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Resumen

La adenohipdfisis y la médula adrenal son componentes del sistema neuroendocrino de
control del organismo que intervienen en numerosos procesos de regulacion. Ambas
glandulas presentan en el parénquima, células intersticiales con caracteristicas gliales. La
funcibn de estas células no es del todo conocida, sin embargo, se ha sugerido que
constituyen una red de comunicacién intraglandular. En nuestro laboratorio utilizamos como
modelo experimental para estudios de adaptacion y reproduccion a un roedor autéctono de
amplia distribucion en Sudamérica; el Lagostomus maximus. EIl objetivo de este trabajo fue
estudiar el efecto de la ausencia de androgenos gonadales, mediante castracion quirdrgica,
sobre las células intersticiales de adenohipdfisis y médula adrenal. Se realizé un estudio
inmunohistoquimico y morfométrico de la expresion de proteina S-100, marcador especifico
de células gliales, y se analizaron estadisticamente los porcentajes de area inmunomarcada
(%Al). En ambas glandulas, la proteina S-100 fue localizada en ndcleo y citoplasma celular.
En adenohipdfisis, se observd también inmunomarcacion extracelular coloidal. En los
animales castrados, se observd una disminucién significativa en el %Al total (0,74 £ 0.13),
%Al celular (0.53 = 0.05) y %Al coloidal (0.21 + 0.08), respecto del grupo control (%Al total
1,36 + 0.11; %Al celular 0.89 £ 0.07 y %Al coloidal 0.47 = 0.04). En médula adrenal el %Al
exhibié un incremento significativo (6.05 + 0.35) respecto al grupo control (3.95 + 0.40). En
conclusion, los cambios inmunomorfométricos de las células intersticiales en ambas
glandulas demuestran sensibilidad a la carencia de andrégenos y sugieren participacion de

las mismas en procesos regulatorios de la actividad glandular.

Palabras Claves: Adenohipoéfisis, Médula Adrenal, Castracion, Células Intersticiales,
Proteina S-100.
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Introduccién

El sistema neuroendocrino de
control esta constituido por el conjunto de
glandulas endocrinas en relaciébn con
estructuras pertenecientes al sistema
nervioso que mediante la secrecion de
hormonas y neurotransmisores
respectivamente, permiten una estrecha
regulacion de los procesos metabdlicos
del (Toni, 2004). Dicha

regulacion afecta aspectos tales como la

organismo

movilizacién de las reservas energéticas,
crecimiento, comportamiento y

reproduccion; siendo esencial para la
supervivencia de las especies (Moreno y
Lanni, 2015; Mduller, Locatelli y Cocchi,
1999; Toni, 2004). Las glandulas hipofisis
y adrenal, presentan la caracteristica de
estar constituidas por tejidos de diferente
origen embriolégico. La hipodfisis esta
formada por la adenohipdfisis de origen
ectodérmico y la neurohipodfisis derivada
del ectodermo neural (Herring, 1908). La
glandula adrenal se organiza en una
corteza de origen mesodérmico que rodea
a una médula originada a partir de las
células migratorias de la cresta neural
(Parker, Mohamed y Afework, 1993;
Yamamoto, Yanai y Arishima; 2004).
Tanto en el parénquima adenohipofisario
como en el adrenomedular se encuentran
células intersticiales de aspecto glial, las
cuales estan en estrecha relacion con las

células secretoras de hormonas. En
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adenohipdfisis, estas células se conocen
como células foliculoestrelladas (CFS) y
constituyen la principal poblacién de
células no granuladas del parénquima
glandular. Algunas de ellas generan
estructuras foliculares con un lumen que
contiene material coloidal (Soji y Herbert,
1989; Shirasawa y Yamanouchi, 1999).
En  médula adrenal, las células
intersticiales se conocen como células
sustentaculares (CS) debido a que en un
primer momento se las consider6 como
células que so6lo tenian una funciéon de
sostén (lwagana y Fujita, 1984). Si bien
las funciones de las CFS y las CS no
estan completamente esclarecidas, varios
estudios sugieren que podrian constituir
una extensa red de comunicacién rapida
intraglandular (Colomer, Martin,
Desarméniem y Guérineau, 2011).

