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PREFACIO DEL PROE. DR. EDUARDO CHARREAU

Los libros pueden ayudar a clarificar ideas, tornar explicitos cursos
de pensamiento implicito y enseflar técnicas particulares. Pero el ade-
cuado enfoque de un problema de investigacion y la formulacion de es-
trategias para resolverlo, es algo que se aprende en el trabajo diario en
el laboratorio, cuando se refinan y adaptan a las situaciones experimen-
tales particulares, modos de pensar que no son ajenos al comun de los
cientificos. Esta situacion se constata en los capitulos del libro “Glandu-
la hipofisaria: morfologia normal y patologica” cuyas paginas tienen
el acento inconfundible de la experiencia. Sus capitulos iniciales proveen
un comprensivo compendio sobre embriologia, morfologia, interaccio-
nes paracrinas y ultraestructura hipofisaria, s6lo posible de realizar por
alguien que ha dedicado décadas de su actividad cientifica al estudio de
la fisiopatologia hipofisaria. No ha sido menor, el trabajo compilador
realizado, donde investigadores lideres han sido especialmente invita-
dos para brindar informacion actualizada sobre muy especiales topicos
de los multidisciplinarios campos considerados, marcando y haciendo
notar los ultimos desarrollos publicados. Sus capitulos, estan colmados
de avances conceptuales.

Varios capitulos de esta obra se dedican al envejecimiento de la
constelacion de células hipofisarias y en su conjunto ofrecen una apro-
ximacién multifacética para entender y modificar el inevitable curso
del envejecimiento.
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PREFACE BY PROFE. EDUARDO CHARREAU, MD.

Books can help clarify ideas, make explicit courses on implicit thought
and teach specific techniques. But the appropriate approach to a resear-
ch problem and the formulation of strategies to solve it is something that
is learnt in every gay laboratory work, when these techniques are refined
and adapted to specific experimental situations, ways of thinking that
are not indifferent to most researchers. This situation is confirmed in the
chapters of the book “Pituitary gland: normal and pathological mor-
phology” whose pages possess the unmistakable accent of experience.
The first chapters provide a comprehensive summary on embryology,
morphology, paracrine interactions and pituitary ultrastructure, things
that can only be performed by someone who has devoted decades of
scientific activity to the study of pituitary physiopathology. Equally im-
portant has been the compiling work done, where leading researchers
have been especially invited to provide updated information on parti-
cularly singular topics related to the multidisciplinary fields considered,
determining and making noticeable the latest developments published.
In these chapters there are plenty conceptual advances. Several chapters
in this work are devoted to ageing of the pituitary cell constellation and
together they offer a many-sided approach to understand and modify
the inevitable course of ageing.

The role of nutrition on pituitary cell populations is also analyzed
from different perspectives and experimental approaches, as well as the
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Se analiza también el papel de la nutricion sobre las poblaciones ce-
lulares adenohipofisarias desde diferentes perspectivas y acercamien-
tos experimentales y se contemplan los cambios observados en la ade-
nohipofisis por antiandrégenos no esteroideos, el retardo intrauterino,
la denervacion hipotaldmica, los fotoperiodos, la sialilacion hormonal,
la timectomia, la inmunoneutralizacién y la transferencia génica de ti-
mulina. Se completa la informacion con detalles sobre las isoformas de
la prolactina, prolactinomas, otros adenomas hipofisarios y los aportes
de la terapia génica.

En su conjunto, el libro se transforma en una herramienta impor-
tante de estudio para quienes deseen familiarizarse con la fisiopatologia
adenohipofisaria. Si se quiere extraer un denominador comun de los es-
fuerzos realizados en la redaccion de cada capitulo, es encontrar en ellos,
la experiencia y sus imprescindibles destellos de imaginacién creativa.

Dr. EDuarRDO H. CHARREAU

Investigador Superior Emérito del CONICET
Presidente Fundacion Instituto de Biologia y Medicina Experimental

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

changes in the adenopituitary by non steroid antiandrogens, intraute-
rine retard, pituitary denervation, photoperiods, hormonal sialylation,
thymectomy, thymulin and gene immunoneutralization and transferen-
ce. Information is completed with details on prolactin isoforms, pitui-
tary prolactinomas and adenomas and contributions of gene therapy.

As a whole, the book becomes an important tool of study for those
who wish to become familiar with adenopituitary physiopathology. If a
common denominator of the efforts done to write each chapter is to be
considered, it should be the finding of experience and its essential glim-
mering creative imagination.

Epuarpo H. CHARREAU M.D.

Emeritus Senior Investigator for CONICET
Chairman of Foundation Institute of Biology and Experimental Medicine
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PREFACIO DEL AUTOR

La presente obra pretende integrar y actualizar aspectos normales
y patoldgicos de la glandula hipofisaria, centrando el eje en el estudio
embrioldgico, morfologico y fisioldgico normal y en diversas condi-
ciones experimentales neuroendocrinas, tales como: envejecimiento,
fotoperiodos, glicosilacion hormonal, isoformas de prolactina, mal-
nutricién, retardo intrauterino del crecimiento, inmunoneutralizacién
denervacion hipotalamica, timectomia, y terapia génica con timulina,
prolactinomas experimentales tratados con IGF-I. El estudio morfolo-
gico-funcional fue complementado con determinaciones hormonales,
bioensayos y terapia génica pituitaria.

El material presentado constituye una revisién actualizada de las
investigaciones morfoldgicas neuroendocrinas desarrolladas por
nuestro equipo de trabajo desde 1990 en el Laboratorio de Investi-
gaciones Neuroendocrinas de la Catedra B de Citologia, Histologia y
Embriologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Na-

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

PREFACE BY AUTOR

This work aims at integrating and updating normal and pathologi-
cal aspects of the pituitary gland, with its axis in the normal embryo-
logical, morphological and physiological study of the pituitary gland
and in diverse neuroendocrine experimental conditions such as aging,
photoperiods, hormonal glycosylation, prolactin isoforms, under-
nourishment, growth intrauterine delay, hypothalamic denervation,
thymectomy, immunoneutralization and thymulin gene therapy, pro-
lactinomas treated with gene bearing the insulin like growth factor I
(IGF-I) and a review of pituitary adenomas. The morphological-func-
tional study was complemented with hormone determinations, bioas-
says and pituitary gene therapy.

An integrated presentation is done of the neuroendocrine morpho-
logical research developed by our work team since 1990 (Laboratory
of Neuroendocrine Research of Department B of Cytology, Histology
and Embryology, Faculty of Medical Sciences, National University of
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cional de La Plata (UN.L.P.), Comisién de Investigaciones Cientificas

de la Provincia de Buenos Aires (CIC), Programa de Incentivos de la

U.N.L.P. y los valiosos aportes colaborativos de los respectivos equipos

de investigacion dirigidos por reconocidos especialistas en el campo

de la Neuroendocrinologia:

1. Envejecimiento del sistema hipotalamo-hipofisario: Dr. Goya R.G.
y col. (INIBIOLP: UNLP, CONICET), Bohn M.C. y col. (Northwest-
ern University and Oklahoma University, U.S.A.) Sonntag W.E. y col.
(Oklahoma University, Center of Neurosciences, U.S.A.) y Dra. Jura-
do S.B. (Departamento de Microscopia Electrénica, UN.L.P).

2. Envejecimiento hipofisario con transferencia del gen portador del
factor insulino-simil tipo I (IGF-I): Dr. Goya R.G., Dra. Herefiti
C.B, Biog. Schwerdt J.I. (INIBIOLP, UN.L.P, CONICET) y Garcia
Segura L.M. y col. (Instituto Ramon y Cajal, Madrid).

3. Efectos de los antiandrdgenos no esteroides sobre la poblacion
gonadotropa en ratas: Dr. Calandra R.S. y col. IMBYCE, CO-
NICET, CABA).

4. Fotoperiodos: cambios en las poblaciones lactotropa y gonadotro-
pa de hamsteres machos: Dr. Calandra R.S. y Dra. Rulli S.B. (IMBY-
CE, CONICET, CABA).

5. Glicosilacion de la hormona foliculo-estimulante: cambios en la
poblacion gonadotropa de ratas: Dr. Calandra R.S. y col., Dra. Cam-
po S.y col. (IMBYCE y CEDIE, CONICET, CABA).

6. Malnutricion: efectos sobre las poblaciones adenohipofisarias de
monos (Saimiri sciureus boliviensis): Dr. Pucciarelli H.M., Dra.
Oyhenart E.E. y col. (CIGEBA, UN.L.P, CONICET, CIC).

7. Retardo intrauterino del crecimiento: alteraciones de la pobla-
cion somatotropa en ratas: Dra. Oyhenart E.E y col.; Dr. Guimarey
L.M. y col. (CIGEBA, U.N.L.P, CONICET, CIC, Hospital de Nifios
de La Plata).

8. Estudio de las poblaciones adenohipofisarias en un modelo de
denervacion hipotalamica de ratas: Dr. Spinedi E. y col. (IMBICE,
CONICET, CIC).
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La Plata, Unplanned Committee of Scientific Research of the Provin-

ce of Buenos Aires) and the valuable collaborative contribution of the

respective research teams directed by renowned specialists in the field
of Neuroendocrinology:

1. Aging of the hypothalamo-hypophyseal system: Dr. Goya R.G.,,
Bohn M.C., Sonntag W.E., et al. (INIBIOLP: UNLP-CONICET;
Northwestern University and Oklahoma University, USA) and Dr.
Jurado S.B. (Department de Electron Microscopy-Faculty of Vete-
rinary Sciences-UNLP).

2. Pituitary aging with transference of gene bearing insulin like grow-
th factor I (IGF-I): Dr. Goya R.G., Dr. Hereniti C.B., Garcia Segura
L.M., Biochemist Schwerdt J.Iet al. (INIBIOLP: UNLP-CONICET;
Institute Ramoén and Cajal, Madrid).

3. Effects of non steroid antiandrogens on the rat gonadotrope popu-
lation: Dr. Calandra R.S.et al. IMBYCE: CONICET).

4. Photoperiods: changes in lactotrope and gonadotrope popu-
lations of male hamsters: Dr. Calandra R.S., Dr. Rulli S.B. et al.
(IMBYCE: CONICET).

5. Glycosylation of the folliculo-stimulating hormone: changes in the
rat gonadotrope population: Dr. Calandra R.S., Dr. Campo S. et al.
(IMBYCE-CEDIE: CONICET).

6. Undernourishment: effect on the monkey adenohypophyseal
populations (Saimiri sciureus boliviensis): Dr. Pucciarelli H.M.,
Dr. Oyhenart E.E. et al. (CIGEBA, Faculty of Veterinary Sciences:
UNLP-CONICET-CIC).

7. Growth intrauterine delay: alterations of the rat somatotrope
population: Dr. Oyhenart E.E., Dr. Guimarey L.M.et al. (CIGEBA,
Faculty of Veterinary Sciences: UNLP-CONICET-CIC-Children’s
Hospital of La Plata).

8. Study of the adenohypophyseal populations in a model o rat hypo-
thalamic denervation: Dr. Spinedi E. et al. (IMBICE: CONICET).

9. Effects of thymectomy, immunoneutralization and gene transfer-
ence of thymulin on the adenohypophyseal populations in ro-
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9. Efectos de la timectomia, inmunoneutralizacion y transferencia dents: Dr. Goya R.G., Dardenne M., and Dr. Reggiani P.C. et al. (Unit

génica de la timulina sobre las poblaciones adenohipofisarias of CNRS, Necker Hospital of Paris, INIBIOLP: UNLP-CONICET).
en roedores: Dr. Goya R.G., Dra. Reggiani P.C. y col. (INIBIOLP, 10. Prolactin isoforms: Dr. Carino M., Calandra R.S. et al. (IMBYCE:
UNLP, CONICET); Dardenne M. (Unidad de CNRS, del Hospital CONICET and UNLP-CIC).
Necker de Paris). 11. Experimental prolactinomas: gene therapy with IGF-I factor in
10. Isoformas de prolactina: Dra. Carino M., Calandra R.S. y col. (IMB- rats: Dr. Goya R.G., Castro M.G., Dr. Herefiti C.B. et al. (INIBIOLP,
YCE, CONICET, CABA y UN.L.P, CIC). Faculty of Medical Sciences: UNLP-CONICET; Gene Therapeutics
11. Prolactinomas experimentales: terapia génica con factor IG- Research Institute, Cedars Sinai Medical Center, Department of
F-I en ratas: Dr. Goya R.G., Dra. Herefii C.B. y col. (INIBIOLP, Molecular and Medical Pharmacology, School of Medicine, UCLA,
UN.L.P,, CONICET); Castro M.G. y col. (Gene Therapeutics Re- Los Angeles, CA, USA).

search Institute, Cedars Sinai Medical Center, Department of Mo-
lecular and Medical Pharmacology, School of Medicine, UCLA,
Los Angeles, CA, US.A.).
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CAPITULO 1

Embriologia de la glandula hipofisaria

Organogénesis pituitaria

La glandula hipdfisis o pituitaria proviene de dos esbozos ectodérmi-
cos: A) Epiblastico: evaginacion ectodérmica en el techo del estomodeo
(semana 3) que origina un diverticulo aplanado denominado bolsa de
Rathke. El esbozo se extiende en profundidad, se pediculiza y forma un
canal hipofisario abierto en la cavidad bucal primitiva (semanas 6 a 8).
B) Neuroblastico: en forma simultdnea, se desarrolla un diverticulo en
el neuroectodermo del diencéfalo que se extiende hacia la bolsa de Rath-
ke y se denomina infundibulo (fig. 1.1) (Gémez Dumm, 1978; Cénsole
y Gémez Dumm, 1997; Gémez Dumm vy col., 2003).
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CHAPTER 1
Embryology of the pituitary gland

Pituitary organogenesis

The hypophysis or pituitary gland is derived from two ectoderm
primordia: A) Epiblast: an ectodermal evagination appears during the
third week on the roof of the stomodeum giving rise to a flat diverti-
culum transversally oriented called Rathke’s pouch. The primordium
spreads in depth, pediculizes, and forms an open hypophyseal channel
in the primitive oral cavity between weeks 6 and 8. B) Neuroblast: at the
same time, a diverticulum called infundibulum develops in the neuro-
ectoderm of the diencephalon, which spreads to Rathke’s pouch (fig.
1.1) (G6émez Dumm, 1978; Cénsole and Gomez Dumm, 1997; Gomez
Dumm et al., 2003).
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Fig. 1.1. Esbozos epiblastico y neuroblastico. Infundibulo y bolsa de
Rathke (BR). H: hipotdlamo; D: diencéfalo; M. mesencéfalo; R: rombencéfalo;
No: notocorda; E: estomodeo; F: faringe; TE: techo del estomodeo; Ta: tallo
infundibular (Atlas de Embriologia Humana, Gémez Dumm CLA, 1978,
modificado).

La bolsa de Rathke se cierra y el canal hipofisario se transforma
en el tracto faringo-hipofisario que desaparece cuando se desarrolla
el hueso esfenoides. La bolsa de Rathke engrosa su pared y se separa
del techo del estomodeo por una involucién del tallo infundibular (se-
mana 8) y en ese momento, ambos esbozos toman contacto. La bolsa
de Rathke presenta: A) Hoja anterior: con dos diverticulos laterales y
uno dntero-medial (semana 6) que tiende a desarrollarse lateralmente
y muestra gran actividad mitética. En el curso del tercer mes de vida
intrauterina, la hoja anterior proliferante constituye el l6bulo anterior
y la hendidura residual tiende a borrarse. B) Hoja posterior: sus cé-
lulas permanecen en estado de reposo. (Girod y Trouillas, 1993). El
hueso esfenoides forma una cavidad que aloja el primordio hipofisario
durante la semana 11. La pared de la bolsa de Rathke origina la pars
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Fig. 1.1. Epiblast and neuroblast primordia. In: infundibulum. RP: Rathke s

pouch; H: hypothalamus; D: diencephalon; M: midbrain; R: rhombencephalon;

No: notochord; S: stomodeum; P: pharynx; Sr: stomodeum roof; Is: infundibular
stalk (from Atlas de Embriologia Humana, Gémez Dumm CLA, 1978).

Rathke s pouch closes and the hypophyseal channel transforms
into the pharyngeal-hypophyseal tract, which will disappear with the
development of the sphenoid bone. In a more advanced stage (week
8), Rathke’s pouch presents a thickened wall and gradually detaches
from the roof of the stomodeum. At that moment, both primordia
come into contact.

Rathke s pouch presents two walls: A) Anterior wall: it under-
goes important mitotic activity and tends to develop laterally. At the
end of week 6, it presents two lateral diverticula and one antero-me-
dial diverticulum. Throughout the third month of intrauterine life,
the proliferating anterior wall constitutes the anterior lobe. The re-
sidual cavity tends to disappear. B) Posterior wall: it remains in a
state of repose (Girod and Trouillas, 1993). Throughout week 11, the
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distalis, la pars tuberalis y la pars intermedia de la glandula, cuyo
conjunto comprende la adenohipéfisis.

El esbozo neuroblastico conserva su relacién con la vesicula dien-
cefalica. La extremidad distal se elonga y toma contacto con las dreas
laterales de la hoja anterior de la bolsa de Rathke. El eje estd ocupado
por una cavidad elongada denominada receso infundibular. La neuro-
hipdfisis se forma a partir del infundibulo (Miiller y O’Rahilly, 1989).
El mesénquima se diferencia en el conectivo-vascular estromal y en la
capsula conjuntiva glandular (semana 12).

El sistema portal hipofisario comienza a formarse antes de la se-
mana 7 de la gestacion y para la semana 12, el 16bulo anterior y la emi-
nencia media estan bien vascularizados. Los vasos portales se pueden
reconocer entre la 11.5 semana a la semana 14, estdn bien desarrolla-
dos en las semanas 15 a 16 y plenamente establecidos en las semanas
18 a 20 de la gestacion.

La neurohipoéfisis estd constituida ahora por la eminencia me-
dia, el tallo infundibular y la pars nervosa, intimamente adosada a
la pars intermedia. Desde los ntcleos hipotalamicos supradptico (1)
y paraventricular (2) se desarrollan fibras nerviosas que terminan
en la pars nervosa y constituyen el haz hipotalamo-hipofisario. En
el humano, la cavidad de la bolsa de Rathke desaparece y solamente
persisten restos quisticos entre la pars distalis y la pars intermedia.
La glandula queda ubicada en la silla turca del esfenoides, concavi-
dad que se cierra mediante una derivacién meningea denominada
diafragma selar. Quedan conformadas las siguientes regiones hipo-
fisarias (fig. 1.2).

1. Adenohipdfisis:

a) l6bulo anterior o pars distalis (PD).
b) l6bulo intermedio o pars intermedia (PI).
¢) loébulo infundibular-tuberal o pars tuberalis (PT).
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sphenoid bone forms a cavity that houses the hypophyseal primor-
dium. The wall of Rathke's pouch originates the pars distalis, the
pars tuberalis and the pars intermedia of the gland, which together
comprise the adenohypophysis.

The neuroblast primordium maintains the relationship with the
diencephalic vesicle. The distal end elongates and comes into contact
with the lateral areas of the anterior wall of Rathke s pouch. The axis is
filled with an elongated cavity called infundibular recess. The neuro-
hypophysis is formed from the infundibulum (Miiller and O’Rahilly,
1989). The mesenchyme differentiates the connective-vascular tissue
and the conjunctive capsule surrounding the gland is formed during
week 12. The hypophyseal portal system starts its formation before
week 7 of gestation and by week 12, the anterior lobe and the median
eminence are well vascularized. The portal blood vessels can be iden-
tified between weeks 11.5 and 14, they are well developed by weeks
15 to 16 and completely evident by weeks 18 to 20 of gestation. The
neurohypophysis is now formed by the median eminence, the in-
fundibular stalk and the pars nervosa, closely attached to the pars
intermedia. Nerve fibres leave the hypothalamic supraoptic (1) and
paraventricular (2) nuclei and end in the pars nervosa constituting a
hypothalamic-hypophyseal bundle. In human beings, the Rathke s
pouch cavity disappears, and only the cystic remnants remain between
the pars distalis and the pars intermedia. The gland sits on the sella
turcica of the sphenoid bone, concavity that closes by means of a men-
ingeal derivation: the diafragma sellar. The hypophyseal regions are
formed (fig. 1.2):

1. Adenohypophysis:

a) anterior lobe or pars distalis (PD).
b) intermediate lobe or pars intermedia (PI).
¢) infundibular-tuberal lobe or pars tuberalis (PT).
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2. Neurohypophysis:

2. Neurohipofisis
d) eminencia media (EM). d) median eminence (ME).
e) tallo infundibular (TT). e) infundibular stalk (IS).
f) posterior lobe or pars neural (PN).

f) 16bulo posterior o pars neural (PN).

median eminence

Eminencia media

infundibular stalic

Tallo infundibular

Pars nervosa
Pars distalis (PD)

Pars distalis

sella furcica pars intermedia (Pl)

Pars intermedia

Fig. 1.2. Regiones hipofisarias (Atlas de Embriologia Humana, Gémez Dumm Fig. 1.2. Hypophyseal regions (Atlas de Embriologia Humana, Gémez Dumm
CLA, 1978). CLA, 1978).

Table 1 shows the characterization of different adenohypophy-

La tabla 1 permite caracterizar las diferentes poblaciones celula-
seal cell populations, hypothalamic signals and the responses of

res adenohipofisarias, las sefiales hipotaldmicas y la respuesta de los

tejidos blanco. target tissues.
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Tabla 1. Caracterizacion de las poblaciones adenohipofisarias

Poblacion Seiial Hormona Tejido Respuesta

celular Hipotalamica blanco

Corticotropa | CRH (+) ACTH Corteza Glucocorticoides
adrenal

Tirotropa TRH (+) TSH Tiroides T3-T4

Somatotropa | GHRH (+) (GIH) (-) | GH— Higadoy Crecimiento de

Somatomedinas | otros tejidos | huesos largos
Lactotropa PRH (+) PIH (-) PRL Mama Lactancia
Gonadotropa | GnRH (+) GnIH (-) | FSH/LH Gonadas Gametogénesis
Ovulacion

Embriogénesis molecular

El desarrollo normal del eje hipotalamo-hipofisario depende de una
cascada genética de factores de transcripcion y de moléculas de senali-
zacion que regulan la diferenciacién tisular y el balance entre prolifera-
cion-apoptosis o muerte celular programada (Treier y Rosenfeld, 1996).
Los factores de crecimiento y transcripcion, asi como las moléculas de
sefializacion son fundamentales para la proliferacion, diferenciacion y
morfogénesis temporal y espacial de la glandula pituitaria (Bazina y col.,
2009). La embriogénesis hipofisaria implica sefiales extrinsecas provee-
doras de morfégenos que crean un microambiente para la aparicion de
las células progenitoras o madres. Estas sefiales inductoras son mediadas
a través de una familia de moléculas tales como el factor de crecimiento
transformante beta (TGFp), factores de crecimiento epidérmico (EGFs),
Whats, hedgehogs, factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) y retinoi-
des. Dichas senales extrinsecas actuan sobre programas intrinsecos au-
tonomos que inducen patrones de expresion en una cascada de factores
de transcripcion y de moléculas de sefalizaciéon para cada tipo celular,
creando una genealogia hipofisaria (Dasen y Rosenfeld, 1999a-b-c; Bu-
rrows y col.,, 1999; Sheng y Westphal, 1999). La embriogénesis molecu-
lar muestra procesos criticos como el control metabdlico, la pubertad, la
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Table 1. Characterization of adenohypophyseal populations

Cell Hypothalamic | Hormone Target tissue Response
population signal
Corticotrope | CRH (+) ACTH Adrenal cortex | Glucocorticoids
Thyrotrope | TRH (+) TSH Thyroids T3-T4
Somatotrope | GHRH (+) GH — Liver and other | Growth long bones
GIH (-) somatomedins | tissues
Lactotrope PRH (+) PRL Breast Breastfeeding
PIH (-)
Gonadotrope | GnRH (+) LH-FSH Gonads Gametogenesis
Ovulation

Molecular embryogenesis

The normal development of the hypothalamic-hypophyseal axis
depends on a genetic cascade of transcriptional factors and signalling
molecules that regulate tissue differentiation and the balance between
proliferation and apoptosis (Treier and Rosenfeld, 1996). Growth and
transcriptional factors, as well as signaling molecules, are essential for
the proliferation, differentiation and temporal and spatial morphogene-
sis of the pituitary gland (Bazina et al., 2009).

Pituitary embryogenesis involves extrinsic molecular signals which
help create a microenvironment that determines the appearance of stem
cells with inductive events leading to cell proliferation or programmed
cell death. These signals are mediated by a family of molecules such
as the transforming growth factor (TGFp), epidermal growth factors
(EGFs), Wnts, hedgehogs, fibroblastic growth factors (FGFs) and reti-
noids. These extrinsic signals influence the intrinsic determining pro-
grams inducing expression patterns of a transcriptional factor cascade
and of specific signalling molecules for each cell type creating a hypo-
physeal genealogy (Dasen and Rosenfeld, 1999a-b-c; Burrows et al.,
1999; Sheng and Westphal, 1999). Molecular embryogenesis evidences
critical processes such as metabolic control, puberty, reproduction, res-
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reproduccion, la respuesta al estrés y la lactancia, explicando la etiologia
de las deficiencias hormonales a nivel pituitario (Pfaffle y Klammt, 2011).

Las alteraciones moleculares determinan las reconocidas deficien-
cias hormonales que pueden ser aisladas o combinadas. Las mutaciones
génicas de dichos factores y moléculas originan alteraciones en la histo-
génesis pituitaria, explicando el hipopituitarismo detectado en ratones y
en seres humanos. Muchos genes atin no han sido identificados y es ne-
cesario aclarar el origen de las condiciones complejas que contribuiran
a esclarecer el desarrollo normal de la pituitaria (Kelberman y Dattani,
2006; Kelberman y col., 2009a-b). El requerimiento de 3 cajas homeo-
ticas (Lhx3, Lhx4 y Tifl) durante la embriogénesis se obtuvo mediante
manipulacién genética. Las mutaciones en ratén revelaron 2 cajas mas:
Pitl y Propl que resultaron criticas para la especializacion y prolifera-
cion de las poblaciones adenohipofisarias (Watkins y Camper, 1998). La
transferencia de genes mediante vectores lentivirales podria proporcio-
nar un aporte clave para el enfoque terapéutico de las deficiencias con-
génitas y de los adenomas pituitarios (Quentien y col., 2006). La tabla 2
presenta la expresion de genes en el 16bulo anterior pituitario.

Tabla 2. Expresion de genes en el l6bulo anterior hipofisario

Gen Bolsade | ACTH GH PRL TSH LH/FSH
Rathke

Drd2 X
Egrl X X X X
Ftzfl X
Gata2 X X
Hesx1 X
Isl-1 X
Lbd1,3 X X
Lhx2. X X X X X
Lhx3 X X X X X X
Lhx4 X
Msx1 X X
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ponse to stress and breastfeeding, thus explaining the aetiology of hor-
monal deficiencies at pituitary level (Pfaftle and Klammt, 2011).

The requirement of three homeotic boxes of genes (Lhx3, Lhx4 and
Tif1) during embryogenesis was obtained through genetic manipulation.
Mutations in mice revealed two more boxes: Pitl and Propl, which were
critical for the specialization and proliferation of adenohypophyseal po-
pulations (Watkins and Camper, 1998). The transference of genes through
lentiviral vectors could provide essential contribution to the therapeutical
approach of congenital deficiencies and pituitary adenomas (Quentin et
al., 2006). Molecular alterations determine hormonal deficiencies, either
isolated or combined. Genetic mutations in those factors and molecu-
les originate alterations in the pituitary histogenesis, thus explaining the
hypopituitarism registered in mice and human beings. Many genes have
not yet been identified and it is necessary to know the origin of the com-
plex conditions that would contribute to clarify the normal development
of the pituitary (Kelberman and Datan, 2006; Kelberman et al., 2009a-b).
Table 2 presents the gene expression in the anterior pituitary.

Table 2. Expression of genes in the hypophyseal anterior lobe

Gen Rathke's ACTH GH PRL TSH LH/FSH
Pouch
Drd2 X
Egrl X X X X
Ftzfl X
Gata2 X X
Hesx1 X
Isl-1 X
Lbd1,3 X X
Lhx2, X X X X X
Lhx3 X X X X X X
Lhx4 X
Msx1 X X
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Nhlh2 X
Nkx3.1 X
Otx1 X
Pax6 X
Pitl X X X
Pitx1 X X X X X X
Pitx2 X X X X X X
Propl X
Six1 X
Six3 X
Tef X
Titf2 X
Zfp15 X
X: alta expresion, x: baja expresion (Burrows y col., 1999).

En el comienzo de la organogénesis se produce un engrosamiento del
ectodermo del estomodeo que se invagina para formar la bolsa de Rathke
epitelial, acompafandose de numerosos gradientes de sefiales (Ikeda y col.,
1988). Se libera Sonic Hedgehog Homologus (Shh), Pitx-1 y Pitx-2 en el
ectodermo oral. Luego se expresa la proteina morfogenética 6sea 4 (BMP4)
en el diencéfalo ventral y se detecta la liberacion del factor de crecimiento
fibroblastico 8 (FGF8) que establece la expresion de factores de transcrip-
cidn, incluyendo Lhx3 y Nkx 3.1. En esta fase inicial, el Shh esta excluido de
la bolsa de Rathke, credandose un compartimiento molecular entre el ecto-
dermo oral y el ectodermo de la bolsa. La BMP-2 antagoniza a la ubicada
en el mesénquima caudal, manteniendo un gradiente ventro-dorsal, en el
que se expresan factores de transcripcion tales como GATA-2, Isl-1 y P-Frk.
En la fase final, se requiere la pérdida temporal de la BMP2 para permitir
la diferenciacion final de las diferentes lineas celulares que se hallan deter-
minadas en el campo de expresion de Pit-1. Los factores de transcripcion
LHx3, Propl y Nkx3.1 se hallan en un gradiente dorso-ventral, mientras
que Six1, Brn4 y P-Frk se detectan en un gradiente ventro-dorsal (Sheng y
Westphal, 1999). Los seis tipos celulares secretorios adenohipofisarios estan
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Nhlh2 X
Nkx3.1 X
Otx1 X
Pax6 X
Pitl X X X
Pitx1
Pitx2

Propl
Six1
Six3
Tef X
Titf2 X

Zfp15 X
X: high expression, x: low expression (Burrows et al., 1999).

PR R e

The onset of organogenesis begins with the thickening of the sto-
modeal ectoderm, which invaginates to form Rathke’s pouch, pre-
senting numerous signalling gradients (Ikeda y col., 1988). Sonic he-
dgehog (Shh) and Pit-1 and Pitx-2 are released in the oral ectoderm.
After that, bone morphogenetic protein (BMP4) is expressed in the
ventral diencephalon, and the release of the fibroblastic growth fac-
tor (FGF8) establishes the expression of transcriptional factors inclu-
ding Lhx3 and Nkx 3.1. In this initial phase, Shh is excluded from the
Rathke s pouch, and a molecular compartment is created between
the oral ectoderm and the pouch ectoderm. BMP2 antagonizes the
protein located in the caudal mesenchyme, keeping a ventrodorsal
gradient, where transcriptional factors such as GATA-2, Isl-1 and P-
Frk are expressed. In the final stage, the temporary loss of BMP2 is
required in order to allow the final differentiation of the different
cell lines that are determined in Pit-1 expression field. Transcriptio-
nal factors Lhx3, Propl and Nkx 3.1 are in a dorsal-ventral gradient
and Isl1, while Six1, Brn4 and P-Frk are detected in a ventral-dorsal
gradient (Sheng and Westphal, 1999).
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espacial y temporalmente determinados durante la embriogénesis. La dife-
renciacion de las lineas celulares pituitarias permite observar corticotropas
(C) y melanotropas (MSH) que crecen dorsalmente, mientras las somato-
tropas (S) y lactotropas (L) lo hacen en el campo intermedio y las tirotropas
(T) y gonadotropas (G) proliferan en sentido ventral (Dubois y ElAmraoiu,
1995; Dasen y Rosenfeld, 1999a-b; 2001; de Moraes y col.,, 2012) (fig. 1.3).

——
Fig. 1.3. Histoembriologia pituitaria. Poblaciones: S/L: somatotropa y
lactotropa, T: tirotropa, Tr: tirotropa ventral, C: corticotropa, G: gonadotropa y
MSH: melanotropa (Dasen y Rosenfeld, 1999b).

La organogénesis de la pituitaria en mamiferos sigue un protocolo es-
pacial y temporal especifico a partir de un primordio ectodérmico. Existe
una base molecular en la generacion de los diversos fenotipos celulares
pituitarios que han sido estudiados a nivel ultraestructural por Dubois y
Hemming (1991). La fig. 1.4 senala algunos de los factores de transcrip-
cion y de las moléculas sefiales.

Se han indicado diversas moléculas de senializacion pituitaria: BMP,
FGFy Wnt (Hogan, 1996; Cadigan y Nusse, 1997), BMP-4 y BMP-2 (Jones
y col,, 1991; Dasen y Rosenfeld, 1999 by 2001) y FGF-8 (Crossley y Mar-
tin, 1995), Sonic Hedgehog: Shh (Basler y Struhl, 1994) y cordina (Piccolo
y col., 1996).

Las diferentes lineas celulares pituitarias responden a multiples gra-
dientes de sefnalizacion. Las células madre pluripotenciales se caracterizan
por tener capacidad de autorenovacion indefinida y falta de especializa-
cion (Nassiri y col., 2013). Los modelos experimentales apoyan su partici-
pacion en la regeneracion celular y se sugiere su influencia en la formacion
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The six secreting cell types are spatially and temporally determined
during embryogenesis. Corticotrope and melanotrope populations grow
dorsally, while somatotropes and lactotropes do so in the intermediate
field, and thyrotropes and gonadotropes proliferate ventrally (Dubois
and ElAmraoiu, 1995; Dasen and Rosenfeld, 1999a-b; 2001; de Moraes
etal, 2012) (fig. 1.3).

T,
Fig. 1.3. Histoembryology of the pituitary. Populations: S/L: somatotrope and
lactotrope, T: thyrotrope, Rt: rostral thyrotrope, C: corticotrope, G: gonadotrope and

MSH: melanotrope (Dasen and Rosenfeld, 1999b).

The organogenesis of the pituitary gland in mammals follow a speci-
fic spatial and temporal protocol derived from an ectoderm primordium.
There is a molecular basis for generating different pituitary cell pheno-
types that were studied at ultrastructural level by Dubois and Hemming
(1991). Several signalling molecules of the pituitary have been expressed:
BMP, FGF and Wnt (Hogan, 1996; Cadigan and Nusse, 1997), BMP-4 (Jo-
nes et al., 1991) and FGF-8 (Crossley and Martin, 1995), Sonic hedgehog:
Shh (Basler and Struhl, 1994) and chordin (Piccolo et al., 1996). Some
transcriptional factors and signalling molecules are indicated in fig. 1.4.

A model of pituitary cell lines has been established in response to mul-
tiple morphogenetic gradients. Pluripotent stem cells display capacity for
indefinite self-renewal and a lack of specialization (Nassiri et al, 2013). The
new experimental models support stem cell involvement in cell regenera-
tion and it is suggested that they affect the formation of pituitary tumors,
since they would be able to reutilize the embryonic programs kept in their
memory (Vankelekom and Chen, 2014). In human embryos during weeks
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Fig. 1.4. Moléculas de seiializacion y factores de transcripcion (Dasen y
Rosenfeld, 1999b).

de los tumores hipofisarios, ya que serian capaces de reutilizar los progra-
mas embrionarios guardados en su memoria (Vankelekom y Chen, 2014).

En embriones humanos en semanas 7-8, se detectaron células utilizando
antisueros para ACTH, PLPH, a y B endorfinas, yYMSH y hGH. Entre 8 a 12
semanas, se inmunomarcaron células con el antisuero anti-hormonas a—gli—
coproteicas y entre 12-16 semanas hubo reaccién con el anticuerpo fTSH.
A las 15-16 semanas en hembras y 20 semanas en machos, se presentaron
células inmunomarcadas con los anticuerpos anti-pFSH y anti- pLH. Entre
las semanas 16-18 se reconocieron células con el anticuerpo anti-PRL. En la
semana 28 se detectaron células anti-S100 y anti-GFAP (proteina gliofibri-
lar 4cida) (Girod y Trouillas, 1993). Pope y col. (2006) estudiaron la regu-
lacién molecular en el desarrollo de las gonadotropas y tirotropas en fetos
humanos, hallando FSH-LH dimérica bioactiva en las 14 semanas y TSH
dimérica bioactiva en las 17 semanas. La mayor parte de las tirotropas fueron
multihormonales y presentaron ademas de TSH: LH (40%), PRL (20%) y
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Fig. 1.4. Signalling molecules and transcriptional factors of the
infundibulum and Rathke s pouch (Dasen and Rosenfeld, 1999b).

7-8 there is evidence of cells that react with anti-ACTH, anti-BLPH, a and
B endorphins, anti-yMSH and anti-hGH sera. Between weeks 8 and 12
cells stained with anti-hormones a-glycoprotein serum are detected and
between weeks 12 and 16 hpTSH antibody reaction can be observed. At
weeks 15 and 16 in females and at week 20 in males, cells immunostai-
ned with anti-BFSH and anti-BLH antibodies are present. Between weeks
16 and 18 cells are recognized using anti-PRL antibody. During week 28
anti-S100 and anti-GFAP cells are detected (glial fibrillary acidic protein)
(Girod and Trouillas, 1993). Pope et al. (2006) studied the molecular re-
gulation in the development of gonadotropes and thyrotropes in human
fetuses, finding bioactive dimeric FSH-LH in week 14 and bioactive dime-
ric TSH in week 17. Most thyrotropes were found to be multihormonal
and apart from TSH they presented: LH (40%), PRL (20%) and ACTH
(24%). Thyrotropes constitute a mosaic phenotype, but paradoxical secre-
tion would not be so frequent because the TSH releasing hormone (TRH)
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ACTH (24%). Las tirotropas constituyen un mosaico de fenotipos, pero la
secrecion paradojal no seria tan frecuente porque la hormona liberadora de
TSH (TRH) actuaria de modo débil sobre las tirotropas polihormonales (Vi-
llalobos y col., 2004). Se han detectado células polifuncionales en todos los
tipos de células secretorias, con predominio en tirotropas y un claro dimor-
fismo a favor de las pituitarias de hembras (Nuifiez y col., 2003). La diferen-
ciacién celular pituitaria en embriones de ratas registrd corticotropas inmu-
norreactivas el dia E13, con un 15% de células agranulares (Nemeskeryy col,,
1976). La ontogénesis de las células productoras de hormonas polipeptidicas
en la hipdfisis de fetos de ratas inmunomarcé melanotropas y corticotropas
(dia 16), somatotropas (dia 19) y lactotropas (dia 21) (Chatelain y col., 1979).
Ademds, Watanabe (1982) hizo estudios en cultivos pituitarios en ratas que
permitieron la determinacién de las células corticotropas y luteinizantes.

Las células madres se comprometen en una linea pituitaria a través de la
expresion de Lhx-3/P-LIM que requieren los factores FGF-8, BMP-4 y Shh.
Pitx-2 es necesario para la expansion de estos precursores en la bolsa de Rath-
ke. El Prop-1 es requerido para la proliferacion y determinacion de cuatro de
los tipos celulares del drea ventro-intermedia. El Pit-1 determina el destino
de tres tipos celulares: somatotropas, lactotropas y tirotropas, mientras que el
GATA-2 diferencia las lineas tirotropa y gonadotropa, con ausencia o presen-
cia de Pit-1, respectivamente (Dasen y Rosenfeld, 1999b) (fig. 1.5).
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Fig. 1.5. Histoembriologia adenohipofisaria (Dasen y Rosenfeld, 1999b).
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would affect weakly the polihormonal thyrotropes (Villalobos et al., 2004).
Polifunctional cells have been detected in all the types of secreting cells,
especially in thyrotropes, as well as an evident dimorphism in favour of
female pituitaries (Ntiflez et al., 2003). The pituitary cellular differentia-
tion in rat embryos detected immunoreactive corticotropes on day E13
with 15% of agranular cells (Nemeskery et al., 1976). The ontogenesis of
cells producing polypeptide hormones in rat fetal pituitaries immunostai-
ned melanotropes and corticotropes (day 16), somatotropes (day 19) and
lactotropes (day 21) (Chatelain et al., 1979). Moreover, Watanabe s (1982)
studies in rat pituitary cultures allowed the determination of corticotropes
and luteinizing cells.

Stem cells would be involved in a pituitary cell line through the ex-
pression of Lh3/P-LIM, which may require factors FGF8, BMP4 and Shh.
Pitx2 is necessary for the expansion of these precursors inside the Rathke s
pouch, with Prophet of Pit-1 (Prop-1), a precursor required for the prolife-
ration and determination of at least four of the cell types of the ventral-in-
termediate area. Pit-1 is then required for determining the fate of three cell
types (somatotropes, lactotropes and thyrotropes), while GATA-2 would be
necessary for thyrotrope and gonadotrope cell lines, based on the absence
or presence of Pit-1, respectively (Dasen and Rosenfeld, 1999b) (fig. 1.5).
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Fig. 1.5. Histoembryology of the adenohypophysis (Dasen and Rosenfeld,

19990b).
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En dicho proceso se pueden sefialar 3 fases: en la fase 1 se observa la
sefal de la BMP en el diencéfalo ventral que expresa BMP-4, Wnt5a y FGF-8.
En la fase 2 se presenta un centro pituitario organizador ventral con sefial
BMP2 y expresion de Shh. La sefial BMP-2 junto con la sefial FGF-8 dorsal,
crean gradientes de oposicién generando factores de transcripcion que de-
terminan cada linaje celular pituitario, necesitindose Wnt4 para la expansion
de los fenotipos ventrales. En la fase 3 se requiere la pérdida temporal de
la sefial BMP-2 para permitir la diferenciacion terminal (Rosenfeld y col.,
2000). Los diferentes tipos celulares pituitarios siguen un gradiente ventro-
dorsal que conforman la organogénesis pituitaria (Treier y col., 1998). Dichos
gradientes de sefializacion dan lugar a patrones de expresion de los factores
de transcripcion que siguen programas celulares auténomos con eventos de
sefializacién de cardcter transitorio (Dasen y Rosenfeld, 1999b y 2001).

Factores intrinsecos de la bolsa de Rathke: Lhx-3, P-Lim, Rpx, Pax-
6, Six-3, Isl-1, Wnt5a.

Factores del ectodermo oral: Pitx-1, Pitx-2, Rpx/Hesx-1. Se expre-
san Pitx1/Pitx2 porque son requeridos para la determinacion celular y
los eventos proliferativos.

Moléculas de senalizacion: Shh, BMP-4, FGF-8, BMP-2.

A continuacion se detalla la localizacién y la funcién de los principa-
les factores de transcripcion y moléculas de sefializacion segiin Sheng y
Westphal (1999):

BMP-4: es una molécula de sefializacion detectada en la fase inicial
del desarrollo pituitario a nivel del neuroepitelio diencefalico ventral
(infundibulo) que induce la formacién de la bolsa rudimentaria (Dasen
y Rosenfeld, 1999a; Jones y col., 1991; Hogan, 1996).

Isl1: se expresa en la bolsa de Rathke y en el ectodermo oral. Produce
la diferenciacion temprana de la bolsa de Rathke.

Nkx2.1: aparece en el diencéfalo y forma la bolsa definitiva.

Shh: es una molécula de sefializacién que se detecta entre el diencéfalo
ventral y el ectodermo oral. Define limites entre bolsa de Rathe y ectoder-
mo oral. Su expresién desaparece cuando nace la bolsa de Rathke. Se su-
giere que el Shh con FGF8/10 regularia la expresion de Plim y Lhx-3 en la
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The process presents three phases. In phase 1, BMP signal can be
observed in the ventral diencephalon and expresses BMP-4, Wnt5a and
FGEF-8. In phase 2 a ventral pituitary organizing centre with BMP2 sig-
nal and Shh expression is present. The BMP-2 signal together with a dor-
sal FGF-8 signal, create opposing activity gradients that generate trans-
criptional factors determining each pituitary cell lineage, Wnt4 being
needed for the expansion of the ventral phenotypes. In phase 3, the tem-
porary loss of BMP-2 signal is required to allow terminal differentiation.
The different pituitary cell types follow a ventral-dorsal gradient that
conform a harmonic pituitary organogenesis (Treier et al., 1998). These
signaling gradients lead to patterns of transcription factor expression
following autonomous cell patterns in response to transient signaling
events (Dasen and Rosenfeld, 1999b and 2000).

Intrinsic factors of Rathke s pouch: Lhx-3, P-Lim, Rpx, Pax-6, Six-
3, Isl-1, Wnt5a.

Oral ectoderm transcription factors: Pitx-1, Pitx-2, Rpx/Hesx-1.
The expression of Pitx1/Pitx2 is required for cell determination and pro-
liferation events.

Signaling molecules: Shh, BMP-4, FGF-8, BMP-2.

The localization and function of the main transcription factors and
signaling molecules are described in detail as follows:

BMP-4: is a signaling molecule detected in the initial phase of the
pituitary development at the level of the neuroepithelium of the ven-
tral diencephalon (infundibulum) and leads to the formation of the
embryonic pouch (Dasen and Rosenfeld, 1999a; Jones et al., 1991;
Hogan, 1996).

Isll: it expresses in the oral ectoderm and in Rathke’s pouch and
produces the early differentiation of the latter.

Nkx2.1: it appears in the diencephalon and forms the final pouch.

Shh: is a signaling molecule detected between the ventral dien-
cephalon and the oral ectoderm and defines the boundaries be-
tween Rathke’s pouch and the oral ectoderm. Its expression disap-
pears when Rathke s pouch originates. The combination of Shh and
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formacién inicial de la glandula pituitaria y ejerce un papel en la diferen-
ciacion de las lineas pituitarias ventrales induciendo la expresiéon de BMP-
2 en la bolsa de Rathke, luego regulada por GATA-2 (Treier y col., 2001).

FGF-8: selocaliza en el infundibulo e induce la formacién de la bolsa de-
finitiva y de las células pituitarias precursoras. Las células progenitoras pro-
liferan y se diferencian debido a restricciones espacio-temporales en el FGF
y por sefiales neurales (infundibulo) y mesenquimatricas (mesénquima
yuxtapituitario ventral) mediadas por la BMP. El infundibulo aporta BMP-4
y FGF-8 y el mesénquima entrega BMP-2 y BMP-7. El FGF promueve la
proliferacion celular y el BMP controla la seleccién inicial de las tirotropas y
las corticotropas (Crossley y Martin, 1995; Ericsson y col., 1998).

Wnt4: aparece en el ectodermo oral y en la bolsa de Rathke y deter-
mina la expansion de las células pituitarias precursoras (Hogan, 1996).

Wnt5: se expresa en diencéfalo e induce la expresion de AGSO (Ho-
gan, 1996).

Ptx1 y Pitx2: se forman en el ectodermo oral y la bolsa de Rathke.
Los factores Pitx estan involucrados en la activacién del promotor de PRL
(Quentien y col., 2002) y la identificacidn del Pitx2 seria la base para estu-
diar la expresion de PRL (Quentien y col., 2010). El Pitx-1 acttia mediando
al Pit-1 y al gen promotor de la proopiomelanocortina (POMC). Su alte-
racién lleva a una menor expresion en la diferenciacion de los marcadores
de gonadotropas y tirotropas (Dasen y Rosenfeld, 1999c).

Pitx-2: es un regulador transcripcional que actda en la diferencia-
cién de los diferentes tipos celulares pituitarios.

Lhx3: se detecta en la bolsa de Rathke y contribuye a la formacién de la
bolsa definitiva. Existe una via ontogénica Lhx3 independiente para la es-
pecificacién inicial del linaje celular pituitario (Shengy col., 1996 y 1997).

Lhx4: se localiza en la bolsa de Rathke y contribuye a formarla. Ade-
mas, induce la presencia de las células pituitarias precursoras (Sheng y
col,, 1996 y 1997).

BMP-2: es una molécula de sefializacion expresada dentro de la bolsa
de Rathke-mesénquima ventral que permite la diferenciacién temprana
de los tipos celulares pituitarios. El gradiente BMP-2 (ventro-dorsal) se
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FGF8/10 is suggested to regulate the expression of Plim and Lhx-3
in the early formation of the pituitary gland and to influence the
differentiation of the ventral pituitary lines thus leading to BMP-2
expression in Rathke’s pouch, which is then regulated by GATA-2
(Treier et al., 2001).

FGF-8: it is localized in the infundibulum and leads to the forma-
tion of the final pouch and the pituitary precursor cells. Progenitor
cells proliferate and differentiate as a result of both spatial-temporal
restrictions in FGF and neural (infundibulum) and mesenchymal
(ventral juxtapituitary mesenchyme) signals mediated by BMP. The
infundibulum provides BMP-4 and FGF-8 and the mesenchyme pro-
vides BMP-2 and BMP-7. FGF promotes cell proliferation and BMP
controls the first selection of thyrotropes and corticotropes (Crossley
and Martin, 1995; Ericsson et al., 1998).

Wnt4: it appears in the oral ectoderm and in Rathke’s pouch. It de-
termines the expansion of the pituitary precursor cells (Hogan, 1996).

Wnt5: it expresses in the diencephalon and induces aGSO expres-
sion (Hogan, 1996).

Lhx3: it is expressed in Rathke’s pouch and contributes to the for-
mation of the final pouch. There is an independent ontogenic way Lhx3
for the initial specification of the pituitary cellular lineage (Sheng et al.,
1996 and 1997).

Lhx4: it is detected in Rathke s pouch and contributes to its forma-
tion. Also, it induces the presence of the pituitary precursor cells (Sheng
etal, 1996; 1997).

BMP-2: this signaling molecule is expressed inside Rathke ‘s pouch-
ventral mesenchyme and allows the early differentiation of the pituitary
cell types. Gradient BMP-2 (ventral-dorsal) is opposite gradient of the
ventral diencephalon FGF-8 (dorsal-ventral) and of chordin (Basler and
Struhl, 1994; Piccolo et al., 1996).

Chordin: it is a BMP-2 antagonist and is found in the caudal
mesenchyme.
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opone al gradiente (dorso-ventral) de FGF-8 del diencéfalo ventral y de
la cordina (Basler y Struhl, 1994; Piccolo y col., 1996).

Cordina: es antagonista de la BMP-2 que se halla en el mesénqui-
ma caudal.

Prop-1: se expresa en la bolsa de Rathke y activa el Pit-1. El Prop-1 es
esencial para la produccién de gonadotrofinas en mamiferos. Los ratones
transgénicos con sobreexpresion de Prop-1 en las células gonadotropas y
tirotropas presentan un cuadro clinico de hipogonadismo hipogonadotréfi-
co, con mayor riesgo para desarrollar adenomas hipofisarios. Se sugiri6 que
la variacion en la expresion de Prop-1 podria afectar la aceleracion del cre-
cimiento y el inicio de la pubertad en seres humanos (Vesper y col., 2006).
Se estudiaron ratones mutantes defectuosos en los factores de transcripcion
Prop-1y PoulF1, a fin de clarificar las vias que regulan el pasaje de la proli-
feracion a la diferenciacion celular pituitaria. Estos modelos experimentales
detectaron la expresion de los genes involucrados en la hiperplasia, en el de-
sarrollo de adenomas y en el proceso de tumorigénesis (Davis y col., 2009).
El Prop-1 es un factor pituitario especifico que coexiste con Sox-2 e induce
células Pit-1. Se expresa en las células madre Sox-2 desde el periodo embrio-
nario. El dia E13.5 todas las células de la bolsa de Rathke expresan Prop-1
que tendria un rol regulador en la organogénesis pituitaria y en la conver-
sion al linaje de células Pit-1 en ratones (Yoshida y col., 2009). También se ha
hallado Prop-1 en el desarrollo temprano de la pituitaria de peces (Angotziy
col., 2011). Se estudio la proliferacion en las células progenitoras indicando
la expresion de un nuevo marcador denominado nestin. Las células nes-
tin+ se hallaron en todas las etapas del desarrollo pituitario y transfirieron
células de los sistemas Prop-1 y Pit-1 (Yoshida y col., 2013). Las mutaciones
en Prop-1 expresan la causa mas comun de deficiencia de las hormonas pi-
tuitarias en seres humanos. Dichas mutaciones determinan el fracaso de la
transcripcion del Pit-1 (Davis y col., 2016).

Pit-1: aparece en la bolsa de Rathke y permite la diferenciaciéon de tres
tipos celulares pituitarios: somatotropas, lactotropas y tirotropas. Original-
mente, fue identificado como el factor controlador de la expresion de los
genes de GH y PRL. La transcripcion de PRL esta controlada por una serie
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Prop-1: it is expressed in Rathke’s pouch and activates Pit-1.
Prop-1 is essential for the production of gonadotropins in mammals.
Transgenic mice with over expression of Prop-1 gonadotrope and
thyrotrope cells present a clinical profile of hypogonadotropic hy-
pogonadism, with a higher risk of developing pituitary adenomas. It
was suggested that the variation in the expression of Prop-1 could af-
fect growth acceleration and pubertal onset in human beings (Vesper
et al., 2006). Defective (mutant) genes were studied in Prop-1 and
PoulF1 transcription factors in order to clarify the pathways that
regulate the passage from proliferation to pituitary cell differentia-
tion. These experimental models detected the expression of the genes
involved in hyperplasia, adenomas and the process of tumorigenesis
(Davis et al., 2009). Prop-1 is a specific pituitary factor that coexists
with Sox-2 and induces cells Pit-1. It is expressed in stem cells Sox-2
since the embryonic period. On day E13.5 all of Rathke s pouch cells
express Prop-1, which would have regulating function in the pitu-
itary organogenesis and in the conversion to Pit-1 cell line in mice
(Yoshida et al., 2009). Prop-1 has also been found in the early devel-
opment of the pituitary gland in fish (Angotzi et al., 2011). Prolifera-
tion in progenitor cells has been studied, thus indicating the expres-
sion of a new marker known as nestin. Nestin+ cells were found in
all the stages of the pituitary development and transferred cells from
Prop-1 system, as well as Pit-1 cells (Yoshida et al., 2013). Mutations
in Prop-1 are the most common known cause of combined pituitary
hormone deficiency in humans. These mutations result in the failure
to initiate transcription of Pit-1 (Davis y col., 2016).

