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RESUMEN

Se estudia la influencia de la edad y el sexo sobre las caracteristicas morfofuncionales de las células PRL
en ganado ovino de raza Segurena utilizando técnicas inmunocitoquimicas para microscopia éptica y electré-
nica asi como con técnicas morfométricas y estereologicas. Las células PRL aumentan de niimero y tamafio
con la edad y el sexo. Ultraestructuralmente se trata de una poblacién celular heterogénea dependiendo del
desarrollo del reticulo endopldsmico granular y complejo de Golgi, asi como del tamafio de los granulos de
secrecién. En hembras impiiberes existe una mayor actividad de sintesis hormonal, en tanto que en hembras
adultas en reposo sexual se observa un 40% de células con signos evidentes de inactividad. En todos los
animales predominan las células PRL tipo 1I.

Palabras clave: células PRL, inmunocitoquimica, Pars distalis, ganado ovino.

SUMMARY

Influence of age and sex about morphofunctional characteristics of PRL cells in ovine Segurefia bread, is
studied using immunocytochemical procedures for light and electron microscopy, and morphometric techni-
que. PRL cells increase in number and size with age and sex. Ultrastructurally is a heterogeneous cellular
population which depends of development of rough endoplasmic reticulum, Golgi complex and granular size.
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In prepuber females there is an increasing of hormonal synthetic activity. Forty per cent of cells of adult
females have signs of inactivity. PRL type II cells predominate in all animals.
Key words: PRL cells, immunocytochemical, Pars distalis, ovine.

INTRODUCCION

Las células PRL se han identificado en dife-
rentes especies, precisdndose su localizacién y
caracteristicas estructurales y ultraestructurales
en ganado ovino (PARRY et al., 1978,1979;
ORTAMN, 1987; GUTTE y SEEGER, 1987).
La aplicacién de técnicas inmunocitoquimicas
para microscopia Optica fue realizada por pri-
mera vez en esta misma especie por GOMEZ et
al. (1989). Sin embargo la heterogeneidad de
este tipo celular sélo se ha puesto de manifiesto
en la rata (NOGAMI, 1984) y ratén (HARIGA-
YA et al., 1983; HARIGAYA y HOSHINO,
1985), mediante la aplicacién de técnicas inmu-
nocitoquimicas para microscopia electrénica. En
los animales domésticos la identificacién de las
células PRL con la técnica inmuno-oro coloidal
s6lo se ha realizado en ganado vacuno (IN-
GRAM et al., 1988) y caprino (SANCHEZ et
al., 1992) y ha permitido su diferenciacién de
otros tipos celulares con caracteristicas ultraes-
tructurales similares, como las células GH (SAN-
CHEZ et al., 1993) y células somatomamotro-
pas (SMT), estas dltimas contienen hormona
del crecimiento y prolactina (FUMAGALLI y
ZANINI, 1975; HASHIMOTO et al., 1987;
THORPE et al., 1990; SANCHEZ et al., 1993).

Nos hemos propuesto estudiar la influencia
de la edad y el sexo sobre la distribucién, nime-
ro, caracteristicas estructurales, ultraestructura-
les y de almacenamiento de las células PRL en
animales impiberes y adultos mediante la apli-
cacién de técnicas inmunocitoquimicas para
microscopia 6ptica y electrénica y técnicas mor-
fométricas.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado las adenohipéfisis de 12

