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RESUMEN

En el presente trabajo hemos estudiado estructural y ultraestructuralmente las modificaciones que se
presentan en el parénquima adenohipofisario, de ratas tratadas con estradiol y acetato de trenbolona.

Como material de estudio hemos utilizado las adenohipdfisis, de 35 ratas Wistar macho, distribuidas en dos
grupos: uno de 28 animales, divididos en siete lotes de cuatro animales cada uno, y otro de 7 que se utilizd
como testigo. A cada una de las ratas del primer grupo se le implantd, subcutaneamente detras de la oreja, una
pastilla que contenia 2’5 miligramos de estradiol y 17'5 miligramos de acetato de trenbolona. Ambos grupos se
sacrificaron en los dias uno, tres, cinco, siete, quince, treinta y sesenta dias postimplantacion.

En la glandula adenohipofisaria hemos encontrado como modificaciones mas significativas, un menor
nimero de células TSH, y un aumento en las LTH, LH y FSH, siendo las dos primeras (LTH y LH) las que
mas han acusado dicho aumento, pues las FSH s6lo aumentan en el primer dia de la implantacién. Las células
ACTH y STH no sufren modificacion.
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SUMMARY

Structural and ultrastructural modifications in adenohypophysis parenchume of rats treated with oestradiol
and trenbolone acetate have been studied.

Thirty-five male Wistar rats were used as material of study distributed in two groups: one of 28 animals
divided in seven lots of four animals each, and other of seven animals used as witness. In every rat of the first
group a tablet containing 2’5 mg of oestradiol and 17’5 mg of trenbolone acetate was implanted subcutaneously
behind the ear. Both groups were sacrified on the first, third, fifth, seventh, fifteenth, thirtieth and sixtieth day
postimplatation.

Most significative modifications found in adenohypohysis gland were a decrease in number of TSH cells,
and an increase in the LTH, LH, FSH ones, the first two (LTH and LH) being the ones that most suffered the
increase, for the FSH ones only increased in the first day of implantation. ACTH and STH cells did not suffer
any modification.

Keywords: Adenohypophysis, oestradiol, trenbolone acetate, inmunocitochemistry.
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INTRODUCCION

La utilizacion de «finalizadores» en el ganado
de abasto viene siendo desde hace tiempo una
practica habitual.

FERRANDO (1980) los clasifica en anabolizantes
y sustancias antihormonales. Los primeros los
divide en: anabolizantes de sintesis como el die-
tiletibestrol (DES), dienestrol, hexestrol y sus
derivados; compuestos esteroidicos naturales
como la testosterona, estradiol, estrona, pro-
gesterona y sus derivados; y sustancias presentes
en vegetales superiores y hongos con accion es-
trogénica y anabolizante o fitoestrogenos como la
genisteina y el cumestrol. Entre las sustancias
antihormonales, los antitiroideos como los tiou-
racilos e isotiocianatos.

Este mismo autor dice que los anabolizantes de
sintesis administrados por via parenteral o ente-
ral son perjudiciales a los animales de laboratorio
bien directamente o por el intermedio de los resi-
duos en carnes y visceras animales. Los com-
puestos esteroidicos naturales administrados via
oral se absorben en intestino y se inactivan en el
higado. siendo verdaderamente eficaces por via
parenteral. Y con relacion a los fitoestrogenos.
indica que pueden provocar accidentes en los
animales.

Al estar bajo control la utilizacion de los «fina-
lizadores» y por la dificultad que entrana la lucha
contra la utilizacion incontrolada, es por lo que
pretendemos determinar unos patrones histolo-
gicos que nos sirvan de base a estudios posterio-
res en animales de abasto y que reflejen la accion
de dichos compuestos.

MATERIAL Y METODOS
En el presente trabajo hemos utilizado como
CUADRO |

NUMERO DE ANIMALES UTILIZADOS Y
EDAD DE SACRIFICIO

N.° de
animales N.¢ de Sacri-
experimen- animales ficio
Lote tacion Lestigo Edad (dia p.i.)
1 4 1 61 1
2 4 | 63 3
3 4 1 65 5
4 4 | 67 %
o 4 1 73 15
6 4 1 90 30
1 4 | 120 60

animales de experimentacion 35 ratas Wistar ma-
cho de 60 dias de edad y con un peso aproximado
de 200 gramos al comienzo de la experiencia y
que fueron distribuidos en dos grupos: uno de 28
animales y otro de 7 utilizado como testigo.