Pit-1: it expresses in Rathke’s pouch and allows of three pituitary
cell types: somatotropes, lactotropes and thyrotropes. Originally, it was
identified as the controlling factor of GH and PRL genes expression.
Transcription of PRL is controlled by a series of distal and proximal sti-
mulators that contain several binding sites for Pit-1 in cooperation with
the nuclear receptor of estrogens. Binding with Pit-1 is also required
for the expression of the proximal promoter of gene GH in somatotro-
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de estimuladores distales y proximales que contienen varios sitios de unién
para el Pit-1 en cooperacion con el receptor nuclear de estrogenos. También
se requiere unién con Pit-1 para la expresion del promotor proximal del gen
de GH en las somatotropas. Ademas, el Pit-1 responde a cascadas de sefales
y colabora con otros factores para la expresiéon de multiples genes (Dasen
y Rosenfeld, 1999¢). El microARN26b modula la expresion del factor de
transcripcion Pit-1, inhibiendo el Lef-1 (Zhang y col.,, 2010). El linaje tiro-
tropo puede ser Pit-1 independiente o dependiente (Lin y col., 1994).
GATA-2: la expresion dorsal de GATA-2 es suficiente para convertir
todas las lineas Pit-1 en gonadotropas. La familia GATA es esencial en
los procesos de diferenciacién celular y en la expresion de las gonadotro-
finas. El GATA-2 y el GATA-4 aumentan significativamente la estimula-
cién de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) mediada por
el gen promotor del polipéptido activador de la adenilatociclasa pituita-
rio (PACAP) en la linea celular gonadotropa LHP y LBT2. Esto prueba
la interaccién entre GnRH y GATA en la expresion de PACAP1 para
regular la funcién de la poblacién gondotropa (Lo y col., 2011; Thomas
y col,, 2013). Kim y col. (2011) han disefiado modelos pituitarios celu-
lares trasfiriendo un antigeno retroviral T para inmortalizar un cultivo
celular primario a partir de un ratén adulto. Al exponerlo a PACAP se
han logrado células gonadotropas que expresaron ARNmLH/FSH. El
Pit-1 colabora funcionalmente con GATA-2 para estimular la trascrip-
cion del gen de la PTSH. Los dos tipos celulares ventrales surgen de un
origen ancestral comun y expresan una serie de factores inducidos por
el gradiente ventro-dorsal de BMP-2. Hay Pit-1 en las tirotropas y esta
ausente en las gonadotropas. La expresion ventral de Pit-1 es suficiente
para convertir las gonadotropas en tirotropas in vivo (Dasen y Rosen-
feld, 1999c¢). Pit-1 y GATA-2 se co-expresan unicamente en las células
tirotropas y se requieren multiples dominios de Pit-1 para la plena si-
nergia con GATA-2 (Gordon y col., 2002). Los cuatro tipos de células pi-
tuitarias ventrales estuvieron mediados por interacciones reciprocas de
Pit-1 y GATA-2 (Dasen y col., 1999¢). El estudio de Zhang y col. (2010)
demostré que los microARN fueron criticos para regular el desarrollo
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pes. Moreover, Pit-1 responds to signal cascades and collaborates with
other factors for the expression of multiple genes (Dasen and Rosenfeld,
1999c¢). The work by Zhang et al. (2010) showed that microARNs were
critical for the regulation of the anterior pituitary development and that
microARN26b would regulate Pit-1 expression when inhibiting the lym-
phoid enhancer-binding factor-1 (Lef-1), promoting the differentiation
lineage Pit-1. The thyrotrope lineage can be Pit-1 either independent or
dependent (Lin et al., 1994).

GATA-2: the dorsal expression of GATA-2 is sufficient to convert
all the Pit-1 lineages in gonadotropes. GATA family is essential in the
processes of cell differentiation and in the expression of gonadotropins.
GATA-2 and GATA-4 significantly increase the stimulation of the gona-
dotropin releasing hormone (GnRH) mediated by the promoter gene of
the pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) in the
LHp and LPT2 gonadotrope cell lineage. This proves the interaction be-
tween GnRH and GATA in PACAPI1 expression to regulate the gonado-
trope population function (Lo et al., 2011; Thomas et al., 2013). Kim et
al. (2011) have designed pituitary cell models by transferring a retroviral
antigen of T in order to immortalize a primary cell culture from an adult
mouse. After it is exposed to PACAP gonadotropes expressing ARN-
mLH/FSH were obtained. Pit-1 collaborates functionally with GATA2
to stimulate BTSH transcription gene. The two ventral cell types have a
common ancestral origin and express a series of factors induced by the
ventral-dorsal gradient of BMP-2. There is Pit-1 in thyrotropes but it is
absent in gonadotropes. The ventral expression of Pit-1 is sufficient to
convert gonadotropes into thyrotropes in vivo (Dasen and Rosenfeld,
1999c¢). Pit-1 and GATA-2 co-express only in thyrotropes. Multiple Pit-1
domains are required for complete synergy with GATA-2 (Gordon et al.,
2002). The four types of ventral pituitary cells were mediated by recipro-
cal interactions of Pit-1 and GATA-2 (Dasen et al., 1999c¢).

Pax-6: it is essential for establishing the boundaries of the ventral-
dorsal cells in the development of the pituitary gland. The transitory
expression of dorsal Pax-6 is the key to establish the dorsal and ventral
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de la hipofisis anterior y que el microARN26b regularia la expresion del
Pit-1 al inhibir el factor potenciador linfoide (Lef-1), promoviendo el
linaje de diferenciacion Pit-1.

Pax-6: es esencial para el establecer los limites entre las celdas ventral
y dorsal en el desarrollo de la pituitaria. La expresion transitoria de Pax-
6 dorsal es clave para determinar las poblaciones dorsales y ventrales,
basado en la inhibicién de las sefiales ventrales de Shh (Walther y Gruss,
1991; Kioussi y col., 1999).

Prx1 y Prx2: se han investigado sus perfiles ontogénicos en pituita-
rias de embriones de rata, hallando su presencia en células madre de la
bolsa de Rathke en el dia E13.5, con incremento en los lobulos anterior e
intermedio el dia E16.5. Se detectaron células Prop-1 y Sox-2 negativas/
Prx positivas en el lobulo anterior. Una parte de estas ultimas células
co-expresd todos los tipos de hormonas. Este ha sido el primer informe
de la participacién de los Prx-1 y Prx-2 en la organogénesis del tejido
originario del ectodermo (Susa y col., 2012).

Sox-2: se observaron cinco tipos celulares que expresaron Sox-2,
Prop-1y Prx en la estructura tridimensional de la pituitaria de rata del
dia E21.5, realizadas a partir de mediciones en las numerosas secciones
de tejidos tefiidas con DAPI. En el 16bulo anterior, las células margi-
nales fueron ocupadas por células madre Sox-2+, con co-expresion de
Prop-1 y/o Prx. Las células s6lo Sox-2+ estuvieron esparcidas en todo el
parénquima. Las células Prx mesenquimaticas, junto con nestin+, de-
terminaron vasculogénesis (Yako y col., 2013). La sefializacion de Notch
en la pituitaria se ha relacionado con la expresiéon de Prop-1 que seria
clave para el mantenimiento de la proliferacion post-natal (Nantie y col.,
2014). Ademas, se ha estudiado la capacidad de regeneracién de la hi-
pofisis adulta mediante un modelo de ratén transgénico con capacidad
para destruir el linaje somatotropo usando toxina diftérica. La respuesta
a la lesion activé a las células madre con aumento del Sox-2 y a las célu-
las foliculo-estelares (FE) y hubo regeneracion de las somatotropas (Fu
y col,, 2012). Los estudios sobre células madre en la glandula pituitaria
muestran el papel esencial desempefiado por el factor de transcripcion
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populations, based on the inhibition of the ventral signals of Shh (Wal-
ther and Gruss, 1991; Kioussi et al., 1999).

Ptx1 and Pitx2: they are formed in the oral ectoderm and in the
Rathke’s pouch. Pitx-1 mediates Pit-1 and the proopiomelanocortin
(POMC) gene promoter. The alteration of Pitx-1 leads to a lesser expres-
sion in the differentiation of the gonadotrope and thyrotrope markers
(Dasen and Rosenfeld, 1999c¢). The PRL promoter is activated by these
factors (Quentin et al., 2002) and the identification of Pitx2 would be the
basis for studying the PRL expression (Quentin et al., 2010).

Prx1 and Prx2: their ontogenic profiles have been studied in pi-
tuitaries of rat embryos and found in stem cells of Rathke ‘s pouch on
day E13.5, with an increase in E16.5 at the level of the anterior and
intermediate lobes. Negative Prop-1 and Sox-2/ positive Prx cells were
detected in the anterior lobe. Some of these cells co-expressed all the
hormone types. This has been the first record of Prx-1 and Prx-2 par-
ticipation in the organogenesis of the original tissue of the ectoderm
(Susa et al., 2012).

Sox2: five cell types were observed to express Sox-2, Prop-1 and Prx
by a three-dimension structure of the pituitary of rats on day E21.5 and
they were constructed according to the measures obtained from nume-
rous sections dyed with DAPI. The anterior lobe of the marginal cells
was occupied by Sox-2+ stem cells, with co-expression of Prop-1 and/
or Prx and only Sox-2+ cells were found spread through the whole pa-
renchyma. Mesenchymal Prx cells together with nestin+ determined
vasculogenesis (Yaho et al., 2013). Notch signaling in postnatal pituitary
has been related to Prop-1 expression. Notch would be a key element for
maintaining postnatal proliferation (Nantie et al., 2014). Moreover, the
regeneration capacity of the adult pituitary gland has been studied using
a model of transgenic mouse with capacity to destroy the somatotrope
lineage by using diphtheria toxin. The response to the injury activated
the stem cells with an increased Sox-2 and the folliculo-stellate cells (FS)
and there was regeneration of somatotropes (Fu et al., 2012). The studies
on stem cells in the pituitary gland evidenced the essential role of the
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Sox-2, permitiendo clarificar los procesos de embriogénesis y tumori-
génesis (Vankelecom y Gremeaux, 2010; Vankelecom y Chen, 2014). Se
han identificado los marcadores de las células madre y los factores de
transcripcion de los diferentes tipos de células productoras de hormo-
nas. Ademads, se detectaron genes que determinarian la aparicion de hi-
poplasia pituitaria, neoplasia familiar enddcrina y adenomas pituitarios.

c d

a . b

Fig. 1.6. Moléculas de seiializacion (Treier y col., 1998).
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transcription factor Sox-2, allowing the clarification of the embryoge-
nesis and tumorigenesis processes (Vankelecom and Gremeaux, 2010;
Vankelecom and Chen, 2014). The stem cell markers and the transcrip-
tion factors of the different hormone producing cell types have been
identified. And genes that would determine the appearance of pituitary
hypoplasia, familial endocrine neoplasia and pituitary adenomas have

a . b c d

Fig. 1.6. Signalling molecules in early pituitary development (Terrier et al., 1998).
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Esto abre nuevas perspectivas para el conocimiento de dichos procesos
a nivel molecular (Davis y col., 2013).

INSM1: se ha documentado un factor INSM1 que actuaria a nivel
transcripcional controlando la diferenciacion de las células enddcrinas
pituitarias y requeriria un dominio Capturar para ejercer la funcién in
vivo (Welcker y col., 2013).

Treier y col. (1998) investigaron la expresion de las moléculas de se-
fnalizacion durante el desarrollo pituitario del raton (fig. 1.6).

La fig. 1.7 muestra la inhibicién de la diferenciacion de las pobla-
ciones pituitarias por acciéon prolongada de la BMP en embriones de
ratones transgénicos aGSO-BMP4 (E17 dias).
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Fig. 1.7. Poblaciones adenohipofisarias y factores de transcripcion en ratones
transgénicos GSO-BMP4 de E17 dias. Panel izquierdo: a-e: controles y k-o:
experimentales. INF: infundibulo, RP: Bolsa de Rathke, OE: ectodermo oral, VD:
diencéfalo ventral, P: pituitaria (Treier y col., 1998).
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been detected. This opens up new perspectives for the knowledge of tho-
se processes at molecular level (Davis et al., 2013).

INSM1: it has been documented to operate at transcription level
by controlling the differentiation of the pituitary endocrine cells and
would require a CAPTURAR domain to function in vivo (Welcker et
al,, 2013).

Treier et al. (1998) investigated the expression of the signaling mole-
cules during early pituitary development in mice (fig. 1.6).

Fig. 1.7 shows the inhibition of the differentiation in the adenohypo-
physeal populations produced by the extended action of BMP in embr-
yos of aGSO-BMP4 transgenic mice E 17 days old.

WT oGSU-BMP4

o GSU

Isl-1

Pit-1  GATA-2_

Msx-f

Fig. 1.7. Adenohypophyseal populations and transcription factors in
GSO-BMP4 transgenic mice E17 days old. Left screen: a-e: control and k-o:
experimental. INF: infundibulum, RP: Rathke s pouch, OE: oral ectoderm, VD:

ventral diencephalon, P: pituitary gland (Terrier et al., 1998).
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Los fenotipos celulares son establecidos como resultado de la expre-
sién superpuesta de patrones con 2 o mas factores. El cddigo combinado
involucra la induccién de homeodominios conteniendo factores que in-
cluyen miembros de las familias Otx (Pitx-1, Pitx-2), Lim (Lhx3, Lhx4, Isl-
1), Pax (Pax-6), sin oculis (Six-1, six-3), apareados (Prop-1, rpx) y POU
(Pit-1, Brn-4). Los eventos de sefales establecen “memorias moleculares”
en los programas de transcripcion que gobiernan la diferenciacién de los
tipos celulares pituitarios (Dasen y Rosenfeld, 1999a). Ademas, la embrio-
génesis permite inferir el desarrollo de las anomalias congénitas y de los
adenomas pituitarios. Los estudios con ratones modificados genéticamen-
te permitieron comprender las mutaciones determinantes del cuadro cli-
nico observado en los pacientes (Davis y col., 2010).
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Cell phenotypes are established as a result of the juxtaposed ex-
pression of patterns of 2 or more factors. The combined code invol-
ves the induction of homeodomains containing factors that include
members of the families Otx (Pitx-1, Pitx-2), Lim (Lhx3, Lhx4, Isl-1),
Pax (Pax-6), sine oculis (Six-1, six-3), paired (Prop-1, rpx) and POU
(Pit-1, Brn-4). Signalling events establish “molecular memories” in the
transcription factor programs that regulate the differentiation of the
pituitary cell types (Dasen and Rosenfeld, 1999a). Besides, embryo-
genesis allows inferring the abnormal development of congenital ano-
malies and adenomas. Studies with genetically modified mice allowed
understanding the mutations that determine the clinical profile obser-
ved in patients (Davis et al., 2010).
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CAPITULO 2
Morfologia de la glandula hipofisaria

1. Anatomia hipofisaria

La hipdfisis (pituitaria) cumple una funcién integradora neuroen-
docrina a la manera de una directora de orquesta endocrina y regula las
glandulas endocrinas periféricas y los tejidos blanco hormono-depen-
dientes, actuando sobre el metabolismo, la reproduccién y el crecimien-
to tisular. La glandula pituitaria recibié dicho nombre por su conexion
con la region nasofaringea. Los griegos creyeron que las flemas del cere-
bro que salian por la nariz provenian de la pituitaria.

Esta localizada en la zona central de la base del cerebro y se halla
alojada en una concavidad del hueso esfenoides denominada silla turca.
Esta revestida por la duramadre que le forma una cépsula en la porcién
intraselar y una cubierta superior o diafragma selar por donde trans-
curre el tallo infundibular que la une al cerebro. En el humano, mide
aproximadamente 13 mm en sentido transversal, 9 mm en su didmetro
anteroposterior y 6-9 mm de alto. Pesa 500 a 900 mg en el adulto, con in-
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CHAPTER 2
Morphology of the pituitary gland

1. Anatomy of the pituitary gland

The pituitary gland (pituitary) has a neuroendocrine integration
function and it works like an endocrine orchestra director. It regulates
the peripheral endocrine glands and the hormone-dependent target tis-
sues, acting upon the metabolism, reproduction and tissue growth. The
pituitary gland received such name due to its connection with the naso-
pharyngeal region. The Greeks believed that the brain phlegm coming
out of the nose came from the pituitary.

It is located in the central zone of the brain base and lies within a
cavity of the sphenoid bone known as the sella turcica. It is covered by
the dura mater, which forms a capsule in the intrasellar portion and a
superior cover that constitutes the sellar diaphragm through which the
infundibular stalk connecting it to the brain runs. In human beings
it is approximately 13 mm in a cross-wise fashion, 9 mm in its antero-
posterior diametre and 9 mm high. It weighs 500 to 900 mg in adults,
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Hipotalamo

Puente
de Varolio

Fig. 2.2 Silla turca en el hueso esfenoides: www.slideshare.

cremento en los periodos de gestacién/lactancia y durante los procesos
patoldgicos (hiperplasia/tumores) (Fig. 2.1).
Enla fig. 2.2 se presenta la fosa hipofisaria o silla turca del esfenoides.
Silla turca o fosa hipofisaria: hipdfisis intraselar: presenta los [6-
bulos anteriot, intermedio y posterior. La hipofisis supraselar contiene el
tallo hipofisario con el tallo infundibular y la pars tuberalis.
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Fig. 2.2 Sella turcica in the sphenoid bone: www.slideshare.

increasing in gestation/breastfeeding periods and during the pathologic
process (hyperplasia/tumors) (fig. 2.1).

In fig. 2.2 the hypophyseal fossa or sella turcica of the sphenoid
bone is shown.

Contents of the hypophyseal fossa: intrasellar pituitary gland:
anterior, intermediate and posterior lobes. Suprasellar pituitary gland:
hypophyseal stalk: infundibular stalk and pars tuberalis.
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Fig. 2.3. A y B. Regiones adenohipofisarias. A. PDis: pars distalis, PI: pars
intermedia, PN: pars neural, PT: pars tuberalis, TInf: tallo infundibular, EM:
eminencia media. B. AH: adenohipdfisis y NH: neurohipdfisis.

Las relaciones de la fosa hipofisaria son:
Inferior: senos esfenoidales y techo de rinofaringe.
Anterior: parte superior del seno esfenoidal, canal éptico y dura-
madre con el plexo venoso subpituitario.
Posterior: fosa cerebral posterior ocupada por la protuberan-
cia anular.
Superiores: diafragma selar, tallo hipofisario y quiasma dptico.
Caras laterales: senos cavernosos con carétida interna (Girod y
Trouillas, 1993).

La hipdfisis presenta dos regiones (fig. 2.3 A y B):

A. Adenohipofisis (AH):
a) Lobulo anterior o pars distalis (PDis).
b) Lébulo intermedio o pars intermedia (PI).
¢) Lobulo infundibular/tuberal o pars tuberalis (PT).
El hipotalamo regula la secrecion de las hormonas adenohipofisarias
mediante factores liberadores o inhibidores hipotaldmicos que llegan a
través del sistema porta.
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Diencephalon

Fig. 2.3 a-b. Adenohypophyseal regions. PDis: pars distalis, PI: pars
intermedia, PN: pars neural, PT: pars tuberalis, InfS: infundibular stalk, ME:
median eminence. AH: adenohypophysis. NH: neurohypophysis.

Relationships with the pituitary gland hypophyseal fossa:
Inferior: sphenoid sinuses and roof of the rhinopharynx.
Anterior: superior part of the sphenoid sinus, ophthalmic chan-
nel, dura mater with the subpituitary venous plexus.
Posterior: posterior cranial fossa occupied by the pons.
Superior: sellar diaphragm, hypophyseal stem, optic chiasm.
Lateral sides: cavernous sinuses with internal carotid (Girod and
Trouillas, 1993).

The pituitary gland presents two regions (fig. 2.3 a-b):

A. Adenohypophysis (AH):
a) Anterior lobe or pars distalis (PDis).
b) Intermediate lobe or pars intermedia (PI).
¢) Infundibular-tuberal lobe or pars tuberalis (PT).
The hypothalamus regulates the secretion of adenohypophyseal hor-
mones by means of the releasing or inhibitory hypothalamic factors that
appear through the portal system.
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B. Neurohipoéfisis (NH):
d) Eminencia media (EM).
e) Tallo infundibular (TInf).
f) Lébulo posterior o pars neural (PN).
La neurohipdfisis envia a la sangre neurohormonas secretadas a
nivel hipotalamico (zona periventricular y ntcleos supraéptico y pa-
raventricular).

Vascularizaciéon arterial (Duvernoy, 1969; Corliss y col., 1984;
Gorczyca y Ardi, 1987; Antunes y Muraszko, 1990):

1. Arterias hipofisarias superiores: son ramas de la carétida interna
y se dividen en las ramas anterior y posterior que se anastomosan con su
homologa del lado opuesto para formar un plexo anular alrededor de la
parte superior del tallo hipofisario. Las ramas anteriores dan nacimiento
a las arterias trabeculares que descienden sobre la superficie superior
del 16bulo anterior, cursan hacia el tallo pituitario y terminan en una
arteria larga del tallo a lo largo de la pars tuberalis. En su breve curso
a lo largo del 16bulo anterior, cada arteria trabecular da origen a una
pequeia arteria denominada arteria del centro fibroso. Las ramas an-
teriores y posteriores de las arterias hipofisarias superiores son también
fuente de arterias cortas del tallo que penetran en la porcién superior
del tallo hipofisario.

2. Arterias hipofisarias inferiores: se originan del tronco menin-
go-hipofisario localizado dentro del seno cavernoso; se ponen en con-
tacto con las porciones infero-laterales de la glandula y se bifurcan
en ramas interna y externa que se anastomosan con sus homologas
del lado opuesto, formando un circulo arterial alrededor del 16bulo
posterior. Por lo tanto, las ramas de las arterias hipofisarias inferio-
res proporcionan la sangre al lébulo posterior y la porcién inferior
del tallo, contribuyendo con pequefias ramas capsulares a la periferia
del 16bulo anterior. Aunque muchas ramas arteriales dentro del tallo
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B. Neurohypophysis (NH):
d) Median eminence (ME).
e) Infundibular stalk (InfS).
f) Posterior lobe or pars neural (PN).
The neurohypophysis sends to the blood neurohormones secreted at
the hypothalamic level (paraventricular zone and supraoptic and para-
ventricular nuclei)

Arterial vascularization (Duvernoy, 1969; Corliss et al., 1984; Gorc-
zyca and Ardi, 1987; Antunes and Muraszko, 1990).

1. Superior hypophyseal arteries: they are branches of the internal
carotid artery and divide into the anterior and posterior branches, which
anastomose with their counterpart on the opposite side to form an an-
nular plexus surrounding the superior part of the hypophyseal stalk.
The anterior branches give rise to trabecular arteries, which descend
onto the superior surface of the anterior lobe, run towards the hypo-
physeal stem to end in a long artery of the stem all through the pars tu-
beralis. In its brief course throughout the anterior lobe, each trabecular
artery gives rise to a small artery called artery of the fibrous centre.
The anterior and posterior branches of the superior hypophyseal arteries
also originate short arteries of the stem, which penetrate the superior
portion of the hypophyseal stalk.

2. Inferior hypophyseal arteries: they originate from the menin-
geal-hypophyseal trunk situated within the cavernous sinus; they get in
contact with the inferior-lateral portions of the gland and branch off into
internal and external branches that anastomose with their counterparts
on the opposite side to form an arterial circle around the posterior lobe.
As a consequence, the branches of the inferior hypophyseal arteries pro-
vide the posterior lobe and the inferior portion of the stalk with blood,
and the periphery of the anterior lobe with small capsular branches only.
Although many arterial branches within the pituitary stalk and infundi-
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pituitario e infundibulo forman arteriolas y capilares, algunas dan ori-
gen a complejos vasculares extraordinarios llamados gomitoli (ovi-
llos vasculares) que estan formados por una arteria central rodeada
de capilares de forma glomeruloide. La transicion de arteria central a
capilares esta dada por arteriolas especializadas dotadas de esfinteres
musculares cuya funcion es la de controlar el flujo sanguineo. La red de
capilares periarteriolares drenan en un extenso sistema pampiniforme
portal que rodea al tallo hipofisario.

3. Sistema porta-hipofisario: conjunto vascular que comprende dos
territorios capilares reunidos por vasos de mayor calibre. Los plexos ca-
pilares de la eminencia media y la porcién superior del tallo drenan en

Plexo capilar
primario

Plexo capilar
secundario

7

Fig. 2.4. Sistema porta-hipofisario: biotecnoblog.es.
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bulum form arterioles and capillaries, some give rise to extraordinary
vascular complexes called gomitoli. These ‘coiled” capillary vessels are
formed by a central artery surrounded by capillaries in a glomerulus-li-
ke way. The transition from the central artery to capillaries is provided
by specialized arterioles supplied with thick muscular sphincters with
the function of controlling blood flow. The network of periarteriolar ca-
pillaries drain into a large pampiniform portal system that envelopes the
hypophyseal stalk.

3. Hypophyseal portal system: group of vessels comprising two ca-
pillary territories brought together by larger vessels. It is a crucial link
between the hypothalamus and the hypophysis. The capillary plexuses

Primary
capillary
plexus

Secundary
capillary
plexus

v

Fig. 2.4 Porta-hypophyseal system: biotecnoblog.es.
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un largo vaso portal que cursa a lo largo de la superficie del tallo para
suplir al 90% del 16bulo anterior, mientras que los plexos capilares mas
pequeiios de la parte inferior del tallo dan origen a un vaso portal corto
que desciende dentro de su porcidn central, para luego bordear el 16bu-
lo posterior. Distalmente, el sistema portal se comunica con un sistema
delicado de capilares en el I6bulo anterior, el cual transporta las hormo-
nas hipofisotroficas a la glandula y las hormonas del l6bulo anterior a
la circulacién general. El flujo venoso de la glandula pituitaria se hace a
través de los vasos colectores que drenan en los senos cavernosos, subhi-
pofisario y circular superior.

En sintesis, las dos arterias hipofisarias inferiores se ramifican en
la capsula glandular, envian ramas al lébulo posterior y dan pequenas
arterias cortas al l6bulo anterior. Las arterias hipofisarias superiores
se anastomosan en la eminencia media y sus capilares emergentes for-
man el plexo capilar primario. Dichos capilares se hacen superficiales
y forman las vénulas portales que rodean el tallo hipofisario y pene-
tran dentro del 16bulo anterior para constituir el plexo capilar secun-
dario (fig. 2.4).

2. Histologia hipofisaria (Console y Gomez Dumm, 1997a).

Las células de la pituitaria anterior regulan procesos fisioldgicos tales
como crecimiento, desarrollo, homeostasis, metabolismo y reproduccion.
La diferenciacion de las células endocrinas es regulada por sefiales extrin-
secas y por genes endogenos y sufren mitosis bajo ciertas condiciones (Ye-
ung y col., 2006). Las hormonas hipofisarias han evolucionado a partir de
genes ancestrales, por duplicacion seguida de divergencia evolutiva. Por
ejemplo, la hormona de crecimiento (GH) seria una hormona ancestral
con una evolucién molecular en los vertebrados. El otro miembro de la
familia de los genes de la prolactina (PRL) aparecié por duplicacién. La
gonadotrofina cadena P y la tirotrofina se clonaron. El estudio de las lam-
preas detect6 un solo gen de hormona de crecimiento (GH) (Kawauchi y
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of the median eminence and the superior portion of the stalk, place
where the hypophysiothropic factors are assimilated, drain into a large
portal vessel that runs alongside the surface of the stalk to supply 90%
of the anterior lobe, while the smaller capillary plexuses of the inferior
part of the stalk give rise to a short portal vessel that descends into its
central portion, to then surround the posterior lobe. Distally, the por-
tal system communicates with a delicate system of capillary vessels in
the anterior lobe, which carry hypophysiothropic factors into the gland
and drain hormones of the anterior lobe to the general circulation sys-
tem. The venous flow of the pituitary gland is through collecting vesse-
Is that drain into the subhypophyseal, cavernous, and superior circular
sinuses. To sum up, both inferior hypophyseal arteries branch off at the
capsule of the gland, send branches to the posterior lobe and supply
the anterior lobe with short small arteries. The superior hypophyseal
arteries anastomose around the median eminence and the capillaries
that emerge from these vessels penetrate into the eminence to form
a primary capillary plexus. The capillaries conforming this primary
plexus later return to the surface to form portal venules that surround
the hypophyseal stalk and penetrate into the anterior lobe to form a
secondary capillary plexus (fig. 2.4).

2. Histology of the pituitary gland

The cells of the anterior pituitary regulate physiological processes
such as growth, development, homeostasis, metabolism and reproduc-
tion. The differentiation of endocrine cells is regulated by extrinsic sig-
nals and endogen genes. After differentiation, pituitary cells undergo
mitosis under certain conditions (Yeung et al., 2006). Pituitary hormo-
nes have evolved ancestral genes through duplication and divergence.
For example, growth hormone (GH) would be an ancestral hormone
with molecular evolution in vertebrates. The other member of the gene
family of PRL appeared through gene duplication. The B-chain gona-
dotropins and thyrotropin were cloned. Lampreys would present only
one GH gene (Kawauchi and Sower, 2006).
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Fig. 2.5 A-B. Histologia de las regiones adenohipofisarias. PDis: pars distalis,
PN: pars neural, PI: pars intermedia, HBR: hendidura de la bolsa de Rathke
(A. H-E x 200. B. H-E x 600).

Sower, 2006). El estudio inmunocitoquimico de las células adenohipofisa-
rias en cultivo ha permitido la identificacion de los diversos tipos celulares
mediante la caracterizacion morfoldgica de sus granulos secretorios (Org-
nero de Gaisan y col., 1997; Kaspers y col., 2006).

A. Adenohipofisis (fig. 2.5):

I. Pars distalis: se ha documentado el estudio de las células pituita-
rias en numerosas especies (Garcia-Hernandez y col., 1996; Nozaki y col.,
2001; Villaplana y col., 2002; Sanchez Cala y col., 2003; Laiz-Carrién y col.,
2003; Grandi y Chicca, 2004; Kaspers y col., 2006; Grandi y col., 2014)
y en humanos (Girod y Trouillas, 1993). Primero se clasificaron por su
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Fig. 2.5 a-b. Histology of the adenohypophyseal regions. PDis: pars
distalis, PN: pars neural, PI: pars intermedia, RPC: Rathke’spouch cleft. (a.
H-E: x 200. b. H-E x 600).

The immunocytochemical study of the pituitary cells in culture has
allowed the accurate recognition of the different cell types, characteri-
zing the secretory granules (Orgnero de Gaisan et al., 1997).

A. Adenohypophysis (fig. 2.5 a-b):

L Pars distalis: pituitary cells have also been recorded in other spe-
cies (Grandi and Chicca, 2004; Grandi et al., 2014; Sdnchez Cala et al.,
2003; Laiz-Carrion et al., 2003; Garcia-Hernandez et al., 1996; Kaspers
et al., 2006; Nozaki et al., 2001; Vilaplana et al., 2002) and humans (Gi-
rod and Troillas, 1993). They were first classified according to their be-
haviour in the presence of dying in light microscopy preparations and
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comportamiento ante colorantes en las preparaciones de microscopia
optica, mas tarde por el tipo de hormona que producen, luego por es-
tudios inmunohistoquimicos enzimaticos (Nakane, 1970) y por estudios
ultraestructurales con inmunohistoquimica electrénica a nivel de sus gra-
nulos secretorios (Kurosumi, 1991). Existe gran plasticidad en las redes
tridimensionales de células endocrinas pituitarias que desempenan un
rol fundamental en la liberacién de hormonas, se integran con las sefiales
hipotalamicas y provocan deficiencias hormonales si se asocian con dis-
funcién (Hodson y Mollard, 2012; Hodson y col., 2012). Tanto las células
pituitarias endocrinas como las no endocrinas estan organizadas en redes
estructurales y funcionales que pueden ser modificadas durante toda la
vida. La pituitaria ya no se considera una glandula que responde de modo
simple a un regulador externo, sino que memoriza informacién y se adap-
ta constituyendo una red coordinada interna (Le Tissier y col., 2012).

En el capitulo se adjuntan microfotografias de microscopia dptica y
descripciones de preparados histoldgicos pituitarios de controles jovenes
intactos de ambos sexos que se extrajeron de los diferentes modelos expe-
rimentales desarrollados desde 1990 (ratas, ratones, monos y hamsteres).

A. Poblaciones cromofilas:

1. Poblacidon somatotropa

a) Microscopia de luz: sus células son las mas voluminosas (12 a 16
um) y presentan forma ovoidea a esférica. Constituyen la poblacién mas
numerosa: del orden del 50% en machos y 30% en hembras. Secretan hor-
mona de crecimiento (GH), proteina de PM 21.500 Da. Su localizacion es
difusa, de modo que el muestreo al azar resulta representativo, aunque se
hallan en gran ntimero en las porciones laterales de la pars distalis. Pre-
sentan nucleos redondeados y algo excéntricos. Con orange G se tifien de
color naranja y con hematoxilina-eosina se ven aciddfilas (fig. 2.6).

b) Técnicas inmunohistoquimicas (IHQ): las somatotropas presen-
tan un patron citoplasmatico granular difuso ocre con diaminobencidi-
na (DAB) usado como cromégeno (Cénsole y col., 1993) (fig. 2.7).
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then according to the type of hormone they produce; after that, accor-
ding to enzymatic and immunohistochemical studies (Nakane, 1970)
and immunohistochemical, electron microscopy and ultrastructural
studies at the level of their secretory granules (Kurosumi, 1991). There
is high plasticity in the three-dimensional networks of pituitary endo-
crine cells that have an essential role in hormone release, they integrate
the hypothalamic signals and cause hormonal deficiencies if they are
associated with pituitary dysfunction (Hodson and Mollard, 2012; Hod-
son et al,, 2012). Both endocrine and non-endocrine pituitary cells are
organized into structural and functional networks that can be modified
throughout life. The pituitary gland is no longer considered a gland that
responds simply to external regulation, but memorizes information and
adapts to an internal coordinated network (Le Tissier et al., 2012).

This chapter contains light microscopy microphotographs and des-
criptions of pituitary histological preparations of intact young controls
of both sexes removed from the different experimental models develo-
ped from 1990 (rats, mice, hamsters and monkeys).

A. Chromophilic populations:

1. Somatotropes

a) Light microscopy: cells appear as the most voluminous (12 to 16
pum) and present an ovoid to spherical form. They constitute the most
numerous population (50% males and 30% female) and secrete GH,
protein of MW 21.500 Da. Showing a wide-spread distribution; random
sampling is representative, although they are numerous in the lateral
portions in the pars distalis. They present rounded and rather eccentric
nuclei. Stained with hematoxylin and eosin they appear acidophilic (fig.
2.6), and with orange G they become orange.

b) Immunohistochemical (IHQ) techniques: somatotropes pre-
sent agranular cytoplasmic ochre pattern with chromogen DAB. Reac-
tions are highly specific when antigen and antibody get together (Cén-
sole et al., 1993) (fig. 2.7).
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Fg. 2.7. Células GH positivas (En Vision peroxidasa, anti-GH x 1.000). Fig. 2.7 Somatotropes (EnVision peroxidase, anti-GH x 1.000).
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La reaccidn es especifica y se logra al unirse el antigeno (GH) tisular
con el anticuerpo (anti-GH) del antisuero. Las somatotropas regulan el cre-
cimiento y el metabolismo en animales y seres humanos. Las células soma-
totropas pueden presentar alternancia funcional, de modo tal que las que
estan pobres en granulos presentan una zona golgiana clara y otras se ven
cargadas de granulos secretorios (Girod y Trouillas, 1993). Los estudios 3D
mostraron que la poblacidon somatotropa forma una red con conectividad
que proporciona un impulso coordinado de la secrecion de GH (Bonnefont
y col., 2005). Dicha red mostré dimorfismo segtin sexo y una respuesta di-
namica a los esteroides gonadales (Sanchez-Cardenas y col., 2010).

2. Poblacion lactotropa

a) Microscopia de luz: se detecta un 40% de lactotropas en hembras
y un 20% en machos. Las células son pequefias (diametro 12 a 14 pm), de
forma poligonal alargada y presentan cortas prolongaciones. La distribu-
cion es difusa, aunque predominan en las regiones postero-laterales de la
pars distalis. Secretan prolactina (PRL), una proteina de PM 23.500 Da.
Algunas células tienen gran nimero de granulos secretorios; otras mues-
tran granulos dispersos y una extensa zona golgiana bien delimitada. Sus

™
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Fig. 2.8. Células lactotropas orangiofilas (PAS-Orange x 1.000).
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Somatotropes regulate growth and metabolism in animals and in hu-
man beings. Somatotropes can present alternation of function, so that
those which evidence granule scarcity present a clear Goljian zone and
others are loaded of secretory granules (Girod and Trouillas, 1993). 3D
studies reported that the somatotrope population forms a connectivity ne-
twork providing a coordinated impulse of GH secretion (Bonnefont et al.,
2005). Network of somatotropes evidenced sex-specific dimorphism and
a dynamic response to gonadal steroids (Sanchez-Cardenas et al., 2010).

2. Lactotropes

a) Light microscopy: abundant population: 40% in females and 20%
in males. The cells have two sizes: small long polygonal cells with both
short and more globular prolongations (average diameter from 12 to 14
um). Distribution is diffuse, although they are predominant in the pos-
terior-lateral regions of the pars distalis. They secrete PRL: protein, MW
23.500 Da. Some cells, during their secretory activity, present a large
number of granulations; others exhibit disperse granules and a clearly

defined Golgi zone. Their central and large nuclei contain a voluminous
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Fig. 2.9. Celulas PRL posntlvas (En stzon peroxzdasa, anti-PRL x 1.000).

nucleos son centrales y grandes y contienen un nucléolo voluminoso. Con
H-E se ven acidoéfilas y con orange-G se tifien de color naranja (fig. 2.8).

b) Técnicas inmunohistoquimicas: las células lactotropas mues-
tran un patrén granular citoplasmatico ocre (Coénsole y col., 1997a-b
y 1998) (fig. 2.9).

Dan reaccién especifica al contactarse el antigeno (PRL) y el anti-
cuerpo (suero anti-PRL). Se detectaron lactotropas de forma oval en ra-
tas inmaduras, poligonales en ratas maduras y células en forma de copa
cuando hubo mayor diferenciacion, hallando gran afinidad topografica
con las células gonadotropas (Sato, 1980). Las secciones ultrafinas in-
munomarcadas permitieron distinguir 4 tipos de lactotropas: 1. Células
ovales o poligonales con granulos esféricos pequeiios (130-200 nm). 2.
Células ovales o poligonales con granulos esféricos y polimorfos de ta-
maifio medio (250-300 nm). 3. Células poligonales con grandes granulos
polimorfos (300-700 nm). 4. Lactotropas en copa con granulos polimor-
fos y esféricos pequeios (Nogami y Yoshimura, 1982).
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Fig. 29 Lactotropes (EnVision peroxzdase, anti-PRL x 1.000).

nucleolus. Acidophilic when stained with H-E, they become orange
when stained with orange G (fig. 2.8).

b) Immunohistochemical techniques: lactotropes show a cytoplas-
mic granular pattern. They react specifically to antigen (PRL) and an-
tibody (anti-PRL serum) (Console et al., 1997a-b and 1998) (fig. 2.9).

Opval-shaped lactotropes were detected in immature rats, polygonal-sha-
ped in mature rats and cup-shaped when there was higher differentiation
and strong topographic affinity to gonadotropes (Sato, 1980). Immunostai-
ning of ultrathin sections allowed distinguishing 4 types of lactotropes: 1.
Oval or polygonal cells with small spherical granules (130-200 nm). 2. Oval
or polygonal cells with medium-sized spherical and polymorphic granules
(250-300 nm). 3. Polygonal cells with large polymorphic granules (300-700
nm). 4. Cup-shaped lactotropes with small polymorphic and spherical gra-
nules (Ngami and Yoshimura, 1982). Lactotropes have been recorded to in-
crease their volume when treated with estrogens (Scheithauber et al., 1989),
as well as during pregnancy and breastfeeding (Scheithauber et al., 1990).
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Se ha documentado que las células lactotropas aumentaron de tama-
o bajo tratamiento con estrogenos (Scheithauer y col., 1989), asi como
durante el embarazo y la lactancia (Scheithauer y col., 1990). Porter y col.
(1991) encontraron evidencias de conversién bidireccional entre lactotro-
pas y somatotropas, en modelos de ratas durante la lactancia y el destete.

3. Poblacion foliculotropa

a) Microscopia de luz: junto con la poblacién luteinizante constitu-
yen un 10% de la poblacién adenohipofisaria. Secretan hormona folicu-
lo-estimulante (FSH), una glicoproteina de PM 31.500 Da. Son células
esféricas, tienen un didmetro promedio de 15 um y nucleo redondeado
rico en eucromatina y, a menudo, excéntrico. Se distribuyen en grupos
irregulares en toda la pars distalis, con tendencia a la localizacién peri-
férica ventral. Las células son basoéfilas con hematoxilina-eosina, PAS+,
azul alciano+ y con el tetracromo de Herlant se tifien de azul claro.

b) Técnicas inmunohistoquimicas: permiten detectar células re-

dondeadas con cierto grado de vacuolizaciéon citoplasmatica y ntcleos
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Porter et al. (1991) found evidence of bidirectional conversion between lac-
totropes and somatotropes, in breastfeeding and weaning rats.

3. Folliculotrope population:

a) Light microscopy: together with the luteinizing population they
constitute 10% of the adenohypophyseal population. They secrete FSH
(folliculo-stimulating hormone): glycoprotein, MW 31.500 Da. They are
spherical, 15 um average in diametre, with a rounded euchromatin-rich
nucleus, usually eccentric. They are distributed in irregular groups in
the whole pars distalis, tending to a peripheral-ventral location. Cells
are basophilic when stained with hematoxylin-eosin, PAS+, alcian blue+
and light blue when stained with Herlant’s tetrachrome.

b) Immunohistochemical techniques: they are rounded cells with
some degree of cytoplasmic vacuolization and spherical nuclei. The cyto-

plasm evidences secretory granules with antigen (FSH) and antibody (an-
ti-FSH f subunit) reaction (Console et al., 1994 and 1997) (fig. 2.10).

F.ig. 2.10 Folliculotropes ‘(EnVisi}m peroxidase, anti-FSH x 1.000).
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esféricos (Console y col., 1994 y 1997¢), mediante la unién del antigeno:
FSH con el antisuero: anti-FSH (fig. 2.10).

4. Poblacion luteinizante

a) Microscopia de luz: representan con las foliculotropas un 10%
del total de la pars distalis. Secretan hormona luteinizante (LH), una
glicoproteina de PM 30.000 Da. Las células luteinizantes tienen una
distribucién irregular con tendencia a la localizacién periférica ven-
tral. Presentan un aspecto globular, pero son mas pequeias que las
foliculotropas (menos de 9 um de didmetro). Los nuicleos son redon-
deados vy, a veces, excéntricos. Se ven basoéfilas cuando se tifien con
hematoxilina-eosina. Son azul alcian+ y PAS+ y con el tetracromo de
Herlant se tifien de color purpura.

b) Técnicas inmunohistoquimicas: son células redondeadas con
cierto grado de vacuolizacion citoplamatica. Muestran granulos de se-

crecién con reaccion entre el antigeno (LH) y el anticuerpo (fraccién f
anti-LH) (Cénsole y col., 1994 y 1997¢) (fig. 2.11).
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Fig. 2.11. Células LH positivas (En Vision p
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4. Luteinizing population

a) Light microscopy: together with the folliculotropic cells they
constitute 10% of the whole pars distalis. They secrete LH (luteinizing
hormone): glycoprotein, MW 30.000 Da. They are irregularly distribu-
ted, tending to a peripheral-ventral location. They present a globular
aspect, but are smaller compared to folliculotropes (less than 9 pym in
diametre). Nuclei are rounded and sometimes eccentric. They are baso-
philic when stained with hematoxylin-eosin and Alcian blue, and PAS
positive. When stained with Herlant’s tetrachrome they become purple.

b) Immunohistochemical techniques: they are rounded cells with
some degree of cytoplasmic vacuolization. The cytoplasm evidences se-
cretory granules with antigen (LH) and antibody (anti-LH  subunit)
reaction (Cdnsole et al., 1994 and 1997) (fig. 2.11).

Phifer et al. (1973) immunohistochemically demonstrated the pre-
sence of bihormonal gonadotropes with FSH and LH within the same
cell. Dada et al. (1984) found that LH monohormonal gonadotropes are

less numerous in male compared to female rats. Childs (1995) demons-
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Phifer y col. (1973) demostraron mediante inmunohistoquimica la
presencia de células gonadotropas bihormonales con FSH y LH dentro
de la misma célula. Dada y col. (1984) hallaron que las células gonado-
tropas monohormonales LH son menos numerosas en hombres respec-
to a ratas hembras. Childs (1995) demostrd la division del trabajo entre
las gonadotropas ya que parecen reciclarse a si mismas con autorregu-
ladores (folistatina, activina, inhibina) y hasta coalmacenan GH para
ayudar a la ovulacion.

Jeziorowski y col. (1997) documentaron la heterogeneidad en la po-
blacion gonadotropa, mostrando que la mayor parte es inmunorreactiva
para LH y FSH y también hallaron una pobre marcacién con cromo-
granina A en las tipicas células en “anillo de sello” de la gonadectomia.
Las gonadotropas que exhibieron pocos granulos de secrecion de gran
tamarno resultaron subtipos pobres en cromogranina y las gonadotropas
con granulos pequenos electrodensos fueron secretogranina positivas.
Dichos subtipos parecen diferir en la susceptibilidad a la hormona libe-
radora de gonadotrofinas (GnRH) o podrian regularse mediante facto-
res paracrinos. Las células gonadotropas se organizan en redes interdi-
gitadas que se adaptan a las condiciones cambiantes del microambiente
y a las diferentes etapas reproductivas. Los estudios de microscopia con
video demostraron la plasticidad celular en respuesta a la GnRH y a los
estrogenos (Alim y col., 2012).

5. Poblacion tirotropa

a) Microscopia de luz: constituyen la poblacién menos numerosa
(menos del 5% del total) y secretan tirotrofina (TSH), una glicopro-
teina de PM 28.000 Da. Miden unos 10 um y se localizan principal-
mente en la zona ventro-medial de la pars distalis, pero se hallan
en grupos dispersos en otras regiones. Son poligonales y presentan
nucleos esféricos.

Con hematoxilina-eosina aparecen baséfilas. Son azul alciano+ y
PAS+, con aldehido-fucsina dan tincién violeta y con el tetracromo de
Herlant se tifien de azul intenso (fig. 2.12).
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trated the division of labour among gonadotropes. They apparently re-
cycle themselves utilizing auto regulators (follistatin, activin, and inhi-
bin) and even co-store GH to foster ovulation.

Jeziorowski et al. (1997) documented both the heterogeneity in the go-
nadotrope population, evidencing that the majority of gonadotropes are
immunoreactive for LH and FSH, and a poor staining for chromogranin A
in the “signet ring” cells of gonadectomy. Those gonadotropes exhibiting
scarce but large secretory granules were found to be chromogranin-poor
subtypes, and those with small electron-dense granules were found to be
secretogranin-positive. These subtypes appear to differ in GnRH suscepti-
bility or else they might be regulated by means of paracrine factors.

Gonadotropes are organized in interdigitated networks that adapt to
the changing conditions of the microenvironment and to the different
reproduction stages. Video microscopy studies demonstrated the cell
plasticity in response to GnRH and estrogens (Alim et al., 2012).

5. Thyrotropes

a) Light microscopy: they constitute the least numerous population (less
than 5% of the cells). They secrete TSH (thyrotropin): glycoprotein, MW
28.000 Da. They are approximately 10 um. They are mainly located in the
ventral-medial zone of the pars distalis, but in isolation they are found in scat-
tered groups in other regions. They are polygonal and present spherical nuclei.
They are basophilic when stained with hematoxylin-eosin and Alcian blue
and PAS positive. When stained with aldehyde-fuchsin they become violet
and with Herlant’s tetrachrome they turn into a deep blue colour (fig. 2.12).

b) Immunohistochemical techniques: after immunostaining cells
appear as angular and polygonal. Granulations of the diffuse cytoplas-
mic pattern are antigen (TSH)-antibody (anti-TSH) specific (Cénsole et
al., 1995 and 1997) (fig. 2.13).

Phifer and Spicer (1973) demonstrated by means of immunohistoche-
mistry the presence of thyrotropes in the human adenohypophysis. The
study of thyrotropes in immature and mature rats allowed recognizing the
modification of their morphology according to their functional phase. Day
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Fig. 2.13. Células TSH positivas (EnVision peroxidasa, anti-TSH x 1.000). -

b) Técnicas inmunohistoquimicas: se inmunomarcan como células
angulares poligonales. Las granulaciones del patrén citoplasmico difuso
muestran especificidad ante el antigeno (TSH)-anticuerpo (anti-TSH)
(Cénsole y col., 1995; 1997d) (fig. 2.13).
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Fig. 2.13 Thyrotropes (En Vision peroxidase, anti-TSH x 1.000).

10-20: oval cells with 50 nm secretory granules spread throughout the whole
glandular tissue and stellate cells with 50-100 nm granules; day 60: large and
vesiculated stellate thyrotropes with 150-250 nm secretory granules (Yoshi-
mura et al., 1982). Also, in a study on humans thyrotropes were observed to
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Phifer y Spicer (1973) demostraron mediante inmunohistoquimica la
presencia de tirotropas en la adenohipdfisis humana. El estudio de las célu-
las tirotropas en ratas inmaduras y maduras permitié reconocer la modifi-
cacion de su morfologfa, segin su fase funcional: dia 10-20: células ovales
con granulos secretorios de 50 nm dispersas en todo el tejido glandular y
células estrelladas con granulos 50-100 nm; dia 60: tirotropas estrelladas
grandes y vesiculadas con granulos secretorios de 150-250 nm (Yoshimuray
col., 1982). Ademas, en un estudio en humanos se observo que las tirotropas
presentaron marcada hiperplasia e hipertrofia celular cerca de los 50 afios de
edad, con predominio en el sexo femenino (Zegarelli-Schmidt y col., 1985).

6. Poblacion corticotropa

a) Microscopia de luz: constituyen el 15 a 20% de la poblacién de
la pars distalis y secretan corticotrofina (ACTH), proteina de PM 4.507
Da, obtenida por escisién del precursor de la proopiomelanocortina
(POMC). Predominan en la zona centro-dorsal de la pars distalis. Son
globulares con cortas prolongaciones y tienen un diametro de 12 a 14
pum. Presentan nucleos algo excéntricos. Son basdfilas con H-E, PAS+y
con tetracromo de Herlant se tifien de azul intenso. A fin de diferenciar
tirotropas de corticotropas se puede hacer una hematoxilina plimbica
que las permite ver de color purpura (fig. 2.14).

b) Técnicas inmunohistoquimicas: se detectan como células positivas
irregulares con prolongaciones cortas y sus granulos secretorios se inmuno-
marcan mediante antigeno (ACTH) y anticuerpo (anti-ACTH) (fig. 2.15).

Stefaneanu y col. (1991) estudiaron la expresién del gen de la proo-
piomelacortina mediante hibridacién in situ en la poblacién corticotro-
pa humana de hipéfisis normales y de adenomas pituitarios.

B. Poblacién croméfoba:

a) Microscopia de luz: sus células representan un 50% respecto a las
células cromofilas descriptas y se las ve irregulares, con ausencia de granulos
secretorios. Pueden ser estadios iniciales de células granulares con escasos
granulos o estadios involutivos terminales. No se tifien frente a los diversos
colorantes utilizados para explorar los distintos tipos celulares cromdfilos.
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present noticeable cell hyperplasia and hypertrophy reaching the age of 50,
predominantly females (Zegarelli-Schmidt et al., 1985).

6. Corticotropes

a) Light microscopy: they constitute 15 to 20% of the pars distalis po-
pulation. Their cells secrete ACTH (corticotropin): protein, MW 4.507 Da,
obtained by removing the precursor proopiomelanocortin (POMC). They
are abundant in the central-dorsal region of the pars distalis, although they
appear as scattered groups of irregular location. They are globular with
some prolongations and are approximately 12 to 14 um in diametre. They
present rather eccentric nuclei with a small nucleolus. They are basophi-
lic when stained with hematoxylin-eosin, PAS positive, and they become
deep blue when stained with Herlant’s tetrachrome. In order to differentiate
thyrotropes from corticotropes, staining with plumbic hematoxylin is ne-
cessary, which turns the cells into a blue-black colour (fig. 2.14).

b) Immunohistochemical techniques: irregular positive cells with
short prolongations are detected. The cytoplasmic secretory granules are
antigen ACTH and antibody anti-ACTH positive (fig. 2.15).
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Fig. 2.14 Corticotropes (plumbic hematoxylin, x 1.000).
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ig. 2.14. Células corticotropaé p-ositivas (hematoxilina pliimbica x 1.000).

Fig. 2.15. Células ACTH positivas (EnVision peroxidasa, anti-ACTH x 1.000).

b) Técnicas inmunohistoquimicas: resultan negativas debido a la
escasez o ausencia de granulos secretorios.
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Fig. 2.15 Corticotropes (EnVision peroxidase, anti-ACTH x 1.000).

Stefaneanu et al. (1991) studied the expression of the POMC gene
using in situ hybridization in the human corticotrope population with
normal pituitary glands and pituitary adenomas.

B. Chromophobe population:

a) Light microscopy: chromophobe cells represent 50% of the
population compared to the chromophilic cells described. They
appear as irregular and lacking secretory granules. They are not
positive for the different stains used to explore the various types of
chromophilic cells.

b) Immunohistochemical techniques: they are negative as a conse-
quence of the scarcity or absence of secretory granules.

7. Folliculo-stellate population:

a) Light microscopy: usual detection. They belong to the chromo-
phobe cell group. As they do not stain with the dyes that mark chromo-
philic cells, they increase the chromophobe population.
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7. Poblacidn foliculo-estelar:

a) Microscopia de luz: pertenecen al grupo de las células cromé-
fobas agranulares, ya que no se tifien con los colorantes marcadores de
células cromdfilas.

b) Técnicas inmunohistoquimicas: se ven como células estrella-
das irregulares con largas prolongaciones que envuelven a las células
secretorias vecinas y presentan reaccién al anticuerpo proteina S  y a
la GFAP (proteina gliofibrilar acida). Se relacionan con las células se-
cretorias ya que tendrian accién paracrina (Console y col., 2000) y se
comunican especialmente con las células gonadotropas, corticotropas y
tirotropas (Ver cap. 3) (fig. 2.16).