ovinos de raza Segurefia distribuidos en 2 gru-
pos: 1. 6 corderos impuiberes (3 machos y 3
hembras) de 24 k de peso y 3 meses de edad. II.
6 adultos, 3 hembras en anestro de | afo de
edad y 3 machos de 2 afios de edad. Los anima-
les fueron anestesiados con Pentotal® y se les
practicé la perfusion de la cabeza por ambas
carétidas a presién sist6lica continua durante
15-20 min. Primero se introdujo la solucién la-
vadora de Gonzales durante | min, 0.8 g de
cloruro sédico + 0.4 g de dextrosa + 0.8 g de
sacarosa + 1 g de nitrito sédico en tampdn fos-
fato 0.12M, pH 7.4, y posteriormente la solu-
cion fijadora, 4% de paraformaldehido y 0.5%
de glutaraldehido en tampon fosfato salino (PBS)
0.12M, pH 7.4. Una vez extraida la glandula, se
seccioné en dos mitades por su plano sagital,
utilizdndose una para el estudio estructural y
otra para el ultraestructural. Las muestras
fueron obtenidas durante los meses de mayo y
junio.

Microscopia optica

La mitad de cada glandula fue lavada duran-
te 1 h en tampdn cacodilato 0.2M, pH 7.2 con
1% de sacarosa, posteriormente refijada en li-
quido de Gerard e incluida en poliwax (Difco).
De cada uno de los bloques se realizaron 60
cortes seriados de 3-4 pm sobre los que se reali-
z6 la técnica inmunocitoquimica avidina-bioti-
na peroxidasa ABC (HSU y RAINE, 1981) me-
diante el tratamiento de las muestras con suero
normal de cabra (Sigma) a una dilucién 1:30 e
incubacién con suero anti-PRL ovina obtenida
en conejo (UCB) diluido al 1:1000 en tris buffer
salino (TBS), durante 60 min a 32°C. Como
anticuerpo secundario se utilizé IgG de cerdo
biotinado anti-IgG de conejo (Sigma) a una di-
lucién 1:250. La reaccién fue continuada con el
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complejo ABC vectastain® (Vector) y se visua-
lizé con diaminobencidina (Sigma).

Microscopia electrénica

El resto de la glandula fue dividida en tres
porciones: anterior, media y posterior, tomén-
dose las muestras de las regiones central y peri-
férica de cada una de las porciones y se fijaron
por inmersion en glutaraldehido (3%) en PBS y
se postfijaron en tetréxido de osmio (1%) du-
rante 2 h a 0°C. Posteriormente se procedi6 a la
deshidratacion en una escala ascendente de al-
coholes y 6xido de propileno y se incluyé en
Epon. De los bloques obtenidos se realizaron
cortes ultrafinos de 30-40 nm montados sobre
rejillas de niquel con una malla de 300 cuadra-
dos. Para la realizacion de la técnica inmunoci-
toquimica doble del oro coloidal (ROTH, 1983)
se procedi6é al pretratamiento de las muestras
con una solucién acuosa saturada de metaper-
yodato sédico (BENDAYAN y ZOLLINGER,
1983), incubacién a 32°C de las siguientes so-
luciones en TBS: suero normal de cabra (Sig-
ma), a una dilucién 1:30 durante 20 min, IgG
de conejo anti-GH ovina 1:1000 (UCB) duran-
te 60 min, IgG de cabra anti-conejo unida a oro
de 10 nm (1:40, Serva) durante 30 min. Las
secciones ultrafinas se trataron con vapor de
paraformaldehido durante 1 h a 60°C después
de la primera inmunorreaccién de acuerdo con
la técnica de WANG y LARSSON (1985). La
segunda inmunorreaccion se completé utilizan-
do como antisuero primario suero anti-PRL
ovina a una dilucién 1:5000 y diferente tamafio
de la particula de oro (20 nm). Las rejillas se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo.

En ambas técnicas se realizaron los siguien-
tes controles inmunocitoquimicos de especifici-
dad: (1) incubacién con suero normal de conejo
en vez del antisuero especifico; (2) adsorcién
del antisuero especifico con su correspondiente
hormona homéloga, no existiendo inmunorre-
accién en ambos casos.

