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RESUMEN

Se estudia la influencia de la edad y el sexo sobre las caracteristicas morfofuncionales de las células GH de
ovinos de raza Segurefia (12 animales, 6 corderos impiiberes —machos y hembras— y 6 adultos —3 machos
y 3 hembras en anestro—) con técnicas inmunocitoquimicas para microscopia éptica y electrénica. Las células
GH se distribuyen por toda la adenohip6fisis, aisladamente en animales imptiberes y formando grupos en
adultos. El nimero de células GH disminuye en hembras adultas. Ultraestructuralmente existe un predominio
de células GH de sintesis en animales impiberes, como consecuencia probable de una mayor demanda
hormonal. Sin embargo, en animales adultos predominan las células de almacenamiento, debido posiblemente,
a una menor demanda de hormona del crecimiento. La variabilidad del tamafo granular de las células GH es
indicativa de la heterogeneidad de este tipo celular y no guarda relacién con el grado de actividad funcional.

Palabras clave: Células GH, inmunocitoquimica, Pars distalis, ganado ovino.

SUMMARY
Influence of age and sex about morphofunctional characteristics of somatotroph cells in ovine Segurefia

bread (6 lambs —males and females—, 3 rams and 3 ewes in anoestrus) is studied using immunocytochemical
procedures for light and electron microscopy. GH cells appear isolated in lambs and forming groups in adults.
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The number of GH cells decreases in female adults. Ultrastructurally there is a prevalence of synthetically
active cells in lambs probably due to a high need of hormone. However, storage cells are abundant in adult
animals perhaps due to a lower demand of growth hormone in this life stage. Granule size of GH cells varies
showing the heterogeneity of this cellular type; this characteristic does not seem to be related to functional

activity.

Key words: GH cells, immunocytochemical, Pars distalis, ovine.

INTRODUCCION

El control endocrino del crecimiento es una
de las actividades mds importantes en el ganado
ovino y depende de la secrecién de la hormona
del crecimiento (somatotropina) elaborada por
las células somatotropas (GH). Las células GH
han sido identificadas en diferentes especies,
precisdndose su localizacién y caracteristicas
estructurales y ultraestructurales, en la rata
(NAKANE, 1970, 1975; KUROSUMI et al.,
1986; KUROSUMI y TOSAKA, 1988; TAKA-
HASHI, 1991), vacuno (DACHEUX y DUBOIS,
1976), cerdo (DACHEUX, 1980), caprino (SHI-
RASAWA et al., 1985; GOMEZ et al., 1989;
SANCHEZ et al., 1989), ovino (PARRY et al.,
1978, 1979; GOMEZ et al., 1989a). Sin embar-
g0, excepto en la rata (KUROSUMI et al., 1986;
KUROSUMI y TOSAKA, 1988; TAKAHAS-
HI, 1991) la heterogeneidad ultraestructural no
ha sido descrita. Por otra parte, las células GH
presentan similitudes morfol6gicas con las cé-
lulas PRL que hacen dificil su diferenciacién
(PARRY et al., 1978, 1979; ORTMAN, 1987).
La dificultad que esto entrafia ha sido resuelta
con la aplicacién de la técnica del inmuno-oro
coloidal (KUROSUMI Y TOSAKA, 1988;
SANCHEZ et al., 1993).

Nos hemos propuesto estudiar la influencia
de la edad y el sexo sobre la distribucién, nime-
ro, caracteristicas estructurales y ultraestructu-
rales y de almacenamiento hormonal de las cé-
lulas GH, pardmetros indicativos del grado de
actividad de sintesis celular en ganado ovino,
animales impiberes y adultos (machos y hem-
bras).