Las células FE fueron descubiertas en la rata por Rinehart y Farquhar
(1953) y luego estudiadas por numerosos autores (Yoshimura y Nogami,
1980; Cocchia y Miani, 1980; Nakajima y col., 1980; Vila-Porcile y Oli-
vier, 1984; Girod y col., 1985; Perryman, 1989; Marin y col., 1991; Girod
y Trouillas, 1993).

Las células FE disminuyeron en ratas castradas mostrando procesos
citoplasmaticos ramificados alrededor de las gonadotropas, mientras

Fig. 2.16. Células S100+ (CFE) (EnVision peroxidasa, anti-S100 x 1.000).

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

.,',gi-,f
N

Fig. 2.16 Positive folliculo-stellate cells (FSC) (EnVision peroxidase, anti-S100 x 1.000).

b) Immunohistochemical techniques: irregular stellate cells react
10 Protein and to GFAP (glial fibrillary acidic
protein). Some of the prolongations involve the secretory cells. (Cénsole
et al., 2000). They mainly relate to gonadotrope, corticotrope and thyro-
trope cells (see chapter 3) (fig. 2.16).

FS cells were discovered in the rat by Rinehart and Farquhar (1953) and
were then studied by many authors (Yoshimura and Nogami, 1980; Cocchia
and Miani, 1980; Nakajima et al., 1980; Vila-Porcile and Olivier, 1984; Girod
et al,, 1985; Perryman, 1989; Marin et al., 1991; Girod and Trouillas, 1993).

Castrated rats evidenced a decreased number of FS cells with bran-

positively to antibody S

ched cytoplasmic processes around the gonadotropes, while in thyroi-
dectomized rats they lacked cytoplasmic processes and nearly had no
connection with thyrotropes (Shirasawa et al., 1983). Hofler et al. (1984)
detected FS cells using immunohistochemistry in normal pituitary
glands and in pituitary adenomas.

Folliculo-stellate cells have different roles, such as support, metabolism
and macromolecular transport (Allaerts et al., 1990). They were proved
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que en ratas tiroidectomizadas carecian de procesos citoplasmaticos y
casi no tenian conexion con las tirotropas (Shirasawa y col., 1983). Ho-
fler y col. (1984) detectaron células FE mediante inmunohistoquimica
en hipofisis normales y en adenomas pituitarios.

Las células FE cumplen funciones de soporte, metabolismo y transpor-
te macromolecular (Allaerts y col., 1990) y se comprobé que atenuaron la
respuesta secretoria bifasica de la LH en respuesta a la GnRH (Allaerts y
col., 1994). La poblacion de células FE fue heterogénea a nivel inmuno-
histoquimico y ultraestructural, con una subpoblacién que estimul¢ a las
células T in vivo (tipo células dendriticas) y otra subpoblacién que no fue
capaz de estimularla. Ambas poblaciones fueron capaces de secretar inter-
leuquina 6 (IL-6), pero necesitarfan de estimulos intrapituitarios o exdge-
nos para producir cantidades méximas. La inmunomarcacién simultdnea
del S100 clasica y el complejo mayor de histocompatibilidad clase II, pro-
pio de las células dendriticas (sistema fagocitico-mononuclear), ha permi-
tido sugerir la posibilidad de que las células FE funcionen como células
madre (Allaerts y col., 1997; Allaerts y Vankelecom, 2005).

Sato y col. (2005) en estudios de distribucion intrapituitaria de las célu-
las FE hallaron gran niimero en las zonas basales y en la transicién con la
pars tuberalis e intermedia (50% de la poblacion), mostrando gran conexion
con los capilares sanguineos. Acosta y col. (2010) investigaron a las células
FE en vizcacha mediante inmunohistoquimica, morfometria y microscopia
electronica, hallando foliculos intracelulares con coloide (PAS+), inmuno-
marcacion citoplasmatica-nuclear S100+, GFAP+ y vimentina, procesos
citoplasmaticos en contacto con vasos sanguineos, conexiones con células
endocrinas (lactotropas, gonadotropas y corticotropas) y presencia de com-
plejos de unién-desmosomas entre sus membranas laterales. Concluyeron
remarcando que: a. La inmunomarcacién diferencial podria indicar dife-
rentes estados fisiologicos; b. La expresion de dichas proteinas sugeriria un
origen neuroectodérmico y ¢. Su distribucion espacial permitiria inferir una
comunicacion intercelular a nivel de la pars distalis.

Otros estudios de células FE ratificaron sus funciones como fagocitos,
agentes de paracrinia y células madre. Ademas, detectaron en ratas trans-
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to diminish the biphasic secretory response of LH in response to GnRH
(Allaerts et al., 1994). The FS population was heterogeneous at the immuno-
histochemical and ultrastructural levels, with a subpopulation that stimula-
ted in vivo T cells (dendritic type of cells) and another subpopulation that
did not manage to stimulate it. Both populations secreted interleukin 6 (IL-
6), but they would need intrapituitary or exogenous stimuli to produce the
highest quantities of IL-6.Simultaneous immunostaining of classical S100
and the major histocompatibility complex class II, proper of dendritic cells
(phagocytic-mononuclear system), allowed them suggesting the possibility
that FS cells might work as stem cells and studied the topographic distribu-
tion, intercellular junctions and secretion of growth factors and cytokines,
indicating their immunophenotypical and functional heterogeneity. The au-
thors found overlapping immunostaining with classical S100 and the major
compatibility complex class II distinctive of dendritic cells (phagocytic mo-
nonuclear system), and discussed the possible role of FS cells as stem cells
(Allaerts et al., 1997; Allaerts and Vankelecom, 2005).

In studies on the intrapituitary distribution of FS cells, Sato et al. (2005)
found a great number of them in the basal zones and in the transition with
the pars tuberalis and the pars intermedia (50 % of the population), eviden-
cing strong connection with blood vessels. Acosta et al. (2010) studied the
ES cells in the ‘vizcacha’ through immunohistochemistry, morphometry
and electron microscopy. They found intracellular follicles with colloid
(PAS+), cytoplasmic immunostaining and nuclear S100+, GFAP+ and vi-
mentin, cytoplasmic processes in contact with blood vessels and endocrine
cells (especially, connections with lactotropes, gonadotropes and corticotro-
pes) and junction-desmosome complexes between their lateral membranes.
They concluded the following: a. Differential immunostaining could indi-
cate different physiological stages; b. The expression of those proteins sug-
gests a neuroectodermal origin; and c. Its spatial distribution would allow
inferring an intercellular communication at the level of the pars distalis.

Other studies of FS cells ratified their roles as phagocytes, paracri-
nia and stem cells and detected in transgenic rats the expression of LH,
TSH, PRL, GH and POMC in cells S100+, suggesting their capacity to be
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génicas la expresion de LH, TSH, PRL, GH y POMC en células S100+,
sugiriendo su capacidad para diferenciarse en células endocrinas produc-
toras de hormonas pituitarias (Kikuchi y col., 2011). Las células FE secre-
tan factores de crecimiento (fibrobléstico y endotelial vascular) e IL-6 y
se ha sugerido la posibilidad de que constituyan un tipo de célula madre
con potencialidad para diferenciarse en células endocrinas (Inoue y col.,
1999). Osuna y col. (2012) usando ratas transgénicas con regulacion de
la expresion de genes S100b involucrados, confirmaron la hipétesis que
sustenta el potencial de diferenciacion de las células FE y sus similitudes
con los astrocitos cerebrales. El caracter multifuncional de las células FE
se demostro en cultivos primarios con una topografia tinica en cuanto a
los componentes de la membrana basal y de los colagenos intersticiales
que tendrian un rol esencial para determinar la disposicion de las células
endocrinas y su matriz extracelular (Horiguchi y col., 2010).

Células multihormonales:

La pituitaria anterior contiene células multihormonales que almace-
nan y secretan diferentes hormonas bajo la influencia de las hormonas
hipotaldmicas (tabla 1). Dichas células responderian a una secrecién
paradojal, ya sea por un estimulo hipotalimico que no corresponde al
eje 0 a una transdiferenciacién por un interruptor fenotipico entre célu-
las maduras sin division celular.

Tabla 1. Células multihormonales en la pituitaria anterior
ACTH TSH GH PRL LH/FSH Numero
X X Abundante
X X Abundante
X Detectable
Escaso

X Escaso

il slls
b

X Escaso

Las células mamosomatotropas almacenan de modo simultdneo
GH y PRL y fueron inmunomarcadas con sueros anti-GH y anti-PRL
por Frawley y Boockfor (1991). Se hallaron un 5% de células mamo-
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detected in hormone-producing endocrine cells (Kikuchi et al., 2011).
FS cells secrete growth factors (fibroblastic, vascular endothelial, IL-6)
and it has been suggested that FS cells could probably constitute a type
of stem cell that potentially stand out in endocrine cells (Inoue et al.,
1999). Osuna et al. (2012) used transgenic rats with regulation of the
expression of S100 genes involved, which confirmed the hypothesis su-
pporting the differentiation potential of FS cells and their similarities
with astrocytes. In primary cultures it was demonstrated that FS cells
have a multifunctional character and a unique topography as regards
the components of the basement membrane and the interstitial collagen,
and plays an essential role in determining the arrangement of endocrine
cells and the extracellular matrix (Horiguchi et al., 2010).

Multihormonal cells:

The anterior pituitary contains multihormonal cells that store and
secrete different hormones and respond to the releasing of various hypo-
thalamic hormones (table 1). These cells would respond to a paradoxi-
cal secretion (hypothalamic stimulus) that does not correspond to the
axis or to a transdifferentiation by means of a phenotypical interrupter
among mature cells with no cell division.

Table 1. Multihormonal cells in the anterior pituitary
ACTH TSH GH PRL LH/FSH | Number
X X Abundant
X X Abundant
X Detectable
Scarce

X Scarce

slisliaiialls
o

X Scarce

Mamosomatotropes store GH and PRL (Frawley and Boockfor, 1991).
Multihormonal corticotropes with ACTH and other adenohypophyseal
hormones have also been recorded (Childs, 1991), as well as gonadotropes
with GH (Childs et al., 2000) and cells with TSH and GH after thyroidec-
tomy (Horvath etal., 1990) and primary hypothyroidism (Vidal et al., 2000).
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somatotropas (Leong y col., 1985). En ratas ovariectomizadas, orqui-
dectomizadas y machos intactos, se detectaron escasas células GH-
PRL (0.1-0.2 %). Ademas, el tratamiento con estrégenos disminuy6
la densidad de células y la densidad de volumen de las somatotropas
en ratas ovariectomizadas. Estos datos no serfan compatibles para
considerar a las mamosomatotropas como células de transiciéon en
la presunta conversion bidireccional de células productoras de GH y
PRL (Pasolli y col., 1994).

También se han documentado corticotropas multihormonales con
ACTH y otras hormonas adenohipofisarias (Childs, 1991), gonadotro-
pas con GH (Childs y col., 2000) y células con TSH y GH después de la
tiroidectomia (Horvath y col., 1990) y en hipotiroidismo primario (Vi-
dal y col.,, 2000). Se han comunicado multiples receptores en las células
pituitarias: gonadotropas con receptores de hormona liberadora de GH
(GHRH) (Childs y col., 1999) y somatotropas con receptores de hormo-
na liberadora de LH (LHRH) (Childs, 2000). Es decir, podria producir-
se una secrecion paradojal que explicaria su aparicién en los adenomas
hipofisarios multihormonales (Barlier y col., 1997). De acuerdo con
Nuifez y col. (2003), son frecuentes las células multihormonales entre las
corticotropas y gonadotropas, con gran dimorfismo sexual que mostré
pituitarias femeninas con mayor plasticidad. Villalobos y col. (2004a)
hallaron que los fenotipos mixtos (TSH-LH-PRL) entre las células tiro-
tropas fueron la regla y no la excepcion (56%). Ademas, en la hipdfisis de
feto humano de 14 semanas se observé FSH y LH bioactivas, mientras
que la forma dimérica que agrega TSH bioactiva se formo a partir de la
semana 17 de gestacion (Pope y col., 2006). Villalobos y col. (2004a) han
descripto en la pituitaria anterior células bihormonales: PRL-GH, GH-
LH/FSH, FSH/LH-ACTH, FSH/LH-TSH, FSH/LH-PRL que han sido
involucradas en la “secrecion paradojal”

Pars distalis: patron de histoarquitectura: los diversos tipos celula-
res descriptos se disponen en nidos o cordones, existiendo una rica red de
capilares sinusoides. Su histofisiologia se presenta en la tabla 2.
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There is record of multiple receptors in pituitary cells too: gona-
dotropes with hormone-releasing GH (GHRH) receptors (Childs et
al., 1999); somatotropes with hormone-releasing LH (LHRH) recep-
tors (Childs, 2000). That is to say, there could be a paradoxical se-
cretion explaining the presence of receptors in multihormonal hypo-
physeal adenomas (Barlier et al., 1997). According to Nuiez et al.
(2003) multihormonal cells among corticotropes and gonadotropes
are frequent, evidencing great sexual dimorphism as a result of the
higher plasticity present in female pituitaries. Among thyrotropes,
mixed phenotypes (TSH-LH-PRL) were the rule and not the excep-
tion (56%) and have described bihormonal cells: PRL-GH, GH-FSH/
LH, FSH/LH-ACTH, FSH/LH-TSH, and FSH-LH-PRL in the ante-
rior pituitary involved in the so called “paradoxical secretion” accor-
ding to Villalobos et al. (2004a-b).

Pars distalis: histoarchitecture: The different cell types described
are arranged in nests or cords, originating a rich network of sinusoidal
capillaries. Histophysiology is shown in table 2.

Table 2. Histophysiology of adenohypophyseal populations

Hormone | Population Function

It stimulates protein synthesis and lipolysis. It
Somatotrope induces the growth of long bones and skeletal

GH .
Mamosomatotrope | muscles. It releases somatomedins (IGF-I).
It induces tissue growth.
PRL Lactotrope It promotes breastfeeding. It favours intestinal cal-
Mamosomatotrope | cium absorption and bone calcium mobilization.
FSH Folliculotrope It stimulates gametogenesis.

It favours ovulation.
LH Luteinizing Corpus luteum maturation takes place.
It stimulates steroidogenesis and androgen secretion.

It affects thyroid follicular cells in thyroglobulin

ok Whygicoitiope and T3-T4 secretion.

. It stimulates glucocorticoid and gonadocorticoid
ACTH Corticotrope & &

secretion.
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Tabla 2. Histofisiologia de las poblaciones adenohipofisarias.

Hormona Poblacion Funcion
Estimula la sintesis proteica y la lipolisis.
Induce crecimiento de los huesos largos y los

Somatotropa- . "
GH mamosomatotroba musculos esqueléticos.
P Libera somatomedinas (IGF-I).
Induce el crecimiento tisular.
Lactotropa- Promueve la lactancia.
PRL P Favorece la absorcion del calcio intestinal y
mamosomatotropa o L
moviliza el calcio dseo.
FSH Foliculotropa Estimula la gametogénesis.
Favorece la ovulacion.

LH Luteinizante Mafiura el cuerpo 1 uteo; . L
Estimula la esteroidogénesis y la secrecion de
androgenos.

TSH Tirotropa Actua sobre las células de los foliculos tiroideos

P para la secrecion de tiroglobulina y T3-T4.

ACTH Corticotropa Estimula la secrecion de glucocorticoides y

gonadocorticoides.

II. Pars intermedia: En mamiferos se hallan células epiteliales gran-
des y poligonales, con buen desarrollo del reticulo endoplasmico y del
complejo de Golgi. Tienen granulos secretorios de 200-250 nm de des-

Fig. 2.17. Pars intermedia (PI). Foliculos (Fo) (H-E x 600).
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II. Pars intermedia: in mammals there is evidence of large and po-
lygonal epithelial cells, with a well-developed endoplasmic reticulum
and Golgi apparatus. They present 200-250 nm secretory granules with
different electron density. They secrete POMC, which divides to origi-
nate B-LPH (lipotropin) and two groups (a-) of MSH (melanocyte
stimulating hormone). In amphibians and reptiles MSH causes skin
darkening. In mammal melanin synthesis would be induced (fig. 2.17).

. Flg. 2.1

Acosta and Mohamed (2009) studied the seasonal changes in the viz-
cacha (Lagostomus maximus maximus), finding a decrease of morpho-
metric parameters in melanotropes, the follicular colloid and FS cells be-
cause of the short photoperiod in the winter period. The pars intermedia
in human regresses and acquires a cystic aspect

III. Pars tuberalis: it presents secretory cell cords longitudinally
arranged with a dense capillary network. There is predominance of go-
nadotrope cells and a lesser number of corticotrope, thyrotrope and fo-
lliculo-stellate cells. Some squamous cell nests can be observed, which
may develop into cysts.
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igual densidad electrénica. Secretan POMC (pro-opiomelanocortina)
que se escinde para dar B-LPH (lipotrofina) y dos formas (a y B) de
MSH (hormona estimulante de melanocitos). En anfibios y reptiles, la
MSH produce oscurecimiento de la piel y en mamiferos induciria la
sintesis de melanina. Acosta y Mohamed (2009) estudiaron los cambios
estacionales en la vizcacha (Lagostomus maximus maximus), hallando
descenso de los pardmetros morfométricos en las melanotropas, el co-
loide folicular y las células FE durante el periodo invernal, debidos al
fotoperiodo corto. La pars intermedia humana involuciona tomando un
aspecto quistico (fig. 2.17).

IIL. Pars tuberalis: presenta cordones celulares secretorios en dispo-
sicién longitudinal con una red capilar ricamente ramificada. Predomi-
nan las células gonadotropas y, en menor niimero, se ven corticotropas,
tirotropas y células FE. Se observan algunos nidos de células escamosas,
a partir de los cuales pueden desarrollarse quistes.

IV. Pars neural: muestra pituicitos y axones que forman el haz hipo-

talamo-pituitario cuyos somas neuronales estan en el hipotalamo (nu-

.5, 1 L ."‘L y :
Fig. 2.18 A-B. Pars nervosa. CHe: cuerpos de Hering, MA: material
almacenado; CFe: capilar fenestrado (hematoxilina crémica: A. x 200. B. x 600).
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FeC:fenestrated capillary (chromic hematoxylin, a x 200. b x 600).

IV. Pars neural: neuronal somas lay at hypothalamus level (su-
praoptic and paraventricular nuclei) with axons (pituitary-hypophy-
seal axis) that reach the pars neural. The secretory granules (neuro-
crinia) are located along the axonal pathway as Herring bodies and
the accumulated material is seen as extracellular amorphous storages
(Fig. 2.18 a-b).
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cleos supradptico y paraventricular). En el trayecto axonal se presentan
los cuerpos de Hering (neurocrinia) y a nivel extracelular se observa
material acumulado (fig. 2.18 Ay B).
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CAPITULO 3

Interacciones paracrinas adenohipofisarias

La hipdfisis anterior es una glandula endocrina productora de seis
hormonas tréficas: corticotrofina (ACTH), hormona de crecimiento
(GH), prolactina (PRL), tirotrofina (TSH), hormona foliculo-estimu-
lante (FSH) y hormona luteinizante (LH). Cada una de estas hormonas
es expresada por un tipo celular altamente diferenciado que se origina
en una célula madre comun cuya expresion fenotipica es determinada
por los factores de transcripcion, los receptores de superficie y las sefa-
les hipotaldmicas (Rosenfeld y col., 1996; Mangalam y col., 1989; Horn
y col., 1989; Theill y Karin, 1993; Ray y Melmed, 1997; Vankelecom y
Gremeaux, 2010; Davis y col., 2013; Welcker y col., 2013, Vankelecom y
Chen, 2014; Willems y col., 2016).

Las células endocrinas y no endocrinas (células foliculo-estela-
res: FE) estin organizadas en redes estructurales y funcionales que se
forman durante el desarrollo embrionario y que se modifican durante
toda la vida. El mapeo estructural ha permitido detectar dichas redes
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CHAPTER 3

Paracrine interactions in adenohypophysis

The anterior pituitary is an endocrine gland that produces six tro-
pic hormones: corticotropin (ACTH), growth hormone (GH), prolac-
tin (PRL), thyrotropin (TSH), follicle-stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone (LH). These hormones are expressed by a highly
differentiated cell type that originates in a common stem cell whose
phenotype expression is determined by transcription factors, surface
receptors and hypothalamic signals (Rosenfeld et al., 1996; Mengalam
et al., 1989; Horn et al., 1989; Theill and Karin, 1993; Ray and Melmed,
1997; Vankelecom and Gremeaux, 2010; Davis et al., 2013; Welcker et
al., 2013; Vankelecom and Chen, 2014; Willems et al., 2016).

Endocrine and non-endocrine cells (folliculo-stellate cells: FS) are
organized into structural and functional networks formed during the
embryonic development and modified along the entire life. Structural
mapping has allowed the detection of those networks that connect to
blood vessels and that can recall information in order to adapt to in-
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conectadas a los vasos sanguineos y con memoria de la informacion
para adaptarse a los cambios intrapituitarios e hipotalamicos (Le Tissier
y col,, 2012). Se ha comunicado un patrén de expresion de la proteina
de unidn adherente (cadherina) en los contactos intercelulares pituita-
rios que determinaria las redes celulares homotipicas (Chauvet y col.,
2009). Los avances en iméagenes tridimensionales (3D) han enriquecido
la histologia tradicional de la gldndula pituitaria, mostrando diferentes
linajes celulares conectados en redes, a fin de coordinar las respuestas a
los diferentes secretagogos (Mollard y col., 2012).

Las poblaciones responsables de la secrecion de las hormonas de la
pituitaria anterior son reguladas por el sistema nervioso central a tra-
vés de factores hipotalamicos estimuladores e inhibidores, asi como
por mecanismos de retroalimentacion mediados por hormonas de las
glandulas endocrinas periféricas.

Ciertas proteinas producidas a nivel intrapituitario regulan la funcién y
la organizacién celular. Estos factores de crecimiento y citoquinas, ademas
de mediar en la division celular, controlan la expresion de genes especificos
de las hormonas tréficas. Por lo tanto, esta red de sefales intrahipofisarias
provee otro nivel de control integrado con sefiales centrales y periféricas que
modulan la secrecion de las hormonas tréficas y la proliferacion celular. Es-
tos factores de crecimiento pituitarios presentan una funcién dual: regulan
la replicacion celular y controlan la expresion de los genes de diferenciacion.
La mayoria de los factores de crecimiento parecen ser sintetizados por las
células secretoras de las hormonas tréficas (Halper y col,, 1992; Thapar y
col., 1995). El control intrinseco intrapituitario depende de las sefiales au-
tocrinas y paracrinas (Denef y col., 1989; Jones y col., 1990). Los factores
activina (Ling y col., 1986), endotelina (Dymshits y col., 1992), éxido nitrico
(Duvilanski y col., 1995), neuropéptidos (O’Halloran y col., 1990), citoqui-
nas, factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento endo-
telial vascular (VEGF), factor de crecimiento insulino-simil tipo I (IGF-I),
polipéptido activador de la adenilato ciclasa (PACAP), grelina, adenosina
y otros, estan implicados mediante una accion autocrina-paracrina en una
compleja red de regulacion intrapituitaria (Bilezikjian y Vale, 2011).
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trapituitary and hypothalamic changes (Le Tissier et al., 2012). An ex-
pression pattern of the adherent junction protein (cadherin) has been
reported in the pituitary intercellular contacts that would determine
the networks of homotypic cells (Chauvet et al., 2009). Progress in
three-dimensional (3D) images has enriched the traditional histology
of the pituitary gland, evidencing the different cell lines connected in
networks so as to coordinate responses with the different secretago-
gues (Mollard et al., 2012).

The different populations responsible for the anterior pituitary hor-
mone secretion are regulated by the central nerve system by stimulating
and inhibiting hypothalamic factors, as well as by mechanisms of fee-
dback mediated by hormones of the peripheral endocrine cells.

Some proteins produced at the intrapituitary level regulate the cell
function and organization of the anterior hypophysis. These growth
factors and cytokines, apart from mediating cell division, regulate
the expression of specific genes of the tropic hormones. Thus, this
network of intrapituitary signals provides another level of integrated
control with central and peripheral signals that modulate the secretion
of tropic hormones and cell proliferation. These hypophyseal growth
factors present a dual function: they regulate cell development and
replication and control the expression of differentiation genes. Most
hypophyseal growth factors are apparently synthesized by the secre-
ting cells of tropic hormones (Harper et al., 1992; Thapar et al., 1995).
Although the hypophysis is a gland that regulates somatic growth,
there is evidence that shows that some intrapituitary chemical media-
tors function as regulators of the gland functions. The intrapituitary
intrinsic control depends on autocrine and paracrine signals (Denef
et al., 1989; Jones et al., 1990). Activin (Ling et al., 1986), endothelin
(Dymshitz et al., 1992), nitric oxide (Duvilanski et al., 1995), different
neuropeptides (O’'Halloran et al., 1990), cytokines, fibroblastic growth
factor (FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin-li-
ke growth factor type I (IGF-I), pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP), ghrelin, adenosine and others are involved by
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La yuxtaposicion entre grupos celulares especificos esta relacionada
con la liberacién de un gran niimero de agentes paracrinos al espacio
intercelular (Jones y col., 1990). Ademas, las enzimas convertidoras de
renina y angiotensina han sido inmunomarcadas a nivel de las células
gonadotropas (Deschepper y col., 1986). Soji y Herbert (1990) detec-
taron que las comunicaciones intercelulares dentro de la pituitaria an-
terior cambiaron luego de la castraciéon o de la inyeccién de hormona
liberadora de LH (LHRH) o de testosterona y hallaron un menor desa-
rrollo folicular con reducido niimero de uniones hendidura en animales
castrados con/sin LHRH, respecto a los controles. En contraste, los ani-
males que recibieron testosterona evidenciaron ultraestructura similar a
los intactos. Se ratifico que las células FE agranulares inmunomarcadas
con proteina S100, portadoras de receptores P adrenérgicos, podrian
actuar como células progenitoras ya que muestran mitosis (Soji y col,,
1997). Kurono (1996) logré aumentar el nimero de uniones hendidura
en las células FE, bajo la influencia de los esteroides gonadales. Wada y
col. (2014) comunicaron en un estudio ultraestructural que el sistema de
células FE-neuronas LHRH de pars tuberalis regularian la secrecion de
LH, junto con el sistema porta hipofisario.

La angiotensina II y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) actuarian
como estimulos para la liberacién de PRL mediante un mecanismo au-
tocrino (Nagy y col., 1988). Las acciones mitogénicas y anti-mitogénicas
de los estrégenos sobre las lactotropas no requeririan sefiales paracrinas
de otros tipos celulares pituitarios, ya que la accion estrogénica seria di-
recta. El factor de crecimiento fibroblastico (FGF) inhibid la prolifera-
cidn lactotropa y su inmunoneutralizacién no pudo bloquear la prolife-
racién inducida por los estrégenos. Ademds, los niveles celulares de FGF
no fueron alterados por el tratamiento estrogénico (Ishida y col., 2007).
Rossier y col. (1980) comunicaron que los péptidos opioides detectados
en la pituitaria anterior tendrian un posible rol en la liberacién paracri-
na de la GH. Ademas, el factor liberador de corticotrofina (CRH) podria
estimular la liberacion de LH, indicando una probable interaccién pa-
racrina entre corticotropas y gonadotropas (Blumenfeld y col., 1986). El
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means of autocrine-paracrine factors in a complex network of intra-
pituitary regulation (Bilezikjian and Vale, 2011).

Juxtapositions among some specific cell groups could be partly re-
lated to the release of a high number of paracrine agents to the interce-
llular space (Jones et al., 1990). Also, the renin-angiotensin converting
enzymes have been immunostained at gonadotrope level (Deschepper
etal., 1986). Soji and Herbert (1990) detected that intercellular commu-
nications within the anterior pituitary changed after castration or after
releasing hormone of LH (LHRH) or testosterone injection and found a
minor follicular development with a reduced number of cleft junctions
in castrated animals with or without LHRH compared to controls. In
contrast, those animals that received testosterone evidenced an ultras-
tructure similar to that in intact animals. Agranular FS cells that were
immunostained with S100, B-adrenergic receptor carrier, were confir-
med to likely act as stem cells due to the presence of mitosis (Soji et al.,
1997). Kurono (1996) managed to increase the number of cleft junctions
in the FS cells under the influence of gonadal steroids. Wada et al. (2014)
reported in an ultrastructural study that the system of FS cells-LHRH
neurons in the pars tuberalis would regulate LH secretion, together with
the hypophyseal portal system.

Angiotensin II and the vasoactive intestinal peptide (VIP) would
be stimuli for PRL release by means of an autocrine mechanism
(Nagy et al., 1988). Mitogenic and antimitogenic actions of estrogens
on lactotropes would not need paracrine signals of other pituitary
cell types, as the estrogenic action would be direct. The fibroblastic
growth factor (FGF) inhibited lactotrope proliferation and its im-
munoneutralization could not block the proliferation induced by
estrogens. Also, FGF cellular levels were not altered by the estroge-
nic treatment (Ishida et al, 2007). Rossier et al. (1980) reported that
the opioid peptides detected in the anterior pituitary are likely to
play a role in the paracrine release of GH. Also, the corticotropin
releasing factor (CRH) might stimulate LH release, showing a pos-
sible paracrine interaction between corticotropes and gonadotropes
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factor de crecimiento epidérmico estimuld la secreciéon de PRL y GH,
mientras que el FGF potencio la liberacién de TSH (Jones y col., 1990).
La red tridimensional de las células endocrinas pituitarias permitié ra-
tificar la presencia de comunicaciones célula-célula mediante uniones
adherentes. Esta conectividad fisica mediaria las respuestas para coordi-
nar la secrecion hormonal pulsatil de la GH (Asa y Tannenbaum, 2006).

Las células FE producen factores de crecimiento y citoquinas, inclu-
yendo la folistatina que regularia la FSH uniéndose a la activina. Las
células FE ejercen un control paracrino sobre la poblacion gonadotropa,
ya que el aumento del PACAP estimularia la folistatina con descenso
del ARNmFSH( y la activacion del gen ARNmLHP (Winters y Moore,
2007). Filippa y col. (2012) estudiaron las asociaciones entre las células
pituitarias de vizcacha y hallaron gonadotropas mono y bihormonales
(FSH/LH) rodeadas de lactotropas y conectadas con las células FE. Du-
rante el fotoperiodo largo, las asociaciones mds numerosas fueron entre
células LH-GH y LH-TSH.

Las células adenohipofisarias no estdn distribuidas al azar. Por el
contrario, se localizan de modo preciso dentro de la glandula (Papka y
col,, 1986) y muestran prevalencia de asociaciones selectivas con impli-
cancias en los mecanismos paracrinos. Las vias de comunicacion entre
las células dependieron del grado de yuxtaposicién entre ciertos grupos
celulares especificos.

Los hallazgos morfolégicos detectados mediante inmunomarcacién
doble proveen una herramienta ttil en este campo (Falini y col., 1982).
Hemos detectado frecuentes asociaciones entre células somatotropas-
corticotropas y lactotropas-gonadotropas, en correlacién con otros es-
tudios (Siperstein y Miller, 1970; Jones y col., 1990).

Nuestros hallazgos inmunohistoquimicos detectaron células soma-
totropas dispersas por toda la pars distalis, siendo mas numerosas en la
zona centro-dorsal y estando casi ausentes cerca de la pars intermedia.
Hemos hallado yuxtaposicion de somatotropas con corticotropas (46%)
(fig. 3.1), con células FE (19%), con tirotropas (18%) y con lactotropas
(17%) (Coénsole y col., 1999).
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(Blumenfeld et al., 1986). The epidermal growth factor stimulated
PRL and GH secretion, while FGF increased TSH release (Jones et
al., 1990). The three-dimensional pituitary endocrine cell network
allowed confirming the presence of cell-cell communications with
adherens junctions. This physical connectivity would influence the
responses to coordinate the pulsatile secretion of GH (Asa and Tan-
nenbaum, 2006).

ES cells produce growth factors and cytokines, including follista-
tin that would regulate FSH joining activin. FS cells exert a paracrine
control on the gonadotrope population, since the increase of the pitui-
tary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) would stimulate
follistatin with a decreased mARNPFSH and mARNPLH activation
(Winters and Moore, 2007). Filippa et al. (2012) studied the associa-
tions between the pituitary cells of the ‘vizcacha’ and found mono- and
bihormonal gonadotropes (FSH/LH) surrounded by lactotropes and
connected with FS cells. In the long photoperiod most associations
were between LH-GH and LH-TSH cells.

Adenohypophyseal cells are not randomly distributed. On the con-
trary, they are accurately localized within the gland (Papka et al., 1986)
and show prevalence of selective associations involving the paracrine
mechanisms. The communication paths among cells depended on the
degree of juxtaposition among certain specific cell groups.

The morphological findings detected by means of double immu-
nostaining make a useful tool in this field (Falini et al., 1982). We have
found frequent associations between somatotropes/corticotropes and
lactotropes/gonadotropes in correlation with other studies (Siperstein
and Miller, 1970; Jones et al., 1990).

Our immunohistochemical findings detected somatotrope cells
spread throughout the pars distalis, being more numerous in the cen-
tral-dorsal zone, and nearly absent close to the pars intermedia. We
have found juxtaposition of somatotropes and corticotropes (46%)
(fig. 3.1), FS cells (19%), thyrotropes (18%) and lactotropes (17%)
(Cénsole et al., 1999).
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Fig. 3.1. Yuxtaposicion somatotropas (azul) - corticotropas (rojo)
(EnVision peroxidasa, x 400).

Nuestras células lactotropas también aparecieron dispersas, siendo
mas numerosas en la region ventral de la pars distalis. En algunos casos,
una célula lactotropa estuvo rodeada por varias gonadotropas, tal como
fue comunicado por Sato (1980) y Nogami y Yoshimura (1982). Ade-
mas, la afinidad entre lactotropas y gonadotropas ha sido demostrada
en células pituitarias en cultivo, previamente separadas por disociaciéon
enzimatica, de modo tal que al ser reagrupadas restablecieron los com-
plejos de unién (Horvath y col., 1977). Detectamos una mayor afinidad
topografica (58%) entre lactotropas-gonadotropas (fig. 3.2) y un menor
grado de relacion con las células FE (23%) y las células somatotropas
(19%) (Cénsole y col., 1999).

Se observaron escasas células mamosomatotropas (menos del 2%)
que fueron inmunomarcadas de modo simultaneo con sueros anti-GH y
anti-PRL (Console y col., 1999). Estos datos estuvieron en concordancia
con algunos autores que comunicaron 5% (Leong y col., 1985) y 0.2%
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Fig. 3.1. Juxtaposition of somatotropes (blue) - corticotropes (red)
(EnVision peroxidase, x 400).

Our lactotrope cells also appeared dispersed, being more nume-
rous in the ventral region of the pars distalis. In some cases, a lacto-
trope cell was found surrounded by various gonadotropes as repor-
ted by Sato (1980) and Nogami and Yoshimura (1982). Apart from
that, the affinity between lactotropes and gonadotropes has been
shown in pituitary cells in culture, previously separated by enzyme
dissociation, and which after regrouping re-established the junction
complexes (Horvath et al., 1977). We detected a higher topographic
affinity (58%) (fig. 3.2) between lactotropes-gonadotropes and a
minor degree of relationship with ES cells (23%) and somatotropes
(19%) (Cénsole et al., 1999).

Scanty mamosomatotrope cells were observed (less than 2%), whi-
ch were simultaneously immunolabeled with GH and PRL antisera
(Cénsole et al., 1999). These data concurred with what was reported by
some authors, 5% (Leong et al., 1985) and 0.2% of mamosomatotrope
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Fig. 3.2. Yuxtaposicion lactotropas (azul) - luteinizantes (rojo)
(EnVision peroxidasa, x 400).

(Pasolli y col., 1994) de mamosomatotropas, diferencidandonos de otros
autores que hallaron altos valores (15% segtin Frawley y col., 1985).

El estudio de nuestras células tirotropas permitié localizarlas en la region
centro-ventral de la pars distalis, exhibiendo yuxtaposicién con somatotro-
pas (35%), con células FE (34%) (fig. 3.3) y con otros tipos celulares (31%)
(Cénsole y col., 1999). Nuestros resultados estuvieron en concordancia con
los hallazgos comunicados por Yoshimura y Nogami (1980).

Nuestro analisis inmunohistoquimico morfométrico de las gonadotro-
pas mostrd células luteinizantes y foliculotropas en grupos, principalmente
en la periferia de la zona ventral de la pars distalis. Un gran niimero de células
gonadotropas (78%) se tifieron de color ptrpura, por superposicion del cro-
mogeno rojo mas azul. Esto se debid a que presentaron inmunomarcacion
simultanea con antisuero anti-LH y anti-FSH (fig. 3.4) (Cdnsole y col., 1999).

Parece confirmarse que las diferentes caracteristicas morfoldgicas
de las gonadotropas representarian estadios funcionales de un mismo
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Fig. 3.2. Juxtaposition of lactotropes (blue) - luteinizing cells (red)
(EnVision peroxidase, x 400).

cells (Pasolli et al., 1994), differing from the high values found by other
authors (15% according to Frawley et al., 1985).

The study of our thyrotropes allowed localizing them in the central-
ventral region of the pars distalis, exhibiting juxtaposition with somato-
tropes (35%), FS cells (34%) (fig. 3.3) and other cell types (31%) (Con-
sole et al., 1999). Our findings were in agreement with those reported by
Yoshimura and Nogami (1980).

Our immunohistochemical morphometric analysis of gonadotropes
evidenced luteinizing and folliculotrope cells in groups, mainly in the
periphery of the ventral zone of the pars distalis. A large number of go-
nadotropes (78%) were purple dyed because of red and blue chromogen
juxtaposition since they evidenced simultaneous immunostaining with
LH and FSH antisera (fig. 3.4) (Cdnsole et al., 1999).

It can apparently be supported that the different morphological
characteristics of gonadotropes would represent functional studies

PITUITARY GLAND: NORMAL AND PATHOLOGIC MORPHOLOGY - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO 75



N Im M

Fig. 3.3. Yuxtaposicion células FE (azul) - tirotropas (rojo) Fig. 3.3. Juxtaposition of FS cells (blue) - thyrotropes (red)
(EnVision peroxidasa, x 400). (EnVision peroxidase, x 400).
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Fig. 3.4. Yuxtaposicion células luteiniz‘antes (azul) - foliculotropas Fig. 3.4. Juxtaposition of luteinizing cells (blue) - folliculotropes (red)
(rojo) (EnVision peroxidasa, x 400). (EnVision peroxidase, x 400).
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3.5. Yuxtaposicion corticotropas (azul) - luteinizantes (rojo)
(EnVision peroxidasa, x 400).

tipo celular. Ademas, el concepto de division del trabajo en la poblacién
gonadotropa ha sido ratificado en estudios inmunohistoquimicos reali-
zados por Childs (1995). Durante los picos de depésito hormonal se ha
demostrado que mas del 70% de las gonadotropas presentan antigenos
LH y FSH (Childs y col., 1987).

Las células corticotropas inmunomarcadas en nuestro estudio apare-
cieron especialmente en la region centro-dorsal de la pars distalis. Un
gran nimero de las mismas presentaron proyecciones citoplasmaticas
cortas que rodearon a las somatotropas (58%) (fig. 3.1). Un menor nt-
mero (18%) de corticotropas se conectaron con gonadotropas (fig. 3.5)
(Cénsole y col., 1999).

Nuestras células FE fueron observadas en grupos o dispersas por toda
la pars distalis y exhibieron largas prolongaciones que rodearon a los di-
ferentes tipos de células endocrinas adyacentes, en concordancia con lo

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

T

¢
] ’,..‘ . ..
Al

' &
) &
M,

3.5. Juxtaposition of corticotropes (blue) - luteinizing cells (red)
(EnVision peroxidase, x 400).

of a same cell type. Also, the concept of division of labour in the
gonadotrope population has been ratified in immunohistochemical
studies by Childs (1995). In the peaks of hormonal storage over 70%
of gonadotropes have been shown to present LH and FSH antigens
(Childs et al., 1987).

In our study immunostained corticotrope cells appeared especially
in the central-dorsal region of the pars distalis. A large number of them
presented short cytoplasmic projections around somatotropes (58%)
(fig. 3.1), and a lesser number (18%) were connected to gonadotropes
(fig. 3.5) (Cénsole et al., 1999).

Our FS cells were observed to appear in groups or dispersed
throughout the whole pars distalis and to exhibit long prolongations su-
rrounding the different types of adjacent endocrine cells, in agreement
with what was reported by Vila-Porcile and Olivier (1984). We found
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Fig. 3.6 A-B. Yuxtaposicion A. Células FE (azul) - luteinizantes (rojo). B.
Células FE (azul) - corticotropas (rojo) (EnVision peroxidasa, x 400).

documentado por Vila-Porcile y Olivier (1984). Hallamos asociaciones
de células FE con: gonadotropas (32%) (fig. 3.6 A), lactotropas (21%),
corticotropas (18%) (fig. 3.6 B), somatotropas (16%) y tirotropas (13%)
(Cénsole y col., 1999).

Girod y col. (1985) detectaron que las células FE se relacionaban con
somatotropas, lactotropas y corticotropas, al aplicar inmunocitoquimica
de doble marcacién. Allaerts y col. (1990) ratificaron las funciones de
las células FE: sostén, trofismo, transferencia de iones-metabolitos, asi
como la secrecién de citoquinas y factores de crecimiento. Ademas, se
ha sugerido una funcién fagocitica de los restos celulares (Garcia Nava-
rro y col., 1989) y de los cuerpos apoptéticos (Drewett y col., 1993), asi
como la secreciéon de moléculas que actuarian como agentes paracrinos
(Baes y col., 1987).

La interleuquina 6 (IL-6), secretada por las células FE, estimularia la se-
crecién de PRL, GH y LH (Jones, 1990). E1 PACAP fue detectado en la linea
celular TtT/FG y aumentaria la proliferacién celular de las células FE, asi
como la produccién de IL-6 y AMPc (Matsumoto y col., 1993). Ademas, la
poblacién FE contiene una proteina S100 que estimularia su secrecién ante
un descenso en la inhibicion de la dopamina (Allaerts y col., 1990).

Las lactotropas, somatotropas, gonadotropas y corticotropas en
cultivo modificaron su respuesta a los diferentes agentes extracelulares
dependiendo de la aplicacién de proporciones variables de células FE
(Allaerts y col., 1994). Las interrelaciones célula a célula dentro de la
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Fig. 3.6 A-B. Juxtaposition: A. FS cells (blue) - luteinizing cells (red). B. FS
cells (blue) - corticotropes (red) (EnVision peroxidase, x 400).
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associations of FS cells with gonadotropes (32 %) (fig. 3.6A), lactotropes
(21%), corticotropes (18%) (fig. 3.6B), somatotropes (16%) and thyro-
tropes (13%) (Cdnsole et al., 1999).

Girod et al. (1985) detected that FS cells were related to somatotro-
pes, lactotropes and corticotropes after applying double staining im-
muno-cytochemistry. Allaerts et al. (1990) ratified FS cells functions:
support, tropism, ions-metabolites transference, as well as the secretion
of cytokines and growth factors. A phagocytic function has also been
suggested for cell debris (Garcia Navarro et al., 1989) and for apoptotic
bodies (Drewett et al., 1993), as well as the secretion of molecules that
would act as paracrine agents (Baes et al., 1987). Interleukin 6 (IL-6),
secreted by FS cells, would stimulate PRL, GH and LH secretion (Jones,
1990). PACAP was detected in the TtT/FG cell lineage and would in-
crease the cell proliferation of S cells, as well as IL-6 production (Mat-
sumoto et al., 1993). Besides, the FS population contains protein S-100
that would stimulate its secretion when there is a decrease in dopamine
inhibition (Allaerts et al., 1990).

Lactotropes, somatotropes, gonadotropes and corticotropes in cul-
ture modified their response to the different extracellular agents de-
pending on the application of variable proportions of FS cells (Allaerts
et al., 1994). Cell-cell interrelations within the pituitary gland would
apparently depend mostly on the sex steroids. Gonadectomy promo-
ted an increased connection between FS cells and gonadotropes, whi-
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glandula pituitaria parecen depender, en su mayor parte, de los esteroi-
des sexuales. La gonadectomia promovié el aumento de las conexiones
entre células FE y gonadotropas, mientras que la tiroidectomia caus6 un
descenso en el nimero de células FE y una reduccién de su afinidad a las
células tirotropas (Shirasawa y col., 1983).

Allaerts y col. (1997a) hallaron una distribucion heterogénea de las
células FE, mediante estudios inmunohistoquimicos y ultraestructura-
les. Ademas, demostraron que las células FE producen citoquinas ca-
paces de influenciar en la secrecién hormonal (Allaerts y col., 1997b;
Sato y col., 2005a-b). En la adenohipdfisis aviaria se ha comunicado una
relacion morfoldgica y funcional entre tirotropas y células FE (Harrison
y col., 1982). El hallazgo de hormonas adenohipofisarias en las células
$100+ ha permitido sugerir que las células FE serian capaces de diferen-
ciarse en células productoras de hormonas (Kikuchi y col., 2011). Baes y
col. (1987) documentaron la comunicacion funcional entre células FE y
células endocrinas mediante perfusion de pituitarias.

Allaerts y col. (1994) demostraron una atenuaciéon de las diferen-
cias en el porcentaje de secrecion en cocultivos de células gonadotropas
enriquecidos con células FE, en respuesta a la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH). Ademas, en cultivos de pituitaria anterior, Ka-
tayama y col. (1992) sugirieron que las células FE estarian involucradas
en la regulacion paracrina durante la morfogénesis y en la funcién de las
células gonadotropas por accion de la activina mediada por folistatina.
Estos hallazgos podrian dar soporte a las frecuentes conexiones que he-
mos detectado entre ambas poblaciones mediante estudios inmunohis-
toquimicos y ultraestructurales.

Westlund y Childs (1982) comunicaron la presencia de fibras nerviosas
serotoninérgicas en la pituitaria anterior y Mabuchi y col. (2008) detectaron,
mediante estudios ultraestructurales, la presencia de neuronas, fibras mieli-
nicas y amielinicas, células de sostén y células FE en la zona de transicién
entre pars tuberalis, intermedia y distalis. Shirasawa y col. (2007) presenta-
ron un estudio inmunohistoquimico y ultraestructural sobre la relacién en-
tre células FE y neuronas GnRH de la parte dorsal de la pars tuberalis.
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le thyroidectomy caused a decrease in the number of FS cells and in
their affinity with thyrotrope cells (Shirasawa et al., 1983). Allaerts et al.
(1997a) found a heterogeneous distribution of FS cells after immunohis-
tochemical and ultrastructural studies. They also demonstrated that FS
cells produce cytokines that can affect hormonal secretion (Allaerts et
al., 1997b; Sato et al., 2005b). A morphological-functional relationship
has been communicated in the avian adenohypophysis (Harrison et al.,
1982). Finding adenohypophyseal hormones in S100+ cells has allowed
suggesting that FS cells would be capable of differentiating into hormo-
ne-producing cells (Kikuchi et al., 2011). Baes et al. (1987) documented
the functional communication between FS cells and endocrine cells in
perfused anterior pituitary.

Allaerts et al. (1994) demonstrated in cocultures of FS cell-enriched
gonadotropes a lessening of the differences in the percentage of secre-
tion, in response to the gonadotropin releasing hormone (GnRH). Also,
in cultures of the anterior pituitary, Katayama et al. (1992) suggested that
ES cells would be involved in the paracrine regulation of both the mor-
phogenesis and function of gonadotropes by the action of activin me-
diated by follistatin. These findings could be supportive of the frequent
connections we have detected between both populations by means of
immunohistochemical and ultrastructural studies.

Westlund and Childs (1982) reported the presence of serotonergic
nerve fibres in the anterior pituitary and Mabuchi et al. (2008) detected,
by means of ultrastructural studies, the presence of neurons, myelinated
and unmyelinated nerve fibres, supporting cells and FS cells in the tran-
sition zone between pars tuberalis, intermedia and distalis. Sirasawa et al.
(2007) presented an immunohistochemical and ultrastructural study on
the relationship between FS cells and GnRH neurons in the dorsal zone
of the pars tuberalis.

Our electron microscopy studies enabled us to confirm some im-
muno-histochemical aspects (Console et al., 1999). ES cells were found
scattered within the whole area of the pars distalis, in close contact
with the neighbouring cells by means of long cytoplasmic processes. In
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Nuestros estudios de microscopia electroénica permitieron confirmar
algunos aspectos inmunohistoquimicos (Cénsole y col., 1999).

Las células FE fueron halladas en toda la pars distalis contactando con las
células vecinas. En la fig. 3.7 se observa una célula FE conectada con varias
células granulares y con un pequeiio foliculo intracitoplasmatico central.

e e TesAP T CWRRERI
Fig. 3.7. Célula FE conectada con varias células granulares.
Se ve un foliculo (f) intracitoplasmdtico central (x 6.000).

En la fig. 3.8 se observa un proceso citoplasmatico central que con-
tacta con las células secretorias vecinas.

En la fig. 3.9 se muestra un grupo de células FE que limitan un fo-
liculo de luz aplanada que contacta con las células secretorias vecinas.

Entre las células endocrinas y las células FE se detectaron algunas unio-
nes intercelulares: desmosomas, hemidesmosomas y zonas adherentes. Es-
tos complejos de unién también conectaban dos células endocrinas y dos
células FE. Nuestras observaciones captaron frecuentes desmosomas entre
las células endocrinas (fig. 3.10A) y también hemos detectado uniones hen-
didura (gap) (fig. 3.10B) y uniones septales entre células FE adyacentes.
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fig. 3.7 a FS cell can be observed connected to several secretory granu-
le cells that present a small central intracytoplasmic follicle.
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Fig. 3.7. FS cell: connected with several secretory cells. There is a central
intracytoplasmic follicle (f) (x 6.000).
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In fig. 3.8 a central cytoplasmic process can be observed to contact
the neighbouring secreting cells.

In fig. 3.9 a group of FS cells is shown to limit a flattened follicle lumen
that presents numerous interdigitations with microvilli in their borders.

Between endocrine and FS cells some intercellular junctions have
been found: desmosomes, hemidesmosomes and zonula adherens. The-
se junction complexes also connected two endocrine and two FS cells.
According to our observations frequent desmosomes appeared between
endocrine cells (fig. 3.10A). We have also detected gap and septal junc-
tions between adjacent FS cells (fig. 3.10B).

Other electron microscopy studies have confirmed the presence of
cell to cell communications in the anterior pituitary, supported by the
appearance of different types of intercellular junctions such as desmo-
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Fi 3.9. Células FE. Limitan un foliculo de luz aplanada: se ven numerosas Fig. 3.9. Group of. FS cells. Follicle of flattened lumen with interdigitations and
interdigitaciones con microvellosidades en los bordes (x 6.000). microvilli in their borders (x 6.000).
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Fig. 3.10 A-B. A. Desmosoma. Conecta una célula granular con una célula FE
(x 40.000). B. Union hendidura: entre dos FE (x 20.000).

Otros estudios de microscopia electronica han ratificado la existencia de
comunicaciones célula a célula en la pituitaria anterior, la que se sustent6 en
la presencia de varios tipos de uniones intercelulares, tales como desmoso-
mas y uniones hendidura (Fletcher y col., 1975; Herbert, 1979; Garcia-Na-
varro y col., 1989; Soji y Herbert, 1989; Soji y col., 1992; Sato y col., 2005a).

La presencia de un sistema de foliculos interconectados en la adenohi-
pofisis ha sugerido la posibilidad de un sincitio con sefiales de transmision
através de las uniones hendidura (Sojiy col., 1992). Tales uniones metabd-
licas responderian a sefiales intracelulares especificas que podrian inducir
el cierre del canal en un proceso reversible (Godwin y col., 1993). Ade-
mas, aunque la existencia de complejos de unién ocluyendo la luz folicular
ha sido aceptada, la peroxidasa inyectada por via vena femoral pudo ser
detectada dentro de la cavidad folicular. Los foliculos adenohipofisarios
podrian no siempre estar sellados por uniones cerradas (Mabuchi y col.,
1996). Morand y col. (1996) usando moléculas fluorescentes en cultivos de
los cinco tipos de células endocrinas y de células FE, detectaron uniones
hendidura funcionantes entre células vecinas. De acuerdo con Kurono y
col. (1994), hemos detectado uniones hendidura y tabicadas entre células
FE adyacentes, presumiendo una funcion relacionada con el pasaje de me-
tabolitos y con los soportes mecanicos foliculares.

Concluimos que los estudios inmunohistoquimicos de doble mar-
cacion han permitido la deteccién y cuantificacién de la afinidad topo-
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Fig. 3.10 A-B. A. Desmosome: connect a granular cell with FS cell
(x 40.000). B. Junction gap: between two FS cells (x 20.000).

somes and gap junctions (Fletcher et al., 1975; Herbert, 1980; Soji et al.,
Herbert, 1989; Soji et al., 1992).

The presence of a system of intermingled follicles in the adenohypo-
physis has suggested a possible syncytium with signal transmission
through gap junctions (Soji et al., 1992). These metabolic junctions
would respond to specific intracellular signals that might induce the
closure of the canal in a reversible process (Godwin et al., 1993). Al-
though the existence of junction complexes occluding follicular light has
been accepted, peroxidase injected via the femoral vein could be detec-
ted within the follicular cavity. Adenohypophyseal follicles might not
always be sealed by closed junctions (Mabuchi et al., 1996). Morand et
al. (1996), using fluorescent molecules in cultures of the five types of en-
docrine cells and FS cells, detected functioning cleft junctions between
neighbouring cells. According to Kurono et al. (1994), we have detected
gap and septal junctions between adjacent FS cells, which could func-
tion as mechanical support of the follicles.

