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INTRODUCCION GENERAL

1. ACTIVIDAD NEUROSECRETORA. HIPOFISIS.

La eficacia en la regulacion del organismo depende de la accion coordinada de células
nerviosas y endocrinas, asegurando la transmisién a las glandulas endocrinas de las sefiales
aferentes del medio, tanto interno como externo. Aunque se podria pensar que la mayor eficacia
para realizar esta cooperacion, seria que las células endocrinas estuvieran inervadas
directamente, este tipo de uniones constituyen méas la excepcion que la regla no siendo una
caracteristica del sistema endocrino. En contrapartida, lo que se ha desarrollado en todo el reino
animal, es un tipo de control neural a través de células especializadas denominadas células
neurosecretoras las cuales siendo neuronas, son capaces de sintetizar y liberar a la sangre 6 a
un 6rgano neurohemal, moléculas que van a regular la actividad de otras células. Este tipo de
regulacion esta presente desde celentéreos hasta mamiferos.

Aunque no de forma estricta, podemos decir que el esquema basico de regulacion
neurosecretora en animales mas evolucionados consta de: neurona-6rgano neurohemal-célula
endocrina; sin embargo en los primeros organismos en que se conoce actividad neurosecretora,
celentéreos (Hydra sp.), era la misma neurona la encargada de percibir, sintetizar una molécula

y secretarla controlando de esta forma la actividad del organismo (Fig 1).

CELENTEREOS

1. Células
mioepiteliales.
2. Células
sensoriales.

3. Nematocisto.
4, Célula
intersticial.

5. Proceso
nervioso.

6. Mesoglea.

Fig 1. Esquema que ilustra el mecanismo general de neurosecrecion en Celentéreos. Tomado de Matsumoto y Ishii (Atlas of
Endocrine Organs. Springer-Verlag).

En los anélidos, ya fueron descritas células neurosecretoras y la existencia de un érgano
neurohemal (Fig 2). En 1.936 Scharrer describié células neurosecretoras en el cerebro del
poliqueto Nereis virens Sars, 1.835, y en algunos Oligoquetos; en estos animales las hormonas
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que se han aislado estan implicadas fundamentalmente en la maduracion sexual y la
reproduccion. Ademas las hormonas también estan implicadas en la regulacion del peso
corporal, presion osmética y concentracion de iones. Las técnicas inmunohistoquimicas, han
puesto de manifiesto la presencia en estas células, de péptidos y hormonas implicados en la
regulacion hipofisaria de vertebrados y que tienen una estructura similar puesto que son capaces
de ser reconocidas por anticuerpos contra péptidos de vertebrados. Asi, se ha observado en
Poliquetos, la presencia de somatostatina, 3-endorfina, CRF, GHRH, 3-MSH, CCK 'y VIP.

ANELIDOS
1 1. Neurona
neurosecretora.
2 2. Organo neurohemal.

Fig 2. Esquema que ilustra el mecanismo general de regulacién neurosecretora en Anélidos. Tomado de Matsumoto y Ishii

(Atlas of Endocrine Organs. Springer-Verlag).

En artropodos, desde crustaceos, ya pueden observarse glandulas epiteliales, cuyas
células son dianas de los productos de secrecion liberados desde un 6rgano neurohemal y
secretados por neuronas neurosecretoras. Estas células epiteliales, ya son capaces de producir
hormonas que van a controlar diversas funciones del organismo, es decir, son células
glandulares independientes del tejido nervioso. Las células neurosecretoras en crustaceos, estan
localizadas en el cerebro y diversos ganglios como el subesofagico, toracico y abdominal; los
terminales axonicos estan generalmente agrupados formando un 6rgano neurohemal, desde
donde liberan las hormonas a la hemolinfa. Algunas de estas hormonas van a actuar sobre
celulas glandulares epiteliales, como las localizadas en el 6rgano Y productoras de la ecdisona 'y
descubierto por Gabe en 1.953.



INTRODUCCION GENERAL

ARTROPODOS
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1. Cerebro (neuronas neurosecretoras).

2. Organo neurohemal (Corpus allatum y Corpus cardiacum).
3. Glandula epitelial (Glandula protoracica, Organo Y).

4. Corddn nervioso.

5. Células diana.

Fig 3. Esquema que ilustra el mecanismo general de regulacion neurosecretora en Artrépodos. Tomado de Matsumoto y Ishii

(Atlas of Endocrine Organs. Springer-Verlag).

Entre los invertebrados y los vertebrados, encontramos los protocordados, en los cuales se
encuentran estructuras que, por su formacién y funcion pueden homologarse a la hipéfisis de
vertebrados. Entre estas estructuras encontramos, la glandula neural de tunicados o la fosa de
Hatschek de Amphioxus sp. (Fig 4). Esta ultima es la méas proxima a la hipdfisis en su origen y
funcion; sin embargo, los estudios en estas especies son escasos y no estan claros algunos
aspectos. Asi, la fosa de Hatschek, que parecia ser una evaginacion del epitelio oral, se
desarrolla desde una bolsa preoral de la larva. Por otro lado, estas estructuras no han sido
identificadas definitivamente como o6rganos endocrinos aunque se han detectado en ellos
inmunorreactividad para hormonas como las de vertebrados, ACTH, a-MSH, B-endorfina o
LHRH.
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AMPHIOXUS

0 i
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1. Notocorda.

2. Fosa de Hatschek.
3. Musculos parietales.
4. Vestibulo oral.

5. Corddn nervioso.

6. Fosa olfatoria.

Fig 4, Esquema que muestra la fosa de Hatschek, estructura analoga a la hipdfisis de vertebrados, en un

ejemplar adulto de Amphioxus sp. Tomado de Matsumoto y Ishii (Atlas of Endocrine Organs. Springer-Verlag).

En los vertebrados, la hipofisis es el componente clave del sistema neuroendocrino y de
la regulacién neurosecretora. Esta glandula mixta, constituye por una parte un drgano
neurohemal, que contiene la secrecidn de los terminales axonicos de neuronas neurosecretoras,
y por otra, una glandula endocrina de origen epitelial que secreta hormonas que van a regular la
actividad de otras glandulas totalmente epiteliales; la regulacion de la parte epitelial de la
hipofisis también procede en parte, de la secrecion de neuronas neurosecretoras. La parte
epitelial se origina a partir de una evaginacion del epitelio de la cavidad bucal denominada bolsa
de Rathke. En las formas méas primitivas como el milkfish la bolsa es retenida durante toda la
fase larvaria, observandose una region rostral que contiene un tipo celular secretor el cual, por
sus caracteristicas ultraestructurales y de afinidad tintorial, se asemeja a las células productoras
de prolactina, y una region caudal abierta a la cavidad bucal cuyas células presentan cilios en la
superficie apical. Es posible que estas células actien como quimiorreceptores y que sus
especializaciones apicales puedan testar el fluido presente en la bolsa y dirigir, en base a estas
sefiales externas, la sintesis y liberacion de hormonas (Loretzy col. 1.982; Fosketty col

4
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1.983; Schreibman 1.986) lo cual constituye un mecanismo de regulacién directo.
Progresivamente se van a ir complicando tanto la estructura anatdmica como los
mecanismos de regulacion, pasando de este tipo de estructuras relativamente sencillas a
la hipofisis de los vertebrados mas evolucionados, compuesta de células dispuestas en
cordones cuya actividad esta regulada por sofisticados mecanismos que implican la secrecion
por parte de neuronas neurosecretoras, de péptidos que, liberados via sanguinea, van a actuar

regulando la actividad de cada una de las células epiteliales.

La hipdfisis de los vertebrados se sitla en la zona ventral diencefalica; esta alojada en
una depresion dsea situada en el hueso esfenoides denominada silla turca. Desde el punto de
vista embriolégico, la hipdfisis es un érgano doble de origen ectodérmico y neural, consecuencia
de lo cual son sus dos componentes estructural y funcionalmente distintos: La adenohipdfisis y la
neurohipdfisis respectivamente. La adenohipéfisis se origina a partir de una evaginacion del
estomodeo (epitelio de la cavidad bucal primitiva), mientras que la neurohipdfisis tiene su origen
en una evaginacion de la base del diencéfalo, es decir, va a constituir una prolongacion del
hipotadlamo. Esta dualidad es la que permite la interrelacion funcional de sistema nervioso y

endocrino.

Anatomicamente, de forma general, la adenohipdfisis se divide rostrocaudalmente, en
tres regiones: la pars tuberalis o l6bulo tuberal, la pars distalis o lobulo anterior y la pars
intermedia o 16bulo intermedio. El l6bulo tuberal, en estrecho contacto con la eminencia media,
forma junto con ella el tallo hipofisario. Citolégicamente, esta constituido por células glandulares
con caracteristicas endocrinas; por otra parte, es la zona mas irrigada de la hipofisis puesto que
debido a su localizacion, los vasos sanguineos de los plexos que irrigan el l6bulo anterior deben
primero irrigar el lobulo tuberal (Knowles y Anand Kumar 1.969; Dierickx 1.971). Otra
caracteristica de las células del I6bulo tuberal es su contacto con los tanicitos, células que
bordean el tercer ventriculo (Knowles y Anand Kumar 1.969; Blier 1.972; Kobayashi y col. 1.972,
1.975); los pies terminales de los tanicitos puden terminar sobre los vasos porta o sobre las
mismas células del ldbulo. De esta forma, los tanicitos parecen establecer un nexo entre liquido
cefaloraquideo, células del l6bulo tuberal y posiblemente vasos porta. (Knowles y Anand Kumar
1.969; Kobayashi y Matsui 1.969; Knigge y col. 1.972; Kobayashi y col. 1.972; Katzman y
Pappius 1.973; Kobayashi 1.975). Todas estas caracteristicas ya proponen un sistema de
regulacion que desconocemos todavia a pesar de conocer las caracteristicas morfologicas desde
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hace varias décadas. Ademés también sabemos que en todos los grupos de vertebrados desde
anfibios (Bakery Yu 1.975; Baker y col. 1.977; Pearson y Litch 1.982; Gross 1.984; Nemeskeéri y

col. 1.988; Bello y col. 1.991a; Japon y col. 1.994; Kameda y col. 1.998) hasta humanos (Midgley
1.966) ha sido puesta de manifiesto la presencia de hormonas en células de este I6bulo,
similares a las del l6bulo anterior, aunque algunos autores también han observado células
aparentemente especificas que no reaccionan con ninguno de los anticuerpos contra las
hormonas clasicas (Pearson y Litch 1.982). Las caracteristicas morfol6gicas y su relacion con las
estructuras adyacentes, asi como la presencia de hormonas en sus células, hace suponer una
importante funcion para este lobulo en el proceso de la regulacion neuroendocrina; sin embargo,

todos los aspectos relacionados con la funcionalidad del I6bulo siguen siendo desconocidos.

El I6bulo anterior, con la secrecion de sus diversos tipos celulares, controla la actividad
de las glandulas endocrinas periféricas (adrenales, tiroides y gonadas) ademas de contribuir al
control de otras actividades fisiolégicas como el crecimiento, pigmentacion de la piel, parto,
lactancia y metabolismo hidrosalino. Las células de este lobulo presentan péptidos (Bello y col.
1.991b, 1.992, 1.993, 1.999, 2.002; Reyes y col. 1.998, 2.000a, 2000b, 2.001) que modulan en
cierta medida, junto con los péptidos hipotalamicos, la accion de sus hormonas si bien su

mecanismo de accion sigue siendo desconocido.

El 16bulo intermedio, de muy variable desarrollo segun las especies, presenta un solo
tipo celular productor de pro-opiomelanocortina; si bien se le ha asociado normalmente con la
produccion de MSH y el control de la pigmentacion (Howe 1.973), hasta ahora se desconoce el
papel que pueden tener el resto de componentes de la POMC, que también son sintetizados por

las células de este |6bulo.

La neurohipdfisis, aunque morfolégicamente es una prolongacion de la base del
hipotalamo, se puede dividir en dos regiones atendiendo a su funcionalidad, la eminencia media
donde terminales nerviosos sinaptan en los capilares que constituyen la primera red del sistema
porta, y el I6bulo nervioso o lobulo posterior donde son liberadas y se acumulan hormonas
producidas por nucleos hipotaldmicos. El conjunto de eminencia media y lobulo tuberal
constituye el denominado tallo hipofisario. Los terminales de la eminencia media liberan a la

sangre portal los péptidos reguladores de la actividad hipofisaria producidos por neuronas
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hipotalamicas. Las hormonas del I6bulo posterior son liberadas a la circulacion sistémica y
ejercen cuatro acciones principales: elevacion de la presion sanguinea (accidn vasopresora),
contraccion de la musculatura lisa a nivel de la mama y a nivel del utero (accion oxitécica) y

reduccion de la produccion de orina (accion antidiurética).

2. EVOLUCION FILOGENETICA DE LA MORFOLOGIA HIPOFISARIA EN LOS
VERTEBRADOS.

A lo largo de la filogenia la hipofisis muestra, tanto en la morfologia de los diferentes lobulos,
como en la distribucion de los distintos tipos celulares, una gran diversidad. Se pueden presentar
cambios importantes incluso dentro de un mismo grupo; los grupos de vertebrados que
presentan una mayor diversidad en la morfologia hipofisaria son los menos evolucionados,
peces, anfibios y reptiles. A los Peces pertenecen los vertebrados mas primitivos, los agnatos;
de forma general en especies mas primitivas pertenecientes a este grupo, hay una completa
separacion entre neurohipofisis y adenohipdfisis estando relacionadas por medio de tejido
conjuntivo. En estos animales no existe una verdadera eminencia media ni sistema porta
(Gorbman 1.965; Kobayashi y Uemura 1.972; Gorbman 1.983a, 1.983b). En peces mas
evolucionados, y en uno de los grupos mas estudiados, los teledsteos, la neurohipdfisis tiene una
estrecha relacion estructural con todas las zonas adenohipofisarias (Fig 5) lo que hace que este
grupo sea el unico que presenta células adenohipofisarias directamente inervadas; a pesar de
que, en algunas especies esto no ocurre y presentan un elaborado sistema de circulacion que
lleva los productos neurosecretores hasta las células glandulares (Fridberg y Ekengren 1.977;
Knowles y Vollrath 1.966; Abraham y col. 1.982), no existe una verdadera eminencia media ni un
verdadero sistema porta en este grupo de vertebrados. La neurohipéfisis de los peces
teledsteos, recibe terminales nerviosos desde nucleos hipotalamicos, lateralis tuberis, 6
extrahipotalamicos, nucleus olfatoretinalis, (Schereibman y col. 1.982; Halpern-Sebold vy
Schreibman 1.983) y puede dividirse en dos partes, en contacto con la pars distalis y la pars

intermedia respectivamente.

La adenohipdfisis de los grupos menos evolucionados, en general, no esta diferenciada
en zonas (Holmes y Ball 1.974) estando generalmente formada por islotes de células incluidos
en un conjuntivo laxo pobremente vascularizado el cual se continia con el conjuntivo que la

separa de la neurohipofisis (Olsson 1.969; Fernholm 1.972; Tsukahara y col. 1.986).
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Los peces teleosteos, grupo de vertebrados con mayor numero de especies y mayor
diversidad hipofisaria, tienen sin embargo en comun, una adenohipdfisis dividida en tres regiones
distintas, pars distalis rostral, pars distalis caudal y pars intermedia (Fig 5). La claridad de esta
separacion se debe a la restriccion en la presencia de ciertos tipos celulares en cada una de las
regiones (Schreibman y Margolis-Kazan 1.979), en este grupo todavia no ha sido descrito un
l6bulo tuberal o su equivalente (Fiztgerald 1.979; Schreibman 1.986)

En Anfibios, a diferencia de lo que se observa en peces, la hipéfisis presenta mayor
similitud con la del resto de los vertebrados. Adenohipéfisis y neurohipéfisis son dos zonas
independientes pero interrelacionadas, existiendo una verdadera eminencia media y un I6bulo
neural, ademas de estar bien establecido un sistema porta; sin embargo, la eminencia media
sigue manteniendo relacién con el [6bulo intermedio y las células de este pueden presentar

inervacion directa (Schreibman 1.986).

La adenohipdfisis estd compuesta de un Idbulo distal claramente diferenciado en dos
regiones, una rostral y otra caudal; caudalmente se continua con el Idbulo intermedio,
diferenciado del anterior, y rostralmente se conecta con la eminencia media por una zona de
tejido conjuntivo a través del cual pasan los vasos portales (Fig 5). El l6bulo tuberal se observa
en anfibios por primera vez durante la filogenia de los vertebrados (Fitzgerald 1.979); su
formacion ocurre, como en todos los vertebrados, posteriormente con la proyeccion de dos
expansiones laterales a partir de la bolsa de Rathke. Sin embargo, el l6bulo tuberal en este
grupo presenta al menos tres estructuras morfologicas diferentes segun los distintos 6rdenes.
Asi en anuros, considerados los mas evolucionados, el lobulo tuberal se reduce a un par de
capas de células a ambos lados del tuber cinereum y rodeando parcialmente la eminencia media
(Fig 5) (Fitzgerald 1.979). En urodelos, el l6bulo tuberal no esta completamente separado del
l6bulo distal sino que mantiene una intima conexion con la parte rostral de este (Fitzgerald
1.979).

Otro aspecto que se repite en este grupo de vertebrados es la regionalizacion de las
celulas en el [6bulo distal lo que determina las dos regiones en que se divide el mismo. Aunque
esta regionalizacién es mas patente en urodelos, de forma general se ha observado que, las
celulas corticotropas (ACTH) y lactotropas (PRL), se localizan en la pars distalis rostral, las
celulas tireotropas (TSH) y gonadotropas (FSH y LH) en la zona media, las células somatotropas
en la pars distalis caudal y las células melanotropas (MSH) en la pars intermedia (Doerr-Schott y
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Dubois 1.973; Van Oordt 1.974; Doerr-Schott 1.976; Schreibman y Holtzman 1.975; Nyholm y
Doerr-Scott 1.977; Moriceau-Hay y col. 1.979, 1.982).

Los Reptiles ocupan una posicidn central en la evolucion de los tetrapodos. Al igual que
en peces, la hipdfisis en este grupo de vertebrados presenta una enorme diversidad anatomica,
existiendo formas menos evolucionadas que presentan caracteristicas comunes a los anfibios y
formas mas evolucionadas que presentan caracteristicas comunes a las aves y a los mamiferos.
La anatomia de la hipofisis de reptiles ha sido extensamente estudiada por Wingstrand (1.966) y
Saint-Girons (1.963, 1.967, 1.970).

A pesar de la diversidad, de forma general en todas las especies de reptiles, la
neurohipdfisis esta formada por un I6bulo neural y una verdadera eminencia media que solo
contacta con la region rostral del I6bulo anterior por una red de capilares en un escaso tejido
conjuntivo. En este grupo ya no se observa inervacion directa de las células glandulares en
ninguno de los lobulos, caracteristica que se mantendra hasta los vertebrados mas

evolucionados.