En base a estudios que
demuestran la expresion de receptores de
androgenos (RA) en CFS (O’Hara y col.,
2015) y la existencia de variaciones en el
patrén de uniones tipo GAP sincronizadas
con fluctuaciones en los niveles séricos de
esteroides sexuales (Soji y col., 1989,
1991), podria considerarse a estas células
elementos
del

reproductivo y la fertilidad. Por otro lado,

como importantes en la

regulaciéon comportamiento
no se conocen estudios sobre la influencia
de los andrégenos sobre las CS de

médula adrenal.
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Nuestro modelo experimental, el
Lagostomus maximus maximu (vizcacha),
es un roedor autéctono sudamericano que
habita desde el sur de Paraguay y Bolivia
hasta el centro de Argentina. Presenta
habitos nocturnos, vive en madrigueras y
exhibe un ciclo reproductivo anual
sensible al fotoperiodo. Reportes previos
sobre CFS en vizcacha, han reportado la
expresion de marcadores de células
gliales (S-100, proteina glio-fibrilar acidica
y vimentina), lo cual sugiere un origen
neuroectodérmico para dichas células
(Acosta y Mohamed, 2009; Acosta,
Filippa y Mohamed, 2010). También se
ha demostrado que la administracién de
y del

fotoperiodo son capaces de producir

melatonina las  variaciones
cambios en parametros morfomé- tricos
de dichas células (Acosta y Mohamed,
2011). Por otro lado, Rodriguez, Filippa,
Mohamed, Dominguez y Scardapane
(2007)

distribucion tisular de CS. Si bien no se

describieron la morfologia vy
conocen aun estudios sobre el efecto de
la melatonina y el fotoperiodo sobre las
CS de

preliminares

la médula adrenal, estudios

en nuestro laboratorio
sugieren que estas células también son
sensibles a estos factores (datos no

publicados).

Objetivos
El objetivo del trabajo fue estudiar las

variaciones inmunomorfologicas de las
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CFS de adenohipdfisis y las CS de
médula adrenal provocadas por castracion
quirdrgica, mediante el analisis de la
expresion de la proteina S-100, un
marcador de células gliales expresado por

ambas células.

Materiales y Métodos
Animales y condiciones experimentales
Las vizcachas fueron capturadas
en su habitat natural en las cercanias de
la ciudad de San

Luis, Argentina,

utilizando trampas colocadas en sus
madrigueras.
Se

machos adultas (5-7 Kg),

utilizaron ocho vizcachas
capturadas
durante el verano y principios del otofio.
Los animales se dividieron en dos grupos:
un grupo castrados quirdrgicamente (n =
4) y un grupo control constituido por
vizcachas a las cuales se les practicd una
4). Se

individualmente en boxes

simulacion de castracion (n =
mantuvieron
durante 6 semanas, bajo un ciclo luz (L)-
oscuridad (O) de 14L:100, con acceso
libre a alimentos y agua, a una
temperatura de 20° + 2°C. Después de 6
los animales fueron

semanas, todos

anestesiados intramuscular- mente con
una combinacion de ketamina (Ketamina
50, Holliday-Scott SA®) vy

(Vetanarcol®, Konig SA) en dosis de 12 y

xilazina

0,4 mg/kg, respectivamente. Los animales

se sacrificaron mediante  inyeccion

intracardiaca de Euthanyle (0,25 ml/kg de
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peso corporal, pentobarbital sddico,
difenilhidantoina sodica, Brouwer S.A.). La
condicion reproductiva de las vizcachas
del grupo control se evaluo
cuidadosamente  mediante  histologia
testicular.

Después  del sacrificio  se
extrajeron rapidamente las glandulas
hipofisarias y adrenales, se fijaron en
soluciéon de Bouin y se procesaron para
microscopia optica.

Los disefios experimentales fueron
aprobados por el Comité de Etica local de
la Universidad Nacional de San Luis y el
Area de Control de Biodiversidad del
Ministerio de Ambiente de San Luis
(Argentina, Resolucion No. 47.PBD.2015).
Inmunohistoquimica

Los cortes histolégicos (4-5 um de
espesor) se procesaron usando el sistema
de amplificacibn biotina-estreptavidina
(BioGenex), cromdgeno diaminobencidina
(DAB) a 20°C.