We conclude that the immunohistochemical studies of double labe-
lling have allowed the detection and quantification of the topographic affi-
nity among the different types of adenohypophyseal cells. We have found
a high degree of juxtaposition between somatotropes-corticotropes, lac-
totropes-gonadotropes and somatotropes-thyrotropes. FS cells evidenced
frequent contact with all the types of endocrine cells and the ultrastructu-
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grafica entre los diferentes tipos de células adenohipofisarias. Hemos
hallado un alto grado de yuxtaposicion entre somatotropas-corticotro-
pas, lactotropas-gonadotropas y somatotropas-tirotropas. Las células FE
mostraron frecuentes contactos con todos los tipos celulares endocrinos
y el estudio ultraestructural detectd diversos tipos de uniones interce-
lulares. Los aportes en la yuxtaposicion celular permitiran contribuir a
clarificar los mecanismos autocrinos y paracrinos involucrados en la ac-
tividad hormonal intrapituitaria.
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CAPITULO 4

Ultraestructura de la glandula hipofisaria

Balin y Broadwell (1987) estudiaron las membranas de la hipofisis
anterior mediante lectina-peroxidasa. Los resultados sugirieron que la
lectina se transfiere al complejo de Golgi identificando: plasmalema, sa-
cos trans del Golgi, membranas de los granulos secretorios y perfiles de
exocitosis. Mason y col. (1988) investigaron el control de la secreciéon en
las células lactotropas, somatotropas y gonadotropas mediante cultivos
de la pituitaria anterior. Investigaron los canales idnicos (Ca** y K*), los
mensajeros y la exocitosis. Kurosumi (1991a) hizo una revisién mediante
inmunoelectrénica, clasificando a las células de la pituitaria anterior, de
acuerdo a su rol en la secrecién hormonal y observo la sintesis de los pre-
cursores de las hormonas peptidicas en el reticulo endopldsmico rugoso
(RER), su transferencia al complejo de Golgi, su procesamiento a través
del Golgi y la red trans-Golgi que corresponde al GERL, el movimiento
de los granulos secretorios, los mecanismos de exocitosis y la actividad de
los lisosomas relacionada con la crinofagia y el reciclaje de los constitu-
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CHAPTER 4

Ultrastructure of the pituitary gland

Baling and Broad well (1987) studied membranes in the ante-
rior pituitary of mice stained with lectin-peroxidase. Results suggest
that lectin is transferred to the Golgi complex identifying plasmatic
membrane, trans-Golgi saccules, membranes of secretory granules
and exocytosis profiles. Mason et al. (1988) studied the control of se-
cretion in lactotropes, somatotropes and gonadotropes in cultures of
anterior pituitary cells. They researched ion channels (Ca** and K*),
messengers and exocytosis. Kurosumi (1991a) did a revision using
immunoelectronic microscopy, and classified anterior pituitary cells
according to their role in hormonal secretion. He observed the syn-
thesis of precursors of peptide hormones in RER, their transference
to Golgi, the processing of those precursors by Golgi and the trans-
Golgi network corresponding to GERL, the movement of secretory
granules, exocytosis mechanisms and lysosomal activity related to
crinophagy and the recycling of the plasma membrane constituents
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yentes de membrana recuperados. En otra revisiéon de Kurosumi (1991b)
se remarco: 1. La importancia de la inmunocitoquimica electrénica para
identificar de modo categérico las células adenohipofisarias secretoras de
hormonas. 2. Su aplicacién en el estudio de los mecanismos de secrecion
hormonal. 3. El estudio ultraestructural de los organoides celulares. 4. El
andlisis de la exocitosis, mostrando la vesiculacién de la membrana alre-
dedor de los granulos secretorios hacia dentro o hacia fuera de la mem-
brana plasmatica. Farquhar (1982) investigé el reciclaje de la membrana
de las células endocrinas de la pituitaria anterior y su camino desde el
plasmalema hacia el complejo de Golgi. Yi y Tang (1991) estudiaron los
lisosomas y las vacuolas autofagicas que regulan la secrecién de las células
endocrinas, mostrando que el aumento de los lisosomas tiene un rol esen-
cial en la regulacién del proceso de secrecion por medio de la crinofagia.
Dubois y Girod (1967) detectaron formaciones coloidales y células cilia-
das en la hipdfisis anterior del hamster dorado.

Cataldo y Broadwell (1994) investigaron el RER y el glucégeno de las
células de la pituitaria anterior en ratones, mediante citoquimica enzima-
tica hallando: 1. La actividad de la glucosa 6 fosfatasa (G6F) resulta un
marcador citoquimico fiable del RER. 2. El RER se asocia con la cara cis
del complejo de Golgi. 3. Una parte de la G6F derivaria de las reservas de
glucogeno. 4. Las modulaciones en la actividad de la G6F y en el depdsi-
to de glucdgeno durante el ayuno reflejé una alteracion del metabolismo
energético. Guerineau y col. (1997) analizaron cultivos organotipicos de la
pituitaria anterior y estudiaron la respuesta a los neuropéptidos hipotala-
micos, las comunicaciones intercelulares y la electrofisiologia.

Nuestros estudios ultraestructurales en animales controles jovenes in-
tactos (ratas, ratones, hamsteres y monos) nos han permitido identificar las
caracteristicas principales de las poblaciones adenohipofisarias (pars distalis):

1. Poblaciéon somatotropa: se documentaron tres tipos de somatotro-
pas en la pituitaria anterior de rata, mediante inmunohistoquimica electrd-
nica con oro coloidal: Tipo I con granulos secretorios grandes (350 nm);
Tipo II con una mezcla de granulos grandes y pequefios y Tipo III con
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recovered. In another revision by Kurosumi (1991b) the following
was emphasized: 1. Importance of electron immunocytochemistry
to categorically identify secretory hormone pituitary cells 2. Appli-
cation in the study of hormone secretion mechanisms. 3. Ultras-
tructural study of cell organoids. 4. Analysis of exocytosis, showing
membrane vesiculation around the secretory granules to the inside
or outside of the plasmatic membrane. Farquhar (1982) studied the
recycling of endocrine cells of the anterior pituitary and its pathway
from the plasmmalema to the Golgi complex. Ji and Tang (1991)
studied the lysosomes and autophagocitic vacuoles that regulate en-
docrine cell secretion. The increase in lysosomes would be essential
for the secretion process by means of crinophagy. Dubois and Girod
(1967) detected colloidal formations and ciliated cells in the anterior
pituitary of the gold hamster (Mesocricetus auratus).

Cataldo and Broad well (1994) investigated the RER and the glyco-
gen in anterior pituitary cells in mice by means of enzyme cytochemis-
try obtaining the following results: 1. Glucose 6-phosphatase (G6Pase)
activity as a reliable cytochemical marker for RER. 2. Association of
RER with the cis face of the Golgi complex. 3. Part of G6Pase would
derive from glycogen stores. 4. Modulations in G6Pase activity and in
the glycogen store during fast reflected an alteration of the energetic me-
tabolism. Guerineau et al. (1997) analyzed organotypic cultures of the
anterior pituitary by studying the morphology, the physiology by means
of the analysis of the responses to hypothalamic neuropeptides, the elec-
trophysiological properties and the intercellular communications that
are similar to the conditions of the tissue in vivo.

Our ultrastructural studies in intact young animals (rats, mice,
hamsters and monkeys) have allowed identifying the chief characteris-
tics of adenohypophyseal populations (pars distalis):

1. Somatotrope population: three types of somatotropes were recorded

in the anterior pituitary of rats by means of electron immunohistochemistry
with colloidal gold: Type I with large secretory granules (350 nm). Type II
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sélo granulos pequefios (150 nm). En ratas machos predominaron las cé-
lulas tipo I (68%) y en ratas hembras se detecté un mayor porcentaje (47%)
de células tipo II (Kurosumi y col., 1986). Lue y col. (1987) identificaron la
GH en las pituitarias de hdmster dorado mediante inmunocitoquimica. Las
somatotropas se presentaron ovales, con granulos secretorios de dos ran-
gos (90-150 nm y 280-320 nm), RER con membranas aplanadas paralelas
y complejo de Golgi moderadamente desarrollado. Tachibana y col. (1994)
hicieron estudios inmunoelectrénicos de la pituitaria anterior de fetos hu-
manos y detectaron somatotropas de tipo I, Il y III. Tipo I: células pequeiias,
redondas, con granulos secretorios de menor tamafo (268 nm); Tipo II:
poligonales, con granulos secretorios de tamafio medio (347 nm), RER en
laminillas paralelas y complejo de Golgi y Tipo III: poligonales, grandes,
con numerosos y grandes granulos secretorios esféricos (404 nm). El tipo
I predomino hasta las 20 semanas de gestacion y luego aumentaron los ti-
pos IL y III. Tipo I: células inmaduras. Tipo II: células intermedias. Tipo III:

células maduras. Nuestros estudios ultraestructurales (Jurado y col., 1998)

-
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Fig. 4.1. Somatotropa (GH). Niicleo (n), Golgi (G), mitocondrias (m), c: cilia,
reticulo endopldsmico (re), espacio intercelular (ei) (x 9.000).
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with a combination of large and small granules. Type III with only small
granules (150 nm). In male rats type I cells were predominant (68%) and
in female rats a higher percentage (47%) of type 1l cells was detected (Ku-
rosumi et al., 1986). Lue et al. (1987) identified GH in the pituitaries of gol-
den hamsters by means of immunocytochemistry. Somatotropes appeared
oval-shaped, with secretory granules of two ranges (90-150 nm and 280-320
nm), RER with flat paralle]l membranes and a moderately developed Golgi.
Tachibana et al. (1994) did immunoelectron studies of the anterior pitui-
tary of human foetuses and detected type I, IT and IIT somatotropes. Type I:
small rounded cells, with secretory granules of smaller size (268 nm). Type
IT: polygonal cells, with secretory granules of medium size (347 nm), RER
in parallel lamellas and Golgi complex. Type III: polygonal large cells, with
numerous and large spherical secretory granules (404 nm). Type I is pre-
dominant up to week 20 of gestation and then types 1l and 1ll increased.
Type I: immature cells. Type II: intermediate cells. Type III: mature cells. In
our ultrastructural studies (Jurado et al., 1998) we observed ovoid cells with
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Fig. 4.1. Somatotrope cell (GH): nuclei (n), Golgi (G), mitochondria (m), cilia
(c), er: endoplasmic reticulum is: intercellular space (x 9.000).
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permitieron observar células ovoideas con nucleos esféricos de cromatina
homogénea, finamente granular y filamentos tipo I, correspondientes a ci-
toqueratinas, microtubulos, centriolos, cilias y lisosomas (fig. 4.1).

En la fig. 4.2 se observan dos células somatotropas junto a un capilar.
Los granulos secretorios son ovales y electrodensos, con una membrana
fina intimamente aplicada y de dificil visualizacion. Se distribuyen de
modo uniforme en todo el citoplasma y miden de 250 a 500 nm, con un

promedio de 400 nm.

Fig. 4.2. Somatotropés (GH) junto-a un c_apilar. Célula endotelial,
intercelular y granulos secretorios (GH) (x 18.000).

espacio

El aparato de Golgi (fig. 4.3) es yuxtanuclear y esta compuesto por tud-
bulos paralelos con extremos dilatados, vacuolas de amplia luz, vesiculas
pequenas y granulos de secrecion con envoltura membranosa visible.

EI RER es un organoide importante en el reconocimiento de este tipo
celular y estd compuesto por sacos aplanados revestidos por un consi-
derable numero de ribosomas. Ademas, se ven abundantes ribosomas
libres en la matriz citoplasmatica. En regla general, se nota una relacion
inversa entre el desarrollo del RER-Golgi y el ntimero de granulos secre-

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

spherical nuclei of finely granular chromatin homogenously spread, with
some isolated aggregates (fig. 4.1). Type  filaments can be observed which
correspond to cytokeratins, microtubules, centrioles, cilia and lysosomes.
In fig. 4.2 two somatotrope cells can be seen next to a capillary. Se-
cretory granules are oval-shaped and electron-dense and have a fine

membrane intimately attached that is difficult to distinguish. They are
uniformly spread throughout the whole cytoplasm and are 250-500 nm,
with an average size of 400 nm.
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Fig. 4.2. Somatotrope cells (GH) next to a capillary. Endothelial cell,
intercellular space (is) and secretory granules (x 18.000).

The Golgi complex (fig. 4.3) is located in the juxtanuclear zone and is
composed of parallel tubules with enlarged ends, vacuoles of wide diameter,
small vesicles and secretory granules with a visible membrane covering.

The RER is an important organoid for the recognition of this cell
type and is composed of flattened sacs lined with a considerable num-
ber of ribosomes. Also, abundant free ribosomes can be observed in
the cytoplasmic matrix. As a rule, an inverse relationship can be noti-
ced between the RER-Golgi development and the amount of secretory
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Flg 4 3, Somatotropa (GH) Nucleo (). Complejo de Golgz Vacuolas v); Flg :l 3. Somatotrope cell (GH) Nuclez (n), Golgz complex vacuoles W);
* > Grdnulos secretorios con envoltura * > y vesiculas (v) (x 15. 000) > secretory grqnule_s_ "_”th membmne and vesicles (9) (x 1 5.000).

Fig. 4.4. Somatotropas (GH) Retzculo endoplasmzco (re) y mztocondrzas (m) (x 15.000). Fig. 4.4. Somatotrope cells (GH) Endoplasmzc retzculum (er) and
mitochondria (m) (x 15.000).

torios. El depdsito granular se traduce en un descenso en la actividad de

dichos organoides. Las mitocondrias son abundantes, alargadas o esféri-

cas, con regular cantidad de crestas espaciadas (fig. 4.4).

granules. The granular deposit is evidenced by a decreased activity
of those organoids. Mitochondria are abundant, oblong or spherical,
with a regular quantity of spaced cristae (fig. 4.4).
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Liy col. (1977) hicieron un estudio inmunocitoquimico ultraestruc-
tural con peroxidasa en pituitarias de fetos humanos para identificar
somatotropas que mostraron un RER laminar, un Golgi prominente y
granulos secretorios de 300 nm promedio.

2. Poblacion lactotropa: Farquhar (1977) estudio la secrecién y crinofa-
gia en las lactotropas y en 1982 analizé el reciclaje de la membrana en las
células endocrinas de la pituitaria anterior mediante los trazadores dextran
y ferritina. Kurosumi (1979) investigo la formacion y liberacion de los gra-
nulos secretorios por exocitosis en lactotropas de rata con mitosis durante
el estro. Los granulos secretorios inmaduros se mostraban como pequefias
vesiculas tubulares, luego las vesiculas se desprendieron del Golgi y fueron
hacia la periferia celular. El RER present6 vesiculas y laminas. Los trazadores
fueron tomados por endocitosis, luego aparecieron en las cisternas del Golgi,
en los granulos inmaduros o vacuolas y en los lisosomas. En 1982, Sasaki y
Sano hicieron un estudio morfométrico ultraestructural de las poblaciones
somatotropa y lactotropa de ratén y demostraron en las hembras un réapido
aumento del niimero de lactotropas desde el nacimiento hasta los 20 dias,
mientras las somatotropas aumentaron mas progresivamente. A los 60-70
dias hubo una meseta hasta la pubertad. Las lactotropas fueron mas nume-
rosas en las hembras adultas y las somatotropas en machos adultos. La ova-
riectomia indujo un patrén masculino y el estudio mostré que el aumento de
lactotropas entre 10-30 dias de edad no fue ovario-dependiente.

Fumagalli y Zanini (1985) investigaron la localizacién ultraestructural
de la GH y PRL de pituitarias de vacas, mediante inmunohistoquimica con
particulas de oro. Hallaron somatotropas con GH y lactotropas con PRL, asi
como mamosomatotropas con las dos hormonas. Las células mixtas envasa-
ron las dos hormonas en diferentes granulos secretorios, en los mismos gra-
nulos con diferentes partes para cada hormona y entremezcladas en los mis-
mos granulos. Esto sugiere que en estas células las dos hormonas se procesan
en las mismas cisternas del Golgi y que existen mecanismos para clasificarlas.

Smets y col. (1987) analizaron el desarrollo postnatal de las células lacto-
tropas y somatotropas en ratas machos y hembras mediante inmunohisto-
quimica electrénica. En ratas inmaduras (4-6 semanas de edad) se detect6
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2. Lactotrope population: Farquhar (1977) studied secretion and cri-
nophagy in lactotropes and in 1982 he analyzed membrane recycling in the
endocrine cells of the anterior pituitary by means of dextran and ferritin tra-
cers. Kurosumi (1979) investigated the formation and release of secretory
granules by exocytosis in rat lactotropes during mitosis in the oestrous cycle.
The immature secretory granules appeared as small tubular vesicles; then ve-
sicles detached from Golgi towards the cell periphery. RER presented vesicles
and lamellae. Tracers were taken up by endocytosis, and then appeared in the
Golgi cisternae, in immature granules or vacuoles and in lysosomes. In 1982,
Sasaki and Sano did a morphometric-ultrastructural study of the somato-
trope and lactotrope populations in mice. Females increased rectilineally the
number of lactotropes from birth to day 20, while somatotropes increased
more gradually. Between days 60-70 there was a plateau up to puberty. Lacto-
tropes were more numerous in adult females and somatotropes in adult ma-
les. Ovariectomy led to a male pattern. The study evidenced that the increase
of lactotropes between 10 and 30 days of age was not ovary-dependent.

Fumagalli and Zanini (1985), using immunohistochemistry with gold
particles, investigated the ultrastructural localization of GH and PRL of cow
pituitaries. They found somatotropes with GH and lactotropes with PRL, as
well as mammosomatotropes with both hormones. The mixed cells envelo-
ped both hormones in different secretory granules, in the same granules with
different parts for each hormone and in the same granules intermingled.

This suggests that in these cells both hormones are processed in the same
Golgi cisternae and that there exist mechanisms to classify them. Smets et al.
(1987) analyzed the postnatal development in lactotrope and somatotrope
cells in male and female rats by means of electron immunohistochemistry. In
immature rats (4-6 weeks old) high cell density of both types was detected,
with the presence of immature secretory granules (200 nm). In adult rats two
types of lactotropes were detected: with 500 nm polymorphic granules (pre-
vailing in females) and with 200 nm spherical granules (prevailing in males).
No changes were detected in somatotropes in the maturation period.

Sasaki and Iwama (1988) detected differences according to sex in mou-
se lactotropes and somatotropes in a light and electron microscopy immu-
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alta densidad celular de ambos tipos, con la presencia de granulos secretorios
inmaduros (200 nm). En ratas adultas se vieron dos tipos de lactotropas: con
granulos polimorfos de 500 nm (prevalentes en hembras) y con granulos es-
féricos de 200 nm (prevalentes en machos). No se detectaron cambios en las
somatotropas durante la maduracion.

Sasaki e Iwama (1988) demostraron diferencias segtin sexo en las lacto-
tropas y las somatotropas de ratén en un estudio inmunohistoquimico por
microscopia optica y electronica, hallando en hembras un mayor niimero
de lactotropas tipo I (43%) y un menor porcentaje de somatotropas tipo I
(33%). También detectaron lactotropas y somatotropas tipo II (con granu-
los redondos pequenios de 100-200 nm), en porcentaje reducido para ambos
sexos. Las somatotropas fueron muy numerosas en machos, mientras las
lactotropas representaron un 10 % de las células del parénquima. Las ma-
mosomatotropas estuvieron muy reducidas (0-0.6%) en ambos sexos.

Nuestro estudio ultraestructural permitié detectar células poligona-
les elongadas con prolongaciones cortas. Sus nuicleos muestran acimu-
los de heterocromatina y un nucléolo denso. Se observan granulos de

secrecion pleomorfos que pueden ser alargados (en forma de mani) y su
tamarfio puede oscilar entre 200 y 800 nm, con un promedio de 600 nm
(Cénsole y col.,, 1998) (fig. 4.5).
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Fig. 4.5. Lacfotropa (PRL (x 10.000).
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no-histochemical study, finding a larger number of type I lactotropes (43%)
and a lesser percentage of type I somatotropes (33%) in females. Type Il lacto-
tropes and somatotropes (with small round granules: 100-200 nm) were also
found in a small percentage for both sexes. Somatotropes were highly nume-
rous in males, while lactotropes represented a 10 % of the parenchyma cells.

Mammosomatotropes were highly reduced (0-0.6%) in both sexes.
Our ultrastructural study allows detecting oblong polygonal cells with
short protrusions and their nuclei evidence accumulations of hetero-
chromatin and dense nucleolus.

In fig. 4.5 pleomorphic secretory granules can be observed in the
cytoplasm. The most typical ones are oblong (peanut-shaped) and are
less electron dense than somatotropes. They can vary in size from 200 to
800 nm, with an average of 600 nm.
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Fig. 4.5. Lactofrope cell (PR) (x 10.000).

The Golgi complex evidences sacs, vacuoles, microvesicles and secretory
granules. Vacuoles can undergo dilation and microvesicles are quite abundant.
The immature secretory granules are irregular. Also, microtubules, centrioles,
cilia, type I intermediate filaments and lysosomes can be observed (fig. 4.6).
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Fig. 4.6. Lactotropa (PRL). Aparato de Golgt (G): gmnulos secretorzos ), Fig. 4.6. Lactotrope cell (PRL). GOlgl complex ( G), secretory gmnules (=), m:

mitocondrias (m), n: niicleo (n) y cilia (c) (x 15.000). mitochondria (m), nuclei (n), cilia (c) (x 15.000).
El aparato de Golgi muestra sacos, vacuolas, microvesiculas y granulos The RER is similar to the one described for somatotrope cells. It is
secretorios. Hay vacuolas dilatadas, numerosas microvesiculas y granulos formed by parallel flat cisternae, in groups located laterally next to the

Flg 4, 7 Lactotropa (PRL) Aparato de Golgi ( G) gmnulos secretorzos =), . Fig. 4. 7 Lactotrope cell (PRL) Endoplasmzc retzculum (er) und secretory
mitocondrias (m), n: niicleo (n) y cilia (c) (x 15.000). granules (>*) (x 16.000).

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO PITUITARY GLAND: NORMAL AND PATHOLOGIC MORPHOLOGY - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO 98



secretorios inmaduros irregulares en la zona golgiana. La fig. 4.6 presenta
microtdbulos, centriolos, cilias, filamentos intermedios de tipo I y lisosomas.

El RER esta constituido por cisternas aplanadas paralelas, en grupos
ubicados lateralmente junto a la membrana plasmatica y presenta nume-
rosos ribosomas adheridos y libres en el citoplasma. Las mitocondrias
muestran crestas espaciadas y matriz densa (fig. 4.7).

3. Poblacion gonadotropa: en época temprana, Kurosumi y Oota
(1968) comunicaron dos tipos de gonadotropas en la pituitaria anterior
de rata. Inoue y Kurosumi (1984), usando un método de ferritina para
localizar la LH y FSH en la hipdfisis de ratas machos, hallaron: a. La
LH en pequeiios granulos secretorios (250-300 nm); b. La FSH estuvo
presente en granulos secretorios mas grandes (500 nm). Algunas células
fueron ricas en LH y otras en FSH.

La mayor parte de las gonadotropas contuvieron ambas gonadotrofi-
nas (LH y FSH). Inoue y Kurosumi (1989) observaron elementos del Gol-
gi-trans con una cisterna placa de 33 nm de espesor en células secretoras
pituitarias hipertrofiadas como las gonadotropas luego de la castracion. Ku-
rosumi y col. (1968) analizaron la poblacién gonadotropa mediante inmu-
nocitoquimica electrénica en pituitaria anterior de ratas machos y hembras,
identificando un Tipo I, con granulos secretorios grandes (300-700 nm) y
pequeiios (150-200 nm) y un Tipo II, con granulos secretorios pequefios
(100-200 nm). Los adultos jévenes machos contuvieron gran nimero de cé-
lulas Tipo I (90%), mientras que las hembras presentaron mas células Tipo
11 (70%). Estos valores disminuyeron con la edad en machos, en correlacion
con los valores séricos de FSH y LH. La célula Tipo I contuvo FSH y la Tipo
II: LH. Corroborando nuestras observaciones, Garcia-Ayala y col. (1998)
documentaron la presencia de gonadotropas y tirotropas en el pez limén
(Seriola dumerlii) mediante estudio inmunocitoquimico y ultraestructural.

Jeziorowski y col. (1997) estudiaron la heterogeneidad morfoldgica
y funcional de las gonadotropas de ratas machos, hallando un gran por-
centaje de células LH+, FSH+, cromogranina+; un segundo grupo LH+
con pocos granos; un tercer grupo FSH+ pobre en granos y un cuarto
grupo de células en anillo de sello (gonadectomia) pobres en cromo-
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plasmatic membrane. It presents numerous ribosomes adhered to those
cisternae and also free in the cytoplasmic matrix. Mitochondria present
spaced cristae and dense matrix (fig. 4.7).

3. Gonadotrope population: earlier, Kurosumi and Oota (1968) re-
ported two types of gonadotropes in the anterior pituitary of rats. Li et al.
(1977), by means of an immuno-cytochemical-ultrastructural study using
peroxidase in pituitaries of human foetuses identified somatotropes that
showed a laminar RER, a prominent Golgi and secretory granules of 300
nm in average. Inoue and Kurosumi (1984), using a ferritin method to
localize LH and FSH in male rat pituitaries, found the following: a. LH in
small secretory granules (250-300 nm); b. FSH was present in larger se-
cretory granules (500 nm). Some cells were rich in LH and others in FSH.

Most gonadotropes contained both gonadotropins (LH and FSH).
Inoue and Kurosumi (1989) observed elements of the Golgi-trans with a
33 nm thick plate-like cisterna in hypertrophied pituitary secretory cells
such as gonadotropes after castration. Kurosumi et al. (1991) analyzed the
gonadotrope population by means of electron immunocytochemistry in
anterior pituitaries of male and female rats, identifying a Type I, with large
(300-700 nm) and small (150-200 nm) secretory granules and a Type II,
with small secretory granules (100-200 nm). Young male adults evidenced
a large number of Type I cells (90%), while females presented more Type
II cells (70%). These values decreased with age in males, compared to the
serum levels of FSH and LH. Type I cell contained FSH and Type II cell
contained LH. Garcia-Ayala et al. (1998) documented the presence of go-
nadotropes and thyrotropes in the Seriola dumerili by immunocytoche-
mical and ultrastructural studies, corroborating our observations.

Jeziorowski et al. (1997) studied the morphological and functional go-
nadotrope heterogeneity of male rats, finding a large percentage of LH+,
FSH+, chromogranin+; a second LH+ group with a few granules; a third
FSH+ group with scanty granules and a fourth group of signet-ring cells
(gonadectomy) poor in chromogranin A. Large granules were chromogra-
nin A positive and the small ones were secretogranin II positive. The Golgi
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granina A. Los granulos grandes fueron cromogranina A positivos y los
pequeiios se presentaron secretogranina II positivos. El aparato de Golgi
en las células exocrinas polarizadas tiene una forma de copa y sus caras
codncava y convexa se designan como cis y trans, respectivamente.
Watanabe y col. (2012 y 2014) hallaron un Golgi que no present6
forma de copa sino esférica y su superficie exterior e interior serfan cis y
trans, respectivamente. El par de centriolos centrales actuarian como un
centro organizador de los microtibulos que se extienden hacia la perife-
ria celular. El seguimiento de la estructura del Golgi de las gonadotropas
en diferentes condiciones experimentales seria un método novedoso.

3.1. Poblacion foliculotropa: muestra células grandes con nucleos
esféricos y ligeramente excéntricos (fig. 4.8).
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complex in the polarized exocrine cells is cup-shaped and its concave and
convex faces are referred to as cis and trans respectively. On the contrary,
in gonadotropes it was spherical-shaped and its outer and inner surfa-
ces were cis and trans respectively. The couple of central centrioles would
work as a microtubule-organizing centre extending outward towards the
cell periphery. The monitoring of the Golgi structure of gonadotropes un-
der different experimental conditions would be a novel method (Watana-
be et al., 2012; 2014).

3.1. Folliculotrope population: this electron microscopy study de-
tects a folliculotrope population with large rounded cells with spherical

and slightly eccentric nuclei (fig. 4.8).

- Fig. 4.8. Folliculotrope cell (FSH) r(x 9.00).
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Fig. 4.10. Foliculotropa (FSH)). Golgi (G). Somatotropa (GH) y lactotropa
(PRL) (x 12.000).
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Fig. 4.10. Folliculotrope cell (FSH). Golgi (G). Somatotrope (GH) and
lactotrope (PRL) cells (x 12.000).
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Los granulos de secrecion (diametro promedio de 250 nm) son re-
dondeados y tienen desigual densidad electronica. El RER presenta sa-
cos dilatados o cisternas redondeadas, con escasos ribosomas y vesicu-
las. El complejo de Golgi es discreto y las mitocondrias son alargadas,
densas y con crestas en serrucho (Jurado, 2003) (fig. 4.9).

En la fig. 4.10 se ve una célula foliculotropa junto a una somatotropa
una y una lactotropa.

3.2. Poblacion luteinizante: muestra células LH de forma esférica,
pero mas pequenas que las células foliculotropas, con nucleos redon-

deados y granulos de secrecion electrodensos (didmetro promedio de
250 nm), de menor tamaio que los de las somatotropas (fig. 4.11).
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Fig. 4.11. Célula luteinizante (LH). Célula LH entre somatotropas (G
(x 5.000).

El complejo de Golgi posee un discreto desarrollo y el RER presenta
canaliculos irregulares (fig. 4.12) (Jurado, 2003).
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Rounded granules (average diameter: 250 nm) are unequally elec-
tron-dense. The RER presents dilated sacs or rounded cisternae, with
scanty ribosomes and vesicles. The Golgi complex does not stand
out in size; mitochondria are oblong, dense and with cristae with a
saw-tooth appearance (Jurado, 2003) (Fig. 4.9 - 4.10).

3.2. Luteinizing population: in fig. 4.11 a LH cell can be observed.
The nuclei are rounded nuclei and the electron-dense secretory

granules are electron-dense (250 nm average). They are smaller than
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Fig. 4.11. Luteinizing cell (LH). LH cell is between somatotrop
(x 5.000).
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somatotrope granules. The Golgi complex evidences a moderate de-
velopment and the rough endoplasmic reticulum presents irregular
canaliculi (fig. 4.12) (Jurado, 2003).
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Fig. 4.12. Célula luteinizante (LH) (grdnulos pequefios) y
somatotropa (GH) (granulos grandes) (x 8.000).
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4. Poblacion tirotropa: Girod y Trouillas (1993) describieron las
caracteristicas principales de las células tirotropas y, en especial, sus
granulos secretorios de didmetro medio de 100-150 nm y su hiper-
trofia en pacientes tiroidectomizados. Nuestros estudios ultraestruc-
turales muestran células poligonales angulares, pequefias y escasas.
Los granulos de secrecion presentan densidad variable, membrana
visible y pueden aparecer cercanos a la membrana plasmatica. Tie-
nen un didmetro de 50 a 100 nm, por lo que resultan los granulos
mas pequefios entre los diversos tipos celulares. El RER esta formado
por sacos aplanados o cisternas con ribosomas adheridos y el com-
plejo de Golgi esta reducido. Hay escasas mitocondrias y frecuentes
lisosomas de gran tamano (Jurado, 2003) (fig. 4.13).
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(big granules) (x 8.000).

4. Thyrotrope population: Girod and Trouillas (1993) describe
the main characteristics of thyrotrope cells and, particularly, their
medium-sized secretory granules of 100-150 nm and their hypertro-
phy in thyroidectomized patients.

Our ultrastructural studies show small and scanty angular poly-
gonal cells. Secretory granules evidence variable density, a visible
membrane and can be found near the plasmatic membrane. They
are 50-100 nm in diameter, thus becoming the smallest granules
among the different cell types. The RER is formed by flattened sacs
or cisternae, and ribosomes. The Golgi complex is reduced, mito-
chondria are scanty and lysosomes are voluminous and frequent
(Jurado, 2003) (fig. 4.13).
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Flg 4 13. Tlrotropa (TSH) (x 11.000).

5. Poblacion corticotropa: Wang y col. (1990) investigaron las cor-
ticotropas en hamster dorado mediante inmunoelectrénica. Se hallaron
corticotropas A, B y C. Tipo A: células ovales con granulos secretorios
pequenos (158 nm). Tipo B: células poligonales con granulos medianos
(250 nm). Los granulos de células A y B se dispusieron en una sola fila
junto a la membrana plasmatica. Tipo C: células irregulares con grandes
granulos (380 nm). Las células tipo A representan el tipo inmaduro y evo-
lucionaran hasta convertirse en células tipo C. Una semana después de la
adrenalectomia se observd el incremento drastico de las células de tipo C,
con dilatacion de las cisternas del RER. Nuestro estudio muestra células
grandes, electrolicidas, irregulares, con prolongaciones y niicleos redon-
deados con algunas invaginaciones. Los granulos de secrecion son abun-
dantes y estan dispuestos en fila junto a la membrana plasmatica, siendo
de regular electrointensidad y con un didmetro promedio de 250 nm. Es-
tan envueltos por una membrana que toma contacto con la membrana
plasmatica. También pueden observarse vesiculas vacias en dicha locali-
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F1g 4, 13 ’Ihyrotrope cell (TSH) (x 11 000)

5. Corticotrope population: Wang et al. (1990) investigated corti-
cotropes in the golden hamster using immunoelectronic microscopy.
Corticotrope types A, B and C were found. Type A: oval cells with small
secretory granules (158 nm). Type B: polygonal cells with medium-si-
zed granules (250 nm). The granules of types A and B were arranged in a
single row next to the plasmatic membrane. Type C: irregular cells with
large granules (380 nm). Type A cells are immature and will develop to
become type C cells. A week after adrenalectomy a sharp increase was
observed in type C cells, with dilated cisternae in RER.

Our electron microscopy study evidences large electron-lucid irre-
gular cells with prolongations and rounded nuclei with some invagina-
tions. Secretory granules are abundant and are arranged in rows next
to the plasmatic membrane, they evidence regular electron intensity
and an average diameter of 250 nm. They are enveloped by a mem-
brane that contacts the plasmatic membrane and empty vesicles can
be observed in that localization. The RER presents irregular sacs and
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Fig. 4.14. Corticotropa (ACTH). Niicleo (N) (x 15.000).

zacion. El RER presenta sacos irregulares y existe considerable cantidad
de ribosomas libres que forman rosetas. El complejo de Golgi ocupa una
extensa drea con tibulos, vacuolas y microvesiculas. Las mitocondrias son
esféricas o alargadas y tienen crestas espaciadas (Jurado, 2003) (fig. 4.14).

| LH200nm  ACTH 100-250 nm TSH 100-150 nm |

Fig. 4.15. Tamario y forma de los granulos secretorios adenohipofisarios.
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Fig. 4.14. Corticotrope cell (ACTH). Nuclei (N) (x 15.000).

there is a noteworthy amount of rosette-forming free ribosomes. The
Golgi complex occupies an extended area with tubules, vacuoles and
microvesicles. Mitochondria are spherical or oblong and present spa-
ced cristae (Jurado, 2003) (fig. 4.14).

ACTH 100-250 nm TSH 100-150 nm |

Fig. 4.15. Size and shape of adenohypophyseal secretory granules.
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En la fig. 4.15 se esquematizan los diferentes granulos secretorios
adenohipofisarios, segiin forma y tamaro.

6. Poblacion cromofoba: presenta células irregulares con nucleos
que ocupan la mayor parte de la célula. El citoplasma es escaso y pobre
en organoides. Se caracterizan por la ausencia o escasez de granulos se-
cretorios. Es probable que las células identificadas antiguamente como
cromofobas sean realmente acidéfilas o baséfilas parcialmente degranu-
ladas. Podrian representar estadios inmaduros o formas involutivas de
células granulares. Presentan Golgi y reticulo endoplasmico rudimenta-
rios, con escasas mitocondrias y lisosomas. Las auténticas cromofobas
serian las células madre inespecificas.

7. Poblacion foliculo-estelar: la técnica inmunocitoquimica de oro co-
loidal fue aplicada por Garcia-Navarro y col. (1989) durante la perfusion in
vitro de la pars distalis de rana, hallando células FE con numerosos lisosomas,
RE-Golgi poco desarrollados y vacuolas fagociticas con restos de células se-
cretorias. Girod y Trouillas (1993) describieron su morfologia ultraestructu-
ral y Mabuchi y col. (1996) estudiaron las células FE inyectando peroxidasa
marcada a través de la vena femoral de ratas y observaron sustancia marcada
en la luz folicular, entre las microvellosidades y alrededor de las cilias. Estos
hallazgos sugirieron que las células FE tienen funciones de fagocitosis.

Nuestro estudio ultraestructural (Coénsole y col., 2000) muestra célu-
las estrelladas irregulares y sus finas prolongaciones se extienden entre los
diversos tipos de células secretorias vecinas. El cuerpo celular contiene un
nucleo ovoideo, rico en eucromatina. No presentan granulos de secrecion,
el RE es escaso, el Golgi esta ligeramente aumentado y las mitocondrias son
pequeiias y escasas. Se ven ribosomas libres y lisosomas abundantes. En el
polo apical de las células vecinas se encuentran zénulas occludens. Las célu-
las FE pueden presentar filamentos intermedios y vacuolas lipidicas, tien-
den a unirse y delimitan espacios denominados microfoliculos hacia donde
emiten numerosas microvellosidades. Se comunicarian entre si mediante
uniones en hendidura (gap) que facilitarian las interconexiones (fig. 4.16).
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In fig. 4.15 the different adenohypophyseal secretory granules are
schematized according to shape and size.

6. Chromophobe population: it presents irregular cells with nuclei oc-
cupying most part of the cells. The cytoplasm is scarce and organoid-poor.
Absence or scarcity of secretory granules is characteristic. It appears pro-
bable that those cells previously identified as chromophobe are actually
partially degranulated acidophilic or basophilic pituitary cells. They could
represent immature stages or involution forms of granular cells. The real
chromophobes would be the non-specific stem cells. They present rudi-
mentary Golgi and RE, with scarce mitochondria and lysosomes.

7. Folliculo-stellate population: the colloidal gold immunocytochemi-
cal technique was used by Garcia-Navarro et al. (1989) in the in vitro per-
fusion of the frogs pars distalis, where they found FS cells with numerous
lysosomes, poorly developed endoplasmic reticulum - Golgi and phagocytic
vacuoles with secretory cell debris. Girod and Trouillas (1993) described
their ultrastructural morphology and Mabuchi et al. (1996) studied ES cells
by injecting peroxidase-labelled antibody in the femoral vein of rats and ob-
served an evident substance in the follicular light, between the microvilli and
around the cilia. These findings suggested the phagocytic role of FS cells.

Our ultrastructural findings (Cénsole et al., 2000) show irregular
stellate cells with their fine prolongations spreading among the diffe-
rent types of neighbouring secretory cells. The cell body contains a eu-
chromatin-rich ovoid nucleus. The endoplasmic reticulum is scarce, the
Golgi is slightly increased and mitochondria are small and scanty. Free
ribosomes and abundant lysosomes can be seen. In the apical pole of the
neighbouring cells there appear zonulae occludens.

They can present intermediate filaments and lipid vacuoles and they
not present secretory granules. FS cells tend to join and delimit spa-
ces in a microfollicular pattern, towards which FS cells emit numerous
microvilli. They would communicate by means of gap junctions that
would make interconnections easier (fig. 4.16A-B).
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(x 25.000).

Células plurihormonales: Horvath y Kovacs (1988) identificaron cé-
lulas pituitarias de rata y humanas mediante inmunoelectrénica, detectan-
do células plurihormonales que confirmaron la existencia de mecanismos
autocrinos y paracrinos intrapituitarios. Losinski y col. (1991) utilizaron
la técnica de doble marcacién con particulas de oro de diferente tamafo
y evidenciaron las mamosomatotropas (GH-PRL) en pituitarias intactas,
adenomas de ratas y de fetos y adultos humanos. Slater (1991) detecto
granulos monohormonales en la glandula pituitaria humana mediante
inmunoelectrénica y granulos plurihormonales de mayor diametro. Hira-
no y Shiino (1993) demostraron mediante inmunocitoquimica electréni-
ca la coexistencia de las gonadotrofinas (LH y FSH) con tirotrofina (TSH)
en una misma célula. Shino (1993) sintetizo los caracteres ultraestructu-
rales de las células pituitarias, remarcando la morfologia de los granulos
secretorios y la colocalizacién de dos o mas hormonas.

Pars intermedia: Saland y col. (1990) comunicaron su ultraestructura
en ratas envejecidas hallando terminales nerviosas, lisosomas, células con
granulos secretorios con proopiomelanocortina y gran numero de quistes.

Pars tuberalis: el estudio ultraestructural permiti6 identificar dife-
rentes células: gonadotropas, tirotropas, células FE y células epiteliales
(Asay col., 1983).
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Fig. 4.16 A-B. Folliculo-stellate cells (FS). A. (x 18.000). B. Fol*: follicle
(x 25.000).

Plurihormonal cells: Horvath and Kovacs (1988) identified rat and
human pituitary cells using immunoelectron microscopy and detected
plurihormonal cells that reinforce the existence of intrapituitary autocrine
and paracrine mechanisms. Losinski et al. (1991) used the double staining
technique with gold particles of different sizes and evidenced mammoso-
matotropes (GH-PRL) in intact pituitaries and adenomas of human foetu-
ses and humans, as well as in rats. They demonstrated the presence of both
hormones in the same secretory granules. Slater (1991) detected mono-
hormonal granules and plurihormonal granules of a larger diameter in the
human pituitary gland by means of immunoelectron microscopy. Hirano
and Shiino (1993) demonstrated by means of electron immunocytoche-
mistry the coexistence of gonadotropins (LH and FSH) and thyrotropin
(TSH) in one same cell. Shino (1993) synthesized the ultrastructural cha-
racteristics of pituitary glands emphasizing the morphology of secretory
granules and the colocalization of two or more hormones.

Pars intermedia: Saland et al. (1990) documented the ultrastructure of the
pituitary intermediate lobe in aging rats detecting nerve terminals, lysosomes,
cells with secretory granules (pro-opiomelacortin) and a number of cysts.

Pars tuberalis: the ultrastructural study allowed identifying different
cells: gonadotropes, tirotropes, FS cells and epithelial cells (Asa et al., 1983).
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Pars neural: Scheithauer y col. (1992) presentd una revision de la
ultraestructura de la neurohipéfisis humana que mostr6 axones que al-
macenan y liberan hormonas producidas a nivel de las neuronas de los
nucleos hipotaldmicos (vasopresina, oxitocina y otras “hormonas neu-
rohipofisarias”) mediante el mecanismo de neurocrinia.
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Pars neural: Scheithauer et al. (1992) presented a review of the ul-
trastructure of human neurohypophysis evidencing axons that store and
release hormones produced at the level of the neurons of hypothalamic
nuclei (vasopressin, oxytocin and other “neurohypophyseal hormones”)
by means of the neurocrinia mechanism.
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CAPITULO 5

Fisiologia del eje hipotalamo-hipofisario-6rgano blanco

A nivel hipotalamico se secretan los neurotransmisores y las hormonas
hipotalamicas hipofisotroficas (HHH). Entre los neurotransmisores se ha-
llan: dopamina, adrenalina, noradrenalina, serotonina, acido ¥-aminobuti-
rico (GABA), histamina, opidceos y péptidos. Las HHH comprenden: hor-
mona liberadora de la secrecion de GH (GHRH), hormona inhibidora de la
secrecion de GH (GHI), hormona liberadora de PRL (PRH), hormona inhi-
bidora de PRL (PIH), hormona liberadora de TSH (TRH), hormona libera-
dora de las gonadotrofinas (LH y FSH) (GnRH), hormona inhibidora de las
gonadotrofinas, (GnIH) y hormona liberadora de ACTH (CRH). Algunas
de las hormonas hipofisotréficas no han sido aisladas atin, pero se conocen
sus efectos regulatorios. En el hipotalamo existen dos formas de GHRH:
GHRH (1-44) y (1-40). Se produce en las neuronas del nicleo arcuato y de
la regién tuberoinfundibular con axones que llegan a la eminencia media y
vuelcan su contenido en el sistema porta. La GHRH produce secrecion de
GH entre 15 y 45 minutos. Los estrégenos, el ayuno y los glucocorticoides
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CHAPTER 5
Physiology of the hypothalamic-pituitary-target organ axis

At the hypothalamic level there is secretion of neurotransmitters
and hypophysiotropic hypothalamic hormones. The following neu-
rotransmitters can be found: dopamine, adrenalin, noradrenalin, sero-
tonin, ¥-aminobutyric acid (GABA), histamine, opiates and peptides.
HHH comprise: GH releasing hormone (GHRH), GH inhibiting hor-
mone (GHIH), PRL releasing hormone (PRH), PRL inhibiting hormone
(PIH), TSH releasing hormone (TRH), gonadotropin releasing hormo-
nes (LH and FSH) (GnRH), gonadotropin inhibiting hormone (GnIH)
and ACTH releasing hormone (CRH). Some of the hypophysiotropic
hormones have not been isolated yet, but their regulatory effects have
already been known. Two forms of GHRH: GHRH (1-44) and (1-40)
exist in the hypothalamus. This is generated in the neurons of the arcua-
te nucleus and of the tuberoinfundibular region with axons reaching the
median eminence and pouring its content in the portal system. GHRH
secretes GH for a period of 15 and 45 minutes. Estrogens, fasting and
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aumentan la respuesta de la GH a la GHRH. Por el contrario, la GHI (soma-
tostatina), la obesidad y el envejecimiento disminuyen dicha respuesta. La
GHI es una molécula de 14 AA (SST-14). Se origina en neuronas del arcuato
y paraventricular. A dosis fisioldgicas inhibe la GH y la TSH. A dosis altas
ejerce accion inhibitoria sobre PRL y ACTH.

A nivel hipofisario se produce sintesis, depésito y liberacion de las
diversas hormonas hipofisarias (HH): hormona de crecimiento (GH),
prolactina (PRL), gonadotrofinas: hormona foliculo-estimulante (FSH)
y luteinizante (LH), tirotrofina (TSH) y corticotrofina (ACTH) que ac-
tdan sobre los 6rganos blanco hormono-dependientes. Se han docu-
mentado mecanismos intrapituitarios paracrinos y autocrinos (Nagy y
col., 1988; Jones y col., 1990). En la tabla 5.1 se sintetizan las principales
caracteristicas de las hormonas adenohipofisarias.

Tabla 5.1. Caracteristicas de las hormonas adenohipofisarias

glucocorticoids increase the response of GH to GHRH. On the contrary,
GHI (somatostatin), obesity and ageing decreases such response. GHI is
a molecule of 14 AA (SST-14). It originates in arcuate and paraventri-
cular neurons. At physiological doses it inhibits GH and TSH. At high
doses it exerts inhibitory action on PRL and ACTH.

At the hypophyseal level there is synthesis, deposit and release of the
different hypophyseal hormones (HH): growth hormone (GH), prolac-
tin (PRL), gonadotropins, folliculo-stimulating hormone (FSH) and lu-
teinizing hormone (LH), thyrotropin (TSH) and corticotropin (ACTH),
which affect the hormone-dependent target organs. Paracrine and auto-
crine intrapituitary mechanisms have been recorded (Nagy et al., 1988;
Jones et al., 1990). In table 5.1 the main characteristics of adenohypo-
physeal hormones are summarized.

Table 5.1. Characteristics of adenohypophyseal hormones.

TSH LH FSH GH PRL ACTH
. . . . . . . . . POMC:
Tipo Glicoproteica |Glicoproteica |Glicoproteica |Proteica Proteica Glicoproteico
Cadena Cadena Deriva de
Componentes |aalb - BTSH |oaalb-pBLH |aalb - BFSH proteica proteica POMC
SP;)E;C;): Tirotropa Luteinizante |Foliculotropa |Somatotropa |Lactotropa |Corticotropa
Estimulador TRH CRH
hipotalamico TRH GnRH GnRH GHRH PRH Vasopresina
g Somatostati-
Iﬁ’:“:f:l‘;mco na(GHI)  |GnIH GnIH GHI El Ii{rllgi"pa" CRI?
P Dopamina
Células Células tecales |Células Higado: Glandula
Blanco foliculares y granulosas. |granulosas. |IGF-Iy mamariay |Corteza
tiroideas Células de Célulasde  [tejidosen  |tejidosen |suprarrenal
Leydig Sertoli general general
Secrecién de Estimula Regula cé-  |Crecimiento Lactancia Secrecion de
., secrecion de  |lulas tecales  |de huesos encay glucocorticoides.
Funcién hormonas X B .. |equilibrio
tiroideas estrogenosy |y célulasde |largosy Teji- hidrosalino Menor grado:
testosterona  |Sertoli dos (IGF-I) Mineralocorticoides
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TSH LH FSH GH PRL ACTH
POMC:
Type Glycoprotein |Glycoprotein |Glycoprotein |Protein Protein OMC .
glycoprotein
_ B B protein protein Derives from
Components |aalb - BTSH [aalb - fLH |aalb - PFSH chain chain POMC
IS:)c;zlt:tzn Thyrotrope |Luteinizing |Folliculotrope |Somatotrope |Lactotrope |Corticotrope
Hypothalamic |, GnRH GnRH GHRH ~ [\RH|CRH
stimulator PRH Vasopresin
. |Somatostatin PRI
Hypothalamic | ., GnIH GnlH GHI (dopa-  |CRI?
inhibitor . .
dopamine mine)
Th M
Thyroid r:rfjlzrsl: Granulosa  |Liver: IGF-I 1;?;:;2'
Target follicular gram ovarian cells |and tissues |5 . Adrenal cortex
ovarian cells . . tissues in
cells . Sertoli cells  |in general
Leydig cells general
. S.tlmula— Regulation of |Growth of |Lactation |Secretion of
Secretion tion of . o
Function of thvroid e — the function (long bones |and hy- glucocorticoids:
horn}:)nes testosgterone ofthecaand |and tissues [drosaline |Minor degree mi-
S Sertoli cells | (IGF-T) balance neralocorticoids
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Existen vias de retroalimentacion negativa desde las glandulas en-
docrinas periféricas hacia el eje hipotalamo-pituitario que regula fun-
ciones como crecimiento, metabolismo, reproduccion, lactancia, nutri-
cién y equilibrio hidrosalino (Peillon y col., 1996) (fig. 5.1).

% | HPoTALAMO
/\\ Txitocina - hormona antidiurética
AL

PARS INTERMEDIA:
Hormona melanocito-estimulante

ADENO-NEUROHIPOFISIS |

GH - SOMATOMEDINAS - PRL - TSH - ACTH - FSH - LH

l

SISTEMA ENDOCRINO PERIFERICO;: ORGANOS BLANCO

CRECIMIENTO - METABOLISMO- REPRODUCCION - NUTRICION - BALANCE HIDROSALINO

Fig. 5.1 Eje hipotdlamo-hipofisario-dérgano blanco.

La pituitaria responde a sefiales centrales y periféricas que se integran
mediante interacciones celulares y moleculares especificas, formando redes
de regulacion transcripcional que determinan la secrecion de las hormonas
pituitarias esenciales para una respuesta fisiologica adecuada (Pérez-Castro
y col,, 2012). La microscopia electrénica ha clarificado la funcion de las po-
blaciones pituitarias. Asa y Kovacs (1992) realizaron estudios que han per-
mitido correlacionar la estructura con la funcién, hallando una hipertrofia
del RER ante un aumento en la sintesis de las hormonas adenohipofisarias.
Esto tiene implicancias en la valoracién terapéutica de la estimulacion o la
inhibicién de los ejes cuando se administran hormonas y drogas. Aunque
se conocen muchos estimulos fisiologicos asociados con cambios en la ac-
tividad tréfica, la diferenciacion y en los perfiles de secrecién de las subpo-
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Also, negative feedback pathways from the peripheral endocrine
glands towards the hypothalamic-pituitary axis regulate functions such
as growth, metabolism, reproduction, breast feeding, nutrition and hy-
drosaline balance (Peillon et al., 1996) (fig. 5.1).

= | HYPOTHLAMUS

i l : Oxitocine - antidiuretic hormone

B PARS INTERMEDIA:
Sy Melanocyte-stimulating hormone

ADENO-NEUROHYPOFISIS

GH - SOMATOMEDINS - PRL - TSH - ACTH - FSH — LH

l

PERIPHERAL ENDOCRINE SYSTEM: TARGET ORGANS

GROWTH - METABOLISM — REPRODUCTION — NUTRITION - HYDROSALINE BALANCE

Fig. 5.1 Hypothalamic-pituitary-target organ axis.

The pituitary responds to central and peripheral signalling that inte-
grate by means of specific cellular and molecular interactions, forming
transcriptional regulation networks that determine the secretion of es-
sential pituitary hormones for an appropriate physiological response
(Pérez-Castro et al., 2012).

Electron microscopy has allowed clarifying the function of the
pituitary populations. Asa and Kovacs (1992) performed studies
that allowed correlating structure and function, finding hypertro-
phy of RER in the presence of an increase of adenohypophyseal hor-
mone synthesis. This is important for the therapeutic appraisal of
stimulation or the inhibition of axes when hormones and drugs are
administered.
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blaciones hipofisarias, los mecanismos precisos y sus consecuencias siguen
siendo oscuros. Por ejemplo, las corticotropas en condiciones basales varian
mas del doble y no se sabe si el incremento de tres veces en las lactotropas
durante el embarazo es el resultado de la maduracién de las células no com-
prometidas, la transdiferenciacion de las somatotropas, la division celular o
una combinacion de las tres opciones (Levy, 2002).

1. Eje somatotropo: a nivel hipotalamico se presentan los factores
liberadores (GHRH) e inhibidores (GHI) de la hormona de crecimiento
(GH). En el hipotalamo existen dos formas de GHRH: GHRH (1-44) y
(1-40). Se produce en las neuronas del nicleo arcuato y de la region tu-
beroinfundibular con axones que llegan a la eminencia media y vuelcan
su contenido en el sistema porta. La GHRH produce secrecién de GH

A

Somatomedinas
e —

Fig. 5.2 Eje somatotropo.
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Although it is known that there are many physiologic stimuli as-
sociated to changes in the trophic activity, differentiation and varia-
tion in the secretory profiles of hypophyseal subpopulations, accurate
mechanisms and their consequences are not still clear. For example,
corticotrope variations in basal conditions is more than twofold and
it is not known if the threefold increase in lactotropes during preg-
nancy is the result of the maturation of cells that are not involved,
somatotrope transdifferentiation, cellular division or a combination
of the three options (Levy, 2002).

1. Somatotrope axis: at the hypothalamic level the growth hormo-
ne (GH) releasing (GHRH) and inhibiting (GHI) factors are found. At
the second hypophyseal level there exists a somatotrope population

A

* | GHand —

\ somatomedins
\———

Fig. 5.2 Somatotrope axis.
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entre 15 y 45 minutos. Los estrégenos, el ayuno y los glucocorticoides
aumentan la respuesta de la GH ala GHRH. Por el contrario, la GHI (so-
matostatina), la obesidad y el envejecimiento disminuyen dicha respues-
ta. La GHI es una molécula de 14 AA (SST-14). Se origina en neuronas
del arcuato y paraventricular. A dosis fisiologicas inhibe la GH y la TSH.
A dosis altas ejerce accion inhibitoria sobre PRL y ACTH.

