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RESUMEN

Se estudian las caracteristicas estructurales y ultraestructurales de las células TSH adenohipofisarias de
cabras en anestro, gestacién y produccion lactea. Para la identificacion de las células se han utilizado técnicas
de tincién e histoquimicas contrastadas con la técnica inmunocitoquimica de la peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP) en cortes de 3-4 um. en paraplast. Ademads, sc realizaron mediciones de las células, de sus granulos de
secrecion, mitocondrias y lisosomas con un analizador de imagen semiautomdtico (IBAS 1). Las células TSH
son las menos abundantes de la adenohip6fisis y tienen un tamafio de 13,8 um. en anestro. Aumentan en
nimero durante la gestacion, y durante la produccion lactea disminuyen de tamaifio. Presentan granulos de
pequerias dimensiones (146-159 nm.), que se distribuyen preferentemente en las porciones periféricas del
citoplasma. El reticulo endoplasmico se dispone en forma de estrechas cisternas que se dilatan durante la
gestacion y, sobre todo, durante la produccion lactea. En esta dltima fase ocurre una disminucion en el nimero
de granulos, que aparecen a menudo rodeados de un halo claro que separa el contenido de la membrana.

Palabras clave: Células TSH. Pars distalis. Inmunocitoquimica. Ultraestructura. Cabra.
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SUMMARY

It has been studied the structural and ultrastructural characteristics of adenohypophiseal TSH cells of goats
in anoestrus, gestation and milk production. TSH cells have been identified using staining and histochemical
methods and immunocytochemical techniques (PAP). This allows studies of cellular size and shape and
secretory granules with a semi-automatic image analyzer (IBAS 1). TSH cells are the less abundant in the
adenohypophysis and are sized 13,8 m in diameter in anoestrus. They increase in number during gestation
and during milk production decrease in size. They show small secretory granules (146-159 nm) mostly located
at the periphery of the cytoplasm. The granular endoplasmicum reticulum is found forming narrow cisternae
which become widened during gestation, and above all, during milk production. In this last stage there is a
decrease in the number of granules frequently surrounded by a clear halo which separates the content from the
membrane.
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INTRODUCCION traestructuralmente por SHIRASAWA et al.

(1985) en machos y por GOMEZ et al. (1989)

Han sido numerosos los trabajos dedicados
a la descripcion ultraestructural de las células
TSH en especies de laboratorio y otros anima-
les domésticos. En la mayoria de estos trabajos
hay coincidencia en que son las células con los
granulos de secrecion mas pequeifios de toda la
adenohipéfisis, midiendo 80-150 nm en hom-
bre (von LAWZEWITSCH et al., 1972); 100-
150 nm en la rata (SEINCHS y ROMMLER,
1978; TOUGARD et al., 1980) o menos de 100
nm (YASHIRO et al. 1981); 200 nm en cerdo
(BLANCO 1973) y cordero (MOLINA, 1984)
y 300-400 nm en bévidos (MIKAMI, 1970). En
la cabra las células TSH han sido estudiadas ul-

FIGURA 1.

en cabritos, siendo para ambos también sus
granulos los mds pequefios de las células ade-
nohipofisarias, midiendo 149 nm y 195 nm res-
pectivamente.

Con el presente trabajo pretendemos estu-
diar las caracteristicas estructurales y ultraes-
tructurales de las células TSH en cabras adultas
y sus posibles modificaciones en anestro, gesta-
cion y produccién lactea.

MATERIAL Y METODOS

Como material de estudio se utilizaron las

Distribucién de las células TSH en las zonas ventrales y centrales de la mitad craneal de la Pars

distalis (PD) de cabras en anestro, estando en escaso nimero. Suero anti-TSHh. X 31.5.

FIGURA 2. Distribuci¢n de las células TSH en la Pars distalis (PD) adenohipofisaria de cabras en gestacion,
donde se observa un incremento en el nimero de células inmunomarcadas con suero anti-TSHh, respecto a la
figura anterior. X 31.5.

FIGURA 3.  Distribuci¢n de las células TSH en la Pars distalis (PD) de cabras en produccién ldctea, con un
nimero intermedio de células inmunomarcadas con suero anti-TSHh respecto a las figuras precedentes.
X538

FIGURA 4 a, b. Cortes adyacentes de adenohipdfisis de cabras en anestro tefiidos con suero anti-TSH (a) y
AA-PAS-OG (b) donde las células TSH se tifien de azul (flechas). X. 700.