Anadlisis morfométrico

La densidad numeérica de las células PRL
se calculé de forma manual a partir de ima-
genes proyectadas, de diez campos de 10.000
pm? por seccién y cinco secciones por ani-
mal separadas una de otra 50 um. El drea y
didmetro celular, y la densidad numérica y
didmetro de los grdnulos de secrecién se cal-
cularon con un analizador de imdgenes (IMCO
10 Kontron Bildanalyse) utilizando un soft-
ware Microm Image processing (Microm,
Spain). Para determinar el drea y didmetro
celular se emplearon 20 células inmunorreac-
tivas elegidas al azar de cada animal de dife-
rentes secciones, separadas unas de otras 50
pm. Para calcular el didmetro y la densidad
numérica (Nv) de los grdnulos de secrecion
se eligieron al azar 20 micrografias de célu-
las PRL enteras por cada animal a una mag-
nificacién final de 24.800 aumentos. La Nv
fue estimada de acuerdo con el método de
WEIBEL y GOMEZ (1962). La densidad de
volumen granular (Vv) fue determinada
sobre fotografias a una magnificacién de
11.500 aumentos, de acuerdo con el método
estereolégico de andlisis de drea de WEIBEL
(1979).

Los grdnulos de secrecién de cada célula se
agruparon, atendiendo a su tamafio en tres cla-
ses: pequefios (<300 nm), medianos (300-400
nm) y grandes (>400 nm) que permite la clasifi-
cacion de las células PRL en tipos: Tipo 1. Cé-
lulas que contienen grdnulos de secrecion gran-
des. Tipo II. Células con mezcla de granulos,
grandes, medianos y pequefios. Tipo III. Célu-
las de grdnulos pequefios.

El andlisis estadistico de los diferentes pa-
rdmetros se efectudé con el programa infor-
mdtico STATISTIX 3.5 (Analytical Software).
Las diferencias entre las medias se determiné
aplicando el test de Scheffe y de Tukey. El
nivel de significaciéon considerado fue P<0.01
y P<0.05.
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RESULTADOS
Animales jovenes
Estudio estructural

Las células PRL de animales jévenes se dis-
tribuyen por toda la Pars distalis, excepto en la
zona rostral y en el rafe medio de separacion de
ambos I6bulos. La densidad numérica celular es
superior en las hembras (Tabla 1).

Se presentan fundamentalmente en grupos
(Fig. 1a), constituyendo acinos glandulares, com-
pletos o entremezcladas con otras células, a
modo de cordones o empalizadas y raramente
aisladas (Fig. 1b).

Su forma es variable (ovalada, triangular, en
copa), predominando las células alargadas (Fig.
1b). Su tamafio medio es superior en los ma-
chos que en las hembras (Tabla 1).

Estudio ultraestructural

El 65% de las células PRL de las hembras
tienen bien desarrollado el reticulo endopldsmi-

co granular (REG) y el complejo de Golgi (CG),
constituido por cisternas estrechas o ligeramen-
te dilatadas, con frecuencia comunicadas entre
si, a veces en disposicién paralela (Fig. 3) o
estratificacion concéntrica, mientras que en el
35% es escaso. En el macho representan el 10%
y 90%, respectivamente.

Los granulos de secrecién son esféricos y elec-
trodensos (Fig. 3); el valor de Vv en menor en las
hembras que en el macho, con diferencias signifi-
cativas. La Nv es mayor en la hembra (Tabla 1).

En las hembras, el 80% son células media-
namente granuladas (Fig. 3), mientras que el
15% y el 5% aparecen muy granuladas y poco
granuladas, respectivamente. En el macho se
obtienen valores similares, con el 90% media-
namente granuladas y el 10% restante muy
granuladas.

El didmetro medio granular es superior en
los machos que en las hembras (Tabla 1). Tanto
en la hembra como en el macho predominan los
granulos de mediano y gran tamano (90.5% y
83%, respectivamente). El 90% de las células
de la hembra son de tipo Il y el 10% de tipo 1 y
en el macho el 75% y 25%, respectivamente.