En el segundo nivel hipofisario existe una poblacién somatotropa
secretora de GH y en un tercer nivel sérico la GH y las somatomedinas
actiian favoreciendo el crecimiento de los huesos largos y de los tejidos
en general. Existe un mecanismo de retroalimentaciéon negativo que in-
hibe el nivel hipotalamo-hipofisario (fig. 5.2).

Hormona de crecimiento (GH) o somatotrofina (STH): esta constitui-
da por una cadena polipeptidica de 191 residuos aminoacidicos (PM 21.500
Da). Circula unida a una proteina transportadora de GH (GHBP). Es una
hormona anabdlica que promueve el crecimiento tisular y regula el metabo-
lismo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono. Muchos de sus efectos son
ejercidos a través de las somatomedinas sintetizadas a nivel hepatico y renal.
Ademds, la GH activa la lipasa triglicérica en adipocitos y aumenta las mi-
tosis en el tejido hemocitopoyético. En humanos de edad avanzada se hallé
reduccion de la GH y del factor de crecimiento insulino-simil tipo I (IGF-I),
con pérdida de la masa corporal, aumento de la masa adiposa, descenso de
la funcion renal y del indice mitético (Rudman y col., 1981).

Entre los efectos de la GH mediados por las somatomedinas estan:
el crecimiento cartilaginoso articular, la incorporacion de glucosa a los
adipocitos y la estimulacion de la sintesis de lipidos con inhibicion de
lipolisis. En la actualidad, se consideran somatomedinas (ej: IGFs) todas
las sustancias que cumplan los siguientes requisitos: a. Concentracién
sérica regulada por GH; b. Accién estimulante de la incorporacién de
sulfatos al cartilago; c. Accién mitogénica sobre los fibroblastos y d. Ac-
tividad insulinica sobre los tejidos adiposo y muscular.

La GH y las somatomedinas tienen su blanco en el hueso, el cartilago,
el musculo y el tejido adiposo. Existen receptores especificos que permiten
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that releases GH and at a third serum level GH and somatomedins fa-
vour the growth of long bones and tissues in general. The existence of a
negative feedback mechanism inhibits the hypothalamo-hypophyseal
level (fig. 5.2).

Growth (GH) or somatotropin (STH) hormone: it is constituted
by a polypeptide chain of 191 amino acid residues (MW 21.500 Da).
It circulates bound to a GH binding protein (GHBP). It is an anabolic
hormone that promotes tissue growth and regulates the metabolism
of proteins, lipids and carbohydrates. Many effects of this hormone
are produced via somatomedins synthesized at liver and kidney level.
Also, it activates the adipose triglyceride lipase and increases mitosis
in the hematopoietic tissue. In humans of advanced age reduced GH
and insulin-like growth factor type I (IGF-I) were found, with loss of
body mass, increased body fat, reduced kidney function and mitotic
index (Rudman, 1981). Among GH effects mediated by somatome-
dins we can find: growth of articular cartilage, incorporation of glu-
cose into adipocytes and stimulation of lipid synthesis and inhibition
of lipolysis. These days, somatomedins are considered to comprise all
those substances that meet the following requirements (for example:
insulin-like growth factors: IGFs): a. Serum concentration regulated
by GH; b. Stimulation of sulphate incorporation into cartilage; c. Mi-
togenic action on fibroblasts and d. Insulin activity on adipose and
muscular tissue.

Target tissues in GH and somatomedins are found in bones, car-
tilage, muscles and adipose tissue. There are specific receptors that
allow an anabolic response and a metabolic regulation. GH and IGF-I
are capable of determining lineal growth before puberty and affect
growth-cellular differentiation in adult life. Enzyme kinase promotes
changes in growth, differentiation and metabolism and influences the
somatotrope axis (Tulipano et al., 2012).

Three peptides have been obtained to which somatomedin activity
has been attributed: a. Somatomedin A: neutral, MW 7.000, responsi-
ble of sulphur incorporation into cartilage; b. Somatomedin B: slight-
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una respuesta anabolica y una regulacion metabdlica. La GH y el IGF-I
son capaces de determinar el crecimiento lineal antes de la pubertad afec-
tando el crecimiento y la diferenciacién celular en la vida adulta. La en-
zima quinasa promueve cambios en el crecimiento, la diferenciacion y el
metabolismo, actuando sobre el eje somatotropo (Tulipano y col., 2012).

Se han obtenido tres péptidos a los que se les atribuye actividad so-
matomedinica: a. Somatomedina A: neutra, PM 7.000, responsable de la
incorporacion de azufre en el cartilago; b. Somatomedina B: ligeramente
acida, PM 5.000 que estimula la incorporacién de timidina en los fibro-
blastos y en las células gliales y c. Somatomedina C: basica, incrementa
la incorporacién de azufre, glucosamina y timidina a nivel cartilaginoso.

La GH aumenta con el ejercicio, el suefio, el estrés y los agonistas do-
paminérgicos. La vida media de la hormona circulante es de 15 minutos
(Santomé y col,, 1976). La GH se libera de modo pulsatil y la amplitud del
pulso es mayor en machos que en hembras (Clark y col., 1987). La secrecion
de GH en humanos presenta un pico nocturno en las primeras 4 horas del
suefio (Prinz y col., 1983).

Los esteroides sexuales estan implicados en el control del crecimiento.
El receptor de estrogeno o (REa) actuaria sobre las lactotropas y ambos
receptores (REa y RE() controlarian la transcripcién de la GH en las so-
matotropas (Avtanski y col.,, 2014). La secrecién de GH en hombres es
estimulada por el estradiol derivado de la aromatizacién de la testosterona
y en las mujeres por el estrogeno local. La secrecion de GH en mujeres
descendid por el tamoxifeno, pero en los hombres estimul6 el eje gona-
dal. El descenso de la secrecion de GH en los hombres fue contrarrestado
mediante la estimulacién central de la secrecién de GH por la testosterona
(Birzniece y col, 2012). Ademas, el receptor de dopamina 2 (RD2) que
falta en los ratones transgénicos, produjo una hiperprolactinemia y una
hiperplasia lactotropa, mostrando una alteracion en la secrecion pulsatil
de GH que depende de un equilibrio entre GHRH y somatostatina, con
descenso del IGF-I. El modelo permitiria clarificar la modulacién del eje
somatotropo mediante receptores dopaminérgicos que controlarfan la li-
beracion de GH (Garcia-Tornadu y col., 2010).
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ly acid, MW 5.000, stimulates thymidine incorporation into fibroblasts
and glial cells and c. Somatomedin C: basic, increases the incorpora-
tion of sulphur, glucosamine and thymidine at cartilage level.

GH increases with exercise, sleep, stress and dopamine agonists.
The circulating hormone half-life is 15 minutes (Santomé et al., 1976).
GH has pulsatile release and pulse amplitude is higher in males than
in females (Clark et al., 1987). GH secretion in human evidence peaks
during the first 4 hours of sleep at night (Prinz et al., 1983).

Sex steroids are involved in growth control. Estrogen receptor-a
(ER-a) would act on lactotropes and both (ER-a-ER-B) would con-
trol GH transcription in somatotropes (Avtanski et al., 2014). GH
secretion in males is stimulated by estradiol derived from aromati-
zation of testosterone and in women by local estrogen. Tamoxifen
diminishes GH secretion in women but stimulates the gonadal axis
in men. The decrease of GH secretion in men was counteracted by
central stimulation of GH secretion by testosterone (Birzniece et al.,
2012). Also, dopamine 2 receptor (D2R) lacking in transgenic mice,
led to hyperprolactinemia and lactotrope hyperplasia, evidencing an
alteration in the pulsatile secretion of GH that depends on a balan-
ce between GHRH and somatostatin, with decrease of IGE-I. The
model would allow clarifying GHRH axis modulation by means of
dopamine receptors that would control GH release (Garcia-Tornadu
etal., 2010).

In children, GH deficiency produces dwarfism and an excessive se-
cretion leads to gigantism. In adults, GH excess (caused, for example,
by a secreting adenoma) causes acromegaly, which is characterized by
an increase in size at the level of the limbs and viscera (see chapter 20).

2. Lactotrope axis: we can find a hypothalamic level with prolactin
(PRL) releasing (PRH) and inhibiting (PIH) factors. There is a second
hypophyseal level with the PRL-secreting lactotrope population and a
third serum level with circulating PRL acting on the mammary gland
to favour breast feeding and which also regulates hydrosaline meta-
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En nifios, la deficiencia de GH produce enanismo y una secrecion excesi-
va da lugar a gigantismo. En el adulto, el exceso de GH (debido, por ejemplo,
a un adenoma secretante) provoca una acromegalia, caracterizada por un
aumento de tamaro a nivel de las extremidades y de las visceras (ver cap. 22).

2. Eje lactotropo: presenta un nivel hipotalamico con factores libe-
radores (PRH) e inhibidores (PIH) de la prolactina (PRL). Hay un se-
gundo nivel hipofisario representado por la poblacién lactotropa secre-
tora de PRL y un tercer nivel sérico con PRL circulante que actda sobre
la glandula mamaria para favorecer la lactancia y que, ademas, controla
el metabolismo hidrosalino. Existe un mecanismo de retroalimentacion
negativo que regula los niveles hipotalamico y pituitario (fig. 5.3).

A

Fig. 5.3 Eje lactotropo.
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PR

Fig. 5.3 Lactotrope axis.

bolism. There exists a negative feedback mechanism that regulates the
hypothalamic and pituitary levels (fig. 5.3).

Prolactin (PRL): the PRL has a short lifetime (minutes) and it is
responsible for the initiation and maintenance of breastfeeding (MW
23.500 Da). GH and PRL would derive from a common ancestral gene
and are regulated by a same transcription factor. It is a 199 AA poly-
peptide with three disulphide bridges. Three forms with different mo-
lecular weight are detected in circulation: monomeric (23 Da), dimer
(48 to 56 Da) and polymer (100 Da). It is secreted in a pulsatile way
and suffers circadian variations, with a maximum at the end of sleep/
first morning hours and a minimum between 12 to 15 h.
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Prolactina (PRL): la PRL tiene una vida media corta (minutos) y es res-
ponsable de la iniciacién y mantenimiento de la lactancia (PM 23.500 Da).
La GH y la PRL derivarian de un gen ancestral comun y estarian reguladas
por un mismo factor de transcripcién. Es un polipéptido de 199 AA con tres
puentes disulfuro. En la circulacién se detectan 3 formas con diferente peso
molecular: monomérica (23 kd), dimero (48 a 56 kd) y polimero (100 kd).
Se secreta en forma pulsatil y sufre variaciones circadianas, con un maximo
al final del suefio/primeras horas de la mafiana y minimo entre 12 a 15 hs.

La PRL acttia sobre la glandula mamaria, provocando: mamogénesis
(crecimiento y desarrollo), lactogénesis (sintesis de leche) y galactogénesis
(mantenimiento de la secrecién de la leche). En roedores se ha demostrado
que el crecimiento y desarrollo alveolar requiere la acciéon complementaria
de estrogenos, progesterona y glucocorticoides (Imagawa y col., 1994). La
PRL estimula la sintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos de la leche.

Ademais, la PRL prolonga la vida del cuerpo ltiteo, posee varias de las
acciones metabdlicas de la GH, estimula el desarrollo de los drganos se-
xuales masculinos y tiene accién gonadotréfica sobre los ovarios de algu-
nos mamiferos. Durante el embarazo se produce un aumento de la PRL.

La PRL en los roedores es crucial en el mantenimiento y actividad se-
cretora del cuerpo liteo después del apareamiento (Morishige y Rothchild,
1974) y regula el comportamiento reproductivo, influencia la construccion
de nidos, la limpieza de las crias y la postura durante la alimentacién (Brid-
ges, 1985; Bridges y col., 1996, Lucas y col., 1998). En el humano, los niveles
elevados de la PRL se asocian con reacciones psicosomaticas como la seu-
do-prefiez (Sobrinho, 1993), estimulan la funcidn testicular en la mayoria
de los mamiferos, regulan el metabolismo de las células de Leydig (Nag y
col., 1981) y aumentan el niimero de receptores de LH (Dombrowicz y col.,
1992). PRL y LH disminuyen la actividad de la aromatasa (Papadopoulos
y col., 1986), aumentando la esteroidogénesis y el nimero de receptores de
andrégenos (Purvis y col,, 1979; Calandra y col., 1982; Barafiao y col., 1981).
La PRL incrementa el nimero de receptores de FSH en las células de Sertoli
(Guillaumot y col.,, 1996) y de los lipidos totales en las células germinales
(Gunasekar y col., 1991). En la rata, Ia PRL junto a los andrdgenos, aumenta
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PRL has an effect on the mammary gland causing mammogenesis
(growth and development), lactogenesis (milk synthesis) and galac-
togenesis (maintenance of milk secretion). It has been demonstrat-
ed that in rodents the alveolar growth and development requires the
complementary action of estrogens, progesterone and glucocorticoids
(Imagawa et al., 1994). PRL stimulates the synthesis of milk proteins,
lipids and carbohydrates.

Also PRL extends corpus luteum lifespan, possesses several of the
metabolic actions of GH, stimulates the development of male sexual or-
gans, exerts a gonadotrope action on some mammals’ ovaries and affects
hydro-electrolytic metabolism. During pregnancy PRL increases.

Particularly in rodents, PRL is vital in the maintenance and secre-
tory activity of the corpus luteum after mating (Morishige and Roth-
child, 1974). PRL affects the reproductive behaviour by influencing
the formation of nests, offspring cleaning and posture while breeding
(Bridges, 1985; Bridges et al.., 1996, Lucas et al., 1998). In humans
elevated levels of PRL are associated to psychosomatic reactions such
as pseudo pregnancy (Sobrinho, 1993). In males it stimulates the tes-
ticular function in most of mammals, it regulates the metabolism of
Leydig cells (Nag et al., 1981) and increases the number of LH re-
ceptors (Dombrowicz et al., 1992). PRL and LH diminish aromatase
activity (Papadopoulos et al., 1986), increase steroidogenesis and the
number of androgen receptors (Purvis et al., 1979; Calandra et al,,
1982; Barafiao et al., 1981). In Sertoli cells PRL increases the number
of FSH receptors (Guillaumot et al., 1996) and total lipids of germi-
nal cells (Gunasekar et al., 1991). In rats PRL together with andro-
gens increases the weight of the prostate and of the seminal vesicles
(Thomas et al., 1976; Negro-Villar et al., 1977). Also, PRL modulates
the activity of ornithine decarboxylase in seminal vesicles (Gonzalez
et al., 1994). The neuroendocrine processes associated to inhibitory
photoperiods and the role of FSH and PRL in the control of the tes-
ticular function have been described in hamsters (Steger and Bartke,
1991; Chandrashekar et al., 1994).
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el peso de la prostata y de las vesiculas seminales (Thomas y col., 1976; Ne-
gro-Villar y col., 1977). Ademas, la PRL modula la actividad de la ornitina
decarboxilasa en las vesiculas seminales (Gonzalez y col., 1994). En hamste-
res han sido descriptos procesos neuroendocrinos asociados a los fotope-
riodos inhibitorios y el rol de FSH/PRL en el control de la funcién testicular
(Steger y Bartke, 1991; Chandrashekar y col., 1994).

Los estrogenos afectan la funcion lactotropa mediante dos mecanismos:
a. Accién mitogénica directa sobre la pituitaria (Welsch y col.,, 1971) y b. De-
presion de la actividad de las neuronas dopaminérgicas tubero-infundibu-
lares (TIDA) del ntcleo arcuato que ejercen un control inhibitorio tonico
sobre la secrecion de PRL (Sarkar y col.,, 1982). Se ha documentado que el
estradiol y la progesterona inhibieron la actividad transcripcional del pro-
motor de PRL en células mamosomatotropas GH3 de ratas (Mijiddorj y col.,
2012). La dopamina inhibid los cambios producidos por los estrégenos en la
sintesis-secrecién de PRL y en la proliferacion de lactotropas. La bromocrip-
tina, un agonista dopaminérgico, suprimio la proliferacion de las lactotropas.
Ademas, la activacion de receptores de dopamina D2 inhibi6 la funcién de
las lactotropas dependientes de los estrégenos, a través de la atenuacion de
la transactivacién mediada por el receptor estrogénico (Ishida y col., 2013).

La interleuquina 6 (IL-6) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) se sinte-
tizan en la pituitaria y estimulan la secrecion de PRL. Se hallé que la IL-6 esta
implicada en la regulacién de la actividad y proliferacion de las células VIP
y controlaria la PRL actuando sobre el VIP pituitario (Blanco y col., 2013).

La PRL participa en la regulacién del transporte de solutos y agua a
través de la membrana plasmatica (Shennan, 1994). En los peces y sapos
reduce la pérdida de iones sodio y la captacion de agua (Maetz, 1970; Lii-
thy y col., 1985). El extremo N-terminal de la PRL genera una familia de
péptidos de diferentes PM que actdan en las células endoteliales vascula-
res, inhibiendo la vasodilatacién y la angiogénesis (Clapp, 1987; Clapp y
col., 2006). La PRL y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
con induccién de Stat-5, actiian como reguladores autocrinos de las célu-
las endoteliales favoreciendo la migracion, la invasion y la formacién de
vasos sanguineos (Yang y col., 2013).
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Estrogens affect the lactotrope function by two mechanisms: a)
direct mitogenic action on the pituitary (Welsch et al., 1971) and
b) depression of the tuberoinfundibular dopamine neurons (TIDA)
activity of the arcuate nucleus that exert a tonic inhibiting control
on PRL secretion (Sarkar et al., 1982). Estradiol and progesterone
have been reported to inhibit PRL transcriptional activity in rat
mammosomatotrope GH3 cells (Mijiddorj et al., 2012). Dopamine
inhibited estrogen-induced changes in the synthesis and secretion
of PRL and lactotrope proliferation. Bromocriptine, a dopamine
agonist, suppressed lactotrope proliferation. The activation of do-
pamine D2 receptors inhibited the function of estrogen-dependent
lactotropes, via attenuation of estrogen receptor mediated transac-
tivation (Ishida et al., 2013).

IL-6 and the vasoactive intestinal peptide (VIP) are synthesized in
the pituitary and stimulate PRL secretion. IL-6 has been found to be in-
volved in the regulation of the activity and proliferation of VIP cells and
would control PRL by acting on the pituitary VIP (Blanco et al., 2013).

PRL participates in the regulation of solutes and water transpor-
tation through the plasmatic membrane (Shennan, 1994). In fish and
toad reduce sodium ion loss and water collection (Maetz, 1970; Liithy
etal., 1985). The N-terminal end of PRL generates a family of peptides
of different MW that act in the vascular endothelial cells inhibiting
vasodilation and angiogenesis (Clapp, 1987; Clapp et al., 2006). PRL
and the vascular endothelial growth factor (VEGF), with induction of
STAT-5, act as autocrine regulators of endothelial cells favouring mi-
gration, invasion and tube formation (Yang et al., 2013).

PRL has a key role in the homeostasis of the internal milieu re-
gulating the humoral and cellular response of the immune system in
physiological or pathological conditions such as autoimmune diseases
(Neidhart, 1998; Buskila and Shoenfeld, 1996; Shelly et al., 2012). Even
though PRL stimulates T, B, NK lymphocytes and macrophages, it is not
essential for the normal development of the immune system. This has
been demonstrated in mice lacking the gene codifying the PRL receptor
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La PRL tiene un rol clave en la homeostasis del medio interno regu-
lando la respuesta humoral y celular del sistema inmune en condiciones
fisiologicas o patologicas, tales como las enfermedades autoinmunes
(Neidhart, 1998; Buskila y Shoenfeld, 1996; Shelly y col., 2012). Si bien
la PRL estimula los linfocitos T, B, NK y macréfagos, no es esencial para
el desarrollo normal del sistema inmune, segtn lo demostrado en rato-
nes que carecian del gen que codifica el receptor de PRL (Bouchard y
col,, 1999). La PRL actuaria como un importante mediador en el sistema
inmunoneuroendocrino (Goffin y col., 1998).

3. Eje gonadotropo: se observa un nivel hipotaldmico con factores
liberadores (GnRH) e inhibidores (GnIH) de gonadotrofinas: hormonas

testiculo

Fig. 5.4 Eje gonadotropo.
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(Bouchard et al., 1999). PRL would act as an important mediator in the
immune-neuroendocrine system (Goffin et al., 1998).

3. Gonadotrope axis: a hypothalamic level with gonadotropin re-
leasing (GnRH) and inhibiting (GnIH) factors can be observed: follicu-
lo-stimulating (FSH) and luteinizing (LH) hormones. GnRH is a 10 AA
neuropeptide that appears from a molecule of higher molecular weight.
By means of a decapeptide the nervous system regulates the secretion of
gonadotropins. In primates, GnRH secretory neurons are located in the
arcuate and ventromedial nuclei.

There is a second hypophyseal level with the folliculotrope-lutein-
izing FSH- and LH-secreting populations, and a third serum level with

Fig. 5.4 Gonadotrope axis.
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foliculo-estimulante (FSH) y luteinizante (LH). La GnRH es un neuro-
péptido de 10 AA que proviene de una molécula de mayor peso molecu-
lar. A través de un decapéptido, el sistema nervioso regula la secrecién
de las gonadotrofinas. En los primates, las neuronas secretoras de GnRH
se ubican en los nucleos arcuato y ventromedial.

Hay un segundo nivel hipofisario representado por las poblaciones
foliculotropa-luteinizante secretoras de FSH/LH y un tercer nivel sérico
con gonadotrofinas circulantes que actiian sobre las génadas para fa-
vorecer la gametogénesis y la secrecion de estrégenos, progesterona y
andrdgenos. Existe un mecanismo de retroalimentacién negativo que
regula el nivel central (fig. 5.4).

Hormona foliculo-estimulante (FSH): es una glicoproteina (PM
31.500 Da) que posee subunidad a (92 AA) y f (117-121 AA). Los car-
bohidratos juegan un rol importante en las propiedades de unién y en
la activacion de fendmenos intracelulares. La FSH estimula la esperma-
togénesis y ovogénesis. En los ovarios actta sobre las células de la gra-
nulosa, estimulando la sintesis de los estrégenos y el desarrollo folicular.
A nivel testicular, la FSH cumple una secuencia de accién: a. Union a la
membrana plasmatica; b. Activacion de la adenilciclasa; c. Acumulacién
de AMPc intracelular; d. Activacion de la proteina-quinasa; e. Fosforila-
cion de las proteinas y f. Transcripcion: con la secuencia: ARN, sintesis
proteica y actividad mitética. La proteina transportadora de andrégenos
(ABP) depende de la FSH.

Hormona luteinizante (LH): glicoproteina (PM 28.260 Da) que
esta constituida por dos cadenas polipeptidicas o (92 AA) y p (110-111
AA). Es denominada la hormona estimulante de las células intersticiales
(ICSH) de Leydig secretoras de testosterona. A nivel ovarico, estimula la
secrecion de estrégenos en las células de la granulosa y provoca la ruptu-
ra folicular con luteinizacion. La LH desencadena la ovulacién e induce
el ciclo secretorio, estimulando la secrecion de hormonas esteroideas en
las células intersticiales ovaricas y testiculares.
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circulating gonadotropins acting on the gonads to favour gametogenesis
and the secretion of estrogens, progesterone and androgens. A mecha-
nism of negative feedback regulates the central level (fig. 5.4).

Folliculo-stimulating hormone (FSH): it is a glycoprotein (MW
31.500 Da) that consists of two subunits, a with (92 AA) and B (117-121
AA). Carbohydrates play an important role in the junction properties
and the activation of intracellular phenomena. FSH stimulates spermat-
ogenesis and oogenesis. In the ovaries it plays a role on the granule cells,
stimulating estrogen synthesis and follicular development. At the testis
level, FSH exerts a sequence of actions: a. Union to the plasmatic mem-
brane; b. Activation of the adenylate cyclase; c. Intracellular accumula-
tion of AMPc¢; d. Activation of protein-kinase; e. Protein phosphoryla-
tion and f. Transcription: RNA, protein synthesis and mitotic activity.
The androgen-binding protein (ABP) depends on FSH.

Luteinizing hormone (LH): glycoprotein (MW 28.260 Da) formed
by two polypeptide units a (92 AA) and B (110-111 AA). It is known
as interstitial cell-stimulating hormone (ICSH) and stimulates Leydig
cell production of testosterone. At ovarian level, it stimulates estrogen
secretion in granulose cells and causes luteinized follicular rupture. LH
triggers ovulation and induces the secreting cycle, stimulating the secre-
tion of steroid hormones in the ovarian and testicular interstitial cells.

GnRH induces the proliferation of partially differentiated gonadotro-
pes and reduces the number of fully differentiated cells. The proapopto-
tic protein, prohibitin (PHB) is mainly expressed in partially differentia-
ted gonadotrope cells and it would be necessary for the GnRH-induced
apoptosis (Savulescu et al., 2013). Differences have been reported in LH-
FSH pituitary and serum contents in normal and mutant mice. Those
changes were associated to alterations in the transcriptional activity of
gonadotropin subunit genes reflected in RER and gonadotrope secreting
granule structures (Abel et al., 2013). GnRH cell signalling led to the
activation of extracellular signal-regulated kinases, and fertility changes
(Bliss et al., 2010). Straightforward effects of PRL and dopamine were
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La GnRH induce la proliferacion de las gonadotropas poco di-
ferenciadas y reduce el nimero de las células muy diferenciadas. La
proteina pro-apotética prohibitina (PHB) se expresd sobre todo en
las células gonadotropas poco diferenciadas y seria necesaria para la
apoptosis inducida por GnRH (Savulescu y col., 2013). Se han docu-
mentado diferencias en el contenido pituitario y sérico de LH/FSH
entre ratones normales y mutantes. Dichos cambios estuvieron aso-
ciados a alteraciones en la actividad transcripcional de los genes de
las subunidades de gonadotrofina que se reflejaron en la estructura
del RER y de los granulos secretorios de las gonadotropas (Abel y
col., 2013). La sefializacién celular de la GnRH condujo a la activa-
cién de las quinasas reguladas por senales extracelulares que provo-
can cambios en la fertilidad (Bliss y col., 2010). Se hallaron efectos
directos de la PRL y de la dopamina a nivel de las células gonadotro-
pas y sus interacciones regularon la secrecién de las gonadotrofinas
(Henderson y col., 2008).

Las células FE y gonadotropas son la fuente principal del polipép-
tido activador de la adenilato ciclasa (PACAP) que actuaria como un
regulador autocrino-paracrino de la poblacién gonadotropa. Los cam-
bios en los niveles de expresion del PACAP pituitario podrian contri-
buir al aumento selectivo de la FSH antes del estro (Winters y Moo-
re, 2011). La GnRH hipotalamica regula la sintesis y secrecion de las
gonadotrofinas en las gonadotropas. Un control adicional es ejercido
por el mecanismo de retroalimentacién de los esteroides gonadales y
los factores intrapituitarios como activina y folistatina. A su vez, el
PACAP regula la expresion de las gonadotrofinas a través de la modu-
lacion de la GnRH y estimula la secrecién de la folistatina en las célu-
las FE. A la inversa, la GnRH aumenta la capacidad del PACAP para
regular la funcién gonadotropa (Halvorson, 2014; Zheng y col., 2014).

El tratamiento neonatal con dietilestilbestrol afecté la funcién re-
productiva de los ratones machos y hembras, pudiendo masculinizar el
hipotalamo de los ratones hembras, al actuar sobre la secrecién de LH
en las gonadotropas (Ishikawa y col., 2014). Las activinas son proteinas
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found at the level of gonadotrope cells and their interactions regulated
the secretion of gonadotropins (Henderson et al., 2008).

ES cells and gonadotropes are the main source of the pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP) that would act as an autocrine-pa-
racrine regulator of the gonadotrope population. The changes in PACAP
expression levels could contribute to the selective increase of FSH before
oestrous (Winters and Moore, 2011). The hypothalamic GnRH regulates the
synthesis and secretion of gonadotropins in gonadotropes. An additional
control is exerted by the feedback mechanism of gonad steroids and intrapi-
tuitary factors such as activin and follistatin. In turn, PACAP regulate the ex-
pression of gonadotropins via GnRH modulation and stimulate the secretion
of follistatin in FS cells. On the contrary, GnRH increases PACAP capacity
to regulate the gonadotrope function (Halvorson, 2014; Zheng et al., 2014).

Neonatal treatment with diethylstilbestrol affected the reproductive
function of male and female mice, and it was able to masculinize female
mice hypothalamus when acting on LH secretion in gonadotropes (Ishi-
kawa et al., 2014). Activins are multifunctional proteins and members of
the transforming growth factor B (TGF-f) superfamily. They are invol-
ved in the regulation of gonadotrope functions and in the growth of tu-
moral cells, being modulated by local follistatin and by gonadal inhibin
that follows feedback pathways (Bilezikjian et al., 2012).

The gonadotropin inhibitory hormone (GnIH) has been identified
as an inhibitory hypothalamic neuropeptide for gonadotropin secretion.
It is found in the neuronal bodies of the dorsomedial nucleus in mam-
mals. GnIH expression is regulated by melatonin and stress, which give
environmental information to the reproductive axis. GnIH has thera-
peutic potential in the treatment of reproductive cycle diseases, such
as precocious puberty, endometriosis, uterine fibromas, and prostatic
and breast cancers. (Ubuka et al., 2012; Clarke and Parkington, 2014).

4. Thyrotrope axis: a hypothalamic level with thyrotropin (TSH) re-

leasing (TRH) and inhibitory (TIH) factors can be observed. TRH is a
tripeptide originated by hydrolysis and enzyme action of a pre-hormone
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multifuncionales y miembros de la superfamilia del factor transforman-
te B (TGF-B). Estan implicadas en la regulacion de las funciones de las
gonadotropas y en el crecimiento de las células tumorales, siendo modu-
ladas por la folistatina local y por la inhibina gonadal que sigue las vias
de la retroalimentacion (Bilezikjian y col., 2012).

La hormona gonadotrofina inhibitoria (GnIH) fue identificada como
un neuropéptido hipotalamico inhibidor de la secrecién de gonadotro-
finas. Se halla en los cuerpos neuronales del nucleo dorso-medial de los
mamiferos y su expresion esta regulada por la melatonina y el estrés,
dando informacién ambiental al eje reproductivo. Tiene potencial tera-
péutico en enfermedades del ciclo reproductivo: pubertad precoz, endo-
metriosis, fibromas uterinos y neoplasias de prostata y mama (Ubuka y
col,, 2012; Clarke y Parkington, 2014).

4. Eje tirotropo: presenta un nivel hipotaldmico con factores liberadores
(TRH) e inhibidores (TTH) de tirotrofina (TSH). La TRH es un tripéptido
originado por hidrolisis y accién enzimatica de una pre-prohormona de alto
peso molecular. Dicho péptido es filogenéticamente muy antiguo. Estimula
la secrecién de TSH e inhibe la liberaciéon de ACTH. Tiene una secreciéon
pulsatil con picos entre 90 y 180 minutos. La hipertermia ambiental inhi-
be el eje tiroideo y el frio lo estimula. Los cuerpos neuronales con TRH se
ubican en el nticleo paraventricular y recibe conexiones desde un complejo
que regula el apetito. Hay un segundo nivel hipofisario representado por
la poblacidn tirotropa secretora de TSH y un tercer nivel sérico con TSH
circulante que actua sobre los foliculos tiroideos para favorecer la sintesis
y liberacion de las hormonas tiroideas (T3-T4) que activan el metabolismo
basal. La estimulacion de los receptores en las células foliculares estimula: a.
La sintesis de la tiroglobulina; b. La secrecién de la tiroglobulina hacia la uz
folicular; c. La iodinacion de la tiroglobulina del coloide; d. La reabsorcion
de la tiroglobulina iodada hacia las células foliculares y su escision por ac-
cién lisosémica y e. La secrecion de T3 y T4 que son transportadas hacia los
capilares sanguineos. Ademads, existe un mecanismo de retroalimentacion
negativo que regula el nivel hipotdlamo-hipofisario (fig. 5.5).
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of high molecular weight. Such peptide is very old from a phylogenetic
point of view. It stimulates secretion of TSH and inhibits release of ACTH.
It evidences a pulsatile secretion with peaks between 90 and 180 min-
utes. Environmental hyperthermia inhibites the thyroid axis whereas cold
stimulates it. Neuronal bodies with TRH are located in the paraventricular
nucleus and receives conections from a complex that regulates apetite.

A second hypophyseal level presents a TSH releasing thyrotrope
population and a third serum level with circulating TSH acting on
the thyroid follicles to promote thyroid hormone (T3-T4) synthe-

Feed-back

AR
T3-T4

Fig. 5.5 Thyrotrope axis.
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Fig. 5.5 Eje tirotropo.

Tirotrofina (TSH): glicoproteina de PM 28.000 Da, constituida por 2
subunidades (a-B). Los grupos determinantes de la especificidad inmunold-
gica residen en la subunidad p. Acttia sobre las células del foliculo tiroideo: a.
Induce aumento de la vascularizacion y del tamaro glandular que determina
incremento de la altura de las células del epitelio folicular y descenso de la
tiroglobulina; b. Libera hormonas tiroideas por protedlisis y ¢. Incrementa
la presencia de vesiculas de reabsorcion en la periferia del coloide folicular.

Su secrecion es pulsétil pero debido a la escasa magnitud de los picos, sus
variaciones circulantes son poco marcadas. La somatostatina inhibe el pulso
de TSH vy los glucocorticoides suprimen la secreciéon de fTSH.
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sis and release that activate the basal metabolism. Receptor stim-
ulation in follicular cells activates: a) thyroglobulin synthesis; b)
thyroglobulin secretion towards follicular lumen; c) iodination of
colloid thyroglobulin; d) reabsorption of iodinated thyroglobulin
into the follicular cells and excision by lysosomal action and e) T3
and T4 secretion transported to capillaries. Also, there is a negative
feedback mechanism that regulates the hypothalamus-hypophyseal
level (fig. 5.5).

Thyrotropin (TSH): glycoprotein of 28.000 Da MW, with two su-
bunits (a-p) and those groups determining immunologic specificity
are in subunit B. Thyrotropin acts on follicular thyroid cells: a. It in-
duces size and thyroid vascularization increase. Follicular epithelium
cells increase in height and decrease in follicular colloid quantity; b. It
increases iodine transportation and thyroglobulin synthesis with pro-
teolysis that releases thyroid hormones and c. It enlarges the presence
reabsorption vesicles in the follicular colloid periphery.

Its secretion is pulsatile but due to the scarce magnitude of peaks,
its circulating variations are slightly marked. Somatostatin inhibits
TSH pulse and glucocorticoids suppress BTSH secretion.

Fliers et al. (2006) studied the response of the pituitary gland applied
to functional anatomy and they analyzed the thyroid hormone receptor
isoforms in the hypothalamus and in the human pituitary gland. Their
studies have suggested an innovative model as regards the feedback me-
chanism of thyroid glands.

5. Corticotrope axis: a hypothalamic level with corticotropin re-
leasing (CRH) and inhibiting (ACTH) factors (factor not identified
yet) can be observed. CRH is important in response to stress. Neu-
rons of the supraoptic and paraventricular nuclei send axons to the
median eminence to release CRH to the portal system, thus leading
to secretion of ACTH at a secondary hypophyseal level represented
by the corticotrope population.

PITUITARY GLAND: NORMAL AND PATHOLOGIC MORPHOLOGY - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO 126



Fliers y col. (2006) estudiaron la respuesta de la tiroides aplicada a la
anatomia funcional y analizaron los receptores de las isoformas de hormona
tiroidea en el hipotdlamo y en la glandula pituitaria humana y sus estudios
han sugerido un modelo innovador respecto al mecanismo de retroalimen-
tacion de las hormonas tiroideas.

5. Eje corticotropo: se observa un nivel hipotaldmico con factores li-
beradores (CRH) e inhibidores de corticotrofina (ACTH) (factor atin no
identificado). La CRH es muy importante en la respuesta al estrés. Las

Fig. 5.6 Eje corticotropo.

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

There is a second hypophyseal level with ACTH-secreting cortico-
trope population and a third serum level with circulating ACTH that
acts on the adrenal cortex to promote corticoid synthesis and release.
Glucocorticoids act on the metabolism increasing protein synthesis
and hepatic gluconeogenesis. There is also a negative feedback mecha-
nism that regulates the higher level (fig. 5.6).

Fig. 5.6 Corticotrope axis.

Corticotropin (ACTH): it is a protein constituted by 39 amino acids
(MW 4.507 Da) and is produced by cleavage of proopiomelanocortin
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neuronas de los nucleos supradptico y paraventricular envian axones a
la eminencia media para liberar CRH al sistema porta, provocando la
secrecion de ACTH en un segundo nivel hipofisario representado por
la poblacién corticotropa. Existe un segundo nivel hipofisario formado
por la poblacién corticotropa secretora de ACTH y un tercer nivel sérico
con ACTH circulante que acttia sobre la corteza adrenal para favorecer
la sintesis y liberacion de corticoides. Los glucocorticoides acttian sobre
el metabolismo aumentando la sintesis proteica y la gluconeogénesis he-
patica. Ademas, existe un mecanismo de retroalimentacion negativo que
regula el nivel superior (fig. 5.6).

Corticotrofina (ACTH): es una proteina constituida por 39 aminoa-
cidos (PM 4.507 Da) y se produce por clivaje de la proopiomelanocortina
(POMC). La porcién amino terminal de la molécula de ACTH contiene
la informacién necesaria para ejercer su accion bioldgica. Tiene ritmo cir-
cadiano y comienza a elevarse después de las 4 de la mafiana y sus valores
minimos se presentan al final de la tarde.

La ACTH: a. Estimula la conversion del colesterol en pregnenolona en la
corteza suprarrenal; b. Incrementa la sintesis de glucocorticoides; c. Promue-
ve la lipdlisis en las células adiposas; d. Permite la captacion de glucosa y ami-
noacidos en las células musculares y e. Activa la secrecion de insulina/GH
con blanco en la corteza adrenal, estimulando la sintesis de glucocorticoides.

Un estimulo intenso que llega a la corteza cerebral relaja la inhibicion de
la formacion reticular o del sistema limbico sobre los centros hipotaldmicos
y secreta factor liberador de ACTH (CRF) que actua sobre las corticotropas.
La ACTH y las lipoproteinas se generan de un precursor comun de alto PM,
con caracteristicas de una glicoproteina: la proopiomelacortina (POMC).
Las lipoproteinas se relacionan con las endorfinas y las encefalinas. Gracias
a la ingenierfa genética y a la biologia molecular se han estudiado los me-
canismos de sintesis y regulacion del receptor de ACTH. En la enfermedad
de Addison (insuficiencia cdrtico-suprarrenal crénica primaria) se hallan
altos valores de ACTH. La pigmentacion de la piel en dicha enfermedad se
produce porque ACTH, a y 7 lipotrofina acttian sobre receptores de mela-
nocortina tipo 1 y se expresan en melanocitos y queratinocitos.
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(POMC). The N-terminal portion of the ACTH molecule contains the
necessary information for its biological action. It evidences circadian
rhythm and it begins to peak after 4 in the morning, and its minimal
values appear to the end of the afternoon.

ACTH: a. It stimulates the conversion of cholesterol to pregnenolone
in the adrenal cortex; b. It increases glucocorticoid synthesis; c. It pro-
motes lipolysis in adipose cells; d. It allows glucose and amino acids up-
take in muscular cells and e. It activates insulin and GH secretion. Its
target is in the adrenal cortex and stimulates glucocorticoid synthesis.

An intense stimulus that reaches the brain cortex relaxes the in-
hibition of the reticular or limbic system formation on the hypothal-
amus centres and releases ACTH releasing factor (CRF) that acts
on corticotropes. ACTH and lipoproteins originate from a common
precursor of high MW, with glycoprotein characteristics: proopi-
omelanocortin (POMC). Lipoproteins are related to endorphins and
enkephalins. Thanks to genetic engineering and molecular biology,
synthesis and regulation mechanisms of ACTH receptor have been
studied. In the case of Addison’s disease (primary chronic adren-
ocortical insufficiency) high ACTH values were found. Skin pig-
mentation in such a disease is produced because ACTH, a and ¥
lipotropin act on type 1 melanocrtine receptors and are expressed in
melanocytes and keratinocytes. Cortisol, main adrenocortical gluco-
corticoid, plays a key role in ACTH regulation. Se demostré el ritmo
circadiano de la ACTH sérica en pacientes (Lakatua y col., 1984) y
se comunic6 un aumento de los glucocorticoides séricos durante la
senectud (Tang y Phillips, 1978; Brett y col., 1983).

Serum ACTH circadian rhythm has been reported in patients
(Lakatua et al., 1984) as well as increased serum glucocorticoids se-
nescence (Tang et al., 1978; Brett et al., 1983). Corticotropin releasing
hormone (CRH) plays an essential role in the adjustment capacity of
the adrenal axis which affects the corticotrope cells. Accurate molec-
ular mechanisms have been clarified in CRH action which will allow
the pharmacologic intervention on neuroendocrine tissues (Bon-
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El cortisol, principal glucocorticoide adrenal, tiene un rol clave en
la regulacion de la ACTH. Se demostrd el ritmo circadiano de la ACTH
sérica en pacientes (Lakatua y col., 1984) y se comunicé un aumento de
los glucocorticoides séricos durante la senectud (Tang y Phillips, 1978;
Brett y col., 1983).

La hormona liberadora de corticotrofina (CRH) desempena un papel
esencial en el ajuste del eje adrenal y actia sobre las células corticotro-
pas. Se han clarificado mecanismos moleculares precisos en la accion de
la CRH que permitiran la intervencién farmacolégica sobre los tejidos
neuroendocrinos (Bonfiglio y col., 2011). Los glucocorticoides resultan
fundamentales para responder al estrés fisico o emocional. El hipotala-
mo detecta los cambios en el entorno interno o externo que alterarian
la homeostasis y responde liberando CRH y vasopresina a nivel de las
neuronas parvocelulares que se proyectan luego a la eminencia media.
Estas neurohormonas se liberan en la hipdfisis anterior y las corticotro-
pas liberan ACTH a la circulacién sistémica para actuar sobre la corte-
za suprarrenal iniciando la sintesis de cortisol (Papadimitriou y Priftis,
2009). La leptina, secretada en el tejido adiposo, controlaria la actividad
del eje hipotalamo-pituitario-adrenal en el estrés (Roubos y col., 2012).

Poblacion foliculo-estelar: tienen acciones paracrinas sobre las cé-
lulas secretoras de las hormonas hipofisarias, con liberacion de IL-6 y de
factores de crecimiento endotelial y fibroblastico. También se las asocia
con funciones de sostén, fagocitosis, respuesta inmune y control de iones
y liquido intersticial. Esta poblacion celular resulta muy interesante para
el estudio de las interconexiones paracrinas intrapituitarias (ver Cap. 3).

Referencias
Abel MH, Charlton HM, Huhtaniemi I, Pakarinen P, Kumar TR,

Christian HC. An investigation into pituitary gonadotrophic hor-
mone syntesis, secretion, subunit gene expression and cell struc-
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figlio et al., 2011). Glucocorticoids are essential in the response of
physical or emotional stress. The hypothalamus detects those chang-
es in the internal or external environment that would alter homeo-
stasis and responds by releasing CRH and vasopressin at the level of
the parvocellular neurons that later project to the median eminence.
These neurohormones are released in the anterior hypophysis and
corticotropes release ACTH to the systemic circulation to act on the
adrenal cortex thus initiating the synthesis of cortisol (Papadimitri-
ou and Priftis, 2009). Leptin, secreted in the adipose tissue, would
control the activity of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis in
stress (Roubos et al., 2012).

Folliculo-stellate population: these cells exert paracrine actions
on hypophyseal hormone secreting cells, releasing IL-6 and endo-
thelial and fibroblastic growth factors. Also, they are associated to
the functions of support, phagocytosis, immune response and con-
trol of interstitial liquids and ions. This cell population is highly
interesting for the study of intrapituitary paracrine interconnections
(see Chapter 3).
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CAPITULO 6

Proceso de envejecimiento en el eje hipotalamo-hi-
pofisario. Envejecimiento de la poblacion lactotropa

El envejecimiento induce cambios morfolégicos y funcionales a nivel
del eje hipotalamo-pituitario-6rgano blanco, determinando una decli-
nacién en la integridad de la capacidad morfoldgica y funcional de los
sistemas nervioso, inmune y endocrino, junto con un descenso en su
habilidad para mantener la homeostasis (Meites y col., 1987).

Los procesos de envejecimiento celular estan regulados por el pro-
grama genético y el medio ambiente. Uno de los factores externos de
importancia es el estrés (Sapolsky, 1992a-b). El descenso de las sefiales
hipotédlamo-hipofisarias, la alteracion de las glandulas endocrinas peri-
féricas y el dafio en los tejidos blanco hormono-dependientes, inducen
una declinacién de la capacidad homeostatica y aumentan la vulnera-
bilidad frente a los cambios ambientales (Strelher, 1977; Meites, 1991).
Se crea una compleja red homeostatica que emite y recibe sefales bidi-
reccionales, con un reloj bioldgico que se ubicaria a nivel hipotalamico
(Samorajski, 1977). La homeostasis es dindmica y se ajusta en cada etapa
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CHAPTER 6

Process of ageing in the hypothalamo-pituitary
axis. Ageing of lactotrope population

Ageing induces morphological and functional changes at the level of
the hypothalamo-pituitary-target organ axis and determines a decline in
the integrity of morphological and functional capacity of the endocrine,
immune and nervous systems, together with a decrease in its ability to
maintain homeostasis (Meites et al., 1987).

The processes of cellular aging are regulated by the genetic pro-
gram and the environment. One of the important external factors is
stress (Sapolsky, 1992a-b). The decrease of the hypothalamo-hypo-
physeal signals, the alteration of the peripheral endocrine glands and
the damage to the hormone-dependent target tissues, induce a decli-
ne of the homeostatic capacity and increase the vulnerability against
the environmental changes (Strelher, 1977; Meites, 1991). A complex
homeostatic network that emits and receives bidirectional signals is
created, and it has a biological clock that would be found at the level
of the hypothalamus (Samorajski, 1977). Homeostasis is dynamic and
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de la vida. El objetivo de la Gerontologia moderna es agregar calidad
de vida a los aiios y no simplemente afios a la vida.

La senescencia celular implica la activacion de una serie de programas
efectores desencadenantes (Salama y col,, 2014). La senescencia es defi-
nida como la pérdida de las funciones fisiologicas que se producen con
el envejecimiento, mientras que la longevidad seria la fuerza que actia
para impedir o retrasar el inicio de la senescencia. El balance entre los
mecanismos de longevidad y senescencia fundamenta la variabilidad del
envejecimiento. La longevidad es la resistencia al deterioro relacionado
con la edad que se mide mediante parametros fisiolégicos como la fuerza
muscular y la actividad fisica o la incidencia de marcadores patologicos
como las neoplasias y la degeneracion del sistema neuroendocrino.

El envejecimiento presenta un determinismo ya que el individuo esta
programado para envejecer de acuerdo a etapas bien definidas para su
propia especie y es un proceso multifactorial, ya que la programacion
inicial (factores genéticos) puede ser influenciada por el medio ambien-
te (factores epigenéticos). A nivel evolutivo, no se acepta que el envejeci-
miento pueda ser seleccionado a favor o en contra de una poblacidn, ya
que la muerte por enfermedad, accidentes y depredacion, se produce an-
tes de que los organismos comiencen a envejecer. Mientras la senescencia
podria producirse por acumulacién de genes deletéreos, la longevidad se
deberia a la alteracion de los sistemas genéticos que controlan los meca-
nismos enzimaticos reparadores (Sacher, 1978).

El envejecimiento no es simplemente una acumulacion de dafio o de
sefializacion, aunque implique ambos mecanismos y se produce como
una respuesta a la falta de informacién genémica adaptativa, por dis-
minucién de las fuerzas de la seleccion natural durante la vida adulta.
El envejecimiento seria producido por fuerzas evolutivas que actuarian
sobre la variabilidad genética propia de cada especie. La propuesta evo-
lutiva sugiere que no hay causas fisioldgicas capaces de evitar el enveje-
cimiento, sino una falla en la seleccidn natural (Rose, 2009).

La edad provoca alteraciones en el eje hipotdlamo-pituitario-or-
gano blanco. A nivel hipotalamico, la pérdida de neuronas determina
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adjusts to each period of life. The objective of modern Gerontology is
to add quality of life to years and not just years to life.

Cellular senescence implies the activation of a series of trigge-
ring effector programs (Salama et al., 2014). Senescence is defined
as the loss of the physiologic functions produced with ageing and
longevity would be the force acting to prevent or delay the onset
of senescence. The balance between longevity and senescence me-
chanisms supports ageing variability. Longevity is the resistance to
age-related deterioration measured with physiologic parameters
such as muscle strength and physical activity or the incidence of
pathologic markers such as neoplasias and degeneration of the neu-
roendocrine system.

Determinism is present in ageing since individuals are programmed
to age according to well-defined stages for their own species and ageing
is a multifactorial process since initial programming (genetic factors)
can be influenced by the environment (epigenetic factors). At the evo-
lution level it is not accepted that ageing could be selected in favour or
against a population, since death due to disease, accidents and depreda-
tion take place before organisms begin to age. While senescence might
occur as the result of deleterious gene accumulation, longevity would be
the result of the alteration of the genetic systems that control the repai-
ring enzymatic (Sacher, 1978).

Ageing is not only a damaging or signalling accumulation, although
both mechanisms are implied, and is produced as a response to the lack
of adaptive genomic information, due to the declining forces of natural
selection during adult life. Ageing would be produced by evolutionary
forces acting on the genetic variability proper of each species. The evolu-
tionary theory proposed suggests there are no physiologic causes capa-
ble of avoiding ageing, but some failure in natural selection (Rose, 2009).

Age causes alterations in the hypothalamo-pituitary-target organ
axis. At hypothalamic level, the loss of neurons determines a decrea-
sed level of neurotransmitters and hypophysiotropic hormones (Mei-
tes, 1992). At hypophyseal level, the diminished number of receptors
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un descenso en los niveles de los neurotransmisores y de las hor-
monas hipofisotroéficas (Meites, 1992). A nivel hipofisario, la dismi-
nucion del nimero de receptores crea una hiposensibilidad ante los
estimulos hipotaldmicos. A nivel sérico, la menor sintesis-liberacion
de las hormonas hipofisarias determina variaciones en los niveles
hormonales, con alteracidn de los ritmos circadianos y presencia de
isoformas que pierden su potencial bioactivo. A nivel de los érganos
blanco, el descenso de los receptores periféricos causa hiposensibili-
dad, menor sintesis de hormonas y alteracion de los mecanismos de
retroalimentacidn.

Strehler (1977) distinguio tres categorias de individuos: a. Los
que nunca tienen oportunidad de envejecer porque se dividen y
producen dos individuos nuevos; b. Los que envejecen porque no
reemplazan las partes dafladas y c¢. Los que se protegen del enveje-
cimiento porque tienen un régimen de sustitucion continuo, como
los organismos unicelulares o los grupos de células de organismos
pluricelulares.

Las teorias sobre el envejecimiento se agrupan en moleculares,
celulares y sistémicas (Timiras y col., 1995). Las teorias son interde-
pendientes y exponen distintos puntos de impacto sobre el proceso de
envejecimiento, considerando la interaccidn de factores predetermina-
dos y estocasticos. Una sola teoria aislada no satisface todos los cues-
tionamientos. Las teorias buscan una sincronizacién de los factores
genéticos y epigenéticos que impactan sobre el complejo proceso de
envejecimiento.

1. Teoria de la mutacion genética y reparacion del ADN (agen-
tes mutantes: radiaciones, quimicos, drogas, radicales libres, virus)
(Szilard, 1959).

2. Teoria de la capacidad celular proliferativa ilimitada: se basa
en la pérdida del potencial proliferativo de los fibroblastos humanos
normales en cultivo. Sélo dos lineas celulares podrian escapar al en-
vejecimiento: las células neoplasicas y las células germinales (Hay-
flick y col., 1961).
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creates hyposensitivity in the presence of hypothalamic stimuli. At
serum level, the lesser synthesis-release of hypophyseal hormones
determines variations in the hormonal levels, with alterations in the
circadian rhythms and presence of isoforms that lose their bioactive
potential. At the level of the target organs, the decrease of peripheral
receptors causes hyposensitivity, less hormone synthesis and altera-
tion of feedback mechanisms.

Strehler (1977) distinguished three categories of individuals: a.
Those who never have the opportunity of getting old because they
divide and produce two new individuals; b. Those who get old becau-
se they do not replace their damaged parts and c. Those who protect
themselves from ageing because they have a regime of continuous
substitution, such as unicellular organisms or groups of multicellular
organism cells.

Theories on ageing are grouped into molecular, cellular and syste-
mic (Timiras et al., 1995). The theories are interdependent and expose
different impact points on the ageing process considering the interac-
tion of predetermined and stochastic factors.

1. Theory of genetic mutation and DNA reparation (mutant agents:
radiations, chemicals, drugs, free radicals, viruses) (Szilard, 1959).

2. Theory of the unlimited proliferative capacity of cells: it is based
on the loss of the proliferative potential of normal human fibroblasts in
culture. Only two cell lineages could escape ageing: neoplasic cells and
germinal cells (Hayflick et al., 1961).

3. Error catastrophe theory: damages in the synthesis of proteins
due to errors messenger RNA (Orgel, 1963).

4. Theory of molecular crosslinkeage: numerous biologic molecu-
les intercross with other molecules, altering their physicochemical pro-
perties and cause cell damage (Bjorksten, 1968 y 1990).

5. Immunologic theory: it is based on the declination of the immu-
ne system that becomes more vulnerable in the presence of infectious
agents and allows the development of autoimmune and neoplasic disea-
ses (Walford, 1974).
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3. Teoria del error-catastrofe: dafios en la sintesis de proteinas por
fallas en el ARN mensajero (Orgel, 1963).

4. Teoria del entrecruzamiento molecular: numerosas moléculas
biolégicas se entrecruzan con otras, alteran sus propiedades fisico-qui-
micas y provocan dafo celular (Bjorksten, 1968 y 1990).