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado las adenohip6fisis de 12
ovinos de raza Segurefia distribuidos en 2 lotes:
I. 6 corderos impuberes (3 machos y 3 hembras)
de 24 k de peso y 3 meses de edad. II. 6 adultos,
3 hembras en anestro de 1 afio y 3 machos de 2
afios de edad. Los animales fueron anestesiados
con Pentotal® y se les practicé la perfusion de la
cabeza por ambas car6tidas a presion sistélica
continua durante 15-20 min. Primero se intro-
dujo una solucién lavadora de Gonzales durante
1 min (0.8% de cloruro sédico + 0.4% de dex-
trosa + 0.8% de sacarosa + 1% de nitrito sédico
en tampon fosfato salino (PBS) 0.12M, pH 7.4)
y posteriormente la solucién fijadora (4% de
paraformaldehido y 0.5% de glutaraldehido en
PBS 0.12M, pH 7.4). Una vez extraida la glandu-
la, se seccion6 en dos mitades por su plano sagi-
tal, utilizdndose una para el estudio estructural y
otra para el ultraestructural. Las muestras fueron
obtenidas durante los meses de mayo y junio.

Microscopia éptica

La mitad de cada glandula fue lavada duran-
te 1 h en tamp6n 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-GH ovina obtenida




AN. VET. (MURCIA) 11-12: 77-87 (1995-96). HETEROGENEIDAD DE LAS CELULAS GH OVINAS. BERNABE, A. et al. 79

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
complejo ABC vectastain® (Vector) y se visua-
1iz6 con diaminobencidina (Sigma).

Microscopia electrénica

El resto de la glandula fue dividida en tres
porciones: anterior, media y posterior, toman-
dose las muestras de las regiones central y peri-
férica de cada una de las porciones y se fijaron
por inmersién en glutaraldehido (3%) en PBS y
se postfijaron en tetréxido de osmio (1%) du-
rante 2 h a 0°C. Posteriormente se procedio a la
deshidratacién 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 realizacién de la técnica inmunoci-
toquimica doble del oro coloidal (ROTH, 1983)
se procedi6 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 solu-
ciones en TBS: suero normal de cabra (Sigma),
a una dilucién 1:30 durante 20 min, IgG de
conejo anti-GH ovina 1:1000 (UCB) durante 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 paraformal-
dehido durante 1 h a 60°C después de la prime-
ra inmunorreacciéon de acuerdo con la técnica
de WANG y LARSSON (1985). La segunda
inmunorreaccién se completé utilizando como
antisuero primario suero anti-PRL ovina a una
dilucién 1:5000 y diferente tamafio de la par-
ticula de oro (20 nm). Las rejillas se contrasta-
ron 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 homdloga, no existiendo inmunorre-
accioén en ambos casos.

Analisis morfométrico

La densidad numérica de las células GH se
calcul6 de forma manual a partir de imdgenes
proyectadas, de diez campos de 10.000 pm? por
seccidn y cinco secciones por animal separadas
una de otra 50 um. El drea y didmetro celular, y
la densidad numérica y didmetro de los granu-
los de secrecién se calcularon con un analizador
de imagenes (IMCO 10 Kontron Bildanalyse)
utilizando un software Microm Image proces-
sing (Microm, Spain). Para determinar el drea y
didmetro celular se emplearon 20 células inmu-
norreactivas elegidas al azar de cada animal de
diferentes secciones, separadas unas de otras 50
um. Para calcular el didmetro y la densidad nu-
mérica (Nv) de los granulos de secrecion se
eligieron al azar 20 micrografias de células GH
enteras por cada animal a una magnificacién
final de 24.800 aumentos. La Nv fue estimada
de acuerdo con el método de WEIBEL y GO-
MEZ (1962). La densidad de volumen granular
(Vv) fue determinada sobre fotografias a una
magnificacién de 11.500 aumentos, de acuerdo
con el método estereoldgico 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 clasi-
ficacion de las células GH en tipos: Tipo 1. Cé-
lulas que contienen granulos de secrecién gran-
des. Tipo II. Células con mezcla de granulos,
grandes, medianos y pequefios.