FIGURA 5. Células inmunomarcadas con suero anti-TSHh de cabras en anestro inmunotefiidas con suero anti-
TSH (flechas) presentando formas variables, redondeadas o estrelladas (flechas). X. 700.
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adenohipéfisis de 15 cabras (Capra hircus)
multiparas de 3-5 afios de edad, de raza Murcia-
no-granadina, que se distribuyeron en tres lotes
(anestro, gestacion y produccion lactea) de 5
animales cada uno.

Las muestras fueron obtenidas tras eutana-
sia de los animales con Pentotal. Una vez ex-
traida la adenohipéfisis se procede a su seccién
en dos mitades por su plano sagital. Una de las
mitades se fij6 en liquido de GERARD (GABE,
1968) para el estudio con el microscopio 6ptico
y la otra en glutaraldehido al 5% para el estudio
ultraestructural.

Tras la fijacién en liquido de GERARD
(GABE, 1968) como fijador especial para la
conservacioén de los granulos de secrecion hor-
mona, las piezas se incluyeron en paraplast,
realizandose cortes de 3 a 4 um, sobre los que
posteriormente se practicaron de forma alterna-
tiva técnicas de tincion (Hematoxilina-eosina,
PAS, azul Alcidan-PAS-Orange G y Cleveland-
Wolfe (GABE, 1968)) y de marcaje inmunoci-
toquimico (PAP) segtin la metodologia seguida
en un trabajo previo (G()MEZ et al.,, 1987),
utilizdndose como anticuerpo primario suero
anti-hormona TSH humana (fraccion Ig G de
conejo, prediluido en Tris buffer 0,05 pH 7,6
—DAKO—) empledndose en diluciones 1:250
y 1:500 e incubandose durante 3 y 4 horas res-
pectivamente a temperatura ambiente. Como an-
ticuerpo secundario se utilizaron Ig G de cerdo
contra Ig G de conejo diluidas en 0,05 M Tris
buffer, pH 7,6 y posteriormente un complejo
PAP desarrollado en conejo (DAKO). El reve-
lado se realizé con DAB (3,3'-diamino-bencidi-
ne tetrachloride. SIGMA). Fueron asi mismo
aplicados los controles inmunocitoquimicos
recomendados por CHILDS y ELLISON (1980),
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utilizando secciones adyacentes para evaluar la
especificidad y sensibilidad de la reaccion.

Para el estudio ultraestructural las adenohi-
pofisis fijadas en glutaraldehido se dividieron
en tres porciones: anterior, media y posterior,
tomandose las muestras de la region central y
periférica de cada una de las porciones anterio-
res, y posteriormente refijadas en glutaraldehi-
do al 5% en solucién tampén fosfato segun el
proceder de SABATTINI et al. (1962), proce-
diéndose, tras la fijacion, a la inclusion de las
piezas en EPON segtin la técnica de WANSON
y DROCHMAN (1968). De los bloques obteni-
dos se realizaron cortes ultrafinos que se con-
trastaron con acetato de uranilo al 2% y citrato
de plomo (REYNOLDS, 1963).

El estudio morfométrico del tamafio celular
y de los granulos de secreccion se realizé direc-
tamente de los cortes histolégicos y de las elec-
tronografias respectivamente mediante un ana-
lizador de imagenes semiautomatico IBAS I, de
forma similar al realizado por GOMEZ et al.
(1987) en un trabajo previo.

RESULTADOS
Observaciones microscopicas

En cabras en gestacion las células inmuno-
marcadas con suero anti-TSH, reaccionan posi-
tivamente en cortes adyacentes con el PAS y el
Azul Alcidan (AA), tifiéndose de azul con el
AA-PAS-Orange G y el Cleveland-Wolfe
(FIG. 4).

Las células anti-TSH positivas se encuen-
tran en escaso numero y distribuidas en las
porciones central y ventral de la mitad anterior

FIGURA 6. Células TSH de cabra en anestro, donde se observan escasos granulos en la periferia, reticulo
endopldsmico granular dispuesto a modo de cisternas aplanadas (RE). Complejo de Golgi (G) desarrollado,
mitocondrias (m) y complejos de unién (punta de flecha) con las células vecinas. Barra = 1 um.

FIGURA 7.

Células TSH de cabra en anestro, con ligera dilatacion de las cisternas del reticulo endoplasmico

granular (RE), mitocondrias (m), lisosomas (L) y cuerpos multivesiculares (flecha). Barra = Ilum.
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de la glandula, pudiendo aparecer algunas peri-
féricamente. Suelen disponerse aisladas y en las
proximidades de los grandes vasos (FIG. 1).

Su morfologia es muy variable: poligonal,
ovoide, triangular y con procesos citoplasmati-
cos (FIG. 5), si bien, predominan las formas
poligonales grandes. El tamafio medio es de
13.822 um de didmetro. Los nicleos son redon-
deados, poco teiiidos y tienen un nucléolo evi-
dente.