Los distintos I6bulos de la adenohipéfisis presentan grandes diferencias tanto en su
desarrollo como en su localizacion. Las formas mas primtivas, Sphenodon sp., tortugas y
cocodrilos presentan un l6bulo intermedio y un lébulo tuberal bien desarrollados y un I6bulo
anterior claramente dividido en una region rostral y una region caudal (Fig 5), en funcion de la
regionalizacion de las células secretoras que continla en este grupo. En Lacértidos el I6bulo
tuberal se encuentra, al igual que en algunos anfibios, formado por dos grupos celulares alojados
en el cerebro, rostralmente a la eminencia media, y que han perdido completamente su conexion
con la hipofisis (Fig 5) (Holmes y Ball 1.974; Bello 1.987; Bello y col. 1.991a). Su presencia,
dentro del tejido nervioso, hizo pensar durante mucho tiempo que no existia I6bulo tuberal en

este grupo.

Otras especies carecen de I6bulo tuberal, no desarrollandose nunca esta estructura

como es el caso de los Ofidios (Holmes y Ball 1.974).

Con respecto a la regionalizacion de los diferentes tipos celulares secretores, continta

en este grupo de vertebrados, aunque alguno de los tipos celulares ya puede observarse
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disperso por todo el lI6bulo anterior como ocurre con las células gonadotropas (Pearson y Litch
1.974; Pearson y col. 1.983; Batista y col. 1.989).

La hipdfisis de Aves, descrita por Wingstrand (1.951), presenta una estructura
anatomica entre la hipofisis de mamiferos y la hipéfisis de reptiles.

Sin embargo, algunas caracteristicas son exclusivas de la hipofisis de aves, asi,
presenta una separacion entre neurohipdfisis y adenohipéfisis que la hace menos compacta que
la hipofisis de mamiferos (Fig 5). La eminencia media de las aves comprende dos regiones que
van a irrigar a su vez las dos regiones en que se divide el obulo distal (Wingstrand 1.951;
Vitums y col. 1.964; Calas y Assenmacher 1.970). La adenohipdfisis de aves carece de I6bulo
intermedio, resonsable de la separacion entre neurohipofisis y adenohipéfisis. El I6bulo anterior
esta diferenciado en una regidn céfalica o rostral y una region caudal, y presentan un lébulo
tuberal bien desarrollado similar al de mamiferos, que contacta con la eminencia media

rodeandola externamente (Wingstrand 1.951).

Las aves, al igual que el resto de los vertebrados no mamiferos, presentan una marcada
regionalizacion de los diferentes tipos celulares secretores, si bien en algunas especies, al igual
que ocurre en reptiles, se observan tipos celulares no regionalizados que aparecen distribuidos
por todo el I6bulo anterior, como son las células gonadotropas y las células tireotropas (Kansaku
y col. 1.994; Allaerts y col. 1.999).

En Mamiferos, la hipdfisis de forma general, responde al esquema de divisién en
neurohipdfisis con un lobulo neural ¢ l6bulo posterior desarrollado y una eminencia media que

comunica por un plexo capilar, con la zona mas rostral del l6bulo anterior (Fig 5).

La adenohipdfisis presenta un lébulo anterior que no presenta division marcada en
regiones, un |6bulo intermedio, que contacta con la zona més caudal del l6bulo anterior, y un
l6bulo tuberal que forma junto con la eminencia media el tallo hipofisario (Fig 5) y cuyos vasos
sanguineos se comunican también, al igual que la eminencia media, con la zona mas rostral del
l6bulo anterior. A diferencia del resto de los vertebrados, en mamiferos no se observa

regionalizacion de ninguno de los tipos celulares secretores, encontrandose cada uno de ellos
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PECES (TELEOSTEOS) ANFIBIOS (ANUROS)

REPTILES (QUELONIOS) REPTILES (LACERTIDOS)

AVES MAMIFEROS

Lébulo tuberal: LT. Lébulo anterior: [1. Lébulo intermedio: e. Lébulo posterior: LP.

Eminencia media: EM. Tercer ventriculo: 3V.
Fig 5. Esquema que ilustra la variabilidad morfologica de la hipdfisis en los distintos grupos de vertebrados. Tomado de Matsumoto y

Ishii (Atlas of Endocrine Organs. Springer-Verlag).
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distribuidos por todo el I6bulo anterior (Nemeskéri y col. 1.988; Dihl y col. 1.988; Japon y col.
1.994).

3. DESARROLLO Y DIFERENCIACION DE LA HIPOFISIS.

En el estudio de cualquier 6rgano, para llegar mejor al conocimiento de su fisiologia, y al
porqué de la relacion de su estructura con la fisiologia, no sélo es importante la evolucion
filogenética de dicha estructura sino su desarrollo. Estudiando el origen de su formacion
podemos llegar a comprender la estructura del érgano completamente desarrollado.

El desarrollo de un 6rgano, ocurre como consecuencia de una serie de procesos

embriologicos no del todo conocidos, como son induccidn, proliferacion y diferenciacion.

Dada la importancia de la hipdfisis en la regulacién de todos los organismos, y la gran
heterogeneidad que presenta esta glandula en funcién del grupo o la especie, el estudio de su
desarrollo puede acercarnos tanto, a esclarecer procesos comunes de su fisiologia, como el

porqué de las diferencias entre grupos.

La ontogenia de la hipdfisis ha sido estudiada en todos los grupos de vertebrados
(Rathke 1.838; Sesseel 1.877; Schwind 1.928; Wingstrand 1.951; Rugh 1.968; Schreibman y col.
1.973; Pearson y col. 1.974, 1.977; Nyholm y col. 1.977; Schreibman y Margolis-Kazan 1.979;
Schreibman y col. 1.979; Gasc y Sar 1.981; Moriceau-Hay y col. 1.982; Pearson y col. 1.982,
1.983; Thommes y col. 1.987; Batista y col. 1.989). La mayoria de estos, son estudios
estructurales que aportan datos exclusivamente morfolégicos (Schwind 1.928; Wingstrand 1.951;
Rugh 1.968; Pearson y Litch 1.974; Svalander 1.974; Schreibman y col. 1.979) es decir,
caracteristicas del esbozo hipofisario 0 de determinados tipos celulares a microscopia optica y
electrénica, observados durante el desarrollo. Estos datos han sido corroborados en trabajos
posteriores (Pearson y Litch 1.982; Moriceau-Hay y col. 1.982; Pearson y col. 1.983; Bello 1.987;
Asay col. 1.988; Bello y col. 1.991a).

Estos estudios han establecido un patrén de desarrollo para la hipéfisis que es comdn a
todos los vertebrados a pesar de la diversidad en la estructura de la glandula adulta. En todos los
vertebrados, la hipdfisis tiene un origen doble. La neurohipdfisis que se desarrolla a partir de la

12
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base del diencéfalo, y la adenohipdfisis que tiene su origen en el epitelio de la cavidad bucal
primitiva 6 estomodeo. Sin embargo, existe desacuerdo en algunos casos como en la tortuga
marina Caretta caretta Linnaeus, 1.758, donde Pearson y col. (1.983) proponen un origen
endodérmico para las células productoras de hormonas peptidicas (ACTH, MSH GH y PRL),
asimismo en marsupiales ha sido descrita la participacion de la bolsa de Sessel, de origen
endodérmico, en la morfogénesis hipofisaria (Hall y Hughes 1.985) y en aves, donde usando el
sistema de quimeras codorniz-pollo, Eagleson y col. (1.986) y Couly y Le Douarin (1.985, 1.987)
proponen un origen neuroectodérmico a partir del borde anterior de la placa neural para las
celulas productoras de ACTH. Trabajos mas recientes (Cobos y col. 2.001) usando la misma
tecnica de quimeras codorniz-pollo, asi como el del grupo de Kouki y col. (2.001) usando una
tecnica combinada de marcaje con Dil e inmunofluorescencia, han propuesto un origen

completamente ectodérmico del esbozo adenohipofisario.

Técnicas mas recientes como la inmunohistoquimica 6 la hibridacion in situ, aplicadas al
estudio de la hipdfisis en desarrollo, han permitido contestar algunas preguntas como el
momento de diferenciacion de cada tipo celular y el patron de distribucion de cada uno de ellos
(Nyholm y col. 1.977; Schreibman y Margolis-Kazan 1.979; Gasc y Sar 1.981; Pearson y col.
1.982; Moriceau-Hay y col. 1.982; Pearson y col. 1.983; Thommes y col. 1.987; Nemeskeri y col.
1.988; Dihl y col. 1.988; Asa y col. 1.988; Batista y col. 1.989; Bello y col. 1.991a; Japon y col.
1.994; Allaerts y col. 1.999). A pesar de que estos estudios se han ocupado sélo de una parte de
los fendbmenos que ocurren durante el desarrollo, es decir, de la proliferacion y diferenciacion, no
existe acuerdo sobre los resultados obtenidos incluso dentro un mismo grupo de vertebrados
(Gasc y Sar 1.981; Thommes y col. 1.987; Nemeskéri y col. 1.988; Japon y col. 1.994; Porter y
col. 1.995; Allaerts y col. 1.999). Estas diferencias son mas importantes en aves y mamiferos,

siendo especialmente contradictoria la informacion en las aves.

Una cuestion importante que puede explicar la distribucion de los distintos tipos celulares
o la presencia de regionalizacion o no de las células en el I6bulo anterior, seria resolver cuél es
el mapa de diferenciacion de los distintos tipos celulares a partir de la primitiva bolsa de Rathke.
Este problema solo ha sido planteado en dos especies de reptiles, la tortuga marina Caretta
caretta Linnaeus, 1.758 (Pearson y col. 1.983) y el Lacértido Gallotia galloti Duméril y Bibron,
1.839 (Bello 1.987; Batista y col. 1.989).

13
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Con respecto a los mecanismos implicados en la diferenciacion de los distintos tipos
celulares de la hipdfisis existen en la literatura numerosos datos sobre la influencia que ejercen
los tejidos circundantes, tanto el tejido nervioso como el mesénquima, en las primeras etapas de
formacion del esbozo hipofisario, asi como en la proliferacion y diferenciacion de las células
(Etkin 1.935; Atwell 1.935, 1.937; Atwell y Taft 1.940; Driskoll y Eakin 1.955; Etkin 1.958a,
1.958b; Chang 1.957; Sobell 1.958; Hanakoa 1.967; Le Douariny col. 1.967 Le Douariny
Ferrand 1.968; Ferrand y Le Douarin 1.968; Ferrand 1.969, 1.972; Watanabe 1.982, 1.985).
Estudios recientes in vitro han identificado como posibles candidatos de esta accion inductora a
algunas moléculas procedentes de estos tejidos entre ellas distintas formas de FGF (Factor de
crecimiento Fibroblastico) y BMPs (Proteinas Morfogenéticas del Hueso) (Ericson 'y col. 1.998).

Otros estudios in vitro, han implicado asimismo en la diferenciacion de algunos tipos
celulares hipofisarios, a distintas moléculas tales como factores liberadores hipotalamicos
(Bégeot y col. 1.984; Héritier y Dubois 1.993, 1.994), péptidos (Héritier y col. 1.994) y algunas
hormonas periféricas (Hemming y col. 1.984, 1.988; Morpurgo y col. 1.997). Estudios muy
recientes han involucrado en estos procesos a una serie de genes denominados comunmente
“‘genes del desarrollo”, aunque muchos de ellos se expresan en el estado adulto, pertenecientes
entre ofras a las familias de genes homeobox y LIM-homeobox, los cuales codifican en su
mayoria para factores de transcripcion que parecen jugar papeles importantes en las primeras
etapas de formacion de la hipdfisis (Dollé y col. 1.990; Simmons y col. 1.990; Walther y Gruss
1.991; Gérard et al. 1.993; Hermesz y col. 1.996; Gage y col. 1.996; Mucchielli y col. 1.996;
Lamonerie y col. 1.996; Szeto y col. 1.996; Sheng y col. 1.997; Parks y col. 1.997; Gage y
Camper 1.997; Lanctét y col. 1.999; Mullis 2.001; Suh y col. 2.002) asi como en la determinacion
y presuntamente, en la diferenciacion de algunas de las lineas celulares hipofisarias (Lin y col.
1.994; Gonzalez-Parra y col. 1996; Cohen y col. 1.996; Sheng y col 1.996, 1.997; Watkins-Chow
y Camper 1.998; Lanctét y col. 1.999; Mullis 2.001; Suh y col. 2.002).

Los trabajos realizados en los Ultimos afios, muestran que otro aspecto que puede
aportar datos al proceso de diferenciacion funcional de la hipdfisis es el estudio de la presencia
de proteinas ligantes de Calcio (Ca%*). El Ca esta implicado en muchas funciones de la célula
diferenciada, incluido el proceso de secrecion (Kretsinger 1.979, 1.981; Klee y Vanamann 1.982;
Means y col. 1.982; De Lorenzo 1.982; Van Eldik y col. 1.982; Watterson y col. 1.984; Coheny
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Klee 1.988; Kretsinger y col. 1.988). Durante el desarrollo se ha observado, en células nerviosas,
que una de estas proteinas, la Calbindina D28K, aparece en ciertas regiones del cerebro, casi
invariablemente, 1-2 dias después del cese de la division celular y el comienzo de la migracion
neuronal sugiriendo que la calbindina puede influir sobre estos procesos dependientes de Ca2*
(Enderlin y col. 1.987; Bastianelli y Pochet 1.993). Ademas, se han puesto de manifiesto distintos
tipos de estas proteinas capaces de unirse al Ca2* en funciones especificas cada una de ellas
(Wnuk y col. 1.982;  Bronnery col. 1.986; Calabretta y col. 1.986; Zimmer y Van Eldik 1.986,
1.987; Odink y col. 1.987; Ferrari y col. 1.987; Radeke y col. 1.987; Ringwald y col. 1.987;
Rogers 1.987; Kagi y col. 1.987; Masiakowski y Shooter 1.988; Shori y col. 1.988; Huang y col.
1.988a, 1.988b; Hatta y col. 1.988; Kagi y col. 1.988).

Teniendo en cuenta que han sido descritas en células endocrinas incluidas las células
hipofisarias (Buffa y col. 1.989, 1.990; Abe y col. 1.990; Cimini y col. 1.997), es de interés, poder
determinar cual o cudles de estas proteinas se expresan durante el desarrollo de la hipdfisis, si
esta expresion se mantiene en la hipdfisis adulta y que papel estan desempefiando dichas
proteinas en tales procesos.

4.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

De todo lo expuesto anteriormente se deduce que la hipdfisis de los distintos vertebrados
esta constituida por células que secretan una serie de hormonas, muchas de ellas coliberadas
con péptidos, y que van a actuar sobre células diana para regular multiples funciones del
organismo. Ademas, se sabe que la distribucidn de los tipos celulares no es la misma en los
distintos grupos de vertebrados y que la funcionalidad de algunos de los lobulos hipofisarios
continua siendo desconocida. De igual forma se conocen algunos datos indirectos en relacion
con factores de diferenciacion celular que no siempre estan relacionados con el resto de

fendmenos ocurridos durante el desarrollo hipofisario.

En consecuencia hemos querido relacionar los resultados sobre distintos aspectos del
desarrollo para tratar de entender mejor la funcionalidad de la glandula en el estado adulto, al
mismo tiempo que comparar especies distintas intentando correlacionar esas diferencias con
fendmenos ocurridos durante el desarrollo. Con este proposito hemos planteado, en primer lugar
dos grandes objetivos generales:
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1.- Utilizando tres especies, pertenecientes a dos grupos de vertebrados que presentan
patrones de distribucion celular diferentes, mamiferos y aves, estudiar a partir de qué zona del
esbozo proliferan y como se diferencian los distintos tipos celulares; como consecuencia, cdémo
se forman los distintos I6bulos con su caracteristica distribucion celular. Utilizando distintas
tecnicas, histologicas e inmunohistoquimicas podremos saber si lo que observamos en la
hipofisis adulta es consecuencia de la forma en que ocurre la proliferacion y la diferenciacion

durante el desarrollo.

2.- Correlacionar los procesos de proliferacion y diferenciacion celular a lo largo del
desarrollo, incluyendo el estudio de factores implicados en la diferenciacion, actividad y
funcionalidad celular. Si bien el estudio de factores que nos pueden indicar actividad celular,
proteinas ligantes de calcio, los estudiaremos en todas las especies mediante
inmunohistoquimica, para estudiar la proliferacion en células diferenciadas asi como la expresion
de factores reguladores de la funcionalidad celular (péptidos hipotalamicos 6 hipofisarios) y
factores de diferenciacion como el gen Pitx 2, utilizaremos como modelo el raton. La eleccion de
esta especie, se debe a que es representante del unico grupo de vertebrados, mamiferos, del
que se tienen numerosos datos que demuestran la accion de estos factores reguladores 6 de

diferenciacion.

En segundo lugar, como objetivos concretos, estudiar en el raton:

1.- El origen de los distintos I6bulos y tipos celulares adenohipofisarios a partir de la
bolsa de Rathke.

2.- La secuencia de la diferenciacion hormonal.

3.- La proliferacion celular durante el desarrollo embrionario y posnatal y su relacién con
la diferenciacion.

4.- El inicio de la expresion de factores hipotalamicos o hipofisarios conocidos como
reguladores de la funcionalidad de las células diferenciadas.

5.- La relacion con la diferenciacion de las células hipofisarias, de la expresion de
factores indicadores de actividad celular o implicados en la diferenciacion.
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Habida cuenta que la hipdfisis de aves es distinta en su organizacién y distribucidn
celular por presentar algunos tipos celulares regionalizados, usando como modelo el pollo y la
codorniz, compararemos los fendémenos que conducen a la formacion de los distintos l6bulos
hipofisarios asi como a la diferenciacion de los distintos tipos celulares, con los datos obtenidos
en los objetivos 1y 2 del raton.
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MATERIAL Y METODOS

1.- MATERIAL.

1.1.- Mamiferos.

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron ratones Swiss-albinos en todos los
estadios embrionarios, posnatales y adultos suministrados por animalario central de la
Universidad de la Laguna asi como por el animalario central de la Universidad de Murcia. Los
ratones fueron puestos a aparear y mantenidos en condiciones estandar de laboratorio. La
presencia de tapon vaginal la mafiana siguiente al apareo se tomd como el dia embrionario 0
(E.0). Hembras gestantes de diferentes estadios a partir del dia 10 de desarrollo embrionario
(E.10) fueron anestesiadas con éter dietilico y los embriones fueron rapidamente extraidos por
cesarea, decapitados y fijados por inmersion. Los animales, en diferentes estadios de desarrollo
postnatal (P.0, P.2, P.5, P.21) y adultos fueron igualmente anestesiados con éter dietilico y

fijados por perfusion intracardiaca.

Para el estudio de proliferacion celular, hembras gestantes a partir del dia 12 de
desarrollo embrionario, postnatales y adultos fueron inyectados con Bromodeoxiuridina a una
dosis de 5 mgrs/kg, transcurridas tres horas, los animales fueron anestesiados vy fijados por

inmersion ¢ perfusion intracardiaca.

1.2.- Aves.

