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ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO
DE LAS HORMONAS
DE LA ADENOHIPOFISIS HUMANA

[. HORMONA DEL CRECIMIENTO

G. ESCOVAR, H. HANSSEN, G. URIBE

Con el objeto de verificar el concepto
de que la hormona del crecimiento esta
contenida en poblaciones de células aci-
dofilas, se realizé la deteccion inmuno-
citoquimica de la hormona en cortes his-
tologicos de adenohipofisis humana fijados
en formalina. Se utilizé la reacciéon in-
munocitoquimica de peroxidasa anti-
peroxidasa (PAP). Se encontréo que las
células detectadas inmunocitoquimicamen-
te como productoras de la hormona del
crecimiento (GH), corresponden a las
células acidofilas naranjas en la reaccion de
tincion naranja G. Delineadas clara y es-
pecificamente por el método PAP, estas
células fueron observadas formando filas a

Dra. Genarina Escovar V.: Profesora Asistente, Departamento
de Morfologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia,
Medellin. Actualmente en entrenamiento: Department ofPathology.
M.D. Anderson Hospital and Tumor Research Institute, Texas Me-
dical Center, Houston Texas, 77030, U.S. A.; Dr. Henry Hanssen V.:
Profesor Asociado, Departamento de Microbiologia y Parasitologia
Seccion Virologia, Facultad de Medicina. Universidad de Antioquia,
Medellin. Actualmente en entrenamiento: Department of Virology.
Baylor College of Medicine. Texas Medical Center, Houston Texas,
77030, U.S.A.; Dr. Gonzalo Uribe Botero: Profesor Asistente,
Department of Pathology, Baylor College of Medicine. Texas Me-
dical Center and Staff Pathologist Veterans Administration Hospital.
Medical Center. Houston Texas, 77211, U.S.A.

Solicitud de separatas al Dr. Hanssen.

Acta Médica Colombiana Vol. 6 N° 3 (Julio-Agosto-Septiembre

lo largo de sinusoides. Se presenta la ul-
traestructura de esta células y se compara
con las observaciones hechas por otros
autores. Se describe ademas la utilidad del
método para detectar la hormona de
crecimiento en adenomas de la pituitaria y
sus metastasis. Finalmente se discute el
papel de la hormona en el crecimiento y se
analizan las perspectivas de investigacion y
la utilizacion practica de ella en el trata-
miento de algunas entidades clinicas y en el
incremento del crecimiento.

INTRODUCCION

Es proposito de este trabajo el describir
un estudio inmunocitoquimico de las di-
ferentes hormonas de la adenohipdfisis
humana. Con este fin presentaremos se-
paradamente los aspectos histoquimicos de
cada una de las hormonas producidas por
esta glandula, la metodologia utilizada en
la identificacion de las células que las
producen en condiciones normales y pa-
tolégicas, asi como los resultados obte-
nidos. Finalmente se discutird sobre los
mecanismos de accién de cada una de las
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hormonas, la importancia y la aplicacion
practica del procedimiento inmunocito-
quimico de peroxidasa anti-peroxidasa
(PAP), en la deteccion de estos compues-
tos.

La glandula pituitaria o hip6fisis es
reconocida universalmente como una glan-
dula endocrina debido a que no posee duc-
tos y los productos que sus células secre-
tan son vertidos directamente en canales
vasculares (1). La hipofisis estd compues-
ta de dos lobulos discretos, la adenohi-
pofisis o lobulo anterior y la neurohipofi-
sis o lobulo posterior. La adenohipdfisis
comprende la Pars tuberalis, la Pars
intermedia y la Pars distalis; la neuro-
hipofisis estda formada por la Pars ner-
vosa, el infundibulum, el tallo infundi-
bular y la eminencia media. A pesar de su
pequeiio tamafio la adenohipofisis elabora
siete hormonas: la hormona del crecimien-
to (GH) o somatotropina (STH); la prolac-
tina (PH); la tirotropina (TSH); las go-
nadotropinas que corresponden a la hor-
mona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH); los otros tres
productos de la adenohipdfisis son la hor-
mona adrenocorticotropica (ACTH), la
hormona estimulante de los melanocitos
(MSH) y la lipotropina (LPH).

De las anteriores hormonas, la hor-
mona del crecimiento (GH) y la prolactina
(PH), asi como la hormona estimulante de
los melanocitos (MSH), estan sujetas a
control hipotalamico positivo y negativo.
Estas hormonas, en contraste con las otras
hormonas de la pituitaria anterior, no tie-
nen tejidos endocrinos como "d6rganos efec-
tores". Las restantes hormonas de la pi-
tuitaria anterior TSH, ACTH, LH y FSH,
estan bajo control positivo por el hipo-
tdlamo y bajo control negativo por tejidos
endocrinos especificos que a su vez son su
organo efector. La hormona lipotropica
(LPH) es regulada paralelamente con la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) y
estd bajo predominante influencia hipo-
talamica (2).
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Histoquimica de la adenohipdfisis. La
nomenclatura clasica describe tres tipos
principales de células en la adenohipofisis:
acidofilas, basofilas y cromdfobas. Esta
clasificacion estda basada en el uso de co-
lorante de tipo Mallory. En 1940, Romeis
(3) contribuyd significativamente al de-
sarrollo de la clasificacion histoquimica de
las células de la adenohipofisis basada en el
uso de diferentes colorantes. Si las células
de la adenohipofisis de una mujer lactante
son teflidas con eritrosina —naranja G o
carmin— naranja G se distinguen dos tipos
de células acidoéfilas, uno de los cuales tiene
afinidad por el colorante naranja y corres-
ponde a las células Alfa (a) y el otro por el
carmin (colorante eritrosinofilico) y corres-
ponde a las células acidofilas Eta ( n).