El andlisis estadistico de los diferentes para-
metros se efectué con el programa informético
STATISTIX 3.5 (Analytical Software). Las di-
ferencias entre las medias se determiné aplican-
do el test de Scheffe y de Tukey. El nivel de
significacion considerado fue P<0.01 y P<0.05.
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TaBLa 1
Media aritmética T error estindar de los diferentes parametros de células GH en ovinos de
raza Segureia. Datos de animales impiiberes (machos y hembras) y adultos (machos y
hembras en reposo sexual)

GRUPOS IMPUBERES ADULTOS

Parametros Machos Hembras Machos Hembras

D.C 12.2442.59 11.59+2.52 12.811£2.08 13.5242.44%*
A.C 64.41+2.10 60.98+16.67** 77.88+17.77** 90.10£23.91*
D.N 25.7419.19 27.4217.96** 27.70+£10.10* 20.7419.96%**
DN% 30.46%10.21 28.60+8.84 30.71£11.22 23.04%11.00
DG 368.5+87.07** 368.4+81.23**/+ 332.4463.93* 421.5184.50***
VvG 15.89+7.79 15.48+6.32 12.39+5.44 15.29+8.91
VvG% 26.94+7.44 30.50£7.41 26.2517.73 24.6815.57
NvG 1.85+0.35* 2.38+0.80 3.0940.77%** 1.70+0.58*

* Diferencias significativas entre sexo, ** diferencias significativas entre edades, *** diferencias significativas entre edad y
sexo. (* P<0.01, * P<0.05). Pardmetros: didmetro maximo celular en um (D.C), drea celular en um? (A.C), densidad
numérica celular en 10.000 um? (D.N), didmetro méximo de los granulos de secrecion en nm (DG), densidad de volumen de
los granulos de secrecién en pm* (VvG), densidad numérica de los granulos de secrecién en um?® (NvG).

RESULTADOS
Animales imptberes
Estudio estructural

En los animales jévenes las células GH se
encuentran distribuidas homogéneamente por
toda la Pars distalis, en las proximidades de los
grandes vasos, quedando libre la regién rostral
y medial, con una densidad numérica celular
similar en ambos sexos (Tabla 1).

Generalmente son células aisladas, rara vez
se disponen en empalizadas 0 en pequeiios gru-
pos (Fig. 1). Su forma es variable, con predomi-
nio de células esféricas u ovales (Fig. 1). Sin
diferencias significativas de tamatfio celular en-
tre machos y hembras (Tabla 1).

Estudio ultraestructural

El 65% de las células GH de los machos y
el 50% de las hembras presentan un desarrollo

medio del reticulo endopldsmico granular (REG)
y complejo de Golgi (CG) (Fig. 4). El REG
esté constituido por estrechas cisternas, a veces
sinuosas y ligeramente dilatadas, distribuidas
por todo el citoplasma. En el resto de las célu-
las GH (35% en machos y 50% en hembras),
tanto el REG como el CG estdn escasamente
desarrollados. Los grdnulos de secrecién son
esféricos y muy electrodensos. Se distribuyen
por todo el citoplasma, con tendencia a acumu-
larse en un polo (Fig. 5). No existen diferencias
significativas en la densidad de volumen (Vv)
de los granulos de secrecion entre sexos y la
densidad numérica (Nv) es mayor en las hem-
bras (Tabla 1).

Las células GH de los animales jévenes pre-
sentan un contenido granular entre moderado y
grande. En las hembras el 65% de las células
son muy granuladas (Fig. 5) y el resto mediana-
mente granuladas. En el macho estos valores se
invierten, correspondiendo el 60% a las media-
namente granuladas (Fig. 4) y el resto a las muy
granuladas.
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Figura 1. Células GH homogéneamente distribuidas por toda la gldndula. Hembra impiber. ABC. Barra= 50
um.

FiGura 2. Células GH distribuidas formando grupos. Macho adulto. ABC. Barra= 100 um.