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron embriones de todos los estadios y
posnatales de diferentes estadios (P.1, P.3, P.5, P.14, P.21) de dos especies de aves, pollo
(Gallus gallus) y codorniz (Coturnix coturnix var. japonica). Huevos fertilizados de ambas
especies fueron obtenidos a partir de granjas privadas, y puestos en incubadora a 38°C con una
humedad ambiental entre el 45% - 75%. Los embriones de estadios entre 4 y 10 dias fueron
rapidamente extraidos del huevo, decapitados y fijados por inmersion. Los embriones a partir de
10 dias, asi como los postnatales, fueron anestesiados con éter dietilico y fijados por perfusion

intracardiaca.
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2.- METODOS.

Para el estudio de este material se han empleado los siguientes métodos:

* 2.1 Histologia clasica.

* 2.2 Ultraestructura.

* 2.3 Inmunohistoquimicos.
Técnica de elucion-retratamiento.
Técnica de doble marcaje.

* 2.4 Hibridacién in situ no radiactiva.

2.1.- Histologia clasica.

El material destinado a histologia clésica fue fijado en fijador de Bouin, incluido en
paraplast y cortado en un Micrétomo (Reichert Jung 1130 Biocut) en secciones de 5 a 8 um de
grosor. Las secciones se montaron tanto en serie como en paralelo realizandose sobre ellas la
técnica de tincion topografica (Hematoxilina de Harris-Eritrosina) para el estudio del desarrollo

morfoldgico hipofisario.

Protocolo de Inclusidn.

* Fijacion.

* Deshidratacion en alcoholes crecientes.
* Alcohol 96° 2 x 30"

* Alcohol 100° 3 x 100"

* Aclarado en toluol 10"y 20"

* Bafios en Paraplast.

* Inclusion en Paraplast.
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Protocolo de Tincidn.

* Desparafinado en toluol.

* Tincion con Hematoxilina de Harris 2°.

* Lavado en agua corriente 5'.

* Lavado en agua destilada.

* Tincion con Eritrosina 2.

* Lavado réapido con agua destilada.

* Deshidratacion en alcoholes crecientes.
* Aclarado en toluol.

* Montaje con Eukit.

2.2.- Ultraestructura.

El material destinado a ultraestructura fue fijado en Glutaraldehido al 5% en PB 0.1M a

pH=7.4. Posteriormente se realizé6 un posfijacion con tetréxido de osmio al 2% en tampdn

Millonig. La inclusion se realizd en resinas Spurr y Durcupan y las muestras se cortaron en un

ultramicrétomo (Reichert Ultracut S Leica) en secciones de 1um para semifinos y en secciones

de 50nm para ultrafinos.

Protocolo de inclusidn.

* Fijacion en Glutaraldehido 5% 3 horas.

* Lavados en tampon Millonig 3 x 20°.

* Postfijacion en tetroxido de osmio al 2% en tampdn Millonig 2 horas.

* Lavados en agua destilada 10"

* Deshidratacion en alcoholes crecientes.
* Alcohol 30° 15"

* Alcohol 50° 15"

* Alcohol 70° 15",

* Incubacién en acetato de uranilo al 2% en alcohol 70° 2 horas.

* Alcohol 90° 15",
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* Alcohol 100°2x 15",

* Aclarado en Oxido de propileno 2 x 15°.
* Oxido de propileno-Resina 1:1 1hora.

* Resina 12 horas.

* Bloque en estufa a 60 ° 24 horas.

Protocolo de Tincidn.

* Acetato de uranilo al 2% 15°.

* Lavados con agua destilada 3x10".
* Citrato de plomo al 2% 20°.

* Lavados con agua destilada 3x10".

* Secar al aire

2.3.- Inmunohistoquimica.

El material destinado a inmunohistoquimica fue fijado con distintos fijadores segun los

Casos:

2.3.1.- Proliferacion Celular.

El material fue fijado en fijador de Clarke (Etanol:Acético 3:1) incluido en paraplast y
cortado en un Microtomo (Reichert Jung 1130 Biocut) en secciones de 5 a 8 um que se
montaron tanto en serie como en paralelo. Sobre estas secciones se llevo a cabo una técnica
inmunoenzimatica indirecta simple para la deteccion de Bromodeoxiuridina y de doble marcaje

para la deteccion simultdnea de Bromodeoxiuridina y hormonas hipofisarias.

Anticuerpo contra la Bromodeoxiuridina.

El anticuerpo dirigido contra la Bromodeoxiuridina, Anti-BrdU, es un anticuerpo

monoclonal de raton de la casa comercial DAKO (Clon Bu20a. Isotipo 19G1, Kappa).
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Protocolo de Inmunoenzimatica indirecta para la deteccion de Bromodeoxiuridina.

* Desparafinado en toluol.

* Hidratacion con alcoholes decrecientes hasta agua.

* Lavados con tampon TBS 2 x 10°.

* Solucion de NaOH al 0.5% en TBS 15°(desnaturalizacion del DNA).

* Lavados con tampon TBS 2 x 10°.

* Lavado con una solucién de H,0, al 0.5% en tampon TBS 10°-15".

* Lavado con tampdn TBS 2 x 10"

* Incubacion en solucion de leche desnatada al 0.5% en tampdn Coons (bloqueo de los sitios de
union inespecificos).

* Lavados con tampén TBS 3 x 10°.

* Lavado con tritdn X-100 al 0.2% en tampén TBS.

* Incubacion con anticuerpo anti-Brdu (dilucién 1/75) toda la noche a T# ambiente.

* Lavados con tampdén TBS 3 x 15",

* Lavado con tritdn X-100 al 0.2% en tampén TBS.

* Incubacion con anticuerpo anti IgG de raton (anticuerpo 2°) marcado con biotina (dilucién
1/200) 1 hora.

* Lavados con tampén TBS 3 x 10°.

* Lavado con tritdn X-100 al 0.2% en tampén TBS.

* Incubacion con un complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa o Streptavidina-Peroxidasa
(dilucién 1/300) 1 hora.

* Lavados con tampdén TBS 3 x 10°.

* Lavado con tampon Tris 15”.

* Revelado con un sustrato cromogénico, 3,3 'Diaminobenzidina (SIGMA).

* Montaje.
Para los dobles marcajes, una vez revelada la 12 reaccion inmunohistoquimica, se lava

exhaustivamente con tampdn TBS 6 Coons y se procede a realizar la segunda reaccion segun

el mismo protocolo, revelando en este caso con un cromogeno diferente 4-Cl, 1-Naftol.

22



MATERIAL Y METODOS

2.3.2..- Diferenciacion Hormonal.

El material fue fijado en fijador de Bouin y en PFA 4% acido picrico 0.2% en PB 0.1M
pH=7.4. El material fijado con fijador de bouin fue incluido en paraplast y cortado con un
Microtomo (Reichert Jung 1130 Biocut) en secciones de 5 a 10 um. El material fijado con PFA
4% acido picrico 0.2%, fue crioprotegido en una solucién de sacarosa al 20% en tampén coons,
incluido en tissue-tex (medio de inclusion para especimenes congelados) y cortado en un
Criostato (Reichert Jung 2800 Frigocut) en secciones de 5 a 10 um. Las secciones se montaron
tanto en serie como en paralelo y sobre ambos tipos de secciones se llevé a cabo una técnica
inmunoenzimatica indirecta para la deteccidn de las hormonas hipofisarias asi como la técnica
de elucion-retratamiento para detectar la coexistencia de dos 0 mas moléculas en la misma

célula.

Antisueros utilizados.

Antisueros contra las hormonas hipofisarias.

Los antisueros dirigidos contra las hormonas hipofisarias son antisueros policlonales

obtenidos en conejo en el laboratorio del Dr. G. Tramu Universidad de Burdeos II. Francia.

AS anti ACTH (1-24) y anti ACTH (17-39).
AS anti BEndorfina.

AS anti oy BMSH.

AS anti hp TSH.

AS anti h STH.

AS anti ppLH.

AS anti hBFSH.

AS anti rPRL.
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Protocolo de Inmunoenzimatica indirecta.

* Desparafinado con toluol.

* Hidratacion con alcoholes decrecientes hasta agua destilada.

* Lavados con tampdn Coons 2 x 10°.

* Lavado con una solucion de H,0, al 0.5% en tampdn Coons 10°-15".

* Lavado con tampon Coons 2 x 10°.

* Incubacion en solucion de leche desnatada al 0.5% en tampdn Coons (bloqueo de los sitios de
union inespecificos).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con antisuero especifico (anticuerpo 1°) (dilucion 1/1000-1/800) o/n a T# ambiente.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 15",

* Incubacidn con anticuerpo anti IlgG conejo (anticuerpo 2°) (dilucion 1/1000) marcado con
biotina

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con un complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa o Streptavidina-Peroxidasa (dilucion
1/1000).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Lavados con tampon Tris 1 x 15.

* Revelado de la reaccidén con un sustrato cromogénico. Los sustratos empleados fueron
diferentes segun los objetivos. Se utilizaron 4-Cloro,1-Naftol (SIGMA), 3,3'Diaminobenzidina
(SIGMA) y 3,3 'Diaminobenzidina intensificado con sulfato de niquel y amonio.

* Montaje con glicerina tamponada.

Técnica de elucion-retratamiento.

Esta técnica permite detectar dos o mas moléculas diferentes que coexisten en una misma
celula utilizando inmunohistoquimica. La técnica consiste en eluir el primer anticuerpo y realizar
una segunda reaccion inmunohistoquimica sobre la misma seccion. Esta técnica fue descrita

por el Dr. G. Tramu y col. (1.978).

24



MATERIAL Y METODOS

Protocolo de elucidn-retratamiento.

* Primera reaccion inmunoenzimatica.

* Revelado con 4-Cloro, 1-Naftol. Montaje con glicerina tamponada y fotografiado.

* Elucion del primer anticuerpo mediante el siguiente protocolo:

* Acetona 5.

* Lavado en agua destilada.

* Solucion de Permanganato potasico: Acido sulfurico (1:1) en agua destilada 1/100 1°.
* Lavado en agua destilada.

* Metabisulfito potasico al 0.5% 5.

* Lavado en agua destilada.

* Lavados en tampon Coons 3 x 10”.

* Incubacion con antisuero especifico (dilucién 1/800 — 1/1000) toda la noche a T#
ambiente.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 15",

* Incubacion con anticuerpo anti IgG conejo (anticuerpo 2°) marcado con biotina (dilucion
1/1000).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con un complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa o Streptavidina-Peroxidasa (dilucion
1/1000).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Lavados con tampdn Tris 15",

* Revelado de la reaccion con un sustrato cromogeénico.

* Montaje.

Protocolo de Inmunofluorescencia indirecta.

* Hidratacion con tampon Coons 2x 10°.

* Incubacion en solucion de leche desnatada al 0.5% en tampdn Coons (bloqueo de los sitios de
union inespecificos).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con antisuero especifico (anticuerpo 1°) (dilucion 1/1000-1/800) o/n a T# ambiente.
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* Lavados con tampdn Coons 3 x 15",

* Incubacion con anticuerpo anti IgG conejo (Anticuerpo 2°) marcado con biotina (Dilucion
1/1000).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con un complejo Streptavidina-FITC (Dilucién 1/1000).

* Lavados con tampdn Coons 4 x 15",

* Montaje con glicerina tamponada.

2.3.3.- Proteinas Ligantes de Calcio.

El material fue fijado con fijador de Clarke (Etanol:Acético 3:1) incluido en paraplast y
cortado en un Microtomo (Reichert Jung 1130 Biocut) en secciones de 5 a 8 um que se
montaron tanto en serie como en paralelo. Sobre estas secciones se llevo a cabo un técnica
inmunoenzimatica indirecta para la deteccion de Calbindina D28K, Calrretinina y Parvalbumina.

Se realizaron asimismo técnicas de doble marcaje y colocalizacién con hormonas hipofisarias.

Antisueros contra las Proteinas Ligantes de Calcio.

Los antisueros dirigidos contra las proteinas ligantes de calcio, son antisueros
policlonales obtenidos en conejo de procedencia comercial, concretamente proceden de la casa

Swant (Swiss antibodies).

AS anti CB D28K.
AS anti CR.
AS anti PV.

PV-19: Anticuerpo Monoclonal contra Parvalbimina.

Protocolo de Inmunoenzimatica indirecta para la deteccion de Proteinas Ligantes de

Calcio.

* Desparafinado con toluol.

* Hidratacion con alcoholes decrecientes hasta agua destilada.
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* Lavados con tampdn Coons 2 x 10°.

* Lavado con una solucién de H,0, al 0.5% en tampon Coons 10°-15".

* Lavado con tampon Coons 2 x 10”.

* Incubacion en solucion de leche desnatada al 0.5% en tampdn Coons (bloqueo de los sitios de
union inespecificos).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacién con antisuero especifico (anticuerpo1°) (dilucion 1/2000) toda la noche a T2
ambiente.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 15",

* Incubacion con anticuerpo anti IgG conejo (anticuerpo2°) marcado con biotina (dilucion 1/200)
1 hora.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con un complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa o Streptavidina-Peroxidasa (dilucion
1/300) 1 hora.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Lavados con tampon Tris 1 x 15.

* Revelado de la reaccidén con un sustrato cromogénico. Los sustratos empleados fueron
diferentes segun los objetivos. Se utilizaron 4-Cloro,1-Naftol (SIGMA), 3,3'Diaminobenzidina
(SIGMA) y 3,3 'Diaminobenzidina intensificado con Sulfato de Niquel.

* Montaje.

2.3.4.- Factores Liberadores Hipotalamicos y Péptidos.

El material fue fijado con PFA 4% &cido picrico 0.2% en PB 0.1M pH=7.4 crioprotegido
en una solucion de sacarosa al 20% en tampdn Coons, incluido en tissue-tex (medio de
inclusion para especimenes congelados) y cortado en un Criostato (Reichert Jung 2800
Frigocut) en secciones de 5 a 10 um. Las secciones se montaron tanto en serie como en
paralelo. Sobre estas secciones se llevo a cabo una técnica inmunoenzimatica indirecta para la

deteccion de diferentes factores liberadores hipotalamicos y péptidos.
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Antisueros contra los Factores Hipotalamicos y Péptidos.

Los antisueros dirigidos contra las hormonas hipofisarias son antisueros policlonales

obtenidos en conejo en el laboratorio del Dr. G. Tramu Universidad de Burdeos II. Francia.

AS anti CRF.
AS anti LHRH.
AS anti GHRH.
AS anti Gal.

AS anti NPY.
AS anti NT.

AS anti Met-enc.

AS anti Leu-enc.

Protocolo de Inmunoenzimatica indirecta para la deteccion de FH y Péptidos.

* Hidratacion en tampdn Coons 2 x 10°.

* Lavado con una solucién de H,0, al 0.5% en tampon Coons 10°-15".

* Lavado con tampon Coons 2 x 10°.

* Incubacion en solucion de leche desnatada al 0.5% en tampdn Coons (bloqueo de los sitios de
union inespecificos).

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con antisuero especifico (anticuerpo 1°) (dilucién 1/1000-1/800) toda la noche a T2
ambiente.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 15",

* Incubacion con anticuerpo anti IgG conejo (anticuerpo 2°) marcado con biotina (dilucion 1/200)
1 hora.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Incubacion con un complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa o Streptavidina-Peroxidasa (dilucion
1/300) 1 hora.

* Lavados con tampdn Coons 3 x 10°.

* Lavados con tampdn Tris 1 x 15.
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* Revelado de la reaccion con un sustrato cromogénico en tampén Tris. El sustrato empleado fué
el 4-Cloro,1-Naftol (SIGMA).
* Montaje.

2.3.5.- Controles de especificidad.

De los antisueros.

Los antisueros dirigidos contra las hormonas hipofisarias y contra los distintos péptidos
analizados, utilizados en este estudio fueron obtenidos del laboratorio de Neurocitoquimica
funcional, URA CNRS 339 del Dr. G. Tramu (Burdeos, Francia). Los protocolos de especificidad
de los mismos han sido publicados en diferentes trabajos de investigacion (Dubois 1.972; Dubois
1.972; Tramu y Dubois 1.977; Tramu y col. 1.983; Hemming y col. 1.986; Ciofi y col. 1.990; Bello
y col. 1.992; Bello y col. 1.993; Jamali y col. 1.999; Ciofi 2.000).

Los antisueros dirigidos contra las proteinas ligantes de calcio (Calbindina, Calrretinina y
Parvalbumina), utilizados en este estudio son de procedencia comercial, concretamente
proceden de la casa Swant (Swiss antibodies). Los protocolos de especificidad de los mismos
han sido publicados en diferentes trabajos de investigacion (Rogers 1.987; Celio 1.990;
Schwaller y col. 1.993; Gotzos 1.996; Doglioni 1.996).

El anticuerpo dirigido contra la Bromodeoxiuridina utilizado en este estudio procede de la casa
comercial DAKO (Clén Bu20a) Lot. 018. Los protocolos de especificidad de este anticuerpo han
sido publicados en diferentes trabajos de investigacion (Gratzner 1.982; Vanderlaan y col. 1.985;
Magaud y col. 1.989)

De la reaccidon inmunohistoquimica.

En todas las reacciones realizadas, se hicieron los siguientes controles de especificidad:
a. Sustitucion del primer antisuero (antisuero especifico) por antisuero normal de conejo.
b. Omision del primer antisuero.

c. Utilizacion del antisuero especifico previamente bloqueado con el antigeno correspondiente.
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2.4.- Hibridacion in situ no radiactiva.

Todo el material utilizado en este apartado fue tratado y procesado en condiciones
totalmente estériles. El material destinado a hibridacion in situ fue fijado con PFA 4% en PB 0.1M
a pH=7.4, deshidratatado e hidratado en soluciones de gradacion creciente y decreciente
respectivamente de metanol, crioprotegido en una solucion de sacarosa al 30% en PB, incluido
en tissue-tex (medio de inclusion para especimenes congelados) y cortado en un Criostato
(Reichert Jung 2800 Frigocut) en secciones de 5 a 10um. Las secciones se montaron tanto en
serie como en paralelo. Sobre estas secciones se realizd una técnica de hibridacion in situ no
radiactiva usando dos sondas diferentes. Sobre estas mismas secciones se realizd
posteriormente una inmunoflourescencia indirecta para la deteccion de hormonas hipofisarias.
Sobre secciones adyacentes se realizd una técnica inmunoenzimatica indirecta para la

deteccion de hormonas hipofisarias.

2.4.1.- Sondas utilizadas.

Las sondas utilizadas para este estudio fueron las siguientres:

* Sonda antisentido Pitx2 de 1.8 Kb marcada con digoxigenina obtenida mediante sintesis a

partir de un subclon pKS por transcripcion in vitro con T3 polimerasa.

Protocolo de Hibridacion in situ no radiactiva.

* Antes de comenzar a procesarlas, las secciones se dejaron secar al aire durante 1 hora.

* Postfijacion durante 5'en PFA4% en PBS1X.

* Lavados con PBT (PBS1x, Tween-20 0.1%) 2 x 10"

* Hibridacion con la mezcla de hibridacion (tampon de hibridacién con sonda marcada ) a 60°c
en camara humeda toda la noche.

* Lavados:

*1 x 15°Solucién de lavado para eliminar los cubres a 60°c

* 3 x 30°Solucién de lavado a 60°c
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*3x 30" MABT 1X a T# ambiente.

* Incubacion durante 2 horas en solucién de bloqueo a T? ambiente.