Las células que se tifien con el colorante
aldehido tionina —P AS— naranja G son
generalmente células basofilas que pueden
ser divididas en dos categorias: las células
PAS-rojas o células Beta 1 (B -1) y las
células aldehido tionina azules o células
Beta 2 ( f -2). Las células basofilas también
comprenden las células Gamma (v ) y las
Delta ( 0), las cuales pueden ser mejor
definidas como células cuyos granulos
secretorios revelan una reaccion de acido
periodico de Schiff (PAS) positiva, des-
pués de que los tejidos han sido tratados
con amilasa, lo cual indica que estos
granulos contienen glicoproteinas. En
cuanto a las células cromoéfobas de la
adenohipo6fisis existe controversia sobre su
existencia. Sin embargo, quienes las des-
criben las detallan como células que tienen
unos pocos granulos especificos. Algunos
autores prefieren referirse a las células
cromo6fobas como células transitoriamente
degranuladas, pero otros las describen
como células que podrian dar origen a los
diferentes tipos de células en la adenohi-
pofisis (4). La Tabla 1 muestra una infor-
macion actualizada de la nomenclatura his-
toquimica y funcional de las células de la
adenohipo6fisis. Ademas, se incluye un
analisis ultraestructural comparativo de los
granulos de secrecion en estas células (5).
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Tabla 1. Nomenclatura funcional, inmunocitoquimica, tintorial y ultraestructural de las células de la adenohipofisis humana.
Nomenclatura Composicion .
funclonal e Principales acclones q“'ul.:}cg y Nomgnclﬂma N Dm;ndml“m Coloracl:;ms Granulos (E.M.)
inmunocitoquimica peso molecular clasica de Romeis especiales en humanos
Somatotropos o Acelera el crecimiento Protei )
células GHp corporal. Promueve la Zloof)l(;"a Acidétila Alfa (@) PAS,-; N_aran']a 350-600nm*
sintesis proteica. ' G, +; Eritrosina,-.
Lactotropos o Estimula la secrecion de ’ PAS,-; Naranja 100 200am de
. Proteina . ancho.
células productoras leche. Regula la conducta | "0 Acidofila Eta (") G,=: 600-900nm d
de prolactina materna. ' Eritrosina, + fargo €
ACTH- Estimula la
Cortico-lipotropos o secrecion y el crecimiento Proteina o L. )
el ACTHILPH adrenocortical. LPH 4,500 Bastila Beta, (8;) gA?E—; Naranja | 200.450 nm
Modula la secrecién de »75 Britrosina, -
glucocorticoides.
Tirotropos Estimula el crecimientoyla |  Glico-proteina - Beta, (8,) |pAS,+; Naranja
o células TSH secrecion de la tiroides. 28,000 . .| G,-; Eritrosina,-. 80-150nm
Gamma (7)
FSH- Estimulael Pequefios:
Gonadotropos 0 crecimiento del foliculo ) ) i 200-250nm
células FSH/LH ovérico en la hembra y _G(;IS(&)protema Basofila Delta, (3, PA?» +: Naranja
ermatogénesis en el >0, G,-; Eritrosina,-. G
cho. randes:
400-450nm
LH- Formacién cuerpo
liteo, secrecion .
) . Glico-proteina . S PAS,+; Naranja
progesterona. Testiculo Basotila Delta () - Eritrosing - 100-250nm
(células de Leydig), 26,000 G,-; Eritrosina,-.
secrecion testosterona.
Melanotropos o En mamiferos, accion por s -
células MSH determinar. Polipéptido Baséfila Beta (8) — _
* nm = nandémetros

I. Hormona del crecimiento (GH)
o somatotropina (STH)

La hormona del crecimiento (GH) es

una proteina simple que estimula el creci-
miento del cuerpo después del nacimiento.
Su ausencia puede resultar en condiciones
patologicas tales como el Dwarfismo o
enanismo pituitario; su excesiva secrecion
permite el desarrollo de sindromes tales
como el gigantismo en la nifiez y la
acromegalia durante la vida adulta. En es-
tas condiciones con alguna frecuencia ocu-
rre la transformacion de las células Alfa
acidofilas en células tumorales, con la sub-
secuente formaciéon de tumores soélidos
denominados adenomas. En algunas otras
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condiciones patologicas tales como el sin-
drome de Turner, existe deficiencia de esta

hormona. La Figura 1

ilustra la compo-
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos en la hormona de crecimiento
humana (31).
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sicion bioquimica de la hormona del
crecimiento.

