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Pituitary cell suspension from female Wistar rats were allowed to enter the 6MB sepharose
gel with added dopamine, which acts ligand attaching the mammotrophs to the gel grains. After
eluting the column with 3 different dopamine buffer concentration, 3 different cellular fractions
were obtained. Fraction Ft contains 5 % of mammotroph cells, fraction F2 2-4 % and fraction
F3 90 %, as determined by immunocytochemistry. The absolute amount of mammotroph cells
contained in F3 fraction increases by gradually warming up the column from room temperature
to 37°C. The eluted F3 fraction mammotroph cells from female lactating rats is observed to be
twice the amount eluted in experiments performed with virgin rats. No ultrastructural dif
ferences between fraction F! and fraction F3 mammotroph cells have been found.
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Mediante tdcnicas de afinidad croma-
togrdfica se han separado cdlulas neura-
les de distinta categoria (1, 5), asi como
cdlulas gonadotropas adenohipofisarias
(14). Mas o menos arraigado el concepto
de especificidad celular y funcional de las
cdlulas adenohipofisarias, se han publica-
do varios trabajos (4, 9, 10) sobre tecni-
cas de sedimentation por unidad de gra-
vimetrfa y centrifugacidn por gradiente
de densidad, para el aislamiento de dis-
tintos tipos celulares. Recientemente (3)
se ha utilizado dopamina acoplada a un
gel de Sepharosa que, al actuar como li- 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

gando de las ctiulas mamotropas, consi-
gue su aislamiento por afinidad cromato-
grafica.

En el presente trabajo se hace una va
loracion de esta tecnica estudiando la
cuantificacidn de cada fraction celular a
temperaturas distintas, la confirmation
inmunocitoquimica de las celulas mamo
tropas de cada fraction y sus caractensti-
cas ultraestructurales tras el aislamiento.

Material y Metodos

Para la dispersion celular adenohipofi-
saria se utilizan ratas Wistar, lactantes y
vi'rgenes, de unos 250 g de peso. Tras de- 
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capitacibn, se extraen las adenohipbfisis
y se suniergen en una solucibn tampbn
(18), se trocean y se incuban con tripsina
al 9,2 %, durante 45 min a 37°C en agita-
cibn continua. Se anade desoxirribonu-
cleasa (4 pg/ml) durante 15 min m^s y se
completa la dispersion mecdnicamente.
La suspensibn se filtra en una malla de
poros de 105 u. de didmetro y se lava dos
veces con tampon. Previo coqt-aje y test
de viabilidad, se incuba toda la noche en
MEM al que se anade suero de rata al
10 %, 100 Ul/ml de penicilina, 30 pg/ml
de estreptomicina y 50 U/ml de nistatina.

Para la afinidad cromatogrdfica se utili-
zan 0,5 g de CNBr-Sepharosa 6MB. Se
lava con C1H 1 mM y un tampbn para cl
acoplamiento y se anade al gel dopamina
al 2 %; se somete a agitacibn continua
durante 2 h y se lava tres veces con el
tampon de acoplamiento y con el de ace-
tato (3).

El gel absorbente se coloca en una je-
ringa de 5 ml sobre una malla de 105 p de
diametro y sobre el se depositan unas
15xl06 celulas en 1 ml de buffer de sepa
ration, procediendo a incubar durante 15
min a diferentes tcmperaturas (22, 28 y
37°C). Sobre el gel, y a un flujo de 3
ml/min, se hacen tres eluciones sucesivas:
con una solution de separation, con do
pamina 50 pmolcs y con dopamina 5
nmoles. En cada una de las tres fraccio
nes celulares obtenidas sc efectua un test
de viabilidad con azul tripan.

Para la identification inmunocitoqui-
mica de las celulas inamotropas se prece
de al lavado de cada suspension con PBS
y fijacion con glutaraldehido al 1 % du
rante 15 min. Despues de tres lavados
con PBS + Triton X-100 al 0,1 % se in
cuban, durante 20 h a 4°C, con suero de
conejo antripolactina de rata (1:10.000);
a temperatura ambiente se hacen dos
incubaciones de una hora cada una,
con IgC anticonejo de cabra (1:25) y
con complejo peroxidasa-antipcroxidasa
(1:100), respectivamente. El revelado se
realiza con diaminobencidina y agua oxi- 

genada durante 1,5 min (7). En cada frac
cibn se hace un contaje de 100 celulas
para cuantificar el numero de celulas «te-
nidas*.