Ficura 3a. Grupos de células GH en la porcién dorsocaudal de la Pars distalis. b. Células GH aisladas en la
porcién ventral de la Pars distalis. Hembra adulta. ABC. Barra= 100 pm.
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FiGura 4. Célula GH tipo II (estrella) con contenido medio de grénulos de secrecién y desarrollo moderado del
REG. Célula PRL (*). Macho impiiber. Inmunotincién doble utilizando suero anti-GH ovina con particulas de
oro de 10 nm, y suero anti-PRL ovina con particulas de oro de 20 nm. Barra= 1 pm.

FiGura 5. Células GH tipo II con abundantes granulos de secrecién y moderado desarrollo del REG. Hembra
impuber. Inmunotincién doble. Barra= 1 um.
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Figura 6. Célula GH tipo II (estrella) de grdnulos de tamafio pequefio y mediano tamaiio. Célula PRL (*).
Hembra adulta. Inmunotincién doble. Barra= 1 um.

Ficura 7. Célula GH tipo I (estrella) de granulos de secrecién de gran tamaiio. Célula PRL (*). Hembra adulta.
Inmunotincién doble. Barra= 1 um.
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La poblacién granular presenta un didmetro
medio similar en las hembras y en los machos
(Tabla 1), con predominio de los tamafios me-
dianos y grandes.

En las hembras el 90% de las células son de
tipo II (Fig. 5) y el resto de tipo 1. En el macho
el 100% son de tipo II.

Animales adultos
Estudio estructural

Las células GH de los machos se distribu-
yen por toda la Pars distalis tanto aisladas como
formando grupos (Fig. 2). En la hembra predo-
minan los grupos celulares en la porcién dorso-
caudal de la gldndula (Fig. 3a), mientras que en
la porcién ventral hay una disminucién del mi-
mero de células (Fig. 3b). La densidad numéri-
ca celular es mayor en los machos que en las
hembras (Tabla 1). Su morfologfa, como en ani-
males impuberes, es esférica, ovalada, alargada
(Figs. 2, 3) y su tamafio medio estimado es
superior en las hembras (Tabla 1).

Estudio ultraestructural

El 90% de la células GH de las hembras y el
100% de las del macho presentan escaso desa-
rrollo de REG y CG (Figs. 6, 7). No existen
diferencias significativas entre la Vv de los gré-
nulos de secrecién. Por el contrario, la Nv es
menor en la hembra que en el macho (Tabla 1).
En las hembras, el 50% son células muy granu-
ladas (Figs. 6, 7), el 30% medianamente granu-
ladas y el 20% poco granuladas. Sin embargo,
en el macho el 100% de las células estin muy
granuladas. El didmetro de la poblacién granu-
lar es mayor en las hembras que en el macho
(Tabla 1). En ambos sexos, predominan los gra-
nulos medianos y grandes (Fig. 6), que en la
hembra representan el 93.75% del total de la
poblacién granular y en el macho el 68%.

En las hembras el 85% de las células son de
tipo II (Fig. 6) y el resto de tipo I (Fig. 7). En

los machos todas las células observadas son de
tipo II.

DISCUSION

La utilizacién del suero anti-GH ovina per-
mite la correcta identificacion de las células GH
en el ganado ovino tanto en microscopia Gptica
como electrénica, mostrdndose mds eficaz que
el suero anti-GH humana utilizado por GOMEZ
et al. (1989a) y claramente demuestra la exis-
tencia de una poblacién celular heterogénea
constituida por dos tipos celulares con granulos
de secrecion de diferente tamaiio.

Con la edad existen cambios en la distribu-
cién de las células GH en ganado ovino. En
animales impiberes se dispone a modo de célu-
las aisladas, distribuidas por toda la Pars dista-
lis similar a la descrita por GOMEZ et al. (1989a)
en corderos y GOMEZ et al. (1989) en cabritos.
En tanto que en adultos hay un aumento de las
agrupaciones celulares, con predominio de és-
tos en las porciones dorsocaudales de la gldandu-
la, al igual que observaran TASSELL y KEN-
NEDY (1972), ORTMAN, (1987) y GOMEZ et
al. (1989a) en esta misma especie. Por el con-
trario, en la cabra, predominan en las porciones
caudoventrales (SINGH y DHINGRA, 1979;
NAVARRO, 1987).