Las células acidofilas Alfa que produ-
cen hormona del crecimiento han sido am-
pliamente estudiadas en diferentes especies
animales (6). Estos estudios han revelado la
presencia de granulos densamente agrupa-
dos en el citoplasma los cuales presentan un
tamafio de 350 nandémetros de diametro (7,
8). Existe poca informacioén acerca de la
naturaleza histoquimica de las células de la
adenohip6fisis humana y de la identifi-
cacion adecuada de las hormonas origi-
nadas en ellas. Pretendiendo alcanzar los
objetivos sustanciales de este trabajo se
decidié identificar y estudiar por métodos
histoquimicos e inmunocitoquimicos las
hormonas de la adenohipofisis, empezan-
do por la hormona del crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion y preparacion de tejidos. Las
pituitarias fueron obtenidas de cinco
autopsias humanas. Una de ellas provenia
de un caso patologico diagnosticado como
acromegalia; el paciente habia muerto a los
45 afios de edad y era de sexo masculino.
Las otras cuatro pituitarias se seleccio-
naron de autopsias distintas a tumores o al-
teraciones de origen endocrino. Las edades
de los pacientes estaban comprendidas en
un rango de 30 a 45 afios de edad, dos eran
de sexo masculino y dos de sexo femenino.
Las cuatro pituitarias fueron evaluadas
como normales en estudios histologicos de
hematoxilina-eosina.

Los tejidos fueron fijados en formol al
10% durante cuatro horas y embebidos en
parafina. Se obtuvieron cortes histoldgicos
de cuatro mieras de espesor mediante el uso
de un micrétomo automatico. Los cortes
histologicos se colocaron a 60°C durante 6
horas para asegurar una mejor adherencia
de los tejidos a las laminas porta-objetos.
En todos los casos estudiados se realizaron
coloraciones de hematoxilina-eosina y
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eritrosina-naranja G. Inmediatamente an-
tes de realizar el método de peroxidasa an-
ti-peroxidasa, se procedido a desparafinar
los cortes histologicos utilizando conse-
cutivamente las siguientes soluciones: xilol,
15 minutos; etanol al 100%, 90%, 70% por
dos minutos respectivamente.

Con el objeto de remover la peroxidasa
endogena presente en células sanguineas, se
utilizé el método de Burns (9), sometiendo
los tejidos durante 30 minutos a tratamien-
to con metanol absoluto y peroxido de
hidréogeno a una concentraciéon de 0,3%.
Posteriormente los tejidos se lavaron en
solucién salina amortiguadora de base Tris
ultrapurificada (hidroximetil-aminometa-
no; hidrocloruro Tris 0,05 M; NaCl 0,05
M; pH 7,6), (Schwarsmann, Orangesburg,

N.Y.).

Obtencién y tratamiento de los anti-
sueros utilizados en el método PAP. El an-
tisuero anti-hormona de crecimiento (anti-
GH) preparado en conejo fue obtenido de
Research  Resources Branch, NIAID,
National Institute of Health, Bethesda,
MD. U.S.A. Con el objeto de remover an-
ticuerpos inespecificos, este antisuero se
adsorbidé con higado de raton pulverizado
(N° L-8254, Sigma, Co. St. Louis Mo.
U.S.A)).

Con el objeto de remover posibles an-
ticuerpos  contaminantes  antihormona
prolactina, presentes en el antisuero anti-
hormona de crecimiento, éste fue tratado
con hormona prolactina (N°L-4876, Sig-
ma, Chem. Co.). segun procedimiento
utilizado por Baker et al. (10).

Los antisueros cabra anti-conejo (in-
munoglobulina G, cadenas pesadas y li-
vianas) y el antisuero de conejo peroxidasa
anti-peroxidasa (PAP) fueron obtenidos de
Cappel Lab. Pa, U.S.A.

Reaccion de  peroxidasa  anti-pe-
roxidasa. Se utilizé el procedimiento de
peroxidasa anti-peroxidasa sin anticuerpo
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marcado descrito por Sternberger (11, 12),
el cual consiste esencialmente en lo si-
guiente:

1. Someter el tejido en estudio (ade-
nohipo6fisis) a reaccionar con el antisuero
especifico anti-hormona de crecimiento
(anti-GH) con el objeto de detectar el an-
tigeno (GH) presente en las células de la
glandula.

2. Utilizar un segundo antisuero como
anticuerpo ligante. En este estudio se
utiliz6 inmunoglobulina G de cabra anti-
conejo.

3. Agregar un tercer suero purificado
preparado en conejo el cual contiene el
complejo soluble peroxidasa anti-peroxi-
dasa (PAP) unido a anticuerpos anti-
peroxidasa.

4. Después de cada periodo de in-
cubaciéon con los antisueros previamente
mencionados lavar los tejidos durante 10
minutos con solucion salina de base Tris
pH 7,6 que contenga una concentracion de
suero normal de cabra al 2%.

