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RESUMEN

Se han utilizado métodos histoquimicos e inmunocitoquimicos para identificar mediante microscopia
optica y electronica las células productoras de prolactina (PRL) en cabritos. Este tipo celular constituye el
37.25% de las células de la adenohip6fisis en hembras y el 32.9% en machos, con un didmetro medio de 13.3
y 12.9 (um, respectivamente. Ultraestructuralmente en hembras hay 3 tipos celulares dependiendo del tama-
fto de los granulos de secrecion: tipo I con granulos grandes (> 500 nm), tipo II con granulos de tamaifio medio
(350-500 nm) y tipo III con pequefios granulos (175-350 nm). En machos todas las células son de tipo 1. Se
concluye expresando que estas diferencias pueden ser debidas a un mayor nivel de sintesis y utilizacion de la
hormona prolactina por parte de las células PRL en hembras que en machos.

Palabras clave: Células PRL, microscopio Optico, microscopio electronico, adenohipoéfisis, oro coloidal,
PAP, cabrito.

ABSTRACT

Staining, histochemical and immunocytochemical methods were used for identificating of PRL producing
cells in kid goat by light and electron microscopy. This cell type is 37.25% of adenohypophysial cells in fema-
le and 32.9% in male, with a mean diameter of 13.3 and 12.9 um, respectively. Ultrastructurally there are three
cellular types in female depending on the range of the granular population: type I with large granules (>500
nm), type II with medium sized granules (350-500 nm) and type III with small granules (175-350 nm) In male
there are only type I cells. It is concluded that these differences may be related to a higher level of synthesis
and utilization of prolactin hormone from PRL cells in female than in male kid goats.

Key words: PRL cells, electron microscopy, light microscopy, adenohipophysis, gold colloidal, PAP, goat.
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INTRODUCCION

Las variaciones en la actividad funcional
de las células productoras de PRL son bastante
conocidas en rata (KUROSUMI, 1991) y estan
relacionadas con las variaciones en las caracte-
risticas morfologicas de las mismas. Sin
embargo tales variaciones apenas han sido estu-
diadas en rumiantes, limitdndose la mayor parte
de los cambios al estado reproductivo de las
hembras (MIKAMI, 1970; SCHULTE et al.,
1981; TASSEL y KENNEDY, 1972). El objeti-
vo de este trabajo es investigar la existencia de
diferencias morfologicas en células producto-
ras de PRL en cabras jovenes de diferentes
sexos, mediante microscopia optica y electroni-
ca, utilizando para ello métodos inmunocito-
quimicos que han sido probados para identifi-
car de forma correcta células productoras de
PRL, como son la técnica peroxidasa-antipero-
xidasa (NAVARRO, 1993) e inmuno-oro coloi-
dal (SANCHEZ et al. 1992).

MATERIAL Y METODOS
Microscopia optica

En este estudio se ha utilizado la Pars dis-
talis de la adenohip6fisis de 12 cabras jovenes
—6 machos, 6 hembras— (Capra hircus) de la
raza Murciano-granadina, de 3 meses de edad.
La glandula pituitaria fue recogida rapidamen-
te tras el desangrado y decapitacion del animal,
una vez sacrificado.

Las glandulas se fijaron en liquido de
Gerad (GABE, 1968), incluida en parafina y
seccionada en cortes de 4-5 mm de grosor.

Para realizar el marcaje de las células PRL
se empled el método peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP), descrito a continuacién:

Tras desparafinar, las secciones se coloca-

ron en un recipiente con lugol para eliminar el
sublimado. Posteriormente se blanquearon con
hiposulfato sddico al 5%, se lavaron con abun-
dante agua corriente y se mantuvieron en TBS
(Tris Buffer Saline, 0.005 M, pH 7.6) durante 5
min. Después:

1. Tratamiento con perdxido de hidrogeno
al 5% durante 5 min. para la eliminacioén
de la actividad peroxidasa endogena.

2. Lavado en TBS durante 5 min.

3. Cubricién con suero normal de cerdo
(Dako, Denmark) diluido en TBS duran-
te 20 min.

4. Aplicacion de PRL de conejo anti-oveja
(UBC Bioproducts, Belgium) a dilucion
1/1000 e incubacion 2 h a temperatura
ambiente.