5. Teoria inmunoldgica: se sustenta en la declinacion del sistema in-
mune que se vuelve mas vulnerable frente a diversos agentes y permite el
desarrollo de enfermedades autoinmunes y neoplésicas (Walford, 1974).

6. Teoria de “usar y descartar”: los seres vivos serian como maqui-
narias que fallan en sus funciones (Sacher, 1977).

7. Teoria neuroendocrina: la expresion génica de las células coman-
do de los sistemas nervioso, endocrino e inmune resultan criticas en la
senectud (Meites y col., 1987).

8. Teoria de los radicales libres: varias enzimas (superdxido dismu-
tasa, catalasa, glutatién-peroxidasa) y vitaminas (E, C, carotenos) pro-
tegen contra el dafo oxidativo (Harman, 1956 y 1992). La melatonina,
hormona secretada por la glandula pineal, disminuye con el envejeci-
miento y es un captador de radicales libres (Reiter, 1995y 1997).

9. Teoria de la regulacion genética: los gerontogenes podrian pro-
mover o inhibir la proliferacion celular (Danner, 1992).

Los biomarcadores del envejecimiento son: a. Disminucién de la
capacidad reproductiva; b. Declinacién de GH y somatomedinas que
determina una menor sintesis proteica; c. Descenso de la respuesta in-
mune y d. Desarrollo de prolactinomas y neoplasias mamarias con hi-
perprolactinemia (Meites, 1988).

A nivel fisioldgico, la nutricién modifica el desarrollo organico, el en-
vejecimiento y el inicio de las enfermedades. La deplecion de nutrientes
altera el indice de envejecimiento y los animales de laboratorio some-
tidos a restriccion nutricional retardan su senescencia (Masoro, 1988).

A nivel celular, Pearl (1922) propuso que todos los tejidos esenciales
de los metazoos son inmortales y sostuvo que la causa de muerte se de-
beria a la diferenciacion celular que lleva a la especializacion fisioldgica.
Ademas, hay evidencias de que el patron de expresion génica cambia
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6. Theory of “usage and discard”: living beings would be like ma-
chines that fail in their functions (Sacher, 1977).

7. Neuroendocrine theory: the gene expression of command cells of
the nervous, endocrine and immune systems is found critical in senes-
cence (Meites et al., 1987).

8. Theory of free radicals: several enzymes (superoxide dismutase,
catalase, glutathion-peroxidase) and vitamins (E, C, carotenes) protect
against oxidative damage (Hartman, 1956 and 1992). Melatonin, a hor-
mone secreted by the pineal gland, decreases with ageing and is a captor
of free radicals (Reiter, 1995 and 1997).

9. Theory of genetic regulation: gerontogenes could foster or inhibit
cell proliferation (Danner, 1992).

The biomarkers of ageing are: a) Decrease in the reproductive ca-
pacity; b) Decline of GH and somatomedins that determines a minor
protein synthesis; ¢) Decrease of the immune response and d) Deve-
lopment of prolactinomas and breast neoplasias with hyperprolactine-
mia (Meites, 1988).

At physiologic level, nutrition modifies organic development, aging
and the onset of diseases. The depletion of nutrients alters the ageing
index. Laboratory animals subjected to nutritional restriction present
ageing retard (Masoro, 1988).

At cellular level, Pearl (1922) proposed that all the essential tis-
sues from metazoa are immortal and stated that the cause of death
would be due to cell differentiation that leads to physiologic specia-
lization. Also, there is evidence that the genetic expression pattern
changes with cell differentiation. Cell senescence and apoptosis refer
to the response of the mitotically competent cells in the presence of
a stimulus with neoplasic potential, influencing ageing phenotypes
(Campisi, 2003). Senescence-inducing stimuli have been identified,
including dysfunctional telomeres, DNA damage and the expression
of some oncogenes. Cell senescence is controlled by several tumour-
suppressing genes such as p53 (Ithana et al., 2001). In contrast with
apoptosis, cell senescence does not eliminate dysfunctional, dama-
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con la diferenciacion celular. La senescencia celular y la apoptosis hacen
referencia a la respuesta de las células mitdticamente competentes frente
a un estimulo con potencial neoplasico, ejerciendo influencia sobre los
fenotipos del envejecimiento (Campisi, 2003). Se han identificado esti-
mulos que inducen senescencia, incluyendo los telémeros disfunciona-
les, el dafio del ADN vy la expresion de ciertos oncogenes. La senescencia
celular esta controlada por varios genes supresores de tumores como el
p53 (Ithana y col.,, 2001). En contraste con la apoptosis, la senescencia
celular no elimina células disfuncionales, dannadas o neoplasicas, sino
que impide su proliferacion. Las células se someten a un numero finito
de divisiones mitéticas y al final entran en senescencia replicativa. El
acortamiento de los telomeros es el reloj molecular que desencadena la
senescencia. La extension de la vida se podria lograr con el uso de la
telomerasa en las células humanas normales (Bodnar y col., 1998; Fos-
sel, 1998). La replicacion se produce por acortamiento de los telémeros
debido a que no se expresa la telomerasa mediante la ribonucleoproteina
de la transcriptasa inversa que sintetiza los extremos 3" de los cromo-
somas lineales. Dicha enzima es responsable del envejecimiento celular,
la tumorogénesis y la renovacién celular. Se ha documentado su ultraes-
tructura, la organizacion del dimero y sus dominios (Miracco y col.,
2014). La telomerasa contiene proteinas con una sefial de localizacion
nuclear bipartita y una secuencia de direccionamiento mitocondrial que
previene la erosion de los telémeros e impide la senescencia replicativa.
Ademas, la telomerasa regularia el ciclo celular, la expresion génica y la
respuesta al dafo en el ADN (Ale-Aghay col, 2014).

A nivel molecular, los organismos declinan la sintesis proteica
con la edad (Maynard Smith y col., 1970) y presentan deterioro por
acumulacién de proteinas alteradas en su estructura (Nagyy y Nagy,
1980; Tollfsboll y Gracy, 1983). También hay descenso o desregula-
cién de la fosforilacion oxidativa que involucra a los genes nucleares
y al ADN mitocondrial (Wallace, 1992). El dafio en la fosforilacion
oxidativa explica las enfermedades neurodegenerativas como Par-
kinson y Alzheimer.
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ged or neoplasic cells, but it avoids their proliferation. Cells divide
into a finite number of mitotic divisions and finally undergo replica-
tive senescence. The shortening of telomeres is the molecular clock
that triggers senescence. Life span might be extended with the use
of telomerase in normal human cells (Bodnar et al., 1998; Fossel,
1998). Replication is produced by the shortening of telomeres since
telomerase is not expressed by the ribonucleoprotein of the reverse
transcriptase that synthesizes the 3" ends of the linear chromosomes.

Telomerase, the ribonucleoprotein reverse transcriptase responsible
for synthesizing the 3’ ends of linear chromosomes, play a critical role
in cellular aging, tumorigenesis and cell renewal. Ultrastructure, dimer
organization and domains of telomerase have been reported (Miracco
et al., 2014). Telomerase contains proteins with a bipartite nuclear loca-
lization signal and a mitochondrial addressing sequence that prevents
telomere erosion and the development of replicative senescence. Also,
telomerase would regulate the cell cycle, gene expression and DNA da-
mage response (Ale-Agha et al., 2014).

At molecular level, an age-related decline of protein synthesis has
been observed in many organisms (Maynard Smith et al., 1970) whi-
ch deteriorate due to accumulation of altered proteins in their struc-
ture (Nagyy and Nagy, 1980; Tollfsboll and Gracy, 1983). There is also
a decrease or deregulation of oxidative phosphorylation that involves
nuclear genes and mitochondrial DNA (Wallace, 1992). Oxidative phos-
phorylation damage explains the neuro-degenerative diseases such as
Parkinson and Alzheimer.

At hypothalamic level, the decline in catecholamines led to a lesser se-
cretion of GHRH, GnRH and TRH that at pituitary level was reflected in
a decrease of GH, TSH, LH and FSH secretion (Sonntag et al., 1988). The
decline in hypothalamic catecholamines is produced due to: A. Damage
and neuronal loss that result from toxins and estrogen and glucocorticoid
chronic action; B. Enzyme changes in noradrenaline and dopamine syn-
thesis due to the action of free radicals and toxins, with lipofuscin accu-
mulation (Meites, 1988). Parkinson s disease is associated to a decreased
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A nivel hipotaldmico, la declinacién de las catecolaminas provo-
ca una menor secrecion de hormonas hipotaldmicas estimulatorias
(GHRH, GnRH y TRH) que a nivel pituitario se refleja en un descenso
de la secrecion de GH, TSH, LH y FSH (Sonntag y col., 1988). La re-
duccidén de las catecolaminas hipotaldmicas se produce por: a. Dafio y
pérdida neuronal por toxicos y por accion cronica de estrégenos y glu-
cocorticoides y b. Cambios enzimaticos en la sintesis de noradrenalina
y dopamina, por accién de radicales libres y toxinas, con acimulo de li-
pofucsina (Meites, 1988). La enfermedad de Parkinson se asocia con un
descenso de la dopamina hipotaldmica y la enfermedad de Alzheimer
con alteraciones colinérgicas (Jodko y Litwinienko, 2010; Szot, 2012;
Hong y col., 2014). Se hallaron neuronas dopaminérgicas agrupadas en
las areas A12 y A14 (Tillet y Kitahama, 1998). El area A12 esta ubicada
en el ndcleo arcuato-zona periventricular y sus axones, liberadores de
dopamina, se proyectan hacia la eminencia media, ejerciendo su accién
sobre el 16bulo pituitario anterior (Kawano y Daikoku, 1997). Este sis-
tema tubero-infundibular dopaminérgico (TIDA) regula la secrecion
de PRL ejerciendo un control inhibitorio sobre la poblacién lactotropa
(Ben-Jonathan y col., 1989), con mayor liberaciéon de PRL (Chuknyiska
y col., 1986; Reymond y col., 1989 y 1990). El sistema TIDA est4 alterado
en las ratas envejecidas (Cocchi y col., 1984; Fernandez Ruiz y col., 1992;
Rossi y col., 1992). Ademas, se ha comunicado que la concentracion de
dopamina sanguinea en el sistema portal pituitario estuvo descendida
con la edad en ratas de ambos sexos (Gudelsky, 1981; Reymond y col,,
1981). Se analizd la ritmicidad de la PRL sérica y del contenido de dopa-
mina en la eminencia media durante 24 hs, hallindose un aumento de
la PRL y un descenso de la dopamina en ratas envejecidas que provoco
la interrupcién de los mecanismos de regulacion de la PRL (Esquifino
y col., 2004).

La mayor vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas llevaria
a un envejecimiento del eje lactotropo con aumento en la incidencia
de la enfermedad de Parkinson. La dopamina modularia el estrés oxi-
dativo a través del sistema renina-angiotensina a nivel de la sustan-
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hypothalamic dopamine, and Alzheimer’s disease to cholinergic altera-
tions (Jodko and Litwinienko, 2010; Szot, 2012; Hong et al., 2014).

The level of dopaminergic neurons was found grouped in areas A12
and A14 (Tillet and Kitahama, 1998). Area A12 is located in the arcua-
te nucleus-paraventricular zone and its axons, which release dopamine,
are projected into the median eminence, acting on the anterior pituitary
lobe (Kawano and Daikoku, 1997).

This tuberoinfundibular dopaminergic system (TIDA) regulates PRL
secretion exerting an inhibiting control on the lactotrope population
(Ben-Jonathan et al., 1989) with higher release of PRL (Chuknyiska et
al., 1986; Reymond et al., 1989 and 1990). The TIDA system is altered
in aged rats (Cocchi et al., 1984; Fernandez Ruiz et al., 1992; Rossi et al.,
1992). Also, it has been reported that the dopamine concentration in the
hypophyseal portal blood system decreased with age in rats of both se-
xes (Gudelsky, 1981; Reymond et al., 1981; 1990). The rhythm of serum
PRL and dopamine contents (median eminence) was analyzed for 24 h,
and the PRL increase and dopamine decrease found in aged rats caused
the interruption of mechanisms regulating PRL (Esquifino et al., 2004).

A higher vulnerability of the dopamine neurons would lead to ageing
of the lactotroph axis and an increase of Parkinson ‘s disease. Dopamine
would modulate oxidative stress via the rennin-angiotensin system at the
level of the substantia nigra and corpus striatum, evidencing dysregulation
during ageing (Villar-Cheda et al., 2014). Ageing is associated to deficien-
cies in hypothalamic hypophysiotropic hormones (HHH), neurotransmit-
ters, neuronal loss, receptor function decrease and catabolic process (Mei-
tes, 1992). Noradrenalin stimulated the release of the luteinizing hormone
(LH), folliculo-stimulating hormone (FSH), growth hormone (GH) and
thyrotropin hormone (TSH), while dopamine inhibited prolactin (PRL)
and TSH release, but promoted GH release (Weiner et al., 1978). Dopa-
mine would act directly on the pituitary to regulate PRL release, while its
effects on GH, TSH, LH and FSH release would be via HHH. The excessive
loss of TIDA neurons during ageing was associated to progressive hyper-
prolactinemia and higher incidence of microprolactinomas in aged female
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cia nigra y del cuerpo estriado, mostrando una desregulacion con la
edad (Villar-Cheda y col., 2014). El envejecimiento se asocia a defi-
ciencias en las hormonas hipofisotréficas hipotalamicas (HHH), los
neurotransmisores, la pérdida neuronal, el descenso de los receptores
y los procesos catabdlicos (Meites, 1992). La noradrenalina estimu-
16 la liberacién de la hormona luteinizante (LH), foliculo-estimulante
(FSH), hormona de crecimiento (GH) y tirotrofina (TSH), mientras
que la dopamina inhibié la liberacién de prolactina (PRL) y TSH, pero
promovio la liberacién de GH (Weiner y Ganong, 1978). La dopamina
actuaria directamente sobre la pituitaria para regular la liberacién de
PRL, mientras sus efectos sobre la liberacién de GH, TSH, LH y FSH
serian ejercidos por via de las HHH.

La pérdida excesiva de neuronas TIDA durante el envejecimiento
estuvo asociada a una progresiva hiperprolactinemia y a una mayor
incidencia de prolactinomas en ratas hembras envejecidas (Ito y col.,
1972; Kovacs, 1977; Berkvens y col., 1980; Sarkar y col., 1982; Chukn-
yiska, 1986) que se asociaron a hiperprolactinemia (van Putten y col.,
1988). Se considerd la posibilidad de una alteracién de la funcién
TIDA en ratas machos y una supersensibilidad de los receptores do-
paminérgicos de las lactotropas, sustentada en un incremento del nu-
mero de receptores sobre los sitios de uniéon (Govoni y col., 1980) que
podria tener un rol en el descenso de la poblacién lactotropa detectado
en ratas viejas y seniles machos.

A nivel hipofisario el envejecimiento fue documentado desde el co-
mienzo del siglo pasado por numerosos autores (Simmonds, 1914; Asche-
leim y Zondek, 1927; Pribram, 1927; Lucien, 1929; Aschoft, 1937).

En nuestros estudios de envejecimiento hemos dado especial aten-
cion al segmento terminal de vida denominado senescencia y para ello,
hemos disefiado un modelo experimental equivalente al envejecimiento
de un ser humano de 80-100 afios.

En la fig. 6.1 se ven dreas de lactotropas inmunomarcadas en ratas
hembras joévenes (3 meses), viejas (20 meses) y seniles (29 meses). En
la rata senil puede observarse un microprolactinoma croméfobo con
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rats (Ito et al., 1972; Kovacs, 1977; Berkvens et al., 1980; Sarkar et al., 1982;
Chuknjiska, 1986) which were related to hyperprolactinemia (van Putten et
al., 1988). Both the possibility of an alteration of TIDA function in male rats
and supersensitivity of lactotrope dopamine receptors were considered, on
the basis of an increased number of receptors on the junction sites (Govoni
et al., 1980) that might play a role in the decrease of the lactotrope popula-
tion detected in old and senescent male rats.

At hypophyseal level, aging has been reported since the beginning of
last century by many authors (Simmonds, 1914; Ascheleim and Zondek,
1927; Pribram, 1927; Lucien (1929); Aschoff, 1937). In our studies on
ageing we have especially considered the last life period of mammals
referred to as senescence for which we have designed an experimental
model equivalent to ageing of an 80-to-100-year-old human being.

In fig. 6.1 areas of immunolabelled lactotropes are seen in female
young (3 months), old (20 months) and senescent (29 months) rats. In

| PRLS PRL-S

Fig. 6.1. Lactotropes from young (Y), old (O) and senescent (S) rats with
microprolactinoma (HE and EnVision peroxidase anti-PRL, chromogen red, x 400).
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Fig. 6.1. Lactotropas. Ratas jévenes (]), viejas (V) y seniles (S) hembras con
microprolactinoma (H-E, EnVision peroxidasa anti-PRL con red, x 400).

algunas lactotropas tefiidas de rojo (red) (Coénsole y col., 1997). Este
hallazgo se halla en concordancia con lo comunicado por la mayoria
de los autores acerca de la presencia de adenomas pituitarios coexis-
tentes con altos niveles de PRL sérica (Rossi y col., 1992; Mc Comb y
col., 1984; Voogt y col., 1990).

La ausencia de inmunorreactividad en los prolactinomas croméfo-
bos estaria asociada ya sea a una rapida liberacion de la PRL sin un de-
posito detectable de hormona (Kovacks y col., 1977; Mc Comb y col,,
1984) o a la presencia de isoformas de PRL no reconocibles por el an-
tisuero anti-PRL (Rogol y Rosen, 1974; Lawson y col., 1980). Las areas
de hiperplasia lactotropa en ratas seniles permiten explicar los elevados
niveles plasmaticos de PRL.

Nuestro analisis de los parametros morfométricos revelé cambios en
relacién con la edad en ratas de ambos sexos, con un claro dimorfis-
mo sexual. Los parametros morfométricos fueron evaluados sélo en las
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senescent rats a chromophobe microprolactinoma with some lactotropes
stained with red chromogen can be observed (Cénsole et al., 1997). This
finding is in accordance with what has been reported by most authors
about the presence of coexisting pituitary adenomas with high levels of
serum PRL (Rossi et al., 1992; Mc Comb et al., 1984; Voogt et al., 1990).

The absence of immunoreactivity in chromophobe prolactinomas
would be related to a fast releasing of PRL with no noticeable deposit of
hormone (Kovacks et al., 1977; Mc Comb et al., 1984) or to the presen-
ce of PRL isoforms unrecognizable by anti-PRL antiserum (Rogol and
Rosen, 1974; Lawson et al., 1980). The areas of lactotrope hyperplasia in
senescent rats would contribute to raise PRL plasmatic levels.

Our analysis of morphometric parameters revealed changes related
to the age of rats of both sexes, with a clear sexual dimorphism. The
morphometric parameters were evaluated only in the hyperplasic areas,
as the chromophobe reaction of adenomas did not allow detecting im-
munostaining. Cell density (CD) and volume density (VD) decreased
significantly (p < 0.01) with age in male rats. Also, CD evidenced a
significant (p < 0.01) reduction in old female rats, but this parameter
increased in senescent female animals. A significant increased VD was
present in senescent animals. Neither cell area (A), nor cell perimeter
(P) showed a significant variation (Cénsole et al., 1998) (table 1).

Table 1. Morphometry of lactotrope population

Young (n = 10) Old (n=9) Senescent (n = 8)
VD (x 10?%)
Males 122 (£ 7) (a) 94 (£ 5) (b) 46 (£ 3) (c)
Females 141 (£ 6) (d) 131 (£ 5) (e) 196 (+ 6) (f)
CD (x10™%)
Males 86 (+2) (a) 46 (+2) (b) 14 (+ 1) (c)
Females 110 (+ 5) (d) 88 (% 3) (e) 189 (+ 4) (f)

VD: Intragroup p values: a vs. b and b vs. ¢: < 0.01; d vs. e: NS; e vs. f: < 0.01.
Intergroup p values: a vs. d: NS; b vs. e and c vs. f: < 0.01. CD: Intragroup p values:
avs. b, bvs.c, dvs. eand e vs. f: <0.01. Intergroup p values: a vs. d: < 0.05; b vs. e:
< 0.01; ¢ vs. f: < 0.01. Values represent S.E.M. + S.E.
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areas hiperplasicas, ya que la reacciéon cromofébica de los adenomas no
permitié detectar inmunomarcacion. La densidad de células (DC) y la
densidad de volumen (DV) mostraron una significativa (p < 0.01) re-
duccidén en ratas hembras viejas, pero este parametro aumento (p < 0.01)
en animales hembras seniles. Ni el area (A), ni el perimetro (P) celulares
mostraron una variacion significativa en los grupos experimentales es-
tudiados (Console y col., 1998) (tabla 1).

Tabla 1. Morfometria de la poblacion lactotropa

Joven (n = 10) Vieja (n=9) Senil (n = 8)
Machos 122 (+7) (a) 94 (= 5) (b) 46 (+3) (¢)
DV (x10°?)
Hembras 141 (£ 6) (d) 131 (£ 5) (e) 196 (£ 6) (f)
DC (x10™)
Machos 86 (£ 2) (a) 46 (£ 2) (b) 14 (£ 1) (¢)
Hembras 110 (£ 5) (d) 88 (+ 3) (e) 189 (£ 4) (f)

DV: Valores p intragrupos: a vs b and b vs c: < 0.01; d vs e: NS; e vs f: p < 0.01.
Valores p intergrupos DV: a vs d: NS; b vs e and c vs f: p < 0.01. DC: Valores p
intragrupos: a vs b, b vs ¢, d vs e and e vs f: < 0.01. Valores p intergrupos: a vs d:
<0.05; bvse: p<0.0L; cvsf p< 0.0l Valores: + ES.

Se cuantificaron las lactotropas en pituitarias de ratas machos en dife-
rentes edades durante la vida media y se hallé un incremento en la densi-
dad de volumen (DV) seguido de un descenso de tal parametro luego del
50% de la edad de sobrevida (van Putten y col., 1988). Este hallazgo esta
de acuerdo con resultados previos en ratas seniles, en los que no hubo
cambios en los niveles de PRL (Cénsole y col., 1997). Rossi y col. (1991)
documentaron sélo un ligero aumento de la PRL inmunorreactiva en pi-
tuitarias de ratas machos de 20 a 22 meses, mientras Takahashi y Kawas-
hima (1983) no hallaron ningiin cambio significativo en la poblacién
lactotropa en ratas machos de 20 meses de edad. En agregado, Drewet y
col. (1993) mostraron en ratas machos un incremento de las apoptosis en
la hiperplasia lactotropa inducida mediante estrogenos. Las alteraciones
morfoldgicas en la poblacion lactotropa en ratas seniles podria explicarse
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Lactotropes in pituitaries of male rats were assessed in different age
stages during half-life, and an increased VD was found followed by the
decrease of the same parameter after 50% of the survival rate age (van
Putten et al., 1988). This finding agrees with previous results in senescent
rats, where no changes were evidenced in PRL levels (Cénsole et al., 1997).

Rossi et al. (1991) documented only a slight increase of the immunore-
active PRL in pituitaries of 20-to-22-month-old male rats, whereas Taka-
hashi and Kawashima (1983) did not find any significant change in the
lactotrope population labelled in 20-month aged male rats. Also, Drewet
et al. (1993) found male rats with increased apoptosis in lactotrope hyper-
plasia induced by estrogens. Morphologic alterations in the lactotrope po-
pulation in senescent rats might be explained by a pituitary desensitization
to nucleoproteins and to hypophysiotropic molecules (Brown et al., 1996).

Contradictory results have been recorded in PRL serum levels in aged
male rats (Shaar et al., 1975; Takahashi et al., 1980; Gudelsky et al., 1981).
The increased serum levels (Simpkins et al., 1977; Takahashi et al., 1980;
Gudelsky et al., 1981), as well as the unchanged ones (Shaar et al., 1975;
Rigle and Meites, 1976; Van Putten et al., 1988) have been reported in male
rats during ageing. In our female senescent animals, we found high levels of
PRL (p < 0.01) compared to young animals (Bolzan et al., 1997) (fig. 6.2).

Electron microscopy has allowed describing two subtypes of secre-
tory granules in lactotropes (Smets et al., 1987; Girod y Trouillas, 1993)
or more than two (Nogami and Yoshima, 1982 and 1984; Takahashi,
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Fig. 6.2. Serum levels of PRL. Yc: young control, Yg: young grafted, Sh:
senescent, Sf: senescent with fibroadenoma, ** p < 0.01.
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por una desensibilizacion de la pituitaria a las nucleoproteinas y a otras
moléculas hipofisotroficas (Brown y col., 1996).

Se han registrado resultados contradictorios en los niveles séricos de
PRL en ratas machos envejecidas (Shaar y col., 1975; Takahashi y col,,
1980; Gudelsky y col., 1981). Los niveles séricos incrementados (Simpkins
y col.,, 1977; Takahashi y col.,, 1980; Gudelsky y col., 1981), asi como los
no cambiados (Shaar y col.,, 1975; Rigle y Meites, 1976; Van Putten y col.,
1988) han sido comunicados en ratas machos durante el envejecimiento.

En nuestros animales seniles hembras hallamos altos niveles de PRL
(p < 0.01) respecto a ratas jovenes (Bolzan y col., 1997) (fig. 6.2).
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Fig. 6.2. Niveles séricos de PRL. J: joven, JI: joven injertada, S: senil, S FA: senil
con fibroadenoma, ** p < 0.01.

La microscopia electronica ha permitido describir en las lactotropas
dos subtipos de granulos secretorios (Smets y col., 1987; Girod y Troui-
llas, 1993) o mas de dos (Nogami and Yoshima, 1982 y 1984; Takahashi,
1992). La proporcidn relativa de cada subtipo estaria asociada con los
diferentes estadios del ciclo secretorio.

Takahashi (1992) observo tres tipos de células lactotropas en la pitui-
taria de rata, sobre la base de estudios de inmunohistoquimica electro-
nica. Lactotropa Tipo I: los granulos secretorios aparecieron irregulares
en forma y tamano (300-700 nm); lactotropa Tipo II: granulos secreto-
rios redondos y de tamarfio intermedio (150-250 nm) y lactotropa Tipo
III: granulos secretorios redondeados y pequefios (100 nm). El Tipo I es
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1992). The relative proportion of each subtype would be associated to
the different stages of the secretory cycle.

Takahashi (1992) observed three types of lactotrope cells in the rat pitui-
tary studied under electron immunohistochemistry. Type I lactotrope: secre-
tory granules were irregular in shape and size (300-700 nm); Type II lacto-
trope: secretory granules were rounded and average sized (150-250 nm); and
Type III lactotrope: secretory granules were rounded and very small (100
nm). Type Iis considered a mature cell stage and was predominant in young
and middle-aged rats; Type II would belong to an intermediate cell stage and
Type III would be associated to an immature stage that increases with age.

In our ultrastructural study lactotropes of young rats of both sexes
exhibited habitual characteristics, they evidenced polygonal sized cells
with numerous pleomorphic secretory granules in a 100-to-600 nm ran-
ge (Cénsole et al. 1998).

A developed Golgi complex was observed, as well as a rough endo-
plasmic reticulum (RER) composed of long flattened sacs. Rounded or
oval mitochondria, occasional lysosomes and abundant free ribosomes
were also seen (fig. 6.3).

e

Fig. 6.3. Young rat lactotrope. Golgi (g) (x 16.000).
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considerado como un estadio celular maduro y predominé en las ratas
jovenes y de edad media; el Tipo II corresponderia a un estadio celular
intermedio y el Tipo III se asociaria con un estadio inmaduro que au-
menta con la edad.

En nuestro estudio ultraestructural las lactotropas de ratas jovenes
de ambos sexos exhiben células de forma poligonal con numerosos gra-
nulos secretorios pleomoficos en un rango de 100 a 600 nm (Cénsole y
col. 1998). En concordancia con lo documentado por Takahashi (1982 y
1992), nuestro estudio inmunohistoquimico ultraestructural revela dos
tipos celulares de lactotropas.

En la fig. 6.3 se ve un complejo de Golgi bien desarrollado, un reticu-
lo endoplasmico rugoso (RER) compuesto por largos sacos aplanados,
mitocondrias, lisosomas y abundantes ribosomas libres.

Flg 6 3 Lactotropa de rata macho joven: Golgl (g) (x 16. 000)

La fig. 6.4 muestra una lactotropa Tipo I con granulos secretorios
grandes (200-600 nm). El Tipo II presenta granulos secretorios de me-
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In agreement with Takahashi (1992), our ultrastructural immuno-his-
tochemical study revealed two types of lactotrope cells: Type I contained
large secretory granules (200-600 nm) (fig. 6.4) (Cdnsole et al., 1998).

Fig. 6.4. Young rat: type I lactotrope Electron IHC wzth gold particles
(x 40.000)

Figures 6.5-6.6 show in the same microphotograph type I and II
lactotropes. A considerable difference can be seen in the size of the
gold-particle bearing immunostained secretory granules. In fig. 6.6 a
dilated RER with membrane sacs and lined by ribosomes can be seen
as well as an involutive cell with irregular nucleus. Also, it presents a
regressive process that becomes evident in the presence of a dark cell
with irregular nucleus and condensed chromatin in the upper right side
of the microphotograph.

In old rats a highly extended and dilated Golgi complex with im-
mature granules were found. Highly dilated irregular cisterna and free
ribosomes were shown in RER. Secretory granules appeared diminished
in number and those medium-to-small-sized predominated.

PITUITARY GLAND: NORMAL AND PATHOLOGIC MORPHOLOGY - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO 144



nor tamafo (100-200 nm). El Tipo I (maduro) fue mas frecuente en las
ratas jovenes, mientras el Tipo II predominé en los animales viejos y
seniles (Cénsole y col., 1998).

F1g 6.5. Young rat: types I and II lactotropes. Electron IHC wzth gold particles
(x 30.000).

s
Flg 6.4. Lactotropa tlpo I de rata macho joven. IHQ-ME con partlculas de
oro (x 40.000).

La fig. 6.5 muestra lactotropas de tipo I y II en la misma microfoto-
grafia. Se puede apreciar la diferencia notable en el tamafio de los granu-
los secretorios inmunomarcados portadores de particulas de oro. Tipo I:
200-600 nm y tipo II: 100-200 nm.

En las ratas viejas de ambos sexos hallamos cambios marcados en
el 75% de la poblacién lactotropa, con un complejo de Golgi muy ex-
tendido y dilatado en el que detectamos granulos inmaduros. El RER
mostro cisternas aplanadas irregularmente dilatadas y ribosomas libres.
Los granulos secretorios aparecieron en menor nimero y predominaron
los de tamaio mediano a pequefio. Se detectaron algunas lactotropas

en proceso involutivo: células oscuras con nucleo irregular y cromatina
condensada (Cénsole y col., 1998).

Fig. 6.6. Old rat lactotrope Secretory granules (SG), dzlated RER and Golgi
(G). Involutive lactotrope (PRL) (x 23.000).
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Flg 6.5. Lactotropas tlpos Iy 11 de rata hembra ]oven IHQ ME con
particulas de oro (x 30.000).

La fig. 6.6 corresponde a una rata hembra vieja y muestra una lacto-
tropa hipertréfica e involutiva con un Golgi dilatado y un RER vesiculoso.
La fig. 6.6 muestra una célula oscura involutiva con nucleo irregular y
cromatina condensada y la fig. 6.7 presenta una dilatacién marcada del RER.

B>

Fig. 6 6. Lactotropa de rata hembra v1e]a Grdnulos secretorzos (GS ) RER y
Golgi (G) dilatados. PRL involutiva oscura (x 23.000).
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In fig. 6.7 the lactotrope shows a markedly dilated RER. The ultras-
tructural changes in senescent rats of both sexes were detected in 50%
of the lactotrope population. In old rats of both sexes we found marked
changes in 75% of the lactotrope population with a highly extended and
dilated Golgi complex where immature granules were found.

granules (x 15.000).

Fig. 6.8 shows an involutive lactotrope. Those alterations described
for old rats were increased in intensity.

In fig. 6.9 a senescent rat lactotrope with an extremely dilated RER
and mitochondria (m) with obvious swelling can be noticed. The cytoar-
chitecture appears highly modified and the nucleus seems to be isolated
among irregular islands of the dilated RER.

Fig. 6.10 presents a lactotrope cell of senescent rat with perinuclear
cisternae, swollen mitochondria and dilated RER.

Torres and Aoki (1987) communicated the presence of a PRL
polymeric isoform (high MW) that would be deposited on the se-
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Fig. 6. 7. Lactotropa de rata hembra vieja. RER dzlatado y escasos gmnulos
secretorios (x 15.000).

La fig. 6.8 muestra una lactotropa involutiva. Las alteraciones des-
criptas para las ratas viejas se incrementaron en intensidad.

Flg 6.9. Semle rat lactotrope RER and swollen mltochondrza (m) (x 10. 000)

cretory granules adjacent to the membrane, while the monomeric
Fig. 6. 8 Lactotropa de rata hembra v1e]a RER dllatado y PRL involutiva con

organelas que conservan morfologia (x 20.000). isoform (low MW) would represent a newly synthesized hormone
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Los cambios ultraestructurales en las ratas seniles de ambos sexos se
detectaron en un 50% de la poblacion lactotropa.

Enla fig. 6.9 se ve una lactotropa de rata senil con una mayor dilata-
cion del RER y se detectan mitocondrias (m) con una clara tumefaccion.
La citoarquitectura estd muy alterada y el nucleo queda como aislado
entre las islas irregulares del RER dilatado (Cénsole y col., 1998).

ctotropa de rata macho senil. RER

(x 10.000).

o> o i,
y mitocondrias tumefactas (m)

Fig. 6.9. La

En la fig. 6.10 se observa una lactotropa de rata senil con mitocon-
drias tumefactas y RER dilatado.

Torres y Aoki (1987) comunicaron la presencia de una isoforma de PRL
polimérica (alto PM) que seria depositada en los granulos secretorios veci-
nos ala membrana, mientras la isoforma monomérica (bajo PM) represen-
tarfa una hormona recién sintetizada que se ubica a nivel de los organoides.
Estos autores describieron tres patrones secretorios en las lactotropas: 1.
Estimulacion: la sintesis y secrecion estd aumentada y la mayor parte de
la PRL polimérica es liberada por los granulos secretorios mediante exoci-
tosis. 2. Inhibicion o bloqueo: es la acumulacién de granulos secretorios
con PRL monomérica y liberacion basal por exocitosis. 3. Hiperestimula-
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Fig. 6.10. Senile rat lactotrope. Dilated RER with perinuclear
cisternae and swollen mitochondria (m) (x 16.000).

located at the level the organoids. These authors described three
secretory patterns in lactotropes: 1. Stimulation: synthesis and se-
cretion are increased and most polymeric PRL is released from the
secretory granules via exocytosis. 2. Inhibition: it is the accumula-
tion of secretory granules with monomeric PRL and basal release
via exocytosis. 3. Hyperstimulation: monomeric PRL is secreted in
large quantity, with no storage within the granules, while the poly-
meric form is released by exocytosis. This pattern leads to hyper-
trophy of the RER and Golgi complex. The ultrastructural changes
found in the lactotrope population of old and senile rats of both
sexes might reflect the secretory pattern of hyperstimulation des-
cribed by Torres and Aoki, with a remarkable hypertrophy of the
RER and Golgi complex, a diminished number of secretory granules
and scarce exocytic profiles.

To conclude, ageing in the senescent stage caused well defined
quantitative immunohistochemical changes in the lactotrope popu-
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Fig. 6.10. Lactotropa de rata macho senil. RER dilatado con cisterna
perinuclear y mitocondrias tumefactas (m) (x 16.000).

cion: la PRL monomérica es secretada en grandes cantidades, sin almace-
namiento dentro de los granulos, mientras la forma polimérica es liberada
por exocitosis. Este patrdn lleva a la hipertrofia del RER y del complejo de
Golgi. Los cambios ultraestructurales hallados en la poblacién lactotropa
de ratas viejas y seniles de ambos sexos podrian reflejar el patrén secreto-
rio de hiperestimulacién descripto por Torres y Aoki, con una remarcable
hipertrofia del RER y del complejo de Golgi, un nimero disminuido de
granulos secretorios y escasos perfiles exociticos.

En conclusion, el envejecimiento en etapa de senescencia causé cambios
inmunohistoquimicos cuantitativos bien definidos en la poblacién lactotropa
con dimorfismo sexual, un ascenso en los niveles séricos de PRL y alteraciones
ultraestructurales que explicarian un patrén secretorio de hiperestimulacion.
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CAPITULO 7

Envejecimiento de la poblacion somatotropa

La edad determina un descenso en la secrecién de neurotransmisores
y un disbalance en la sintesis hipotalamica de la hormona liberadora de
GH (GHRH) e inhibidora de GH (somatostatina, GIH). La GH es clave
en el crecimiento postnatal y en el control del metabolismo corporal. La
disminucién de los niveles de dopamina y noradrenalina causé una re-
duccién de la secrecion pulsatil de GH en ratas machos viejas (Sonntagy
col., 1983), con un incremento en la secrecién de GIH a nivel de la emi-
nencia media (Sonntag y col., 1985 y 1988). En agregado, las pituitarias
de ratas envejecidas fueron mas sensibles a los efectos inhibitorios de la
GIH (Spik y Sonntag, 1989). Morimoto y col. (1988) comunicaron que
la sintesis/liberacién de GHRH en neuronas disminuye en ratas enveje-
cidas y Miiller y col. (1993) detectaron cambios en las neuronas cateco-
laminérgicas/acetilcolinérgicas que determinaron una relacién alterada
entre GHRH y GIH en ratas viejas. Finalmente, la respuesta reducida de
la GH a la GHRH detectada con la edad en mamiferos fue atribuida en
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CHAPTER 7

The ageing of somatotrope population

Age determined a decrease in neurotransmitters release and an
unbalanced hypothalamic synthesis of the growth hormone-relea-
sing hormone (GHRH) and the GH inhibiting hormone (somatos-
tatin, GIH). GH is a key hormone in postnatal growth and in the
control of body metabolism. The diminished levels of dopamine and
noradrenalin led to a reduced GH pulsatile secretion in aged male
rats (Sonntag et al., 1983), with increased GIH secretion at the level
of the median eminence of old rats (Sonntag et al., 1985 and 1988).
In addition to this, old rat pituitaries were found to be more sensitive
to the GIH inhibiting effects (Spik and Sonntag, 1989). Morimoto et
al. (1988) reported that GHRH synthesis/release in neurons dimi-
nishes in aged rats and Miiller et al. (1993) detected changes in the
catecholaminergic/acetylcholinergic neurons that determined an al-
tered relationship between GHRH and GIH in aged rats. Finally, GH
reduced response to GHRH detected in aged mammals was partly
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parte a una lesion intrinseca en las células somatotropas, con un posible
control colinérgico hipotalamico como factor determinante (De Genna-
ro Colonnay col., 1989).

Numerosos factores bioldgicos y ambientales impactan en la duracién
de la vida. La GH y el factor de crecimiento insulino-simil tipo I (IGF-I)
han estado a la vanguardia para investigar el proceso de envejecimien-
to mediante ingenierfa genética. El envejecimiento estaria regulado por
genes que codifican proteinas a partir del eje somatotropo (GH/IGF-I).
Cuando hay baja en la regulacién del eje se enlentece el envejecimiento
y cuando se administra GH sintética se podrian restaurar algunos rasgos
fenotipicos relacionados con la juventud (Holzenberger, 2004a). La inac-
tivacion de IGF-I puede ampliar la duracién de la vida y el aumento de
la esperanza de vida en ratones mutantes podria basarse en la resistencia
al estrés oxidativo (Holzenberger, 2004b). Los efectos moduladores de la
genética se demostraron al detectar la prolongacion de la vida en ratones
enanos Snell y knockout. Xu y col. (2014) clarificaron el efecto de la mu-
tacion genética del receptor de IGF-I (RIGF-I) en la longevidad de dife-
rentes cepas de ratones. La inactivacién del RIGF-I extendid la vida util de
los ratones hembras, pero no queda claro si esta mutacién produce efec-
tos similares en otros contextos genéticos. En ratones con envejecimiento
prematuro, por alteraciones en la transcripcion génica que regula el eje
somatotropo, se hallaron altos niveles de GH y drastica reduccién del IG-
F-1. El tratamiento con IGF-I recombinante fue restaurador y esto podria
aplicarse en los sindromes progeroides humanos asociados a alteraciones
de la envoltura nuclear (Marifio y col., 2010). Se han comunicado cambios
histopatologicos en las hipdfisis de ancianos con aumento de fibrosis y
descenso de la poblacién somatotropa, asociado a un aumento de las célu-
las S100+ (Ishikawa y col., 2005).

La hipofuncién del eje GH/IGF-I en el envejecimiento lleva a la so-
matopausia con implicancias clinicas, ya que representaria una esperanza
de vida prolongada que sustenta la intervencion de las drogas anti-enve-
jecimiento (Giordano y col., 2005; Junnila y col., 2013). Los altos niveles
séricos de GH en animales longevos se asociaron con mayor tamafo cor-
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attributed to an intrinsic lesion in somatotropes, with possible hypo-
thalamic cholinergic control as determining factor (De Gennaro Co-
lonna et al., 1989).

Numerous biological and environmental factors have an impact on
lifetime. GH and the insulin-like growth factor I (IGF-I) have been at
the vanguard in order to investigate the ageing process using genetic
engineering. Ageing would be regulated by genes that encode proteins
from the somatotrope axis (GH/IGF-I). When there is a downregu-
lation of the somatotrope axis ageing also becomes slower and when
synthetic GH is administered some phenotypic features related to
youth might be restored (Holzenberger, 2004a). Inactivation of IGF-I
may extend lifetime. The increase of lifespan in mutant mice might be
based on the resistance to oxidative stress (Holzenberger, 2004b). The
modulating effects of genetics were demonstrated when detecting li-
fespan prolongation in Snell and knockout dwarf mice. Xu et al. (2014)
clarified the effect of IGF-I receptor (IGF-IR) genetic mutation on the
longevity of different mouse lineages. Inactivation of IGF-IR extended
female mice life span but it remains uncertain whether this mutation
produces similar effects in other genetic contexts.

Alterations that regulate the somatotrope axis high GH levels and
drastic reduction of IGF-I were found in mice with premature agei-
ng due to gene transcription. The treatment with recombinant IGF-I
was repairing and this could be applied in progeroid syndrome in
humans associated to alterations in the nuclear membrane (Marifo
et al., 2010). Histopathological changes have been reported in the
pituitaries of elderly subjects with increased fibrosis and decreased
somatotroph population, related to a rise in the number of S100+
cells (Ishikawa et al., 2005).

The hypofunction of GH-IGF-I axis in ageing leads to somato-
pause with clinical consequences, since it would represent an exten-
sive lifespan supporting intervention of anti-ageing drugs (Giorda-
no et al., 2005; Junnila et al., 2013). The high GH serum levels in
long-lived animals determined larger body size, premature puberty,
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poral, pubertad precoz, senescencia reproductiva y alta incidencia de neo-
plasias (Brown-Borg, 2007 y 2009). Los ancianos muestran somatopausia
con descenso de la GHRH en hombres de mediana edad y la respuesta
plasmatica de la GH fue significativamente mas baja (30, 60 y 90 min).
Esto permitié ratificar que las somatotropas se volvieron menos sensibles
ala GHRH durante el envejecimiento. Se abriria la posibilidad de un uso
terapéutico de la GHRH en lugar de GH recombinante humana, si bien
deberia tenerse en cuenta la accion de estas moléculas sobre la tumorogé-
nesis y la promocion del crecimiento tumoral (Iovino y col., 2011).

El tamarfio corporal reducido y la menor fertilidad pueden ser vistos en
ratones con deficiencia de GH o GH-resistentes. Ademas, se detectd que los
ratones mutantes en un gen de GH retrasan el envejecimiento (Bartke y col.,
2013; 2016). La GH indujo acciones metabdlicas periféricas directas y me-
diadas por IGF-I. Se ha demostrado que la GH intrapituitaria actiia como
un interruptor de la apoptosis en la senescencia mediada por p53, pero ejer-
cerfa en las células no pituitarias una accion anti-apoptética (Chesnokova
y col,, 2013). El eje GH-IGF-I ha sido reconocido como fundamental para
el estudio de la longevidad. Los ratones GH transgénicos presentaron vida
corta, mientras que la falta de GH o IGF-I ampli6 la longevidad. Los estu-
dios de protedmica en plasma indicaron la sobreexpresion crénica de GH o
su falta completa. Dicho enfoque en cepas transgénicas y ratones knockout
abre nuevas lineas de investigacion en el envejecimiento (Ding y col., 2013).
Los miméticos de la GH, en especial la grelina, constituyen un tratamiento
potencial para la prevencion del deterioro musculo-esquelético con la edad,
pero se requieren mds investigaciones para su aplicacion (Nass, 2013). La
somatopausia con descenso de GH/IGF-I estuvo asociada a la pérdida de la
vitalidad, descenso de la masa muscular, mayor fragilidad 6sea, adiposidad
central, complicaciones cardiovasculares y deterioro de la funcién mental.
El agonista GHRH restaurd la pulsatilidad y amplitud de los pulsos de la
GH, redujo la grasa visceral y mejor6 la funcién cognitiva (Sattler, 2013). En
la somatopausia, el IGF-I bioactivo tiende a disminuir menos que el IGF-I
total, por lo que no serfa un mejor biomarcador de envejecimiento que el
IGEF-I total (Vestergaard y col., 2013).
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reproductive senescence and high incidence of neoplasias (Brown-
Borg, 2007 and 2009). Elderly individuals evidence somatopause and
GHRH has been proved to be reduced in middle-aged men and GH
plasmatic response being significantly lower (30, 60 and 90 min).
This allowed confirming that somatotropes became less sensitive to
GHRH during ageing. It is likely that a therapeutic use of GHRH may
replace that of human recombinant GH, though the effect of these
molecules on tumorigenesis and fostering of tumour growth should
not be disregarded (Iovino et al., 2011).

Reduced body size and lower fertility can be seen in GH-defi-
cient or GH-resistant mice. Also, mutant mice have been reported
to possess a GH gene that delays ageing (Bartke et al., 2013; 2016).
GH induced peripheral metabolic actions, either direct or via IG-
F-I. Intrapituitary GH has been reported to act as an apoptosis swit-
ch for p53-mediated senescence, but it would exert anti-apoptotic
properties in nonpituitary cells (Chesnokova et al., 2013). The GH/
IGF-I axis has been considered essential for studying longevity. GH
transgenic mice evidenced short life, while the lack of GH or IGF-I
extended longevity. Studies on proteomic in plasma showed chro-
nic GH overexpression or total lack of it implying insulin sensitivity,
lipid metabolism, swelling and ageing. The proteomic approach on
transgenic lineages and knockout mice open new lines of research on
ageing (Ding et al., 2013). GH mimetics, especially ghrelin, consti-
tute a potential treatment to prevent musculoskeletal deterioration
in ageing, but further research is required for its application (Nass,
2013). Age-dependant decrease of GH and IGF-I factor (somatopau-
se) are associated to loss of vitality, decrease of muscular mass, more
bone fragility, central adiposity, cardiovascular complications and
mental function decay. GHRH agonist restored GH pulsatility and
amplitude, reduced visceral fat and improved the cognitive function
(Sattler, 2013). In somatopause, bioactive IGF-I tends to diminish
less than total IGF-I, so it would not be a better ageing biomarker
than total IGF-I (Vestergaard et al., 2013).
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Se han comunicado estudios inmunohistoquimicos cuantitativos a
nivel de la pituitaria anterior en ratas viejas (Spik y Sonntag, 1989), pero
ningun intento ha sido hecho para cuantificar los cambios progresivos
que ocurren en las somatotropas de ratas hembras y machos alo largo de
todo el proceso de envejecimiento, en especial en estadios avanzados de
senescencia. En nuestro estudio, las somatotropas exhibieron un patrén
citoplasmatico bien definido y una distribucién homogénea en todas las
secciones de la pars distalis.

La poblacién somatotropa mostrd variaciones asociadas a la edad y
al sexo. Se hall6 un descenso en el nimero de somatotropas en animales
viejos y seniles en relacion a los jovenes, pero esta disminucién fue mas
marcada en hembras respecto a machos (fig. 7.1) (Cénsole y col., 1993).

e Q“a 1‘\’\’3" °" ~ B

Fig. 7.1. Poblacmn somatotropa Ratas jovenes (), viejas (V) ysenzles (S)
machos. (EnVision peroxidasa, anti-GH, x 400).

El analisis de los parametros morfométricos reveld cambios en las
células somatotropas en animales de ambos sexos. La densidad de vo-
lumen (DV) y la densidad de células (DC) disminuyeron significativa-
mente (p < 0.01) en los animales viejos y seniles comparados con los
jovenes. Los valores de area (A) y perimetro (P) se incrementaron en
machos y hembras seniles. Ademas, cuando el efecto del envejecimien-
to fue comparado entre sexos, hubo un evidente dimorfismo en la po-
blacién somatotropa. Los parametros DV y DC dentro de cada grupo
etareo fue menor en hembras respecto a machos. Los valores de A y P
para animales seniles fueron mayores en hembras respecto a machos
(fig. 7.2) (Cénsole y col., 1993).
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Although the quantitative immunohistochemical studies have
been reported at the level of the anterior pituitary in old rats (Spik
and Sonntag, 1989), no attempt has been made in order to assess the
progressive changes that occur in the somatotropes of female and
male rats throughout the whole process of ageing or in advanced sta-
ges of senescence.

In our study, the somatotropes exhibited a well defined cytoplasmic
pattern and a homogeneous distribution in all the sections of the pars
distalis. The somatotrope population evidenced variations associated
to age and sex. In both sexes a decreased number of somatotropes
was found in old and senescent animals compared to young ones, but
this decline appeared more marked in females than in males (fig. 7.1)
(Cénsole et al., 1993).

Fig. 7.1. Somatotrope populatlon Young (Y), old (O) and senescent (S) male
rats (EnVision peroxidase, anti-GH, x 400).

The analysis of the morphometric parameters revealed changes in
the somatotropes of animals of both sexes (Cénsole et al., 1993). Volume
density (VD) and cell density (CD) diminished significantly (p < 0.01)
in old and senescent compared to young animals. Area (A) and peri-
meter (P) values increased in senescent male and female rats. Besides,
when the effect of ageing was compared between sexes, an evident di-
morphism in the somatotroph population was seen. The parameters for
DV and DC within each age group were lower in females with respect to
males. Values A and P for senescent animals were higher in females and
not in males (fig. 7.2).
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Fig. 7.2. Densidad de volumen (DV x 10-*); densidad de células (DC x 10);
area celular (um?) y perimetro celular (um) de las somatotropas en ratas
hembras y machos envejecidas. J: jovenes, V: viejas y S: seniles. DV y DC:
valores p intragrupos: (a vs b; b vs ¢; d vs e e vs f) o intergrupos (a vs d; b vs e; ¢
vs f): p < 0.01 (Cénsole y col., 1993).

Nuestros resultados morfométricos han revelado una clara linea de
corte de la DV y DC de las somatotropas de ratas viejas y seniles de
ambos sexos cuando se compar6 con los datos obtenidos en animales
jovenes. Ademds, entre estos parametros, los valores medidos en hem-
bras fueron menores a los vistos en machos en iguales grupos etareos,
hallazgo que constituyo un bien definido dimorfismo sexual. Los valores
de area (A) y perimetro (P) celulares fueron observados descendidos de
modo no significativo en animales machos seniles, mientras que estos
valores fueron mayores en hembras, indicando una hipertrofia como
probable compensacién al pronunciado descenso observado en el nt-
mero de somatotropas. Los diferentes parametros descriptos en nuestro
estudio no han sido previamente investigados en animales seniles, solo
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Fig. 7.2. Volume density (VD x 107); cell density (CD x 10*); cell area
(um?) and cell perimeter (um) of somatotropes in male and female aging
rats. Y: young, O: old and S: senescent. VD and CD: p intragroups: (a vs. b; b

vs. ¢; d vs. e; e vs. f) or intergroups (a vs. d; b vs. e; c vs. f): p < 0.01
(Cénsole et al., 1993).

Our morphometric results have revealed a clear cutting line of VD
and CD of somatotropes from old and senescent rats of both sexes when
compared with the data obtained from young animals. Moreover, among
these parameters, the values measured in females were lower than those
appreciated in males of the same age groups, finding that showed a well
defined sexual dimorphism. Area (A) and perimeter (P) cell values were
not observed to be significantly decreased in senescent male animals,
whereas these values were found to be higher in females, evidencing
hypertrophy as probable compensation for the marked decline in the
number of somatotropes.

The different parameters described have been already investiga-
ted only in young and old rats, but not in senescent animals (Rossi
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en ratas jovenes y viejas (Rossi y col., 1991; Takahashi, 1991 y 1992). El
nimero de somatotropas inmunomarcadas y su DV han estado redu-
cidos en las ratas de 12 y 18 meses (Takahashi y col., 1990; Takahashi,
1992). Este descenso aparecié mas marcado en machos respecto a hem-
bras, en desacuerdo con nuestros hallazgos. En humanos, el envejeci-
miento mostré mayores valores en el tamaio celular y en el porcentaje
de somatotropas, con diferencias seguin sexo que dieron datos mas altos
en hombres respecto a mujeres (Sun y col., 1984).

Kurosumi y col. (1986) describieron tres tipos de somatotropas en
rata: I, II y ITI. Los Tipos II y III, intermedios e inmaduros respec-
tivamente, estuvieron gradualmente aumentados con la edad (Taka-
hashi, 1991y 1992). Nuestros resultados revelaron s6lo somatotropas
de Tipo I y II, siendo las tltimas las predominantes en las ratas se-
niles. Es posible que una reducida estimulacién de la GHRH cause
con la edad un descenso de las somatotropas Tipo I y que este efecto
sea mas pronunciado en hembras respecto a machos. Las variacio-
nes en los porcentajes relativos con la edad entre estos subtipos de
somatotropas fueron distintos en ratas machos respecto a hembras
(Takahashi, 1992).

Nuestro analisis ultraestructural revela dos tipos de somatotropas
(Jurado y col., 1998). En los animales jévenes de ambos sexos, se obser-
van células ovoideas con nucleos excéntricos. Los granulos secretorios
son numerosos y muy densos (rango: 100-400 nm) y estan distribuidos
por todo el citoplasma. Las exocitosis no son hallazgos comunes. Se ve
un complejo de Golgi yuxtanuclear expandido y el RER estd formado
por sacos aplanados paralelos. Se observan mitocondrias ovales, lisoso-
mas ocasionales y abundantes ribosomas libres.