* Incubacion con el anticuerpo anti-DIG-AP 1/3500 preparado en solucion de bloqueo a T2
ambiente en camara humeda toda la noche.

* Lavados con MABT 1X 10 x 30".

* Lavados con NTMT 1X2 x 10".

* Revelado de la reaccion en solucion de revelado (BCIP/NBT) en oscuridad.

* Montaje.
2.4.2.- Controles de especificidad.
De las sondas.
Las sondas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de la siguiente forma:
a. La sonda de Pitx2 fue cedida por el Dr. Salvador Martinez del Departamento de Ciencias
Morfolégicas y Psicobiologia de la Universidad de Murcia.
Los protocolos de especificidad para esta sonda han sido publicados en los siguientes trabajos

de investigacion (Mucchielliy col. 1.996,1.997).

De la reaccion de hibridacion in situ.

En todas las reacciones realizadas se hicieron los siguientes controles de especificidad:
a. Control sin sonda.
b. Control con sonda sentido (sense).

¢. Control con exceso de sonda no marcada.
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3.- ESTUDIO DEL MATERIAL PROCESADO.

El material procesado con las diferentes técnicas, fue observado y fotografiado con los

siguientes equipos:
a.-Microscopio Optico convencional Leitz-Laborluz S equipado con [&mpara de fluorescencia.
Fotografias con AGFAPAN-25, AGFACHROME-100, AGFACHROME-400,

KODAK ELITE CHROME-160T.

b.- Microscopio electrénico de transmision JEOL - JEM 1010.
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4.- FIJADORES Y TAMPONES.

4.1.- Fijadores.

Los Fijadores utilizados han sido los siguientes:

Fijador Bouin 100ml.

Formaldehido 35%-40%.................... 135ml.
Acido acético glacial.............cccocnieninne. 27ml.
Acido picrico 1.4%.....ccccvevvvrcrerirnnen. 400ml.

Fijador Clarke 100ml.

Etanol absoluto........ccccoeevvveeeeeeieeeen. 75ml.

Acido acético glacial .......................... 25ml.

Paraformaldehido-Picrico 100ml.

Paraformaldehido..............ccoovnirnciniennn. 4qgrs.
AGIdO PICTICO...vvvvvvvveeeeeeeee s 0.2grs.
Tampodn fosfato........ccvevecrierinenes 0.1M.
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4.2.- Tampones.

Los Tampones utilizados han sido los siguientes:

4.2.1.- Tampones para Inmunohistoquimica.

Tampon Fostato 0.1M (pH 7.4) 1 litro.

HNazPOs . (2H20).....cocviviiciiine. 17.8 grs.
HaNaPOs . (2H20).....c.cccce, 15.6 grs.

Tampén Coons (pH 7.4) 1 litro.

Metilmalonilurea (sal sodica)............... 412 grs.
Cloruro SOdICO......c.cvvrieriericies e 17 grs.
TIMErosal ..., 0.1grs.

Tampon TBS (Tris-salino) (pH 7.4) 1 litro.

Tris-Hidrochloride..........c.cooeninininnes 6.06 grs.
Trizma-Base.........ccoovvevivecnininins 1.39 grs.
Cloruro SOdiCO........cevvvereereerieeeireirceeen, 9 grs.

Tampoén Tris (pH 7.6) 1 litro.

Tris-Hidrochloride..........c.coovninininnes 6.06 grs.

Trizma-Base.........coovvevivineninins 1.39 grs.
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4.2.2.- Tampones para Microscopia Electrdnica.

Tampon Fostato 0.1M (pH 7.4) 1 litro.

HNazPOs . (2H20).....ccviviiciine, 17.8 grs.
HaNaPOs . (2H20).....co e, 15.6 grs.

Tampdn Millonig

Tampdn fosfato........cccovvvvcrrinrininnnnes 0.1M.
GlUCOSA..... e 0.5%.

4.2.3.- Tampones para Hibridacion in situ.

Tampon Fostato 0.1M (pH 7.4) 1 litro.

HNazPOs . (2H20).....ccviviieiciine, 17.8 grs.
HaNaPOs . (2H20).....c e, 15.6 grs.

Tampoén MABT (pH 7.5).

ACIdO Mal&iCO.....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0.1M.
Cloruro SOAICO......cveeeeeee e 0.15M.
TWEEN-20....cee ettt 0.1%.

Tampoén NTMT (pH 9.5).

Tris-Hidrchloride..........ccoocvivivreninininns 0.1M.

Cloruro SOAICO......c.cevvvereeeiriireerereiscene 0.1M.
Cloruro de magnesio . (6Hz20)................ 50mM.
TWEEN-20.......coeeiireeeeee e, 0.1%.
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HIPOFISIS DE MAMIFEROS

1.- GENERALIDADES.

La hipdfisis de mamiferos ha sido la mas estudiada y utilizada en la mayoria de las
investigaciones sobre fisiologia hipofisaria.

A pesar de que, es el grupo mas regular en cuanto a estructura general, existen
variaciones entre diferentes géneros (Hanstrom 1.966; Holmes y Ball 1.974). Las principales
diferencias residen en el grado de desarrollo de los distintos I6bulos tanto neuro como
adenohipofisarios asi como en las relaciones entre estas dos partes de la glandula.

En los mamiferos mas evolucionados,en primates, el I6bulo que aparece mas reducido
proporcionalmente es el I6bulo intermedio adenohipofisario. Este lobulo puede estar ausente en
algunos grupos como en cetaceos (ballenas y delfines), paquidermos (elefantes, hipopétamos y
rinocerontes) y armadillos.

Si bien, durante el desarrollo embrionario de la hipéfisis de mamiferos, es caracteristico
el estrecho contacto entre el epitelio de la bolsa de Rathke y el neuroectodermo diencefalico en
una zona que va a dar lugar al I6bulo imtermedio, en las especies donde este I6bulo no esta
presente, este contacto no ocurre, existiendo entre ambos tejidos, la presencia de tejido
contuntivo embrionario 0 mesénquima, permaneciendo en el animal adulto la presencia de

conjuntivo entre ambas estructuras (Hanstrom 1.966).

A pesar de que evolutivamente aparezca mas reducido, el lobulo intermedio esta
constituido por un gran numero de células que, aunque expresan las hormonas y péptidos
derivados de la POMC, al igual que las células corticotropas del I6bulo anterior, no presentan ni

las mismas caracteristicas morfolégicas ni funcionales que éstas.

En humanos, en ocasiones, no desaparece completamente el cordén bucohipofisario
dando lugar a una estructura conocida como hipofisis faringea. Esta se localiza en el techo de la
cavidad bucal, aparece vascularizada, presenta propiedades inmunoreactivas similares a las de
la hipdfisis (McGrath 1.971; Ciocca y col. 1.985) y exhibe cambios citologicos relacionados con el
estado fisiologico (Mcgrath 1.968, 1.971).

El l6bulo tuberal esta generalmente bien desarrollado en mamiferos donde se le ha

considerado como una zona de paso entre la eminencia media y la zona rostral del I6bulo
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HIPOFISIS DE MAMIFEROS

anterior; sin embargo, puede haber algunas especies donde esté ausente como en el
perezoso (Wislocki 1.938) y el pangolin (Herlant 1.958). En formas mas primitivas, como es el
caso de algunos mamiferos pertenecientes al orden monotrema (ornitorrinco y 0so hormigero) se
conoce como tracto portotuberal, al igual que en aves y algunos reptiles, por estar constituido por

una combinacién de células glandulares, tejido conjuntivo y numerosos vasos sanguineos.

Los primeros estudios inmunohistoquimicos habian puesto de manifiesto la existencia
de dos tipos celulares en el lI6bulo tuberal de mamiferos, uno que contiene tirotropina (TSH) y
otro que contiene gonadotropinas (FSH/LH) (Baker y Yu 1.975; Baker y col. 1.977; Gross 1.984).
La presencia de células conteniendo corticotropina (ACTH) también ha sido puesta de manifiesto
por algunos autores (Mikami 1.980; Nemeskéri y col. 1.988). Desde que hace unos afios, se
localizaron receptores de melatonina en células del I6bulo tuberal de mamiferos (Morgan y col.
1.988; Williams y Morgan 1.989), la posibilidad de una relacion funcional con la regulacion del
fotoperiodo por la melatonina, ha hecho que varios investigadores se interesen por el estudio de
éste, hasta ese momento, desconocido [6bulo.

Ahora sabemos que el I6bulo tuberal de la mayoria de las especies de mamiferos,
contiene células especificas que son estructural y funcionalmente diferentes de las del I6bulo
anterior. Estas células especificas del I6bulo tuberal, son las que presentan receptores para la
melatonina y sufren cambios morfolégicos dependiendo de la duracion del fotoperiodo (Bock 'y
col. 2.001). Ademas de estas células, el I6bulo tuberal también presenta células similares a las
del l6bulo anterior y células foliculares (Guerra y Rodriguez 2.001)

En cuanto al I6bulo anterior, en la mayoria de los mamiferos, sus células se distribuyen
en cordones o pequefios grupos en estrecha proximidad con los vasos sanguineos y son las
responsables de la produccion de 7 hormonas , ACTH, MSH, FSH, LH, STH, PRL y TSH.
Ademas, también producen, las células corticotropas, el resto de péptidos derivados de la
POMC, y numerosos péptidos se han encontrado coexistiendo con las hormonas en varios tipos
celulares (Lam Karen y col 1.990; Bello y col. 1.992; 1.993; Reyes y col. 1.998; 2.000a; 2.000b;
2.001) poniéndose de manifiesto que esta colocalizacion ocurre en los mismos granulos de
secrecion (Bello y col. 1.992). También se ha demostrado la presencia de mRNA de estos
péptidos  (Lam Karen y col. 1.990; Kaspery col. 1.992; Reyes y col. 1.998; Bello y col. 2.002)
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confirmandose asi que son sintetizados por las células hipofisarias. Las células del I6bulo
anterior de mamiferos, no presentan regionalizacién estricta; aunque algunos tipos celulares
presenten una distribucién preferente en determinadas zonas del Idbulo, se las puede encontrar

en cualquier nivel del mismo.

La neurohipdfisis esta constituida por un l6bulo posterior 6 6bulo neural, rodeado por el
l6bulo intermedio con el cual estd comunicado, y una eminencia media que contiene la primera
red capilar del sistema porta a la cual se liberan factores hipotaldmicos; este sistema es
fundamental para el control de la actividad de las distintas células secretoras. Aunque existen
fibras nerviosas en la parte glandular de la hipdfisis, no se han observado terminales sobre las
células secretoras, siendo fundamental para su control, el contacto con los capilares sanguineos.
En mamiferos, por ser el grupo mas estudiado fisiolégicamente, hay muchos datos sobre la
existencia de un mecanismo de control propio de la hipéfisis en el que intervienen hormonas
periféricas y péptidos similares a los procedentes del hipotalamo (Wehrenberg y col. 1.989; Lam
Karen y col. 1.990; Bello y col. 1.999; 2.002).

Como hemos planteado al comienzo, en la hipofisis de mamiferos representada por el
raton, vamos a estudiar:

1.- El origen de los distintos I6bulos y tipos celulares adenohipofisarios a partir de la
bolsa de Rathke, lo que nos dira porqué las células no estan regionalizadas en esta especie.

2.- La secuencia de la diferenciacion hormonal inmunohistoquimicamente.

3.- Las caracteristicas ultraestructurales que presentan las células durante el desarrollo
embrionario y posnatal utilizando técnicas de microscopia electronica.

4.- La correlacion entre la proliferacion y la diferenciacion. Queremos en este objetivo
saber si la célula diferenciada es capaz de seguir dividiéndose, para ello utilizaremos técnicas de
doble marcaje para Bromodeoxiuridina-hormonas.

5.- El desarrollo de factores de regulacion de la funcion hipofisaria, utilizando técnicas
inmunohistoquimicas. Estos factores incluyen tanto factores liberadores hipotalamicos como
péptidos reguladores

6.- El desarrollo de proteinas ligantes de calcio como factores indicadores de actividad
celular, utilizando técnicas inmunohistoquimicas.

7.- La expresion del gen Pitx2 como factor implicado en la diferenciacion celular,
utilizando de forma combinada la técnica de hibridacién in situ no radiactiva e

inmunofluorescencia.
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2. RESULTADOS.

1.- Ontogenia y desarrollo de la hipdfisis.

El esbozo hipofisario se inicia como una evaginacion del epitelio de la cavidad bucal 6
estomodeo en el dia 10 (E.10) cuando se produce una evaginacion del epitelio de la cavidad
bucal, estomodeo (ST) (Fig 1a). Esta evaginacion, denominada bolsa de Rathke, constituye el
esbozo de la futura adenohipdfisis. La bolsa de Rathke, en su origen constituida por una sola
capa de células cubicas (Fig 1b), se dirige hacia la base del neuroepitelio diencefalico. De esta
forma, la bolsa presenta un extremo cerrado, cuyas células estan en estrecho contacto con la
base diencefalica, y que constituye su extremo caudal, y un extremo abierto a la cavidad bucal
(Fig 1a) que sera el extremo rostral. Por otro lado, la bolsa presenta una cara dorsal, hacia el

diencéfalo, y una cara ventral (Fig 1a).

1.1.- Desarrollo embrionario. Desarrollo de los I6bulos hipofisarios.

Los estadios siguientes a su formacion, se caracterizan fundamentalmente por un

aumento del nimero de las capas celulares que forman la bolsa de Rathke.

En el estadio E.12 se produce ademéas un cambio en la morfologia de la bolsa con el
inicio de dos constricciones: Una primera, por debajo del extremo caudal (Fig 1c) que delimita
las tres regiones en que se va a dividir la adenohipdfisis: Region dorsocaudal (CDc), futuro
l6bulo intermedio, region dorsorrostral (CDr), zona rostral del futuro I6bulo anterior y I6bulo
tuberal, y region ventral (CV), zona caudal del futuro I6bulo anterior (Fig 1c,1f). Una segunda
constriccion delimita el cierre de la bolsa perdiendo esta su comunicacién con la cavidad bucal
(Fig 1c). Desde su formacion, pueden observarse divisiones por toda la bolsa , en un primer
momento por igual en las distintas zonas, como se observa en la (Fig 1d) realizada con

Bromodeoxiuridina (Brdu) en un estadio E12.

Tanto en seccidn sagital (Fig 2a) como en seccion transversal (Fig 2b), se observa en el

estadio E.12 como desde la primitiva cara dorsorostral de la bolsa, que debido a la nueva
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disposicion adquirida por el esbozo se observa en la regidn ventral de la imagen, se extienden
rostral y lateralmente dos expansiones las cuales constituyen el primer esbozo del futuro I6bulo
tuberal; de esta forma en el E.12 quedan definidos los tres l6bulos adenohipofisarios. En este
mismo estadio, se observa como se produce una mayor proliferacién celular en la cara
dorsorostral (Fig 2a). En esta region sera donde posteriormente comience la diferenciacion de

las células secretoras.

En el estadio E.13, la segunda constriccion en el extremo rostral de la bolsa, ha cerrado
definitivamente la comunicacion de la cavidad de la misma, ¢ hendidura hipofisaria (HH), con la
cavidad bucal. El esbozo permanece sin embargo en conexidn con la cavidad de la boca por
medio de un corddn de células epiteliales, 6 cordon bucohipofisario (Fig 2c). Este cordon
desaparecera posteriormente, independizandose completamente la gléandula del epitelio bucal
(Fig 2d).

A partir del estadio E.14 comienza el desarrollo de la neurohipdfisis; esto implica que el
neuroepitelio de la base diencefalica ,en contacto con el extremo caudal de la bolsa, se va a

prolongar hacia la misma, formando el futuro I6bulo neural (Fig.2d).

1.1.1.- Lébulo Anterior.

El desarrollo de la zona rostral del I6bulo es anterior al de la zona caudal. En ambas
zonas ocurre una proliferacion celular y posterior entrada de mesénquima y vasos sanguineos
en la zona proliferativa. Esto ocurre en primer lugar en la region rostral del l6bulo, en el estadio
E.14 (Fig 2d,2e,2f) y en el estadio E. 15 en la region caudal (Fig 3a). De esta forma en el estadio
E.15 queda organizado el l6bulo en cordones celulares rodeados de vasos sanguineos en
ambas regiones (Fig 3a,3b) desapareciendo la hendidura hipofisaria que sélo permanece

separando el l6bulo anterior del Io6bulo intermedio (Fig.3c).

En este estadio también se produce la desaparicién del cordén bucohipofisario,
quedando definitivamente independizada la glandula de la cavidad bucal. En las etapas
siguientes solo va a haber un aumento de tamafio del l6bulo como consecuencia de la

proliferacion celular (Fig 3e).
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En estas primeras fases del desarrollo hipofisario, ultraestructuralmente se puede
observar que hay espacios entre las células (Fig 4a,4b). Estas células se caracterizan por un
gran nucleo, de forma esférica ¢ alargada que ocupa practicamente todo el volumen de las
mismas (Fig 4b,4c), presentando un citoplasma escaso en el cual pueden observarse
numerosos polirribosomas libres, mitocondrias y algun complejo de golgi, siendo escasa la
presencia de reticulo endoplasmatico rugoso (Fig 4c); las células se encuentran unidas a través
de uniones tipo desmosoma (Fig 4). Se observan ademas en estos estadios unas estructuras en
espiral, casi siempre en estrecha asociacion con el nucleo, llegando a parecer en ocasiones que
son continuidad de la envuelta nuclear (Fig 4d). Las células en estos estadios pueden presentar
cilios (Fig 4e) y numerosas microvellosidades (Fig 4e).

La presencia de inclusiones asi como espacios en el interior de las mitocondrias, hace
que estas presenten formas muy irregulares (Fig 5a); en ocasiones, algunas mitocondrias
aparecen rodeadas de cisternas de reticulo (Fig 5b) recordando un proceso de autofagia. De
forma similar, otras estructuras pueden aparecer rodeadas de cisternas de reticulo como por
ejemplo ribosomas libres (Fig 5c). A partir de este estadio se pueden observar los primeros

gréanulos de secrecion en el interior de algunas células (Fig 5d).

1.1.2.- Lébulo Tuberal.

A partir del E.12, se pudieron observar, en cortes transversales, dos expansiones que se
extienden rostroventralmente a la bolsa de Rathke. En estadios posteriores, las expansiones se
van extendiendo rostralmente llegando a rodear completamente la eminencia media, primera
parte de la prolongacion hipotalamica, con la que mantiene un estrecho contacto formando
ambas estructuras el tallo hipofisario (Fig 3c,3d). Las células que constituyen el l6bulo tuberal

mantienen su continuidad con la zona mas rostral del I6bulo anterior (Fig 3e).

A nivel ultraestructural se puede observar desde el estadio E.15, la presencia de células
secretoras, que corresponden a células TSH puesto que es el Unico tipo celular diferenciado en
este estadio; por otra parte todas las células secretoras observadas se corresponden a un
mismo tipo morfolégico destacando el pequefio tamafio de sus grénulos de secrecion (Fig
6a,6b). En estos primeros estadios es frecuente observar figuras de muerte celular (Fig

6c¢,6d) asi como figuras de mitosis (Fig 6b).
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1.1.3.- Lébulo Intermedio.

