por dosis RPMI EHC EQ A 1 HR
MEDIA 8+1 (6) 37 =7 (29) | 104 = 17 (27)
PRIMERA 8+1 (6) 36 +3 (46) | 61 =8 (26)
SEMANA Y MEDIA 8+1 (6) 36 =4 (35) | 121 = 14 (27)
SEGUNDA 8+1 (6) 48 + 7 (35) | 162 = 10 (27)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 8+1 (6) 52 + 6 (38) | 357 = 55 (24)
TERCERA 8+1 (6) 41 £ 8 (42) | 764 = 141 (21)

CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO
Datos expresados en pg/ml de medio

MEDIA = ESM (n)




LH A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
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4.2.3.— 1H obtenida a partir de 1la estimulacién de las

células glandulares con una cantidad de extracto hipotaldmico
de cordero equivalente a 2 hipotdlamos de rata por pocillo y
poxr dia.

Los controles utilizados fueron pocillos en 1los qﬁe habia
celulas glandulares parotideas en cultivo, a las que s6lo se
les afnadié un Qolumen de medio RPMI completo equivalente al
volumen de extracto hipotalamico ahadido, a los pocillos que
si recibieron tratamiento, es decir, 50 ul. En estas
condiciones 1las concentraciones medias de LH detectadas
fueron las siguientes.

A la media semana de tratamiento (0.5): 37 + 7 pg/ml de medio
de cultivo, siendo el n=29.

A la primera semana (1): 36 * 3 pg/ml de medio de cultivo;
n=46

A la semana y media (1.5): 36 * 4 pg/ml de medio de cultivo;
n=35.

A las dos semanas (2): 48 + 7 pg/ml de medic de cultivo;
n=35.

A las dos semanas y media (2.5): 52 * 6 pg/ml de medio de
cultivo; n=38.

A las tres semanas (3): 41 +* 8 pg/ml de medio de cultivo;
n=42,

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grédficas como pocillos RPMI. Tabla n® 5 y Grafica n®
5.

Otra parte de los pocillos, con cultivo de células
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glandulares parotideas, recibieron un tratamiento (en dos
dosis diarias) gque consistié, en medioc RPMI completo en el
que se habia disuelto el extracto hipotaldmico de cordero en
una cantidad equivalente a 2 hipotdlamos de rata por pocillo
y por dia de tratamiento.

En estas condiciones, los valores medios de LH encontrados a
lo largo de las tres semanas de cultivo fueron los
siguientes.

A la media semana de tratamiento (0.5): 123 + 17 pg/ml de
medio de cultive, siendo el n=15.

A la primera semana (1l): 130 = 7 pg/ml de medio de cultivo:
n=15. ~

A la semana y media (1.5): 124 * 26 pg/ml de medio de
cultivo; n=14. |

A las dos semanas (2): 233 *+ 24 pg/ml de medio de cultivo;
n=15.

A las dos semanas y media (2.5): 250 * 15 pg/ml de medic de
cultivo; n=15. .

A las tres semanas (3): 908 * 161 pg/ml de medio de cultivo;
n=12.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grdficas como pocillos EHC EQ. a 2 HR. Tabla n® 5 y
Grafica n@ 5.

En este caso, también se midié la cantidad de ILH residual
existente en el extracto hipotaldmico, antes de afiadirlo a
las células en cultivo, observédndose un valor de 15 * 2 pg

por dosis de EHC EQ. a 2 HR; n=7. Tabla n? 5 y Gréafica n®° 5.
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El aumentc de 1la concentracién de LH observado en los
pocillos tratados <con EHC EQ. a 2 HR resultdé ser
significativo con respecto al grupo control RPMI desde el
inicio del tratamiento (p<0.001 en todos los casos). Grafica
ne 5,

Podemos decir, ademds, que las cantidades de LH producidas
por las células al ser estimuladas con el extracto
hipotaldmico de cordero son dependientes de la dosis
empleada, siendo este hecho especialmente evidente en la
tercera semana a partir del inicioc del tratamiento. Tabla n®

6 y Grafica n® 6.



LH A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
EQUIVALENTE A 2 HIPOTALAMOS DE RATA/DIA/POCILLO

TABLA 5

SEMANAS DE TRATAMIENTO LH EN EL EHC por dosis RPMI EHC EQ A 2 HR
MEDIA 15 + 2 (7) 37 =7 (29) 123 = 17 (15)
PRIMERA 15 +2 (7 36 + 3 (46) 130 + 7 (15)
SEMANA Y MEDIA 152 (7) 36 + 4 (35) 124 + 26 (14)
SEGUNDA 15+ 2 (7) 48 + 7 (35) 233 = 24 (15)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 15 + 2 (7) 52 + 6 (38) 250 = 15 (15)
TERCERA 15 =2 (7) 41 = 8 (42) 908 + 161 (12)

CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO
Datos expresados en pg/ml de medio

MEDIA + ESM (n)




LH A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO

EQUIVALENTE A 2 HIPOTALAMOS DE RATA/DIA/POCILLO
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GRAFICA 5



LH pg/mi A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
EQUIVALENTE A 0.25, 1 Y 2 HIPOTALAMOS DE RATA/DIA/POCILLO

TABLA 6

BEMANA O TRATAMIEN TS , LH EN EL RPMI l BPMI ' LK EN ELEQ A 025 HR

[sre EcncesHR [ EneLeqa 1R |EvcEa athR | HENELEQA 2HR | EHc €Q. A 2 HR
TERCERA SEMANA ,23_-1(4) ,41:'_-8(42) ‘4:1(4)

| 201 x 3 (15) |8+ 18 | 760 141 @1) |52 2 (7) | 908 + 61 (12)

Valores de LH en el EHC y en RPMI expresados en pg/dosis

Resto de los valores en pg/ml de medio
Media + ESM (n)



LH pg/ml A PARTIR DE EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO

EQUIVALENTE A 0.25, 1 Y 2 HIPOTALAMOS DE RATA/DIA/POCILLO
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4.3.~ EFECTOS OBSERVADOS Al. EMPLEAR ASOCIADO AIL EHC EQ. A1l
HR UN ANTICUERPO ANTI-LHRH.

Los controles utilizados fueron pocillos en los que habia
celulas glandulares parotideas en cultivo, a las que s6lo se
les afnadidé un volumen de medio RPMI completo en el qgue se
habia disueltc EHC EQ. a 1 HR por pocillo y por dia de
tratamiento. En estas condiciones, la concentracién media de
LH detectada en la semana de maxima produccién (3) fué: 764 =
141 pg/ml de medio de cultivo; n=21.

En los pocillos en los que se ha anadido EHC EQ. a I.HR + Ab
a-LHRH 1:100 por pocillo y por dia de 'tratamieﬁto, la
concentracidén media de LH detectada a la tercera semana de
tratamiento ascendié a 148 + 10 pg/ml de medic de cultivo;
n=12.

En este caso, también se midié la cantidad de LH residual
existente en el extracto hipotaldmico, antes de afiadirlo a
las células en cultivo, observédndose un valor de 8 * 1 pg por
dosis de EHC EQ. a 1 HR; n=6. También se midié la canﬁidad de
LH residual existente en el EHC EQ. a 1 HR + Ab «o-LHRH 1:100
siendo ésta de 5 £ 1 pg por dosis; n=4. Tabla n¢® 7 y Grafica
ne 7.

La disminucién de la concentracién de LH observada en los
pocillos tratados con EHC EQ. a 1 HR + Ab o-LHRH 1:100
resulté ser significativa con respecto al grupo control EHC

EQ. a 1 HR (p<0.001). Grafica ne 7.



EFECTO DEL Abx-LHRH 1:100 SOBRE EL EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO
EQUIVALENTE A 1 HIPOTALAMO DE RATA/DIA/POCILLO

TABLA 7
SEMANAS DE TRATAMIENTO | LH EN EHC EQ A 1 HR+Ab \ EHC+Ab -LHRH 1:100 | LK EN EHC EQ. 1 HR ] EHC EQ. A 1 HR
TERCERA SEMANA | 5+ 1 (4) [ 148 = 10 (12) | 8+ 1(6) | 764 = 141 (21)

LH en EHC EQ. 1HR + Ab y LH en EHC EQ. 1HR expresados por dosis

Resto de los datos expresados en pg/ml de medlo
Media = ESM (n)



EFECTO DEL Abx-LHRH 1:100 SOBRE EL EXTRACTO HIPOTALAMICO DE CORDERO

EQUIVALENTE A 1 HIPOTALAMO DE RATA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

LH pg/mi
1.000 .
LEYENDAS 800
LH EN EHC EQ A 1 HR+Ab
[T EHC+Abx-LHRH 1:100 600
[ ILH EN EHC EQ. 1 HR 400
EEEHC EQ. A 1 HR _
200
/ s = _ﬂ/ /
0
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SEMANAS DE TRATAMIENTO

LH en EHC EQ. 1HR + Ab y LH en EHC EQ. 1HR expresados por dosis
t de Student ' '
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5.— TRANSFORMACION DE I.AS CELULAS PAROTIDEAS UTILIZANDO COMO
ESTIMULO FACTORES HIPOTATLAMICOS AISLADOS.

5.1.- MORFOLOGIA.

No se han observado modificaciones en lo gque a la morfologia
de las células en cultivo se refiere, con respecto a la
morfologia que presentaron otras células sometidas a otros
tratamientos. La tnica diferencia observable, consistié en
gque las células estimuladas con factores hipotaléamicos
aislados presentaron una vida media mayor que las células de
los pocillos control (RPMI) y también mayor gque las de las
células sometidas a estimulo con extracto hipotaldmico de
rata; sin embargo, murieron antes ¢ue las células sometidas a

extracto hipotaldmico de cordero.

5.2.- BIOQUIMICA.

Con el protocolo de trabajo descrito en el material vy
métodos, hemos realizado el andlisis de dos hormonas (LH y
TSH) en el medio de cultivo de 1las c¢élulas glandulares
parotideas expuestas a distintos factores hipotaldmicos
aislados.

Las concentraciones hormonales obtenidas se expresardn como
la cantidad total de LH secretada por las células, después de
tres semanas de tratamiento. La definiremos en pg de hormona

por ml de medio de cultivo.

5.2.1.—- IH.

Se trataron las células glandulares en cultivo con distintas
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mezclas de factores hipotaldmicos aislados y a distintas
concentraciones. En el caso concreto de la LH, las mezclas
utilizadas fueron las siguientes:

- (LHRH+TRH+CRH+GHRH) + EGF.

- (LHRH+TRH) + EGF.

5.2.1.1.- LH obtenida al emplear las mezclas a una
concentracioén de 2 ug de cada factor/dia/pocillo.

Los controles utilizados fueron pocillos en los gue habia
celulas glandulares parotideas en cultivo, a las gque sdélo se
les afhadié un volumen de medio RPMI completo equivalente al
volumen anadido, a los pocillos que si recibieron
tratamiento, es decir, 50 ul.

Primera semana de tratamiento (1): 36 * 3 pg/ml de medio de
cultivo; n=46.

Semana y media de tratamiento (1.5): 36 * 4 pg/ml de medio de
cultivo;ln=35.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 52 +* 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=38.

Tercera semana de tratamiento (3): 41 + 8 pg/ml de medio de
cultivo; n=42.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y graficas comoc pocillos RPMI. Tabla n® 8 y Grafica n®
8.

En este caso, también se han introducido pocillos control sin
células gque han estado expuestos al efecto de los factores

hipotaldmicos aislados en las mismas dosis y en la misma
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concentracién cada dosis que los pocillos con células. A este
tipo de pocillos control se les ha denominado tanto en las
tablas como en las grdficas XF. Tabla n®* 8 y Grafica ne¢ 8.
Primera semana de tratamiento (1): 41 * 18 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento {(1.5): 41 * 6 ﬁg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 37 + 1 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Tercera semana de tratamiento (3): 13 * 1 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

En el caso de los pocillos con cultivo de células glandulares
parotideas tratados con una mezcla de (LHRH+TRH+CRH+GHRH) +
EGF, la concentracién ascendié en la primera semana de
tratamiento (1) a: 80 * 13 pg/ml de medio de cultivo; n=3.
Primera semana y media de tratamiento- (1.5): 128 * 14 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 51 * 2 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3)}: 24 * 1 pg/ml de medio de
cultivo; n=2,.

En este caso y al comparar con los pocillos RPMI, observamos
un aumento en la concentracidén de LH significativo durante la
primera semana (p<0.0l1) y durante la primera semana Yy media
de tratamiento (p<0.001). Posteriormente las concentraciones
de LH disminuyen, no observandose diferencias significativas

con respecto al control. Tabla 8 y Fig. 8.
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Hubo un cuarto grupo de pocillos que se trataron con una
mezcla de (LHRH+TRH)+EGF  obteniéndose las siguientes
concentraciones de LH:

Primera semana de tratamiento (1) a: 65 + 2 pg/ml de medioc de
cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 104 + 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 59 * 8 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 40 % 3 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

A esta concentracidén la mezcla de (LHRH+TRH)+EGF ofrecié
diferencias significativas con respecto al control (RPMI)
durante la primera y la primera semana y media de tratamiento
(p<0.05 y p<0.01, respectivamente). Posteriormente las
concentraciones de LH disminuyen, no observdndose diferencias

significativas con respecto al control. Tabla 8 y Fig. 8.



LH A PARTIR DE 2 yg DE CADA FACTOR/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 8
SEMANAS DE TRATAMIENTO XF RPM! TODAS* LHRH+TRH+EGF
PRIMERA SEMANA 41 +18 (3) | 36+3 (46) |80 =13 (8) |65 = 2 (3)
SEMANA Y MEDIA 41+6 (3) |36=x4 (35 |128=14 (3) | 104+ 6 (3)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 37+1 (2) |52+6 (38 |51 +2 (3) 59 + 8 (3)
TERCERA 131 (2 [41x8 (42) |24 =1 (2) 40 + 3 (3)

TODAS* LHRH+CRH+EGF+GHRH+TRH; XF: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS
DATOS EXPRESADOS EN pg/ml DE MEDIO

Media = ESM (n)
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CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

LH pg/mi

250
200
150
100 o NS .
50 _@ E e

0/ _ & HHE 7 R

1 1.5 2.5 3
SEMANAS DE TRATAMIENTO
LEYENDAS
W XF EJRPMIE [ LHRH+TRH+EGF+CRH+GHRH I LHRH+TRH +EGF

XF: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS
t de Student: NS : No Significativo

* . Rk o « k%% .
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5.2.1.2.—- LH obtenida al usar una de las mezclas a una
concentracién de 4 ug de cada factor/dia/pocillo.

En este caso sé6lo se empled una de las mezclas, concretamente
(LHRH+TRH)+EGF, las concentraciones de LH a lo largo de las
distintas semanas fueron las siguientes:

Primera semana de tratamiento (1) a: 101 * 5 pg/ml de medio
de cultivo; n=2.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 132 +* 8 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 41 * 8 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 63 + 18 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 23 * 7 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Se utilizaron dos tipos de controles:

- RPMI: Con células y medio pero sin factores, obteniéndose
una concentracién de LH a lo largo de las distintas semanas
de:

Primera semana de tratamiento (1) a: 36 * 3 pg/ml de medio de
cultivo; n=46.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 36 +* 4 pg/ml de
medic de cultivo; n=35.

Segunda semana de tratamiento (2): 48 * 7 pg/ml de medio de
cultivo; n=35.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 52 * 6 pg/ml de

medio de cultivo; n=38.
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Tercera semana de tratamiento (3): 41 + 8 pg/ml de medio de
cultivo; n=42.

- XF: Sin células pero con medio y factores hipotalamicos
aislados.

