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El objeto de este trabajo es estudiar los
mecanismos bioquimicos mediante los cuales las

hormonas tiroideas (Triiodotironina (T y Ti-

3)
roxina (T4), ejercen el control de la regula-
cién dela secrecidn y sintesis de Ia hormona ti-
rotropa (TSH).
Para realizar este proyecto contamos con

un sistema de cultivo primario de células tiro-
tropas procedentes de tumor murino, desarrolla-
-do en ratones de estirpe LAF (1,2). Como hemos
observado previamente estos tumores tirotropos
procedentes de ratcnes LAF producen, aunque en
pequena cantidad, hormona luteinizante (LH) -
(1,2,3). Este dato debe tenerse en consideracidn
dado que los antisueros utilizados en este tra-
bajo se desarrollardn frente a una preparacidn
de TSH bovina contaminada con hormona luteotro-
pa (LH). Estos dos hechos, hacen gue la con™i7io -
nes de trabajo no sean 6ptimas, ya que de al-
guna manere 1 inhunoprecipitar el TSH sinteti-

zado de novo con el anticuerpo anti-TSH podiamos



precipitar también algo de LH.

En consecuencia una manera de obviar estos
problemas seria trabajar con tumores gue no
produjeran LH, o bien, con anticuerpos anti-TSH
que no tuvieran reaccidn decruce cén LH. Con es-
te objeto hemos desarrollado un nuevo tipo de
tumores tirotropos que no producen LH lo que evi-

ta las dificultades expuestas anteriormente.

Para poder llevar a cabo nuestro proyecto -
usando este nuevo tipo de tumores es preciso se-

guir los pasos que expondremos a continuacidn:

1. Desarrollo en ratones de tumores pro-

ductores de TSH (tumores tirotropos).

2. Desarrollo de un cultivo de células ti-

rotropas procedentes de estos tumores.

3. Demostrar que las células mantenidas en
cultivo sintetizan TSH y responden a las
hormonas tiroideas y al TSH con las mis-
mas caracteristicas que las cé&lulas tiro-

tropas hipofisarias.



4. Probar que el material sintetizado por
las células, tras incubacidn con aminoa-
—-cidos marcados, es TSH mediante inmuno-

precipitacidn con antisuero especifico.

5. Caracterizar el TSH inmunoprecipitado
mediante electroforesis en gel de polia-
crilamida, usando SDS (sodium dodecyl

sulfato).

METODOS

Desarrollo de tumores tirotropos en ratones.-

El tumor inicial fue obtenido por K.H. -
Clifton, Univérsity de Wisconsin (USA). A par-
tir de &1 hemos desarrollado nuestros propios
tumores como describimos a continuacidn. Rato-
nes machos C 57BL/6J (Charles River Laborato-
ries), son mantenidos a dieta pobre en Iodo
(Reminuyton) durante dos semanas. Se les radioi-
dectomiza mediante la administracidn pdf via

125

intraperitoneal de 100 /uCi de Na I /ratdn.



Se mantienen a dieta pobre en iodo durante otras
tres semanas més.vA partir, de este momeﬁto los
ratones’eétén en condiciones de servir como re-
ceptores de tumores procedentes de otros anima-
les de la misma especie. Para transplantar el
tumor, una vez extirpado, se liberan las célu-
las por puncidn en una placa de Petri que con-
tiene solucidén salina (EARLE'S BALANCED SALT
SOLUTION). Se traspasan células y liquido de
lavado a un tubo cénico de 15 ml centrifugéndo—
se 5 min. a 300 r.p.m. Finalmente se resuspen-
de el pellet en Dulbeco's modified Eagel's -
medium (DMEM). Se inyectan a réfones tiroidec-

tomizados 250/ul. de esta suspensidn de cé&lulas

Cultivo de células procedentes de tumores tiro-

troEos.

Para obtener las células a partir del tu-
mor se sigue el procediento descrito arriba,pe-

ro realizandolo en condiciones estériles.Una -



vez suspendidas las células en DMEM se cultivan
en placés se 60x15 mm con una densidad de 5 x 106
células/placa, usando 4 ml de DMEM, 10% de sue-
ro fetal de ternera, 5% de suero de ternera con
10.000 U de penicilina y 10 mg de Streptomicina.
El cultivo se realiza a 37°C con una atmbésfera
de 10 % de CO2 y 90 % de.aire saturado de agua.

Los medios se recambian periddicamente cada tres

dias.

Incubacidén de células tirotropas con aminoacidos

marcados.