A los 28 animales del primer grupo se le im-
plant6 subcutaneamente detras de la oreja, una
pastilla de tipo comercial que contenia 2'5 mili-
gramos de estradiol y 17'S miligramos de acetato
de trenbolona, mediante una aguja de implanta-
cién modelo «Synovex Implanter». El sacrificio
se realizé segun el cuadro n.° 1.

Para el estudio morfoldgico, tanto con técnicas
selectivas como de inmunoperoxidasa y distribu-
cion celular, hemos seguido los mismos métodos
y esquemas descritos por POOLE y KORNEGAY
(1982) y que se recogen en la figura 23.

bty 230 Representacion grafica de la adenohipofi-

sis dividida en diez cuadrantes.

Las muestras fueron fijadas en formol y liquido
de Bouin para, posteriormente ser incluidas en
parafina. Se realizaron cortes de 3 a 5 micras de
espesor que se tineron con las técnicas de He-
matoxilina-Eosina (Hematoxilina de Carazzi),
PAS, DIPAS y tetracromo de HERLANT. Ade-
mas, hemos utilizado como técnica inmunocito-
quimica para el estudio de la adenohipofisis la de
la inmunoperoxidasa. Las muestras se fijaron en
Bouin-sublimado de Holland, que permite una
mejor conservacion de las estructuras celulares,
concretamente la de los granulos de secrecion.

Basicamente, con esta dltima técnica preten-
demos evidenciar un antigeno, en nuestro caso
las hormonas FSH, LH, TSH, ACTH, LTH y
STH. utilizando un anticuerpo (antithormona) co-
rrespondiente, obtenido en conejo, y que nos ha
sido proporcionado por la National Pituitary
Agency, de EE.UU., y aplicamos un anticuerpo
secundario que servira de puente con el anti-
cuerpo primario y el complejo PAP; este anti-



Lote primero. Detalle parénquima adenohipofisario en donde las células FSH se encuentran

FIGURA 1.
distribuidas de forma aislada y en pequenos acimulos. Reacciéon Inmunoperoxidasa. X 320.

FiGURA 2. Lote primero. Distribucidn de las células FSH, en corte transversal de la adenohipdfisis, paralelo a
la linea de la mandibula. Reaccion Inmunoperoxidasa.
Lote primero. Célula FSH. Detalle complejo de Golgi (CG) con abundantes imagenes de formacion
de granulos de secrecion. X 15.500.

FIGURA 3.
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cuerpo es una 1gG contra conejo en cabra. Esto
obliga inmunolégicamente a que el complejo PAP
sea anticabra.

Los cortes de las piezas se realizaron sobre un
eje paralelo a la linea de la mandibula, de un
grosor de 3 6 4 micras, y a esta seccion le hemos
trazado dos dobles ejes perpendiculares con lo
que queda dividida la adenohipdfisis en diez cua-
drantes: la, Ib, Ila, 1Ib, Illa, Illb, IV, Va, Vb y
VI.

Para determinar la localizacion y porcentaje de
las células adenohipofisarias, con la utilizacion
de la técnica anteriormente descrita, se han ob-
servado los cortes con un microscopio Optico con
un objetivo 10, al cual se le adapté una camara
clara, con la que hemos dibujado las condensa-
ciones y distribuciones celulares sobre el es-
quema, que posteriormente con un analizador de
imagen semiautomatico (IBAS) de la casa KON-
TRON, se obtuvo el porcentaje del area ocupada
por las diversas células en la totalidad de la su-
perficie adenohipofisaria y en los diferentes cua-
drantes.

Para el estudio ultraestructural, las muestras
fijadas en glutaraldehido al 5%, segiin el proceder
de SABATTINI y col. (1963), se incluyeron en
Araldita (DURCAPAN ACM), para posterior-
mente ser contrastados los cortes de 40 a 60 nm
siguiendo las técnicas habituales.