Primera semana de tratamiento (1) a: 41 * 18 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 41 + 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 82 * 4 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 37 £ 1 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Tercera semana de tratamiento (3): 13 * 1 pg/ml de ﬁedio de

cultivo; n=2.

Al realizar la estadistica, se ha visto que en este caso
existieron diferencias significativas durante 1la primera
semana Yy la primera semana y media de iniciarse el
tratamiento (p<0.001) al comparar los pocillos tratados con
el control (RPMI). A partir de este  momento, las
concentraciones de LH disminuyen y no se obtienen diferencias

estadisticamente significativas. Tabla n® 9 y Grédfica n= 9.



LH A PARTIR DE 4 ug DE CADA FACTOR/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 9
SEMANAS DE TRATAMIENTO XF RPM! LHRH+ TRH+EGF
PRIMERA 41+18 (38) | 36+ 3 (46) 101 = 5 (2)
SEMANA Y MEDIA 41 £6 (3) 36 + 4 (35) 132 + 8 (3)
SEGUNDA 82+ 4 (3) 48 +7 (35) | 41 +8 (3)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 37+1 (2 52+ 6 (38) | 63 + 18 (3)
TERCERA 13+1 (2 41+ 8 (42) | 23 =7 (3)

XF : POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS

Datos expresados en pg/ml de medio
Media =+ ESM (n)
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NS : No Significativa; *** : p< 0.001

GRAFICA 9
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5.2.1.3.—- LH obtenida al emplear las mezclas a concentracién
de 10 ug de cada factor/dia/pocillo.

En este caso se volvieron a emplear las dos nezclas. Las
concentraciones de LH obtenidas al emplear la mezcla de
(LHRH+TRH+CRH+GHRH)+EGF fueron las siguientes:

Primera semana de tratamiento (1) a: 75 * 6 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 216 + 46 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Sequnda semana de tratamiento (2): 55 * 5 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 59 + 8 pg/ml de
medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 14 * 2 pg/ml de medio de
cultivo; n=2. |

La concentracién de LH global al emplear la otra mezcla
(LHRH+TRH)+EGF ascendid a

Primera semana de tratamiento (1)} a: 85 * 8 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 0 = 0 pg/ml de
medio de cultivo; n=0.

Segunda semana de tratamiento (2): 175 + 25 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 126 * 28 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 23 + 9 pg/ml de medio de

cultivo; n=2.
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Los <controles empleados fueron otra vez, controles con
células y controles sin ellas:

- RPMI: Con células y medio pero sin factores, obteniéndose
una concentracién de LH a lo largo de las semanas de
trtamiento:

Primera semana de tratamiento (1) a: 36 * 3 pg/ml de medio de
cultivo; n=46.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 36 * 4 pg/ml de
medio de cultivo; n=35.

Segunda semana de tratamiento (2): 48 * 7 pg/ml de medio de
cultivo; n=35.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 52 * 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=38.

Tercera semana de tratamiento (3): 41 * 8 pg/ml de medio de

cultivo; n=42.

- XF: 8in células pero con medio y factores hipotaldmicos
aislados. La concentracién de LH a lo largo de las distintas
semanas fué dg:

Primera semana de tratamiento (1) a: 41 * 18 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 41 * 6 pg/ml de
medio de cultivoe; n=3.

Segqunda semana de tratamiento (2): 82 + 4 pg/ml de medio de
cultivo; n=3,.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 37 %+ 1 pg/ml de

medio de cultivo; n=2.
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Tercera semana de tratamiento (3): 13 * 1 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

Tabla 10 y Fig. 10.

Al realizar la estadistica, se ha podido comprobar due
existieron diferencias significativas al comparar los
pocillos tratados con la mezcla (LHRH+TRH+CRH+GHRH)+EGF y los
pocillos control (RPMI), durante la primera y primera semana
y media de tratamiento (p<0.01 y p<0.001, respectivamente). A
partir de aqui, se produce una disminucidén de la
concentracién de LH y las concentraciones de ésta no son
significativas estadisticamente (Fig 10). Cuando se
compararon los pocillos tratados con la mezcla (LHRH+TRH)+EGF
con los pocillos control (RPMI) se observaron diferencias
significativas a lo largo de las dos primeras semanas y media
de tratamiento (p< 0.01). No existen diferencias

significativas en la tercera semana de tratamiento. Fig n®¢10.



LH A PARTIR DE 10 ug DE CADA FACTOR/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 10
SEMANAS DE TRATAMIENTO XF RPMI TODAS* LHRH+TRH+EGF
PRIMERA 41+18 (38) [36=+3 (46) |75 =6 (3) 85 + 8 (3)
SEMANA Y MEDIA 41+6 (3) |36+4 (35) [216+46(3) |0 =0 (0)
SEGUNDA 82+4 (38) | 487 (385) |55 =5 (3) 175 = 25 (3)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 37+1 (2 |52+6 (38) |59 =8 (3 . | 126 = 28 (3)
TERCERA 1321 (2 1418 42) |14 x2 (2 23 + 9 (2)

© TODAS*: LHRH+CRH+EGF+GHRH+TRH; XF: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS
DATOS EXPRESADOS EN PG/ML DE MEDIO DE CULTIVO

MEDIA = ESM (n)
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GRAFICA 10
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5.2.2.— TSH.

Se trataron las células glandulares en cultivo con distintas
mezclas de factores hipotaldmicos aislados y a distintas
concentraciones. En el caso concreto de la TSH, las mezclas

utilizadas fueron las siguientes:

- {TRH+CRH+GHRH+LHRH)+EGF .
- (TRH+CRH+GHRH)+EGF.

~ (TRH+LHRH)+EGF.

5.2.2.1.- TSH obtenida al emplear las mezclas a una
concentracién de 2 ug de cada factor/dia/pocillo.

Los controles utilizados fueron pocillos en los que habia
celulas glandulares parctideas en cultivo, a las gque sdélo se
les anadié un volumen de medio RPMI completo equivalente al
volumen anadido, a los ©pocillos que si recibieron
tratamiento, es decir, 50 ul.

Primera semana de tratamiento (1) a: 147 * 23 pg/ml de medio
de cultivo; n=34.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 142 + 18 pg/ml
de medio de cultivo; n=25.

Segunda semana de tratamiento (2): 129 * 13 pg/ml de medio de
cultivo; n=25.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 163 * 17 pg/ml
de medio de cultivo; n=28.

Tercera semana de tratamiento (3): 129 % 16 pg/ml de medic de

cultivo; n=30.
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A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grdficas comc pocillos RPMI. Tabla n® 11 y Grafica
n2 11.

En este caso, también se han introducido pocillos control sin
células que han estado expuestos al efecto de los factores
hipotaldmicos aislados en las mismas dosis y en la misma
concentracién cada dosis que los pocillos con células. A este
tipo de pocillos control se les ha denominado tanto en las
tablas como en las grdficas XF. Tabla n#? 11 y Grdfica n® 11.
Primera semana de tratamiento (1)} a: 43 * 18 pg/ml de medioc
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 49 % 34 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Segunda semana de tratamiento (2): 35 * 3 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 71 * 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Tercera semana de tratamiento (3): 29 + 20 pg/ml de medic de
cultivo; n=2.

En el caso de los pocillos con cultivo de células gléndulares
parotideas tratados con una mezcla de (TRH+CRH+GHRH+LHRH) +
EGF, la concentracidn de TSH ascendid a:

Primera semana de tratamiento (1) a: 181 + 37 pg/ml de medio
de cultivo; n=2.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 449 * 59 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 0 * 0 pg/ml de medic de
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cultivo; n=0.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 292 * 69 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 134 % 28 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Cuando los pocillos se tratan con (TRH+CRH+GHRH}+EGF 1la
concentracioén de TSH ascendid a:

Primera semana de tratamiento (1) a: 270 * 77 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 344 * 38 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 592 t 142 pg/ml de medio
de cultivo; n=3. '

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 240 % 27 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 375 + 43 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Por ultimo, cuando los pocillos se trataron con la mezcla de
(TRH+LHRH)+EGF la concentracién de LH fué de:

Primera semana de tratamiento (1) a: 179 * 16 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 357 % 24 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 0 * 0 pg/ml de medio de
cultivo; n=0.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 202 * 31 pg/ml

de medio de cultivo; n=3.
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Tercera semana de tratamiento (3): 152 * 42 pg/ml de medic de
cultivo; n=3.

Tabla 11 y Fig. 11.

A esta concentracién las tres mezclas ofrecieron diferencias
significativas con respecto al control (RPMI).

La mezcla (TRH+CRH+GHRH+LHRH ) +EGF ofrecid diferencias
significativas con respecto al control (RPMI) en la primera
semana y media de tratamiento y en la segunda semana y media
de tratamiento (p<0.001 y p<0.05, respectivamente).

La mezcla { TRH+CRH+GHRH ) +EGF presentd diferencias
significativas con respecto al control RPMI a lo largo de
todas las semanas salvo en la segunda semana y media de
haberse iniciado el tratamiento (p<0.01 en la primera semana
y la primera semana y media de tratamiento y p<0.01 en la
sequnda y tercera semana de tratamiento. Sin embargo, en la
segunda semana y media de tratamiento, estadisticamente no se
han detectado diferencias significativas).

La mezcla (TRH+LHRH)+EGF solamente presenté diferencias
significativas al ser comparada con los pocillos control
(RPMI) durante la primera semana y media de haberse
instaurado el tratamiento (p<0.001). No se observaron
diferencias significativas en las siguientes . semanas

estudiadas. Grafica n@® 11.



TSH A PARTIR DE 2 ug DE CADA HORMONA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 11

SEMANAS DE TRATAMIENTO XF | RPMI | TRH+EGF+CRH+GHRH LHRH+EGF+TRH TODAS*
PRIMERA 43 +18 (3) | 14723 (39) | 270 = 77 (3) | 179+ 16 3 181 = 37 (2)
SEMANA Y MED 49+ 34 (2) | 142+ 18 (25 | 344 + 38 (3) 357 + 24 (3) 449 + 59 (3)
SEGUNDA ‘A 35+3 (2) 129+ 13 (25) | 592 = 142 (3)

SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 71+6 (2) 163 + 17 (28) | 240 + 27 (3) 202 = 31 (3) 292 + 69 (3)
TERCERA 20+ 20 () | 129+ 168 (30) | 375 43 (3) 152 = 42 (3) 134 + 28 (3)

TODAS* LHRH+CRH+EGF+GHRH+TRH; XF : POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS

DATOS EXPRESADOS EN pg/ml DE MEDIO
MEDIA + ESM (n)



TSH A PARTIR DE 2 ug DE CADA HORMONA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO
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5.2.2.2.— TSH obtenida al emplear dos de las mezclas a una
concentracién de 4 ug de cada factor/dia/pocillo.

En este caso se emplearon solamente dos de 1las mezclas,
concretamente (TRH+LHRH)+EGF y la mezcla (TRH+CRH+GHRH)+EGF.
La concentracién de TSH obtenida después de emplear la mezcla
(TRH+CRH+GHRH)+EGF a lo largo de las distintas semanas fué la
siguiente:

Primera semana de tratamiento (1) a: 0 * 0 pg/ml de medio de
cultivo; n=0.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 404 * 41 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 226 * 26 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 308 % 43 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 220 * 30 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

La concentracién de TSH obtenida después de emplear la mezcla
(TRH+LHRH)+EGF a lo largo de las distintas semanas fué la
siguiente:

Primera semana de tratamiento (1) a: 164 * 12 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 567 % 111 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 274 * 22 pg/ml de medio de
cultiyo: n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 246 + 34 pg/ml
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de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 283 * 160 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Se mantuvieron el mismo tipo de controles:

- RPMI: Con células y medio pero sin factores, obteniéndose
una concentracién de TSH a lo largo de las distintas semanas
de:

Primera semana de tratamiento (1) a: 147 * 23 pg/ml de medio
de cultivo; n=34.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 142 + 18 pg/ml
de medio de cultivo; n=25.

Segunda semana de tratamiento (2): 129 # 13 pg/ml de medio de
cultivo; n=25.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 163 * 17 ﬁg/ml
de medio de cultivo; n=28.

Tercera semana de tratamiento (3): 129 * 16 pg/ml de medio de
cultivo:; n=30.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y graficas como pocillos RPMI. Tabla n? 12 y Gréfica
ne 12.

- XF: Sin células pero con medio y factores hipotaldmicos
aislados. La concentracién de LH en este caso fué de:

Primera semana de tratamiento (1) a: 43 + 18 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 49 * 34 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Segunda semana de tratamiento (2): 35 * 3 pg/ml de medio de
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cultivo; n=2.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 71 * 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Tercera semana de tratamiento (3): 29 % 20 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

Tabla n® 12 y Grafica n¢ 12,

Al realizar la estadistica, se han observado diférencias
significativas al comparar los pocillos tratados ‘con el
control (RPMI).

La nezcla (TRH+CRH+GHRH ) +EGF presentd diférencias
significativas con respecto al control (RPMI) durante 1la
primera semana y media de tratamiento (p<6.001), y durante la
seqgunda y segunda semana y media de tratamiento (p<0.05). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la tercera semana de tratamiento. Fig. 12. -

La nezcla ( TRH+LHRH) +EGF presentd diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control
(RPMI) durante la primera semana y media de trafamiento
(p<0.001), durante la segunda (p<0.0l1) y durante la tercera
semana de tratamiento (p<0.05). Sin embargo, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas ni durante 1la

primera ni durante la tercera semana de tratamiento. Fig. 12.



TSH A PARTIR DE 4 uyg DE CADA HORMONA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 12
SEMANAS DE TRATAMIENTO XF RPMI TRH+EGF+CRF+GHRH LHRH+EGF+TRH
PRIMERA 43 + 18 (3) 147 + 23 (34) 164 = 12 (3)
SEMANA Y MEDIA 49 + 34 (2) 142 + 18 (25) 404 * 41 (3) 567 = 111 (3)
SEGUNDA 35+ 3 (2 129 + 13 (25) 226 + 26 (8) 274 + 22 (3)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 716 (2 163 = 17 (28) 308 + 43 () 246 + 34 (3)
TERCERA 29 + 20 (2) 129 + 16 (30) 220 + 30 (3) 283 + 160 (3)

XF : POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS

Datos expresados en pg/ml de medio

MEDIA = ESM (n)




TSH A PARTIR DE 4 ug DE CADA HORMONA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIV
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TSH l(pg/mi)
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XF

/.

RPMI

SEMANAS DE TRATAMIENTO

LEYENDAS
4 TRH+EGF+CRF+GHRH

N

4 LHRH+EGF+TRH

XF : POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS
t de Student: NS : No Significativo
* 1 p< 0.05; ** : p< 0.01; *** : p< 0.001

GRAFICA 12
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5.2.2.3.— TSH obtenida al ecmplear las mezclas a una
concentracién de 10 ug de cada factor/dia/pocillo.

En este caso se volvieron a emplear las tres mezclas. La
concentracién de TSH obtenida al emplear la mezcla de
( TRH+CRH+GHRH+LHRH)+EGF a lo largo de las respectivas semanas
fué la siguiente:

Primera semana de tratamiento (1) a: 164 + 33 pg/ml de medio
de cultivo: n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 352 * 31 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Segunda semana de tratamiento (2): 59 * 12 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Sequnda semana y media de tratamiento (2.5): 200 * 44 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 178 * 28 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

La concentracién de TSH al emplear la mezcla
(TRH+CRH+GHRH)+EGF fué la siguiente:

Primera semana de tratamiento (1) a: 125 + 12 pg/ml de medio
de cultivo; n=2.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 159 * 81 pg/ml
de medio de cultivo; n=2.