5. Tratar los tejidos con solucién de
tetracloruro 3.3' de diamino-benzidina al
0,05% (grado II, N° 5637, Sigma) en
solucion Tris, pH 7,6. La reaccion enzi-
matica se desarrolla con peroxido de hi-
drogeno (30 microlitros al 30%) como
substrato y con hidrocloruro de diamino-
benzidina como donador de eclectrones. El
resultado final de la reaccion es la for-
macion de un producto insoluble el cual
varia de color café claro a oscuro depen-
diendo de la intensidad de la reaccion.

6. Posteriormente, lavar los tejidos
nuevamente con soluciéon salina Tris, te-
fiidos con hematoxilina de Harris, contras-
tados con solucion sobresaturada de car-
bonato de litio, deshidratados en concen-
traciones crecientes de etanol (15%, 50%,
75%, 95%, 100%) por periodos de 5
minutos para cada alcohol y clarificados en
xilol absoluto por 10 minutos. Las laminas
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fueron montadas en Permount (Fisher
Scie. Co.).

Examen microscépico. Los tejidos
fueron examinados por microscopia de luz,
utilizandose un microscopio Zeiss con
camara incorporada. Las fotografias
fueron tomadas con pelicula Ektachrome,
Et 135-20, tungsteno (Eastman, Kodak,
N.Y.).

Controles de la especificidad de la reac-
cion inmunocitoquimica (PAP). Con el fin
de asegurar la especificidad de la reaccion
en la deteccion de la hormona del crecimien-
to humana (hGH) en células de la adenohi-
pofisis, se utilizaron los siguientes con-
troles:

Sustitucion del primer antisuero por
suero pre-inmune al realizar el método
PAP, en los tejidos estudiados.

Adsorcion del suero anti-hormona de
crecimiento humana (anti-hGH), con hor-
mona de crecimiento humana (hGH), obte-
nida comercialmente de Boehringer Mann-
heim Biochemicals (Indiana, U.S.A.), se-
gun método de Baker et al. (10), con el
objeto de averiguar la reaccidon especifica
del antisuero con su propia hormona.
Posterior aplicacion del método PAP tra-
tando los tejidos con el antisuero adsorbido.

Método de inmunofluorescencia. Se
utiliz6 ademés del método PAP, el pro-
cedimiento de inmunofluorescencia in-
directa aplicado a tejido de adenohipofisis
en cortes de parafina. Los tejidos fueron
desparafinados en xilol durante una hora y
posteriormente se trataron con tripsina
(grado puro, N° T-360, Fisher Sci. Co.,
N.J., U.S.A.) pH 7,8 segin método de
Qualman et al. (13).

Por este método la hormona GH fue
detectada  utilizando  consecutivamente
suero anti-hGH, preparado en conejo y
obtenido de NIH (National Institute of
Health, Bethesda MD., U.S.A.); como
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conjugado fluorescente se utilizé6 un suero
de cabra (IgG) anti-conejo (Dako, Lab.
N.Y., U.S.A.). Las laminas fueron mon-
tadas en elvanol y se examinaron con
microscopio de fluorescencia (Zeiss). Las
fotografias fueron tomadas con pelicula
Ektachrome ASA 400 (EL-135-66, Kodak)
y sometidas a revelado especial Kodak
ESP.

Preparacion del material para micros-
copia electronica. Segmentos de la ade-
nohipo6fisis fueron fijados en solucion de
glutaraldehido al 2,5% durante 2 horas. El
especimen fue posteriormente fijado en
tetroxido de osmio al 2% durante 30
minutos y deshidratado en gradientes de
etanol (30%, 50%, 75%, 95%; 100% dos
veces), durante 15 minutos por cada uno
respectivamente. Posteriormente fueron
colocados en solucion de oxido de pro-
pileno (N° 2068, Kodak) durante 20 mi-
nutos, 2 veces; e infiltrados durante 24
horas a 60° C en una mezcla de resina epon-
araldita (14, 15).

Se utiliz6 un ultramicrotomo L.K.B.
8800, para realizar cortes de 1 a 2 mieras de
espesor, las cuales fueron coloreadas con
azul de toluidina con el objeto de selec-
cionar areas representativas. Los cortes ul-
trafinos de las areas seleccionadas fueron
colocados en rejillas de cobre (300 mesh,
Ted Pella Inc. Ca. U.S.A.) y tefiidas con
solucion saturada de acetato de uranilo
preparada en etanol al 50%, durante 5
minutos. Posteriormente fueron colocadas
en solucion de citrato de plomo (0,04
gramos de Pb (C6H607),, 3H, O en 10 ml de
H,0 destilada; mas 0,1 ml de NaOH, ION),
durante 5 minutos. Se usd para el estudio
de ultraestructuras un microscopio Phi-
llips, Modelo 301.