Los cortes se hidrataron hasta
agua destilada y se realiz6 la recuperacion
antigénica en un horno microondas de 900
W durante 6 min (2 x 3 min) en una
solucion de citrato de sodio (0,01M, pH
6,0). La actividad de Ila peroxidasa

enddgena se inhibié con H.O, al 3% en
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agua durante 20 min. Los cortes se

incubaron con el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti-proteina S-100
(ARO58-5R. Ready-to-Use. BioGenex) 12
h a 4°C en camara humeda. Después de
lavar con PBS durante 10 min, se realizo
la  visualizacién inmunohistoquimica
usando el Kit Super Sensible Ready-to-
Use (BioGenex, San Ramon, CA,
EE.UU.). Los cortes se incubaron durante
30 min con anti-lgG biotinilada diluida,
lavaron en PBS y se incubaron durante 30
min con estreptavidina conjugada con
peroxidasa. Los sitios de reaccion se
visualizaron utilizando una solucién de
100 pl del cromégeno de tetrahidrocloruro
de 3,3'-diaminobencidina (DAB) en 2,5 ml
de PBS y 50 ul de solucién de sustrato de
H.O,. Los cortes se contrastaron con
hematoxilina, se deshidrataron en etanol y
se montaron en Entellan®.

Como  control positivo  del
anticuerpo, se utilizaron cortes de
cerebelo de rata tal como lo indica el
proveedor. Como control negativo de la
técnica, se reemplaz6 el anticuerpo
primario por suero control negativo de
conejo (BioGenex, San Ramon, CA, USA)

y omitiendo el primer anticuerpo (Figural).

Figura 1: Inmunohistoquimica en cerebelo de rata. Control positivo (A) y negativo (B).

A) Inmunomarcacién para la proteina S-100 en los procesos citoplasmaticos (flechas
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negras) y nucleos (flechas blancas) de las células gliales. B) Control negativo, nétese la

ausencia de estructuras o células positivas. Escala de barras: Ay B 25 pm.

Analisis Morfométrico

Las imagenes fueron capturadas
por una camara Sony SSC-DC50A
conectada a un microscopio Olympus BX-
40 y a una computadora con el software
Image Pro Plus 5.0. Antes de realizar las
mediciones, se defini6 un éarea de
referencia (AR) y se realizé la calibracion
de la distancia con un portaobjeto
graduado.

Para el estudio morfométrico se
utilizaron cuatro glandulas hipofisarias y
adrenales por cada grupo de estudio. Se
realizaron cuatro  cortes  seriados
regularmente espaciados, y se analizaron
todos los campos microscépicos con
objetivo de 40X. En glandula hipdfisis se
realizé la medicion del porcentaje de area
celular S-100-inmunopositiva (%Al S-100
cel): calculado con la formula %Al = ZAcel
/ZARx100, donde ZAcel fue la suma del
area de células S-100 inmunopositivas, y
del porcentaje del area coloidal S-100-
positiva (%Al S-100 col) usando la férmula
%Al = ZAcol / ZAR x 100, donde ZAcol
fue la suma del area de coloides
foliculares S-100 positivos; en ambos
casos, 2AR constituye la suma del area
de referencia. El %Al total fue calculada
como la sumatoria del %Al celular y

coloidal. En médula adrenal el porcentaje

del area inmunopositiva total de S-100
(%Al S-100) fue calculado usando la
siguiente formula: %Al = XA/ZARx100,
donde ZA fue la suma del area total S-
100-inmunopositiva y AR la sumatoria

del area de referencia.

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron
como media + error estandar de la media
(ESM). La comparacién entre los grupos
(control vs. castrados) se realiz6 mediante
el test de Mann-Whitney. Un valor de p

<0,05 fue considerado significativo.

Resultados y Discusion
Adenohipdfisis

El estudio inmunohistoquimico de
los animales controles muestra que la
proteina S-100 se expresa en las CFS
(marcacion celular) y en el coloide folicular
(marcacién extracelular). Las CFS, que
originan foliculos o aisladas, presentan
inmunomarcacion a  nivel nuclear,
citoplasmatico o] ambos. La
inmunomarcacion celular permite observar
procesos citoplasmaticos, los cuales
rodean a las células secretoras
adyacentes 0 contactan con vasos
sanguineos. El coloide folicular exhibe un
patrén heterogéneo de inmunomarcacion.
Algunos coloides estan intensamente

marcados, y otros con marcacion
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moderada, escasa 0 ausente.