Segunda semana de tratamiento (2): 164 * 44 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 229 * 36 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 209 * 44 pg/ml de medio de
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cultivo; n=3.

Por ultimo, al emplear la mezcla (LHRH+TRH)+EGF, se observod
que la concentracién de TSH a lo largo de 1las distintas
semanas de tratamiento ascendid a:

Primera semana de tratamiento (1) a: 187 * 13 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 323 * 8 pg/ml de
medio de cultivo; n=2. |
Segunda semana de tratamiento (2): 215 * 15 pg/ml de medio de
cultivo; n=3.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 252 + 10 pg/ml
de medio de cultivo; n=3.

Tercera semana de tratamiento (3): 203 * 22 pg/ml de medio de
cultivo; n=3. |

Los controles empleados fueron otra vez, controles con
células y controles sin ellas:

- RPMI: Con células y medio pero sin factores, obteniéndose
una concentracién de TSH a lo largo de las distintas semanas
de tratamiento de:

Primera semana de tratamiento (1) a: 147 % 23 pg/ml de medio
de cultivo; n=34.

Primera semana y media de tratamiento (1.5): 142 + 18 pg/ml
de medio de cultivo; n=25.

Segunda semana de tratamiento (2): 129 * 13 pg/ml de medio de
cultivo; n=25.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 163 * 17 pg/ml

de medio de cultivo; n=28.
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Tercera semana de tratamiento (3): 129 * 16 pg/ml de medio de
cultivo; n=30.

A este tipo de pocillos control, se les ha denominado en las
tablas y grdaficas comc pocillos RPMI. Tabla n® 13 y Grafica
ne 13.

- XF: Sin células pero con medio y factores hipotalémicos
aislados. La concentracidén de TSH en este caso fué de:
Primera semana de tratamiento (1) a: 43 * 18 pg/ml de medio
de cultivo; n=3.

Primera semana y media de tratamiento {(1.5): 49 #* 34 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Segunda semana de tratamiento (2): 35 * 3 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

Segunda semana y media de tratamiento (2.5): 71 + 6 pg/ml de
medio de cultivo; n=2.

Tercera semana de tratamiento (3): 29 + 20 pg/ml de medio de
cultivo; n=2.

Tabla n® 13 y Grédfica n® 13.

Al realizar la estadistica, se ha podido comprobar gue no
existieron diferencias significativas al comparar 1los
pocillos tratados con la mezcla (TRH+CRH+GHRH)+EGF con los
pocillos control (RPMI) en ninguna de las semanas que durd el
tratamiento. Sin embargo, al estudiar el efecto de las otras
dos mezclas, si gue se observaron diferencias significativas
con respecto a los pocillos tratados sélo con medio RPMI.

La mezcla ( TRH+CRH+GHRH+LHRH ) +EGF presentod diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control sélo
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en la primera semana y media de tratamiento p<0.001. (Grafica
13).

La mezcla (TRH+LHRH) +EGF s6lo presenté diferencias
significativas con respecto al control durante la primera
semana y media de tratamiento (p< 0.01) y durante la segunda

semana de tratamiento (p<0.05). Grafica. ne 13.



TSH A PARTIR DE 10 yg DE CADA HORMONA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TABLA 13

SEMANAS DE TRATAMIENTIO XF I RPMI | TRH+EGF+ CRH+ GHRH LHRH+EGF+TRH TODAS*

PRIMERA 43+ 18 (3 | 147 + 23((39) 125 + 12 (2) 187 + 13 (3) 164 + 33 (3)
SEMANA Y MEDIA 49 + 34 (2) | 142+ 18 |(25) 159 + 81 (2) ‘ 3238 (2 352 + 31 (3)
SEGUNDA B3 (2 129 + 13 |(25) 164 + 44 (3) 215 + 15 (3) 59 + 12 (9)
SEGUNDA SEMANA Y MEDIA 71+6 (2 163 + 17 |(28) 909 + 36 (3) 252 + 10 (3) 200 =+ 44 (3)
TERCERA 20 + 20 (2) | 129 + 16 |(30) 209 + 44 (3) 203 + 22 (3) 178 + 28 (2)

TODAS* : LHRH+CRH+EGF+GHRH+TRH ; XF: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS

Datos expresados en pg/ml de medio
MEDIA + ESM (n)



TSH A PARTIR DE 10 ug DE CADA HORMONA/DIA/POCILLO
CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS EN CULTIVO

TSHl(pg/mil)

700
600
500
400
300
200
100

SEMANAS DE TRATAMIENTO

LEYENDAS
N xF RPMI | 10 TRH+EGF+CRH+GHRH
10 LHRH+EGF+TRH 10 TODAS*

TODAS* : LHRH+CRH+EGF+GHRH+TRH ; XF: POCILLOS SIN CELULAS TRATADOS CON LOS FACTORES AISLADOS
t de Student ; NS : No Significativo

* . p< 0.05; ** : p< 0.01; *** : p< 0.001
P P P GRAFICA 13
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6.~ CITOKERATINAS.

Como marcador de filamentos intermedios tipicos de células
epiteliales se utilizé un anticuerpo anticitokeratinas 1-8.
Este anticuerpo se probé en condiciones in vivo, en gléandulas
pardotidas adultas Jjévenes (10 sem.) y de ratas de 1 dia
postnatal, asi como en hipéfisis de rata adulta joven (10
sem.). En la hip6fisis este anticuerpo no presentaba ninguna
positividad, mientras gue en la parétida este anticuerpo
marca sobre todo células ductales tanto de conductos
intercalados como de conductos estriados. Debemos comentar
que el marcaje que hemos encontrado en los adultos jdévenes
fué muy fuerte, mientras gque en los animales de 1 dia
postnatal, el marcaje era mucho mds suave, indicandonos
diferencias en la expresion de 1las citokeratinas tipo 1-8
entre los animales en desarrollo y los animales adultos.
(Planchas 6 v 7).

En 1los cultivos de células glandulares parotideas, este
anticuerpo también marca células aisladas (que suponemos de
origen ductal) o conjuntos de células que se disponen
formando un entramado especial que recuerda a la disposicién
longitudinal de los conductos en la gladndula in vivo (Plancha
8). Hemos podido comprobar gue también se marcan células

epiteliales (Plancha 9).



Plancha 1

1Y 2 .- Fragmentos tisulares parotideos que se pueden encontrar en el
cultive, si disminuimos Tos tiempos de actuacidon de las enzimas;
concretamente de la colagenasa y de la hialuronidasa. A partir del
explante se produce la diseminacidn celular (f1echq) y la consiguiente

formacidn de 1a monocapa celular (estrella). 31 dias de cultivo. 200X.



PLANCHA 1




Plancha 2

1.- Panorimica de las células en cultivo I. Las células sé pueden

situar de forma dispersa como en este caso. 21 dias en cultivo. 200X.

2.- Panordmica de las células en cultivo II. Formacién de agregados

celulares (estreila). 35 dias en cultivo. 100X.



PLANCHA 2




Plancha 3

Las células glandulares se disponen sobre la monocapa de fifroblastos
(estrella). Obsérvese que donde la monocapa de fibroblastos se ha
perdido (asterisco) no hay células glandulares. 30 dias en cultivo.

250X.



PLANCHA 3




Ptancha 4

1.- Anticuerpe anti LH de rata 1:100. Control negativo. Células
tratadas con EHC equivalente en peso fresco a 1 HR. Todo el agregado

de células aparece sin marcaje (flecha). 35 dias en cultivo.100X.

2.- Anticuerpo anti LH de rata 1:100. Células tratadas con EHC
equivalente en peso fresco a 1 HR y marcadas positivamente (flechas).

35 dias en cultivo. 250X.

3.- Anticuerpo anti LH de rata 1:100. Células tratadas con EHC
equivalente en peso fresco a 1 HR y marcadas positivamente (flechas).

35 dias en cultivo. 400X.



PLANCHA 4




Plancha 5

1.- Anticuerpo anti LH de rata 1:100. Células tratadas con EHC
equivalente en peso fresco a 1 HR y marcadas positivamente (flechas).

35 dias en cultivo. 400X.

2.- Anticuerpo anti LH de rata 1:100. Células glandulares marcadas
positivamente. Tratamiento: EHC equivalente en peso fresco a 1 HR . 35

dias en cultivo. 250X.



PLANCHA 5




Plancha 6

1.- Anticuerpo anti citokeratinas 1-8. Dilucién 1:100. Conducto
granular (flechas) de una gldndula pardtida de rata adulta joven (30

dias). Estudio in vivo. 630X.

2.- Anticuerpo anti citokeratinas 1-8. Dilucién 1:100. Conducto
estriado {asterisco) de una glindula pardtida de rata adulta joven (30

dias). Estudio in vivo. 630X.



PLANCHA 6




Plancha 7

1.- Anticuerpo anti citokeratinas 1-8. Dilucién 1:100. Parénquima
marcado (asterisco) de una gldndula parétida de rata de 1 dia
postnatal. Obsérvese la diferencia de intensidad en el marcaje si lo

comparamos con Ja rata adulta. Estudio in vivo. 400X.

2.- Anticuerpo anti citokeratinas 1-8. Dilucion 1:]100. Sistema de
conductos (flechas) de una gldndula parétida de rata de 1 dia

postnatal. Estudio in vivo. 630X.



PLANCHA 7




Plancha 8

1.- Células glandulares parotideas en cultivo. Anticuerpo anti
citokeratinas 1-8. Dilucidn 1:20. Células tratadas con EHC equivalente
en peso fresco a 1 HR. Marca unas células que se disponen en forma de
un entramado especial (flechas) que recuerda al sjstema de conductos
de 1la glandula. Los fibroblastos estdn tefiides con hematoxilina

(asterisco). Estudio in vitro. 35 dias en cultivo. 200X.

2.- La misma imagen a mayor aumento. 400X
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Plancha 9

1.- Células glandulares parotideas en cultivo. Anticuerpo anti
citokeratinas 1-8. Dilucidén 1:50. Células tratadas con EHC equivalente
en peso fresco a 1 HR. Marca unas células de origen epitelial
(asterisco) que se disponen entre Jlos fibroblastos que en la imagen

aparecen contrateiidos con hematoxilina. Estudio in vitro. 400X.

2.- Otra imagen de células epiteliales presentes en el cultivo de
células parotideas y que aparecen marcadas con anticuerpo

anticitokeratinas 1:50¢. 400X.



PLANCHA 9




Plancha 10

1.- Agrupaciéon celular parotidea en cultivo. Control negativo del
Anticuerpo anti TSH de rata (estrella). Células tratadas con EHC

equivalente en peso fresco a 1 HR. 30 dias en cultivo. 250X.

2.- Agrupacién celular parotidea en cultivo con zonas marcadas
positivamente con un anticuerpo anti TSH de rata 1:120 (flechas).
Células tratadas con EHC equivalente en peso fresco a 1 HR. 30 dias en

cultivo. 250X.



PLANCHA 10




Plancha 11

1.- Células glandulares parotideas en cultivo. Control negativo del
Anticuerpo anti TSH de rata (estrelia). Células tratadas con EHC

equivalente en peso fresco a 1 HR. 30 dias en cultivo. 250X.

2.- Células glandulares parotideas en cultivo. Aparece un grupo de
células marcadas positivamente con un anticuerpo anti TSH de rata
1:120 (flechas). Células tratadas con EHC equivalente en peso fresco a

1 HR. 30 dias en cultivo. 250X.

3.- Es 1a misma imagen que en 2 pero a un aumento mayor. 500X.



PLANCHA 11




Piancha 12

1.- Células glandulares parotideas en cultivo. Control negativo del
Anticuerpo anti TSH de rata (estrella). Células tratadas con EHC

equivalente en peso fresco a 1 HR. 30 dias en cultivo. 250X.

2.- Células glandulares parotideas en cultivo. Aparece un grupo de
células marcadas positivamente con un anticuerpo anti TSH de rata
1:120 (flechas). Células tratadas con EHC equivalente en peso fresco a

1 HR. 30 djas en cultivo. 250X.

3.- Otra imagen diferente que nos muestra una agrupacién celular de

mayor tamahno que la mostrada en la foto 2. 250X.



PLANCHA 12




Plancha 13

1.- Células glandulares parotideas en cultive. Control negativo del
Anticuerpo anti TSH de rata (estrellas). Células tratadas con EHC
equivalente en peso fresco a 1 HR. 30 diaé en cultivo. Contraste de

fase. 250X.

2y 3.- Cé]u]aé‘glandu1ares parotideas en cultivo. Aparecen grupos de
células marcadas positivamente con un anticuerpo anti TSH de rata
1:120 (flechas). Células tratadas con EHC equivalente en peso fresco a

1 HR. 30 dias en cultivo. 250X.



PLANCHA 13




DISCUSION
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1.— DISCUSION METODOLOGICA.

El tejido de las glandulas salivares de mamiferos presenta
serias dificultades para su cultivo. Las glandulas salivares
estdn compuestas por distintos tipos de células epiteliales:
células ductales pertenecientes tanto a los conductos
estriados como a los conductos intercalados, células acinares
y células mioepiteliales. Concretamente, las células de los
acinos salivares son células epiteliales muy diferenciadas y
en consecuencia, dificiles de mantener periodos largos en
cultivo sin perder su fenotipo diferenciado (Oliver y cols.,
1987). De hecho, la falta de un modelo Util gue permita
mantener las células acinares in vitro de manera estable ha
limitado el desarrollo de técnicas que faciliten el estudio
de 1los mecanismos implicados en 1la regulacién de las
funciones de las células aéinares (Yeh y cols., 1991).

Las dificultades encontradas a la hora de cultivar células
epiteliales salivares, reflejan la compleja serie de factores
que son necesarios para el mantenimiento, in vivo, de la
estructura y funcionalidad de la gldndula.

La fisiologia de las glandulas salivares se ha estudiado in
vivo utilizando, como modelo experimental, la rata (Johnson,
1987). No obstante, 1los cultivos primarios de células
acinares o de complejos de células acinares-células ductaleso0
dispersas han aportado también abundante informacién. Los
modelos utilizados han sido 1los cultivos de cortes de
parétida de rata (Lucas, 1969; Batzri y Selinger, 1973) y los
cultivos de c¢élulas aisladas y dispersas en suspensién
(Mangos y cols., 1975). Sin embargo, los cultivos de

secciones de pardtida sélo pueden mantenerse periodos cortos
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antes de que se deterioren metabolicamente y lleguen a 1a
muerte celular, por lo cual se ha optado por los cultivos de
células acinares que pueden mantenerse periodos mds largos.
En general, la realizacidén de cultivos celulares en monocapa
implica la preparacién de suspensiones celulares después de
una digestién enzimdtica. Posteriormente, las células
aisladas se dejan estabilizar en placas de cultivo con
distintos substratos. El1 substrato elegido dependerda de 1la
capacidad del mismo para  mantener en cultivo las
caracteristicas propias de las c¢células, en nuestro caso las
células parotideas. El1 substrato se comporta frente a las
células, como la matriz extracelular frente a las células
vivas, e interacciona con su superficie celular.

Sin embargo, los mecanismos de interaccién entre la matriz
extracelular y la membrana plasmdtica todavia no se conocen
en profundidad. Existen datos suficientes como para sugerir
gue las interacciones afectan a wuna gran variedad de
funciones, entre las que se incluyen, la movilidad celular,
el tamafio y adhesividad de 1las células, los procesos de
comunicacién intercelular y el crecimiento celular (Reddi,
1984; Birchmeier y Birchmeier, 1993). Se ha demostrado dque
algunas de las principales moléculas que constituyen 1las
membranas basales modulan la sintesis y secrecién de
proteinas. Estudios in vitro han demostrado gue algunos
substratos son fundamentales para la fisiologia celular, por
ejemplo: los hepatocitos de rata en cultivo requieren geles
ricos en laminina para secretar albiimina (Bissell y cols.,
1987); 1las células epiteliales de glandulas mamarias de

ratén, en cultivo necesitan la presencia de geles de colégeno
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para la sintesis y secrecidén de caseina (Emerman y cols.,
1977). Por otro lado, es conocido que los glicosaminglicanos
de 1los proteoglicanos actdan como estimuladores de la
secrecidén; por ejemplo: la heparina, el hepardn sulfato y el
dermatdn sulfato aumentan de forma selectiva la secrecidn de
proteinas de las células musculares lisas vasculares
(secretan hasta éinco veces mds, cantidad de proteina que los
controles) (Majack y Bornstein, 1984).