RESULTADOS

Caracteristicas tintoriales. Cuando se
aplico la coloracion eritrosina-naranja G,
se encontrd que un porcentaje eclevado de
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las células de la adenohipofisis se tifieron
de naranja y contenian granulos citoplas-
maticos. Estas células, de acuerdo a la
clasificacién clasica de Romeis, correspon-
den a células acidoéfilas involucradas en la
produccién de hormona del crecimiento.
Las células que tomaron color rojo con la
coloracién naranja G correspondieron a
células eritrosinofilicas, productoras de
prolactina. La Figura 2 ilustra los dos tipos
celulares en la adenohipéfisis humana nor-
mal. La Figura 3 ilustra la coloracion
eritrosina-naranja G en un adenoma hipo-
fisiario de tipo acidéfilo, hallazgo pato-
logico en el caso del paciente con acro-
megalia.

Hallazgos inmunocitoquimicos. Me-
diante el uso de la técnica de inmunope-
roxidasa empleando suero anti-hormona de
crecimiento (anti-GH) fue posible detectar
clara y especificamente las células que
producen esta hormona en la adenohi-
pofisis. La reaccion se caracteriza por la
formacién de un producto de color café,
evidente en el citoplasma celular. La inten-
sidad del color parece estar relacionada con
la cantidad de hormona presente en cada
cé¢lula. Algunos granulos de apariencia fina
fueron observados en el citoplasma, pero la
reaccion también se presentd en forma
difusa. La Figura 4 ilustra la morfologia
general de las células acidéfilas produc-
toras de hormona del crecimiento (GH) en
la adenohipodfisis humana normal. Estas
células se caracterizan por presentar bordes
redondos y en general forma ovoide.
Ademés, muy frecuentemente se encuen-
tran alineadas a lo largo de sinusoides o
canales vasculares. Su distribucion es
uniforme en la adenohipoéfisis, pero se en-
contrd un nimero menor de células hacia la
region superior de la glandula.

Significativamente, en el adenoma
hipofisiario de tipo acidofilo el citoplasma
celular se tifi6 intensamente al reac-
cionar con el suero anti-hormona del
crecimiento (anti-GH) en el método PAP.
La reaccion fuertemente positiva puede
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correlacionarse con una excesiva produc-
cion de la hormona en la acromegalia
(Figura 5).

Al comparar las células productoras de
hormona de crecimiento en pituitarias de
pacientes de sexo masculino y femenino, se
encontré un mayor nimero de células con
reaccion de peroxidasa fuertemente po-
sitiva en los pacientes de sexo masculino.
En las pituitarias de pacientes de sexo
femenino, las células productoras de hor-
mona de crecimiento fueron menos abun-
dantes.

La Figura 6 ilustra la reaccion negativa
del método PAP en células acidéfilas de la
adenohip6fisis humana cuando son ex-
puestas al suero anti-hormona de creci-
miento previamente adsorbido con hor-
mona de crecimiento. Alli no se presentd
ningintipo de reaccion ni se detectaron
depositos de peroxidasa ya que, como era
de esperar, los anticuerpos anti-hormona
de crecimiento fueron removidos por ia ad-
sorcion. También se obtuvieron resultados
negativos en el método PAP al sustituir el
suero anti-hormona de crecimiento (anti-
GH) por suero pre-inmune.

Al utilizar el método de inmuno-
fluorescencia indirecta aplicada a tejidos en
parafina, se detect6 también la hormona de
crecimiento en las células de la adenohi-
pofisis. El empleo de este método conserva
aceptablemente la morfologia general del
tejido. La Figura 7 ilustra la reaccion
positiva de inmunofluorescencia.

Hallazgos ultraestructurales. Las cé-
lulas que producen hormona del crecimien-
to se caracterizan ultraestructuralmente
por presentar un gran numero de granulos
electrodensos en el citoplasma, los cuales
presentan diametro de 300 a 600 nano-
metros, siendo la mayoria de 350 a 450. La
membrana citoplasmatica se identifica
claramente separando una célula de otra.
El reticulo endoplasmico generalmente se
presenta bien desarrollado formando sacos
organizados en estructuras paralelas. Las
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Figura 2. Reaccion de coloracion naranja G en células de la ade-
nohipofisis humana. Las. células tefiidas de color naranja-amarillo
corresponden a células acidofilas productoras de hormona de cre-
cimiento. las células eritrosinofilicas son células productoras de
prolactina.(400 X).

S ks = - - 3 i i i
Figura 3. Reaccion de coloracion narar‘lja G en un adenoma hipo-
fisiario de tipo acidofilo. Notese que la mayoria de las células apa-
recen tefiidas de color naranja-amarillo. (400 X).

Figura 4. Reaccion positiva de peroxidasa anti-peroxidasa en células
productoras de hormona de crecimiento en lo adenohipofisis hu-
mana. La reaccion positiva se distingue por un fuerte precipitado
color cafe depositado en el citoplasma celular. Notese que la mayoria
de las células se encuentran alineadas alrededor de capilares ademas
presentan bordes redondos y forma ovoide. (400 X).