El estudio ultraestructural se realiza
mediante las tecnicas habituales utilizan-
do la resina Spurr (17). Los cortes ultrafi-
nos se tihen mediante la doble coloration
de Reynolds.

Resultados

En ratas vi'rgenes, las separaciones de
las celulas al gel adsorbente dan lugar a
tres fracciones celulares (FH F2, F3) en
proporciones diferentes, segun sea la
temperatura a que se haya realizado el
experimento (tabla I), observandose un
mayor acoplamiento a la dopamina en la
fraccibn 3 y a mayor temperatura. En to-
dos los casos, con una viabilidad celular
del 90-92 %, el porcentaje de celulas in-
munocitoqufmicamente positivas a la
prolactina es del 90 % en la fraccibn 3
(tabla I), cuyo aspecto se ofrece en la fi-
gura lb. Por el contrario, son escasas tan-
to en proporcibn (tabla I) como en inten-
sidad reactiva (fig. la) las celulas de las
otras dos fracciones.

Con relacibn a la proporcionalidad
existente entre la fraccibn 3 y las fraccio
nes 1 y 2 (tabla II) se observa una dismi-
nucibn progresiva a medida que la tem
peratura de incubacibn es mayor.

Tabla I. Fracciones celulares adenohipofisarias
(%) obtenidas a distinta temperatura y porcen
taje de celulas inmunocitoqulmicamente PRL

positivas de cada fraccibn.

Fraccibn 22°C 28*0 37°C % + ICC

Fj 83,0 69 64,5 5,0
f2 2,5 7 5,5 2,4
f3 14,5 24 30,0 90
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Fig. 1. Celulas adenohipofisarias aisladas por afinidad cromatografica.
Tincion inmunocitoquimica para PRL. Celulas negativas (la) de la fraction primera. Celulas intensaniente
positivas (lb) de la fraccidn tercera. Aumentos del negativo: 250x. Aspccto ultraestructural de las celulas
prolactfnicas de las fracciones primera (1c) y tercera (Id). Observese la similitud entre ambas.
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Tabla 11. Proporcionalidad do cdlulas de la frac
ciin 3 con rolacidn a la suma do las fraccio-

nes 7 y2.

Temperatura
°C Fs/F, + F2

22 1 : 5.S
28 1 : 3,1
37 1 : 2,3

En las ratas lactantes. lo mas destacado
es la comparaciOn de la proportion celu-
lar de cada una de las fracciones, entre
ellas y las de ratas vfrgenes (tabla III). Se
muestra un marcado incremento de ctiu-
las prolactfn-positivas en la fracciOn ter
cera, equivalente al descenso proportio
nal en la fraction primera, sin apenas al
teration en la fraction segunda, y todo
ello a temperature ambiente (22°C).

El estudio ultraestructural de las cOlulas
mamotropas no presenta caracterfsticas
diferentes (fig. 1, c y d). Tanto las cOlulas
de la Fj (1c) como de la F3 (Id) tienen un
aspecto similar. Por su morfologfa granu
lar y reticular corresponden a las celulas
que ultraestructuralmentc se catalogan
como mamotropas. Los granos de secre
tion son cscasos, densos y de localization
perifcrica; el retfculo cs de largas Luni
nas, apretadas y paralclas; abundantes
mitocondrias, algunas de gran tamano y
gran cantidad de ribosomas, lo que da un
aspecto general de celulas de citoplasma

Tabla III. Porcentaje de celulas adenohipofi-
• sarias en cada una de las fracciones en ratas

virgenes y madres lactantes.

Fraccibn
Ratas

virgenes
Ratas

lactantes

Fi. 83,0 63
f2 .2,5 2
f3 14.5 35

oscuro. Todos estos datos inducen a pen-
sar se trata de cdlulas prolacti'nicas inacti-
vadas o inhibidas por la action de la do-
pamina.