Para estudiar la incorporacidn de aminodci-
dos por las proteinas celulares utilizamos cé&lu-
las que han estado en cultivo entre una y tres

semanas. Se ahade a cada vlaca 4 ml de Earle's

/

lina H3. Se incuba en las condiciones habituales.

2 % de plasma normal de rata, 10 ,uCi/ml de Pro-

Al final de la incubacidn se decantan los medios

y se guardan congelados. Las células se suspen-
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den en PBS-Prolina y se centrifugan 20 min. a
3.000 r.p.m.; los pellets residuales se guardan
congelados;Se determina tanto en los medios como
en los extractos celulares: material radiactivo
insoluble en &acido tridlofoacético (TCA), TSH
radiactivo inmunoprecipitable, proteinas tota-
lés segfin método de qury y TSH frio por radio-

inmunoensayo.

Determinacidn de radioactividad incorporada a

proteinas.

a) Radicactividad insoluble en TCA. 2 alicuctas

de los medios y extractos celulares se aﬁaden
.3ml de PBS con 1% de albGmina sérica (PBS-BSA)
y 1 ml de TCA al 10 % con 1% de Prolina. Se cen-
trifuga 10 min. a 3.000 r.p.m. El precipitado
se lava otras tres veces con 1 ml de TCA~-Prolina.
El pellet final se disuelve en(.5 ml de NCS, ana-
diendo a continuacidn 10 ml de liquido Ae cente-

lleo (15 gr. de omniflfor en 4 L de Tolueno).

b)  Innunoprecipitacidn de TSH. A alicuotas de
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0.2ml1 de medios y extratos celulares se anaden 10
/ul de antisuero,0.2 ml. de PBS, 5% de BSA. Se in-
cuba.dufaﬁfé 24 h. a 4°C . A continuacidn se' ana-
den 50 /ul de antigamma globulina de conejo y se
deja incubar otras 24 h. a 4°C.:Se centrifuga y
el precipitado final se disuelve y cuenta siguien

dc el mismo procedimiento indicado arriba.

Preparacidon de antisueros anti-TSH.

Los antisueros se obtuvierdn frente a las

' preparéciones se TSH bovino NIH-TSH. B4 y B5 .

siguiendo el procedimiento descrito por VAITU-

KATIS. ( 4

7

RESULTADOS.

Controi de las cé&lulas en cultivo.

Una vez que las células han estado en cul-
tivo durante tres dias pierden la aparicncia -
redondeada inicial, transformandose poligonales

y quedando pegadas a las placas de Petri.
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Se produce un incremento progresivo del nme-
ro de células llegando a cubrir totalmente el
fondo de la placa. A partir de las tres o cuatro
semanas se observa detencidn en la divisidn célu-
lar junto con cambios degenerativos, aparicidn de
granulaciones, fendmenos que se acompanan de fal-
ta de secrecidn de TSH al medio, pasando de nive-
les de 600-800 ng/ml a valores indetectables. Da-
do que los cambios morfoldgicos se. acompanan de
alteraciones en los pardmetros bioquimicos la me-
dida de TSH en los medios es la que nos indica la

evolucidn del cultivo.

Titulacidn de antisueros.

En la figura n°l se muestra en representa-
cidn de Scatchard los resultados que se obtuvie-
ron al incubar'él pool de antisueros obtenidos
freﬁté a TSH ae rata. El antisuero se utilizd a
una dilucién final de 1/22.500. A partir de los
datos representados se calculd la capacidad del

antisuero que resultd ser de 3,4 mg de TSH /ml
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Figura 1.-Unién de r-TSH a' anticuerpo anti b-TSH

en representacién de Scatchard.
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de antisuero. Este antisuero es capaz de unirse
al TSH de rata 1125 , Y esta unidn es desplazada

por el TSH de rata no marcado.

Titulacidén de antigamma globulina de conejo.

La separacidn del complejo antigeno-anticuer-
po de'antigeno libre, en la inmunoprecipitacidn,
se realiza precipitando el complejo con antigam-
ma globulina de conejo.-En la Figura n°2 mostra-
mos una curva de titulacidn de antigamma globuli-
na de conejo. Se incubardn durante 24 h. 0,1 ml
de extracto de células, que habian sido incubadas
con prolina titriada, 0,2 ml de PBS, 5 % de BSA
y diferentes cantidades de antisuero y antigamma
globulina. La méxima precipitacidn de obtuvo con
10 /ul de antisuero y 200 /ul'de antigamma globu-
lina, siendo estas las condiciones gue se usan

habitualmente.