OBSERVACIONES

En el primer lote de experimentacion, a las 24
horas p.1., destacamos un aumento en el porcen-
taje de las células FSH (18°43%) que con la téc-
nica de la inmunoperoxidasa suero anti-FSH las
encontramos a modo de pequenos acumulos dis-
tribuidos uniformemente por la adenohipofisis
(cuadro 2, figura 1), pero sobre todo en la porcion
mas cefalica de los cuadrantes la y Ib (figura 2).
Con el microscopio electronico destacamos en
estas células, un gran desarrollo de sus organoi-
des citoplasmaticos con numerosas imagenes de
formacion de griunulos de secrecion (figura 3), asi
como la distribucion tipica de las cisternas del
reticulo endoplasmico granular y la polaridad de
los granulos de secrecion (figura 4).

El resto de los componentes celulares no pre-
senta variacion numérica evidente (cuadro 2), si
bien resaltamos una ligera disminucion en las
células LTH y TSH.

A los tres dias p.i., que corresponden al se-
gundo lote, las células que presentan mayor va-
riacion numérica, son las células LH que pasan
de 5'48% en el lote anterior al 8'93% para, poste-
riormente, ir disminuyendo progresivamente
hasta el final de la experiencia, pero de forma
paulaiina (cuadro 2). Este aumento numérico se
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CUADRO 2
PORCENTAJE DE CELULAS ADENOHIPO-
FISARIAS
LOTES LH FSH ACTH TSH LTH STH
T 5032 57654300 1490 791 2635
| 5’49 1843 4’50 13’00 7°00 26°00
2 893 1543 4’50 1300 7°00 2620
3 720801543 4853 13410 7S 26’30
4 TOI0EN2E00 84ty -l STO0S13IT08 26’25
5 6’80 12'00 4’50 10’80 13’00 2600
6 6’50 12307 461 10’77 137708 2620
7 GOS8 AN SIOIRON 3T 26°25

observa mas claramente mediante la reaccion de
la inmunoperoxidasa suero anti-L.H (figura 5) y a
nivel de los cuadrantes lla, 1lb, Vay Vb, aunque
también se concentra su distribucion en las zonas
periféricas de la glandula (figura 6). Con el mi-
croscopio electronico destaca el gran desarrollo
del reticulo endoplasmico granular que presenta
dilatadas e intercomunicadas sus cisternas (fi-
gura 7). El complejo de Golgi, bien desarrollado,
presenta abundantes imagenes de formacion de
granulos de secrecion (figura 8).

En este mismo lote las células FSH vuelven al
porcentaje normal (cuadro 2), si bien detectamos
la presencia de quistes celulares a partir de dila-
taciones de las cisternas del reticulo endoplas-
mico granular, que presentan un contenido ho-
mogéneo de mediana densidad electronica (figura
9). Este hecho no se vuelve a presentar a lo largo
de todo el proceso experimental.

En el tercer lote, correspondiente a los cinco
dias p.i., las células FSH, disminuidas en su nu-
mero, presentan menor reaccion a las técnicas de
la inmunoperoxidasa suero anti-FSH (cuadro 2,
figuras 11y 12), aunque con el microscopio elec-
tronico el reticulo endoplasmico granular se en-
cuentre dilatado, pero sin llegar a constituir
quistes celulares; existe formacion y almacenaje

de granulos de secrecion, aunque en menor can-
tidad que en los lotes anteriores (figura 12).

Las células LH se encuentran aumentadas en
namero (cuadro 2) y se distinguen con el micros-
copio electronico por el gran desarrollo de las
cisternas de reticulo endoplasmico granular, en-
tre las que se disponen granulos de secrecion a
modo de acimulos y repartidos por el cito-
plasma.

Igualmente resaltamos en las células TSH la
presencia de granulos de secrecion intracister-
nales (REg), lo que se considera como un fallo en



FiGura 4. Lote primero. Célula FSH con abundantes granulos de secrecién. x 10.500.
FIGURA 5. Lote segundo. Parénquima adenohipofisario en donde se aprecian las células LH distribuidas en la
zona periférica. Reaccion Inmunoperoxidasa suero anti-LH. x 120.
FIGURA 6. Lote segundo. Distribucion de las células LH, en corte transversal adenohipofisario. Reaccion
Inmunoperoxidasa.



FiGura 7. Lote segundo. Detalle célula LH, con amplias dilataciones de las cisternas del reticulo endoplas-
mico granular (REg) comunicadas entre si (flechas). x 14.500.