Los principales substratos empleados en el cultivo de
compleijos celulares ductales y acinares de gldndula
submandibular de rata a medio plazo, 22 dias, han sido 1la
laminina y el coldgeno (Redman y cols.,1988).

Por su parte, 1las células acihares parotideas se han
cultivado en monocapa sobre un substrato de coldageno durante
5 dias (Fritz y cols., 1980) e incluso se han mantenido como
agregados en suspensién por encima de cuatro semanas (Oliver,
1980). También se han podido cultivar en matrices
extracelulares durante un minimo de 20 dias (Oliver y cols.,
1987). Las células glandulares submandibulares y parotideas
de origen humano se han cultivado durante tres mneses,
utilizando geles de coldgeno como matriz tridimensional (Iwai
y cols., 1991). Otros autores han empleado para el cultivo de
células epiteliales salivares codgulos plasmdticos (Prasad y
cols., 1992).

Finalmente otros investigadores han podido cultivar células
acinares parotideas durante 10 dias sin wutilizar como
substratos componentes de membranas basales (Kiser y cols.,
1990).

En nuestro estudio, el principal problema planteado fue el
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crecimiento masivo de fibroblastos que invadian el cultivo.
En un principio pensamos que estos fibroblastos podrian
interferir de forma negativa en nuestro protocolo de trabajo,
y por ello decidimos modificar nuestro medio de cultivo, de
tal forma que pudieramos obtener un cultivo de células
glandulares parotideas lo mds homogéneo posible, en lo que a
tipos celulares se refiere. Para ello localizamos un medio de
cultivo gque promoviera el crecimiento de nuestro tipo
celular, epitelial, y gque inhibiera el crecimiento de los
fibroblastos. Las células epiteliales tienen la posibilidad
de utilizar D-Valina como Unica fuente de valina en el medio
de cultivo, ya que poseen la enzima D-aminodcido oxidasa gque
les permite transformar D-valina en L-Valina. Los
fibroblastos, sin embargo, no contienen este enzima por lo
que no podrdn crecer en el medio si la udnica fuente de valina
en el medio procede de la forma D del aminodcido (Gilbert y
Migeon, 1975). Basdndonos en esta peculiaridad metabdlica que
presentan las células epiteliales frente a los fibroblastos,
empleamos en nuestro protococlo un medio de cultivo que sdlo
contenia D-val (MEM D-Val, Gibco). De esta forma los
fibroblastos murieron, pero con el tiempo, nuestras células
glandulares también. Los fibroblastos en cultivd siguen
produciendo coldgeno y fibronectina, dque establecen un
equilibrio electroquimico con las células ya gque aportan las
cargas positivas que interaccionan con las cargas negativas
de la membrana celular de las células glandulares facilitando
asi la adhesividad de éstas y su proliferacién posterior.
Cuando los fibroblastos desaparecian las células glgndulares

perdian su anclaje, se despegaban de la placa y ya no se
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adherian mas, con lo gque morian. Posteriormente y gracias a
las técnicas de inmunocitogquimica pudimos comprobar gque los
fibroblastos no eran los encargados de la produccién hormonal
Yy que su presencia era beneficiosa para el desarrollcoc de las
células por 1o gque decidimos mantenerlos en nuestros
cultivos.

Estos resultados concuerdan con 1los observados por otros
autores que han utilizado una monocapa de fibroblastos 3T3
como substrato nutricio, que les permitié el cultivo en serie
de células epiteliales de gldndulas submandibulares y
parétidas normales y tumorales procedentes de monos y humanos
(Sabatini y cols., 1991; Prasad y cols., 1992; Lewis y cols.,
1993). '

Los resultados obtenidos al probar el medio minimo esencial
con D-Valina para eliminar los fibroblastos fueron
equivalentes a los descritos por otros autores (Gilbert y
Migeon, 1975). Es decir se obtuvo la muerte de 1los
fibroblastos y la seleccién de células glandulares. Sin
embargo, en nuestro estudio, las células glandulares morian
en ausencia de la capa de fibroblastos.

En nuestro estudio hemos utilizado, diferentes substratos
para facilitar la adhesién y posterior proliferacién.celular,
entre ellos coldgeno (Boehringer), poli-L-lisina (Biochrome)
y el cultivoe sobre pldstico tratado especialmente para
cultivos celulares (Corning, NY). El uso de estos distintos
substratos no ha presentado diferencias significativas, por
lo que se tomé la decisién de realizar la mayor parte del
estudio sobre plastico tratado para cultivos. Otros autores

han comprobado que el plastico tratado (Corning) tiene una
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superficie que favorece la adhesidén celular rédpida (2 dias)
de las células acinares parotideas (Kiser y cols., 1990).
Para la disociacién celular hemos enpleado una menor
concentracién de enzimas de digestidén gque otros autores
(Kiser vy cols., 1990; Evans y cols., 1992, 1993), no obstante
la viabilidad celular fué similar ya que con nuestra técnica
se obtuvo una viabilidad celular del 82% y con la empleada
por dichos autores la viabilidad fue del 83.7%.

El crecimiento de las células glandulares fue estimulado por
el uso de EGF, el cual es un mitdégeno potente concretamente
para fibroblastos y células epiteliales. No obstante, en
nuestro estudio nosotros no observamos diferencias
significativas entre las células tratadas con EGF y las no
tratadas. Sin embargo, en las Ultimas semanas, los células
que se encontraban en los pocillos tratados con EGF
presentaron una mayor supervivencia que las de los pocillos
control.

En general, el método empleado en el presente estudio es
mucho mas simple que los desarrollados por otros autores. En
nuestro estudio hemos empleado combinaciones simples de
suplementos, menos complejas gue las utilizadas por otros
autores (Redman y cols., 1988; Kiser y cols., 1990; Yeh y
cols., 1991; Sabatini y cols., 1991; Prasad y cols., 1992).
Estos autores han utilizado un medio de cultivo con més
suplementos que los empleados por nosotros (glutatidn
reducido, putrescina, transferrina, adenina, mitomicina C,
insulina, dexametasona que aumenta la supervivencia de los
conductos estriados en cultivo, isoproterencl gue facilita la

secrecién de 1los acinos, 4&cido retinoico, dcido selénico vy
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EGF). Las diferencias en las necesidades de suplementacién,
creemos que pueden ser debidas a gue sus células procedian de
animales adultos Jjévenes (Entre 30 y 45 dias). Algunos
autores han utilizado extracto hipofisario bovino como
suplemento del medio basal (Prasad y cols., 1992). Estos
autores, usaron placas pretratadas que permitieron que las
células epiteliales se agregaran y se adhirieran aungque
morian en cortos periodos. Nuestro estudio ha permitido que
las células de animales de animales postnatales se
mantuvieran como minimo tres semanas Yy en algunos casos
incluso siete semanas. La diferencia puede radicar en gque en
los primeros estudios se emplearon células de adultos jévenes
(30 dias) mientras gue en nuestro estudio se emplearon
células procedentes de animales de uno-dos dias postnatales.
Otra de las diferencias estriba en que en los estudios
previos se empled suero bovino fetal inactivado, mientras que
en nuestro estudio cuando se utilizé suero bovino inactivado,
las células se adhirieron tardiamente a la placa, siendo
ademds la proliferacién celular mucho mds lenta. Esto puede
ser debido a que durante el proceso de inactivacién es
posible que se pierdan factores que permiten la proliferacidén

de la monocapa de fibroblastos.

2. DIFERENCTACION DE ILAS CELULAS GLANDULARES PAROTIDEAS JIN
VITRO.

Al dispersar las células y explantarlas a las condiciones del
cultivo, se encuentran células aisladas, aunque, en algunos
casos, pueden gquedar pequehos fragmentos glandulares gue no

han sido digeridos totalmente por las enzimas. Todas las
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células, al inicio del cultivo son redondas y al microscopio
invertido con contraste de fase podemos observar due
presentan un halo brillante. A las 24 h del inicio del
cultivo los fibroblastos procedentes de la cubierta
conjuntiva de la glandula comienzan a adherirse a la placa.
Los fibroblastos, tardan alrededor de 4 dias en llegar a la
confluencia y durante ese periodo de tiempo, las células
glandulares parotideas gque inicialmente se encontraban
aisladas empiezan a agruparse. Algunos autores sugieren que
los agregados celulares se mantienen un mayor tiempo en
cultivo manteniendose 1las células mds tiempo funcionales
(Conway y cols., 1992; Lewis vy cols., 1993). En nuestros
cultivos, observamos gue, efectivamente, estos agregados
celulares se mantienen como tales durante el periodo de
tiempo que dura el experimento, sin observar en ellos ningun
sintoma de degeneracién. En el cultivo, también pueden quedar
pequefios gruptisculos de células aisladas. Estos resultados
concuerdan con 1los observados por otros autores (Kiser vy
cols., 1990; Iwai y cols., 1991; Sabatini y cols., 1991;

Prasad y cols., 1992)

3.— DIFFRENCIAS MORFOLOGICAS DE TI.A GLANDULA PAROTIDA DETL
NEONATO CON RESPECTO A T.A DEI. _ADULTO.

Durante el desarrollo embrionario, los acinos secretores y el
sistema de conductos, muy ramificado, se desarrollan como una
invaginacién del epitelio bucal. Los cordones epiteliales gque
se invaginan invaden el tejido conjuntivo o ectomeéénquima
embrionario. De esta forma el epitelio bucal (de origen

ectodérmico) da 1lugar a un tejido parenquimatoso que
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representard el tejido funcional de un érgano, que en este
caso serdn los acinos y los conductos de 1las gldandula
parétida. El1 conjuntivo embrionario (ectomesénquima) formard
el estroma, futuro teijido conectivo de la glandula pardétida.
El estroma hard las funciones de tejido de sostén y dara
Jugar a 1la cédpsula fibrosa y a los tabiques de tejido
conjuntivo relacionados con ella. |

En el neonato, después de lo comentado hasta aqui, podemos
decir que existe una gran cantidad de tejido parenquimatoso
desigualmente diferenciado. Se pueden observar sistemas de
conductos poco ramificados y acinos en formacién. Se observa
también tejido mesenquimatoso. Se ha demostrado que este
mesénquima ejerce un efecto inductor sobre el epitelio bucal,
que culmina con la diferenciacién y el desarrollo de 1los
elementos del ©parénguima de 1la glandula (Bernfield vy
Wessells, 1970).

Las ramificaciones de la gldndula submandibular fetal del
ratén se han estudiado desde el punto de vista de las
interacciones epitelio-mesénquima. Este tipo de estudios se
han abordado desde dos puntos de vista diferentes, los dos
realizados in vitro. Uno de los estudios, se realizé con un
cultivo organotipico, donde a las dos clases de tejido, el
epitelio y el mesénguima, se las permitia interaccionar con
la misma facilidad con la que lo hacen in vivo (Bernfield y
Wessells, 1970). En el otro experimento se cultivé el
epitelio en una matriz tridimensional (Matrigel) y se separéd
del mesénguima por medioc de un filtro. La morfogénesis de la
ramificacién era comparable a la que se produce in vivo

(Takahashi y Nowaga, 1991).
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Ya en el ano 1953, se 1llevaron a cabo los primeros
experimentos en los que se empleaba un filtro para separar
los dos tipos de tejidos, con lo que el epitelio, mostraba
unas hendiduras muy profundas en su superficie, de manera que
su forma era distinta de la tipica obtenida en los cultivos
organotipicos (Grobstein, 1953). En estudios realizados
posteriormente (Takahashi y Nowaga, 1991) se analiza la
accién del mesénguima sobre el epitelio, incluyendo 1los
efectos de algunas matrices extracelulares, el efecto de
factores difusibles, los contactos directos célula-célula y
las acciones mecdnicas de las células del meséngquima, como
por ejemplo, los movimientos celulares y 1las fuerzas de
traccién (Nogawa y Nakanishi, 1987).

En los estudios en los que se empleaba mesénguima
submandibular como inductor heterotipico, los procesos de
penetracién celular se observaban con dificultad si se
empleaban filtros con un tamafo de poro de 0.6 um. Si_los
filtros tenian un tamafio de poro de 0.2 pum no se producia la
induccién (Saxen, 1980). En los estudios posteriores} en los
que se ha cultivado el epitelio sobre una matriz
extracelular, y luego se han separado del mesénguima con un
filtro (tamafic de poro de 0.4 pupym, 0.1 pm y 0.05 um), los
resultados han sido mejores que cuando no existia una matriz
extracelular. Este hecho sugiere gque el efecto inductor que
ejerce el mesénquima puede estar mediado por factores
difusibles y que 1los geles de matrices extracelulares
proporcionan un medio extracelular apropiado para la
induccién del crecimiento epitelial.

Los componentes mayoritarios de las membranas basales y del
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matrigel son laminina, coldgeno tipo IV, heparan sulfato,
proteoglicanos, nidogen y entactina (Kleinman y cols., 1986).
Los proteoglicanos de la lamina basal juegan un papel muy
importante en el mantenimiento de la morfologia lobular y en
la morfogénesis de la ramificacién de la glandula (Bernfield
Y cols., 1972; Banerjee y cols., 1977).

Con respecto a la laminina, se ha sugerido que podria estar
implicada en la expresién de la polaridad de las células
epiteliales de los tuibulos metanéfricos (Klein vy -cols.,
1988), en la alineacidén de las células endoteliales para la
formacién de estructuras andlogas a los capilares (Grant y
cols., 1989) y en la ramificacidén normal que se produce en el
epitelio del pulmén (Schuger y cols., 1990). Estos estudios
sugieren gque la laminina estaria implicada, junto‘za otros
componentes de membranas basales, en la organizacién general
y de la polaridad de las células epiteliales.

Es decir, en lo que a las glandulas salivares del neonato se
refiere, existe una gran cantidad de tejido parenquimatoso
inducible, sistemas de conductos poco ramificados y acinos en
formacién. Se observa también tejido mesenquimatoso. Estos
resultados concuerdan con las descripciones hechas por otros
autores para los animales en desarrollo (Davis, 1986).

Con respecto a la morfologia de la gldndula de los animales
adultos, podemos decir que, los acinos secretores , asi como
el sistema de conductos se encuentran muy ramificados, vy
completamente desarrollados.

A partir de la realizacién de estudios morfométricos,
realizados en glandula submandibular de 1las ratas macho

Wistar, existen autores que han llegado a la conclusidn de
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que los acinos representan el 63% del volumen de la glé&ndula,
mientras que los conductos granulares representan el 18%, el
estroma el 14%, los conductos intercalados el 4% y los
conductos estriados el 1% (Dehaye y Turner, 1991). ‘
Los filamentos de actina, los filamentos intermedios
citopldsmicos y los microtibulos del citoesqueleto estédn
directamente implicados en la morfogénesis de las gléndulas
salivares (Spooner y Wessells, 1972). El1 citoesqueleto tiene
una funcién muy importante, en la transduccidén de la sefial y
en la transicién de ciertos tipos celulares desde la
situacidén de reposo a la situacién de actividad proliferativa
(Lewis y cols., 1993).