TaBLA |
Media aritmética * error estindar de los diferentes parametros de células PRL en animales
impiiberes (machos y hembras) y adultos (machos y hembras en reposo sexual)

GRUPOS IMPUBERES ADULTOS

Parimetros Machos Hembras Machos Hembras

D.C 14.25+£3.34 13.1142,77%+ 13.68+2.40 14.12+2.97**
AC 78.67£24.93*%**+ | 68 82+2().84%** 83.12£19.42 89.30+25.43**
D.N 30.60+8.20* 38.94+7.77%* 43.78111.93%%+ | 48.1819.95%*¥/xH
DN% 34.00£9.1 43.26x8.63 48.22+13.25 53.42%11.05

DG 422408, 12% 375+88.86%* 368+79.57** 295196,2] ¥ ***
VvG 13.00+4,98*** 9.,05£5.48* 16.5048.42%%* 4.54143 32%/*%
VvG% 22.03+8.64 14.85£6.10 24.5746.53 8.70+4.96

NvG 1.31£0.45%*" 1.63£0.49%" 1.63+0.45 1.19£0.74*%**

* Diferencias significativas entre sexo, ** diferencias significativas entre edades, *** diferencias significativas entre edad y
sexo. (* P<0.01, * P<0.05). Pardmetros (PARA): didmetro maximo celular en pm (D.C), édrea celular en pm*(A.C), densidad
numérica celular en 10.000 pm?(D.N), didmetro maximo de los granulos de secrecién en nm (DG), densidad de volumen de
los granulos de secrecion en um’ (VvG), densidad numérica de los granulos de secrecion en pm® (NvG).
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Ficura 1. a. Hembra joven. Células PRL distribuidas homogéneamente por toda la gldndula. ABC utilizando
suero anti-PRL ovina. Barra= 100 um. b. Detalle acinos. ABC. Barra= 25 pum.

Ficura 2. a. Macho adulto. Células PRL irregularmente distribuidas. ABC. Barra= 25 pum. b. Detalle. Células
PRL aisladas. ABC utilizando suero anti-PRL ovina. Barra= 25 pum.
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Ficura 3. Hembra joven, célula PRL medianamente granulada y con gran desarrollo REG (*). Inmunotincién

doble utilizando suero anti-PRL ovina (particula de oro de 20 nm) y anti-GH ovina (particula de oro de 10 nm).
Barra= 1 pm.

FiGura 4. Hembra adulta. Célula PRL con grdnulos de secrecién de tamafio medio. Célula GH, grdnulos de
secrecion (*). Inmunotincién doble. Barra= 1 pm.

Ficura 5. Hembra adulta. Célula PRL con grianulos de secrecién de pequefio tamafio. Célula GH, granulos de
secrecion (*). Célula foliculoestrellada (FE). Inmunotincién doble. Barra= 1 pm.
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Ficura 6. Célula PRL con escasos grinulos de pequefio tamafio, lisosomas (punta de flecha) y gota de lipido
(asterisco). Hembra adulta. Inmunotinci6n doble. Barra= |1 pum.

Ficura 7. Células PRL muy granuladas con escaso desarrollo del REG. Lisosomas (punta de flecha), figura de
crinofagia (flecha). Macho adulto. Inmunotincién doble. Barra= | pm.
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En los animales jévenes es poco frecuente
observar lisosomas, exocitosis y figuras de cri-
nofagia.

Animales adultos
Estudio estructural

En las hembras, la distribucién y disposi-
ci6n celular es similar a la descrita en animales
jovenes, aunque los acinos y empalizadas son
mds grandes y estdn compuestos por mayor nu-
mero de células. Por el contrario en el macho, si
bien existe esta misma distribucién y disposi-
cién, hay un predominio del nimero de células
aisladas, quedando en sus proximidades amplias
dreas libres de células no inmunotefidas (Fig.
2a,b).

