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Summary

We have made an ultrastructural study of tyreotroph cells, in orga-
notypical cultures of the hypophysis, in the presence of TRH, at diffe-
rent doses and cultivation times.

The data obtained permits us to conclude that in our experimental
conditions the TRH stimulates the liberation and synthesis of TSH in
tyreotroph cells. This increase appears to be doses~time and intensity
related. Stereological data confirms the increase in the liberation and
synthesis of TSH by the action of TRH.

Resumen

Hemos realizado un estudio ultraestructural y estereolégico de las
células tireotropas, en cultivos organotipicos de hip6fisis de rata,
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en presencia de TRH a diferentes dosis y tiempos de cultivo. En nuestras
condiciones experimentales la TRH estimula la liberacién y sintesis de
las células TSH. Este incremento parece tener una relacién con dosis—
tiempo-intensidad de la respuesta. Los datos estereolégicos confirman
el incremento en la liberacién y sintesis de la TSH por accién de la
TRH. .

Es ampliamente conocido que la hormona liberadora de la tireotropina
(TRH) produce la liberacién vy sintesis de TSH por parte de las células
tireotropas adenohipofisarias. la administracién de TRH en distintas
condiciones experimentales produce un aumento de los niveles séricos
de TsH ! y modificaciones ultraestructurales de las células tireotropas,
que se traducen fundamentalmente por un aumento de la actividad emioci{ti-
ca y cambios en el reticulo endoplésmico rugoso y complejo de Golgi.
En los primeros momentos, tras la administracién de TRH, se presenta
un aumento de la liberacidén granular 2,3 | Tras estos primeros minutos
comienzan a aumentar las cisternas del RER y los siculos del complejo
de Golgi™’ 140598 L os estudios morfométricos revelan que, tras la admi-
nistracién de TRH, la superficie del RER de las células tireotropas al-
canza su méximo a los 20 minutos’ : 10 minutos después que la zona del
complejo de Golgi.

Cuando se realiza una administracién larga de TRH se produce sobre
las células tireotropas una extensién evidente de la zona del complejo
de Golgi, un desarrollo y dilatacién del RER vy una disminucién en el
tamafio y nidmero de los grénulos de secrecién®'?. Este tratamiento largo
puede dar lugar a las llamadas células de la t1’"01d€Ct0m13,que tardarian
varias horas!? y aun varios diast!

La adicién de TRH in vitro provoca sobre las células tireotropas
adenohipofisarias cambios morFologlcos similares a los que se han descrl—
to in vivo; es decir: exocitosis acentuada, de tal manera que en el espa—
cio intercelular aparece, con frecuencia, una sustancia osmiéfila, hiper-
troiéa del RER vy del complejo de Golgl, con marcada formacién de grénu-

Estudiaremos, por tanto, mediante el andlisis ultraestructural y
estereolégico, las modificaciones de las células tireotropas de cultivos
organotipicos hipofisarios, utilizando distintas dosis de TRH y sus efec-
tos en tiempos diferentes para tratar de profundizar, desde el punto
de vista ultraestructural, en la correlacién dosis-respuesta.

en llegar a este punto.
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Material y métodos

Se usan hipéfisis de ratas Wistar, de ambos sexos, cuyos pesos osci-
lan entre 200 y 250 g. El procedimiento fue como se describe previamente
I3 Tras una hora de precultivo en medio 199, las hip§fisis se colocan
de forma tal que cada una de ellas tenga como control su correspondiente
mitad. Las dosis de TRH usadas son de 100, 250 y 500 ng, por ml de medio
de cultivo; y los tiempos de estudio, de 15, 30, 45, 60 y 75 minutos.

Las piezas se fijaron en glutaraldehido al 2 % y se postfijaron
en tretradéxido de osmio al 1 %. Se deshidrataron en acetona y se embe-
bieron en araldita. Los cortes ultrafinos se tifieron por la doble colora-
cién de Reynolds.

Ademas del estudio ultraestructural de las tireotropas hemos reali-
zado su gstudio estereolégico siguiendo el procedimiento de Weibel vy
Bolender . Para ello utilizamos micrografias aumentadas a 8883x y 15837«
para cuantificar distintos pardmetros estereoldgicos, como son las densi-
dades de volumen de la célula, del nicleo, del RER y del complejo de
Golgi.

Resultados:

Respuesta a la TRH. Datos ultraestructurales.

a) Con 100 ng de TRH observamos un aumento de la actividad emiociti-
ca de las células tireotropas, con imdgenes de exocitosis (fig. 1). Las
cisternas del RER se hacen muy evidentes y dilatadas y aun llegan a for-
mar a modo de evaginaciones celulares (fig. 2). El complejo de Golgi,
si bilen es patente y de disposicién yuxtanuclear, no presenta grandes
dilataciones de los séculos. A los 60 minutos disminuye la actividad
celular y a los 75 minutos son similares a los controles.

b) Con 250 ng de TRH las células aparecen aumentadas de tamafio y
no son evidentes los signos de exocitosis (suponemos que por producirse
antes de los 15 minutos que nosotros estudiamos). £l RER aparece dilata-
do, con material de baja densidad electrénica y con sus cisternas comuni-
cando entre si frecuentemente (fig. 3). El complejo de Golgi es manifies-
to, estd dilatado y presenta grénulos en formacién. En su proximidad
hay grénulos inmaduros y vesiculas espiculadas (figs. & y 5).