Los filamentos intermedios son alargados, de unos 10 nm de
didmetro aproximadamenfe, formadas por la polimerizacidén de
moléculas helicoidales arrolladas gque presentan un aspecto
final en forma de bastoncillo. Se han clasificado en seis
clases (Albers y Fuchs, 1992), aunque se pueden dividir en
tres grandes grupos (Stewart, 1993):

- Grupo A: Keratinas (tanto acidas como bdsicas).

- Grupo B: Desmina, Vimentina, GFAP, Neurofilamentos.

- Grupo C: Laminas nucleares.

Los filamentos intermedios contribuyen a la estabilidad
mecdnica de las células, pero ademds de esta funcidén, el
estudio de las proteinas de los filamentos intermedios ha
permitido analizar algunos aspectos de la implicacién de
éstos en la diferenciacién celular de 1los individuos en
desarrecllo (Lazarides, 1982). En los individuocs aduitos, los
filamentos intermedios pueden estar implicados, en la

determinacidén de las caracteristicas diferenciales de
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adhesividad que presentan las células en funcidén de su tejido
de origen.

El componente caracteristico de los filamentos intermedios de
las células epiteliales y de las células de origen epitelial
son las Kkeratinas. Las Kkeratinas son unas estructuras muy
estables; son insolubles en tampones acuosos nheutros, pero se
pueden extraer utilizando solventes desnaturalizantes (Urea 8
M). También se necesita la presencia de un agente reductor
para extraer eficazmente las Kkeratinas a partir de células
totalmente diferenciadas. Esta estabilidad podria indicar que
no son unas estructuras muy dindmicas, sin embargo existen
muchos estudios que explican el intercambio de subunidades y
los procesos dindmicos de ensamblaje y desensamblaje de las
distintas subunidades (Vikstrom y cols., 1992).

Existen dos subtipos de keratinas si nos basamos en la
homologia de sus secuencias (Coulombe, 1993):

- Keratinas de tipo I: Son mds pequefias (40-56.5 kd) y de
naturaleza &acida, mientras que las

- Keratinas de tipo II: Son mads grandes (53-67 kd) y de
naturaleza bdsica o neutra.

Esta naturaleza dual tiene una gran relevancia funcional ya
que los filamentos de keratina son heteropolimeros, formados
fundamentalmente por cadenas de tipo I y por cadenas de tipo
II en una proporcién 1:1 molar. La mayoria de las keratinas
tienden a expresarse en las células epiteliales, in vivo,
como heterodimeros tipo I-tipo II de forma caracteristica en
funcién del estadio de diferenciacidén. Incluso, tanto los
epitelios simples como los complejos expresan distintos

grupos de Xkeratinas y que todos los epitelios complejos se
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pueden clasificar basdndonos en la expresién de unas
keratinas determinadas (las células progenitoras expresan
keratinas distintas a las células en procesos de
diferenciacién) (Moll y cols., 1982).

Se han descrito un total de 21 polipéptidos de keratinas
(Coulombe, 1993). De entre las distintas Kkeratinas, las
citokeratinas 7, 8, 18 y 19 se han considerado como tipicas
de epitelios simples. Por esa razdén, nosotros hemos utilizado
un anticuerpo anti citokeratinas 1-8, desarrollado a partir
de un inmunégeno gue contenia keratinas tipo 8 humanas, pero
que reconoce heterodimeros tipo 1-8.

A pesar de la heterogeneicidad extrema entre los diferentes
polipéptidos de las keratinas, las citokeratinas comparten
ciertas similitudes que implican una cierta homologia en las
secuencias. E1l hecho mids evidente es que las citokeratinas de
mamiferos de distintas especies, estan inmunoloéicamente
relacionadas. Aungue las Xkeratinas se pueden distinguir
inmunologicamente ya sea dentro‘de una misma especie o entre
especies distintas, los anticuerpos desarrollados frente a
las keratinas de la epidermis humana y frente a las keratinas
epidérmicas bovinas muestran reactividad cruzada con las
keratinas de las células epiteliales de otras especies, entre
las que destacan las de conejo, las de ratén, las de rata, e
incluso las de anfibios (Lazarides, 1982). Esta reactividad
cruzada que presentan los anticuerpos es muy util para
demostrar que un epitelio dado contiene polipéptidos andlogos
a las citokeratinas. También resulta muy util, saber que las
citokeratinas son especificas de células epiteliales y de

células de origen epitelial (ectodérmicos o endodérmicos), vya
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que no estdan presentes en células de ningun otro origen
embrionario. Adenas, estos anticuerpos han permitido
demostrar de forma directa que los filamentos identificados
en el citoplasma de células epiteliales como los hepatocitos,
células acinares pancredticas y células mioepiteliales eran
de hecho keratinas, y no otro tipo de filamentos intermedios
(Lazarides, 1982).

Esta reactividad cruzada tan amplia que presentan los
anticuerpos anticitokeratinas ha servido para demostrar gue
los keratinocitos en cultivo, son capaces de seguir
expresando Kkeratinas que se visualizan mediante técnicas de
inmunofluorescencia como una red citopiésmica de filamentos
(Franke y cols., 1981). Estos anticuerpos se pueden utilizar
témbién para investigar el posible origen de un tumor
(Bannasch y cols., 1980).

Ademds de las similitudes inmunolégicas entre las keratinas,
la composicién de aminodcidos de las keratinas gque aparecen
dentro de un mismo epitelio (como por ejemplo, el estrato
cérneo) son muy parecidos, aunque estas moléculas difieran
sustancialmente en el pesc molecular (Fuchs y Green, 1978).
Los fragmentos polipeptidicos producidos por hidrdlisis
parcial enzimatica muestran una fuerte homologia entre todas
las keratinas del estrato cérneo humano asi como con las
células epidérmicas humanas en cultive y con las células de
roedores (Lazarides, 1982).

En el presente estudio se ha demostrado la presencia de
citokeratinas en células parotideas tanto in vivo, en
glandulas parétidas de ratas adultas jévenes (10 sem.) Yy en

ratas de 1 dia de edad.
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En la pardétida el anticuerpo anti citokeratinas 1-8, reconoce
sobre todo células ductales tanto de conductos estriados como
de conductos dgranulares. En las prepéraciones de adultos
jévenes se identificé una reactividad wmuy importante,
mientras que en los animales de 1 dia postnatal, el marcalje
fué mucho mds débil, indicando probablemente la existencia de
diferencias en la expresién de las citokeratinas tipo 1-8
entre los animales en desarrollo y los animales adultos.

En la parétida humana se han identificado citokeratihas tipo
8 aungque en estos trabajos no se ha encontrado la expresidn
de 1la citokeratina tipoe 1. E1 anticuerpo frente a
citokeratinas tipo 8 identificdé tanto las células acinares
como las células ductales (Makino y cols., 1992). Un
anticuerpo desarrollado frente a este heterodimero (1-8) de
keratinas, en la hipéfisis humana y han podido comprobar que
no se expresa hasta los estadios adultos (Ikeda y Yoshimoto,
1991). En 1los cultivos de células glandulares parotideas,
este anticuerpo también marca células aisladas (Que suponemos
de origen ductal} o conjuntos de células que se disponen
formando un entramado especial gue recuerda a la disposicién

longitudinal de los conductos en la gldndula in vivo.

4.— DIFERENCIACION CFI, DE 1.AS CFLULAS PAR DEAS EN

PRESENCTA DE EXTRACTO HIPOTALAMICO.

De los resultados obtenidos podemos deducir, que los dos
tipos de controles empleados, tanto los que contenian células
glandulares en cultivo y posteriormente se tratan solamente
con medio RPMI completo (RPMI)}, como aquellos en los que no

hay células y a los que se afiade una cantidad de medio
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estimulante equivalente a 1la recibida por 1las células
tratadas (XHR) nos permitieron comprobar en el primer caso
.(controles RPMI), gue la ausencia de extracto hipotalédmico
estimulante implicaba 1la ausencia de hormonas en el medio de
cultivo v en el segundo caso (controles XHR) que en 1los
pocillos en los que no habia células, en el medio estimulante
no habia cantidades significativas de hormonas de naturaleza
propiamente hipofisaria.

Desde el punto de vista embrioldgicco, no debemos olvidar que
la adenohipéfisis y la glandula parétida derivan del
ectodermo oral, mientras que 1las otras glédndulas salivares
son de origen endodérmico (Davis, 1986).

Existen estudios experimentales que sugieren que todos los
tipos celulares hipofisarios proceden de células progenitoras

existentes en la bolsa de Rathke (Dubois y Hemming, 1991).
Las células de la adenohipéfisis de rata parecen estar
comprometidas antes del dia 11 de Ggestacién aunque,
exﬁresarén el fenotipo correspondiente mds tarde.

La. diferenciacién celular depende de una sefal especifica
para cada tipo celular. Estudios previos han demostrado que
existen distintos factores que pueden inducir la
diferenciacién de las células de la bolsa de Rathke. La
diferenciacién de los gonadotropos y de los lactotropos
estaria contrclada por LHRH (Bégeot y cols., 1984a) y por un
factor hipofisario, 1la subunidad <« de 1las hormonas de
naturaleza glicoproteica como TSH, FSH y LH (Bégeot y cols.,
1984c) respectivamente. Otros estudios sugieren gque la TRH es
capaz de inducir la diferenciacién de los gonadotropos y de

los tirotropos in vitro (Heritier y Dubois, 1993). La
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\
diferenciacién de las células precursoras hacia gonadotropos
o hacia tirotropos requiere los mismos factores centrales que
los implicados en la regulacién de 1la secrecidén de las
correspondientes hormonas hipofisarias en la vida adulta. La
aparicién de TRH y de LHRH en el cerebro fetal en el dia 12
de gestacién, puede ser muy importante para la induccién de
los fenotipos de 1las hormonas glicoproteicas (Heritier vy
bubois, 1993). .

En los estudios realizados in vivo, siempre se dudaba de la
fiabilidad de los animales transplantados con un fragmento de
glédndula parétida. Se sugeria, gue los resultados positivos
podian ser debidos a la existencia en la silla turca de
restos hipofisarios ya dque estaba descrito gque el aporte
sanguineo procedente del sistema porta hipofisario era
fundamental para el mantenimiento de 1la funcionalidad
(Sirett, 1975) Yy que en el caso de los animales
transplantados este aporte se perdia, perjudicande la
viabilidad del transplante.

En los estudios in vitro no hay posibilidad de que existan
células hipofisarias con lo que ese problema se obvia. Por
otro lado, el extractc hipotaldmico entra directamente en
contacto con las células en cultivo y en consecuencia las
hormonas hipotaldmicas también.

Durante el desarrollco de 1la adenohipdéfisis los distintos
tipos celulares van apareciendo de forma ordenada. El primer
tipo celular gue aparece es un tipo de célula gque expresa el
gen de la subunidad <« comin a 1las tres hormonas
glicoproteicas (Simmons y cols., 1990). ©Posteriormente

aparecerdn de forma secuenciada los corticotropos,
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tireotropos, gonadotropos, somatotropos y lactotropos. La
interdependencia entre unos y otros hechos, es desconocida,
aunque se ha sugerido gue tanto los somatotropos ﬁomo los
lactotropos proceden de un progenitor comin (Hoeffler vy
cols., 1985). En muchas especies, se ha observado que el
desarrollo de esta progresidén celular se continida incluso
después del nacimiento. En el nacimiento, la citogénesis de
los lactotropos no estd completa ni en la rata (Hoeffler y
cols., 1985), ni en el ratén (Slabaugh y cols., 1982) ni en
el hamster (Campbell y cols., 1986), ni en el cerdo (Dacheux,
1984). En la rata y el ratdén, a partir del dia 12 de.vida, se
produce un incremento en el numero de lactotropos detectables
y un incremento de la expresién del gen de Prl. Este hecho va
precedido de un aumento en el mimero de gonadotropos. Los
corticotropos, por su parte que se encuentran bien
desarrollados en el momento del nacimiento, disminuyen en
nimero durante la primera semana de vida postnatal, aunque
posteriormente vuelven a aumentar (entre los 10 y los 15 dias
de vida postnatal, Moriarty vy cols., 1982). Distintos
estudios realizados en fetos anencefdlicos vy en ratones
hipogonadales indicaban que los factores libéradores
hipotaldmicos no se requerian durante los primeros momentos
de la diferenciacién adenohipofisaria (a partir del dia 9 de
gestacién, en la rata) (Bégeot y cols., 1984b, Nemeskéri y
cols., 1990) y que para gque el hipotdlamo comience a
controlar a la adenohipdfisis deben darse unos prerequisitos
morfoldgicos que no se hacen patentes hasta los dias 19 6 20
de gestacidén en la rata (Gash y cols., 1982). Entre estos

requisitos se encuentra la formacién del sistema porta
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hipofisario {Haldsz y cols., 1972). Estos factores
hipotaldmicos, sin embargo, podian estimular la actividad
mitética y 1la progresién de 1la diferenciacidn 'de sus
respectivas células diana (Hoeffler y Frawley, 1987;;McNicol
y cols., 1988) e incluso en algunos casos se ha sugerido que
el hipotédlamo puede estimular la sintesis y almacenamiento de
TSH, pero influiria minimamente en el desarrollo de los
mamotropos y de los gonadotropos (Gash y cols., 1982). Sin
embargo, parece gue la mayoria de estos autores sgigue la
linea que establecieron Daikoku y cols., en 1973 due
sugirireron que las células agranulares adenohipofisarias (16
dias de gestacidn) se diferenciaban en células granulares sin
necesidad de la presencia de factores hipotalamicos pero que
sin embargo necesitan de éstos para llegar a la Eompleta
maduracién. Recientemente se ha descubierto un factor de
transcripcién adenohipofisario denominado Pit-1 qué puede
actuar de forma sinérgica con otros facto;es de
transcripcién, interviniendo en la citodiferenciacidén de los
somatotropos, lactotropos y tireotropos (Li y cols;, 1990;
Thorner y cols., 1992). La expresién en la hipé6fisis de Pit-1
precede a la activacién de los genes de GH y de Prlr Parece
que la accién de Pit-1 se requiere para la activacidén inicial
de ambos genes, pero se necesitan otros factores de
transcripcién distintos para la expresién completa. Parece
que los estrégenos actian en concierto con Pit-1 para regular
la transcripcidén de Prl (Simmons y cols.,‘1990). !