Incorporacidn de Prolina (H3) a proteinas.

Se incubaron las cé&lulas en presencia de
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Antisuero 100 pl
" 10 pl
" 1 pl
1l

> > 00

_ b i
1 50 100 150 200 300 400

Anti-Gamma Globulina de conejo (ul!)

°/, de radioactividad especifica precipitada
o
|

Figura 2.-Curva de titulacidén del antisuero
anti b-TSH y de antigamma globulina de conejo
Las condiciones indicadas por la flecha son

las utilizadas en este traba-o.
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Prolina (H3) durante periodos de tiempo de 10,
20, 40 y 180 min, y 24 h. A los 10 min. era-ya
detectable la sintesis de proteinas intracelula-
res que siguid creciendo hasta 24 h. Gltimo tiem-
po detectado. A las tres horas fue también pa-
‘tente lé presencia en el medio de radioactividad
unida a proteinas indicando que-el material sin-
tetizado por las células estaba siendo segregade
al medio. A las 24 h de incubacidn, la radioac—
tividad incorporada a proteinas segregadas a los
medios , era ya superior a la que existia en las
células, indicando cémb las células segregaban
al medio proteinas que se estaban sintetizando.
(Fig. 3)

Sintesis de TSH en las células tirotropas en

ggltivo.

Células tirotropas mantenidas en éultivo du-
rante varios dias (2 semanas) fueron incubadas
en presencia de Prolina (H3) tal y como se des-
cribid en material y métodos. Un claro aumento:

de la sintesis de TSH fue ya puesto de manifies-
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Figura 3.-Tiempc de incorporacidén de preclina tritia-
da a proteinas en células tirotropas murinas en cul-

tivo primario.
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o a los 10', siendo a los 20 min, la cantidad
de TSH en el medio, significativamente'diferente

de la presente a tiempo O0{figura 4).

Validacidn de la especifidad de la inmunoprecipi-

tacidn.

Como hemos senalado anteriormente, los tumo-
res desarrcollados en los ratones C 57 carecen de
LH. A pesar de ello quisimos comprobar la posible
interferencia del LH en la inmunoprecipitacidn.
Con este objeto, se anadid LH & TSH a extractos
celulares que habian sido incubados en nresenc:a
de Prolina tritiada durante 24 horas. La tabla
n°l muestra como incluso una concentracidn de LH
bovina de 800 /ug/ml no interfirio con la precipi-

tacién de TSH tritiado mientras que 33 ,ug de TSH

/
de una preparacidn muy poco purificada bloquearon
completamente la inmunoprecipitacidn. Este hallaz-
go indica que aunque al antisuero utilizadeo fue-

ra capaz de reconocer a la molécula de LH, sin

embargo este antisuero no es bloqueado por el LH.
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Figura 4.-Tiempo de inccrporacidén de prolina tri
tiada a TSH en células tirotropas murinas en cul

tivo primario.
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Por lo tanto las cuentasprecipitadas en la inmu-
noprecipitacidén sblo pueden corresponder al
3H—TSH.

Otro punto gue necesitamos comprobar era que
la cantidad de antisuero gque se usaba en la in-
munoprecipitacidn era suficiente para precipitar
todo el 3H—TSH presente en los extractos celulé—
res o en los medios. Para ello se anadid una can-

tidad traza de rTSH—I125

a tubos que contenian
extractos celulares o buffer fosfato 0,1 % de
albGmina sérica bovina (PBS-BSA). En presencia
de los extractos celulares.precipitd un 81 % de
la radiocactividad traza (media de cuatro deter-
minaciones) y en su ausencia un 84 % de las
cuentas fueron precipitadas, indicando que la
presencia de TSH fria en las muestras tenia po-
cCo o niﬁgﬁn efecto sobre la cantidad precipita-
da.

Con objeto de determinar la reproducibilidad

del método, cantidades variables de un pool de

medios, obtenidos de uno de los experimentos,
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gue oscilaron entre 0.1 v 0.4 ml fueron inmuno-
precipitadas. La cantidad de radioactividad en
los precipitados fue proporcional a la cantidad
de medio marcado presente; este hecho se produjo
indistintamente cuando se usaron para la reaccién
del sequndo anticuerpo 100 &6 200 /ul de anti gam-

maglobulina de conejo (Figura 5).

Efecto de T3 y T, sobre la incorporacidn de Pro-
3

lina H” a TSH v proteinas.