FiGURA 8. Lote segundo. Célula LH. Se observa gran desarrollo del complejo de Golgi (CG). x 11.500.
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Figura 9. Lote segundo. Detalle célula FSH. Se aprecia la pared del quiste celular (flechas) y las dilataciones
del reticulo endoplasmico granular (Reg). x 15.500.

FIGURA 10. Lote tercero. Esquema de la distribucion de las células FSH en corte transversal adenohipofisa-
rio. Reaccién Inmunoperoxidasa.

FiGura 11. Lote tercero. Las células FSH se encuentran en menor nimero y dan menos intensa la reaccion
inmunoperoxidasa suero antiFSH. x 320.
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el mecanismo de sintesis protéica, y la desorgani-
zacion parcial de sus organoides. Con lareaccion
de inmunoperoxidasa suero anti TSH estas célu-
las se disponen en las porciones centrales de la
glandula (figura 13), y con el tetracromo de Her-
lant toman una coloracion azul intensa.

El resto de las células no sufre variaciones
dignas de mencion.

En el lote cuarto, 7 dias p.i., hay una disminu-
cidn porcentual de las células FSH, encontran-
dose en un 12'09% (cuadro 2), y un aumento muy
manifiesto de las células LTH, llegando a alcan-
zar el 13'7%. Estas células (LTH) se distribuyen
en acimulos, a modo de mosaico, fundamental-
mente en los cuadrantes I1la, I1Ib y IV (figuras 14
y 15), que se observa con la reaccion de la inmu-
noperoxidasa suero anti-LTH (figura 16), y conel
tetracomo de Herlant, presentando coloracion
rojiza por la eritrosina. Con el microscopio elec-
tronico las células LTH, muestran muy desarro-
llados sus organoides citoplasmaticos, esencial-
mente el reticulo endoplasmico granular y el
complejo de Golgi, siendo muy numerosas las
imagenes de secrecion de granulos, con su pleo-
morfismo caracteristico en las porciones proxi-
mas al complejo de Golgi, mientras que se trans-
forman en esféricos proximos a la membrana ci-
toplasmatica.

En el quinto lote experimental, 15 dias p.i., las
células FSH se encuentran en su menor porcen-
taje (cuadro 2, figura 17) y presentan un aumento
en granulos electrodensos, de morfologia similar
a lisosomas, con lo que los fendmenos de crinofa-
gia se encontrarian aumentados.

Las células LH empiezan a presentar imagenes
degenerativas, pero el elemento celular mas alte-
rado son las células TSH que disminuyen hasta
un 10'8% y su distribucion se condensa sobre los
cuadrantes 1V, Illa, I1lb, y VI (figura 13). Con el
microscopio electronico estas células muestran
cisternas de reticulo endoplasmico granular di-
latadas. irregulares y diferentes entre si, asi como
una desgranulacion parcial.

Las células LTH mantienen su nimero, y su
distribucion en acumulos, a modo de mosaico,
por los cuadrantes la, Ib, Illa, llIb y 1V (figura
15). Con el microscopio electronico se encuen-
tran como células muy activas con un aumento
del reticulo endoplasmico granular que se dis-
pone en estratificaciones concéntricas en las por-
ciones periféricas de la célula. El complejo de
Golgi, constituido por ocho o diez dictiosomas
(figura 18), se dispone proximo al nicleo y pre-
senta ademas abundantes imagenes de formacion
de granulos de secrecion.

En los lotes sexto y séptimo, 30 y 60 dias p.i.,
se mantienen las modificaciones del lote anterior.
Las células LTH son el elemento celular mas
predominante en lo que respecta a su nimero
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(cuadro 2) y actividad, dando una fuerte reaccion
ante las técnicas de la inmunoperoxidasa suero
anti-L TH (figura 19) y del tetracromo de Herlant,
con el que se muestran muy eritrosinofilas. Con
el microscopio electronico destaca el gran desa-
rrollo del reticulo endoplasmico granular a modo
de cisternas paralelas (figura 20) y del complejo
de Golgi, siendo muy numerosas las imagenes de
secrecion de granulos.

