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Summary

We have made an ultrastructural study of mammotropes cells, in orga-
notypical cultures of the hypophysis, in the presence of TRH, at diffe- _
rent doses and cultivation times. The data obtained permit us to conclu-
de that in our experimental conditions the TRH stimulates the liberation
and synthesis of PRL in mammotropes cells. This increase appears to be
dose -time and intensity related. Stereologic data confirm the increase
in the liberation and synthesis of PRL by the action of TRH.

Resumen

En nuestras condiciones experimentales la TRH estimula la liberacién
y sintesis de las mamotropas. Este incremento parece tener una relacién
dosis-tiempo e intensidad de la respuesta. Los datos estereolégicos con-
firman el incremento en la liberacidén y sintesis de PRL por accién de
la TRH.

Recibido para publicacién el 9-1-1985.

-1~



Archivos de zootecnia, vol. 34, ndm, 129, 1985, p.l42.
REINA ET AL.: ACCION DE LA TRH SOBRE HI'POFISIS. II. CELULAS MAMOTROPAS,

Los efectos farmacolégicos de la hormona liberadora de la tireotropi
na (TRH), sobre la liberacién de prolactina (PRL) estén aceptados 1,5
y, asi, la administracién por distintas vias produce aumentos séricos
de PRL, que alcanza su méximo valor a los 20 minutos?. La cuestién radica
en saber si la TRH juega un papel fisiolégico en la regulacién de la
secrecién de PRL. La evidencia més directa deriva de la demostracién
de que la administracién de anti-suero para la TRH, en ratas, lleva a
una disminucién del 50 % y 70 % de la PRL y TSH séricas, respectivamen
ted. ‘

In vitro la TRH provoca una marcada estimulacién de la sintesis
y secrecign de PRLLI%0 | A sy vez, la TRH es capaz de autorregular la
cantidad de sus receptores en clones celulares que producen PRL, como
son las células GHO. En otro clon celular (SD1) se ha observado la in-
ternalizacién endocitica de los receptores y su degradacién por enzimas
lisosomiales.

La liberacién de PRL por accién de la TRH se traduce por la descarga
de la hormona almacenada8:9. Se observan, por tanto, figuras de exocito-
sis de los grénulos maduros en los primeros minutos de actuacién de la
TRH7’10’11’12. Ultraestructuralmente, ademds, existen nmodiificeciones-en
el complejo de Golgi, concomitantes con la formacién de nuevos granulos
'sgcretorios v*¥, La superficie del RER alcanza su maximo a los 20 minutos
! La TRH origina que las cisternas del RER y los siculos del Golgi
se presenten llenos de PRL inmunoreactiva, tras una hora de tratamiento;
en consecuencia, la JRH induce una pérdida inicial de PRL, seguida por
un progresivo incremento de la hormona intracelularl® . Otros datos ul-
traestructurales son el aumento en la formacién de cuerpos multivesicula-
res, de microvesiculas ex novo y de aceleracién de la renovacidn de las
vesiculas de pinocitosis’. Existe también un aumento del ndmero de liso-
somas tras la exposicidn a la TRH15, lo que sugiere la posibilidad de
que durante la liberacién de PRL, inducida por la TRH, exista una.conco-
minante retencién y subsiguiente degradacién de la hormona, por los liso-
somas. Es posible que la accidén de la TRH sobre la célula se produzca
a varios niveles 16, En resumen, parece que la TRH in vitro induce la
liberacién de PRL a través de una aceleracién en elﬁzransporte de la

hormona.
Pretendemos con este trabajo realizar el estudio ultraestructural

y estereolégico de las células mamotropas de hipdfisis cultivadas ante
distintos tiempos de cultivo y distintas dosis de TRH, con objeto de
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encontrar datos que puedan aportar nuevos conocimientos sobre las rela-
ciones morfolégico-funcionales.

Material y métodos

Se usan hipéfisis de ratas Wistar de ambos sexos, cuyos pesos osci-
lan entre los 200 y 250 g. El procedimiento fue el descrito previamente
17, Tras una hora de precultivo en medio 199, las hemihipéfisis se colo-
can de forma tal que cada una de ellas tenga como control su correspon-
diente mitad. Las dosis de TRH utilizadas son de 100, 250 y 500 ng de
TRH por ml de medio de cultivo; y los tiempos de observacién, de 15,
30, 45, 60 y 75 minutos. . .

Las piezas se fijan en glutaraldehido al 2% y se postfijan en te-
tradxido de osmio al 1 %. Se deshidrataron en acetona y se embebieron
en araldita. Los cortes ultrafinos se tifieron por la doble coloracién
de Reynolds. Ademas del estudio ultraestructural de las mamotropas, hemos
realizado su estudio estereoldgico siguiendo el procedimiento de Weibal
y Bolender18. Para ello usamos micrografias aumentadas a 8883« y 15837x,
para cuantificar distintos parametros, como son las densidades de volumen
de la célula, del nlcleo, del RER, del complejo de Golgi y las densidades
de superficie del RER y del complejo de Golgi. »

Resultados

Respuesta a la TRH: datos ultraestructurales.

a) Con 100 ng de TRH por ml de medio observamos una ligera deplecién
granular, que atribuimos a exocitosis previa. Vemos estas imégenes a
los 15 minutos de cultivo (fig. 1). Ni el complejo de Golgi ni el RER
presentan modificaciones con respecto a los controles.

b) Con 250 ng de TRH se observan imigenes de exocitosis durante
mds tiempo, incluso hasta los 45 minutos (fig. 2). Hacia los 30 minutos
existe ya un aumento de las formas granulares inmaduras, en la regién
del complejo de Golgi (fig. 3), que ya estd dilatado. €1 RER aparece
extenso, de aspecto vesiculoso y con contenido escasamente denso (fig.4).