264

ESCOVAR Y COL

Figura 5. Reaccion de peroxidasa anti-peroxidasa fuertemente
positiva en un adenoma hipofisiario de tipo acidofilo, hallazgo pa-
tologico en un caso de acromegalia. (400 X).
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Figura 6. Reaccion de peroxidasa anti-peroxidasa negativa en celulas
de la adenohipofisis humana cuando éstas son expuestas al suero anti-
hormona de crecimiento previamente adsorbido con hormona de
crecimiento. (400 X).

mitocondrias son alargadas, ovaladas con
matriz moderadamente electrodensa. El
aparato de Golgi se encuentra localizado
junto al nucleo y presenta vesiculas lige-
ramente dilatadas. El ntcleo, generalmen-
te, es esférico y situado en posicion central.
El nucléolo es electrodenso, prominente y
la cromatina se presenta granular y disper-
sa. Las Figuras 8A, 8B ilustran los hallaz-
gos ultraestructurales.

DISCUSION

Contribucion de la inmunocitoquimica
a los estudios morfolégicos de la adeno-
hipofisis. Los procedimientos inmuno-
citoquimicos han afiadido otra dimension a

Figura 7. Reaccion positiva en la deteccion de hormona de creci-
miento humana en celulas de la adenohipofisis, mediante el metodo
de inmunofluorescencia indirecta aplicado a tejidos en parafina. (400
X).

A\ ]
Figuras 8A y 8B. A. Adenohipofisis humana normal. Se observan
varias células productoras de hormona del crecimiento con nume-
rosos granulos (Gr) donde se almacena la hormona antes de ser
secretada al exterior. Notese la estrecha relacion de estas células con
el endotelio vascular (EV), donde usualmente se vierte la hormona.
(6.250 X).

B. Detalle de una célula productora de hormona del crecimiento.
Notese su nucleo en posicion central (N), con nucleolo prominente
(Nuc). La cromatina se presenta granuiar y dispersa (Cr). El reticulo
endoplasmico es bien desarrollado (RE). Los granulos secretores son
evidentes (Gr) y presentan un diametro promedio de 350-450 na-
németros. (11.250 X).
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la histologia. Han contribuido dinami-
camente a entender las ciencias morfo-
logicas en términos fisiolégicos y bio-
quimicos y han contribuido incluso a
estudiar la bioquimica de una célula indi-
vidual en un tejido que contiene varios
tipos de células, tratando de conservar la
estructura celular. Los Dbeneficios del
procedimiento de peroxidasa anti-pero-
xidasa (PAP), al mejorar la sensibilidad sin
deteriorar la especificidad en la deteccion
de antigenos o compuestos biologicos
presentes en las células, ha permitido es-
tudiar las células de la adenohipdfisis en la
relacion estructura-ultraestructura-funcion
y ha aportado nuevos criterios para enten-
der la taxonomia clasica de las células de la
pituitaria anterior (16).

No podemos dejar de mencionar el gran
aporte en el desarrollo de procedimientos
de diagnodstico mas precisos. Particular-
mente en lo que se refiere a caracterizar
tumores adenohipofisiarios. Por este
procedimiento hemos podido diferenciar
los tumores hipofisiarios por el tipo de hor-
mona implicado, hasta el punto de poder
catalogarlos como tumores puros o tu-
mores mixtos dependiendo del producto
comprometido. Nos podemos referir a
prolactinomas puros en el caso de que sea
la hormona prolactina la unica involucrada
en la neoplasia.

Otra gran contribucién en el diagnos-
tico de tumores hipofisiarios ha sido la
aplicacion del método PAP para la detec-
cion de células de la pituitaria, presentes en
metastasis a distancia de un tipo de ade-
noma en particular (17).

Por el procedimiento de PAP hemos
podido confirmar que en la adenohipofisis
humana, esencialmente, las células que
producen la hormona del crecimiento (GH)
son una proporcion considerable de las
células acidofilas descritas en la clasifi-
cacion de Romeis. Pudimos también con-
firmar, correlativamente, que todas las
células cuyo citoplasma se reveld como
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acidofilo naranja por la coloraciéon de
eritrosina-naranja G, corresponden a
cé¢lulas productoras de la hormona (GH)
por el método PAP. Esta observacion esta
de acuerdo a lo citado por otros autores
(18,19). Células con reaccion eritrosino-
filica al utilizar la coloracién naranja G,
corresponden a células productoras de hor-
mona prolactina, detectadas por el método
PAP (20). Estas observaciones verifican el
concepto de que la hormona del crecimien-
to y la prolactina estan contenidas y son
secretadas por dos poblaciones diferentes
de células acidofilas en la adenohipofisis
humana.

El citoplasma de las células productoras
de hormona del crecimiento (GH) se tifie
difusamente por el método PAP, pero de-
positos de peroxidasa mas intensos fueron
localizados en algunos sectores del cito-
plasma celular sugiriendo acumulos o con-
centracion de granulos. La reaccion de
coloraciéon PAP en los granulos se puede
asociar como una indicacion de que éstos
representan una forma de almacenamiento
de la hormona; mientras que la reaccion
difusa sugiere que el método inmunoci-
toquimico es capaz de revelar la presencia
citoplasmatica de la hormona, aun cuando
ésta no se encuentre empacada en forma de
granulo.