Las células STH y ACTH no sufren variacion a
lo largo de todala experienciaenlo que respectaa
su porcentaje (cuadro 2), distribucion y morfolo-
gia, si bien destacamos que, con la reaccion de la
inmunoperoxidasa suero anti-ACTH, estas cé-
lulas se presentan como elementos estrellados
que mandan pedicelos hacia los capilares, en
donde se produce la secrecion hormonal.

Las células y cavidades foliculares no tienen
modificaciones evidentes, encontrandose cavi-
dades con cilios, que se proyectan hacia la luz,
como sin ellos y con microvellosidades. Por lo
que respecta al coloide folicular se puede pre-
sentar o no.

En resumen podemos decir que existe un au-
mento del porcentaje de las células FSH (18'43%)
en el primer lote, mantenerse entre el segundo y
el tercero (15'43%) aproximadamente igual a los
testigos, y disminuir significativamente en los ul-
timos lotes. hasta el final de la experiencia (figura
21).

Las células LH, que aumentan en el segundo
lote. de 5'49% a 8'93%. se mantienen por encima
del lote testigo durante toda la experiencia, aun-
que disminuyen paulatinamente hasta un 6'7% a
los 60 dias p.i. (figura 21).

Las células LTH se mantienen hasta el tercer
lote en el que duplican su porcentaje (13'7%), que
se mantiene en los lotes siguientes (figura 22).

Las células TSH disminuyen ligeramente
desde el primer lote al cuarto, proximos al 13% y
descender al 10'8% en los lotes siguientes (figura
22 ;

Las células ACTH no sufren modificacion al-
guna en toda la experiencia, al igual que las célu-
las STH. cavidades y células foliculares (figura
22):

DISCUSION

En el presente trabajo hemos determinado la
localizacion y porcentaje de las distintas células
adenohipofisarias mediante técnicas histoquimi-
cas y de inmunoperoxidasa en ratas Wistar ma-
cho tratadas con estradiol y acetato de trenbo-
lona en forma de implante subcutaneo detras de
la oreja. Igualmente hemos realizado planos his-
tologicos semejantes a los obtenidos por POOLE y
KORNEGAY (1982). coincidiendo con ellos en la



FIGURA 2.

FIGURA 13,

FIGURA 14,

FIGURA 15.

FIGURA 17.

Lote tercero. Célula FSH con dilatacion de las cisternas del reticulo endoplasmico granular, entre

las que se encuentran escasos granulos de secrecion. X 15.000.
Lote tercero. Distribucion de las células TSH en corte transversal adenohipofisario. Reaccion
Inmunoperoxidasa.
Lotes primero, segundo, tercero. Distribucion de las células LTH en corte transversal adenohi-
pofisario. Reaccién Inmunoperoxidasa.

Lotes cuarto, quinto, sexto y séptimo. Distribucion de las células LTH en corte transversal
adenohipofisario. Reaccion Inmunoperoxidasa.

Lotes cuarto, quinto, sexto y séptimo. Distribucion de las células FSH en corte transversal
adenohipofisario. Reaccion Inmunoperoxidasa.



FIGURA 16. Lote cuarto. Detalle parénquima adenohipofisario. Se aprecian abundantes células LTH distri-
buidas a modo de mosaico. Reaccion Inmunoperoxidasa suero anti-LTH. x 320.

FiGura 18. Lote quinto. Célula LTH, con abundantes disctiosomas y granulos de secrecion. x 13.500.
FIGURA 19. Lote séptimo. Parénquima adenohipofisario con abundantes células LTH distribuidas en aciimu-
los y mostrando una fuerte reaccién Inmunoperoxidasa suero anti-LTH. x 320.

FiGUra 20. Lote séptimo. Detalle célula LTH. Se destaca el gran desarrollo del reticulo endoplasmico
granular (REg). x 13.500.
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distribucion de las células gonadotropas y lacto-
tropas, pero no en los porcentajes que dan por
tratarse de ratas en diestro.

Las células FSH se encuentran reactivadas al
dia p.i. (de 15'76% en los animales testigo al
18’43% en el lote experimental) y distribuidas en
las porciones rostrales de la glandula y proximas
a la pars intermedia, hecho comprobado por la
reaccion de inmunoperoxidasa suero anti-FSH y
por la actividad celular que manifiestan las ima-
genes de microscopia electronica. Pero en el
transcurso de la experiencia se estabilizan ini-
ciando la formacion de quistes celulares a los tres
dias p.i., a partir de cisternas dilatadas de reticulo
endoplasmico granular, hecho igualmente obser-
vado por GARCIA RUZ (1980) en ratas macho cas-
tradas, pero que desaparecen en el resto de la
experiencia. A partir del cuarto lote de células
FSH disminuyen a un 12% aproximadamente y se
mantiene hasta el séptimo lote.