Paralelamente, existen estudios gque sugieren que la LHRH es
capaz de estimular la liberacidén de .Prl, sin embafgo esta

accién no la eljerce directamente sobre los lactotropos sino
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que lo realiza a través de un factor paracrino secrétado por
los gonadotropos (Denef y Andries, 1983; Denef, 1986). La
afinidad topoldégica de los lactotropos por los gonadotropos
puede ser la base microanatdémica de este efecto de la LHRH
sobre la secrecién de 1la Prl. Los gonadotropos, . ademias,
liberan factores de crecimiento paracrinos. La liberacién se
estimula tanto por LHRH como por neuropéptido Y (Tilemans y
cols.,1992), un péptido sintetizado en la hipéfisis anterior
(Jones y cols., 1989) pueden influir en 1la funciéﬁ de los
gonadotropos (Crowley <cols., 1987). Estos factores de
crecimiento paracrinos procedentes de los gonadotropos
estimulan el numero de lactotropos y de corticotropos que
replican su DNA y disminuyen el numero ae somatotrépos que
replican su DNA (Tilemans y cols., 1992). Este posible factor
paracrino podria ser la subunidad ¢ de la LH ya que se ha
comprobado que ésta es capaz de intervenir en el desarrollo
de los lactotropos sometidos a induccién previa ﬁor LHRH
[estudios realizados durante el periodo embrionario de ratas,
(Bégeot y cols., 1983)]. Todos estos estudios 'se han
realizado con reagregados de células adenchipofisarias in
vitro; sin embargo, los resultados pueden presentar un cierto
paralelismo con lo gue sucede en la situacién in ViVOL ya que
ratones gque sufren hipogonadismo hipogonadotrépico (S£anley y
cols., 1986) donde no existe IHRH y en experimentos
realizados en ratones a los que se les han extirﬁado los
gonadotropos mediante técnicas transgénicas (Kendall ; cols.,
1991), se ha podido observar que los 1actotropos{existen
pero se encuentran poco desarrollados y secretan muy poca

Prl. La causa del escaso desarrollo de estas células puede
I
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ser la ausencia de estrégenos, ya que el tratamiento con
éstos es capaz de restablecer los valores normales (Stanley y
cols., 1986). Por otro 1lado, se ha'podido comprobar gque el
tratamiento de los agregados de células hipofisarias en
cultivo con estrégenos aumentd el numero de células capaces
de expresar mRNA de Prl en una mayor medida gue cuando estas
células se trataban con LHRH (Van Bael y cols., 1994). Estos
datos parecen indicar gque la LHRH no parece ser el unico
factor implicado en 1la expresién de 1la poblacidén de
lactotropos. En contraposicién con estos datos, en estudios
realizados in vivo se ha observado que el tratamiento con
LHRH estimula la sintesis de Prl en ratones hipogonadales.
Estos experimentos se han realizado en animales adultos,
mientras que los experimentos realizados in vitro se hicieron
a partir de células de animales de 14 dias {(Van Bael y cols.,
1994). Durante este periodo, el estradiol circulante esta
ligado a a-fetoproteina y este hecho impide que el estradiol
se una a sus receptores con facilidad en las dos primeras
semanas de vida (McEwen, 1988). Por otro lado, el papel due
juega el estradiol en el desarrollo de 1los lactotropos,
durante esta etapa del desarrollo, no parece ser muy
importante (Van Bael y cols., 1994).

Asimismo, hay que comentaf la existencia de trabajos que
describen la posibilidad de inducir cambios morfofuncionales
en células adultas. Existen trabajos en los que se describe
que la PTH es capaz de suprimir de manera reversible la
diferenciacién de células osteoprogenitoras en osteoblastos
funcionales (Bellows y cols., 1990). También se ha descrito

la capacidad de los andrégenos para estimular la



247

diferenciacién y mitogénesis de las células Oseas (Kasperk y
cols., 1990) y la de la cortisona como inductor de 1la
diferenciacién de las células intestinales en ratas
adrenalectomizadas (Yeh y cols., 1989). Existen estudios
sobre la influencia de 1las hormonas sexuales en 1la
diferenciacidn de los precursores de las células adiposas (Xu
y Bijorntorp, 1987) y sobre el papel de la LHRH en la
diferenciacidén de 1las células gonadotropas y lactotropas en
tejido hipofisario embrionario de hdmster, transplantado bajo
la cédpsula renal de animales adultos hipofisectomizados vy
orquidectomizados (Horacek y cols., 1989).

Al tratar las células glandulares parotideas con 1
HR/pocillo/dia de tratamiento, se observa un aumenfo en la
concentracién de LH secretada por las células in vitro; este
aumento fué claramente signicativoe con respecto a los
controles (pocillos RPMI y XHR) desde la primera media semana
de tratamiento y se mantuvo durante las tres semanas que se
mantuvieron las células de parétida en cultivo.

Cuando tratamos a nuestras células en cultivo con éxtracto
hipotaldmico de cordero en una cantidad equivalente en peso
fresco a 0.25 HR/pocillo/dia se observdéd un aumento en la
cantidad de LH producida que fué claramente significativo a
partir de la primera semana y media de tratamiento. |

Cuando las células en cultivo se trataron con EHC equivalente
a 1 HR/pocillo/dia se obtuvo como respuesta, una produccidn
de LH que fué significativa con respecto a los pocillos
control {RPMI) desde la primera media semana de tratamiento.
Cuando tratamos a las células en cultivo con EHC equivalente

a 2 HR también se obtuvo como respuesta una produccién de LH
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que fué significativa con respecto a los pocillos control
(RPMI) desde la primera media semana de tratamiento, lo mismo
que sucedia cuando se estimulaba con EHC equivalente a 1 HR.
Si comparamos las tres dosis de EHC empleado, podemos decir
que en los tres casos, se obtuvo la maxima produccidén en la
tercera semana de tratamientc y gue la respuesta de las
células a la presencia del extracto en el medio fué
dependiente de la dosis. Sin embargo, si comparamos la LH
producida al estimular las células con EHC equivalente a 1 HR
con la cantidad de LH obtenida al estimular las células con 1
HR debemos decir gque se obtuvo una mayor cantidad de LH al
estimular con el HR que con el EHC (la minima cantidad de LH
obtenida al tratar a las células con 1 HR, 764 + 93 pg/ml en
la tercera semana de tratamiento, es casualmente la mnmdxima
cantidad de LH obtenida cuando estimulamos nuestras células
con EHC equivalente a 1 HR, 764 * 141 pg/ml, también en la
tercera semana de tratamiento. Es decir, cuando estimulamos
con 1 HR, la produccién de LH sufre un médximo en la segunda
semana Yy luego posteriormente va decayendo. Cuando
estimulamos con EHC equivalente a 0.25 HR, a 1 HR y a 2 HR,
observamos una produccién minima en las primeras semanas gque
va aumentando progresivamente hasta alcanzar su médximo en 1la
tercera semana de tratamiento.

Las diferencias fundamentales que hemos encontrado al
estimular con extracto hipotaldmico de rata o con extracto
hipotaldmico de cordero han sido debidas probablemente a la
diferente vida media de las células en cultivo. Al tratar las
células en cultivo con el HR las células a partir de 1la

segunda semana y media de tratamiento presentaron una rapida
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tendencia a la citolisis. Este hecho queda reflejado en la
disminucidén drédstica de la produccién de TSH que deja de ser
significativa con respecto al control (RPMI) en la tercera
semana de tratamiento. La produccién de LH también sﬁfre una
disminucién en 1la tercera semana de tratamiento y aunque
sigue siendo significativa con respecto a 1los pocillos
control, la cantidad de LH disminuye de casi 1800 pg/ml en la
segunda semana y media de tratamiento, hasta 764 pg/ml en 1la
tercera semana. Se desconocen las razones que favorecen la
muerte celular masiva, aunque podria derivarse de la accién
de algun factor presente en el extracto que fuera especifico
de cada especie.

Ya gque los factores hipofisiotrépicos hipotaldmicos actuan en
todas las especies animales y ya que la estructura dé la TRH
parece ser idéntica en todas las especies animales, se asumid
inicialmente que la estructura de la LHRH era la misma en
todas las especies, lo cual no es totalmente cierto. Existen
diferencias estructurales entre especies (Millar y King,
1988) y dentro de las mismas especies se puede encontrar mas
de una forma distinta de LHRH 1localizada en regiones
distintas.

Existen, ademds, estudios en los gue se ha descrito el empleo
de extractos hipotaldmicos de otras especies para estimular
células hipofisarias de rata. Existen trabajos realizados
estimulando transplantes hipofisarios con extractos de
eminencias medias porcinas en los que se obtenienen unos
resultados gque sugieren que en ratas hipofisectomizadas y a
las que se les ha transplantado la pars distalis

adenohipofisaria bajo la cdpsula renal, la infusidén continua
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de la arteria renal con hipotdlamo porcino estimularia la
sintesis y liberacidén de gonadotropinas, TSH y posiblemente
ACTH (Evans, 1972). Hay otros trabajos en los que se estimula
a las células hipofisarias en cultivo con extractos
hipotaldmicos de vaca y se consigue con ello la liberacién de
LH por las células hipofisarias de rata al medio de cultivo
{Leiva y de la Lastra, 1993}.

Cuando tratamos las células con el EHC, independientemente de
las concentraciones empleadas, se observé‘ una mayor
supervivencia de las células, aunque éstas producian una
menor cantidad de hormonas que las estimuladas con HR.

Por otro lado, se planted comprobar si la LHRH existente en
el extracto hipotaldmico podia ser 1la responsable de este
aumento de la produccién de LH por las células en cultivo. Al
incubar anticuerpo anti-LHRH a una concentracién 1:100 con el
EHC y adicionarlo posteriormente a las células en cultivo se
observé gque se producia una disminucién de LH claramente
significativa con respecto a la cantidad de LH producida por
las células estimuladas con EHC equivalente a 1 HR en la
tercera semana de tratamiento, aunque el anticuerpo empleado
a esa concentracién no fué capaz de inhibir completamente la
produccién de LH. Esto nos permite sugerir la posibilidad de
que la produccién de LH no sea debida exclusivamente a la
accién de LHRH, como también han sugerido otros autores
(Leiva y de la Lastra, 1993) o bien que el anticuerpo no
fuera capaz de neutralizar totalmente la actividad LHRH
presente en el extracto.

Nuestros resultados concuerdan con los trabajos realizados in

vivo por otros autores, en los que se sustituia la hipéfisis
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de perros por glédndulas pardtidas y se conseguia la
recuperacioén de la funcidén gonadal (Alvarez-Buylla y cols.,
1961, 1970a, 1973; Araujo y cols., 1975). También concuerdan,
con otros trabajos previos (realizados in vivo) en los que se
ha comprobado, mediante técnicas de inmunchistoquimica vy
medidas de hormonas mediante RIAS especificos (Alvarez vy
cols. 1991, 1994; Granados y cols., 1993b) que las células de
la gldndula pardétida adulta transplantada a la silla turca
tras hipofisectomia son capaces de secretar LH, GH y Prl
cuando el aporte sanguineo del transplante procede del
hipotdlamo vy es rico, por 1o tanto, en hormonas
hipotaldmicas.

Las c¢élulas en cultivo respondieron a la presencia de 1 HR
con un aumento de las concentraciones de TSH a partir de la
primera media semana de tratamiento. Este aumento resultd ser
claramente significative al compararlo con 1las células
control (RPMI) o con las control (XHR)._ Las células
respondieron rapidamente y las cantidades de TSH detectadas
fueron muy elevadas.

Estos resultados concuerdan con 1los obtenidos por otros
autores gque también detectaron TSH en los medios de cultivo
de células glandulares parotideas después de estimular con
extractos hipotaldmicos de rata (Quintanar-Stephano y Martin,
datos no publicados). Sin embargo, estos autores detectaron
aparentemente niveles de TSH muy superiores a los observados
en nuestro estudio. En el presente trabajo hemos detectado
entre 6 y 7 ng/ml de TSH a la semana, mientras que dichos
autores detectaron entre 1.5 ng/ml en la primera semana hasta

40 ng/ml la tercera). Esta diferencia puede ser debida a que
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dichos autores afadieron una mayor cantidad de TSH con el EH
a lo largo de la semana y a que utilizaron fetos de 20 dias
de gestacién para la realizacién del estudio mientras que en
nuestro trabajo se han utilizado animales en los que 1la
gldndula pardtida habia alcanzado un mayor grado de
diferenciacién. Es necesario poner de relieve en este momento
que la glandula pardtida es de diferenciacidén postnatal
{Schneyder y Hall, 1967).

Nuestro estudio concuerda ademds con las observaciones
originales de otros autores gue sugerian la existencia de una
restauracién parcial de las funciones hipofisarias en perros
transplantados con un fragmento de gléandula parétida en la
silla turca (Alvarez-Buylla y cols., 1970 a y b). En este
estudio, se observaba gue en los animales hipofisectomizados
se reducia la recaptacidn de 1311 3 un 7% de la encontrada en
los animales normales (recaptacidén del 100%), mientras que en
los animales hipofisectomizados y posteriormente
transplantados con un fragmento de gldndula pardétida, la
captacién de iodo se recuperaba en un 55%. De forma similar,
los cambios morfoldgicos gque se producian en el tiroides,
como la pérdida de foliculos y el aplanamiento de las células
epiteliales que se observaba en los perros
hipofisectomizados, se corregia de una forma evidente en los
animales transplantados con un fragmento de gldndula pardtida
(Alvarez-Buylla y cols., 1970b). Este mismo efecto positivo
gue presentaron los animales transplantados se observéd en
relacién con las funciones adrenocorticales (Alvarez-Buylla y
de Alvarez-Buylla, 1964, 1967, 1970; Alvarez-Buylla vy

Tsutsumi, 1979).
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Se ha especulado mucho sobre el posible papel dque Jjuega el
hipotdlamo en el desarrollo de la hipéfisis en estadios
embrionarios precoces. Existen trabajos realizados tanto in
vivo como 1in vitro, que sugieren gque la LHRH hipotalédmica
influiria en la diferenciacidén de los gonadotropos de rata,
aunque esta LHRH deberia actuar en presencia de insulina y de
transferrina (Bégeot y cols., 1984a). Incluso, otros autores
que han realizado estudios en células hipofisarias en
cultivo, plantearon una hipétesis sobre un posible efecto
estimulador que ejerceria la insulina sobre la liberacién de
LH, sugiriendo que la insulina podria aumentar la afinidad
y/0 el nuimero de receptores para LHRH en las células (Adashi
y cols., 1981).

La regulacién de 1los sistemas endocrinos por factores
salivares exocrinos no se ha estudiado en profundidad. Que
tal interaccién existe, se ha podido comprobar en estudios
realizados in vivo con ratas sialoadenectomizadas (Boyer y
cols., 1986). Estos autores observaron que en las ratas
machos sin gldndulas submandibulares se producia una
disminucién en el peso de los testiculos y en hembras tenia
como consecuencia un crecimiento uterino menor como respuesta
a la accién del estradiol exdégeno (Campbell, observaciones no
publicadas pero referidas en Lewis y cols., 1993). Esto
parece ser debido a la presencia de gran cantidad de EGF en
dichas gléandulas (Lewis y cols., 1993) que seria necesario en
ambos procesos, pero también gquizds a otros factores. Otros
estudios demuestran la existencia de receptores de estrdgenos
especificos en las glandulas parotidas y submandibulares de

ratas hembras (Campbell y cols., 1990) y dgue los receptores
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de andrégenos se distribuyen de forma desigual (en funcién
del sexo0) en las glidndulas submandibulares de ratones
(Kyakumoto y cols., 1986).

Se ha descrito también que el mesénquima de las ¢glédndulas
salivares podria condicionar la diferenciacidén de células
embrionarias hipofisarias (Kusakabe y cols., 1985). Estos
trabajos sugieren gque existe un estadfio de desarrollo de la
hipé6fisis en el ratén en los que el epitelio hipofisario
puesto en contacto con el mesénquima de una gléandula salivar
responde, desarrollando un tejido andlogo a una glandula.
Concretamente entre los dias 8.5 Y 11 de gestacién en el
ratén, el epitelio hipofisario estd formado por una poblacién
mixta de células previamente determinadas y otras gque no lo
estdan. Si el mesénguima de 1la glandula submandibular se
asocia con el epitelio hipofisario durante este periodo, las
células determinadas proseguirdn con la morfogénesis
hipofisaria y su posterior diferenciacién funcional, mientras
gue las células que no lo estaban previamente respondian a la
induccién del mesénguima procedente de la glandula salivar y
se diferenciaban en un tejido andlogo a la gldndula salivar,
en donde aparecen incluso células a-amilasa positivas
(Kusakabe y cols., 1985).