Dependiendo de los experimentoé las cé&lulas
se incubaron con T3 6'T4'durante diferenteg perio-
dos de tiempo que oscilaron entre 24 y 48 horas.
A continuacién se afadié prolina tritiada
150/uCi/placa v se incub6 por un periodo adicio-
nal de otras cuatro horas. Téerminada la incubacidn
se colectaron c&lulas v medios de la manera ha-
bitual yva descrita anteriormente. Las hormonas
tiroideas (T3) N (T4) fueron obtenidos de Sigma.
Para la preparacién de la solucidn &stas fueron

disueltas en un volumen minimo de NaOH 0,1 N que
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se neutralizd con ClH 0,1 N. Esta solucibn stock
se diluia posteriomente con DMEM hasta alcanzar
las concentraciones finales deseadas.

Para ver la influencia qﬁe el tiempo de expo
sicidn a las células de las hormonas ﬁiroideas
pudiéra'tener sobre la sintesis de TSH, se incu-
bardédn células en presencia de concentraciones de

5 - -6

T3 (10 M) & T4 (10

A las 24 horas (Figura n°6; no hubo cambios

M) durante 24 y 48ihoras.

en la incorporacidn de prolina titriada en la
molécula de TSH. Sin embargo después de 48 horas
de inéubacién tanto en el grupo de células incu-
badas con T3 como en de T4 se produjo una signi-
ficativa disminucidn en la incorporacidn de pro-
lina é TSH. Los cambios encontrados fueron atrif
buibles a modificaciones en la cantidad existen-
te en los medios pero no en los extractos celula
res.

En cuanto a la sintesis de proteinas, consi-
derando ésta como incorporacidn de proliné H3 a

material precipitable con &cido tricloroacético,
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se aprecid un claro y significativo aumento des-
pués de 24 horas de incubacidn con T,. Esta efec-
to no fue apreciado en las células tratadas con
Ty Después de 48 horas tanto en las células tra-
tadas con T3 como con T4 se puso de manifiesto un
significativo aumento del materiél precipitable
con TCA. Cualguiera fuera el tiempo de exposicidn
a hormonas tiroideas el efecto estimulador fue
tan sdlo patente en las células, pero no en los
medios, sugiriendo cambios en los constituyentes
celulares no transportables.
El efecto de las hormonas tiroideas sobre el
TSH inmunoensayable fue patente después de 48 ho-
ras de tratamiento, apareciendo una significati-
va reduccidn del TSH total (células mids medio)
sin apreciarse modificaciones en el TSH celular.
A las 24 horas tan solo en el grupo de cé€lulas
tratadas con T4 se produjo una disminucidn de lo:

niveles de TSH. En el grupo T3 no hubo ningunamo-

dificacidn.
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Lfecto de dosis variables de T3 y T4 sobre la

sintesis de TSH y proteinas.

Hemos visto cdmo en los experimentos comenta-
dos. en el anterior apartado se usaron concentra-
ciones muy elevadas de T3 Y T4. Con el fin de
determinar la sensibilidad de las células tiro-
tropas a las hormonas tiroideas y también des-
cartar la poscibilidad de que los efectos descri-
tos pudieran ser debidos a la toxicidad secunda-
ria a las grandes dosis utilizadas, se utilizaron
células tirotropas en presencia de concentracio-

nes variables de hormonas tiroideas durante un

periodo de 48 horas (Figura 7).
Con las dosis méds bajas usadas (10“13 M de T,
10—ll M de T3, hubo una significativa disminu-

cidén de la incorporacidn de prolina tritiada a

TSH. Este efecto se observd a todas las concen-
traciones que se usaron, si bien de tal forma que
se éprecié la aparicidn de un efecto bifdsico.En

coniraste con estos efectos observados en la sin-
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tesis de TSH, estas dosis estimularon la sintesis
de proteinas. A medida que la concentracidn de
hormonas tiroideas aumentaba, tanto los efectos
observados en la sintesis de TSH como de protei-
nas se invertian en el rango de concentraciénes

10

entre 10 My 10_7 M dando lﬁgar a la curva bi-

fadsica ya mencionada.

Efecto del TRH sobre la incorporacidn de prolina

a TSH y proteinas.

Se cultivaron células durante 1 a 2 semanas.
En el dia del experimento se decantaron los me-
dios y se anadid®medio nuevo conteniendo 3H prolina
(50/uCi/ml) mas las substancias a ensayar. Después
de la incubacidn células y medios se procesaron
de la manera habitual.