5. Lavado en TBS durante 20 min.

6. Tratamiento con el anticuerpo secunda-
rio Ig G de cerdo frente a Ig G de cone-
jo (Dako, Denmark) diluido en TBS
durante 20 min.

7. Lavado en TBS durante 20 min.

8. Aplicacion del complejo PAP (Dako,
Denmark) diluido en TBS durante 20
min.

9. Lavado en TBS durante 20 min.

10. Revelado con DAB (3,3 -diamino-benci-
dine tetracloridre, Sigma) durante 5 min.

Se aplicaron los controles inmunocitoqui-

micos recomendados por CHILDS y ELLISON
(1980), utilizando secciones adyacentes y eva-
luando la especificidad y sensibilidad de la
reaccion con el siguiente test:

a) El antisuero primario se sustituye por
suero normal de cerdo o TBS.

b) El antisuero primario se adsorbe con su
homologo (PRL hormone, Sigma) des-
pués de la incubacion de la seccion.

¢) El primer antisuero se aplica a las sec-
ciones aumentando las diluciones.
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Las observaciones inmunohistoquimicas se
compararon con secciones tratadas con los
métodos histologicos tradicionales en el estu-
dio de la adenohip6fisis como hematoxilina-
eosina, PAS, tetracromo de Herlant, azul alcian
PAS-naranja G, Cleveland-Wolfe (GABE,
1968).

Microscopia electrénica

Para este estudio, se extrajo la glandula
pituitaria de 6 animales (3 machos, 3 hembras),
tras la eutanasia con pentotal® y perfusion de la
cabeza con glutaraldehido al 5% y paraformal-
dehido al 10% en tampoén fosfato 0.06 M. Las
muestras fueron tomadas de la porcién central
de la adenohip6fisis. Estas se dejaron inmersas
en liquido fijador durante 2 horas, se lavaron
durante toda la noche en tampén fosfato 0.06
M afiadiendo un 8% de sacarosa. Después las
muestras fueron postfijadas en osmio e inclui-
das en Epon.

Se realizé el método inmunocitoquimico
del complejo inmuno-oro coloidal (De MEY,
1983), para ello se recogieron secciones de
unos 100 nm de grosor, que se depositaron en
rejillas de niquel de 300 agujeros y se blanque-
aron con una solucion acuosa saturada de meta-
peryodato sédico durante 30 min. a temperatu-
ra ambiente. Las rejillas posteriormente se
mantuvieron flotando en TBS con un 1% de
albumina sérica bovina (BSA) y se incub6 con
PRL de conejo anti-oveja a dilucion 1:2500
(UBC Bioproducts, Belgium), diluida en TBS
+ 1% BSA durante 24 h a 4 °C. Tras diversos
lavados en TBS + 1% BSA, las rejillas fueron
colocadas con el complejo IgG-oro coloidal (10
nm; Serva, Germany) a dilucién 1:40 en TBS +
BSA durante 1 h a temperatura ambiente.
Después de lavar con TBS, se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo.

Con el fin de confirmar la especificidad
del marcaje se realizaron los test de controles
antes mencionados.

Estudio morfométrico

Para realizar el estudio de microscopia
optica se midieron el diametro celular y nucle-
ar en 50 células de cada animal con un analiza-
dor de imagen semiautomatico IBAS I
(Kontron). El nimero de células inmunomarca-
das se calculd al obtener el nimero de células
PRL respecto del total de nimero de células
existentes por campo, en 25 campos de 10.000
pm? por animal.

Para realizar el estudio de microscopia
electronica se midieron el didmetro y el area de
30 granulos de secrecion de 30 células por ani-
mal con un analizador de imagen semiaauto-
matico IBAS I (Kontron), utilizando microgra-
fias con un aumento final de 11.340. El nime-
ro de células y granulos se determiné previa-
mente calculando n >(S/0.05( X), donde S esla
desviacion tipica, X la media de muestra y 0.05
es el nivel de confianza elegido (AHEERNE y
DUNNIL, 1982). El diametro y drea medio se
corrigieron utilizando el factor de WEIBEL
(WEIBEL y GOMEZ, 1962). El tratamiento
estadistico se realiz6 con el programa informa-
tico STATGRAPHICS, comparando analisis de
varianza entre machos y hembras. Por tltimo se
aplicé un test de chi-cuadrado a los grupos
obtenidos.