La adenohipdfisis de los animales
castrados presenta un parénquima bien
desarrollado, con caracteristicas
histologicas similares a las descritas en el

grupo control. Se observan estructuras

17, 18 y 19 de octubre de 2018
(Figura 2). La inmunomarcacion para la

proteina S-100 es significativamente

menor a la observada en animales

controles, tanto a nivel de marcacion

celular como coloidal (Tabla).

foliculares conteniendo material de
A B
) |
R — e
T S
Qe

aspecto coloidal en su interior, escaso

desarrollo de tejido conectivo y vascular

Figura 2: Adenohipéfisis de vizcachas contr

oles (Ay C)y castradas (B y D). A) Imagen

a bajo aumento de pars distalis (PD) donde se exhibe inmunomarcacion para las CFS vy

coloides foliculares. B) La imagen muestra es

PD.C)Inmunomarcacién para S-100 en CFS (f

casa inmunomarcacion en el parénquima de

lecha blanca) y en el coloide folicular (flecha

negra) de PD. D) Se observa menor cantidad de inmunomarcacion celular (flecha blanca) y

coloidal (flecha negra). Escala de barras: Ay B

Médula Adrenal

En médula adrenal la inmuno-
marcacion de la proteina S-100 permitié
observar a las CS como células de nicleo
ovalado o triangular y escaso citoplasma

con procesos de longitud variable. Tanto

250 pum; Cy D 25 pm.
en los animales controles como en los
castrados, las CS se observaron en

estrecha relacibn con las estructuras
glomerulares constituidas por las células
secretoras de catecolaminas, las células

cromafines. En animales controles, los
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los animales del grupo control;

observaron rodeando la periferia de especialmente en las cercanias de los

dichas estructuras glomerulares, pero grandes vasos sanguineos medulares

también entre las células cromafines (Figura 3). El andlisis del %Al demostro

llegando a rodear en muchos casos a diferencias estadisticamente significativas

cada célula individualmente. En los entre el los animales castrados y los
animales  castrados, la  marcacion animales del grupo control (Tabla).
inmunohistoquimica reveld6 CS con
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procesos citoplasmaticos mas gruesos,

largos y abundantes que los observados

Figura 3: Médula adrenal de vizcachas. A) Control: se pueden observar nlcleos ovalados
o triangulares (flechas blancas) y largas prolongaciones citoplasmaticas (flechas negras) en
contacto con células cromafines. B) Castrada: se observa mayor inmunomarcacién en CS,
las cuales exhiben numerosas y gruesas prolongaciones citoplasmaticas (flechas negras),

en cercania a vasos sanguineos (V). Escala de barras: Ay B 25 um.

Variaciones de los parametros morfométricos

PARAMETROS CONTROL CASTRACION
% Al CELULAR (CFS) 0.89 + 0.07a 0.53+ 0.05
ADENOHIPOFISIS
%Al COLOIDAL 0.47 + 0.04a 0.21 + 0.08
%Al TOTAL 1.36 +0,11a 0,74 +0,13
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MEDULA ADRENAL | %Al CELULAR (CS)

3,95 + 0,40a 6,05 + 0,35

Tabla %Al CELULAR: porcentaje de area S100 positiva de células intersticiales en cada

glandula, a p<0,05: Control vs Castracion.

%Al COLOIDAL: porcentaje de area S100 positiva coloidal a p<0,05: Control vs

Castracion.

%Al TOTAL: porcentaje de area S100 positiva total a p<0,05: Control vs Castracion.

Las CFS adenohipofisarias han
sido estudiadas en diferentes especies de
mamiferos y no mamiferos. Si bien la
funcién precisa de estas células aun no es
del todo conocida, se ha reportado que
ademas de cumplir funciones de sostén
también actividad

poseen fagocitica,

capacidad de regular la secrecion
hormonal e incluso actuar como células
madre en procesos de renovacion celular
(Allaerts y Vankelecom, 2005; Devnath
2008; Luziga,
Mbassa y Koichi, 2009;).