La somatotropa tipo I muestra grandes granulos secretorios de
250-400 nm (fig. 7.3). La somatotropa tipo II (fig. 7.4) presenta gra-
nulos de menor tamano (100-150 nm). El Tipo I prevaleci6 en las ratas
machos jovenes, mientras el Tipo II predominé en animales seniles de
ambos sexos.
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et al., 1991; Takahashi, 1991 and 1992). The number of immunos-
tained somatotropes and their VD were reduced in 12 and 18 mon-
th-old rats (Takahashi et al., 1990; Takahashi, 1992). This decrease
appeared more marked in males compared to females, in disagree-
ment with our findings. In humans, ageing evidenced higher cell
size values and somatotrope percentage, with sex-dependant diffe-
rences that showed higher data for men when compared to women
(Sun et al., 1984).

Kurosumi et al., (1986) described three types of somatotropes
in the rat: I, IT and III. Types II and III, intermediate and immatu-
re respectively, gradually increased with age (Takahashi, 1991 and
1992). Our results revealed only Type I and II somatotropes, the
latter being predominant in senescent rats. It is possible that a re-
duced stimulation of GHRH dependent on age may cause a decrea-
se of Type I somatotropes and that this effect may be more marked
in females than in males. Kurosumi et al., (1986) classified rat so-
matotropes into three subtypes according to the degree of matura-
tion. The variations in the percentages related to age among these
subtypes of somatotropes apparently differed in male and female
rats (Takahashi, 1992).

Our ultrastructural analysis revealed two types of somatotropes
(Jurado et al., 1998). In young animals of both sexes ovoid cells and
eccentric nuclei are observed. Secretory granules appear abundant
and very dense with a 100-to-400 nm range and are spread throug-
hout the whole cytoplasm. Exocytosis is no common finding. A de-
veloped Golgi complex occupy a clear juxtanuclear zone and RER is
composed of parallel flattened long sacs and oval shaped mitochon-
dria. Occasional lysosomes and abundant free ribosomes are obser-
ved. Type I somatotropes evidence large secretory granules of 250-
400 nm in size (fig. 7.3), whereas Type II present smaller granules
(100-150 nm) (fig. 7.4). Type I prevailed in young male rats, while
Type II predominated in senescent animals of both sexes.
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grandes y pequerios. Niicleos (N) (x 24.000).

En las ratas viejas, se observan cambios distintivos en un buen numero de
somatotropas (figs. 7.5-7.6). El complejo de Golgi aparece ampliamente ex-
tendido, con cisternas dilatadas y granulos inmaduros de variable intensidad,
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Fig. 7.4. Type II somatotrope from young male rat. Large and small secretory
granules can be seen. Nuclei (N) (x 24.000).

In old rats, distinctive changes can be found in a large number
of somatotropes (figs. 7.5-7.6). The Golgi complex appears widely
extended, with dilated cisternae and immature granules of varied
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Fig. 7.5. Somatotropa de rata macho vieja. Mitocondrias (m) tumefactas, Golgi
(G) dilatado, escasos gréanulos secretorios y una célula involutiva oscura (x 10.000).

Fig. 7.6. Somatotropa de rata hembra vieja. Célula mvolutzva oscura, con RER
dilatado y crinofagia (C) (x 16.000).

asi como gotas con lipidos y el RER muestra cisternas muy dilatadas con un
material visible en su interior. Los granulos secretorios son menos numero-
sos y se localizan cerca de la membrana plasmatica. Algunas células somato-
tropas desarrollan procesos involutivos que consisten en células oscuras con
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Fig. 7.5. Somatotrope from old male rat. Swollen mztochondrm ( m ) dilated
Golgi ( G) scarce secretory granules and a dark involutive cell (x 10.000).

Fig. 7.6. Somatotrope from old male rat. A dark involutive cell can be seen.
Dilated RER and crinophagy (C) (x 16.000).

intensity, as well as drops with lipids. RER display highly dilated
cisternae containing visible material in their interior. Secretory
granules are less numerous and localize near the plasmatic mem-
brane. Some somatotropes develop involution processes consisting
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nucleos electrodensos e imagenes de crinofagia que representa una autofagia
de los granulos de secrecion por actividad lisosémica (Jurado y col. 1998).
Los cambios ultraestructurales descriptos en la poblaciéon somato-
tropa de ratas seniles (figs. 7.7-7.8) aumentaron en frecuencia e intensi-
dad con la edad. Las mas marcadas caracteristicas son: 1. Complejo de

of dark cells with electrondense nuclei and crinophagy images (Ju-
rado et al. 1998).

The ultrastructural changes described in the somatotrope po-
pulation of senescent rats (figs. 7.7-7.8) increased their frequency
and 1ntens1ty w1th age. The most marked character1st1cs are: 1. Golgi

Fig. 7.7. Somatotropa de rata hembra senil. Mltocondrzas tumefacms (m),
RER dilatado y escasos gmnulos secretorios (x 19. 000)

Fig. 7.8. Somatotropa de rata hembra senil. Lisosomas (L), Golgz (G)y
mitocondrias (m) (x 40.000).
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Fig. 7.7. Somatotrope from a senescent female rat. Swollen mitochondria (m),
dzlated RER scarce secretory granules (x 19.000).

Fig.7.8. Somatotrope of female senescent rat. Lysosomes (L), Golgz ( G) and
mitochondria (m) (x 40.000).
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Golgi con cisternas dilatadas y aumento de los granulos inmaduros. 2.
RER expandido y dilatado. 3. Tumefaccién mitocondrial. 4. Aumento
de la actividad lisosémica con crinofagia. 5. Células involutivas oscuras
(Jurado y col., 1998).

Respecto a nuestros datos séricos, las hembras seniles registraron una
reduccion en la frecuencia y amplitud de los pulsos de la GH, con un des-
censo de los niveles basales (p < 0.01) (ng/ml) (Goya y col., 1990; Cénso-
le y col., 1993). Estos datos se correlacionaron con lo documentado por
Sonntag y col. (1980 y 1988). La secrecién promedio de GH en 24 hs es
aproximadamente un tercio en viejos respecto a jovenes (Sonntag y col.,
1980; Takahashi y col., 1987). Los datos de perifusion hipofisaria mos-
traron una menor liberacién de GH en ratas seniles hembras respecto a
jovenes (Brown y col., 1999). La secrecion pulsatil de GH, los valores pro-
medio de GH liberada en 24 hs y la respuesta de la GH a la administracién
de GHRH en animales de edad avanzada y en humanos son mds bajos que
en los adultos jovenes (Miiller y col., 1993).

Un disbalance hormonal, caracterizado por un descenso de GHRH
y un incremento en GIH, se present6 en ratas envejecidas de ambos se-
xo0s (Rossi y col,, 1991; Sonntag y Gough, 1988; Sun y col., 1984). En
agregado, la respuesta reducida a la GHRH con respecto a la cantidad
de GH que ha sido observada en ratas viejas probablemente resulta de
un limitado contenido de GH pituitaria y de una secreciéon disminuida
de tal hormona (Ceda y col., 1986; Sonntag y col., 1983). El contenido
hipotalamico de GHRH y su expresion génica han sido comunicados
reducidos en ratas envejecidas (De Gennaro Colonna y col., 1989). Este
neuropéptido, el principal mitégeno de las somatotropas (Billestrup y
col.,, 1986), seria un potencial regulador del tamafio de la poblacién so-
matotropa durante el envejecimiento. Ademas, los cambios en la res-
puesta pituitaria al receptor también contribuyeron al descenso de la
sensibilidad a la GHRH con la edad (Spik y Sonntag, 1989). Dobado-
Berrios y col. (1996) demostraron que el contenido reducido de la GH
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complex with dilated cisterna and increased immature granules. 2.
Expanded and dilated RER. 3. Swollen mitochondria. 4. Increase of
the lysosomal activity with crinophagy. 5. Dark involution cells (Ju-
rado et al., 1998).

In relation to our serum data, senescent females recorded reduced
frequency and amplitude of GH pulse, with decreased basal levels (p
< 0.01) (ng/ml) (Goya et al., 1990; Cénsole et al., 1993). These data
agree with what was reported by Sonntag et al. (1980 and 1988). The
average secretion of GH in 24 h is approximately one third in old
compared to young animals (Sonntag et al., 1980; Takahashi et al,,
1987). The data on pituitary perifusion evidenced a lower release of
GH in female senescent rats with respect to young rats (Brown et al.,
1999). GH pulsatile secretion, the average values of GH released in
24 h and GH response to GHRH administration are greater in young
adults compared to aged mammals (Miiller et al., 1993).

A hormonal imbalance characterized by a decrease in GHRH and
an increase in GIH was present in aged rats of both sexes (Rossi et
al., 1991; Sonntag and Gough, 1988; Sun et al., 1984). In addition to
this, the reduced response to GH-RH with respect to the quantity of
GH observed in old rats is probably the result of a limited content of
pituitary GH and of diminished secretion of such hormone (Ceda
et al., 1986; Sonntag et al., 1983). Dobado-Berrios et al. (1996) de-
monstrated that the reduced GH content in the pituitaries of aged
male rats is due to the low density somatotropes predominance, to
a decreased capacity of GH synthesis and to a chronic inhibition in
GH release.

We conclude that the ageing process in rats produced a well de-
fined impact on the pituitary morphology of somatotropes, with
marked decrease of number of somatotropes in senescent and old
animals and ultrastructural changes suggesting compensatory hy-
perstimulation that appeared more marked in senescence.
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pituitaria en ratas machos envejecidas se debe al predominio de soma-
totropas de baja densidad, a un descenso en la capacidad de sintesis de
GH y a una inhibicién crénica en la liberacién de GH.

Concluimos que el proceso de envejecimiento en ratas produjo cam-
bios sobre la morfologia de la poblacién somatotropa adenohipofisaria,
con marcado descenso del niimero de somatotropas en los animales viejos
y seniles y cambios ultraestructurales sugerentes de un patrén secretorio
de hiperestimulacién compensatoria en la senescencia.
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CAPITULO 8

Envejecimiento de la poblacion gonadotropa

A nivel hipotaldmico, numerosos autores han detectado una dis-
funcién durante el proceso de envejecimiento (Clemens y col., 1969;
Aschheim, 1976; Meites y col., 1980 y 1982; Peng, 1983b; Harman y
Talbert, 1985; Meites y col., 1986), con una declinacién en la secrecién
de las hormonas hipofisotroficas hipotalaimicas (HHH) y de los neuro-
transmisores (noradrenalina y dopamina) (Simpkins y col., 1977).

La neuroendocrinologia del envejecimiento modifica el eje hipotéla-
mo-pituitario-6rgano blanco (génadas, higado, musculo, grasa y cerebro)
en las dos vias: somatotropa y gonadal (Veldhuis, 2008). La secrecién de la
hormona liberadora de las gonadotrofinas (GnRH) disminuy6 durante el
envejecimiento (Jarjour y col., 1986; Gruenewald y col., 2000). La noradre-
nalina indujo la secreciéon de GnRH con estimulacion pituitaria (Sarkar y
col., 1979) y controld la funcién reproductiva en los mamiferos (Thiery y
Martin, 1991). El descenso de la dopamina y noradrenalina hipotaldmicas
fueron particularmente importantes ya que influenciaron al eje gonado-
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CHAPTER 8
The ageing of gonadotrope population

At the hypothalamic level, numerous authors have detected a dys-
function during the ageing process (Clemens et al., 1969; Aschheim,
1976; Meites et al., 1980 and 1982; Peng, 1983b; Harman and Talbert,
1985), with a decline in hypothalamic hypophysiotropic hormones
(HHH) and neurotransmitters (noradrenalin and dopamine) secre-
tion (Simpkins et al., 1977).

Neuroendocrinology of ageing would modify the hypothalamo-pi-
tuitary-target organ (gonads, liver, muscle, fat and brain) axis in both
pathways: somatotrope and gonadal (Veldhuis, 2008). The secretion
of the gonadotropin-releasing hormone (GnRH) diminished during
ageing (Jarjour et al., 1986; Gruenewald et al., 2000). Noradrenalin in-
duced GnRH secretion with pituitary stimulation (Sarkar et al., 1979)
and controlled the reproductive function in mammals (Thiery and
Martin, 1991). The decrease of hypothalamic dopamine and adrenali-
ne were particularly important since they influenced the gonadotrope
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tropo provocando la declinacién de la funcién reproductiva. El aumento
dela relacién entre serotonina y noradrenalina contribuyé a crear fallas en
la liberacién ciclica de la GnRH durante el envejecimiento (Walker, 1980).
Esto llevo a la finalizacion del ciclo estral en ratas hembras y a un descenso
en la secrecion de testosterona en ratas machos (Simpkins, 1983; Meites,
1991). Un estudio ultraestructural en las neuronas de la GnRH en ratas
envejecidas mostrd un descenso en la fracciéon de volumen del RER y del
Golgi, sugerentes de una menor actividad neuronal (Romero y col., 1994).

A nivel pituitario, se ha descripto una hiposensibilidad ala GnRH y una
menor sintesis de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo-estimulante
(FSH) (Huang y col., 1976) con un menor nimero de gonadotropas (Mei-
tes, 1991). El descenso de la poblacién gonadotropa fue demostrado en ratas
envejecidas machos y hembras (Huang y col., 1978; Cénsole y col., 1994 y
1997). La reduccién de la expresion génica en la pituitaria anterior contribu-
y6 a la senescencia reproductiva en las ratas hembras (Zheng y col., 2007).

En estudios séricos, el envejecimiento estuvo relacionado con una
disminucién en la amplitud de los pulsos de LH y FSH, en ratas de am-
bos sexos y un aumento de la respuesta de la LH a la retroalimentacion
ejercida por los gonadoesteroides (Lu, 1979 y 1983; Steiner y col., 1984;
Deslypere y col., 1987). Peng y col. (1983a) hallaron en ratas machos
seniles: 1. Deficiencias en la regulacion de la LH en respuesta a la eli-
minacion de los esteroides gonadales. 2. La capacidad de depuracién de
LH y FSH circulantes no es diferente en viejos respecto a jovenes si los
tamafios moleculares son similares. 3. El nivel sérico elevado de FSH en
ratas machos envejecidas no se debe a una vida media prolongada.

A nivel gonadal, el envejecimiento determiné una hiposensibilidad
de los receptores a las gonadotrofinas que provocé hipotrofia progre-
siva asociada a  ateroesclerosis y fibrosis (Canivenc y col.,, 1979). Se
demostrd que el trasplante hipofisario de ratas viejas a jovenes hipofi-
sectomizadas no logrd ordenar los ciclos, por lo que la pituitaria no seria
responsable del envejecimiento (Peng, 1983b) y tampoco las génadas, ya
que el transplante ovarico de ratas viejas a jovenes ovariectomizadas no
logré restablecer el reciclado (Ascheim, 1976; Peng, 1983a). La falla en
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axis leading to the decline of the reproductive function. The increa-
sed relationship between serotonin and noradrenalin contributed to
the production of failures in the cyclic release of GnRH during agei-
ng (Walker, 1980). This led to the end of the estrous cycle in female
rats and a decrease of testosterone secretion in males (Simpkins, 1983;
Meites, 1991). An ultrastructural study of (GnRH) neurons in aged
rats evidenced a decrease in the volume fraction in RER and Golgi
suggestive of a lower neuronal activity (Romero et al., 1994).

At the pituitary level, hyposensitivity to GnRH has been described
as well as a minor synthesis of the luteinizing and folliculo-stimulating
(FSH) hormones (Huang et al., 1976) with a smaller number of gona-
dotropes (Meites, 1991). The decrease of gonadotrope population was
evidenced in male and female aged rats (Huang et al., 1978; Cdnsole
et al., 1994 and 1997). The reduction of the gene expression in the an-
terior pituitary contributed to the reproductive senescence in female
rats (Zheng et al., 2007).

Serum studies revealed that ageing was associated to a decrease
of the amplitude of LH and FSH pulses in rats of both sexes and an
increase in LH response to gonadal steroids feedback (Lu, 1979 and
1983; Steiner et al., 1984; Deslypere et al., 1987). Peng et al. (1983a)
found the following in senescent male rats: 1. Deficiencies in LH re-
gulation in response to gonadal steroids elimination. 2. The puri-
fication capacity in circulating LH and FSH is not different in old
compared to young animals if molecular weight is similar in both
and 3. Elevated serum level of FSH in aged male rats is not due to a
prolonged half life.

At gonadal level, ageing determined hyposensitivity of receptors
to gonadotropins that caused progressive hypotrophy related to athe-
rosclerosis and fibrosis (Canivenc et al., 1979). The pituitary trans-
plant from old to hypophysectomized young rats was proved to fail
in arranging the cycles, for what neither the pituitary nor the gonads
would be responsible for ageing (Peng, 1983b), since the transplant
of ovaries from old rats to young ovariectomized ones did not ma-

PITUITARY GLAND: NORMAL AND PATHOLOGIC MORPHOLOGY - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO 174



la sintesis de progesterona es uno de los cambios endocrinos mas tem-
pranos del envejecimiento ovérico y se relaciona con el incremento de
los ciclos anovulatorios y el descenso del nimero de cuerpos liteos. Una
constelacion de eventos en el eje hipotdlamo-pituitario-ovarico lleva a
una inexorable declinacion de la ciclicidad y anuncia la menopausia
(Wise y col., 1989; 1994 y 1997; Wise, 1993). En machos, la edad produ-
jo descenso del peso testicular, del niimero de células de Leydig (Neaves
y col., 1984) y de la cantidad de testosterona bioactiva (Nankin, 1986).

La teoria del ciclo reproductivo celular postula que las hormonas
regulan la reproduccidn para controlar el envejecimiento a través de la
sefializacion del ciclo celular con: 1. Regulacién simultanea de la tasa de
envejecimiento y de reproduccion. 2. Ajuste de la tasa de crecimiento-de-
sarrollo y del tamafio final del animal. 3. Aparente paradoja: el tamafio
es directamente proporcional a la vida util e inversamente proporcional
a la fertilidad. 4. Las diferentes tasas de reproduccion se asocian con di-
ferencias en la vida media. 5. Desarrollo de las enfermedades del enveje-
cimiento. 6. La evoluciéon promueve el crecimiento-desarrollo en la vida
temprana y el vano intento de mantener la reproduccion con la edad. En
esencia, el ciclo reproductivo celular se puede explicar en todas las formas
reproductivas (Atwood y Bowen, 2011).

En sintesis, durante el envejecimiento en el eje hipotalamo-hipofisa-
rio-gonadal hay: a. Menor respuesta hipotaldmica con descenso de las
HHH y de los neurotransmisores debido a degeneracién neuronal. b. Hi-
posensibilidad hipofisaria a las HHH. c. Baja en los niveles séricos de LH,
FSH, estrogenos, progesterona y testosterona bioactivos y menor ampli-
tud de los pulsos de LH-FSH. d. Cambios en el nimero y afinidad de los
receptores hormonales gonadales.

Nuestros estudios inmunohistoquimicos (Coénsole y col., 1994 y
1997) detectaron una poblacién gonadotropa que represent6 un 10% de
la poblacién total, distribuida de en toda la pars distalis, pero con prefe-
rencia por la zona ventral periférica.

La inmunomarcacién evidenci6 un patrén citoplasmético granular,
con cierto grado de vacuolizacion citoplasmatica. Las gonadotropas
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nage to restore recycling (Ascheim, 1976; Peng, 1983a). The failure
progesterone synthesis is one of the earliest endocrine changes of
ovary ageing and is related to the increased anovulant cycles and the
decreased number of corpus luteum. A constellation of hypothala-
mo-pituitary-ovarian events leads to the inexorable decline of cy-
clicity and announces menopause (Wise et al., 1989; 1994 and 1997;
Wise, 1993). In males, age produced a decreased testicular weight,
number of Leydig cells (Neaves et al., 1984) and quantity of bioactive
testosterone (Nankin, 1986).

The theory of the cell reproductive cycle proposes that hormones
regulate the production to control ageing by means of the cell cycle
signaling. The theory would explain the following: 1. Simultaneous re-
gulation of ageing and reproduction rate. 2. Growth-development rate
and the final size of the animal. 3. The apparent paradox is that the size
is directly proportional to useful life and indirectly proportional to
fertility. 4. The different fertility rates related to differences in half-life.
5. The development of ageing diseases. 6. The purpose of an evolu-
tion fostering growth-development in early life and the pointless at-
tempt of maintaining reproduction during ageing. Essentially, the cell
reproductive cycle can be explained in all forms of cell reproduction
(Atwood and Bowen, 2011).

In summary, during ageing in the hypothalamo-hypophyseal-go-
nadal axis there is: a. Lower hypothalamic response with HHH and
neurotransmitters decrease as a result of neuronal degeneration. b. Pi-
tuitary hyposensitivity to HHH. c. Lowered serum levels of bioactive
LH, FSH, estrogen, progesterone and testosterone and smaller ampli-
tude of LH-FSH pulses and d. Changes in the number and affinity of
the gonadal hormone receptors.

Our immunohistochemical studies (Console et al., 1994, 1997) de-
tected a gonadotrope population that represented a 10% of the who-
le population with preference for peripheral ventral zone of the pars
distalis. Immunolabeling evidenced a granular cytoplasmic pattern,
with some degree of vacuolization. Luteinizing and folliculotrope cells
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Fig. 8.1. Poblacion luteinizante. Ratas jévenes (]), viejas (V) y seniles (S)
machos (EnVision peroxidasa, anti-LH, x 400).

!

Fig. 8.2. Poblacion foliculotropa. Ratas jovenes (), viejas (V) y seniles (S)
machos (EnVision peroxidasa, anti-FSH, x 400).

mostraron una progresiva declinacion en las ratas viejas y seniles de am-
bos sexos respecto a los animales jovenes (figs. 8.1 - 8.2).

En acuerdo con nuestros resultados, Goldman y col. (1988) observa-
ron una declinacion de las células inmunorreactivas LH y FSH en la re-
gion medio-ventral de las pituitarias de ratas envejecidas de ambos sexos.

El estudio morfométrico de la poblacion foliculotropa y luteinizante
registré una reduccion (p < 0.01) en la densidad de células (DC) y en la
densidad de volumen (DV) en ratas viejas y seniles, comparadas con sus
contrapartes jovenes de ambos sexos (Coénsole y col., 1997) (tablas 1y 2).

Tabla 1. Morfometria de la poblacion foliculotropa

FSH-Y FSH-O FSH-S

Fig. 8.1. Luteinizing population from young (Y), old (O) and senescent (S)
male rats (EnVision peroxidase, anti-LH, x 400).

!

Fig. 8.2. Folliculotrope population from young (Y), old (O) and senescent
(S) male rats (EnVision peroxidase, anti-FSH, x 400).

showed a progressive decline in old and senile rats of both sexes compa-
red to young animals (figs. 8.1-8.2).

In accord with our results, Goldman et al. (1988) observed a decline
in immunoreactive LH and FSH cells in the medioventral region of old
rat pituitaries of both sexes.

The morphometric study of gonadotropes (folliculotropes and lutei-
nizing cells) documented a reduction (p < 0.01) in cell density (CD) and
in volume density (VD) in old and senile rats compared to their young
counterparts of both sexes (Cénsole et al., 1997) (tables 1 and 2).

Table 1. Morphometry of folliculotrope population in ageing rats

Jovenes (n = 10) | Viejos (n=9) | Seniles (n = 8)
DV (x107)
Machos 5(x1)(a) 2.6 (£ 0.6) (b) 2.1(x£0.7) (c)
Hembras 58 (x1)(d) 3.0(x1) (e) 2.3 (£ 0.9) (f)
DC (x10%)
Machos 12 (+2) (a) 6(x1)(b) 6(x1)(c)
Hembras 20 (+3)(d) 10 (1) (e) 7 (1) ()

Young (n = 10) | Old (n=9) | Senescent (n = 8)
DV (x1073)
Males 5(x1) (a) 2.6 (£ 0.6) (b) 2.1(x£0.7) (c)
Females 5.8 (x1)(d) 3.0(x1)(e) 2.3 (x£0.9) ()
DC (x107)
Males 12 (£ 2) (a) 6(x1) (b) 6(x1)(c)
Females 20 (+3) (d) 10 (= 1) (e) 7 (£1) (f)
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Tabla 2. Morfometria de la poblacion luteinizante

Jovenes (n = 10) Viejos (n=9) Seniles (n = 8)
DV (x10?)
Machos 15 (+3) (a) 6 (+0.8) (b) 5(x1)(c)
Hembras 10 (1) (d) 5(x0.7) (e) 3 (x£0.5) ()
DC (x107)
Machos 26 (£ 3) (a) 15 (+ 1) (b) 10 (£ 2) (¢)
Hembras 110 (£ 5) (d) 88 (£ 3) (e) 89 (+4) (f)

Table 2. Morphometry of luteinizing population in ageing rats

Young (n = 10) Old (n=9) Senescent (n = 8)
DV (x10°)
Males 15 (£ 3) (a) 6 (£ 0.8) (b) 5(x 1) (c)
Females 10 (£ 1) (d) 5(x0.7) (e) 3(x0.5) (f)
DC (x10™)
Males 26 (£3) (a) 15 (x 1) (b) 10 (£ 2) (¢)
Females 110 (£ 5) (d) 88 (£ 3) (e) 89 (£ 4) (f)

Valores: p intragrupos: a vs b and b vs ¢: < 0.01; d vs e: NS; e vs f: < 0.01;
p intergrupos: a vs d: NS; b vs e and ¢ vs f: < 0.01. Niimero de ratas entre
paréntesis. Valores + ES.

Los datos séricos basales de FSH (ng/ml) mostraron un incremento
significativo (p < 0.05) desde los 4 a los 20 meses y luego permanecieron
estables. Los niveles de LH sérica (ng/ml) registraron descenso en seni-
les respecto a jovenes (Console y col., 1994).

Desde el punto de vista ultraestructural, las gonadotropas han sido
clasificadas en dos tipos: células foliculotropas (Tipo I) y luteinizantes
(Tipo II). Las foliculotropas se caracterizaron por contener dos tipos de
granulos secretorios: grandes y pequefios, mientras las células luteini-
zantes contuvieron sélo pequefios granulos. La co-localizacion simulta-
nea para FSH y LH fue hallada en un considerable nimero de gonado-
tropas (Kurosumi, 1974; Kurosumi y col., 1991).

En nuestros estudios ultraestructurales en ratas jovenes machos y
hembras identificamos los dos tipos de gonadotropas (Tipo I y Tipo
IT) (Jurado, 2003). Las células Tipo I (FSH) muestran un mayor tama-
fio y formas variables: ovales, redondeadas o poligonales; se observan
nucleos esféricos con un borde dentado y granulos secretorios de dife-
rentes tamafos: grandes (200-300 nm) y pequefios (150-200 nm) con
electrodensidad variable.

El complejo de Golgi se ve hipertréfico con sacos dilatados y el RER
esta bien desarrollado mostrando cisternas redondeadas (fig. 8.3).
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Intragroup p values: a vs. b and b vs. c: < 0.01; d vs. e: NS; e vs. f: < 0.01.
Intergroup p values: a vs. d: NS; b vs. e and c vs. f: < 0.01. Values represent
S.EM. £ S.E.

Basal serum data of FSH (ng/ml) showed a significant increase (p <
0.05) from 4 to 20 months of age and then remained stable. Serum LH
levels (ng/ml) were recorded to be diminished in senile with respect to
young animals (Cénsole et al., 1994).

From the ultrastructural point of view, gonadotropes have been
classified into two types: folliculotrope (Type I) and luteinizing
(Type II) cells. Folliculotropes are characterized for containing two
types of secretory granules: large (300-700 nm) and small (150-200
nm), whereas the luteinizing cells contained only small granules.
The simultaneous co-localization for FSH and LH was found in a
considerable number of lactotropes (Kurosumi, 1974; Kurosumi et
al., 1991).

In our ultrastructural studies in male and female young rats we iden-
tified both types of gonadotropes (Type I and Type II) (Jurado, 2003).
Type I cells (FSH) evidenced a larger size and variable forms (oval sha-
ped, rounded or polygonal). Spherical nuclei with a jagged border are
observed. Differently sized secretory granules are seen: large (200-300
nm) and small (150-200 nm) of variable density.

The Golgi complex appears hypertrophic with dilated sacs and the
RER is developed evidencing dilated cisternae (fig. 8.3).
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Foliculotropa (FSH) tipo I de rata mach
y Golgi (G) (x 12.000).

3
i

o joven. RER

Fig. 8.3.

Las células Tipo II (LH) son de menor tamafio y presentan sélo granu-
los secretorios pequenios (100-200 nm) esparcidos por todo el citoplasma.

El RER esta bien desarrollado y muestra cisternas bien delimitadas
(fig. 8.4). Ambos tipos de células gonadotropas estan en contacto con
los capilares sanguineos.

LA P e X, n 55
Fig. 8.4. Célula luteinizante (LH) tipo II de rata macho joven. RER y
Golgi (G) (x 10.000).
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Fig. 8.3. Type I cell (FSH) from you
(x 12.000).

Type 1II cells (LH) are smaller. They present only small secretory
granules (100-200 nm) spread throughout the whole cytoplasm. The
RER, well developed, evidences dilated cisternae (fig. 8.4). Both types
of gonadotropes are in contact with blood capillaries.
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Las gonadotropas Tipo I de ratas viejas presentan unos pocos granulos
secretorios pequenos. Se observa RER dilatado con material homogéneo de
baja densidad y lisosomas con vacuolas claras (Jurado, 2003) (figs. 8.5-8.6).

Fig. 8.6. Célula FSH de rata hembra vieja. RER muy dilatado y Golgi (G)
expandido (x 12.000).
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Old rat gonadotropes present significant changes. Type I cells contain only
a few small secretory granules. The RER appears highly dilated and shows in
the inside homogeneous material of low density. Lysosomes containing clear
vacuoles similar to lipid drops are observed (Jurado, 2003) (figs. 8.5-8.6).

Rt .’% 4 =

$ St § ’ $e - 2. ¥ ey
Fig. 8.5. Old rat FSH cell. Dilated RER and nucleus (N) (x 20.000).
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En las ratas seniles los cambios ultraestructurales aumentaron en frecuen- In senescent rats, ultrastructural changes increased in frequency and

cia e intensidad (Jurado, 2003). Se observan nticleos pequeiios, oscuros y ex- intensity (Jurado, 2003). Small, dark and eccentric nuclei are observed. The
céntricos. El citoplasma estd vacuolado y con un aumento de lisosomas. El cytoplasm, vacuolated, presents increased lysosomes. The Golgi presents
Golgi presenta cisternas dilatadas coalescentes a partir de vacuolas y con ma- dilated cisternae that apparently coalesce from vacuoles with low densi-
terial homogéneo de baja densidad. E1 RER muestra hipertrofia y numerosos ty homogeneous material and the RER evidences hypertrophy. Numerous
granulos secretorios inmaduros. Hay mayor actividad lisosémica y células in- immature secretory granules, higher lysosomal activity and involutive cells
volutivas con organoides preservados que sugieren apoptosis (figs. 8.7-8.8). which preserved organoids suggesting apoptosis are observed (figs. 8.7-8.8).

Fig. 8.7. Célula luteinizante (LH) de rata macho senil. Escasos granulos Fig. 8. 7 Senescent rat LH cell. Scarce number of secretory gmnules and
secretorios y cisternas de RER moderadamente dilatadas (x 12.000). dllated cisternae Of RER (x 12 000)

Fig. 8.8. Fohculotropa (FSH) de rata hembra seml Lzsosomas (L) yRER (x 12.000). Fig. 8.8. Senescent rat FSH cell Lysosomes (L) and RER (x 12 000)
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Kurosumi y col. (1991) hallaron que las células Tipo I (FSH) eran
mas numerosas en ratas machos, mientras que las Tipo II (LH) pre-
dominaban en hembras y demostraron mediante radioinmunoensa-
yo que las pituitarias de ratas machos envejecidas disminuyeron su
contenido en FSH e incrementaron el contenido de LH. Ademas, en
ratas hembras viejas el contenido pituitario de FSH no varid, mien-
tras que aumenté el de LH. Estos hallazgos sugieren que existe una
fuerte correlacién entre el contenido de gonadotrofinas y el nime-
ro de gonadotropas de ambos tipos. También detectaron una menor
cantidad de células FSH en machos envejecidos, mientras las células
LH aumentaron. En hembras envejecidas la incidencia de ambos ti-
pos no cambio.

A nivel pituitario, la glandula fue menos sensible a los estimulos
de la GnRH. Sonntag y col. (1984) demostraron que la capacidad dis-
minuida de la GnRH para inducir la secrecion de LH en ratas machos
viejas no fue consecuencia de la reduccién del numero de recepto-
res pituitarios para GnRH, ya que este numero fue similar en ratas
viejas y jovenes. La hiposensibilidad pituitaria podria explicarse en
diferentes sentidos: 1. Menor nimero de gonadotropas; 2. Células
luteinizantes menos sensibles a la accion de la GnRH (Krieg y col.,
1995) y 3. Alteraciones subcelulares como las descriptas a nivel ul-
traestructural por Kurosumi y col. (1991) y el aporte de nuestras ob-
servaciones. La glandula pituitaria podria disminuir marcadamente
su capacidad para secretar LH y FSH, llevando a la pérdida de los
ciclos estrales en ratas hembras, asi como a una declinacion de la
testosterona en ratas machos envejecidas (Everitt y Meites, 1989).

El envejecimiento reproductivo en machos y hembras llevé a un
descenso en el rango y/o frecuencia de LH y FSH, junto con una dis-
minucion de las isoformas bioactivas (Lu, 1983; Steiner y col., 1984;
Coénsole y col., 1994). La reducida liberacién de LH en gonadotropas
de ratas viejas podria determinar el descenso de la sintesis de LH o la
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Kurosumi et al. (1991) found that Type I cells (FSH) were more
numerous in male rats, while Type II cells (LH) were predominant
in females. Using radioimmunoassays, they demonstrated that the
pituitaries from aged old rats diminished their FSH content and in-
creased their LH content.

Also, the pituitary content of FSH did no vary in old female rats,
whereas the LH content did. These findings suggest that there is a strong
correlation between the content of gonadotropins and the number of go-
nadotropes of both types with ageing a diminished quantity of FSH cells
in males was reported, whereas LH cells were increased. In aged females
both types of cells presented no changes.

At pituitary level, the gland was less sensitive to GnRH stimuli. Son-
ntag et al., (1984) demonstrated that the diminished capacity of GnRH
to induce LH secretion in old male rats was not a consequence of the
reduced number of pituitary receptors for GnRH, since this number was
similar in old and young rats. Pituitary hyposensitivity might be explai-
ned in two senses: 1. Small number of gonadotropes; 2. Luteinizing hor-
mones that are less hyposensitive to GnRH action (Krieg et al., 1995)
and 3. Subcellular alterations like those described at ultrastructural level
by Kurosumi et al. (1991) and the contribution of our observations. The
pituitary capacity to secrete LH and FSH could be markedly diminished,
leading to the loss of estrous cycles in female rats as well as a decline in
testosterone in aged male rats (Everitt and Meites, 1989).

Aged reproduction in males and females led to a decrease in the
range and/or frequency of LH and FSH, together with a decline of the
bioactive isoforms (Lu, 1983; Steiner et al., 1984; Console et al., 1994).
The reduced release of LH in old rat gonadotropes might determine
the decrease of either LH synthesis or the number of gonadotropes
during ageing (Liu et al., 1993), according to our findings.

We conclude that ageing had a clear impact on the gonadotrope
population of rats, causing a significant decrease in the number of
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disminucién del nimero de gonadotropas durante el envejecimiento
(Liu'y col.,, 1993), en concordancia con nuestros hallazgos.

Concluimos que el envejecimiento tuvo un claro impacto sobre la
poblacidn gonadotropa de rata, causando un significativo descenso en
el nimero de células y provocando cambios ultraestructurales suge-
rentes de hiperestimulaciéon compensatoria que estuvieron mds mar-
cados en la etapa de senescencia.
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CAPITULO 9

Envejecimiento de la poblacion tirotropa

El proceso de envejecimiento altera el eje hipotalamo-hipofisario-sé-
rico-6rgano blanco (glandula tiroides).

A nivel hipotalamico, se describieron cambios en los neurotransmisores y
un déficit de la hormona liberadora de tirotrofina (TRH) (Pekary y col, 1984).
La TRH es reguladora del eje tiroideo y con la edad se ha documentado el
descenso en su sintesis, expresion y actividad. También estaria implicada en
las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson y las dro-
gas sintéticas podrian ser efectivas en su tratamiento (Daimon y col., 2013).

A nivel adenohipofisario, se detecté una menor respuesta de la po-
blacién tirotropa al estimulo de TRH (Snyder y Utiger, 1972), un des-
censo del contenido de la tirotrofina (TSH) glandular (Donda y col,
1989) y variaciones morfométricas en la poblacion tirotropa (Zegarelli-
Schmidt y col., 1985). Con la edad se produjo acumulacién de TSH de
alto PM y una critica alteracién entre TSH-inmunorreactiva y bioactiva
(Aizawa y col., 1989). Las somatotropas y tirotropas comparten una cé-
lula precursora comun, expresando el factor de transcripcién Pitl en la
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CHAPTER 9
The ageing of thyrotrope population

The ageing process altered the hypothalamo-hypophyseal-serum-
target organ (thyroid gland) axis.

At hypothalamus level, changes in neurotransmitters and a shor-
tage of thyrotropin releasing hormone (TRH) have been described
(Pekary et al., 1984). The thyroid axis is regulated by TRH, which
registered a decrease in synthesis, expression and activity. This hor-
mone would also be involved in neurodegenerative diseases such
as Alzheimer and Parkinson, synthetics being probably effective in
their treatments (Daimon et al., 2013).

At adenohypophyseal level, a lower response of the thyrotrope
population to TRH stimulus has been detected (Snyder and Utiger,
1972), as well as a decreased content of gland thyrotropin (TSH)
(Donda et al., 1989) and morphometric variations in the thyrotrope
population (Zegarelli-Schmidt et al., 1985). Ageing led to accumu-
lation of TSH and a critical alteration between immunoreactive and
bioactive TSH (Aizawa et al., 1989). Somatotropes and thyrotropes
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ontogenia. La TRH y sus receptores se detectaron en los adenomas hipo-
fisarios humanos con acromegalia. Se sugirié una transdiferenciacion de
somatotropas a tirotropas que explicaria la patogenia de los adenomas
secretores de GH multihormonales (Radian y col., 2003).

A nivel de la glandula tiroides, existiria una hiposensibilidad de los re-
ceptores foliculares a la TSH y un incremento de los anticuerpos anti-ti-
roideos que compiten por dichos receptores (Klug y Adelman, 1977). La
glandula tiroides presentd durante el envejecimiento numerosas alteracio-
nes (Blumenthal y Perlstein, 1987): a. Distension de los foliculos; b. Deco-
loracién del coloide; c. Aplanamiento del epitelio folicular, sugerente de re-
duccién de la actividad secretoria; d. Escasez de mitosis; e. Marcada fibrosis
y f. Ateroesclerosis de los vasos sanguineos tiroideos. En algunos casos se
produjo un agrandamiento glandular (bocio) debido a la presencia de né-
dulos (Hintze y col., 1991).

Nuestros estudios analizaron las fluctuaciones inmunohistoquimicas
cuantitativas y los cambios ultraestructurales de la poblacién tirotropa
adenohipofisaria durante el envejecimiento, asi como los niveles séricos
de las hormonas TSH y T4 (Cénsole 1995 y 1997).

Las células tirotropas se presentaron irregulares mostrando un pa-
tron citoplasmico granular difuso y una gran afinidad topografica por la
zona ventro-medial de la pars distalis.

Se detect6 un porcentaje menor al 5% respecto a la poblacién celular
total, mostrando una inmunomarcacién especifica para el anticuerpo
anti-TSH. El envejecimiento produjo descenso del niimero de tirotropas
en ratas viejas y seniles, respecto a sus contrapartes jovenes.

La fig. 9.1 muestra dreas representativas de la poblacion tirotropa en
ratas jovenes (3 meses), viejas (20 meses) y seniles (29 meses).
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Fig. 9.1. Poblacion tirotropa. Ratas jévenes, viejas y seniles machos
(EnVision peroxidasa, anti-TSH, red, x 400).
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share a common precursor cell, expressing the transcription factor
Pitl in ontogeny. TRH and its receptors were detected in pituitary
adenomas of individuals with acromegaly. A transdifferentiation of
somatotropes to thyrotropes is suggested, what explains the patho-
geny of multihormonal GH secreting adenomas (Radian et al., 2003).

At the level of the thyroid gland, there might be hyposensitivity of
follicular receptors to TSH and an increase of anti-thyroid antibodies
that competed for those receptors (Klug and Adelman, 1977). During
ageing the thyroid gland presented numerous alterations (Blumen-
thal and Perlstein, 1987): a. Distension of follicles; b. Pallid colloid;
c. Flattening of the follicular epithelium, suggestive of reduced secre-
tory activity; d. Scarce mitosis; e. Marked fibrosis and f. Atheroscle-
rosis of thyroid blood vessels. In some cases, gland enlargement oc-
curred, consequence of the presence of nodules (Hintze et al., 1991).

Our studies analyzed the quantitative immunohistochemical fluc-
tuations and the ultrastructural changes of the adenohypophyseal thyro-
trope population during ageing, as well as the serum levels of hormones
TSH and T4 (Cénsole 1995 and 1997).

Thyrotropes appeared irregular and evidenced a diffuse granular
cytoplasmic pattern and high topographic affinity around the ven-
tromedial zone of the pars distalis. A smaller percentage than 5% was
detected when compared to the whole cell population and specific
immunolabeling was shown for anti-TSH antibody. Ageing caused a
decreased number of thyrotropes in old and senile rats compared to
their counterparts. In fig. 9.1 representative areas of the thyrotrope
population in young, old and senescent rats are shown.
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Fig. 9.1. Thyrotrope population from young (Y), old (O) and senescent (S)
rats (EnVision peroxidase, anti-TSH, red chromogen, x 400).
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Nuestro analisis morfométrico hallé un descenso significativo (p <
0.01) de la densidad de volumen (DV) y de la densidad de células (DC) en
ratas viejas y seniles respecto a jovenes, en ambos sexos. Con referencia al
area (A) y al perimetro (P) celulares, se registr6 un incremento significati-
vo (p < 0.01 para Ay p < 0.05 para P) en animales viejos y seniles respecto
a jovenes, machos y hembras (tablas 1y 2) (Cénsole y col., 1997).

Tabla 1. Morfometria de la poblacion tirotropa en ratas machos
jovenes, viejos y seniles

Parametro Joven (10) Viejo (8) Senil (8)
Area celular (A) 335+ 1.8 395+ 1.7* 38.4+0.5%
Perimetro celular (P) | 31.3+ 1.6 344+1.6" 33.7+ 1.7+
DV (x107) 4.8+09 1.9 £ 0.4* 2.1 +£0.6%
DC (x10%) 13.7£23 4.8 £1.0* 58+ 1.1*

Tabla 2. Morfometria de la poblacion tirotropa en ratas hembras
jovenes, viejas y seniles

Parametro Joven (10) Viejo (8) Senil (8)

Area celular (A) 303+ 1.7 372+1.6* 370+ 1.7*
Perimetro celular (P) | 31.9+1.7 344+ 1.6 338+ 1.8*
DV (x10?) 42+1.0 1.7 £0.3* 1.0 £0.3*
DC (x10%) 140+ 2.3 4.7 £ 1.0* 3.3 +£1.0*

Tablas 1 y 2. Cada valor representa el promedio + ES. Las diferencias de
significancia estadistica con respecto al grupo etdreo son indicadas: * p<0.01; +
p<0.05, NS = no significativo. El niimero de animales se muestra entre paréntesis.

En correlacidon con nuestros datos de area celular (A), Garner y Ber-
nick (1975) detectaron un aumento de las tirotropas en ratas machos y
hembras de 26 meses que mostraron grandes vacuolas citoplasmaticas.

Con la edad se produjo una acumulacién de TSH de alto PM y una al-
teracion entre TSH inmunorreactiva y bioactiva (Klug y col, 1977 y 1979).
Nuestros niveles séricos de TSH y hormonas tiroideas registrados en ratas
viejas y seniles mostraron descenso de T4 y ascenso de TSH (Cénsole y col.,
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Our morphometric analysis found a significant decrease (p <
0.01) in volume density (VD) and cell density (CD) in old and senes-
cent rats compared to young animals of both sexes. As regards A and
P, a significant increment was reported (p < 0.01 for A and p < 0.05
for P) in old and senile animals compared to male and female young
rats (tables 1 and 2) (Console et al., 1997).

Table 1. Morphometry of thyrotrope population in young, old
and senescent male rats

Parameter Young (10) Old (8) Senescent (8)
Cellular area (A) 335+ 1.8 395+ 1.7* 38.4+0.5*
Cellular perimeter (P) | 31.3 + 1.6 344 +1.6* 33.7+1.7*
VD (x103) 4.8+0.9 1.9 £ 0.4* 2.1+£0.6*
CD (x10°) 13.7+23 4.8 £1.0* 58+ 1.1*

Table 2. Morphometry of thyrotrope population in young, old and
senescent female rats

Parameter Young (10) Old (8) Senescent (8)
Cellular area (A) 303+1.7 372+16* 370+ 1.7*
Cellular perimeter (P) | 31.9 + 1.7 344+1.6* 33.8+1.8*
VD (x10?) 42+1.0 1.7 £0.3* 1.0 £ 0.3*
CD (x10%) 14.0+2.3 4.7 £ 1.0* 3.3+ 1.0%

Tables 1 and 2. Each value represents the average + ES. Differences statistically
significant with respect to the age group are indicated: * p<0.01; + p<0.05, NS =
non significant. The number of animals is shown in parenthesis.

In correlation to our cell area (a) data, Garnerand Bernick (1975)
detected an increase in thyrotropes of 26-month-old male and female
rats which evidenced large cytoplasmic vacuoles. Ageing led to accu-
mulation of high MW TSH and alteration between immunoreactive and
bioactive TSH (Klug et al., 1977 and 1979).
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1995), de acuerdo con estudios previos que registraron también una pérdida
del ritmo circadiano de la TSH (Goya y col., 1987 y 1990) (tabla 3).

Tabla 3. Niveles séricos de TSH, T4y T3 en ratas machos envejecidos

Hormona Joven Viejo Senil

TSH (ng/ml) 4.8+0.5 6.2+12 10.1 £ 1.6**
T4 (ug/dl) 41+0.3 3.1£0.2%* 2.7 £0.5%*
T3 (ng/dl) 774+7.1 74.6 £ 6.7 63.5+6.5

Table 3. Serum levels of TSH, T4 and T3 in aging male rats

Hormone Young old Senescent
TSH (ng/ml) 48+05 62+1.2 10.1 £ 1.6**
T4 (ug/dl) 41+03 3.1 £0.2%* 2.7 £0.5%*
T3 (ng/dl) 774 +7.1 74.6 £ 6.7 63.5+6.5

Algunos autores detectaron niveles no alterados de TSH o aumenta-
dos (Gregerman y col., 1981). El descenso en los niveles séricos de T4
detectado en nuestras ratas envejecidas concuerda con los hallazgos de
numerosos autores (Huang y col., 1976; Valueva y Verzhikovskaya, 1977;
Chen y Walfishi, 1979; Gregerman y col., 1981; Pekary y col., 1983; Goya
y col., 1990). Estos datos se sustentan en el hecho de que el hipotiroi-
dismo experimental no sélo resulta en un incremento de TSH, sino que
anula las variaciones circadianas de la hormona (Fukuda y col., 1975).
Cizza y col. (1992) comunicaron en ratas machos Fischer 344/N una
pérdida progresiva de los foliculos tiroideos durante el envejecimiento,
asociada con descenso de T4 y T3 libres, pero no de la TSH que perma-
necio sin cambios.

Ryan y col. (1979) no hallaron diferencias importantes la granulacién de
las tirotropas y en la inmunorreactividad relacionadas con la edad y el sexo,
por lo que sugirieron que la pituitaria serfa capaz de producir TSH hasta
edad avanzada. Croxson y col. (1981) hicieron pruebas de TRH y T4 en pa-
cientes ligeramente tirotdxicos y eutiroideos con un indice elevado de tiroxi-
nalibre. El indice T3 libre fue normal en un tercio de los pacientes levemente
tirotoxicos y en todos los pacientes eutiroideos con T4 falsamente elevada.
En el envejecimiento la respuesta reducida a la TRH se deberia a una auto-
nomifa parcial de la tiroides y no a una menor capacidad de las tirotropas.

Donda y col. (1987 y 1989) hallaron diferencias entre ratas jévenes y vie-
jas de ambos sexos en los receptores T3 y en la concentracion de T3 pituita-
ria. En las ratas jovenes observaron una correlacion inversa entre densidad
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Our serum levels of TSH and thyroid hormones recorded in old and
senile rats evidenced a decreased T4 and an increased TSH (Cénsole
et al., 1995), in accordance with early studies that also showed a loss of
circadian rhythm of TSH (Goya et al., 1987 and 1990) (table 3).

Some authors detected either unaltered or increased levels of TSH
(Gregerman et al., 1981). The decreased serum levels of T4 detected in the
study of our old rats is in agreement with the findings by other numerous
authors (Huang et al., 1976; Valueva and Verzhikovskaya, 1977; Chen and
Walfishi, 1979; Gregerman et al., 1981; Pekary et al., 1983; Goya et al.,
1990). These data are supported by the fact that experimental hypothyroi-
dism results not only in an increased TSH, but also in the disappearance of
the circadian variations of the hormone (Fukuda et al., 1975).

Fischer 344/N male rats were reported by Cizza et al. (1992) as evi-
dencing progressive loss thyroid follicles during aging, associated to
decreased free T4 and T3, but not decreased TSH, which remained un-
changed. Ryan et al. (1979) found no important differences in thyro-
trope age- and sex-related immunoreactivity and granulation, for what
they suggested that the pituitary would be capable of producing TSH
even up to an advanced age.

Croxsonet al. (1981) did TRH and T4 tests in patients who were slightly
thyrotoxic and euthyroid with an elevated index of free thyroxine. The free
T3 index appeared normal in one third of the patients slightly thyrotoxic
and in all the eurothyroid patients with falsely elevated T4. During aging,
the reduced response to TRH would be due to a partial autonomy of the
thyroid gland and not to a reduced capacity of the thyrotropes.

Donda et al. (1987 and 1989) found differences between Young and
old rats of both sexes in T3 receptors and pituitary T3 concentration. In
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de receptores T3 pituitarios y TSH plasmatica, mientras que en ratas viejas
la ausencia de esta correlacion es sugerente de una alteracion en la accion de
T3 sobre las tirotropas o de cambios que responden a otros factores modu-
ladores de la secrecion de TSH. Szabolcs y col. (1991) sugirieron que el en-
vejecimiento no s6lo induce una menor respuesta de la TSH a la TRH, sino
que podria estar relacionado con una disminucién de la sintesis de TSH y
con un deterioro de la accidon de T3 sobre las tirotropas. Moreira y col. (2005)
demostraron que la capacidad de las tirotropas para incrementar la secrecion
hormonal, en respuesta a menores niveles de las hormonas tiroideas, se altera
en las ratas viejas, aun cuando dichos niveles estuvieran muy reducidos.

La microscopia electrénica de las ratas jovenes (Jurado, 2003) muestra
células poligonales angulares, pequeiias y en nimero reducido. Los gra-
nulos secretorios son escasos, de densidad variable, membrana visible, se
ubican junto a la membrana plasmatica y presentan un didmetro prome-
dio de 100 nm. EI RER presenta sacos alargados o cisternas con ribosomas
y el complejo de Golgi yuxtanuclear se muestra reducido. Se ven mitocon-
drias esféricas y alargadas, asi como numerosos lisosomas (fig. 9.2).
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Fig. 9.2. Tirotropa (TSH) de rata macho joven. Grdnulos secretorios pequefios
y periféricos (x 10.000).
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young rats they noticed an inverse correlation between the density of pi-
tuitary T3 receptors and plasmatic TSH; whereas in old rats, the absence
of this correlation suggests an alteration of T3 action on thyrotropes or
of changes that respond to other factors that modulate TSH secretion.

Szabolcs et al. (1991) suggested that not only does aging induce a
lower response of TSH to TRH, but it might also be related to a decrea-
sed action of T3 on thyrotropes. Moreira et al. (2005) demonstrated that
the capacity of thyrotropes to increase hormonal secretion, in response
to the declined levels of thyroid hormones, is altered in old rats, even
when those levels were dramatically reduced.

Electron microscopy of young rats evidence angular polygonal cells,
both small and reduced in number. Secretory granules are scarce, variably
dense, with visible membrane and located next to the plasmatic membra-
ne. The secretory granules have an average diameter of 50 to 100 nm.

In the RER flattened sacs or cisternae with ribosomes appeared and
the Golgi complex is reduced. Spherical and elongated mitochondria
as well as numerous lysosomes are seen (fig. 9.2) (Jurado, 2003).

secretory granules (x 10.000).
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Los animales envejecidos mostraron un 20% de células hipertrofi-
cas con dilatacién de las cisternas del RER y del complejo de Golgi. Se
detectan células oscuras involutivas, descenso del nimero de granulos
secretorios e imagenes de crinofagia, con un descenso de las exocitosis.
La fig. 9.3 presenta un complejo de Golgi (G) expandido y mitocondrias
(m) con ligera tumefaccion (Jurado, 2003).

T
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Fig. 9.3. Tirotropa de rta hembra vieja. Niicleo (N), Golgi (G) dilatado y
mitocondrias (m) tumefactas (x 12.000).
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Fig. 9.4. Tirotropé de rata hembra viejé. Niicleo (N), Golgi (G), RER y
mitocondrias (m) (x 11.000).
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Ageing animals showed a 20% of hypertrophic cells with dilated RER
and Golgi complex. We detected involutive cells, decrease of secretory
granules and images of crinophagy.

In fig. 9.3 an expanded Golgi complex (G) is shown. Slightly swollen
mitochondria (m) can also be observed (Jurado, 2003).

S S . .

Fig. 9.3. Thyrotrope from young female rat. Nucleus (N) dilated Golgi (G) and
swollen mitochondria (m) (x 12.000).