En los animales en gestacién hay un aumen-
to de las células inmonomarcadas con suero
anti-TSH (FIG. 2), con un didmetro medio de
13.452 um y presentan pequeiias vacuolizacio-
nes citoplasmaticas.

Durante la produccién lictea hay una dismi-
nucién del nimero de células inmunorreactivas,
aunque contindan siendo mds abundantes que
en los animales en anestro (FIG. 3). Su tamaiio
medio es de 12.826 um de diametro.

Observaciones ultraestructurales

Las células TSH en anestro se caracterizan
ultraestructuralmente por tener grandes nicleos
centrales o polarizados, con tendencia a la esfe-
ricidad y escasa heterocromatina adosada en su
mayor parte a la envoltura nuclear y a los nu-
cleolos, que son generalmente centrales
(FIG. 6). En el citoplasma aparecen escasos
granulos de secrecion proximos a la membrana
citoplasmatica, si bien algunos de ellos se dis-
tribuyen por el citoplasma y mds concretamente
en el drea de Golgi, desde donde se dirigen
hacia la periferia. Presentan un didmetro medio
estimado de 159 nm (FIG. 10), contenido ho-
mogéneo y de variable electrodensidad que a
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veces aparece separado de la membrana que lo
envuelve por un halo claro. El reticulo endo-
plasmico rugoso es abundante y se dispone en
forma de estrechas cisternas dispersas por el
citoplasma, tendiendo a menudo a agruparse en
estratificaciones paralelas préximas a la mem-
brana citoplasmdtica (FIG. 6); asimismo se pue-
den encontrar cisternas ligeramente dilatadas
(FIG. 7). El complejo de Golgi, de situacion
yuxtanuclear, estd constituido por cisternas di-
latadas, con gran cantidad de microvesiculas ¢
imédgenes de formacién de granulos. Las mito-
condrias son muy abundantes alrededor del
nicleo y en el drea del Golgi y tienen forma
alargada y matriz electrodensa. Se observa la
presencia de abundantes cuerpos multivesicula-
res y lisosomas de contenido moderadamente
denso a los electrones y un tamaiio de 421 nm
de didmetro medio (FIG. 7). Los complejos de
unién entre las células TSH y las vecinas son
frecuentes.

Durante la gestacion no aparecen grandes
diferencias en las células TSH con respecto a
los animales en anestro. Los granulos de secre-
cion son similares a los descritos anteriormente,
con un didmetro medio de 146 nm. Son fre-
cuentes las dilataciones de las cisternas del reti-
culo endoplasmico granular (FIG. 8). Los liso-
somas, en menor nimero y tamafo, presentan
una media estimada de 277 nm de didmetro
(FIG. 11).

En produccion lactea, las células TSH pre-
sentan algunas diferencias respecto a los lotes
anteriores. Los nicleos son mds irregulares, con
menor tendencia a la esfericidad y mds electro-
densos (FIG. 9). El citoplasma presenta con ma-
yor frecuencia una morfologia irregular y hay
una disminucién en el nimero de granulos de

FIGURA 8. C¢lula TSH de cabra en gestacion con gran desarrollo del reticulo endopldsmico granular (RE)
que presenta cisternas dilatadas e intercomunicadas y abundantes mitocondrias (m). Barra = | um.
FIGURA 9.  Célula TSH de cabra en produccion ldctea, con nticleo mds irregular, granulos de secrecion con

halo claro (flecha), cisternas dilatadas del reticulo endopldsmico rugoso (RE) y complejos de unién (punta de

flecha). Barra = 1 um.
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FIGURA 10. Distribucion de frecuencias muestral de
los granulos de secrecion de las células TSH de ca-
bras en anestro.
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FIGURA 11. Distribucion de frecuencias de los gra-

nulos de secrecion de las células TSH de cabras en
gestacion.
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FIGURA 12. Distribucion de frecuencias muestral de
los granulos de secrecién de las células TSH de ca-

bras en produccién lactea.
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secrecion, con un tamano medio de 153 nm
(FIG. 12). Son abundantes las imédgenes de exo-
citosis. El reticulo endopldsmico granular estd
distribuido por todo el citoplasma, en forma de
cisternas intercomunicadas entre si, moderada-
mente dilatadas y con un contenido finamente
granular y moderadamente electrodenso (FIG.
9). El complejo de Golgi estd muy desarrollado
y constituido por abundantes vesiculas e image-
nes de formacién de granulos. Hay una clara
disminucién de los lisosomas durante la pro-
duccidn lactea.