El I6bulo intermedio se desarrolla a partir del extremo méas caudal de la bolsa de Rathke
formando parte de él todas las células que desde la formacion de la evaginacidn estuvieron en
contacto con la base diencefélica (Fig 2d). Su desarrollo implica mas un crecimiento en longitud
que en grosor, extendiéndose dorsalmente al I6bulo anterior del cual lo separa la hendidura
hipofisaria y ventralmente al l6bulo posterior con el que mantiene un estrecho contacto en toda

su extension (Fig 3e, 3f).

Ultraestructuralmente, las células de este I6bulo presentan todas granulos de secrecién
de gran tamafio y poco densos, no similares a cualquier tipo de granulo secretor del l6bulo
anterior (Fig 7a). En las secciones observadas no se encontraron foliculos; sin embargo si
pudimos mostrar la presencia de vasos sanguineos (Fig 7c) ademas de fibras nerviosas (Fig
7b,7d).

1.1.4.- Lobulo Posterior.

Paralelamente al desarrollo del l6bulo intermedio, se va formando el lobulo neural a
partir del extremo de la evaginacion del epitelio diencefalico. El l6bulo posterior crece en longitud
y grosor como consecuencia de la entrada de axones procedentes de nucleos hipotalamicos
ademas del desarrollo de vasos sanguineos y pituicitos (Fig 3f, 8c). El tercer ventriculo penetra
en el interior del I6lulo neural (Fig 3f, 8a). La porcion de neuroepitelio justo anterior al I6bulo
neural, va a constituir la eminencia media que, junto con una porcion del l6bulo tuberal y tejido

conjuntivo, esta en contacto con la region rostral del I6bulo anterior (Fig 8a,8d,8e).

1.2.- Desarrollo posnatal.

Una vez terminada la etapa de proliferacion, el nimero de divisiones va disminuyendo
progresivamente durante los Ultimos estadios embrionarios (Fig 9a,9b) aunque siguen

contribuyendo al engrosamiento de la adenohipdfisis, fundamentalmente del I6bulo anterior,

durante el desarrollo posnatal se siguieron observando divisiones tanto en el Iobulo anterior
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como en el l6bulo intermedio (Fig 9c). El niumero de células en division fue disminuyendo, hasta
que en el animal adulto se observaron escasas células Brdu-ir en el [6bulo anterior; sin embargo

no pudieron observarse divisiones en las células del I6bulo intermedio (Fig 9d).

A nivel ultraestructural, en el desarrollo postnatal se observaron diferentes morfologias
celulares y diferente densidad y tamafio granular (Fig 10a), dentro del mismo tipo en funcion de
distintas etapas de maduracion (Fig 10b) Se observan asimismo numerosas mitocondrias asi
como otros organulos celulares (Fig 10b,10c). Se observan también figuras de autofagia algunas
incluyendo gréanulos de secrecion (Fig 10d). En el estado adulto se pudieron observar las
caracteristicas tipicas de una célula secretora endocrina, es decir, la presencia de un reticulo
endoplasmatico rugoso asi como complejos de golgi bien desarrollados y numerosos granulos
de secrecion que ocupan practicamente todo el volumen celular (Fig 11a,11c,11d). Las células
aparecen dispuestas alrededor de los vasos sanguineos (Fig 11b). Se observan fenomenos de
endocitosis asi como fendomenos de exocitosis hacia los vasos (Fig 12a,12b). Ademas junto a
células secretoras, también estuvieron presentes células carentes de granulos en torno a

espacios foliculares (Fig 12c).
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ESQUEMA 1
A.- Representacion esquematica en seccion sagital de un embridn de raton en el estadio E.10 en
el que se sefiala la zona correspondiente al esbozo hipofisario.

B.- Detalle del esbozo hipofisario.

BR: Bolsa de Rathke.
CD: Cara dorsal.
CV: Cara ventral.
3V: Tercer ventriculo.
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Fig 1
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FIGURA1
Desarrollo del esbozo hipofisario en Mamiferos entre los estadios E.10-E12.

a.- Evaginacion del epitelio del estomodeo en el estadio E.10. Obsérvese el contacto entre la
bolsa de Rathke y el neuroepitelio de la base del diencéfalo (H-Er 240x).

b.- Detalle que muestra la zona de contacto entre ambos epitelios. Obsérvese la presencia de
células en mitosis en el neuroepitelio (>)(H-Er 1.200x).

c.- Bolsa de Rathke en un embrién de 12 dias (E.12) donde puede observarse la presencia de dos constricciones
(>), una en la zona media de la bolsa que delimita la regién dorsocaudal (CDc), y otra en la base (>) que originara
el cierre de la bolsa. (H-Er 480x).

d.- Seccion sagital de la bolsa de Rathke en un embrién de 12 dias (E.12) tratado con Brdu que
muestra la presencia de células en proliferacion en toda la bolsa. (HRP-BAD Niquel 340x)

e.- Detalle de células en mitosis, metafase (@) y anafase (.,,9, en la cara dorsorrostral de la
bolsa (CDr). (H-Er 1.900x).

f.- Representacion esquematica en la que se muestran las tres regiones proliferativas correspondientes a cada una
de las caras de la bolsa de Rathke.

BR: Bolsa de Rathke.

CBH: Corddn bucohipofisario.
CDc: Cara dorsocaudal.

CDr: Cara dorsorrostral.

CV: Cara ventral.

ST: Estomodeo (Cavidad bucal primitiva).
3V: Tercer ventriculo.
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ESQUEMA 2

A.- Representacion esquematica en seccion sagital de un embridn de raton en el estadio E.12 en
el que se sefiala la zona correspondiente al esbozo hipofisario.

B.- Detalle del esbozo hipofisario.

BR: Bolsa de Rathke.
CDr: Cara dorsorostral.
CDc: Cara dorsocaudal.
CV: Cara Ventral.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 2
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FIGURA 2

Aspectos de la formacion del esbozo hipofisario en Mamiferos entre los estadios E.12 y el E.14.

a.- Bolsa de Rathke en el estadio E.12 que muestra en seccion sagital la expancion en la cara
dorsorrostral (CDr) que constituye el primer esbozo del I6bulo tuberal. (H-Er 340x).

b.- Bolsa de Rathke en el estadio E.12 que muestra en seccion transversal las expanciones
laterales en la cara dorsorrostal (CDr) correspondientes al l6bulo tuberal. (H-Er 320x).

c.- Seccion sagital de la bolsa de Rathke en el E.13 mostrando el cordon bucohipofisario (CBH)
formado como consecuencia del cierre de la bolsa a la cavidad bucal. (H-Er 280x).

d.- Seccion sagital de la bolsa de Rathke en el E.14 donde se observa una intensa proliferacion en la cara
dorsorrostral (CDr) acompafiada de la entrada de mesénquima (>). Se observa asimismo la evaginacion del
neuroepitelio de la base del diencéfalo que va a constituir el I6bulo posterior ( O ).(H-Er 180x).

e,f- Detalles ampliados de la cara dorsorrostral en proliferacion, mostrando zonas de
penetracion activa de mesénquima (=) asi como vasos sanguineos en formacién (). (H-Er
440x) y (H-Er 720x) respectivamente.

BR: Bolsa de Rathke.

CBH: Corddn bucohipofisario.
CDc: Cara dorsocaudal.

CDr: Cara dorsorrostral.

CV: Cara ventral.

HH: Hendidura hipofisaria.
3V: Tercer ventriculo.
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ESQUEMA 3

A.- Representacion esquematica en seccion sagital de un embridn de raton en el estadio E.14 en
el que se sefiala la zona correspondiente al esbozo hipofisario.

B.- Detalle del esbozo hipofisario.

BR: Bolsa de Rathke.
CDr: Cara dorsorrostral.
CDc: Cara dorsocaudal.

CV: Cara ventral.
LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 3
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FIGURA 3

Aspectos de la formacion de la hipofisis de Mamiferos entre los estadios E.15y E.16.

a,b.- Detalle en el estadio E.16 de las regiones caudal y rostral del I6bulo anterior derivadas de
las caras ventral (CV) y dorsorrostral (CDr) de la bolsa respectivamente. Obsérvese la
disposicion celular en cordones asi como la presencia de numerosos vasos sanguineos entre
ellos (0). Obsérvese también la presencia de células en mitosis (»>) (H-Er 460x). Vaso
sanguineo en el que puede observarse la presencia de eritrocitos maduros ([J).

c.- Seccion sagital de la adenohipdfisis en el estadio E.15 donde se muestra la formacion de los
tres lobulos. Obsérvese como el Iobulo tuberal se extiende rostralmente en estrecho contacto
con la eminencia media (H-Er 160x).

d.- Seccion transversal de un embrion en el estadio E.16 a nivel del hipotdlamo anterior donde
puede observarse el I6bulo tuberal rodeando completamente a la eminencia media (H-Er 180x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.16. que muestra como cada uno de los distintos
l6bulos hipofisarios va adquiriendo su estructura definitiva. Obsérvese como el I6bulo posterior
va engrosando progresivamente sus paredes (H-Er 160x).

f.- Detalle que muestra la formacion del ldbulo posterior. Obsérvese el engrosamiento del
neuroepitelio debido a la llegada de fibras procedentes del hipotalamo ([I)(H-Er ).

CV: Cara ventral.

CDr: Cara dorsorrostral.
CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
HH: Hendidura hipofisaria.
HT: Hipotalamo.

In: Infundibulo.

LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.

LP: Lébulo posterior.

LT: Lébulo tuberal.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 4

Detalles ultraestructurales del esbozo hipofisario en Mamiferos entre los estadios E.11y E.13.

a.- Detalle de un corte semifino en el estadio E.12 que muestra la disposicidn celular en la Bolsa
de Rathke. Obsérvese la presencia de numerosos espacios entre las células (>) asi como
células en mitosis ([1) (AT 1.340x).

b,c.- Detalles de la Bolsa de Rathke en el estadio E.13 en los que se muestra la presencia de
celulas indiferenciadas con diferente morfologia en la Bolsa de Rathke. Obsérvese como el
nucleo ocupa practicamente todo el volumen de la célula. Obsérvese asimismo la presencia de
numerosos ribosomas libres asi como mitocondrias de diversa morfologia (>>), uniones
desmosémicas (»>) y numerosas microvellosidades ([J). Obsérvese también la presencia de
espacios entre las células (CJ) (12.000x).

d.- Detalle en el estadio E.13 que muestra la presencia de estructuras en espiral (=)
intimamente asociadas al nucleo. Obsérvese la continuacion con la envoltura nuclear (=)
(50.000x).

e.- Detalle en el estadio E.12 que muestra la presencia de microvellosidades (=) y cilios (L1) en
las células de la Bolsa (80.000x).

N: Nucleo celular.
M: Mitocondria.

57



RESULTADOS

U ._...:‘.

Fig 5

58



RESULTADOS

FIGURA 5
Detalles ultraestructurales de la hipofisis de Mamiferos entre los estadios E.14 y E.16.
a.- Detalle en el estadio E.15 que muestas la presencia de mitocondrias de morfologia irregular,

asi como de inclusiones en el interior de estos organulos (L) (60.000x).

b.- Detalle en el estadio E.15 que muestra la presencia de una mitocondria rodeada por cisternas
de reticulo endoplasméatico rugoso de contenido denso (75.000x).

c.- Detalle en el estadio E.16 que muestra la presencia de ribosomas libres en el interior de
vesiculas (OJ) (75.000x).

d.- Detalle en el estadio E.15 que muestra la presencia de los primeros granulos de secrecion en
celulas del lobulo anterior (). Obsérvese la presencia de numerosas mitocondrias de
morfologia irregular (26.400x).

N: Nucleo celular.
M: Mitocondria.
RER: Reticulo Endoplasmatico Rugoso.
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Fig 6

60



RESULTADOS

FIGURA 6

Detalles ultraestructurales de la formacion del [6bulo tuberal en Mamiferos.

a.- Detalle de un corte semifino en el estadio E.15 que muestra la disposicion celular en el I6bulo
tuberal (AT 1.620x).

b.- Detalle que muestra la presencia de células secretoras. Obsérvese el tamafio diminuto de los
granulos de secrecion en todas ellas (). Obsérvese asimismo la presencia de células en mitosis
(L1) (6.250x).

c,d.- Detalles que muestran diferentes formas de muerte celular programada durante la
formacion del I6bulo tuberal. ¢.- Muerte celular en la que el proceso comienza con la destruccién
del citoplasma mientras que el nucleo aparece intacto (7.500x). d.- Muerte celular en la que el
proceso comienza con la destruccion del nucleo, que presenta la cromatina totalmente
condensada, mientras que el citoplasma aparece intacto (16.000x).

LT: Lobulo tuberal.
N: Nucleo celular.
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Fig 7
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FIGURA7

Detalles ultraestructurales de la formacion del I6bulo intermedio en Mamiferos.

a.- Detalle que muestra la presencia de granulos de secrecidn de aspecto poco denso (J) en
células del lobulo intermedio. Obsérvese también la presencia de un axén (L) (24.000x).

b,d- Detalles que muestran la presencia de axones de diferente tamario entre las células del
l6bulo intermedio (LJ). Obsérvese la presencia en el interior de los axones de numerosos

microtUbulos ([J) asi como de mitocondrias de pequefio tamafio (> (20.000x).

c.- Detalle que muestra la presencia de un vaso sanguineo en el [6bulo intermedio. Obsérvense
numerosos procesos de endocitosis en las células endoteliales (>>) (18.000x).

N: Nucleo celular.
V: Vaso sanguineo.
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ESQUEMA 4

A.- Representacion esquematica en seccion sagital del cerebro y la hipdfisis de un ratén al final
del desarrollo embrionario en la que se sefiala la zona correspondiente a la hipdfisis.

B.- Detalle de la zona correspondiente a la hipdfisis.

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.

LI: Lobulo intermedio.

LT: Lobulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 8

66



RESULTADOS

FIGURA 8

Aspectos de la formacidn de la hipéfisis de Mamiferos entre los estadios E.17 y E.19.

a.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.18 que muestra el crecimiento en sentido
rostrocaudal de todos los I6bulos hipofisarios, asi como el crecimiento en grosor del lébulo
posterior (H-Er 180x).

b.- Representacion esquematica entre los estadios E.15 y E.16 que muestra la evolucién de las
tres regiones proliferativas asi como el origen de cada uno de los I6bulos adenohipofisarios a
partir de estas.

c.- Detalle de la parte caudal de la hip6fisis en el E.19 que muestra la estructura definitiva de los
l6bulos anterior, intermedio y posterior (H-Er 280x).

d.- Detalle de la parte rostral de la hipdfisis en el E.19 que muestra la estructura definitiva del
l6bulo tuberal el cual se ha extendido rodeando por completo la eminencia media (H-Er 280x).

e.- Panoramica de la hipdfisis en el estadio E.19. En este estadio, Ultimo del desarrollo
embrionario, la glandula hipofisaria ha completado su desarrollo desde el punto de vista
morfolégico (H-Er 160x).

CE: Cartilago sefenoides.
EM: Eminecia media.
HH:Henidura hipofisaria.
In: Infundibulo.

LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.

LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 9

Estudio de la proliferacion celular durante el desarrollo hipofisario de Mamiferos.

a,b.- Secciones sagitales de la hipdfisis en los estadios E.13 y E.17 respectivamente de animales
tratados con Bromodeoxiurudina (Brdu). Obsérvese la presencia de numerosas células en
proliferacion (Brdu-ir) en todos los I6bulos de la hipdfisis en el estadio E.13, mientras que se
observa una clara disminucion en el estadio E.17 (HRP-DAB Niquel 380x).

c.- Detalle en seccion horizontal de la adenohipdfisis de un posnatal de dos semanas. Obsérvese
la presencia de células en proliferacion (Brdu-ir) tanto en el [6bulo anterior
(») como en el I6bulo intermedio (>) (HRP-DAB Niquel 600x).

d.- Detalle en seccion horizontal de la adenohipdfisis de un adulto . Obsérvese la escasa
presencia de células en proliferacion (Brdu-ir) solamente en el I6bulo anterior (>); no
observandose ninguna en el lébulo intermedio (HRP-DAB Niquel 600x).

CE: Cartilago esfenoides.
HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lébulo anterior.

LI: Lobulo intermedio.

LT: Lobulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 10

Detalles ultraestructurales durante el desarrollo posnatal de la hipdfisis en Mamiferos.

a.- Panoramica correspondiente a un posnatal en el estadio P.21 que muestra la presencia de
diferentes tipos de células secretoras en el I6bulo anterior. Obsérvese la presencia de diferentes
tipos celulares que presentan granulos secretores de diferente tamafio (6.000x).

b.- Detalle del interior de una célula secretora del l6bulo anterior que presenta numerosas
mitocondrias y granulos secretores en diferentes etapas de maduracion. Obsérvese la diferente
densidad electronica dentro de un mismo granulo de secretor (L) (40.000x).

c.- Detalle del interior de una célula secretora del Idbulo anterior en el que se observa un
complejo de golgi muy desarrollado . Obsérvese la presencia de granulos de secrecion en las
inmediaciones (>) (50.000x).

d.- Detalle del interior de una célula secretora del lI6bulo anterior en la que se observan figuras
correspondientes a procesos de digestion intracelular (=»). Obsérvese la presencia de
fenomenos de endocitosis especifica (») (50.000x).

N: Nucleo celular.
M: Mitocondria.
G: Complejo de golgi.
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Fig 11
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FIGURA 11

Detalles ultraestructurales de la hipéfisis adulta de Mamifero.

a.- Detalle que muestra la estructuta tipica de una célula secretora del I6bulo anterior. Obsérvese
la presencia de numerosos granulos secretores que ocupan la mayor parte del volumen celular,
asi como un reticulo endoplasmatico rugoso y complejos de golgi bien desarrollados (10.000x).

b.- Detalle que muestra la disposicion de las células secretoras en torno a vasos sanguineos en
el I6bulo anterior. Observese la presencia de procesos de endocitosis especifica (») (11.000x).

c.- Detalle de un célula secretora del l6bulo anterior que muestra una gran dilatacion del reticulo
endoplasmatico rugoso debido a la intensa actividad de sintesis (30.000x).

d.- Detalle de una célula secretora del l6bulo anterior que muestra un reticulo endoplasmatico
rugoso de aspecto normal (30.000x).

N: Nucleo celular.

M: Mitocondria.

RER: Reticulo Endoplasmatico Rugoso.
V: Vaso sanguineo.
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FIGURA 12

Detalles ultraestructurales de la hipéfisis adulta de Mamifero.

a.- Detalle de una célula secretora del ldbulo anterior en el que se observan procesos de
endocitosis especifica () (45.000x).

b.- Detalle de una célula secretora del l6bulo anterior en el que se observa la exocitosis de
granulos de secrecion hacia un vaso sanguineo (L1) (80.000x).

c.- Detalle que muestra la presencia en el I6bulo anterior de células que no presentan granulos secretores. Estas
células presentan una morfologia caracteristica y normalmente dan hacia pequefios foliculos (18.000x).

N: Nucleo celular.
M: Mitocondria.