¢) Con 500 ng de TRH las células tireotropas estén ya muy aumentadas
de tamafio (fig. 6), poseen gran nimero de grénulos de secrecién y no
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se observan imdgenes de extrusién granular. Son abundantes las cisternas
dilatadas de reticulo, que al igual que observébamos anteriormente forman
a modo de evaginaciones citoplasmiticas (fig. 7) con pocos granulos de
secrecién. Con esta dosis el complejo de Golgi aparece muy dilatado,
tiende a tomar una forma circular (fig. 8) y en relacién a su cara CIS
hay abundantes vesiculas espiculadas y grédnulos inmaduros, as{ como mito-
condrias.

Respuesta a la TRH. Datos estereoldgicos.

a) Volumen celular.

Existen incrementos muy significativos del volumen celular con todas
las dosis de TRH usadas, si bien los picos se presentan a los 15 minutos
de cultivo con 500 ng, lo que supone un aumento del 354 % en relacién
a los controles (véase la grédfica I). Hacia los 75 minutos, los valores
del volumen celular se van aproximando a los valores de los controles.

b) Volumen nuclear.

Aumenta con las tres dosis de TRH (grdfica II) aunque no llega a
representar aumentos significativos en relacién a los controles. E1 valor
maximo llega a 56.83 + 21.77 u3, con 500 ng de TRH.

c) Volumen y superficie del RER.

El volumen del reticulo aumenta en todos los casos, en relacién
a los controles, hasta los 60 minutos de cultivo. A los 15 minutos es
cuando alcanza los valores méximos (pico de 226.0 + 28.0ﬁt3) (gréfico
I11). N

Por lo que respecta a la superficie del RER (gréfico IV), no presen-
ta aumentos significativos en ningiin momento ni con ninguna de las dosis
de TRH usadas. »

d) Volumen y superficie del complejo de Golgi.

El volumen del complejo de Golgi (gréfica V) se incrementa signifi-
cativamente para 250 y 500 ng de TRH y alcanza sus picos entre los 15
y 45 minutos (miximo de 58.3 + 17.2,¢ . Cabe sefialar que a los 75 minutos
presenta practicamente los mismos valores que los controles.

La superficie del complejo de Golgi (gréfico VI) muestra aumentos
significativos a los 45 y 60 minutos, con 250 y 500 ng de TRH. A los
15 minutos de cultivo alcanza el pico méximo, con 151.6 + 49.0u".
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Discusién

La TRH produce en cultivos organotipicos de hipéfisis, sobre las
células tireotropas, una mayor liberacidn y sintesis de TSH, que viene
reflejada por las modificaciones ultraestructurales que hemos descrito.

Ya con 100 ng de TRH por ml de cultivo, observamos no_sélo procesos
de exocitosis, sino un aumento de la actividad celular ” . Por tanto,
todas las dosis de TRH que hemos usado originan un aumento de la libera-
cidn granular2’3. Sobre el RER y complejo de Golgi la TRH provoca eviden-
tes signos de actividad celular *+2+5 | as modificaciones en uno u otro
§rgano se producen, en nuestras condiciones, de un modo sinérgico: no
es anterior en el complejo de Golgi, como se describe previamente
En el complejo de Golgi son muy manifiestos los datos ultraestructurales
de formacién de grénulos™“.

En algln momento la actividad desencadenada por la TRH en nuestras
condiciones experimentales, sobre las cisternas del RER (que llegan a
formar a modo de evaginaciones citoplasmdticas), nos ha llevado a pensar
que éstas sean el origen de las grandes dilataciones de reticulo formadas
tras la estimulacidr lérga8’g de estas células y que constituyen las
llamadas células de la tiroidectomia.

De los datos estereoldgicos concluimos que la correlacién dosis-
respuesta no se mantiene de forma directa. Lo que si se aprecia, a medida
que aumenta la dosis, es que los valores celulares se mantienen més ele-
vados a medida que transcurre el tiempo. También hay que destacar el
retorno a las condiciones iniciales, a los 75 minutos de cultivo. Segdn
esto, podemos afirmar que la TRH provoca sobre las células TSH, in vitro,
un incremento de la actividad a medida que aumenta la dosis, en relacién
a un tiempo de cultivo dado.

Fig. 1. Imdgenes de exocitosis,

Fig. 2. Dilataciones de las cisternas del RER, que forman a modo de eva-
ginaciones citoplasméticas

Fig. 3. Cisternas del RER dilatadas y comunicadas entre sfi,

Fig. 4. Complejo de Golgi dilatado y con gran cantidad de formas granula-
res inmaduras y vesiculas espiculadas.

Fig. 5. Iqual que figura &4.
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Fig. 6. Célula tireotropa de gran tamafio.

Fig. 7. Dilataciones del RER, en forma de evaginacién citoplasmitica.

Fig. 8. Golgi de forma circular con abundantes grénulos inmaduros y vesi-
culas espiculadas.
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