Estudios en diferentes especies

e Inoue, Kipanyula,

han sugerido que existe una estrecha

relacion funcional entre las CFS, el coloide

folicular y las células secretoras de
hormonas (Ogawa y col.,, 1996;
Mohamed y col.,, 2000; Luziga,

Yamamoto, Horii y Mamba, 2005). Las
CFS establecen una red de comunicacion
entre ellas y con las células productoras
de hormonas a través de uniones GAP
(Shirasawa y col., 2004). Mediante la
secrecion de proteina S-100 al espacio
CFS modifican la

extracelular, las
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actividad de las células somatotropas
(GH), lactotropas (PRL) y gonadotropas
(LH) relacionadas a la regulacion de los
procesos
Vankelecom, 2005; Denef, 2008).

Ademas, ha sido reportado que las CFS

reproductivos  (Allaerts vy

expresan receptores de andrégeno (RA) y
gue se producen variaciones en el nUmero
de uniones gap directamente relacionadas
con los niveles séricos de andrégenos
(Soji y col., 1997; O’Hara y col., 2015).
Respecto a la médula adrenal, si
bien se ha observado un efecto regulatorio
de los esteroides sobre la capacidad de
mielinizacion de las células de Schwann
en sistema nervioso periférico, no existen
estudios sobre el efecto que puedan
ejercer sobre las CS. Sin embargo, Yokoi
y col., (1998) demostraron la expresion
inmuno- histoquimica de la enzima
esteroide-5-a-reductasa en las CS; lo cual
sugiere que existe alguna acciéon de los

esteroides sobre de estas células.

Estudios previos en nuestro
laboratorio han demostrado que la
acentuada  disminucion  androgénica,

producida por la castracion quirlrgica,
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afecta significativa- mente la actividad de
las células tirotropas, somatotropas,
lactotropas y gonadotropas (Filippa vy
Mohamed, 2008; Filippa and Mohamed,
2006;  Filippa,
Mohamed, 2014). Ademas, se observé

Godoy, Pérez vy

una disminucion significativa en el patron
de proliferacién celular en glandula
hipofisaria (Rosales, Busolini, Mohamed
y Filippa, 2016). En el presente trabajo,
los cambios morfolégicos observados en
las CFS, indican que dichas células son
sensibles a las variaciones androgénicas y
se modifican en relacién con una menor
actividad de las células secretoras. Esto
sugiere una activa participacion de las
CFS en la regulacién de la histofisiologia
glandular.

Estudios previos en nuestro laboratorio
sobre médula adrenal, han demostrado
gue existe una variacién estacional en la
actividad de la glandula (Rodriguez y
col., 2013), observandose un aumento de
la actividad durante los meses de invierno
cuando el Lagostomus exhibe sus valores
de testosterona mas bajos, minima
actividad reproductiva y se encuentra bajo
la influencia de los estresores ambientales
invernales. Los resultados del presente
estudio demuestran que la disminucién de
andrégenos produce cambios
morfologicos en las CS. Dichos cambios
se ven reflejados en las variaciones
morfolégicas observadas a través de la

expresion de proteina S-100.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos,
podemos concluir que las CFS son
sensibles a la acentuada disminucién de
andrégenos, indicando que presentan
actividad hormono-dependiente,

probablemente acompafando los cambios

de las células secretoras de
adenohipdfisis, los  cuales  fueron
previamente reportados en  nuestro

laboratorio. Esta sensibilidad de la CFS a
las variaciones de los niveles de
androgenos, sumada a la estrecha
relacibn que mantienen con las células
gonadotropas, lactotropas y tirotropas,
sugieren que las CFS podrian tener un rol
importante sobre el comportamiento
reproductivo y los mecanismos de
fertilidad animal. En contraste a lo
observado en adenohipdbfisis, la expresion
de proteina S-100 aumenta
significativamente en la CS de médula
adrenal de los animales castrados. Esto
demuestra que dichas células también son
sensibles a las variaciones de los niveles
de andrégenos. Probablemente las
variaciones observadas tienen relacion
con la actividad secretora de la médula
adrenal y la regulacién de la secrecién de
catecolaminas.

Por Ultimo, no podemos dejar de sefialar
el rol de la proteina S-100 en la regulacion
intraglandular. Es conocida la capacidad

de la proteina S-100 de ser secretada y

» UNCUYO J ;;U\

]
\ | UNIVERSIDAD
=¥ NACIONAL DE cuYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXV JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

actuar sobre receptores especificos de
membrana (Donato y col., 2013), lo cual
nos permite pensar que esta proteina,
expresada por las células intersticiales de
ambas glandulas, es importante en la

regulacion paracrina intraglandular.
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