Anticuerpos inespecificos fueron re-
movidos del suero anti-hormona de cre-
cimiento mediante la adsorcion del mismo
con macerados de higado de raton. An-
ticuerpos anti-hormona prolactina fueron
removidos de éste mediante adsorcion del
antisuero con hormona prolactina. Uti-
lizando los anteriores procedimientos de
adsorcion pudimos estar seguros de que el
antisuero utilizado en este estudio era com-
pletamente puro para la deteccion de la
hormona de crecimiento en células de la
adenohipo6fisis. La negatividad de la reac-
cion PAP utilizando suero anti-hormona
de crecimiento adsorbido con hormona de
crecimiento humana comprobd la monoes-
pecificidad del antisuero utilizado.
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El método de inmunofluorescencia in-
directa en tejidos en parafina, permite tam-
bién detectar eficientemente las células que
producen hormona de crecimiento en la
adenohipo6fisis humana. Este procedimien-
to, al igual que el método PAP, permite el
analisis retrospectivo de tejidos embebidos
en parafina. Sin embargo, tiene la desven-
taja de ser menos sensible para detectar
concentraciones bajas de antigenos en los
tejidos; utiliza diluciones bajas de los an-
tisueros, incrementandose el costo de la in-
vestigacion; utiliza un equipo de micros-
copia costoso no siempre disponible en
muchos laboratorios y las preparaciones no
son de cardcter permanente.

La identificacion de los diferentes tipos
de células de la adenohipofisis mediante el
microscopio electronico adolece de pre-
cision cuando se utilizan métodos de ru-
tina. Solamente se obtiene cierto grado de
certeza cuando se compara con prepara-
ciones gruesas estudiadas por microscopia
de luz. Las técnicas inmunocitoquimicas
aplicadas a la microscopia electronica han
contribuido a la identificacion especifica de
las células de la adenohipofisis (21). Los es-
tudios de rutina permiten dar una orien-
tacion relacionada con el grado de acti-
vidad celular. Sin embargo, se anota que el
material obtenido post-mortem presenta
cambios ultraestructurales de degeneracion
celular (22-24).

Mecanismos de accion de la hormona
de crecimiento. La secrecion de la hormona
de crecimiento estd controlada por el hi-
potalamo, mediante la accion de un factor
liberador de la hormona (GH-LF) y un
factor inhibidor (GH-IF). Las lesiones
hipotalamicas o la seccion del tallo hipo-
talamico inhiben la secrecion de la hor-
mona (25). La Figura 9 ilustra el mecanis-
mo de accion de la hormona de crecimiento
(GH). La hormona es metabolizada con
rapidez en el higado, la vida media de la
hormona circulante es de 30 minutos y la
secrecion diaria es de 4 mg/dia en el adulto.
La GH actta retroactivamente para inhibir
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su propia secrecion; los niveles elevados de
la hormona en el plasma reducen la se-
crecion pituitaria de la misma. La secrecion
también puede ser inhibida por el cortisol,
acidos grasos y la medroxiprogesterona
(26).

Los niveles plasmaticos de la hormona
de crecimiento son medidos por inmunoen-
sayo. El nivel basal de la hormona en adul-
tos es de 3 nanogramos/mililitro, pero se
eleva en respuesta a una variedad de es-
timulos tales como: hipoglicemia, incre-
mento en los niveles circulantes de ciertos
aminoacidos, sobrecarga psiquica, pird-
genos y L-Dopa. Los valores en los recién
nacidos son mas altos, pero los niveles de la
hormona en el resto de la nifiez no son sig-
nificativamente mayores que los encon-
trados durante la vida adulta. Existen
grandes cantidades de hormona de cre-
cimiento en pituitarias de adultos. En tér-
minos de la fisiologia del crecimiento,
dichas cantidades podrian correlacionarse
con el crecimiento en la vida adulta (27).

El numero de células productoras de
hormona del crecimiento fue cuantificado
en los casos estudiados en el presente
trabajo. Se observdé un mayor numero de
células en las pituitarias de origen mascu-
lino, en forma similar a lo encontrado
por otros autores (10), en animales de ex-
perimentacion. Desde luego, no es posible
concluir definitivamente las diferencias en
el numero de células con produccion de
hormona de crecimiento en relacion al sexo
y se requiere un estudio con mayor nimero
de casos a fin de establecer si la diferencia
es significativa.

En condiciones patoldgicas se ha de-
mostrado (8) una correlacion entre niveles
altos de la hormona de crecimiento detec-
tado por radioinmunoensayo en el suero de
pacientes con acromegalia y el niimero de
células con reaccion positiva detectada por
el método PAP en adenomas hipofisiarios
de los casos correspondientes. Concen-
traciones altas de la hormona de crecimien-
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Fgura 9. Mecanismos de accion de la hormona de crecimiento a nivel de tejido blando y hueso.

to (27 a 279 ng/ml) en el suero de dichos
pacientes correspondieron a reacciones
PAP marcadamente positivas en los
adenomas hipofisiarios. En el presente es-
tudio se observd una reaccién PAP fuer-
temente positiva para la hormona del
crecimiento en células de la adenohipodfisis
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en el caso de acromegalia. Este tipo de
reacciones positivas sugieren una alta con-
centracion de la hormona a nivel celular.