La densidad numérica de las células PRL es
superior en las hembras y su tamafio medio esti-
mado similar (Tabla 1).

Estudio ultraestructural

El 100% de las células PRL en machos y el
95% en las hembras presentan escaso desarrollo
del REG y CG (Figs. 4-7).

La Vv de los granulos de secrecién es muy
superior en los machos que en las hembras (Fig.
7) y la Nv presenta diferencias significativas
(Tabla 1).

En las hembras el 30% de las células son
muy granuladas, el 30% medianamente granu-
ladas (Figs. 4, 5) y el 40% poco granuladas
(Fig. 6). En los machos predominan las células
muy granuladas (60%) (Fig. 7), frente a las me-
dianamente (35%) y poco granuladas (5%).

El didmetro medio de los grdnulos de secre-
cién es inferior en las hembras que en los ma-
chos (Tabla 1). En las hembras predominan los
granulos de pequeiio y mediano tamano (85.5%)
(Figs. 5, 6) y en los machos los de mediano y
gran tamafio (79%) (Figs. 7).

El 45% de las células PRL en la hembra son
de tipo III (Figs. 5, 6), y el 55% de tipo II (Fig.

4); en el macho el 95% son de tipo II (Fig. 7) y
el 5% de tipo 1.

En adultos existe mayor nimero de lisoso-
mas que en jévenes, sobre todo en las hembras,
pero ocurre lo contrario con las figuras de cri-
nofagia y exocitosis. Las gotas de lipidos son de
grandes dimensiones, y escasos en ambos sexos

(Fig. 5).
DISCUSION

El uso del suero anti-PRL ovina (UCB) per-
mite la correcta identificacion de las células PRL
en ganado ovino tanto en microscopia dptica
como electrénica, obteniendo resultados simila-
res a los del suero anti-PRL humana en corde-
ros (GOMEZ er al., 1989) y marca una pobla-
cién celular heterogénea que presenta distinto
desarrollo de su sistema vacuolar citoplasmati-
co y tamaiio de los grinulos de secrecion. Asi
mismo es posible diferenciarlas de otros tipos
celulares adenohipofisarios con caracteristicas
ultraestructurales semejantes.

Las células PRL se localizan homogénea-
mente por toda la glandula dejando libre la zona
rostral y medial, disponiéndose en acinos com-
pletos o empalizadas, lo que coincide con las
observaciones de GUTTE y SEEGER (1987) y
GOMEZ et al. (1989). No existen diferencias
en su distribucién en ganado ovino. A veces,
aparecen entremezcladas con células GH, rara
vez aisladas, como se ha descrito en ganado
ovino (GOMEZ et al., 1989), caprino (GOMEZ,
1987), vacuno (MIKAMI y DAIMON, 1968) y
cerdo (SASAKI et al. 1992). Sin embargo en
machos adultos la disposicion homogénea en
acinos y empalizadas descrito en hembras se
pierde, y se observa un predominio de células
aisladas, semejante a los campos de GH de ani-
males jévenes (GOMEZ-MARIN, 1994).

En ganado ovino las células PRL son las
mds numerosas de la adenohip6fisis, de acuerdo
con TASSELL y KENNEDY (1972), HASSAN
et al. (1981) y GOMEZ er al. (1989). Existen
diferencias en el mimero y tamafio de las célu-
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las PRL con la edad y el sexo. Se encuentran en
mayor nimero en adultos de acuerdo con las
observaciones de PUTTEN y KILIAAN (1988),
y predominan en las hembras. El menor niimero
en los animales jévenes puede ser debido a que
estos no han alcanzado la madurez sexual (OJE-
DA y RAMIREZ,1972). El menor porcentaje se
presenta en machos impiberes donde su menor
nimero estd compensado por su mayor tamafo,
a diferencia de lo que describen GOMEZ et al.
(1989) en corderos y GOMEZ (1987) en cabri-
tos. GOMEZ. er al. (1989) las encuentran en un
porcentaje inferior en animales jévenes y sin
diferencias entre sexos.