V: Vaso sanguineo.
F: Foliculo.
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2.- Diferenciacion de las células adenohipofisarias. Estudio inmunohistoquimico.

Los tres I6bulos de los que consta la adenohipdfisis, anterior, intermedio y tuberal, estan
constituidos por células glandulares productoras de hormonas. Algunas de estas hormonas son
producidas por células de los tres ld6bulos aunque su proceso de diferenciacion sea distinto. En
nuestro estudio, no observamos tipos celulares en ninguno de los I6bulos, que no presentaran
reaccion positiva con alguno de los anticuerpos utilizados. El l6bulo que mostro células

inmunorreactivas para todos los anticuerpos utilizados fue el [6bulo anterior.

2.1.- Diferenciacion durante el desarrollo embrionario.

En el estadio E.13 se observaron las primeras células inmunorreactivas para anticuerpos
dirigidos contra algunas de las hormonas hipofisarias. Estas células se encontraron en el
extremo rostral de la cara dorsal de la bolsa (CDr) (Fig 13a), futura mitad rostral del l6bulo
anterior. Estas células presentaron inmunorreactividad para dos derivados de la
proopiomelanocortina (POMC), precursor sintetizado por las células corticotropas; estos dos
derivados fueron la ACTH (Fig 13a) y la  Endorfina (Fig 13b,13f).

En el estadio E.15, otras dos hormonas derivadas de la POMC, la oo y BMSH estan
presentes por primera vez en células de la mitad rostral del I6bulo anterior (Fig 13c,13d,13e). Se
puede observar que los cuatro péptidos ACTH, BEndorfina, o y BMSH, estan presentes en la
misma célula (Fig 14). En este estadio (E.15) se observo por primera vez inmunorreactividad
BTSH en células del [dbulo tuberal (Fig 15a).

En el estadio E.16, BTSH-ir estuvo presente en células del I6bulo anterior (Fig 15b).
Estas células proceden tanto de la cara dorsorrostral (CDr) como de la cara ventral (CV) de la
bolsa.

En el E16, las células del I6bulo intermedio presentaban inmunorreactividad,

simultaneamente, para los cuatro derivados de la POMC ya observados en el I6bulo anterior,
ACTH, B Endorfina, a. y B MSH (Fig 15c-f). Estas células derivan del extremo caudal de la
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cara dorsal (CDc) de la bolsa. La inmunorreaccion fue en todo momento mas intensa
para la [ Endorfina que para los otros derivados de la POMC en todas las células que la

presentaron tanto en el I6bulo anterior como en el I6bulo intermedio.

También en el E.16, células STH-ir estuvieron presentes por primera vez en la mitad
caudal del l6bulo anterior (Fig 16a); estas células proceden de la cara ventral de la bolsa (CV).
Células STH-ir se observaron en el E.18 en células de la mitad rostral del l6bulo anterior (Fig
16b); estas células proceden de la cara dorsorostral (CDr) de la bolsa.

Las ceélulas gonadotropas se pudieron poner de manifiesto por primera vez en el estadio
E.17 por la presencia de BLH-ir en células localizadas en la periferia de la mitad ventrorrostral
del l6bulo anterior (Fig 16e). En el estadio E.18, en la misma zona del l6bulo anterior donde se
observaron las células BLH-iry con la misma distribucion, observamos células que presentaron
BFSH-ir (Fig 16f). Las dos hormonas estaban presentes en las mismas células como se muestra

en laimagen (Fig 16g1,92) perteneciente a un estadio posnatal.

En el estadio E.19 se observaron por primera vez células que presentaban PRL-ir en la
region ventrorrostral del I6bulo anterior (Fig 17a). Células PRL se observaron en la region mas
caudal del l6bulo tuberal (Fig 17a,17b) ademas de células 3 LH-BFSH-ir (Fig 17¢,17d).

En este momento, final del desarrollo embrionario, todos los tipos celulares, a excepcion
de las células gonadotropas y lactotropas presentan un patrdn de distribucion similar al que se
observa en el animal adulto (Fig 18).

2.2.- Diferenciacion durante el desarrollo posnatal.

Durante las primeras semanas de desarrollo posnatal continia la diferenciacion de
celulas gonadotropas y lactotropas las cuales estuvieron presentes tanto en la zona
ventrorrostral como ventrocaudal del I6bulo anterior, al final de la primera semana de vida (Fig
19a,19c) y ocupaban toda la zona dorsal del I6bulo anterior al final de la tercera semana (Fig
19b,19d). Ambos tipos celulares se originaron a partir de la regidn rostral de la cara dorsal y de la
cara ventral de la bolsa de Rathke.
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Durante todo el desarrollo posnatal e incluso en el estado adulto, los cuatro péptidos
derivados de la POMC estuvieron presentes en células de ambos lobulos adenohipofisarios,
anterior e intermedio (Fig 20).

Estos resultados nos han permitido conocer el origen de los distintos tipos celulares
secretores a partir de las células de la bolsa, lo cual hemos reflejado en un mapa de destino en
el que se muestra la localizacion, en las distintas caras de la bolsa, de los progenitores de cada
uno de los tipos celulares secretores presentes en la hipdfisis adulta (Fig 21).

A medida que se iban diferenciando los distintos tipos celulares, se realizaron dobles
marcajes con Brdu- ACTH y Brdu-STH, aunque en numero escaso, se observaron células
doblemente marcadas tanto con la ACTH (Fig 22) (Fig 23) como con la STH (Fig 24) en algunos
de los estadios estudiados.
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FIGURA 13

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Diferenciacion de las células corticotropas.

a.- Seccidn sagital de la hipdfisis en el estadio E.13 que muestra la presencia de las primeras
celulas ACTH-ir (>) en la cara dorsorostral (CDr) de la bolsa de Rathke, futura mitad rostral del
l6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 200x).

b.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.13 que muestra la presencia de las primeras
celulas BEnd-ir (>) en la cara dorsorrostral (CDr) de la bolsa de Rathke futura mitad rostral del
l6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 200x).

c.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.15 que muestra la presencia de las primeras
células oMSH-ir (>>) en la mitad rostral del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 200x).

d.- Seccion parasagital de la hipdfisis en el estadio E.15 que muestra la presencia de las
primeras células BMSH-ir (>) en la mitad rostral del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 200x).

e,f- Detalles de la zona correspondiente a la mitad rostral del l6bulo anterior (LA) donde se

muestra la morfologia de las primeras células aMSH-ir (>>) y BEnd-ir (>>) respectivamente.
(HRP/CI-Naftol 340x) y (HRP/CL-Naftol 560x).

CDr: Cara dorsorrostral.
CE: Cartilago esfenoides.
HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 14

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Coexistencia de péptidos derivados de la POMC.

as,a2.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.15 tratada consecutivamente con antisuero
anti-ACTH y anti-BEnd respectivamente. Obsérvese la presencia de ambos péptidos en las
mismas células del I6bulo anterior (>) (HRP/CI-Naftol 360x).

b1,b2,b3.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.16 tratada consecutivamente con
antisuero anti-BEnd, anti-aMSH y anti-BMSH. Obsérvese la presencia de los tres péptidos en las
mismas células del I6bulo anterior (>) (HRP/CI-Naftol 340x).

c,d,e.- Representacion esquematica en corte sagital que muestra la diferenciacion de las células
POMC durante el desarrollo de la hipdfisis.

HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lébulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 15

FIGURA 15

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Diferenciacion de las células corticotropas vy tireotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.15 que muestra las primeras células TSH-ir en
el Iobulo tuberal (>>) (HRP/CI-Naftol 180x).

b.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.17 que muestra la presencia de células TSH-ir
en ambas regiones, caudal y rostral del l6bulo anterior ademas de en el l6bulo tuberal (HRP/CI-
Naftol 180x).

c,d,e,f.- Secciones sagitales de la hipdfisis en el estadio E.16 que muestra las primeras células
ACTH-ir, B End-ir, oo MSH-ir y B MSH-ir respectivamente en el I6bulo intermedio (HRP/CI-Naftol
200x).

g,h.- Representacion esquematica en seccion sagital que muestra la diferenciacion de las células
POMC del I6bulo intermedio y de las células tireotropas durante el desarrollo de la hipdfisis.

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lobulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.

LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 16

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Diferenciacién de las células somatotropas y
gonadotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.16 que muestra la presencia de las primeras
células STH-ir en la mitad caudal del I6bulo anterior (>>). (HRP/CI-Naftol 200x).

b.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.18 que muestra la presencia de células STH-ir
por todo el l6bulo anterior. (HRP/CI-Naftol 200x).

c,d.- Representacion esquematica en corte sagital que muestra la diferenciacion de las células
somatotropas durante el desarrollo de la hipdfisis.

e.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.17 que muestra las primeras células BLH-ir en
la zona ventral de la region rostral del [6bulo anterior (>). (HRP/CI-Naftol 200x).

f.- Detalle en seccidn sagital de la hipdfisis en el estadio E.18 que muestra las primeras células
BFSH-ir en la zona ventral de la mitad rostral del lobulo anterior (>). (HRP/CI-Naftol 380x).

g1,g2.- Seccion sagital de la hipofisis de un posnatal tratada consecutivamente con antisuero anti-
BFSH y anti-BLH respectivamente. Obsérvese la presencia de ambas hormonas en las mismas
células del [dbulo anterior (>). (HRP/CI-Naftol 360x).

CE: Cartilago esfenoides
HT: Hipotalamo.

LA: Lébulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo
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FIGURA 17

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Diferenciacion de las células lactotropas y gonadotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.19 que muestra la presencia de las primeras
células PRL-ir en la zona ventral de la mitad rostral del l6bulo anterior (>) asi como en el [6bulo
tuberal (>). (HRP/CI-Naftol 220x).

b.- Detalle de la region caudal del l6bulo tuberal que muestra la morfologia de las células
lactotropas de este [6bulo () (HRP/CI-Naftol 440x).

c.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.19 que muestra la presencia de células
gonadotropas (FSH-ir/LH-ir) en la zona ventral del I6bulo anterior asi como en el [6bulo tuberal
(>) (HRP/CI-Naftol 220x).

d.- Detalle del l6bulo tuberal en el que se observa la morfologia de las células gonadotropas de
este |6bulo (>) (HRP/CI-Naftol 440x).

e,f.- Representacion esquematica en seccion sagital que muestra la diferenciacion de las células
gonadotropas y lactotropas durante el desarrollo de la hipdfisis.

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.

&9



RESULTADOS

ACTH

LP
1 3@ "‘I ?ﬁl R .
‘* . ﬁ'a." ;5"‘" %y
5 - 2wl LT
2 x v LA. ) “: 5 .::w- v
’ - --Qﬁ,‘;.g_. T
a CE
TSH
LP
LI
. ] LA“.?E' a\' r
ve

b ce W

TOL ST < B
(" ». ., - l‘_-‘ ; .:-.,- . .
LT s B AL ..;#;a A
R g LAY e
e Tl € L s gy
R el X R
M A R AL s e\
7 e AN 3L SN

/s POMC

R

Fig 18

90



RESULTADOS

FIGURA 18

Diferenciacion hormonal en Mamiferos.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.19 que muestra la distribucion definitiva de las
células corticotropas en la hipdfisis. (HRP/CI-Naftol 280X).

b.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.19 que muestra la distribucion definitiva de las
células tireotropas en la hipdfisis. (HRP/CI-Naftol 280X).

c.- Seccion parasagital de la hipdfisis en el estadio E.19 que muestra la distribucién definitiva de
las células somatotropas en la hipofisis. (HRP/CI-Naftol 280X).

d.- Representacidn esquematica en seccion sagital que muestra la distribucion definitiva de las
celulas POMC, tireotropas y somatotropas al final del desarrollo embrionario.

CE: Cartilago esfenoides.
HT: Hipotalamo.

LA: Lébulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.
LT: Lobulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 19

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Diferenciacion de las células gonadotropas y lactotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.7 que muestra la presencia de
celulas gonadotropas en toda la zona ventral del I6bulo anterior asi como en el I6bulo tuberal.
(HRP/CI-Naftol 300x).

b.- Seccion sagital de la hipofisis de un posnatal en el estadio P.21 que muestra la distribucion
definitiva de las células gonadotropas en el I6bulo anterior. (HRP/CI-Naftol 300x).

c.- Seccidn sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.7 que muestra la presencia de
células lactotropas en toda la parte ventral del I6bulo anterior asi como en el l6bulo tuberal.
(HRP/CI-Naftol 300x).

d.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.21 que muestra la distribucion
definitiva de las células lactotropas en el I6bulo anterior. (HRP/CI-Naftol 320x).

EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 20

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Péptidos derivados de la POMC en la adenohipéfisis
adulta.

a.- Seccion horizontal de adenohipdfisis de un adulto tratada con antisuero anti-ACTH (1-24) que
muestra la presencia de numerosas células inmunorreactivas en el lobulo anterior asi como
inmunorreaccion en todo el dbulo intermedio. (HRP/CI-Naftol 360x).

b.- Seccion horizontal de adenohipéfisis de un adulto tratada con antisuero anti-BEnd que
muestra la presencia de células inmunorreactivas en el lobulo anterior asi como una intensa
inmunorreaccion en todo el 6bulo intermedio. (HRP/CI-Naftol 360x).

c.- Seccion horizontal de adenohipdfisis de un adulto tratada con antisuero anti-aMSH que
muestra la presencia de escasas células inmunorreactivas en el ldbulo anterior asi como
inmunorreaccion en todo el dbulo intermedio. (HRP/CI-Naftol 360x).

d.- Seccion horizontal de adenohipdfisis de un adulto tratada con antisuero anti-pMSH que
muestra la presencia de numerosas células inmunorreactivas en el [6bulo anterior asi como una
intensa inmunorreaccion en todo el 16bulo intermedio. (HRP/CI-Naftol 360x).

LA. Lobulo anterior.
L I. Lébulo intermedio.
LP. Lébulo posterior.
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FIGURA 21

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Origen de los diferentes tipos celulares a partir de las
células de la bolsa de Rathke.

a.- Representacion esquematica en seccion sagital de la bolsa de Rathke en el estadio E.13 que
muestra las diferentes regiones a partir de las cuales se originan los distintos tipos celulares
secretores.

b.- Representacion esquematica en seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.15 que muestra
la evolucion de las diferentes regiones, origen de los distintos tipos celulares, a partir de la bolsa.

CBH: Corddn bucohipofisario.
CDr: Cara dorsorrostral.

CDc: Cara dorsocaudal.

CV: Cara ventral.

EM: Eminencia media.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 22

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Estudio de la proliferacion y diferenciacion de las células
corticotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.16 en la que se muestra un doble marcaje Brdu
(HRP-DAB)/ACTH(HRP-CI-Naftol 500x). Obsérvese la presencia de numerosas células en
proliferacion (Marrén) asi como numerosas células diferenciadas (azul) tanto en el I6bulo anterior
como en el I6bulo intermedio. Obsérvese como algunas células diferenciadas en el I6bulo
anterior continuan reteniendo la capacidad proliferativa (>).

b.- Seccidn parasagital de la hipofisis en el estadio E.17 en la que se muestra un doble marcaje
Brdu (HRP-DAB)/ACTH(HRP-CI-Naftol 500x). Obsérvese un mayor grado de diferenciacién tanto
en el I6bulo anterior como en el [dbulo intermedio. Obsérvese la presencia de células doblemente
marcadas ACTH-ir/Brdu-ir (=%) en ambos lobulos.

c.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.18 en la que se muestra un doble marcaje Brdu
(HRP-DAB)/ACTH(HRP-CI-Naftol 500x). Obsérvese asimismo en este estadio, en el cual este
tipo celular ha alcanzado su distribucion definitiva, como células diferenciadas ACTH-ir en ambos
l6bulos siguen reteniendo la capacidad de dividirse (=) (0).

HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lébulo anterior.

L I: Lébulo intermedio.

LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 23

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Estudio de la proliferacion y diferenciacion de las células
corticotropas.

En esta figura se muestran detalles de distintas regiones de la adenohipdfisis en diferentes
estadios del desarrollo embrionario procesadas secuencialmente para Brdu (HRP-
DAB)/ACTH(HRP-CI-Naftol), donde se muestra la presencia de células en proliferacion Brdu-ir,
celulas diferenciadas ACTH-ir y células doblemente marcadas (Brdu-i/ACTH-ir).

a.- Detalle del I6bulo intermedio de un embrion en el estadio E.18 donde se observan numerosas
celulas diferenciadas ACTH-ir (azul) alguna de las cuales conserva actividad proliferativa ACTH-
ir/Brdu-ir (> )(HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 1.400x).

b.- Detalle que muestra la region rostral del lIobulo anterior e intermedio de la hipdfisis de un
embrion en el estadio E.16. Obsérvense células diferenciadas ACTH-ir (=) y células en
proliferacién Brdu-ir (>)(HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 1.400x).

c.- Detalle de la regidn caudal del [d6bulo anterior de un embrién E.18 que muestra la presencia
de una célula doblemente marcada (L1 )(HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 1.400x).

d.- Detalle del l6bulo intermedio de un embrion E.19 que muestra la presencia de numerosas
células diferenciadas ACTH-ir (L)) asi como células en proliferacion Brdu-ir (=») y células
doblemente marcadas (»>) (HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 1.400x).

e.- Detalle del I6bulo anterior de un embrion en el estadio E.15 donde se observan las primeras
células diferenciadas ACTH-ir (L1) asi como numerosas células en proliferacion Brdu-ir(=»)
(HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 1.400x).

f.- Detalle del I6bulo anterior de un embrion en el estadio E.19 que muestra la presencia de una
célula doblemente marcada (L1 )(HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 1.400x).

HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lobulo anterior.
L I: Lébulo intermedio.
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Fig 24
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FIGURA 24

Diferenciacion hormonal en Mamiferos. Estudio de la proliferacion y diferenciacion de las células
somatotropas.

a.- Seccion sagital de la hipofisis de un embrion en el estadio E.16 en la que se muestra un doble
marcaje Brdu(HRP-DAB)/STH(HRP-CI-Naftol 380x). Obsérvese la presencia de las primeras
celulas somatotropas diferenciadas STH-ir (azul) asi como la presencia de una célula
doblemente marcada STH-ir/Brdu-ir (>).

b.- Detalle de la imagen anterior que muestra la célula doblemente marcada Brdu-ir/STH-ir (>).
Brdu(HRP-DAB)/STH(HRP-CI-Naftol 1.400x).

c.- Seccion sagital de la hipdfisis de un embrion en el estadio E.17 que muestra la presencia de
numerosas células diferenciadas STH-ir (=) en el I6bulo anterior asi como numerosas células
en proliferacion Brdu-ir (>) tanto en el lI6bulo anterior como en el I6bulo intermedio. Brdu(HRP-
DAB)/STH(HRP-CI-Naftol 380x).

d.- Detalle del l6bulo anterior de un embrién E.17 en el que se muestran numerosas células
diferenciadas STH-ir (HRP-CI-Naftol 1.400x).

e,f- Detalles del |6bulo anterior de embriones E.18 donde se muestran células diferenciadas
STH-ir (L1) y células en proliferacion Brdu-ir (CJ).
Brdu(HRP-DAB)/STH(HRP-CI-Naftol 1.400x).

HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lobulo anterior.
L I: Lébulo intermedio.
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3.- Ontogenia de Péptidos en Células Hipofisarias.

El estudio de numerosos péptidos en la hipdfisis del ratdn adulto, nos ha revelado la
presencia de Galanina, Péptido Intestinal Vasoactivo y Neuropéptido Y (Fig 25a,25c,25¢e)
ademas de Leucina-encefalina y Metionina-encefalina en células hipofisarias (Fig 26a,26c)
presentando todos ellos un marcado dimorfismo sexual asi como diferencias entre los distintos
momentos fisioldgicos; sin embargo no se observo inmunorreaccion para el péptido neurotensina
en las células hipofisarias. El estudio del desarrollo nos ha revelado que estos péptidos
comienzan a producirse en las primeras etapas del desarrollo postnatal, concretamente en la
primera semana de vida postnatal, se observaron células inmunorreactivas para todos ellos en el
l6bulo anterior (Fig 25b,25d,25f) (Fig 26b,26d).

4.- Ontogenia de Factores Liberadores y Péptidos en la Eminencia Media.

CRF (Factor liberador de la hormona corticotropa).

En el E.15 se observaron por primera vez, fiboras CRF-ir en la zona externa de la
eminencia media (Fig 27a,27b). Esta primera inmunorreaccion fue muy escasa, aumentando
progresivamente hasta el final de la embriogénesis (Fig 27d) y primeras etapas del desarrollo
posnatal (Fig 27¢c,27e).

LHRH (Factor liberador de las hormonas gonadotropas).

El factor liberador de las gonadotrofinas, LHRH, estuvo presente en la zona externa de la
eminencia media desde el E.16 (Fig 28a,28b), un estadio previo al comienzo de la diferenciacion
de las células gonadotropas. En este estadio se observd una inmunorreaccion débil que fue
aumentando progresivamente hasta el final de la embriogénesis (Fig 28c) y comienzo del
desarrollo posnatal (Fig 28d).
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GHRH (Factor liberador de la hormona de crecimiento).

El factor liberador de la hormona de crecimiento GHRH estuvo ausente de la zona
externa de la eminencia media durante todo el desarrollo embrionario. Después del nacimiento

fibras GHRHir pudieron observarse por primera vez en esta estructura (Fig 28f).
NT (Neurotensina).
La NT, estuvo presente tanto en la zona externa de la eminencia media como en el

l6bulo posterior a partir del E.18 (Fig 29a). Este péptido sin embargo no pudo observarse al
llegar al estado adulto.

NPY (Neuropéptido Y).

EI NPY estuvo presente por primera vez en la zona externa de la eminencia media en el
E.18 (Fig 29b). La inmunorreaccion fue mas intensa en el desarrollo posnatal y continu¢ hasta el
adulto (Fig 29¢,29d).

Gal (Galanina).

La presencia de Gal-ir en esta region, se inici6 durante la vida posnatal manteniendose
en el animal adulto tanto en la eminencia media como en el [dbulo posterior (Fig 29e,29f).
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Fig 25
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FIGURA 25
Ontogenia de Péptidos en células hipofisarias.
a.- Seccidn horizontal de la hipdfisis de un ratdn adulto que muestra la presencia de numerosas

células Gal-ir en el I6bulo anterior (HRP-CI-Naftol 200x).

b.- Seccion sagital de la hipofisis de un posnatal en el estadio P.5 que muestra la presencia de
las primeras células Gal-ir (>) en el I6bulo anterior (HRP-CI-Naftol 160x).

c.- Seccion horizontal de la hipofisis de un ratén adulto que muestra la presencia de numerosas
células VIP-ir en el Iobulo anterior (HRP-CI-Naftol 200x).

d.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.5 que muestra la presencia de
las primeras células VIP-ir (>) en el l6bulo anterior (HRP-CI-Naftol 160x).

e.- Seccidn horizontal de la hipdfisis de un ratdn adulto que muestra la presencia de numerosas
células NPY-ir en el Iobulo anterior (HRP-Cl-Naftol 220x).

f.- Seccion sagital de la hipéfisis de un posnatal en el estadio P.5 que muestra la presencia de
las primeras células NPY-ir (>>) en el [6bulo anterior (HRP-CI-Naftol 160x).

LA: Lébulo anterior.
LI: Lébulo intermedio.
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FIGURA 26

Ontogenia de Péptidos en células hipofisarias.

a.- Seccidn horizontal de la hipdfisis de un ratdn adulto que muestra la presencia de numerosas
células L-Enc-ir en el l6bulo anterior. Obsérvese la presencia de inmunorreaccion en el I6bulo
posterior (LP). (HRP-CI-Naftol 220x).

b.- Seccion sagital de la hipofisis de un posnatal en el estadio P.5 que muestra la presencia de
las primeras células L-Enc-ir (>>) en el I6bulo anterior. (HRP-CI-Naftol 160x).

c.- Seccion horizontal de la hipofisis de un ratén adulto que muestra la presencia de numerosas
células M-Enc-ir en el I6bulo anterior. (HRP-CI-Naftol 220x).

d.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.5 que muestra la presencia de
las primeras células M-Enc-ir (>>) en el I6bulo anterior. (HRP-CI-Naftol 160x).

LA: Lobulo anterior.
LI: Lobulo intermedio.
LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 27

Ontogenia de Factores Liberadores en la Eminencia Media.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.15 que muestra la presencia de las primeras
fibras CRF-ir (>>) en la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 220x).

b.- Detalle de la imagen anterior que muestra las fibras CRF-ir (>>) en la zona externa de la
eminencia media (HRP-CI-Naftol 440x).

c.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.18 que muestra numerosas fibras CRF-ir a lo
largo de toda la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 180x).

d.- Detalle en seccion transversal de la eminencia media en el estadio E.18 que muestra la
presencia de fibras CRF-ir (HRP-CI-Naftol 420x).

e.- Detalle en seccion sagital en el estadio E.18 que muestra una gran densidad de fibras CRF-ir
alo largo de toda la eminencia media (HRP-CI-Naftol 460x).

EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.
LI: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
3V: Tercer ventriculo.
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FIGRA 28

Ontogenia de Factores Liberadores en la Eminencia Media.

a.- Seccidn sagital de la hipdfisis en el estadio E.16 que muestra la presencia de las primeras
fibras LHRH-ir (>>) en la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 220x).

b.- Detalle de la imagen anterior que muestra las fibras LHRH-ir (>>) en la zona externa de la
eminencia media (HRP-CI-Naftol 440x).

c.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.17 que muestra la presencia de numerosas
fibras LHRH-ir (>>) en toda la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 180x).

d,e.- Detalles en seccion transversal y sagital respectivamente de un posnatal en el estadio P. 5
que muestra una gran densidad de fibras LHRH-ir en la zona externa de la eminencia media
(HRP-CI-Naftol 440x).

f.- Detalle en seccion tranversal de un posnatal en el estadio P.7 que muestra la presencia de
fibras GHRH-ir en la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 420x)

EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.
LI: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 29

Ontogenia de Péptidos en la Eminencia Media.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.18 que muestra la presencia de fibras NT-ir (>>)
alo largo de toda la eminencia media y en el I6bulo posterior (HRP-CI-Naftol 180x).

b.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.18 que muestra la presencia de fibras NPY-ir
(>) en la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 180x).

c.- Seccion transversal en un posnatal en el estadio P.5 que muestra fibras NPY-ir (>) a lo largo
de toda la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 160x).

d.- Detalle en seccion transversal de un posnatal en el estadio P.21 que muestra fibras NPY-ir en
la zona externa de la eminencia media (HRP-CI-Naftol 460x).

e,f.- Detalles en seccion horizontal de la hipofisis de un raton adulto que muestra la presencia de
numerosas fibras Gal-ir en todo el [6bulo posterior. Obsérvese la presencia de células Gal-ir en el
l6bulo intermedio (1) (HRP-CI-Naftol) e (340x) f (520x).

EM: Eminencia media.
HT: Hipotalamo.

LA: Lébulo anterior.
LI: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
3V: Tercer ventriculo.
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5.- Expresion durante el desarrollo de Proteinas Ligantes de Calcio como indicadores de

actividad celular.

En la hipdfisis de raton sélo se observod inmunorreaccion cuando se utilizo un anticuerpo

anti-proteina ligante de calcio, CBD28K.

En el estadio E.12 del desarrollo embrionario, se observd CBD28K-ir en dos regiones:
1.- En las células que forman la expansion de la cara dorsorostral (CDr) de la bolsa de Rathke y
que van a constituir el ld6bulo tuberal y 2.- En las células del neuroepitelio de la base diencefélica
(Fig 30a,30b).

Las primeras células que presentan inmunorreaccion frente al antisuero anti-CB D28K
corresponden a células localizadas en las expansiones laterales de la cara dorsorostral de la
bolsa en el estadio E.12 de desarrollo, es decir, las células que van a constituir el I6bulo tuberal
(Fig 30c). En los estadios E.14 y E.15, células CBD28K-ir se observan en el l6bulo anterior;
estas células son escasas, con una débil inmunorreaccion y se encuentran dispersas por la
mitad caudal del l6bulo anterior (Fig 30d,30e). La inmunorreaccion que se observa en este
estadio en células del l6bulo anterior, se encuentra en células indiferenciadas puesto que la
unica hormona presente en este estadio es la ACTH y los estudios de colocalizacion
mostraron que la proteina CBD28K y la ACTH no coexisten en este momento del desarrollo (Fig
30f).

En las siguientes etapas del desarrollo embrionario se observa como aumenta el numero
de células CBD28K-ir en general, en los tres l6bulos de la adenhipéfisis: en el I6bulo tuberal, la
CB presenta el mismo patron de distribucion que la TSH colocalizandose ambas en las mismas
celulas (Fig 31a1,a2) mientras que en el lobulo anterior la CB se colocaliza en células que
también expresan ACTH (Fig 31b1,b2) y STH (Fig 31c1.C2).

En el estadio E.16, se observo por primera vez células CBD28K-ir en células del I6bulo

intermedio (Fig 32a). En este lobulo, la CBD28K, estuvo presente en células que presentaban
también inmunorreaccion para los derivados de la POMC (Fig 32b).
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En el l6bulo tuberal, el patron de distribucion de la CBD28K se mantuvo igual al de la
TSH hasta el final del desarrollo embrionario (Fig 32c,32d,33a) vy las primeras semanas de
desarrollo posnatal (Fig 33b), no observandose inmunorreaccion en células de este l6bulo en el
animal adulto (Fig 33c,33f). De forma similar, en las células del l6bulo anterior, después de la
primera semana de vida posnatal se observé una disminucion de inmunorreaccion quedando en
el adulto s6lo unas cuantas células en la region caudal del l6bulo (Fig 33c,33d). Sin embargo, en
el l6bulo intermedio, la inmunorreaccion se mantuvo coexistiendo en las mismas células con los

derivados de la POMC, incluso en el animal adulto (Fig 33c,33e).

En cuanto al ldbulo posterior, las células neuroepiteliales que en un principio
presentaban CBD28K-ir, han migrado para formar los nucleos hipotalamicos que envian axones
al [6bulo neural. Los axones de estas neuronas presentan inmunorreaccion para la CBD28K por
lo que en estadios finales del desarrollo se observd una fuerte inmunorreaccion en el ldbulo
neural y eminencia media (Fig 33a). Esta inmunorreaccion se mantuvo incluso en el animal
adulto (Fig 33c,33e).
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FIGURA 30

Ontogenia de Proteinas Ligantes de Calcio durante el desarrollo hipofisario en Mamiferos.

a.- Seccion sagital de la bolsa de Rathke en el estadio E.12 que muestra la presencia de las
primeras células CBD28K-ir (L1) en la expansion de la cara dorsorostral, origen del futuro l6bulo
tuberal, asi como en el neuroepitelio, origen del futuro I6bulo posterior (HRP-DAB-Niquel 160x).

b.- Detalle de la imagen anterior que muestra las células CBD28K-ir (L1) en la expansion de la
cara dorsorostral de la bolsa (HRP-DAB-Niquel 340x).

c.- Seccién transversal de la bolsa de Rathke en el estadio E.12 que muestra la presencia de una
intensa inmunorreaccion CBD28K en las células de las expansiones laterales de la cara
dorsorostral asi como en el neuroepitelio diencefélico (HRP-DAB-Niquel 220x).

d.- Seccidn sagital de la hipofisis en el estadio E.14 que muestra la presencia de CBD28K-ir en el
l6bulo tuberal asi como en la eminencia media. Obsérvese la presencia de las primeras células
CBD28K-ir en la mitad rostral del lobulo anterior (>) (HRP-DAB-Niquel 160x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.15 que muestra un aumento de la CBD28K-ir
tanto en el I6bulo tuberal como en la eminencia media. Asimismo se observa un aumento en el
numero de células CBD28K-ir que aparecen también en la mitad caudal del I6bulo anterior (HRP-
DAB-Niquel 160x).

f.- Detalle en seccion sagital del I6bulo anterior en un embrion de estadio E.15 en el que se
muestra un doble marcaje CBD28K/ACTH (HRP-DAB/HRP-CI-Naftol 340x). Obsérvese la
presencia de células ACTH-ir (>) y células CBD28K-ir (1), sin embargo no se observan células
doblemente marcadas.

EM: Eminencia media.
CE: Cartilago esfenoides
CDr: Cara dorsorostral.
CDc: Cara dorsocaudal.
CV: Cara ventral.
HH:Hendidura hipofisaria.
In: Infundibulo.

NE: Neuroepitelio.

LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.
LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 31

Ontogenia de Proteinas Ligantes de Calcio durante el desarrollo hipofisario en Mamiferos.
Coexistencia Calbindina-Hormonas.

as,a2.- Seccidn sagital de la hipdfisis en el estadio E.17 tratada consecutivamente con antisuero
anti-CBD28K y anti-f3 TSH respectivamente. Obsérvese la presencia de ambas moléculas en las
mismas células del [dbulo tuberal ( =»). (HRP/CI-Naftol 160x).

b1,b2.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.16 tratada consecutivamente con antisuero
anti- CBD28K y anti-ACTH respectivamente. Obsérvese la presencia de ambas moléculas en
algunas células del I6bulo anterior (>). (HRP/CI-Naftol 160x).

C1,C2.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.16 tratada consecutivamente con antisuero
anti- CBD28K y anti-STH respectivamente. Obsérvese la presencia de ambas moléculas en
algunas células del I6bulo anterior (> ). (HRP/CI-Naftol 160x).

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.

LI :L6bulo intermedio.

LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.
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FIGURA 32

Ontogenia de Proteinas Ligantes de Calcio durante el desarrollo hipofisario en Mamiferos.
Coexistencia Calbindina-Hormonas.

a,b.- Secciones adyacentes de la hipdfisis en el estadio E.16 que muestran la presencia de las
primeras células CBD28K-ir (>) en el l6bulo intermedio conjuntamente con la aparicion de las
primeras células corticotropas (>>) en este [6bulo hipofisario (HRP-CI-Naftol 140x).

c,d.- Secciones adyacentes de la hipofisis en el estadio E.17 que muestran la misma distribucion
para la CBD28K y la TSH en el I6bulo tuberal (HRP-CI-Naftol 120x).

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.

LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 33
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FIGURA 33

Ontogenia de Proteinas Ligantes de Calcio durante el desarrollo hipofisario en Mamiferos.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.18 que muestra la distribucién de CBD28K al
final del desarrollo embrionario (HRP-DAB Niquel 140x).

b.- Seccidn sagital de la hipéfisis de un posnatal en el estadio P.7 que muestra la distribucion de
CBD28K al comienzo de la vida posnatal (HRP-DAB Niquel 100x).

c.- Seccion sagital de la hipofisis de un raton adulto que muestra la distribucion de CBD28K.
Obsérvese la presencia de inmunorreaccion en la eminencia media asi como en los l6bulos
posterior e intermedio, mientras que no se observa en los I6bulos tuberal y anterior, con
excepcion de un pequefo grupo de células en la region caudal de este ultimo (HRP-DAB Niquel
140x).

d.- Detalle en seccidn sagital de la hipdfisis adulta que muestra la presencia de un pequefio
grupo de células CBD28K-ir en la region caudal del [obulo anterior (>) (HRP-DAB Niquel 380x).

e.- Detalle en seccion sagital de la hipdfisis adulta que muestra una intensa inmunorreaccion
para CBD28K en todo el I6bulo posterior e intermedio (HRP-DAB Niquel 380x).

f.- Detalle en seccion sagital de la hipdfisis adulta que muestra una ausencia total de
inmunorreaccion para CBD28K en el lobulo tuberal (>>), mientras que se observa CBD28K-ir en
la eminencia media asi como en la region hipotalamica anterior (HRP-DAB Niquel 380x).

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.

LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

125



RESULTADOS

6.- Expresion del gen Pitx2, posible factor de diferenciacion, durante el desarrollo

hipofisario.

El gen Pitx2, que codifica para un factor de transcripcion perteneciente a la familia de
genes relacionados con la proteina bicoide, fue estudiada a partir del estadio E.15. En estadios
anteriores en el ratéon, se habia observado por otros autores, su expresion en células
indiferenciadas de la bolsa de Rathke por todas las zonas de la misma. En un estadio E.14,
donde los distintos lobulos ya estan delimitados, se habia observado que células de los tres
l6bulos expresaban el gen aunque habia células que no lo hacian.

Hemos continuado el estudio de la expresion de Pitx2, a partir del estadio E.15
correlacionandolo con la diferenciacion celular. En este estadio el unico tipo celular diferenciado
son células corticotropas del I6bulo anterior. Aunque el gen se expreso en células del l6bulo
anterior también habia células que lo expresaron en el I6bulo intermedio; utilizando dobles
marcajes, hibridacion in situ-inmunofluorescencia, pudimos observar que el gen se expresaba en
células indiferenciadas como lo muestra el no haber encontrado doble marcaje ACTH-Pitx2 en
ninguna de los estadios analizados (Fig 34a1,az) (Fig 34b1,b2). Este hecho también fue observado

en otros tipos celulares, concretamente en las células somatotropas STH (Fig 34c+,c2).
Asi, el gen disminuy6 su expresion al final de la embriogénesis, dejando de observarse

en las primeras semanas de desarrollo posnatal donde termina la diferenciacion de dos tipos
celulares (Fig 35).
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Fig 34
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FIGURA 34

Expresion del gen Pitx2 durante el desarrollo hipofisario. Colocalizacion Pitx2-Hormonas.

as,a2.- Seccidn sagital de la hipdfisis en el estadio E.16 procesada secuencialmente para el gen
Pitx2 mediante hibridacion in situ (AP-BCIP/NBT) y para la ACTH mediante inmunofluorescencia
(FITC). Obsérvese como la mayoria de las zonas que no muestran expresion de Pitx2 se
corresponden con zonas en las cuales aparecen células diferenciadas (L1) (440x).

b1,b2.- Seccidn transversal de la hipofisis en el estadio E.18 procesada secuencialmente para el
gen Pitx2 mediante hibridacion in situ (AP-BCIP/NBT) y para la ACTH mediante
inmunofluorescencia (FITC). Obsérvese como la mayoria de las zonas que no muestran
expresion de Pitx2 se corresponden con zonas en las cuales aparecen células diferenciadas (L)
(420x).