Perspectivas de investigacion de la hor-
mona de crecimiento y su aplicacién en los
humanos. Se pensé que los nifios deficien-
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tes en hormona del crecimiento s6lo po-
drian ser ayudados en su crecimiento por la
aplicacion de la hormona obtenida de
pituitarias de cadaveres lo cudl hacia su uso
altamente limitado. Sin embargo, dos
recientes hallazgos de la biomedicina han
mejorado considerablemente las perspec-
tivas de esta situacion: el hecho de que la
hormona humana del crecimiento (hGH)
estimula el crecimiento en nifios con de-
ficiencia de la hormona y la reciente
produccién de la hormona biolégicamente
activa mediante la tecnologia del DNA
recombinante.

Rudman (28) ha informado que el
tratamiento con hormona de crecimiento
sintética en nifios de poca estatura que
padecen de artritis reumatoide juvenil,
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permite una rapida reparaciéon de sus
heridas, huesos y cartilagos. Asi mismo, en
un estudio de casos y controles, Rudman y
sus asociados (29) han demostrado un sig-
nificativo incremento del crecimiento (4
pulgadas por afio) en jovenes considerados
como variantes normales de corta estatura
(NVSS), los cuales, segun estadisticas, cons-
tituyen el 40% de 1.800.000 jovenes con-
siderados como de corta estatura en los Es-
tados Unidos. Estos nifios fueron tratados
con dosis exodgenas convencionales (2
unidades) de hormona del crecimiento tres
veces por semana durante un periodo de 4 a
24 meses. Con este tipo de tratamiento la
rata de crecimiento por afio resultd ser de
2,15 centimetros a 8,3 centimetros. Estos
estudios han permitido hacer conclusiones
acerca de los beneficios del tratamiento en

DNA
del Plasmido

DNA
Recombinante

Bacterias

generando hormona del
crecimiento (hGH)

Figura 10. Produccion de la hormona de crecimiento (h GH) mediante la técnica de recombinacion del DNA. El gene de la hormona de crecimiento (hGH)
es obtenido a partir de DNA mediante la accion de endonucleasas de restriccion (RE) especificas para ser luego insertado en el plasmido abierto y ligado a
él por la accion de ligasas (L) especificas. El plasmido es introducido en la bacteria E. coli, donde se replicara junto con el DNA bacteriano. El mensaje
genético en forma de acido ribonucleico mensajero (m RNA) generado en la bacteria lleva ahora la informacion para su traduccion en proteinas, a nivel de
los ribosomas bacterianos; generando entonces la produccion de hormona del crecimiento (h GH).
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este tipo de individuos (NVSS) y desde
luego originan una serie de interrogantes
acerca de la naturaleza y mecéanica fun-
cional de su hormona de crecimiento en-
dogena.

Desde un punto de vista practico el uso
de la hormona del crecimiento humana
(hGH) es todavia muy restringido debido a
las dificultades en su obtencién como men-
cionamos anteriormente. Sin embargo, la
moderna tecnologia de recombinacion del
DNA, ahora tan popularizada por la
biologia molecular, ha permitido solu-
cionar en parte este problema (30). Un
resumen grafico de la produccién de la
hormona de crecimiento (hGH) mediante
esta técnica es representada en la Figura 10.

No debemos perder de vista que el
crecimiento es un proceso complejo que
comprende no solamente la hormona de
crecimiento (GH), sino también la somato-
medina, la hormona tiroidea, los androé-
genos y la insulina, asi como también
factores genéticos y nutricionales. La con-
dicion de baja estatura puede surgir de con-
diciones muy variadas, tales como enfer-
medades cronicas, deficiente nutriciéon y
problemas psico-sociales. Por lo tanto, se
requiere una muy seria y exhaustiva inves-
tigacion de los pacientes en los cuales este
tratamiento puede estar indicado. Es con-
veniente estar alerta también sobre los
posibles efectos secundarios que puede
causar su administracion.

SUMMARY

In order to verify the concept that
growth hormone is contained in acidophilic
cell populations, sections of formalin-fixed
human adenohypophyses were stained im-
munocytochemically. For this purpose, the
peroxidase anti-peroxidase (PAP) unla-
belled antibody method was utilized. It was
found that growth hormone producing
cells, when revealed immunocytochemi-
cally, corresponded structurally to orange
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acidophilic cells (orange stained) using the
orange G procedure. Delineated clearly
and specifically with the PAP technique,
growth hormone cells were frequently seen
aligned along side sinusoids. The ultras-
tructure of these cells is also presented and
compared to these found by other authors.
It is also described the useful application of
this method to detect growth hormone in
human pituitary adenomas and their
metastases. Finally, it is discussed its role in
growth, the research outlook, and its prac-
tical use for the treatment of some clinical
entities and growth increase.
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