RESULTADOS
Estudio estructural
En cortes de adenohip6fisis adyacentes las

células inmunomarcadas con suero anti-PRL
ovina son eritrosindfilas y pueden ser PAS
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Figura la. Distribucion de células PRL en corte sagital de adenohipodfisis de cabrito. PD (Pars distalis),

PI (Pars intermedia), N (Neurohipofisis). Bar= 0.5 mm.

Figura 1b. Distribucion de células PRL en corte transversal de adenohipdfisis de cabrito. PD (Pars dista-
lis), P1 (Pars intermedia), N (Neurohip6fisis). Bar= 0.5 mm.

Figura 2a. Células PRL de cabrito formando grupos (asterisco) y aisladas (flecha). Bar= 25 pm.

Figura 2b. Células PRL de cabrito formando grupos (asterisco). Corte semifino. Bar= 25 um.

positivas o negativas. Representan el 37,25%
de las células adenohipofisarias en hembras y
el 32,9% en machos. En corte sagital se distri-
buyen por toda la Pars distalis, excepto en la
franja que cruza la glandula en sentido rostro-
caudodorsal (figura la) y transversalmente
ocupan los limites dorsales y ventrales, siendo

mas numerosas en los dorsales (figura 1b).
Las células inmunomarcadas se disponen
en grupos, constituyendo cordones glandulares
completos, o entremezcladas con otros tipos
celulares y ocasionalmente aparecen aisladas.
La forma de las células es variable (ovoide,
piramidal, alargada) (figura 2). El nucleo es
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Figura 3. Células PRL de cabrito hembra con granulos de secreciéon con inmunoreaccién positiva a ambos
lados de la célula central (asterisco) negativa. Célula tipo I (estrella) con granulos de gran tamaifio. Se obser-
van imagenes de exocitosis en la célula de la derecha (flecha). Bar= 1 pm.

tipicamente esférico y polarizado. El tamafio
medio celular y el diametro medio nuclear se
encuentran indicados en la tabla 1.

Estudio Ultraestructural

En células de adenohipéfisis de cabritos
marcadas con el suero PRL anti-oveja sélo se
encontré inmunoreaccién en la matriz de los
granulos de secrecion (figura 3). Estos son
redondeados, muy electrodensos y se distribu-
yen por todo el citoplasma y demuestran dife-
rencias significativas en el tamafio entre

machos y hembras. El valor medio del area del
granulo de secreciéon es 0.438 nm2 en los
machos y 0.356 nm? en las hembras. Existen
diferencias significativas en el tamafio de los
granulos de secrecion entre sexos, siendo el
didmetro medio de 725.5 nm en hembras y
835.8 nm en machos.

La distribucion de los granulos de secre-
cion en intervalos permitié diferenciar en las
hembras tres tipos de células segiin el porcen-
taje de granulos perteneciente a cada uno de
ellos: células tipo I con granulos de secrecion
predominantemente de tamafio grande, y son el
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Figura 4. Células PRL de cabrito tipo III con pequeiios granulos (estrella) y tipo II con granulos de tama-

fio medio (asterisco). Bar= 1 pm.

84.45%, células tipo II con un predominio de
granulos de tamafio medio, y son el 14.4% y
células tipo III donde predominan los granulos
pequefios y son el 1.1% de las células inmuno-
marcadas (figura 4); Al realizar el test de la chi-
cuadrado la poblacién de tipo III presenta una
mayor heterogeneidad que las de tipo I y II. En
los machos todas las células inmunomarcadas
son del Tipo III.

El reticulo endoplasmico rugoso se
encuentra constituido por cisternas conectadas
entre si y distribuidas al azar; a veces se dispo-
nen paralelas y cercanas a la membrana cito-
plasmatica. En células con abundantes granulos

de secrecion de gran tamafio se presentan com-
plejos de Golgi ocupando amplias dreas con
imagenes de formacion granular. Las células
poco granuladas pueden presentar varios dic-
tiosomas de menores dimensiones. Las mito-
condrias tienen una forma alargada y en células
poco granuladas se encuentran localizadas
perinuclearmente y proximas al complejo de
Golgi.