En animales imptiberes, el nimero y tamaifio
celular no se modifican con el sexo, al igual que
ocurre en corderos de cola grasa (HASSAN et
al., 1981; GUTTE y SEEGER, 1987) y cabritos
(GOMEZ et al., 1989).

En los machos, ni el ndmero ni el tamarfio de
las células GH experimentan cambios impor-
tantes con la edad. Sin embargo disminuyen en
las hembras, quizd debido al aumento en el ni-
mero de células PRL (PORTER et al., 1990,
1991, GOMEZ-MARIN, 1994). En ciervos de
cola blanca se ha descrito igualmente un des-
censo del nimero de células GH en hembras
(SCHULTE et al., 1980) y no sufren variacién
en ganado caprino (SINGH y DHINGRA, 1979).
A pesar de ello los porcentajes de células GH en
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las hembras son muy superiores a los encontra-
dos por THORPE et al. (1990), tal vez porque
este autor las cuantifica Uinicamente en seccio-
nes inmunomarcadas con oro coloidal.

El mayor tamaifio celular se observa en las
hembras adultas. Sin embargo, en otros rumian-
tes el mayor tamafio celular se corresponde al
macho (GROSS, 1980; SCHULTE et al., 1980).
En otras especies el sexo no parece influir sobre
estas caracteristicas (BLAKE et al., 1984; HOR-
VATH y KOVACS, 1988).

El porcentaje de células de sintesis es ligera-
mente superior en el macho impiber que en la
hembra, en contraposicién con HORVATH y
KOVACS (1988) en la rata, donde no encuen-
tran cambios significativos en la actividad bio-
sintética utilizando criterios ultraestructurales
basicos. La interpretacién de estos resultados
hace pensar que en el macho exista un periodo
de crecimiento mayor que en la hembra, como
ocurre en la rata (HOEFFLER y FRAWLEY,
1986).

Las células de almacenamiento predominan
en adultos, como consecuencia de una menor
demanda de hormona del crecimiento en éstos.
En cambio esta menor demanda hormonal no
refleja cambios morfolégicos para SMETS et
al. (1987) y HORVATH y KOVACS (1988).

En la rata macho, la amplitud de los pulsos y
los valores basales son mds bajos que en la
hembra (JANSSON et al., 1985) estas diferen-
cias también se han descrito en rumiantes
(GLUCKMANN et al., 1987). Los hallazgos
derivados de estos estudios concuerdan con las
ligeras variaciones morfol6gicas observadas en
ganado ovino y que pueden ser debidas, segiin
COPINATH y KITTS (1984) en esta misma
especie y HO et al. (1988) y HERTZ et al.
(1989) en la rata, a la influencia de los esteroi-
des sexuales sobre la actividad funcional de las
células GH.

La clasificaciéon de las células GH por el
tamafio granular no siempre es indicativa del
grado de actividad celular, pues en todos los
grupos predomina el tipo II, independientemen-

te del desarrollo del REG y CG y del nimero de
grdnulos de secrecién (90% en hembras jéve-
nes, 85% en hembras adultas y el 100% de los
machos). Este tipo celular estd constituido por
células con grdnulos de secrecién grandes, me-
dianos y pequeiios, en tanto que en el tipo I
predominan los granulos grandes y sé6lo repre-
sentan un 10% y 15% en las hembras, respecti-
vamente. MALAMED et al. (1988) encuentran
cambios en el tamafio granular dependientes de
la edad, aunque no especifican el grado de acti-
vidad celular, mientras que TAKAHASHI
(1991) relaciona el aumento del tamaiio granu-
lar con un incremento de la actividad de sinte-
sis.
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