Para determinar la actividad biosintética ce-
lular se cuantificé en el estudio estructural el
tamano y la densidad numérica celular y en el
estudio ultraestructural el desarrollo o no del
sistema vacuolar citoplasmdtico (REG y CG) y
la cantidad de grdnulos de secrecion, clasifican-
dose en: 1. células de sintesis, cuando el REG y
el CG estdn muy desarrollados y el contenido
granular es bajo. 2. células de almacenamiento
cuando presentan escaso 0 medio desarrollo de
organoides citoplasmaticos y alto o bajo conte-
nido granular, y 3. células en reposo con escaso
desarrollo de REG y CG y bajo contenido granu-
lar. Pardmetros igualmente utilizados por SAN-
CHEZ et al. (1992,1993).

A pesar del menor nimero de células PRL
en los animales impiberes, existe una mayor
actividad de sintesis hormonal, puesto que esta
hormona segin ESQUIFINO er al. (1989) actia
favoreciendo la liberacion de otras hormonas,
GH, TSH y ACTH y por tanto en las funciones
en las que estas hormonas intervienen. Hecho
que se confirma ultraestructuralmente por la
existencia de diferencias significativas en el
desarrollo del sistema vacuolar citoplasmético
(REG y CG). En las hembras el REG y CG se
encuentran mds desarrollados, lo que sugiere
que existe una mayor actividad de sintesis hor-
monal, de acuerdo con SEVA (1992) en cabri-
tos impiiberes, que es requerida para el desarro-
llo de la gldndula mamaria antes de alcanzar la

madurez sexual (TOPPER y FREEMAN, 1980).

En los animales adultos las células PRL pre-
sentan el REG y CG escasamente desarrollados,
hecho significativo de que el mantenimiento de
los niveles basales de prolactina en machos adul-
tos no se traduce en cambios ultraestructurales
evidentes. Si bien en las hembras existe un 40%
de células poco granuladas con signos evidentes
de inactividad o reposo funcional, con presen-
cia de lisosomas y gotas de lipidos como descri-
ben SMETS et al. (1987) KUROSUMI (1991)
y WANG et al. (1992).

Atendiendo al tamafio granular se han clasi-
ficado las células PRL tanto en el ganado ovino
como en la rata (NOGAMI y YOSHIMURA,
1980; KUROSUMI et al., 1987; KUROSUMI,
1991) y cabrito (SEVA, 1992). Sin embargo
esta clasificacién no siempre es indicativa del
grado de actividad celular, pues en todos los
grupos predomina el tipo II, independientemen-
te del desarrollo de su sistema vacuolar cito-
plasmatico. La variabilidad del tamafio granular
alcanza su mdximo en los machos y su minimo
en las hembras adultas, indicativo de la hetero-
geneidad de este tipo celular que parece guardar
relacion con la edad y el sexo del animal, simi-
lar a las observaciones de SEVA (1992) en ca-
britos.

Los granulos de secrecién en las hembras
adultas son de menor tamano que en los ma-
chos, alcanzando los valores minimos en hem-
bras en anestro por un aumento de células inac-
tivas o en reposo. La abundancia del tipo III en
la hembra en anestro pone de manifiesto que en
éstas, a diferencia del macho adulto, existen es-
timulos que provocan grandes descargas de pro-
lactina. Estas células permanecen en estado de
inactividad en periodos de anestro en los que
s6lo son requeridos niveles basales de PRL. Al
comenzar un nuevo periodo lactacional se ob-
servarian caracteristicas de sintesis o almacena-
miento. La ausencia de este tipo celular en el
macho hace que los granulos de secrecién sean
de mayor didmetro, préximo a los valores en-
contrados por NAVARRO (1987) e inferiores a
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los descritos por SANCHEZ et al. (1992) en
cabras.
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