De este estudioco se deduce la existencia de interacciones en
diferentes estadios de desarrollo entre las ¢glandulas
salivares vy 1la hipéfisis. Este mnismo proceso pero al
contrario podrian haber sufrido 1las células glandulares
parotideas en cultivo. Concretamente, sugeririamos gque si a
las células adenohipofisarias sometidas a un estimulo

apropiado se las puede inducir para que se transformen en
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células al menos, funcionalmente andlogas a las células
salivares (células c-amilasa positivas), podria serlposible
que las células glandulares pardtideas sometidas a los mismos
estimulos a que estan sometidas las células adenohipofisarias
(factores hormonales hipotaldmicos) se transformen
sintetizando hormonas tipicamente adenohipofisarias ?omo son
la IH vy la TSH. '

Si a este hecho le anadimos, los posibles efectos qué pueden
ejercer las hormonas hipotaldmicas sobre la diferenciécién de
las células adenchipofisarias Yy la posibilidad de
desdiferenciacién y posterior transformacién que presentan,
incluso tejidos diferenciados de animales adultos sometidos a
la accién hormonal, la idea de 1la posible transfbrmacién
funcional de 1las células parotideas debido a la aécién de
hormonas hipofisiotrépicas hipotaldamicas no paréce tan
descabellada.

Inicialmente, se parte de células gue no estdn todavia
totalmente diferenciadas, ya gue proceden de animaleslque han
sufrido un desarrollo postnatal corto y que posteriorﬁente se

han puesto en condiciones de cultivo, donde con toda

seguridad, deberan sufrir un clierto proceso de
desdiferenciacién. Sin embargo, estas células. estén
cultivadas sobre una matriz favorable (fibroblastos

procedentes del mesénquima glandular) gque permite la difusidn
de hormonas y de factores de crecimiento existentes en el
extracto hipotalédmico. '

Estudios c¢lésicos han demostrado, gque 1las hormonag estédn
asociadas con todos 1los niveles de la estructura ¢elular,

incluyendo el  nucleo, el citoesqueleto y la matriz
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extracelular. Lo que no se conoce con certeza, es como bajo
la influencia de las hormonas, las estructuras existentes en
la matriz del tejido son capaces de interaccionaﬁ, para
modular la estructura de 1la cromatina y para fegular,
finalmente, la funcién celular. I
Existen evidencias que sugieren que la regulacién hormonal de
la expresién genética puede ser debida a interacciones
estructurales quimio-mecdnicas, dentro de un sistema dindmico
y tridimensional como es la matriz tisular (Getzenberg vy
cols., 1990).

Denominaremos matriz tisular al conijunto de las estructuras
asociadas a:

- La membrana plasmética: concretamente el glicocédlix y las
proteinas integrales de membrana, que formaran canales de
comunicacién.

- al citoesqueleto: microtubulos, microfilamentos y
filamentos intermedios. !

- Al nucleoplasma: Formado por filamentos intérmedios
(léminas nucleares), complejos de poro, redes de comuﬁicacién
internas y nucleolos residuales)

- A la matriz extracelular: coldgenos, 1aﬁininas,
fibronectinas, proteoglicanos etc.

- A las integrinas: Anclardn a la célula a la matriz

P
]

extracelular.

-~ & las moléculas de adhesién celular (CAMS), desmﬁsomas Yy
uniones estrechas.

La matriz tisular es capaz de sufrir cambios dindmicos en su
estructura y conformacién mediante polimerizaciones, uniones

cruzadas, modificaciones bioguimicas Y movimientos
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vibratorics y contrdctiles que pueden facilitar gque las
sefiales extracelulares lleguen al nicleo y como udltima opcién
que incluso interaccionen con el genoma. La matriz tisular
puede, incluso organizar el transporte intracelular y la
disposicidén espacial de los sistemas de senalizacién celular
{Getzenberg y cols., 1990).

Una forma de regulacién puede ser la modificacién de la forma
de la célula. Estudios cldsicos han demostrado que’la forma
de la célula se puede manipular y que este hecho podria estar
directamente relacionado con el control de la sintesis de DNA
(Folkman y Moscona, 1978). Otros estudios demuestran dque la
regulacién de la forma de la célula por 1la accidén de
distintos substratos, 1la capacitan o incapacitan para
responder a la accién de determinadas hormonas mitogénicas
(Gospodarowicz y cols., 1978). Otros autores han propuesto
que la MEC afecta a la expresién genética a través de
interacciones con proteinas de membrana y elementos del
citoesqueleto gque causan alteraciones nucleares que pueden
dirigir la expresién génica. Este mecanismo se denomina
reciprocidad dindmica (Bissell y Aggeler, 1987) y es el
mecanismo al que actualmente se le estd dando mds importancia
(Getzenberg y cols., 1990).

Ademdas de lo anteriormente expuesto, se ha descrito la
existencia de sinergismos entre la accién de las hormonas y
la MEC para regular 1la expresién génica, por ej. las
gldndulas mamarias de hembras virgenes de ratdn, presentan
niveles bajos de mRNA para transferrina, mientras que los
higados de esos mismos animales tienen niveles elevados para

ese mRNA (Blum y cols., 1989). Cuando estas hembras estéan en
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periodo de gestacién o lactancia, los niveles de mRNA para la
transferrina de la gldndula mamaria, aumentan. En cultivo los
niveles de mRNA no son sensibles a los niveles de hormonas
existentes en el medio, perc no es que estas células se hayan
hecho completamente insensibles a las hormonas, ya que la
expresién del gen de la B-caseina continda respondiendo a la
accion de las hormonas lactogénicas (Blum y cols., 1989).
Cuando estas células se cultivan sobre la MEC que les es
propia, los niveles de mRNA para la transferrina aumentan de
forma sustancial (Blum y cols., 1989). Este sistema indica
que la MEC y las hormonas trabajan regulando los niveles de
mRNA de transferrina mediante mecanismos con pasos comunes
(Getzenberg y cols., 1990).

Algunos tumores hipofisarios de rata secretan Prl y GH
(Prysor-jones y cols., 1985); sin embargo, si estas células
se cultivan sobre una MEC producida por células de endotelio
corneal bovino, los niveles de Prl aumentan, mientras que los
niveles de GH disminuyen. Una de estas lineas tumorales
hipofisarias cultivada sobre una MEC producida por células de
endotelio corneal bovino, aumenta su respuesta a TRH y este
aumento se corresponde con un aumento de la sintesis de DNA y
con un aumento en la sintesis de proteinas totales. Adem&as,
la morfolcogia de 1las células cultivadas sobre la MEC es
diferente.

La MEC es una estructura dindmica y conmpleja formada por
moléculas de proteoglicanos muy ramificadas, carbohidratos
complejos y proteinas estructurales como el coldgeno. Esta
estructura tan compleja también estara formada por

fibronectina, laminina y factores de crecimiento (Schittny y
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Yurchenco, 1989).

Los componentes de la MEC contactan con los receptores
transmembrana a través de la membrana celular, en donde se
encuentran las integrinas y las moléculas de adhesidén celular
(MAC). Estas MAC, como por ejemplo la E-cadherina, pueden
mediar contactos especificos célula-célula. De esta forma se
ponen en contacto la MEC y el citoesqueleto. Ademds el
citoesqueleto también se conecta por medio de estas MAC con
otras células (Getzenberg y cols., 1990).

Por su parte, los componentes del citcesqueleto interaccionan
con hormonas para modificar las vias de sehalizacién celular.
Este hecho adgquiere especial importancia, en el caso de los
factores de crecimiento, vya gue la célula responde a su
accién mediante vias intracelulares.

Hay otro hecho fundamental, gque ya hemos comentado y es el
papel que juegan los factores de crecimiento en los procesos
de transdiferenciacién celular. Por eijemplo, IGF I es capaz
de convertir células hipofisarias de rata, secretoras de GH
en células secretoras de Prl (Inocue y Sakai, 1991); asi como
NGF es capaz de inducir la diferenciacién de células B
pancredticas, secretoras de insulina, en células con
coméortamientos muy similares a los que presentan las
neuronas (Polak y cols., 1993) o cémo el factor bdsico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF) es capaz de actuar
intracelularmente para causar la transdiferenciacién de
precursores de células de Schwann, derivadas de cresta neural
de codornices embrionarias, en melanocitos (Sherman y cols.,
1993). Hay también casos descritos donde sustancias

estimuladoras de la diferenciacién come el dimetilsulfdéxido
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(DMSO) son capaces de transformar células pancredticas
acinares en células pancredticas ductales (Arias y Bendayan,
19%94).

Los estudios in vitro, son los nds adecuados para que los
factores difusibles puedan funcionar de forma efectiva, va
que en los estudios in vivo la distancia que deben recorrer
estos factores es limitante. Una de las razones por las
cuales se limita la difusién de estos factores es debido a
los componentes de 1la matriz extracelular que rodean la
mayoria de las células y de los tejidos (Jessell y Melton,
1992}). Existen evidencias de que la familia del TGFBR y de que
los dos tipos de FGF se unen a proteoglicanos y a otros
componentes de la matriz extracelular y de que proteoglicanos
diferentes presentan diferentes especificidades en lo que a
la unién a los factores de crecimiento se refiere (Ruoslahti
y Yamaguchi, 1991). La asociacién con la MEC puede regular la
actividad biolégica de 1los factores de crecimiento. Por
ejenplo, la asociacién del bFGF con el hepardn sulfato de 1la
superficie celular parece imprescindible para que el bFGF
pueda ejercer su funcién activando el crecimiento de los
fibroblastos y la diferenciacién de las células musculares
{Yayon y cols., 1991). No hay que olvidar que nosotros no
afadimos extracto hipotaldmico puro, sino que 1lleva unas
cantidades residuales tanto de LH (62 pg/dosis) como de TSH
(166 pg/dosis). Estd descrito que estas hormonas afadidas con
el extracto, pueden actuar a su vez como factores mitogénicos
de distintos tipos celulares como células 3T3 y condrocitos
(Gospodarowicz y Moran, 1976).

Otros investigadores sugieren que in vitro, el TGFB ejerce
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efectos mitogénicos sobre distintas c¢élulas mesenquimales
aungque ademds puede inhibir la proliferacién de células
endoteliales y epiteliales y estimular la proliferacién de 1la
MEC (Barnard y cols., 1990). Existen autores que sugieren gue
el TGFB se expresa exclusivamente én epitelios que sufren una
morfogénesis muy activa, como por ejemplo el de las glandulas
salivares (Millan y cols., 1991). En principic durante las
interacciones gque se producen entre el epitelico y el
mesénquima, los distintos miembros de la familia del TGFB
pueden enviar sefiales autocrinas y paracrinas que por un
lado, inhiban el crecimiento y la diferenciacién de distintos
compartimentos epiteliales y gque por otro activen la
formacién de la MEC y la mitosis de las células mesendguimales
(Birchmeier y Birchmeier, 1993).

Se ha demostrado que una vez activados, los receptores de los
factores de crecimiento, son capaces de activar proteinas
kinasas o seflales lipidicas implicadas en la via del inositol
fosfato (Getzenberg y cols., 1990). Por ej. se ha demostrado
que durante el desarrollo de las glandulas salivares, se
expresa c-met que es un receptor transmembrana asociado a
Tyr-~kinasas. Este receptor se expresa en epitelios tubulares
y sometidos a procesos de ramificacién durante su desarrollo.
Su ligando es el denominado factor de dispersién (SF) o
también llamado factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
que se ha descrito como un factor inductor de la
tubulogénesis epitelial in vitro que se expresa
fundamentalmente en el mesénquima que rodea al epitelio
tubular (Birchmeier y Birchmeier, 1993). Una vez due el

receptor es activado, se sospecha que los componentes del
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citoesqueleto, estardn implicados en la regulacién de 1los
segundoé mensajeros. Sin embargo, todavia estd por determinar
cémo se realizaria esta regulacién en el interior de la
célula (Getzenberg y cols., 1990).

El citoesqueleto juega un papel dindmico fundamental no sdélo
en el transporte intracelular de las hormonas sino también
come modulador estructural de la accién hormonal (Getzenberg
Yy cols., 1990),.

Las hormonas pueden afectar al sistema de los filamentos
intermedios. Se sabe gue la insulina puede afectar a la red
de filamentos intermedios de 1las células 3T3 (Bockus y
Stiles, 1984). Las hormonas, a su vez pueden afectar 1la
pelimerizacién de las subunidades de tubulina de 1los
microtibulos. Incluso, se ha descrito que en lineas celulares
de gliomas la hidrocortisona puede promover la polimerizacién
de los microtubulos (Armelin y Armelin, 1983).

Por otro lado, la colchicina que desorganiza los microtubulos
es capaz de inhibir el transporte citoplasmdtico de la TRH,
de PTH, de GH y de Prl (Gautvik y Tashjian, 1973; Hall,
1984).

Por otro lado, durante los procesos de motilidad celular es
necesario que el citoplasma sufra una remodelacidn dindmica
de su citoesqueleto. Dos de los factores implicados en la
remodelacién del citoesqueleto celular son el IGF-I y la
insulina que ejercen su accién a través de receptores de IGF-
I presentes en la membrana celular (Stracke y cols., 1989}.
Es evidente que el citoesqueleto juega un papel impoftante no
s6lo en el transporte intracelular de las hormonas sinc que

es ademds un modulador estructural de la accién hormonal. Por
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otro lado, sirve de conexién entre la MEC y la matriz
nuclear. Por estas razones, la variabilidad de los
componentes del <citoesqueleto en los distintos tipos
celulares y su posible alteracidén por la accidédn hormonal es
de capital importancia para explicar cémo la estructura
celular permite la transmisién de la sefial (Getzenberg vy
cols., 1990).

En definitiva, la matriz del sistema puede regular el control
de la expresidn génica dque ejercen las hormonas sobre un
tejido concreto. Este control lo ejercerian, organizando el
DNA en una conformacién espacial tridimensional concreta; de
esta forma, transmitirian 1la informacién estructural vy
funcional a través de la célula hasta 1llegar al DNA
(Getzenberg y cols., 1990).

En el caso concreto de las hormonas hipotaldmicas se sabe que
éstas activarian mecanismos reguladores, que tendrian como
resultado la expresién de factores activadores de genes como
el Pit-1, factor de transcripcién hipofisario que activaria
los promotores de los genes de Prl y de GH (Van Bael y cols.,

1994).

5.— DIF CIACION DE LAS CELULAS FPITELIALES PAROTIDEAS
SOMETIDAS A FACTORES AISI.ADOS.

Como en el caso anterior, los dos tipos de controles
empleados, tanto los que contenian células glandulares en
cultivo y posteriormente se tratan solamente con medio RPMI
completo (RPMI), como aquellos en los dque no hay células y a
los que se afiade wuna cantidad de medio estimulante

equivalente a la recibida por las células tratadas (XF), nos
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permitieron comprobar que en el primer caso (controlés RPMI},
la ausencia de medio estimulante (es decir, medio al gque se
han afadido los factores hipotalédmicos aislados) implicaba la
ausencia de hormonas en el medio de cultivo recogido a las
distintas semanas de tratamiento y que en el segundo caso,
controles XF, gue eran pocillos en los que no habia células,
nos indican que en el medio estimulante no habia cantidades
significativas de hormonas de naturaleza propiamente
hipofisaria.