Las células LH se presentan en un 5'32% en el
lote testigo, porcentaje que no varia hasta el se-
gundo lote donde se obtienen valores del 8'93%
de la totalidad de la poblacion celular adenohipo-
fisaria, sufriendo a partir de aqui un descenso
paulatino entre los lotes 3.° y 7.9, cuyos valores
oscilan entre el 7'2% y el 6'7% respectivamente.
Estos valores coinciden con los obtenidos por
MOLINA (1982) en corderos implantados con es-
tradiol y acetato de trenbolona.

El aumento de las células LH que tiene lugar a
los tres dias p.i., se presenta en las porciones
laterales, caudal y en las zonas periféricas que
rodean a la pars intermedia, coincidiendo con los
estudios de POOLE y KORNEGAY (1982). Junto
con este mayor porcentaje, existe un aumento en
su actividad celular, como se deduce de su ul-
traestructura, adn sin confirmacion bioquimica,
coincidiendo con las observaciones de GARCIA
RUZ (1980) en ratas macho a los 3, 5y 7 dias
postgonadectomia y con GARNER y BLAKE (1981)
en ratas a los 7, 19 y 35 dias postcastracion.

Las células que reaccionan con mas intensidad
son las LTH, reactivacion que se produce a partir
del séptimo dia p.i. (4. lote), ya que en los tres
primeros lotes y con las técnicas habituales y de
inmunoperoxidasa, no observamos variacion en
su namero, siendo éste muy proximo al obser-
vado en el lote testigo (7°91%). aunque muy infe-
rior al encontrado por POOLE y KORNEGAY (1982)
en ratas en diestro (28'2% en la porcion central, y
el 36'6% en la periférica), pero superior al obte-
nido por MOLINA (1982) en corderos (2%). A
partir del séptimo dia se duplica el nimero de
células manteniéndose asi a lo largo de toda la
experiencia, hecho igualmente descrito por este
altimo autor a los sesenta dias p.i. en corderos.
Este aumento celular tiene lugar en las zonas que
normalmente ocupan y que contactan con la pars

intermedia y laterales de la porcion dorsal, tal y
como indican POOLE y KORNEGAY (1982).

Con el microscopio electronico no se observa
reactivacion celular hasta el cuarto lote, en donde
se aprecia una activacion en la sintesis de gra-
nulos de secrecion y una rapida expulsion de los
mismos, ya que no se almacenan, lo que coincide
con los estudios realizados por ZAMBRANO vy
DEIS (1970) que, en ratas con trasplantes de es-
tradiol en hipotalamo, destacan un aumento del
reticulo endoplasmico granular y de la actividad
secretora. El aumento del reticulo endoplasmico
granular viene representado por la disposicion
paralela de las cisternas, hechos igualmente des-
critos en ratas por POOLE y cols. (1980) y HYMER
y cols. (1961), estos Gltimos después de un trata-
miento con estrogenos y durante la lactacion.

Las restantes células adenohipofisarias,
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FIGURA 21.  Representacion grafica del porcentaje de

las células FSH y LH en el parénquima adenohipofi-
sario.
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FIGURA 22.  Representacion grafica del porcentaje de

células LTH. TSH y ACTH en el parenquima ade-
nohipofisario.

161



ACTH, TSH y STH, apenas sufren modificacio-
nes cuantitativas como cualitativas, si bien las
células TSH descienden en su porcentaje (del
13% en el primer lote al 10’8% en el séptimo), no
coincidiendo con los resultados de MOLINA
(1982) en corderos, ya que este autor indica un
aumento del 8% de los lotes experimentales sobre
los testigos.

Con respecto a las células STH. coincidimos
con los resultados obtenidos por DONALDSON y
cols. (1981), en novillos, en que el acetato de
trenbolona y el estradiol no producen un efecto
significativo sobre dicha hormona en el plasma,
dada la poca variabilidad morfométrica y morfo-
logica observada en dichas células.
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