Discusion

De los resultados obtenidos en el pre
sente trabajo se desprende una valora-
ciOn positiva de la tecnica de aislamiento
de las celulas mamotropas, utilizando co:
mo ligando la dopamina acoplada a un
gel de sepharosa (3). Se constata que,
ademds de ser de facil realization por el
tiempo no superior a una bora en su desa-
rrollo, no altera la viabilidad celular, co
mo se demuestra por la obtenciOn del
90 % de cdlulas viables. Este hecho mar-
ca una importante diferencia con las tec-
nicas de centrifugaciOn por gradiente de
densidad (9) y de su sedimentation por
unidad de gravimetria (10), que necesitan
de unas cinco horas para su realization y
cuyo porcentaje de muerte celular alcan-
za el 25 %.

Las tres fracciones son de facil obten
ciOn y manejo y, al recogerse indepen-
dientemente, se evita la «contaminaciOn»
o bandas de fracciones celulares de muy
diferentes tipos celulares.

La fraction tercera contiene la casi to-
talidad de cdlulas mamotropas y tambien
algunas celulas somatotropas, lo que pue-
dc explicarse por la existencia en estas ul
timas de reccptores dopaminergicos (6).
Mientras que con esta tecnica el 90 %
de las celulas do la fraction tercera son
inmunocitoquimicamente prolactfn-posi
tivas, por centrifugaciOn por gradiente de
densidad, solo se consigue aislar el 70 %

.(11) y siempre que se obtengan de ratas
hembras lactantes a las que 24 li antes se
separan de Jas cnas (11).

El hecho de aumentar el porcentaje de
las celulas aisladas a mayor temperatura,
cs logico pensar se deba a una mayor faci-
lidad de acoplamicnto a la dopamina a
37°C.
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La existencia de un mayor numero de
cdlulas mamotropas, especialmente en la
fraccibn tercera, en ratas lactantes, apoya
la tesis de aumento paralelo del numero
de celulas prolactmicas y de su contenido
hormonal en estas situaciones (16).

Uno de los dates sometidos a mayor
controversia y que requiere estudios pos-
teriores, es el referido al conjunto de ce
lulas prolactin-positivas en la fraccibn
primera (5 %). Para algunos autores (2,
13) se trataria de celulas que no han recu-
perado sus receptores especificos tras el
tratamiento enzim&tico; para otros (12),
serian celulas cuyo estado funcional les
hace comportar de forma distinta. Con
respecto a la segunda hipbtesis, el analisis
ultraestructural de las celulas obtenidas
en las fracciones primera y tercera, mues-
tra dos hechos a destacar. Por un lado, la
no existencia de diferencias ultraestructu-
rales entre las chlulas absorbidas y reteni-
das en el gel y posteriormente recogidas
en la fraccibn tercera (prolactmicas) y las
no retenidas por el gel (prolactmicas de la
fraccibn primera); por otro, las caracte-
risticas, comunes a ambas, de inhibicibn
por la actuacibn de dopamina. En suma,
parece desprenderse que, aun cuando la
dopamina ha ejercido un efecto inhibito-
rio sobre las celulas prolactmicas, bsta no
ha sido captada por sus receptores en ia
fraccibn primera.

Resumen

Se describe una tdcnica de aislamiento de cdlulas
mamotropas. Cdlulas adenohipofisarias dispersas
de ratas hembras Wistar se colocan en una columna
de Sepharosa 6MB, a la que se acopla dopamina.
La dopamina actua como ligando de las cdlulas ma
motropas a ios granos del gel. Con ties eluyentes de
distinta concentracidn de dopamina, se obtienen 3
fracciones celulares. Detcrminando por inmunoci-
toquimica, la fraccibn F3 contienc un 5 % de celulas
mamotropas, la fraccibn F2, 2-4 % y la fraccibn F3,
90 %. El numero de celulas en la fraccibn F3 au-
menta a medida que aumenta la temperatura de la
columna, desde temperatura ambiente a 37°C. El 

numero de cdlulas mamotropas en la fraccibn F3 de
ratas lactantes es doble del numero de chlulas de la
misma fraccibn de ratas vfrgenes. No se aprecian
signos ultraestructurales diferentes entre las chlulas
mamotropas de las fracciones F! y F3.
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