Cuando estimulamos hlas células con la mezcla
(LHRH+TRH+CRH+GHRH)+EGF por una parte y (LHRH+TRH)+EGF por
otra, a una concentracién de 2 pg de cada factor/pocillo/dia
de tratamiento se obtienen diferencias de concentracién de LH
significativas con respecto a los pocillos control (RPMI)
hasta la primera semana y media de haberse iniciado el
tratamiento. A partir de ese momento se produce una
disminucién de la LH detectada, siendo ésta equiparable a la
detectada en 1los ©pocillos control (RPMI). Cuando se
incrementé la concentracion a 4 pg de cada factor/pocillo/dia
de tratamiento, el conjunto de factores empleado
(LHRH+TRH ) +EGF presento diferencias significativas con
respecto a los pocillos control (RPMI), hasta la primera
semana y media de haberse iniciado el tratamiento, igual que
sucedia cuando se empled la mezcla a una concentracién de 2
pg. También se ha puesto de manifiesto, que a una
concentracién superior (10 ug de cada factor/pocillo/dia de
tratamiento) este nismo conjunto de factores produjo un
estimulo celular suficiente gque permitid observar prbduccién

de LH hasta las dos primeras semanas y media de haberse
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instaurado el tratamiento, mientras que el conjunto de
factores (LHRH+TRH+CRH+GHRH)+EGF siguié presentando su maxima
significacién a la semana y media de haberse instaurado el
tratamiento y a partir de este momento, dejé de presentar
diferencias significativas. Debemos comentar, sin embargo,
que adn en estas condiciones, la cantidad de LH maxima
detectada en el medio ascendié a 216 * 46 pg de LH/ml de
medio de cultivo, y se obtuvo al emplear el conjunto de
factores (LHRH+TRH+CRH+GHRH)+EGF durante semana y media a una
concentracién de 10 ug de cada factor/pocillo/dia de
tratamiento. Esta cantidad de LH detectada, aun presentando
diferencias significativas con respecto a los pocillos
control (RPMI) (p<0.001), es muy diferente de la cantidad de
LH detectada al tratar a 1las células parotideas de rata con
extractos hipotaldmicos (sobre todo si éste procede de rata)
donde se detectd un maximo de LH de 1834 + 190 pg/ml de medio
a la seqgunda semana de haber comenzado el tratamiento.

En lo dgue respecta a los valores de TSH obtenidos al
estimular las células parotideas en cultivo con distintos
conjuntos de factores hipotaldmicos aislados, podemos decir
cque las células en cultivo respondieron de forma claramente
significativa a las tres mezclas cuando se emplearon a una
concéntracién de 2 ug/pocillo/dia a la semana y media de
haberse iniciado el tratamiento. A partir de agui sélo una de
las mezclas, muestra una cierta estabilidad a lo largo de las
distintas semanas de tratamiento. Se trata del conjunto de
factores (TRH+CRH+GHRH}+EGF.

2l aumentar la concentracién de las mezclas empleadas a 4 pug

de cada factor/pocillo/dia de tratamiento observamos gue, una
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vez mas, se detecta la maxima concentracién de TSH a la
semana y media de haberse instaurado el tratamiento pero que
a esta concentracién, la mezcla que mejores resultados ofrece
es (TRH+LHRH)+EGF en donde llegan a detectarse hasta 567 *
111 pg de TSH/ml de medioc de cultivo.

Es importante resefar que al utilizar los conjuntos de
factores antes expuestos, a una concentracion de 10 ug de
cada factor/dia/pocillo, se observd una reduccién drdstica de
las concentraciones de TSH detectadas independientemente de
la mezcla empleada. AuUn asi, tanto el conjunto de factores
(TRH+LHRH)+EGF como el de (TRH+CRH+GHRH+LHRH)+EGF permitieron
que las células parotideas produjeran cantidades de TSH
claramente significativas con respecto al control (RPMI),
pero comc siempre, a la semana y media del inicio del
tratamiento, mientras que el conjunto de factores
(TRH+CRH+GHRH)+EGF no consiguidé que las células produjeran
cantidades de TSH significativas ninguna semana.

El conjunto de factores que permitié una mejor respuesta fué
el de (TRH+LH§H+CRH+GHRH)+EGF con el que se llegd a alcanzar
un mdximo a la semana y media de tratamiento de 352 t+ 31 pg
de TSH/ml de medio de cultivo.

A la vista de estos resultados, se puede sugerir que con las
tres concentraciones de trabajo seleccionadas no se obtienen
respuestas proporcionales a la magnitud del estimulo
administrado. Se pone de relieve que, en general se produce
una respuesta mdxima en la primera semana y media de
tratamiento (en cuanto a TSH detectada en el medio de
cultivo)} independientemente de la concentracién empleada. Con

respecto a la mezcla que proporciona una respuesta mayor, ho
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podemos decantarnos por ninguna en concreto, ya que dependerd
de la concentracién a la gque la empleemos. Lo gque si parece
evidente es que una concentracién de 10 pg de cada factor, no
produce mejor efecto gque concentraciones inferiores, ya que
lejos de obtener un aumento en la respuesta obtuvimos una
clara disminucién.

Debemos comentar, sin embargo, que aun en estas condiciones,
la cantidad de TSH maxima detectada en el medio ascendid a
592 pg de TSH/ml de medio de cultivo, y se obtuvo al emplear
la mezcla (TRH+CRH+GHRH)+EGF durante dos semanas a una
concentracién de 2 ug de cada factor/pocillo/dia de
tratamiento. Esta cantidad de TSH detectada, auin presentando
diferencias significativas con respecto a los pocillos
control (RPMI) (p<0.001), es muy diferente de la cantidad de
TSH detectada al tratar a las células con extractos
hipotaldmicos de rata donde se detecté un maximo de TSH de
3803 pg/ml de medio a la semana y media del inicio del
tratamiento.

De estos datos se deduce que 1las hormonas hipotaldmicas
empleadas de forma aislada (LHRH y TRH) son capaces de
estimular a las células, y que los factores hipotaldmicos
participarian en la diferenciacién funcional postnatal de las
células parotideas en cultivo, de una forma similar (salvando
las distancias) a como supuestamente lo hacen con las células
adenohipofisarias (Gash y cols., 1982; Bégeot y cols., 1983;
1984a; Héritier vy Dubois, 1993). Estos ultimos autores
sugieren gue la presencia de TRH es fundamental para el
desarrollo de 1las c¢élulas tirotropas adenohipofisarias de

rata in vitro al igual gque lo es la LHRH para el desarrollo
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de los gonadotropos. Existen ademds, trabajos en los que se
sugiere que es la LHRH, junto con distintos factores
paracrinos secretados por los gonadotropos, la encargada de
la seleccidn de las células adenohipofisarias que
posteriormente expresaridn Prl (Tilemans y cols., 1992; Van
Bael y cols., 1994) y que la LHRH podria estar también
implicada en la diferenciacién de los futuros corticotropos y
somatotropos (Tilemans y cols., 1992).

Sin embargo y atendiendo a las diferencias de concentracién
obtenidas en funcidén de si estimulabamos con factores o con
extractos, se deduce que debe existir algin factor en el
extracto que de alguna forma potencia la accién estimuladora
de las hormonas hipotaldmicas, bien directamente o actuando
sobre otros tipos celulares diferentes, que posteriormente
sintetizaran el factor paracrino responsable de potenciar el
estimulo hipotaldmico. Este mecanismo de accidén, segin el
cual se sugiere la existencia de factores paracrinos
corresponsables de la estimulacién, se ha sugerido por
distintos autores como explicacién de los procesos de
diferenciacién adenochipofisarios (Denef y Andries, 1983;
Denef, 1986), e incluso ya empiezan a conocerse algunos de
ellos, como son los factores de transcripcién (Li y cols.,
1990; Simmons y cols., 1990), los factores de crecimiento
(Getzenberg vy cols., 1990) e inclusc hay autores que
actualmente le adjudican un posible papel a la subunidad a de
las hormonas glicoproteicas (Bégeot y cols., 1984c; Heritier
y Dubois, 1993).

Ya en el afo 1968, se sugirié la posible existencia de un eje

hipotdlamo-parotideo-endocrino (Lecnora y Steinman, 1968),
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que actualmente sugieren la existencia de un factor
hipotaldmico que estaria encargado de liberar una hormona
parotidea (HP) de naturaleza polipetidica, encargada del
transporte del fluido dentinal en la rata (Tieche y Leonora,
1989).

Dichos autores sugieren que las glandulas pardétidas de rata
pueden ejercer un efecto insulinotrdpico, ya gque 1la
parotidectomia privaria a las células B pancredticas de un
principio humoral que seria esencial para optimizar 1la
respuesta de insulina a la presencia de glucosa (Leonora y
cols., 1988). Los datos de estos autores, apoyarian la
hipétesis de que de alguna forma las células glandulares
parotideas son capaces de responder a los estimulos
procedentes de las hormonas de origen hipotaldmico. Por otro
lado, a partir de 1los mismos resultados y con los
experimentos realizados, no podemos asegurar la existencia de
una posible influencia del EGF sobre las muestras motivo del
presente trabajo.

El papel del EGF puede estar méds relacionado con el
mantenimiento de las células en cultivo que con 1la
potenciacién del efecto de los distintos factores
hipotaldmicos aislados. El crecimiento de las células
ductales puede estar influido por un mecanismo que implica al
EGF per se, indicando la existencia de una via de transducién
de la sefial para el EGF. El1 EGF puede ser un factor de
crecimiento necesarioc para las células salivares. Sin
embargo, esta via de transducién de la sefial no ha sido
todavia caracterizada (Durban, 1990). El1 EGF en combinacién

con la dexometasona incrementa claramente el tiempo de
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supervivencia de las células glandulares salivares en cultivo
(Redman y cols., 1988), este hecho, justificaria que nosotros
no observdsemos mayor proliferacién celular en las células
tratadas con EGF con respecto a las células que no lo
estaban.

No se han observado modificaciones, en lo que a la morfologia
de las células parotideas en cultivo se refiere, en funcidn
del tratamiento al gque fueron sometidas las células. Las
células en todos los casos, independientemente de si se
estimularon con extractos hipotaldmicos o con factores
aislados, pasaron del aspecto redondeado inicial a un aspecto
aplanadc gue se mantuvo a lo largo dertodo el tratamiento
(nos referimos fundamentalmente, a las células gque no
formaban parte de las agrupaciones celulares). La diferencia
fundamental, gue hemos encontrado ha sido debida a 1la
diferente vida media de las células en cultivo. Cuando
estimuldbamos con EHC independientemente de la concentracién
a la que se empleara, la vida media de las células era
Superior a cuando se estimulaba con HR o© con factores

hipotaldmicos aislados.

6.— ANALISIS COMPARATIVO GLOBAL: EFECTO DE ILA ESTIMULACION
CO CTOS HIPOTALAMICOS FRENTE A T1.05 FEFECTOS PROVOCADOS

POR EL ESTIMULO CON FACTORES HTIPOTALAMTCOS AISLADCS.

Las diferencias mds significativas que encontramos con
respecto al empleo del extracto hipotaldmico o los factores
hormonales hipotaldmicos aislados, se refieren a la cantidad
de hormona detectada en el medio de cultivo, mientras que con

el extracto hipotaldmico de rata se obtenian cantidades de LH
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del orden de 1834 pg/ml a las dos semanas de haberse
instaurado el tratamiento, al emplear factores hipotaldmicos
aislados se observaron cantidades de LH del orden de los 216
pg/ml como cantidad mdxima obtenida al tratar las células con
la mezcla {LHRH+TRH+CRH+GHRH)+EGF a una concentracién de 10
pg, después de semana y media de tratamiento. Cuando el
extracto hipotaldmico en vez de ser de rata era de cordero,
también se conseguia estimular a las células, detectdndose en
el medio de cultivo en la tercera semana de tratamiento,
cantidades crecientes de LH a medida que se aumentaba 1la
concentracién de’ extracto de cordero empleado. Las cantidades
de LH detectadas en el medio fueron mayores que las que se
obtuvieron al emplear factores hipotaldmicos aislados como
estimuladores, pero mucho menores que las detectadas cuando
la estimulacién se realizé con HR directamente. Este hecho
nos habla de las diferencias estructurales existentes en la
LHRH en funcién de la especie que se considere.

En lo gque respecta a la TSH los resultados observados han
sido equivalentes, pero con una diferencia fundamental, 1la
cantidad de TSH detectada en el medio de cultivo era muy
superior a las cantidades de LH detectadas (el doble cuando
se estimulaba con HR y el cuadruple cuando se estimulaba con
factores hipotalamicos aislados). Esto puede ser debido a 1la
elevada homologia de la hormona liberadora existente entre
especies.

Por otro 1lado, podemos comentar gque si las células
glandulares tratadas con factores hipotaldmicos aislados
ademas de EGF, vivian menos tiempo gue las c¢élulas tratadas

con extracto hipotaldmico de cordero, esto puede significar
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gque en el extracto hipotaldmico de cordero puede haber alguna
sustancia que prolongue la vida media de las células en

cultivo.



CONCLUSIONES
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1.- La metodologia empleada para la realizacidén del cultivo
de células glandulares parotideas es apropiada para la
realizacién de nuestro estudio. La monocapa de fibroblastos
procedente del estroma glandular gue sirve de sustrato para
facilitar la adhesidn de las células, resulta ser fundamental
para la supervivencia de éstas. Las células inicialmente
dispersas acaban disponiéndose en forma de agregados
celulares.

2.- La morfologia de las células se mantiene a lo largo del
cultivo, sin embargo, en los agregados celulares se produce
la asociacién de un grupc de células procedentes,
presumiblemente, del sistema de conductos de la glandula gque
se disponen formando un entramado especial gue recuerda a 1la
disposicién longitudinal de los conductos en la gldandula in
vivo.

3.~ Cuando estimulamos a las células glandulares parotideas
con 1 HR/pocillo/dia de tratamiento, las células respondieron
rapidamente pudiéndose detectar en el medio de cultivo
cantidades de TSH a los tres dias y medio entre 3 y 4 ng/ml
de medio. En lo que respecta a la LH detectamos cantidades
q&e alcanzaron cerca de 2 ng/ml de medio de cultivo. El1
comportamiento de las dos hormonas no fué el mismo; mientras
la TSH se detectaba en gran cantidad desde el inicio del
tratamiento y se obtenfia la mdxima produccidn a la semana y
media de haberse instaurado el tratamiento, la LH tardaba mas
en detectarse, obteniéndose el maximo a las dos semanas de

haberse iniciado el tratamiento.
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4.- Al tratar a las células con EHC equivalente en peso
fresco a 0.25, 1 y 2 HR, se detecté asimismo la presencia de
LH en el medio de cultivo, si bien en cantidades menores que
las obtenidas cuando se estimulaba a las células con 1 HR.
Sin embargo, la supervivencia de las células fue mayor gue
cuando se estimulaba a las células con HR. Independientemente
de la concentracién de EHC empleado, la mdxima cantidad de LH
se obtiene en la tercera semana de tratamiento y de forma
dosis dependiente.

5.- Al incubar anticuerpo anti-LHRH con el EHC y afadirselo
posteriormente a las células en cultivo, observamos gque se
produce una disminucién de la LH en el medio claramente
significativa con respecto a la cantidad producida por las
células estimuladas con EHC. Este hecho nos confirma que la
LHRH del extracto hipotaldmico estd implicada en 1la
estimulacién de las células glandulares en cultivo. El
anticuerpo no fué capaz de inhibir totalmente la produccién
de LH, lo gue parece indicar gue o bien la produccién de LH
no es debida exclusivamente a la accién de LHRH, © que el
bloqueo con el anticuerpo no es completo.

6.— Las células en cultivo respondieron a las mezclas de
factores hormonales hipotaldmicos aislados, cuando se
emplearon a 2, a 4 y a 10 ug de cada factor/pocillo/dia de
tratamiento, pudiendo detectarse TSH y LH en el medio de
cultivo. Estas respuestas son muy inferiores a las detectadas
con los extractos, lo que indicaria la presencia en éstos de

otros factores.
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7.— Estos estudios in vitro demuestran de forma indudable la
capacidad de las células epiteliales parotideas para asumir
aungue sea parcialmente funciones hipofisarias. Las técnicas
inmunocitoquimicas confirman la presencia de células

productoras de hormonas hipofisarias.
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