DISCUSION

Las células inmunomarcadas con suero
anti-TSH en la cabra, se caracterizan por pre-
sentar una intensa inmunorreaccion y ser PAS y
AA positivas al igual que ocurre en cabritos
(GOMEZ et al., 1989), corderos (MOLINA,
1984), oveja (MIKAMI Y DAIMOND, 1968;
GUTTE y SEEGER, 1987) y cerdo (BLANCO,
1973).

Las caracteristicas estructurales, coinciden
en general con las descritas en la mayoria de las
especies, siendo las células menos abundantes
de la adenohipéfisis de la cabra (NAVARRO,
1987), si bien hay un ligero aumento durante la
gestacion y produccidn lactea, mas acusado en
gestacién. Tienden a disponerse de forma aisla-
da, apareciendo mds abundantemente en la por-
cién craneal de la gldndula, central y ventral-
mente. Presentan una morfologia variable, en-
contrdndose formas ovoides o poligonales, como
las descritas por SINGH y DHINGRA (1979)
en hembras y por SHIRASAWA et al. (1985)
en machos, aunque también hemos encontrado
formas irregulares con prolongaciones citoplas-
madticas entre las células vecinas, como se han
observado en otras especies (SEINCHS vy
ROMMLER, 1978; YASHIRO et al., 1981;
YOSHIMURA et al.,, 1982) y en cabritos
(GOMEZ et al., 1989), que aparecen sobre todo
en los animales en produccion lictea. E] tama-
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fo medio de (3,8 um de didmetro durante la
fase de anestro es superior al dado por SINGH
y DHINGRA (1979), pero préximo a los 14,5
um de didmetro que tienen en cabritos jovenes
(GOMEZ et al., 1989). Durante la gestacion,
practicamente no se observan variaciones en el
tamafio y, en cambio, durante la produccién
lactea hay una disminucién del mismo (12,8
um de didmetro) que puede ser debido a la
morfologia mas irregular que adoptan las célu-
las en esta fase.

Ultraestructuralmente, las células TSH pre-
sentan nucleos de gran tamaiio, con tendencia a
la esfericidad y cromatina difusa, pudiéndose
encontrar polarizados como ocurre en cabras
(SINGH y DHINGRA, 1979), cabritos (GO-
MEZ et al., 1989), corderos (MOLINA, 1984)
y cerdo (DACHEUX, 1982), si bien no es raro
observarlos en posicién central.

Los granulos de secrecién son los de menor
tamaifio de todas las células adenohipofisarias
de la cabra (NAVARRO, 1987), caracteristica
tipica de las células TSH en todas las especies
estudiadas, y en la que nos hemos basado para
su identificacién, presentando una media de
156 nm de diametro, que no ofrece diferencias
significativas en las tres fases estudiadas. Los
granulos de secrecion, esféricos, aparecen por
todo el citoplasma, pero son mds abundantes en
la periferia de las células como ha sido descrito
en machos cabrios (SHIRASAWA et al., 1985),
que a veces, particularmente en hembras en pro-
duccién ldctea aparecen rodeados de un halo
claro que separa el contenido de la membrana
que lo envuelve.

El reticulo endopldsmico rugoso es muy
abundante en este tipo celular, en donde se dis-
pone en forma de cisternas aplanadas dispersas
por el citoplasma y ordenadas paralelamente
entre si y con la membrana celular, de manera
similar a las células TSH “tipicas” descritas por
GOMEZ et al. (1989) en cabritos y YOSHI-
MURA et al. (1982) en la rata. A veces pode-
mos encontrar ligeras dilataciones de estas cis-
ternas, pero no es frecuente el observar las
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denominadas células TSH “maduras™ de YOS-
HIMURA et al. (1982) en cabras en anestro y
gestacion, sin embargo, durante la produccién
Jactea es frecuente este tipo celular, donde des-
taca el reticulo endopldasmico rugoso constitui-
do por cisternas dilatadas y un contenido mode-
radamente denso a los electrones, mayor desa-
rrollo del complejo de Golgi y una disminucién
del nimero de granulos de secrecién que son
eliminados por exocitosis. Este hecho podria
estar relacionado con una mayor actividad de
las células TSH en fase de produccién lactea.
Asi mismo la degranulacion pudiera ser proba-
blemente el motivo de la disminucién del nd-
mero de células inmunorreactivas en produc-
cién lactea, al no poder ser detectadas inmuno-
citoquimicamente por su bajo contenido hor-
monal. La demanda hormonal hace que no sea
necesaria su metabolizacion por ello en esta
fase se observa una disminucién en el niimero y
tamaiio de los lisosomas.
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