¢) Con 500 ng de TRH la dotacién granular est4 disminuida, por exo-
citosis previa, y se observa cémo las formas granulares maduras se sitdan

en la periferia celular (fig. 5). Al mismo tiempo las formas granulares
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inmaduras son las m&s abundantes en la regién del complejo de Golgi
(figs. 5 y 6), que se encuentra dilatado, con abundantes cisternas de
contenido denso (fig. 6). Hacia los 75 minutos, los datos ultraestructu-
rales se muestran semejantes a los de los controles.

Respuesta a la TRH: datos estereolégicos.

a) Volumen celular. En la fig, 7 vemos cémo los miximos incrementos
se presentan con 500 ng de TRH por ml de medio, con c1Fras de 207.5 +
60. 5;1 ,a los 45 minutos de cultivo. Estos-incrementos suponen una eleva-
cidn del 130 % con relacién a los controles. Con 100 y 250 ng de TRH
los incrementos llegan al 102 y 110 % de los controles. F] volumen cito-
plasmiatico sufre en todos los casos las mismas modificaciones que el
volumen celular.

b) Volumen nuclear. Los aumentos del volumen nuclear (fig. 8) llegan
a 58.9 + 21 }LB, con la dosis de 500 ng, lo que supone aumentos del 112%
en relacién a los controles.

c) Volumen y superficie del RER. Los aumentos del volumen del RER
(fig. 9) son estadisticamente significativos con 250, y 500 ng de TRH,
pero no con 100 ng. Los picos méximos, con estas dosis, se producen a
los 60 y 45 minutos, respectivamente, con valores de 66.7 + 8.0 y 81.5
+ 11. 7;l3en cada caso.

La superficie del RER sélo presenta aumentos significativoes (fig.
10) con la mayor dosis utilizada. 2plco es méximo a los 45 minutos
de cultivo, con cifras de 1060 + 107. 9}L

d) Volumen y superficie del complejo de Golgi. El volumen del com-
plejo de Golgi aumenta paulatinamentye a medida que la dosis de TRH usada
aumenta (fig. 11). Los picos se presentan a los 45 minutos de cultivo,
con 500 ng de TRH y cifras de 32.8 + 10. 4 p3

La superficie del Golgi (Flg 12) solo aumenta significativamente
con 500 ng de TRH y tiene su pico con 382 + 69.0 ;Lz, a los 45 minutos

de cultivo.
Discusidn:

En nuestras condiciones experimentales la TRH provoca, sobre las
células mamotropas de hipéfisis de rata, una liberacién e incremento
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de la sintesis de PRL. La liberacién del material secretorio por parte
de las células mamotropas se realiza a través de sus grénulos maduros,
como se observa en las imdgenes de exocitosis y como se ha indicado ante-
riormente 8+9 . Esta accién se ve ya con la dosis minima empleada, pero
no se evidencian signos de aumento en la actividad secretora, como ocurre
con las células TSH a esta dosis!d.

Las dosis de 250 y 500 ng de TRH/ml de medio producen sobre las
mamotrapas:nosélo una degranulacién por exocitosis 7, 10, 11, 12 sino
también un aumento de la actividad secretora, que se traduce por modifi-
caciones evidentes en las caracteristicas del RER y del complejo de Gol-
gi. El RER aparece en estos casos dilatado, extenso y con contedido.
denso a los electrones, lo que lleva a pensar que existe un progresivo
aumento en la produccién de hormona intracelular . La superficie del
RER alcanza su mdximo valor a los 45 minutos de cultivo, con la mayor
dosis que hemos empleado, a diferencia de los 20 minutos que sefiala Okino

El volumen del RER alcanza su méximo valor a los 45 minutos, con
la mayor de las dosis; y a los 60 minutos, con 250 ng de TRH. E1l complejo
de Golgi muestra dilataciones y aumento del ndmero de sus séaculos, asi
com%,iq%remento de las formas granulares inmaduras en relacién a su cara

CIS . Tanto el volumen como la superficie del complejo de Golgi al-
canzan sus maximos valores a los 45 minutos de cultivo, con la dosis
de 500 ng. '

El hecho de que la actividad celular disminuya hasta el nivel de
los controles puede apoyar la idea de la autorregulacién que la PRL de-
gsrmina sobre su %Eopia secrecién y que ha sido.sefialada tanto in vivo

como in vitro

En éﬁha, la TRH produce sobre las células monotropas de hipéfisis
de rata, en cultivos organotipicos, un aumento de la liberacién y sinte-
sis de PRL que parece guardar una relacién dosis-tiempo e intensidad
de la respuesta. '
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