Hay una mayor frecuencia de imagenes de
exocitosis en hembras (6.05%) que en machos
(1.61%). Estas imagenes son formaciones de
morfologia redondeada o irregular de conteni-
do heterogéneo con areas electrodensas e inmu-
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Tabla 1. Numero y tamafio (um) de las c¢lulas PRL de cabritos machos y hembra.

DENSIDAD CELULAR * TAMANO CELULAR ** TAMANO NUCLEAR**
HEMBRAS 20.49 + 0.967 13.3+0.1 6.67 + 0.04
MACHOS 17.76 + 0.887 129 +0.1 7.02 + 0.06

* Media desviacion estandar de células PRL en 10.000 pm?.

**Diametro medio + desviacion estandar.

nomarcadas y adielectrénicas proximas a la
membrana celular (figura 3).

DISCUSION

La utilizacién del suero anti-PRL ovino
resulta eficaz para la identificacion de las célu-
las PRL de cabritos en muestras perfundidas y
no perfundidas incluidas en parafina y Epon.
Las células productoras de prolactina son eri-
trosinofilas y PAS + o PAS - como ha sido des-
crito en cabra adulta (NAVARRO, 1993), a
diferencia de lo observado por SHING vy
DHINGRA (1979) que con técnicas clasicas
solo describen la existencia de células PRL
PAS + en cabras en gestacion y lactacion, pero
no en animales impuberes y cabras en anestro.

Las células PRL en cabritos machos y
hembras tienen una distribucion semejante a la
de cabra adulta (NAVARRO, 1993), cordero
(GOMEZ et al., 1989) y vaca (MIKAMI,
1970). Este tipo celular es el mas abundante en
la Pars distalis de la adenohip6fisis como tam-
bién ocurre en cabra adulta (NAVARRO, 1993)
y cordero (GOMEZ et al., 1989). Al igual que
observa GIROD (1984) las células PRL son
predominantes en la hembra, donde represen-
tan el 37,25% de las células adenohipofisarias,
mientras que en los machos constituyen el
32,9%. Por otro lado los tamafios encontrados
por SHING y DHINGRA (1979) para este tipo

celular son inferiores a los obtenidos en este
estudio, lo que creemos, puede deberse a la
metodologia utilizada.

Los granulos de secrecion de los cabritos
son redondeados, homogéneos y muy electro-
densos, coincidiendo con las descripciones de
SHIRASAWA et al. (1985) y SANCHEZ et al.
(1992) en cabra y DACHEUX y DUBOIS
(1976) y PARRY et al. 1978 en otras especies
rumiantes, no observandose los granulos de
secrecion polimorfos descritos en rata (KURO-
SUMI, 1968), raton (BARNES, 1962,1963) y
cobayo (BEAUVILLAIN et al.,1977).

El tamafio de los granulos de secrecion de
los machos es significativamente mayor que el
de las hembras, en las que la poblacion granu-
lar es mas heterogénea (tabla 1). SANCHEZ et
al. (1992) sugieren que cuando la hormona
PRL no es necesaria se almacena en granulos
de gran tamafio, lo que explicaria el hecho de
que los granulos son mayores en animales
impuberes que en adultos. Si esta hipoétesis
fuera cierta podemos concluir diciendo que las
cabras impuberes hembra liberan mayor hor-
mona PRL que los machos, lo que explicaria la
variabilidad del tamafio granular.

El amplio rango de los granulos de secre-
cion de las células PRL hace dificil su identifi-
cacion, entre estos se encuentran los granulos
pequeifios (células PRL tipo III) que pueden ser
confundidos con los de otros tipos celulares de
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la adenohipdfisis (GN, GH y ACTH) cuando
no se utilizan técnicas inmunocitoquimicas
para microscopio electronico. Por lo tanto los
métodos inmunocitoquimicos son utiles para
conseguir una correcta identificacién de célu-
las PRL.

No existen diferencias en el resto de las
caracteristicas morfologicas de las células PRL
entre machos y hembras. Las caracteristicas del
reticulo endoplasmico rugoso son similar a las
descritas en cabras por SHIRASAWA er al.
(1984).
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