Como se aprecia en la Tabla n° 2 el tratamien-
to con TRH indujo a un significativo incremento
en la incorporacidn de prolina titriada a TSH

inmunoprecipitable, asi como de TSH radioinmu-
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noensayable, proteinas totales y proteinas preci-
pitables con &cido tricloroacético. En cuanto a
los medios no se detectaron variaciones después
de 3 horas de incubacidn con prolina titriada,
pero si al cabo de 24 horas.

Cuando se expusieron las células a concentra-

ciones crecientes de TRH del rango de 10-ll a

M se aprecid cdmo el nfimero de cuentas incor-

10
poradas a TSH aumentaba en funcidn de la concen-
tracidon de TRH (Figura 8).

Con el objeto de clarificar si el TRH tenia
un efecto hiperplésico se estudid el efecto del
TRH sobre la concentracidn de DNA, considerando
8ste como un indice de proliferacidn celular. -
Tras un periodo de exposicidn de 24 horas se pro-
dujo un claro vy significativo aumento tanto de
DNA como de proteinas totales (Tabla n°3).

Otro aspecto que se considerd en este traba-
jo fue la interaccién entre el TRH y la T3 sobre
la sintesis de TSH. Como se habia 6bservado en

anteriores estudios la adicién de T (lO_6 M)

3
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durante 24 horas reducia marcadamente la incorpo-
racidn de 3H—Prolina al TSH. Este efecto inhibi-
torio fue anulado por la adicidén de TRH en con-

centraciones de 10—ll a 10_7 M (Figura 9 ).
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En este estudio hemos demostrado que las cé-
lulas tirotropas’procedentés de tumores murinos
sintetizan TSH en cultivo primario. Este hecho
se ha puesto de manifiesto tanto en la incorpo-
racidén de prolina titriada a TSH como por la
medida de TSH radioinmunoensayable (TSH frio).
La radioactividad achiada con TSH aumenta en
funcidn del tiempo y es detectable a los 10 mi-
nutos. E1 TSH frio de los medios era a lés 24
horas de incubacién de la misma magnitud que el
exisfente en las cédlulas indicando gue la célu-
la tirotropa en cultivo sintetiza y segrega
activamente TSH. Estos hallazgos confirman los
nuestros y de otros autores utilizéndo cultivo
primario de cé&lulas tirotropas procedentes de
tumores desarrollados en ratones de cepa LAF
(1, 2, 3, 5, 6, 7).

La reproducibilidad y especifidad de 1la
inmunoprecipitacion confirman suficientemente
gue el material inmunoprecipitado es TSH.

Los efectos de 1las hormonas tiroideas se
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pusieron de manifiesto a concentraciones tan

. -11 -13 ,
bajas como 10 My 10 M; niveles gque son
los mismos que los encontrados bajo condiciones
fisioldgicas y que se han visto que son capaces
de estimular "in vitro" la sintesis de hormona
de crecimiento en células tumorales de rata

tipo GH, ( 8 ).

3

Efectos inhibidores de las hormonas tiroi-

deas sobre hip&fisis incubada in vitro (9,10)
o células tirotropas proceaentes de ratones han
sido demostradas por otros autores, quienes han
utilizado medidas de TSH por radioinmunoensayo
o bioensayo.

Hemos demostrado tambi&n en este trabajo
que las hormonas tiroideas estimulan la sinte-
sis de proteina. La disociacidn de efectos so-
bre TSH de aquellos encontrados sobre sintesis

de proteinaé, apoyva fuertemente la especifidad
del efecto de las hormonas tiroideas en esta

linea de células.

Asi hemos evidenciado que el TRH aumenta la
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tasa de sintesis de TSH. Este efecto del TRH, es
proporcional al logaritmo de la dosis en el ran-
go de 10_ll a 10_7 M. El1 efecto inhibidor de 1la
T3 puede ser invertido por la presencia de TRH

a determinadas concentraciones, como ha sido
demostrado por otros autores in vivo (11,12) o
in vitro utilizando como parédmetro el ESH medi-
do por radioinmunoensayo. (9,10).

Después del tratamiento con TRH aumenta la
incorporacidén de prolina titriada a proteinas
celulares, asi como el contenido de DNA de las
células. Estos hechos ya comentados por nosotros
con anterioridad (1,2), indican que el TRH ade-
mas de ser una hormona liberadora, es también
una hormona trofica con efectos sobre el creci-

miento celular.
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