In fig. 9.4 there is evidence of granules near the plasmatic membra-
ne, as well as of a dilated Golgi complex and RER. Some swollen mito-
chondria can also be seen.
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Fig. 9.4. Thyi'otrope from ‘olcvl female rat. —Nucleus (N, ), Golgi (G), RER and
mitochondria (m) (x 11.000).
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Enla fig. 9.4 se observan granulos cercanos a la membrana plasmati-
ca, asi como un complejo de Golgi y un RER dilatados. También pueden
verse algunas mitocondrias tumefactas.

Nuestros grupos de ratas seniles (figs. 9.5-9.6) muestran una dilata-
cién extrema del RER con sacos irregulares de amplia luz, escasisimos
granulos secretorios y algunas mitocondrias tumefactas (Jurado, 2003).

_,‘#ﬁ

de rata hembra senil. RER dilatado y escasos
grdnulos secretorios (x 11.000).

Fig. 9.5. Tirotropa (TSH)
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Fig. 9.6. Tirotropa de rata hembra senil. RER dilatado, mitocondrias
tumefactas (m) y escasos granulos secretorios (x 10.000).

GLANDULA HIPOFISARIA: MORFOLOGIA NORMAL Y PATOLOGICA - GLORIA M. CONSOLE-AVEGLIANO

In our groups of senile rats of both sexes there was an extreme di-
latation of RER that evidenced irregular sacs of wide light, very few
secretory granules and some swollen mitochondria (figs. 9.5-9.6) (Ju-
rado, 2003).

Fig. 9.5. Thyrotrope from senescent female rat. Dilated RER and scarce
secretory granules (x 11.000).
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Fig. 9.6. Thyrotrope (TSH) from senescent female rat. Dilated RER, swollen

mitochondria (m) and scarce secretory granules (x 10.000).
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Concluimos que las ratas envejecidas de ambos sexos mostraron una
poblacién tirotropa con descenso de la densidad celular y de volumen,
aumento del tamafio celular, marcados cambios ultraestructurales a ni-
vel de sus granulos secretorios, RER y Golgi, asi como una disminucién
de los niveles circulantes de T4 con altos niveles de TSH, sugerentes de
una progresiva desensibilizacion de la glandula tiroides a la TSH.
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We conclude that aged rats of both sexes in the thyrotrope popu-
lation evidenced a decreased cell and volume density, an increased
cell size, marked ultrastructural changes at the level of the secretory
granules, RER and Golgi, as well as a diminution in the T4 circula-
ting levels with high levels of TSH, suggestive of progressive desensi-
tizing of TSH thyroid gland.
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CAPITULO 10

Envejecimiento de la poblacion corticotropa

La respuesta neuroendocrina a la adaptacion frente al estrés activa el eje
hipotalamo (hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y vasopresina:
nucleo paraventricular) - pituitario (corticotropas: corticotrofina (ACTH) -
suprarrenal (glucocorticoides) que sufre alteraciones a nivel transcripcional
durante el envejecimiento (Aguilera, 2011). Se detectd un factor de libera-
cion de ACTH residuo 41 a nivel hipotalamico (Antoni, 1986).

Con la edad, el eje corticotropo presenta una mayor variabilidad de
los diferentes parametros medidos, incluyendo la respuesta al estrés. Los
resultados contradictorios podrian deberse a las variaciones con la edad
y las diferencias entre especies (roedores y primates) (Goncharova, 2013).
Revskoy y Redei (2000) observaron una desregulacion del eje hipotdla-
mo-hipofisario-adrenal (H-H-A) durante el envejecimiento debida a un
menor grado de retroalimentacién negativa. El hipocampo seria el princi-
pal sitio responsable de dicha alteraciéon. Los hallazgos demostrarian una
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CHAPTER 10

The ageing of corticotrope population

The neuroendocrine response to adaptation to stress is the acti-
vation of the hypothalamus (corticotropin releasing hormone: CRH
and vasopressin: paraventricular nucleus) - pituitary (corticotropes:
corticotropin (ACTH) - adrenal (glucocorticoids) axis undergoes al-
terations at transcriptional level during ageing (Aguilera, 2011). A
41-residue ACTH-releasing factor was detected at hypothalamic le-
vel (Antoni, 1986).

Ageing was associated with higher variability in the different measu-
red parameters of the corticotrope axis, including the response to stress.
The contradictory results might be related to age variations and the
differences between species (rodents and primates) (Goncharova, 2013).
Revskoy and Redei (2000) observed a dysregulation of the hypothala-
mo-hypophyseal-adrenal (H-H-A) axis during ageing due to a lower
negative feedback.
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disminucion de la sensibilidad de las corticotropas a los glucocorticoides
con la edad. Hubo descenso de la corticosterona plasmatica en respuesta a
estimulos potentes de estrés en ratas de edad avanzada (Brett y col., 1983).
A nivel del hipocampo, la pérdida de neuronas seria un indicador valido
para evaluar los cambios detectados durante el envejecimiento (Landfield
y col,, 1978). Ademas, la edad determiné una deplecién de los recepto-
res de corticosteroides (De Kloet, 1992). Tres meses de exposicién a la
corticosterona causaron un patrén de degeneraciéon neuronal similar al
observado durante el envejecimiento: a. Pérdida del 25 % de las neuronas;
b. Necrosis neuronal preferencial en sitios de mayor concentracion de re-
ceptores de corticosteroides y c. Degeneracion neuronal asociada con una
hiperplasia glial compensadora (Salposky y col., 1985).

El eje H-H-A exhibe un ritmo circadiano, es inhibido por los corticoides
y se activa con el estrés. La secrecion de corticoides inducida por el estrés no
inhibe al eje corticotropo que se mantendria sensible para lograr la super-
vivencia. Hay un costo metabdlico global para que el animal mantenga una
actividad continua de dicho eje durante el estrés crénico (Dallman, 1993).

Los altos niveles hormonales y el estrés acentuaron la necrosis neuro-
nal, hecho conocido como la hipétesis de la cascada de glucocorticoides
que postula la importancia de los mismos y del estrés en el proceso de
envejecimiento (Salposky y col., 1986). Quiza un “buen envejecimiento”
esta directamente relacionado con el buen manejo de un estrés leve a
moderado. En contraste, una exposicién a un estrés severo y prolongado
altera el control homeostético y lleva en forma inexorable al envejeci-
miento. El estrés en el adulto activa el eje H-H-A vy ello implica aumen-
to de la secreciéon de ACTH vy altos niveles séricos de glucocorticoides
frente a la emergencia. Si el hipocampo esta dailado no puede ejercer el
efecto inhibitorio y los glucocorticoides permanecen elevados con un
lentisimo retorno a los niveles basales (Timiras y col., 1995).

Nuestro estudio inmunohistoquimico se hizo en ratas jovenes (3 me-
ses), viejas (20 meses) y seniles (29 meses) de ambos sexos. La fig. 10.1
muestra el descenso del niimero de corticotropas en ratas envejecidas
respecto a jovenes.
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The hippocampus would be the main site responsible for such al-
teration. These findings would demonstrate an age-related decrease
of the sensitivity of corticotropes to glucocorticoids. The plasmatic
corticosterone decreased in response to strong stress stimuli in rats
of advanced age (Brett et al., 1983). At hippocampal level, neuronal
loss would be a valid sign to evaluate age-related changes (Lanfield et
al., 1978). Also, corticosteroid receptors were depleted during ageing
(De Kloet, 1992). Three-month exposure to corticosterone caused
a pattern of neuronal degeneration similar to that observed during
ageing: a. Loss of 25 % of neurons; b. Neuronal necrosis in areas of
higher concentration of corticosteroid receptors and c. Neuronal de-
generation associated with compensatory glial hyperplasia (Salposky
et al., 1985).

The H-H-A axis exhibits circadian rhythm; it is corticoid-inhibi-
ted and stress-activated. Stress-induced secretion of corticoids does
not inhibit the corticotrope axis, which would remain sensitive in
order to survive. A global metabolic cost is necessary for the animal
to maintain a continuous activity of these axes during chronic stress
(Dallman, 1993).

High hormonal levels and stress enhanced neuronal necrosis,
what is known as glucocorticoid cascade hypothesis that posit the
importance of these levels and of stress in the ageing process (Sal-
posky et al., 1986). Perhaps “good ageing” is directly related to a
good management of mild to moderate stress. In contrast, exposi-
tion to severe and prolonged stress alters homeostatic control and
inexorably leads to ageing. Stress in the adult activates the H-H-A
axis that implies increased ACTH secretion and high glucocorti-
coid serum levels to deal with the emergency. If the hippocampus
is damaged, it cannot exert its inhibiting effect and glucocorti-
coids remain elevated with an extremely slow return to basal le-
vels (Timiras et al., 1994).

Our immunohistochemical study was made in young (3 months),
old (20 months) and senescent (29 months) rats of both sexes. In fig.
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Fig. 10.1. Corticotropas. Ratas jovenes (J), viejas (V) y seniles (S) machos

(EnVision peroxidasa, anti-ACTH, x 200).

El estudio morfométrico registré un descenso significativo (p < 0.01)
en la densidad de células (DC) y en la densidad de volumen (DV) en ra-
tas viejas y seniles respecto a jovenes de ambos sexos. No hubo cambios

significativos en el rea (A) y perimetro (P) celulares (tablas 1y 2).

Tabla 1: Poblacion corticotropa de ratas machos jovenes,

viejas y seniles
Parametro Joven (10) Vieja (8) Senil (8)
Area celular (A) 334+2.0 32.5+2.0 (NS) 33.1 £2.0 (NS)
Perimetro celular (P) | 36.7 + 2.1 37.4 +2.0 (NS) 37.6 2.0 (NS)
DV (x10?) 6.5+1.0 25+£0.7* 1.6 £0.5%
DC (x10°) 19.4+£2.0 7.8+1.5* 49+1.0%

Cada valor representa el promedio + ES. Las diferencias de significancia

estadistica con respecto al grupo etdreo son indicadas:

* p<0.01; + p<0.05, NS

= no significativo. El ntimero de animales se muestra entre paréntesis.

Tabla 2: Poblacion corticotropa de ratas hembras jovenes,
viejas y seniles

Parametro Joven (10) Vieja (8) Senil (8)

Area celular (A) 315+ 1.8 319+ 1.9 (NS) 32.8 £2.0 (NS)
Perimetro celular (P) | 36.9+2.0 37.8 £2.2(NS) 37.9 £2.0 (NS)
DV (x103) 6.6+ 15 24+0.8* 20£0.5%*
DC (x10%) 209+ 3.0 7.6+£1.6* 6.0£1.3%*

Cada valor representa el promedio + ES. Las diferencias de significancia estadistica

con respecto al grupo etdreo son indicadas:

niimero de animales se muestra entre paréntesis.

* p<0.01; NS = no significativo. El
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Fig. 10.1. Cortlcotrope population from young (Y), old (O) and senescent
(S) rats (EnVision peroxidase, anti-ACTH, x 200).

10.1 there is evidence of the decreased number of corticotropes in

aged rats compared to young animals.

The morphometric study recorded a significant decrease (p < 0.01)
in cell density (CD) and volume density (VD) in old and senescent rats
compared to the young ones. No significant changes in cell area (A) and

perimeter (P) were recorded (tables 1 and 2).

Table 1. Morphometry of corticotrope population in young, old and
senescent male rats

Parameter Young (10) Old (8) Senescent (8)
Cellular area (A) 334 +2.0 32.5+2.0 (NS) 33.1 £2 (NS)
Cellular perimeter (P) | 36.7 + 2.1 37.4 2.0 (NS) 37.6 =2 (NS)
VD (x1073) 6.5+ 1.0 25+0.7% 1.6 £0.5%
CD (x10°) 19.4 +£2.0 7.8+15%* 49+1.0%

Table 2. Morphometry of corticotrope population in young, old and

senescent female rats

Parameter Young (10) Old (8) Senescent (8)
Cellular area (A) 315+ 1.8 31.9 + 1.9 (NS) 32.8 £ 2 (NS)
Cellular perimeter (P) | 36.9 £ 2.0 37.8 + 2.2 (NS) 37.9 £ 2 (NS)
VD (x10?) 6.6+ 1.5 24+0.8%* 20£0.5%
CD (x10°) 209 £3.0 76+1.6* 6.0+1.3%

VD: volume density and CD: cell density. Values are expressed as mean + SD;
number of rats in parenthesis
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Gaal y col. (1979) no hallaron cambios sustanciales en las cortico-
tropas de individuos sanos envejecidos. Sano y col. (1993) estudiaron
las pituitarias de humanos envejecidos (80-90 afios) y observaron au-
mento de la fibrosis, depositos amiloides, descenso de la poblacién
somatotropa, adenomas pituitarios y presencia de corticotropas en el
lébulo posterior pituitario.

El mantenimiento de las corticotropas por autoduplicacion con-
trasta con la respuesta proliferativa informada en las células indi-
ferenciadas luego de la adrenalectomia. Si la reentrada de las corti-
cotropas en el ciclo celular constituye un mecanismo normal para
mantener un nivel basal de células adultas, dicho mecanismo tam-
bién podria perturbarse en el desarrollo de un corticotropinoma
(Langlais y col., 2013).

La concentracién plasmatica de glucocorticoides aumenté duran-
te la senectud (Tang y Phillips, 1978; Salpolsky y col., 1983; Dekosky
y col., 1984). El nivel de ACTH plasmatica estuvo elevada en ratas
envejecidas al final del ciclo diurno (Issa y col., 1990) y en condicio-
nes de estrés (van Eekelen y col., 1992). Esto coindice con nuestros
datos séricos que mostraron un incremento de la corticosterona en
ratas machos envejecidas y un descenso en la secreciéon diurna en
ratas viejas (Goya y col., 1989). Los ratones machos viejos mostraron
menores niveles de corticosterona sérica, después de 8 hs de la inyec-
cién de dexametasona respecto a jovenes (Harris y Saltzman, 2013).
En estudios tempranos realizados en humanos no se hallaron altera-
ciones en los niveles basales o estimulados de cortisol (Blichert-Toft
y col.,, 1970), aunque la excrecién diaria de metabolitos de corticos-
teroides estuvo disminuida (West y col., 1961). Estudios posteriores
han demostrado una alteracion en el ritmo circadiano de la ACTH
sérica en pacientes de 80 anos (Lakatua y col., 1984). En el estrés se
detectaron altos niveles de cortisol en pacientes de edad avanzada
(Blichert-Toft y col., 1975).

El envejecimiento estaria asociado a una disminucién de la sen-
sibilidad del eje corticotropo a los glucocorticoides en su acciéon in-
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Gaal et al. (1979) found no substantial changes in corticotropes of
aged healthy individuals. Sano et al. (1993) studied the pituitaries in
aged human beings (80-90 years old) and observed increased fibrosis,
amyloid deposits, a decreased somatotrope population, pituitary ade-
nomas and corticotropes in the posterior pituitary lobe.

The maintenance of corticotropes by self-duplication contrasts
with the reported proliferative response of undifferentiated cells ob-
served after adrenalectomy. If corticotrope re-entry into cell cycle
constitutes a normal mechanism to maintain an adult basal level, this
same mechanism may also be perturbed during corticotrope adenoma
development (Langlais et al., 2013).

The plasmatic concentration of glucocorticoids increased during se-
nescence (Tang and Phillips, 1978; Salpolsky et al., 1983; Dekosky et al.,
1984). The level of plasmatic ACTH was increased in aged rats at the end
of the diurnal cycle (Issa et al., 1990) and under stress conditions (van
Ekelen et al., 1992). This is in agreement with our serum data that evi-
denced increased corticosterone in aged male rats and decreased diurnal
secretion in old rats (Goya et al., 1989). Old male mice showed lower le-
vels of serum corticosterone after 8 h of the injection of dexamethasone
compared to young animals (Harris and Saltzman, 2013). Early studies
carried out on human beings did not reveal alterations in the basal or
cortisol-stimulated levels (Blichert-Toft et al., 1970), although the daily
excretion of corticosteroid metabolites was found to be diminished
(West et al., 1961). Subsequent studies have shown an alteration in the
circadian rhythm of serum ACTH in 80-year-old patients (Lakatia et
al., 1984). Stress demonstrated high levels of cortisol in aged patients
(Blichert-Toft et al., 1975).

Ageing would be associated to a diminution of the corticotrope axis
sensitivity to glucocorticoids in its inhibition feedback (Blackman, 1987).
In addition to this, Brudieux et al. (1995) used CRH to stimulate old rats
and reported decreased levels of ACTH and corticosterone, suggesting an
altered steroidogenic capacity of adrenocortical cells to respond to ACTH
and a decreased ability of corticotropes to produce ACTH.
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hibidora mediante retroalimentacién (Blackman, 1987). En agregado,
Brudieux y col. (1995) estimularon con CRH a ratas viejas registrando
un descenso en los niveles de ACTH/corticosterona y sugirieron alte-
raciones en la capacidad esteroidogénica de las células adrenocortica-
les para responder a la ACTH y una disminucién de la habilidad de las
corticotropas para producir ACTH.

Cizza y col. (1994) investigaron los efectos del envejecimiento so-
bre la regulacion del eje H-H-A vy los receptores esteroides del hipo-
campo y con la edad hallaron una deficiencia de CRH en receptores
hipotalamicos por aumento de ARNm de arginina-vasopresina. He-
roux y col. (1991) demostraron en ratas envejecidas un descenso en
los receptores de CRH de la hipéfisis anterior que podria ser debi-
da a una hipersecrecién hipotalimica de CRH y no a una pérdida de
corticotropas. El fitoestrogeno de soja o genisteina se consume como
una alternativa terapéutica para las enfermedades relacionadas con la
edad. La ginesteina modularia las caracteristicas morfo-funcionales de
las corticotropas y disminuiria los niveles de ACTH en sangre (Milo-
sevic y col., 2009).

La corteza adrenal en humanos y en algunas especies disminu-
ye de peso durante el envejecimiento y en su histologia se observa:
a. Acimulos de granulos de lipofucsina (Sohal, 1981), inclusiones
amiloides (Eriksson y Westermark, 1990) e infiltracién linfocitica
(Hayashi y col., 1989); b. Fibrosis en el conectivo de sostén, en la
capsula adrenal y a nivel perivascular y c. Ateroesclerosis en los va-
sos sanguineos adrenales. A pesar de dichos cambios morfolédgicos,
los niveles basales de glucocorticoides no difirieron mucho entre
humanos de edad media y avanzada (Jensen y Blichert-Toft, 1971;
Waltman y col., 1991; Barton y col., 1993). La reducida esteroido-
génesis en el envejecimiento se asocia a una menor respuesta de las
células adrenocorticales a la ACTH y esto se deberia a una pérdida
de receptores, a alteraciones de membrana y a la menor disponibili-
dad de precursores.
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Cizza et al. (1994) investigated the effects of aging on the H-H-A
axis and the hippocampal steroid receptors, finding an age-related CRH
deficiency in hypothalamic receptors caused by an increase of arginine-
vasopressin mARN. Heroux et al. (1991) demonstrated in senescent rats
a decrease in the CRH receptors of the anterior pituitary that might de-
rive from a pituitary hypersecretion of CRH of the anterior pituitary
and not from a loss of corticotropes. Soy phytoestrogens or genistein is
consumed as a therapeutic alternative for age-related diseases. Ginestein
would modulate the morpho-functional characteristics of corticotrophs
and would diminish ACTH levels in blood (Milosevic et al., 2009).

Adrenal cortex in human beings and in some species diminishes its
weight during ageing and its histology reveals: a. Clumps of lipofuscin
granules (Sohal, 1981), amyloid inclusions (Eriksson et al., 1990) and
lymphocytic infiltration (Hayashi et al., 1989); b. Fibrosis in supporti-
ve tissue, adrenal capsule and at perivascular level; c. Atherosclerosis in
adrenal vessels. In spite of those morphological changes, glucocorticoid
basal levels did not differ much between middle-aged and old indivi-
duals (Jensen et al., 1971; Walkman et al., 1991; Barton et al., 1993). Re-
duced steroidogenesis during ageing is associated to a minor response of
adrenocortical cells to ACTH. This would be due to a loss of receptors,
membrane alterations and to the minor availability of precursors.

Barton et al. (1993) showed that the plasmatic levels of cortisol and
the tests of adrenocortical function did not change with age. A redu-
ced adrenal sensitivity to ACTH has been suggested (Popplewell et al.,
1987). The decline of the adrenal response to ACTH with age would be
caused by a minor delivery of cholesterol to mitochondria to reach ste-
roidogenesis (Malamed et al., 1983; Popplewell et al., 1987). If adrenal
cortices present a low response to ACTH, larger quantities of ACTH
would be required and this would be detected at hypophyseal level by an
elevated concentration of the hormone (Tang and Phillips, 1978). Effi-
cient feedback exerted by glucocorticoids decline with age. In aged rats,
some axis components lose sensitivity to this regulation since resistance
to dexamethasone appears and endogenous corticosterone levels remain
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Barton y col. (1993) mostraron que los niveles plasmaticos de
cortisol y las pruebas de funcién adrenocortical no cambiaron con
la edad. Se ha sugerido una reduccidn de la sensibilidad adrenal a la
ACTH (Popplewell y col., 1987). La declinacién de la respuesta adre-
nal ala ACTH con la edad se deberia a una menor entrega de coles-
terol a las mitocondrias responsables de la esteroidogénesis (Mala-
med y Carsia, 1983; Popplewell y col., 1987). Si las cortezas adrenales
responden menos a la ACTH, se exigirian mayores cantidades de
ACTH vy esto se detectaria a nivel hipofisario con una concentra-
cién elevada de la hormona (Tang y Phillips, 1978). La eficiencia con
que los glucocorticoides ejercen la retroalimentacién declina con
la edad. En ratas envejecidas, algunos componentes del eje pierden
sensibilidad a dicha regulacion, debido a que se produce resistencia
a la dexametasona y los niveles de corticosterona enddgena perma-
necen altos durante largo tiempo (Oxenkrug y col., 1984; Salpolsky
y col., 1986). Por ello, la hipersecreciéon de glucocorticoides en ratas
viejas reflejaria una menor sensibilidad del eje a la regulacion me-
diante la retroalimentacion.

La hipdfisis envejecida seria menos habil para responder ala CRH
hipotaldmica (Hylka y col., 1984). El cerebro es el sitio mas sensible
del eje corticotropo frente a la inhibicion por retroalimentacion de
los glucocorticoides (Levin y col., 1988). Se realizaron estudios ul-
traestructurales y funcionales de la corteza-médula suprarrenal en
ratas viejas, luego de estimulacion eléctrica del nicleo ventro-me-
dial del hipotdlamo en ratas albinas adultas y viejas, detectandose
un descenso en el control hipotalamico de las catecolaminas y en la
sintesis de corticosteroides. El hipotalamo influyé mas sobre las cé-
lulas adenomedulares que sobre las adrenocorticales (Shaposhnikov
y Bezrukov, 1985).

A nivel ultraestructural (Jurado, 2003), en ratas jovenes de ambos
sexos se observan corticotropas con electrotransparencia, buen RER-
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high for a long time (Oxenkrug et al., 1984; Salpolsky et al., 1986). Thus,
hypersecretion of glucocorticoids in old rats would probably reflect mi-
nor axis sensitivity to feedback regulation.

The aged hypophysis would be less capable to respond to the pituitary
corticotropin releasing hormone (CRH) (Hylka et al., 1984). The brain is
the most sensitive place of the corticotrope axis at the moment of facing
glucocorticoid feedback inhibition (Levin et al., 1988). Ultrastructural and
functional studies were undertaken on the adrenal cortex and the adrenal
medulla of old rats after electric stimulation to the ventromedial nucleus
of the hypothalamus in adult and old albino rats, revealing a decrease in
the hypothalamic control over catecholamines and over the synthesis of
corticosteroids. The hypothalamus exerted more influence on adrenome-
dullar than on adrenocortical cells (Shaposhnikov and Bezrukov, 1985).

At ultrastructural level (Jurado, 2003), young rats are observed to
have the typical characteristics of corticotropes with electron trans-
parency, well-developed RER-Golgi and secretory granules localized
next to the plasmatic membrane (fig. 10.2).

7]
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Fig. 10.2. Young male rat corticotrope. Nucleus (N) and aligned secretory
granules (x 10.000).
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Golgi y granulos secretorios (200 nm) ubicados junto a la membrana
plasmatica (fig. 10.2).

3 ek 2 P =
Fig. 10.2. Corticotropa de rata macho joven. N: niicleo y grdnulos secretorios
alineados (x 10.000).

En las ratas viejas se ven algunas células hipertroficas con dila-
tacion de las cisternas golgianas y granulos inmaduros, hipertrofia
del RER, incremento de las exocitosis y marcada granulolisis, con

B as: . : 7 o (", BV e
Fig. 10.3. Corticotropa de rata macho joven. RER, mitocondrias (m)), Golgi (G)

extenso, granulos alineados paralelos al plasmalema y microtiibulos (Mt) (x 20.000).
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Old rats evidence some hypertrophic cells with dilated Golgi cister-
nae and immature granules, RER hypertrophy, increased exocytosis and
marked granulolysis, with increased lysosomal activity. In fig. 10.3 there
is evidence of RER, mitochondria, expanded Golgi complex, microtubu-
les and aligned secretory granules parallel to the plasmatic membrane.

'l"
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Fig. 10.3. Young male rat corticotrope. RER, mitochondria (m), Golgi (g) secretory
granules localized next to the plasmatic membrane and microtubules (Mt) (x 20.000).

In fig. 10.4 a dilated RER, an expanded Golgi and moderate mito-
chondrial swelling can be observed.

Fig. 10.4. Old male rat corticotrope (ACTH). Mitochondria (m). Dilated RER
and Golgi (g) (x 24.000).
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aumento de la actividad lisosomica. En la fig. 10.3 se observa RER,
mitocondrias, complejo de Golgi extenso, microtubulos y granulos
secretorios alineados paralelos a la membrana plasmatica.

Enla fig. 10.4 se observa la dilatacion del RER y del complejo de Golgi.

Fig. 10.4. Corticotropa (ACTH) de rata macho vieja. Mitocondrias (m), RER
and Golgi (G) dilatados (x 24.000).

En las ratas seniles se observa una mayor dilatacién del RER-comple-
jo de Golgi y una moderada tumefaccién mitocondrial (figs. 10.5-10.6).

1 ” - ’ =
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slice

Fig. 10.5. Crticotopzi de rata hembra senil. olgl
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In senescent rats a higher RER and Golgi complex as well as mild
mitochondrial swelling could be seen (figs. 10.5-10.6).

o i o o, o
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Fig. 10.5. Senescent female rat corticotrope. Golgi (G) and RER (arrows)
(x 10.000).

- g

Fig. 10.6. Senescent male rat corticotrope. Golgi (g) with numerous

vesicles, scarce secretory granules, dilated RER and mitochondria (m) (x
24.000).
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Fig. 10.6. Corticotropa de rata macho senil. Golgi (g) con numerosas
vesiculas, escasos granulos secretorios, RER dilatado y mitocondrias (m)
(x 24.000).

Concluyendo, el envejecimiento hipofisario presenta un eje H-H-A
con: 1. Disminucidén de la respuesta hipotaldmica a la retroalimenta-
cién ejercida por los glucocorticoides y una necrosis neuronal asocia-
da a hiperplasia glial compensadora, con menor liberacién de CRH
hipotalamica. 2. Hiposensibilidad hipofisaria a la CRH que determina
un descenso de la poblacidn corticotropa y alteraciones en su ultraes-
tructura con dilatacion del RER, Golgi expandido y tumefaccién mi-
tocondrial que provocan una alteracion en la sintesis-liberacion de la
ACTH. 3. Cambios séricos con variaciones en los ritmos circadianos
de ACTH vy glucocorticoides. 4. Hiposensibilidad de los receptores
cortico-adrenales a la ACTH y envejecimiento de la glandula adrenal
con depdsito de lipofucsina e inclusiones amiloides, fibrosis y ateroes-
clerosis de los vasos sanguineos adrenales.
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To conclude, pituitary ageing inserts in an H-H-A axis that pre-
sents: 1. Diminution of the pituitary response to the feedback exerted
by glucocorticoids and neuronal necrosis associated with compensa-
tory glial hyperplasia with less pituitary CRH release. 2. Pituitary hy-
posensitivity to CRH that determines a decrease in the corticotroph
population and ultrastructural alterations with RER dilatation, an ex-
panded Golgi and mitochondrial swelling entails an alteration in the
synthesis-release of ACTH. 3. Serum changes with variations in the
circadian rhythm of ACTH and glucocorticoids. 4. Hyposensitivity
of corticoadrenal receptors to ACTH and ageing of the adrenal gland
with lipofuscin deposits and amyloid inclusions, fibrosis and atheros-
clerosis of the adrenal vessels.
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CAPITULO 11

Envejecimiento de la poblacidn foliculo-estelar

Las células foliculo-estelares (FE) fueron reconocidas por Rinehart
y Farquhar (1955) e inmunomarcadas con proteina S100 (Girod y col,
1985; Watanabe y Hashimoto, 1993). Los estudios morfologicos de la
pituitaria anterior permitieron observar sus largas prolongaciones cito-
plasmaticas intercaladas entre las células endocrinas vecinas y sus co-
nexiones con capilares a modo de “pies chupadores” de tipo glial.

Girod y col. (1986) indicaron la relacion entre las células FE y las
células secretorias, aplicando marcacion inmunoenzimatica doble. Ho-
riguchi y col. (2010) observaron mediante fluorescencia células FE vivas
con procesos citoplasmaticos entre las células endocrinas y conexiones
con las FE vecinas que expresaron receptores de matriz extracelular (la-
minina, fibronectina y colagenos). La metaloproteinasa-9 se detectd en
las células FE, siendo necesaria en la conexidn intercelular y para su pro-
liferacion en presencia de laminina (Ilmiawati y col., 2012).
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CHAPTER 11
The ageing of folliculo-stellate population

Folliculo-stellate (FS) cells were recognized by Rinehart and Farqu-
har in 1955 and immunostained with protein S100 (Girod et al., 1985;
Watanabe and Hashimoto, 1993). Morphological studies of the anterior
pituitary allowed observing their long cytoplasmic prolongations whi-
ch interdigitated with neighbouring endocrine cells and their capillary
connections like glial “sucking feet”.

Girod et al. (1986) showed the relationship between FS cells and se-
cretory cells by means of double immunoenzymatic staining. Horiguchi et
al. (2010) observed by means of immunofluorescence living FS cells with
cytoplasmic processes extending between the endocrine cells and inter-
connections with neighbouring FS cells that expressed receptors of ex-
tracellular matrix (laminin, fibronectin and collagen). Metaloproteinase-9
was detected in FS cells, which is necessary in the intercellular connection
and for its proliferation in the presence of laminin (Ilmiawati et al., 2012).
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Ademas, Allaerts y col. (1996 y 1997b) hallaron una poblacién de
células estrelladas en hipéfisis anterior que expresaron marcadores de
CMH-clase II, morfologia dendritica y rasgos ultraestructurales de las
células FE. La inmunomarcacion de las células FE con una citoqueratina
de bajo PM (CK-8) demuestra una diferenciacion epitelial (Tsuchida y
col.,, 1993). De acuerdo a Yamashita y col. (2005), en la adenohipéfisis
humana se inmunomarcaron células tipo citoqueratina (CK) positivas y
células estrelladas S100 positivas cercanas a las células endocrinas.

El desarrollo de las células FE en pars distalis de hipdfisis fetal se
investigd mediante inmunocitoquimica con proteina S100 y proteina
gliofibrilar acida (PGFA), apareciendo a las 15 semanas y 18 semanas,
respectivamente. Las diferencias temporales podrian indicar la presen-
cia de dos tipos celulares o de uno solo en progresion. Las células FE se
originarian cerca de la pars intermedia y luego pasarian a la pars distalis
(Coates y Doniach, 1988). La PGFA puede ser considerada como marca-
dora de pituicitos y células FE (Redecker y Fechner, 1989).

Las células FE tienen un gran potencial de diferenciacion con caracteris-
ticas similares a los astrocitos (Osuna y col., 2012). Horvath y Kovacs (2002)
asignaron naturaleza multifacética a las células FE y sugirieron que repre-
sentan un tipo pluripotencial de célula madre adulta. En base a este criterio
se explicaria el pasaje de células endocrinas a FE mediante una retrodiferen-
ciacion de precursores derivados de la bolsa de Rathke. Las funciones de las
células FE son probablemente reguladas por interacciones con la matriz ex-
tracelular e interactiian con los pericitos via TGFbeta2 (Tsukada y col., 2016).

Las células FE cumplen funciones de soporte, trofismo, transferencia
de iones y metabolitos, secrecién de citoquinas y factores de crecimien-
to (Allaerts y col,, 1990). En agregado, se comunic6 que las células FE
son fagocitos de los restos celulares (Garcia Navarro y col., 1989) y de
los cuerpos apoptéticos (Drewett y col., 1993; Claudius y col., 2006).
Allaerts y col. (1997a) hallaron una distribucién heterogénea de las cé-
lulas FE mediante estudios inmuno-histoquimicos y ultraestructurales.

Las células FE secretan moléculas diversas: interleuquina 6 (IL-6)
(Vankelecom y col., 1993; Allaerts y col., 1997a), fibronectina, factor de
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Also, Allaerts et al. (1996 and 1997b) found a population of ES cells
in the anterior pituitary that expressed CMH-type II markers, dendritic
morphology and ultrastructural features of FS cells. FS cell staining for
low MW cytokeratin (CK-8) evidence epithelial differentiation (Tsuchi-
da et al., 1993). According to Yamashita et al. (2005), immunohistoche-
mistry in human pituitaries was positive for cytokeratin-like cells (CK)
and for S100 folliculo-stellate cells close to endocrine cells.

The development of FS cells in the pars distalis of foetal pituitaries
was investigated by means of an immunohistochemical study for S100
protein and glial fibrillary acidic protein (GFAP), appearing at weeks 15
and 18, respectively. Temporal differences might indicate the presence
of two cell types or of only one in progressive process. FS cells originate
near the pars intermedia and would then move to the pars distalis (Coa-
tes and Doniach, 1988). PGFA can be considered as a marker protein of
pituicytes and FS cells (Redecker and Fechner, 1989).

FS cells have a great differentiation potential with characteristics
similar to those of astrocytes (Osuna et al., 2012). Horvath and Ko-
vacs (2002) attributed a multifaceted nature to FS cells and suggested
that they represent a pluripotent type of adult stem cell. This crite-
rion can explain the passage of endocrine cells to FS cells by means of
retro differentiation of precursor cells derived from Rathke s pouch.
The functions of FS cells are likely regulated by extracellular ma-
trix interactions and interacts with pericyte via TGFbeta2 (Tsukada
y col., 2016).

They were attributed the functions of support, trophism, ion
and metabolite transference, cytokine secretion and growth factors
(Allaerts et al., 1990). In addition, FS cells have been reported to
be phagocytes of the cell debris (Garcia Navarro et al., 1989) and of
apoptotic bodies (Drewett et al., 1993). Allaerts et al. (1997a) found
homogeneous distribution of FE cells by immunohistochemical and
ultrastructural studies.

These cells secrete different molecules: interleukin 6 (IL-6) (Van-
kelecom et al., 1993; Allaerts et al., 1997a), fibronectin, vascular en-
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crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento fibro-
blastico (FGF) y factor inhibitorio de la leucemia (LIF) (Ferrara y col.,
1992). La IL-6, sintetizada y secretada por las células FE (Vankelecom y
col.,, 1989), estimuld la secrecion de PRL, GH, FSH y LH in vivo (Span-
gelo y col., 1989). La liberacion del polipéptido activador de la adenila-
to-ciclasa (PACAP) en la pituitaria ha sido detectado en la linea celular
TtT/GE Este factor estimul6 la proliferacion de las células FE, asi como
la produccion de IL-6 (Arimura, 1992; Matsumoto y col., 1993).

La presencia de uniones intercelulares en las prolongaciones de las
células FE permitiria la transferencia de iones y metabolitos. Esto expli-
ca el aumento de estas células en la periferia de lesiones adenomatosas
y necroticas. Las células FE ejercen funciones paracrinas que serian im-
prescindibles para el funcionamiento armoénico de las células endocri-
nas (Coates y col., 1988). La red de células FE interconecta los diferentes
foliculos sugiriendo una estructura sincitial y los mensajes pasarian a
través de las uniones hendidura (Soji y Herbert, 1989).

Las lactotropas, somatotropas, luteinizantes y corticotropas en cul-
tivo modificaron su respuesta a los diferentes agentes extracelulares,
dependiendo de la proporcion de células FE presentes (Allaerts y col.,
1994). Harrison y col. (1982) demostraron en adenohipéfisis de aves una
relacién morfoldgica y funcional entre tirotropas y células FE. Allaerts
y col. (1994) trabajaron en cultivos de gonadotropas enriquecidos con
células FE y observaron una atenuacion en el porcentaje de secrecién de
LH frente a respuestas tempranas y tardias a la GnRH.

Ademas, Katayama y col. (1992) sugirieron que las células FE de la
pituitaria anterior estarfan involucradas en la regulacién paracrina y en
la morfogénesis de las células foliculotropas, afectando la accién de la
activina A mediada por la folistatina. En un cultivo monocapa de las
células de la hipdfisis anterior, los glucocorticoides aumentaron la activi-
dad de una enzima que se halla en las células FE y es esencial para el me-
tabolismo del glutamato en el sistema nervioso: la glutamina sintetasa
(Shirasawa y Yamanouchi, 1999). La poblacion FE contiene una proteina
S100 reactiva (Cocchia y Miani, 1980; Nakajima y col., 1980), capaz de
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dothelial growth factor, fibroblastic growth factor and leukaemia in-
hibitory factor (Ferrara et al., 1992). Molecule IL-6, synthesized and
secreted by FS cells (Vankelecom et al., 1989), stimulated PRL, GH,
FSH and LH secretion in vivo (Spangelo et al., 1989). The release of
the pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) has been
detected in the TtT/GF cell lineage. This factor stimulated the proli-
feration of FS cells as well as the production of IL-6 (Arimura, 1992;
Matsumoto et al., 1993).

The presence of intercellular junctions in FS cell prolongations
would be related to ion and metabolite transference. This would explain
the increase of these cells in the periphery of adenomatous and necrotic
lesions. Folliculo-stellate cells would have paracrine functions essential
for balanced functioning of endocrine cells (Coates et al., 1988). The
network of FS cells would interconnect the different follicles thus sug-
gesting a syncytial structure, and messages would pass through the gap
junctions (Soyi and Herbert, 1989).

Lactotropes, somatotropes, luteinizing and corticotropes in culture
modified their response to the different extracellular agents depending
on the proportion of FS cells present (Allaerts et al., 1994). Harrison
et al. (1982) demonstrated in bird adenohypophysis a morphologic and
functional relationship between thyrotropes and FS cells. Allaerts et al.
(1994) worked on gonadotrope cultures enriched with ES cells and ob-
served a reduction in the percentage of LH secretion between early and
late responses to GnRH.

Also, Katayama et al. (1992) suggested that anterior pituitary FS
cells would be involved in the paracrine regulation of the function
and morphogenesis of folliculotrope cells thus affecting the action of
activin A mediated by follistatin. In a monolayer culture of anterior
pituitary cells, glucocorticoids increased the activity of an enzyme
that is present in FS cells and is essential for the metabolism of glu-
tamate in the nervous system: glutamine synthetase (Shirasawa and
Yamanouchi, 1999). Also, the FS population contains a reactive S100
protein (Cocchia and Miani, 1980; Nakajima et al., 1980) capable of
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estimular la secrecion de PRL bajo ciertas condiciones como el descenso
de la inhibicién de la dopamina (Allaerts y col., 1990).

Aunque se han comunicado estudios inmunohistoquimicos cuantita-
tivos de las células secretoras de hormonas de la pituitaria anterior en ratas
viejas (Takahashi y Kawashima, 1983; Cénsole y col., 1994; 1995; 1997 y
1998; Jurado y col., 1998), escasos intentos han sido hecho para cuantificar
los cambios progresivos en la poblacion FE durante el envejecimiento en
general o en un estadio avanzado de senescencia en particular.

Nuestro modelo experimental en pars distalis de ratas jovenes (4 me-
ses), viejas (20 meses) y seniles (29 meses), representa un equivalente a
un modelo humano extendido hasta los 80-100 afos.

Realizamos un estudio inmunohistoquimico morfométrico mar-
cando la poblacion FE con suero anti-S100 (Cénsole y col., 2000).
Las células FE se hallaron dispersas dentro de toda la pars distalis y
alcanzaron un valor cercano al 2.5 % de la poblacion total del parén-

quima (fig. 11.1).
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N Fig. 11.1. Células FE (EnVision peroxidasa, anti-S100, x 600).
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stimulating PRL secretion under specific conditions such as decreased
dopamine inhibition (Allaerts et al., 1990).

Although there have been reports on quantitative immunohistoche-
mical studies of hormone secretory cells of old rat anterior pituitaries
(Takahashi and Kawashima, 1983; Cénsole et al., 1993; 1994; 1995; 1997;
1998; Jurado et al., 1998), few attempts have been made to quantify the
progressive changes in the FS population during ageing in general or in
a specific advanced stage of senescence.

Our experimental model in pars distalis of 4-month-old young rats,
20-month-old old rats and 29-month-old senescent rats represents an
equivalent of a human model extended up to 80-100 years of age. We
performed a morphometric immunohistochemical study by labelling
the FS population with anti-S100 serum (Cénsole et al., 2000).

Folliculo-stellate cells were found to be spread inside the whole

pars distalis and reached a value close to 2.5 % of the total parenchyma
population (fig. 11.1).
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Estos datos estuvieron en concordancia con los valores de 1 a 6% pu-
blicados por otros autores (Girod y col., 1985; Girod y Trouillas, 1993).

Poco se conoce acerca del efecto del envejecimiento sobre las células
FE, a pesar de las multiples funciones que han sido comunicadas para
esta poblacion. Hemos hallado una progresiva declinaciéon del numero
de células FE con la edad en ratas machos y hembras que se evidencio
aun antes de la evaluaciéon morfométrica (fig. 11.2).

Fig. 11.2. Células FE de ratas jovenes (J), viejas (V) y seniles (S) machos
(EnVision peroxidasa, anti-S100, x 400).

Hemos detectado una hiperplasia de células FE en la periferia de los
microprolactinomas (fig. 11.3).

o .

Fig. 11.3. Mlcfofrolactlnoma. Hiperplasia peritumoral de células FE
(EnVision peroxidasa, anti-S100, x 200).

En concordancia con nuestras observaciones, Farnoud y col. (1994)
describieron células FE concentradas a nivel peritumoral. También Nis-
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These data agreed with values 1 to 6% published by other authors
(Girod et al., 1985; Girod and Trouillas, 1993).

Little has been known about the ageing effect on FS cells, in spite of the
multiple functions reported for this population. We have found a progres-
sive decline of the number of FS cells with age in male and female eviden-
ced even before the morphometric evaluation (fig. 11.2).

Fig. 11.2. FS population from young (Y), old (O) and senescent (S) rats.
(EnVision peroxidase, anti-S100, x 400).

We detected FS hyperplasia in the periphery of microprolactinoma (fig.
11.3). In agreement with our observations, Farnoud et al. (1994) described
that there was concentration of FS cells at peritumoral level. Nishioka et al.,
(1991) found numerous FS cells bordering the adenoma, thus suggesting an
association between FS cells and the glial nervous tissue.
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(EnVision peroxidase, anti-S100, x 200).
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hioka y col., (1991) hallaron numerosas células FE bordeando el adenoma,
sugiriendo una asociacién entre las células FE y el tejido nervioso glial.
Esta distribucién caracteristica de las células FE inmunorreactivas se logro
a nivel experimental mediante un tratamiento a largo plazo con estroge-
nos que fue prevenido con progesterona (Heinzlmann y Koves, 2008).

Las células FE S100 positivas estin presentes en pituitarias normales e
hiperplasicas y regularian la secrecién de PRL mediante mecanismos pa-
racrinos (Lloyd y Mailloux, 1988). Kameda (1991) comunicé la presencia
de foliculos con inclusiones coloidales, filamentos intermedios y numero-
sos lisosomas en las células FE de pars distalis durante el envejecimiento.

El andlisis de los pardmetros morfoldgicos (Console y col., 2000)
reveld un descenso significativo (p < 0.05) en la densidad de volumen
(DV) y en la densidad de células (DC) de ratas viejas y seniles respecto
a jovenes de ambos sexos. No se hallé dimorfismo sexual excepto en el
grupo de hembras portadoras de prolactinomas (tabla 1).

Tabla 1. Morfometria de las células FE de la pituitaria de ratas
jovenes, viejas y seniles

HEMBRAS DV (x107?) | DV (valor de p) DC (x10*) | DC (valor de p)
Joven (6) (a) 2.14+0.68 | a-b: p <(0.05) 4.66+1.48 [a-b p< (0.05)

Vieja (6) (b) 0.63+0.12 | b-c NS; b-d NS 1.35+0.27 | b-cNS; b-d NS

Senil (5) (c) 0.35+0.05 | a-c: p < (0.05) 0.76 £0.12 [a-c p<(0.05)
Senil-PRL (4) (d) | 1.55£0.31 [a-d NS;c-dp <(0.02) [ 3.36 £ 0.68 [a-d NS; c-d p < (0.02)
MACHOS DV (x10?) [ DV (valor de p) DC (x10*) | DC (valor de p).
Joven (6) (a) 2.21£0.65 | a-b: p < (0.05) 4.80 £1.41 |a-b: p <(0.05)

Vieja (6) (b) 0.80 £0.09 | b-c=NS 1.47 £0.59 |b-c=NS

Senil (4) (c) 0.40 £0.04 | a-c: p < (0.05) 0.89 £0.09 [a-c:p <(0.05)

DV: densidad de volumen; DC: densidad celular. Los valores son expresados como
media + ES; niimero de ratas entre paréntesis (Console y col., 2000).

Estos resultados estuvieron en contraposicion con los hallazgos de
Pavlovic y col. (2013), quienes mediante un estudio inmunohistoquimi-
co comunicaron el aumento de las células FE con la edad.
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This distribution, typical of immunoreactive FS cells, was achie-
ved at experimental level by means of a long-term estrogen-treatment
previously prevented by progesterone (Heinzlmann and Koves, 2008).
S-100 positive FS cells are present in normal and hyperplasic pituitaries
and would regulate PRL secretion by means of paracrine mechanisms
(Lloyd and Mailloux, 1988). Kameda (1991) reported the presence of
follicles with colloid inclusions, intermediate filaments and numerous
lysosomes in the FS cells of the pars distalis during aging.

Our morphometric results have revealed a clear cut in the decline of the
VD and CD of FS cells of old and senescent rats of both sexes when compa-
ring to young animals, with the exception of the prolactinoma-carrying fe-
males which evidenced FS cell hyperplasia. The analysis of the morphologic
parameters (Cdnsole et al., 2000) revealed a significant decrease (p < 0.05)
in volume density (VD) and in cell density (CD) in old and senescent rats
compared to young animals of both sexes. No sexual dimorphism was found
with the exception of the prolactinoma-carrying female group (table 1).

TABLE 1. Morphometry of FS cells of young, old and senescent rat

pituitaries
FEMALES VD (x10?) | VD (p value) CD (x10™) | CD (p value)
Young (6) (a) 2.14£0.68 |a-b: p<0.05 4.66 +1.48 |a-bp<0.05
Old (6) (b) 0.63+0.12 [b-cNS; b-d NS 1.35+£0.27 |b-cNS;b-dNS
Senescent (5) (c) 0.35+0.05 |a-c: p<0.05 0.76 £0.12 | a-c p<0.05
Senescent-PRL (4)(d) | 1.55+0.31 [a-d NS-c-d p<0.02 | 3.36 + 0.68 | a-d NS-c-d p<0.02
MALES VD (x10?) | VD (p value) CD (x10*) | CD (p value)_
Young (6) (a) 2.21£0.65 |a-b: p<0.05 480+ 141 |a-b:p<0.05
0ld (6) (b) 0.80 £ 0.09 |b-c=NS 1474059 |b-c=NS
Senescent (4) (c) 0.40 £0.04 |a-c: p<0.05 0.89+0.09 |a-c: p<0.05

VD: volume density; CD: cell density. Values are expressed as mean + SD; number
of rats in parenthesis (Cénsole et al., 2000).

These results contrasted those found by Pavlovic et al. (2013), who
reported in their immunohistochemical studies an increase of FS cells
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El envejecimiento produjo marcados cambios morfolégicos en las
células endocrinas seguin han sido comunicados mediante inmunohis-
toquimica cuantitativa (Takahashi y Kawashima, 1983; Console y col.,
1994; 1995 y 1997), asi como mediante observaciones ultraestructurales
(Jurado y col., 1998; Cénsole y col., 1998).

En nuestro estudio ultraestructural (Cénsole y col., 2000) las células
FE de las ratas jovenes presentan las caracteristicas tipicas. Se observa
un citoplasma electrotransparente desprovisto de granulos secretorios y
largas prolongaciones citoplasmaticas que se entremezclan con las célu-
las endocrinas vecinas (figs. 11.4-11.6).

%

Fig. 11.4. Célula FE de rata macho j(;véH. F(;lzc;lo (f ) (lx‘24. 000).

2

¥ ) o (&
Fig. 11.5. Célula FE de rata macho joven. Prolongacion citoplasmdtica de FE
entre células vecinas y polirribosomas en el citoplasma (x 12.000).
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with age. Ageing produced marked morphological changes in endocri-
ne cells according to what was reported by means of quantitative im-
munohistochemistry (Takahashi and Kawashima, 1983; Cénsole et al.,
1994 and 1995; Coénsole; 1997), as well as by means of ultrastructural
observations (Jurado et al., 1998; Cdnsole et al., 1998).

In our ultrastructural study (Cénsole et al., 2000) ES cells of young rats
presented typical characteristics: clear cytoplasm lacking granules and long

B, St i %
Fig. 11.5. Young male rat FS cell. Cytoplasmic prolongation of FS cells to
neighbouring cells and polyribosomes in the cytoplasm (x 12.000).
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Fig. 11.6. Células FE de rata joven hembra. Limitan un foliculo con
microvellosidades en sus bordes (x13.000). Recuadro: unién hendidura entre
células FE (x 20.000).

4 i

Numerosas células FE de ratas viejas muestran un RER dilatado con
un contenido electrodenso, revestido por ribosomas (figs. 11.7-11.8).

k. d 05 o St 2

Fig. 11.7. Células FE de rata hembra vieja. Lisosomas, gotas de lipidos (L)
y exocitosis (flecha) (x 20.000).
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Fig. 11.6. Young male rat ES cell. They limit a follicle with microvilli on the
borders (x 13.000). Inset: gap junctions only between adjacent FS cells (x 20.000).

Numerous FS cells of old rats evidenced a dilated RER with a clear to
a mildly electrondense content lined by a smaller number of ribosomes
(Fig. 11.7-11.8).

| b . ps i
Fig. 11.7. FS cell. Old female rat. Lysosomes, lipid drops (L) an

(arrow) (x 20.000).
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Fig. 11.8. Células FE derata hembra vieja. Cisternas ( *) dilatadas de RER
(x 12.000).

En las ratas seniles se observan cisternas dilatadas de RER con material
moderadamente denso y procesos de autofagia lisosomica (Figs. 11.9-11.10).

Flg 11. 9 Celulas FE de rata hembra seml RER (%) dzlatado con materzal
de densidad moderada y ribosomas adheridos (x 24.000).
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Fig. 11.8. Old female rat FS cell. RER: dilated cisternae (*) (x 12.000).

In figs. 11.9-11.10 ES cells from senescent rats can be observed to
show numerous lysosomes and a dilated RER.

Fig. 1 l 9 Senescent female rat FS cell. Dtlated RER ( =) wzth rzbosomes
(x 24.000).
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Fig. 11.10. Células FE de rata hembra senil. Proceso autofdgico lisosémico
(x 10.000).

La ultraestructura de las células FE permite detectar una red que envia
procesos citoplasmaticos entre las células endocrinas y presenta cavidades
foliculares con coloide, cilias y microvellosidades. Harrisson y col. (1982)
logré una manipulacién experimental al administrar TRH y observé cam-
bios ultraestructurales: RER dilatado, Golgi expandido, granulos secreto-
rios recién sintetizados y dilatacion de las cavidades foliculares llenas de
coloide. La presencia de un sistema de foliculos interrelacionados en la
adenohipdfisis podria indicar la presencia de un sincitio con sefales de
transmision a través de las uniones hendidura. Tales uniones metabolicas
aumentan rapidamente con la edad hasta los 40-45 dias (Soji y col., 1997)
y responderian a sefales intracelulares especificas que inducen el cierre
del canal en un proceso reversible (Godwin y col., 1993). Morand y col.
(1996), usando una prueba fluorescente en cultivo demostraron que los
cinco tipos celulares endocrinos de la pituitaria anterior de rata, asi como
las células FE estan funcionalmente acopladas a través de las uniones
hendidura. Kurono y col. (1994) detectaron uniones de tipo septal que
tendrian una funcién de sostén de los foliculos. Nuestras observaciones
permitieron detectar uniones hendidura entre células FE.
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(x 10.000).

The structure of FS cells allows detecting a network that sends cyto-
plasmic processes among the endocrine cells and presents follicular ca-
vities with colloids, cilia and microvilli. Harrisson et al. (1982) managed
to an experimental manipulation when the thyrotropin releasing hor-
mone (TRH) was administered, and observed ultrastructural changes;
dilated RER, expanded Golgi, recently synthesized secretory granules
and dilation of the follicular cavities filled with colloid. The presence
of a system of follicles interrelated in the adenohypophysis might in-
dicate the presence of a syncytium with transmission signals through
gap junctions (Soji et al., 1992). Such metabolic junctions rapidly in-
crease with age up to 40-45 days (Soji et al., 1997) and might respond
to specific intracellular signals that induce the closing of the canal in
reversible process (Godwin et al., 1993). Morand et al. (1996), using a
fluorescent test in culture demonstrated that the five endocrine cell ty-
pes of the anterior pituitary of rat as well as the FS cells are functionally
coupled through gap junctions. Kurono et al. (1994) detected septal-like
junctions that might have follicle support function. Our observations
allowed detecting gap junctions only between ES cells.
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Concluyendo, nuestros estudios inmunohistoquimicos y ultraestruc-
turales de la poblacion FE se correlacionaron y mostraron un marcado
descenso de las células FE en ratas viejas y seniles.
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We thus conclude that the ageing process produces a well-defined
impact on the immunohistochemical and ultrastructural studies of FS
cell population with a decrease of FS cells in old and senescent rats.
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