C1,C2.- Seccion transversal de la hipofisis en el estadio E.18 procesada secuencialmente para el
gen Pitx2 mediante hibridacion in situ (AP-BCIP/NBT) y para la STH mediante
inmunofluorescencia (FITC). Obsérvese como la mayoria de las zonas que no muestran
expresion de Pitx2 se corresponden con zonas en las cuales aparecen células diferenciadas (L)
(420x).

HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lobulo anterior.
LI: Lébulo intermedio.
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FIGURA 35

Expresion del gen Pitx2 durante el desarrollo hipofisario.

a,b,c.- Secciones sagitales de hipdfisis en los estadios embrionarios E.16 y E.19, y posnatal P.7
respectivamente que muestran la expresion de Pitx2 a lo largo de este periodo del desarrollo
hipofisario (AP- BCIP/NBT 200x).

CE: Cartilago esfenoides.
EM: Eminencia media.
HH: Hendidura hipofisaria.
LA: Lébulo anterior.

LI: Lébulo intermedio.

LT: Lobulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.
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HIPOFISIS DE AVES

1.- GENERALIDADES.

La hipdfisis de aves presenta en el animal adulto particularidades que la hacen diferente
en algunos aspectos, al resto de los vertebrados; entre estas diferencias destaca la falta de
l6bulo intermedio ¢ la presencia de una doble eminencia media contactando con cada una de las

dos marcadas regiones en que se divide el Iobulo anterior.

El estudio del desarrollo nos ayudaria a conocer el origen de estas diferencias; las
aves a pesar de haber sido estudiadas por diversos autores durante su desarrollo embrionario,
es el grupo de vertebrados que presenta mayores contradicciones respecto a los resultados de
los distintos autores (Wingstrand 1.955, 1.966; Betz y Jarskar 1.974; Gasc y Sar 1.981; Barvanov
1.985; Thommes y col. 1.987; Barvanov 1.990; Ishida y col. 1.991; Malamed y col. 1.993;
McCann-Levorse y col. 1.993; Kansaku y col. 1.994; Porter y col. 1.995; Allaerts y col. 1.999).

Uno de los puntos de suma importancia para la comprension del origen de la distribucidn
celular, la diferenciacion de los distintos tipos celulares a partir de la bolsa de Rathke, no ha sido
tratado lo que lleva a la existencia de trabajos en la misma especie de ave pero donde distintos
autores observan una regionalizacion diferente de los tipos celulares (Barvanov 1.985; Thommes
y col. 1.987; Barvanov 1.990; Kansaku y col. 1.994).

Otro aspecto en el que difieren los distintos autores, es el momento del desarrollo en el
que se diferencia cada tipo celular (Gasc y sar 1.981; Thommes et al. 1.987; Malamed y col.
1.993; Kansaku et al. 1.994; Porter y col. 1.995; Allaerts y col. 1.999); el desacuerdo sobre este
punto no solamente se da entre diferentes especies de aves sino también en una misma
especie, en el pollo (Gallus gallus) existen datos totalmente contradictorios sobre la
diferenciacion de algunos tipos celulares, como es el caso de las células somatotropas (Gasc y
Sar 1.981; Thommes et al. 1.987; Malamed et al. 1.993; Kansaku et al. 1.994; Porter et al. 1.995;
Allaerts et al. 1.999), las células lactotropas (Gasc y Sar 1.981; Barvanov 1.985; Ishida et al.
1.991; Kansaku et al. 1.994; Allaerts et al. 1.999) y las células gonadotropas (Gasc y Sar 1.981;
Kansaku et al. 1.994; Allaerts et al. 1.999).
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HIPOFISIS DE AVES

Como habiamos planteado al comienzo de este trabajo, con el estudio del desarrollo de
la hipofisis en aves nos habiamos propuesto comparar con el desarrollo de esta glandula en

mamiferos, dos aspectos fundamentalmente:
1.- El origen de los distintos I6bulos y tipos celulares adenohipofisarios, algunos de los

cuales presentan regionalizacion, a partir de la bolsa de Rathke.

2.- La secuencia de la diferenciacién hormonal.
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2.- RESULTADOS.

1.- Ontogenia y desarrollo de la hipdfisis.

El origen de la hipdfisis de aves, al igual que en otros grupos de vertebrados, esta en
una evaginacion del epitelio del estomodeo (ST), origen de la adenohipdfisis, y el neuroepitelio

de la base diencefélica, origen de la neurohipéfisis.

La formacion de la adenohipdfisis es anterior a la neurohipéfis; la bolsa de Rathke o
evaginacion del estomodeo a partir de la cual va a desarrollarse la adenohipéfisis, se puede
observar tempranamente en el desarrollo, desde el dia 4 (E.4) de desarrollo embrionario (Fig 36
a). En su inicio, la bolsa esta constituida por una sola capa de células cubicas y se observa
separada de la region ventral del diencéfalo por la presencia de mesénquima entre ambas
estructuras (Fig 36b,36¢). Esta presente también en este estadio, otra evaginacion caudal a la
bolsa de Rathke que constituye la Bolsa de Sessel (Fig 36a,36b). En seccion transversal se
observa que la bolsa presenta unas expansiones laterales de la que constituyen el primer
esbozo del I6bulo tuberal (Fig 36d).

1.1.- Desarrollo embrionario. Desarrollo de los I6bulos hipofisarios.

1.1.1.- Lébulo Anterior.

El desarrollo general de la glandula ocurre de forma muy rapida, de tal manera que
desde la mitad del desarrollo embrionario sélo ocurre un crecimiento en grosor y extension de la

misma.

El E.5 se caracteriza por el inicio de la proliferacion celular; esta proliferacion ocurre en
primer lugar en la region rostral de la cara dorsal de la bolsa de Rathke (Fig 37a,37b). Como
consecuencia de esta proliferacion se va a formar la regidn rostral del I6bulo anterior; en esta
zona, en el E.6, se va a producir una entrada de mesénquima y por consiguiente de vasos
sanguineos (Fig 37c-e). En este estadio se va a producir el cierre de la bolsa de Rathke por su

extremo rostral, permaneciendo conectada con el epitelio de la cavidad bucal por medio de un
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cordon bucohipofisario (Fig 37c-e); el cierre de la bolsa nos permite delimitar dos regiones
proliferativas claramente diferenciadas, una zona caudal (Rc) y una zona rostral (Rr) (Fig 37c-f);
la bolsa de Sessel, mientras que en el pollo sufre una regresion y desaparece (Fig 37c), en la
codorniz se observd como se integraba fusionandose con la cara ventral de la bolsa de Rathke
en su parte rostral (Fig 37d). La proliferacion continué en ambas regiones del lébulo anterior
aunque, la entrada de mesénquima y de vasos sanguineos ocurrié en un primer momento, s6lo
en la mitad rostral (Fig 38a,38b). Ya en el siguiente estadio, hay una entrada de meséngima y
vasos sanguineos por todo el l6bulo anterior (Fig 38¢,38d) al tiempo que degeneran las células
del corddn y se independiza la glandula del epitelio de la cavidad bucal, la hendidura hipofisaria,
resto de la cavidad bucal en el interior de la bolsa, sélo se observo en la mitad caudal del I6bulo
y de forma muy reducida (Fig 38c).

Hasta el final del desarrollo, el [6bulo anterior sélo va a tener un crecimiento en grosor
y fundamentalmente en longitud, extendiendose en sentido rostral (Fig 39a). Histolégicamente,
hasta los ultimos estadios del desarrollo, el lobulo anterior estd organizado en cordones
celulares rodeados de abundante tejido conjuntivo (Fig 39c¢,39d); sélo al final de la
embriogénesis su constitucion es mas compacta, habiéndose extendido ventralmente a la
eminencia media, en toda la extension de esta (Fig 39e). Abundante tejido conjuntivo se
encuentra entre ambas estructuras aunque hacia la mitad del desarrollo, pudo observarse una
conexion entre el extremo caudal del I6bulo anterior y el l6bulo neural en secciones sagitales (Fig
39a).

En secciones transversales, en este mismo periodo, se observé como permanece una
continuidad entre las células de la region rostral del l6bulo anterior y las del l6bulo tuberal (Fig
39b).

1.1.2.- Lébulo Tuberal.

Desde su formacion la bolsa de Rathke presenta, en una seccion transversal, dos
expansiones laterales, en su zona rostral (Fig 40a,40b), que son el origen del I6bulo tuberal.
Estas expansiones en un primer momento son dos agrupaciones de células similares al resto del

l6bulo anterior, proximas a este y separadas del tejido nervioso (Fig 40c). El desarrollo de este
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l6bulo implica un crecimiento rostral y una mayor proximidad a la eminencia media de la cual se
mantiene separado por una delgada capa de cojuntivo (Fig 40d); al final del desarrollo, el I6bulo
queda constituido por dos cordones celulares que rodean en toda su longitud la eminencia media
permaneciendo entre ambas estructuras, una delgada capa de conjuntivo (Fig 40e). Este
conjuntivo fue més abundante entre el I6bulo tuberal y el ldbulo anterior (Fig 40f).

1.1.3.- Lobulo Posterior.

Desde su formacion, el epitelio que forma la cara dorsal de la bolsa de Rathke se
extiende paralelamente al neuroepitelio que va a formar el diencéfalo ventral (Fig 41a) Este
neuroepitelio va a constituir fundamentalmente la eminencia media la cuél va a estar
comunicada, a través de conjuntivo, con el I6bulo anterior, tanto en su zona rostral como caudal.
En el extremo de este neuroepitelio, una pequefia evaginacion , en la proximidad del extremo

caudal de la bolsa de Rathke, sera el origen del I6bulo posterior (Fig 41b).

El desarrollo del I6bulo posterior ocurre tardiamente respecto al del resto de la glandula.
En los primeros estadios s6lo hay proliferacion de las células que componen el neuroepitelio,
observandose numerosas figuras mitoticas (Fig 41c); ya desde estos primeros estadios, se
observa, en cortes transversales, como el neuroepitelio presenta mas de una evaginacion (Fig
41d) no siendo hasta el estadio E10 - E.11 que las fibras procedentes de los nucleos
hipotaldamicos comienzan a llegar hasta el extremo de las mismas constituyendo el I6bulo neural
propiamente dicho (Fig 41e). Las distintas evaginaciones dan lugar a un lébulo neural ramificado
como puede observarse al final de la embriogénesis tanto en seccion sagital (Fig 41f) como a
diferentes niveles en seccion transversal (Fig 41g,41h).
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ESQUEMA 5

A.- Representacion esquematica en seccion sagital de la cabeza de un embridn de ave en el
estadio E.4 en el que se sefiala la regidn correspondiente al esbozo adenohipofisario.

B.- Detalle del esbozo adenohipofisario.

C.- Representacion esquematica en seccion sagital de la cabeza de un embrion de ave en el
estadio E.5 en el que se sefiala la regidn correspondiente al esbozo adenohipofisario.

D.- Detalle del esbozo adenohipofisario.

BR: Bolsa de Rathke.
BS: Bolsa de Sessel.
CD: Cara dorsal.
CV: Cara ventral.
3V: Tercer ventriculo.
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Fig 36
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FIGURA 36

Aspectos de la formacion del esbozo hipofisario en Aves en el E.4.

a.- Seccion sagital de un embrion de ave en el estadio E.4 que muestra la evaginacion del
estomodeo correspondiente a la bolsa de Rathke (BR); obsérvese también la presencia de otra
evaginacion caudal a la bolsa de Rathke que constituye la Bolsa de Sessel (BS) (H-Er 120x).

b,c.- Detalles de la bolsa de Rathke en los que puede observarse claramente la presencia de
mesénquima (>) (=) entre la bolsa y el neuroepitelio (NE) de la zona basal Diencefélica b.-(H-
Er 260x); c.- (H-Er 560x).

c.- Seccidn transversal de un embridn de ave en el estadio E.4 a nivel de la bolsa de Rathke
(BR) en el que se observan las expansiones laterales que constituyen el primer esbozo del I6bulo
tuberal (=») (H-Er 340x).

BR: Bolsa de Rathke.
BS: Bolsa de Sessel.
CD: Cara dorsal..
CV: Cara ventral.

NE: Neuroepitelio.
ST: Estomodeo.

3V: Tercer ventriculo.
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ESQUEMA 6

A.- Representacion esquematica en seccion sagital de la cabeza de un embridn de ave en el
estadio E.6 en el que se sefiala la regidn correspondiente al esbozo adenohipofisario.

B.- Detalle del esbozo adenohipofisario.

C.- Representacion esquematica en seccion sagital del cerebro y la hipdfisis de un embridn de
ave en el estadio E.9 en el que se sefiala la region correspondiente a la hipdfisis.

D.- Detalle de la region correspondiente a la hipéfisis.

CBH: Corddn bucohipofisario.
CD: Cara dorsal.

CV: Cara ventral.

EM: eminencia media.

LA: Lébulo anterior.

LT: Lébulo tuberal.

LP: Lébulo posterior.

Rr: Region rostral.

Rc: Regidn caudal.

3V:Tercer ventriculo.
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Fig 37
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FIGURA 37

Aspectos de la formacidn del esbozo hipofisario en Aves entre el E.5 y el E.6.

a.- Seccion sagital del esbozo hipofisario en el estadio E.5 que muestra un aumento de tamario
tanto en la bolsa de Rathke (BR) como en la bolsa de Sessel (BS). Obsérvese el aumento de la
zona de contacto entre la bolsa de Rathke y el neuroepitelio de la region basal del Diencéfalo (H-
Er 140x).

b.- Detalle en seccion transversal en el estadio E.5 que muestra la morfologia del esbozo
adenohipofisario. Obsérvese la presencia de mitosis en la bolsa de Sessel (>) (H-Er 400x).

c.- Seccidn sagital de la hipofisis en un embridn de pollo en el estadio E.6 en el que se observa
la presencia de un cordén bucohipofisario (CBH) formado como consecuencia del cierre de la
bolsa de Rathke a la cavidad bucal. Asimismo se observa una intensa proliferacion en la parte
rostral. Obsérvese como se produce el cierre de la bolsa de Sessel independientemente del de la
bolsa de Rathke ([1) (H-Er 140x).

d.- Seccion sagital de la hipofisis en un embrion de codorniz en el estadio E.6 en el que se
observa el cierre de la bolsa a la cavidad bucal, sin embargo, a diferencia de lo que se observa
en el embrion de pollo, en la codorniz se produce una fusion de la bolsa de Sessel con la bolsa
de Rathke y posteriormente el cierre a la cavidad bucal (H-Er 140x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis en un embrion de pollo en el estadio E.6 en el que se muestra
la presencia de dos regiones proliferativas, una region caudal (Rc) y una region rostral (Rr) (H-Er
140x).

f.- Representacion esquematica en seccion sagital en la que se muestran las dos regiones
regiones proliferativas Rc y Rr en el momento del cierre de la bolsa. Ambas regiones
comprenden tanto cara dorsal (CD) como cara ventral (CV).

BR: Bolsa de Rathke.

BS: Bolsa de Sessel.

NE: Neuroepitelio.

Rc: Region caudal.

Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.

ST: Estomodeo.

CBH: Corddn bucohipofisario.
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Fig 38
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FIGURA 38

Aspectos de la formacidn del esbozo hipofisario en Aves entre el E.6 y el E.8.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis de un embrion de pollo en el estadio E.6 en la que se observa
en la zona rostral (Rr) una intensa proliferacion asi como el comienzo de la penetracion del
mesénquima circundante (>) (H-Er 340x).

b.- Detalle en seccion sagital de la zona rostral del I6bulo anterior en el estadio E.6 que muestra
claramente las zonas de penetracion activa de mesénquima (>) asi como células en mitosis (>)
(H-Er 440x).

c.- Seccidn sagital de la hipofisis de un embridn de pollo en el estadio E.8 en la que se observa
una intensa proliferacion en toda la hipofisis asi como la penetracion del mesénquima
circundante en la region caudal (Rc)(>). Obsérvese asimismo la presencia de vasos sanguineos
en la region rostral (Rr) () (H-Er 340x).

d.- Detalle en seccion sagital de la region caudal del I6bulo anterior en el estadio E.8 que
muestra claramente las zonas de penetracion activa de mesénquima (>) (H-Er 400x).

Rr: Region rostral.
Rc: Regidn caudal.
3V: Tercer ventriculo.
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ESQUEMA 7

A.- Representacion esquematica en seccion sagital del cerebro y la hip&fisis de un ave al final del
desarrollo embrionario en la que se sefiala la region correspondiente a la hipdfisis.

B.- Detalle de la region correspondiente a la hipdfisis.

EM: Eminencia media.
LA: Lobulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
QO: Quiasma optico.
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Fig 39
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FIGURA 39

Aspectos de la formacién del Lobulo Anterior en Aves.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis de un embrion de ave en el estadio E.9 en la que se muestra el
crecimiento del l6bulo anterior (LA) en sentido rostrocaudal. Obsérvese como el [dbulo anterior
aparece completamente invadido por el mesénquima (H-Er 140x).

b.- Seccidn transversal de la hipéfisis de un embrion de ave en el estadio E.10 en el que se
muestra la continuidad (>) entre las células del l6bulo anterior (LA) y las células del I6bulo
tuberal (LT) (=) (H-Er 140x).

c.- Seccion sagital de la hipdfisis de un embrion de ave en el estadio E.14 en la que se muestra
como el lobulo anterior (LA) continua creciendo rostrocaudalmente. Obsérvese como aparecen
los cordones celulares rodeados completamente de tejido conjuntivo (H-Er 140x).

d.- Seccion sagital de la hipofisis de un embridn de ave en el estadio E.18 en la que se muestra
la estructura del l6bulo anterior (LA) al final del desarrollo embrionario (H-Er 140x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal de ave en el estadio P.12 en la que se muestra
la estructura definitiva del l6bulo anterior (LA) bastante méas compacta que la observada al final
del desarrollo embrionario (H-Er 160x).

f.- Representacion esquematica en seccion sagital al final del desarrollo embrionario que muestra
la evolucion de las dos regiones proliferativas, asi como el origen de cada uno de los I6bulos
adenohipofisarios a partir de estas.

LA: Lébulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
In: Infundibulo.

EM: Eminencia media.
QO. Quiasma optico.
Rc: Regidn caudal.
Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo
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ESQUEMA 8

Representacion esquematica en seccion transversal que muestra la formacion del [6bulo tuberal
en las aves desde su inicio como expansiones laterales de la bolsa de Rathke (>>) en el estadio
E.4, hasta su posicion definitiva hacia el final del desarrollo embrionario donde aparece rodeando
completamente la eminencia media (=»).
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Fig 40
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FIGURA 40

Aspectos de la formacion del Lobulo Tuberal en Aves.

a.- Seccion transversal de un embrién de ave en el estadio E.4 a nivel de la bolsa de Rathke
(BR) en el que se observan las expansiones laterales que constituyen el primer esbozo del I6bulo
tuberal (OJ) (H-Er 140x).

b.- Seccion transversal de un embrién de ave en el estadio E.5 a nivel de la bolsa de Rathke que
muestra la transformacion de las expansiones iniciales en l6bulos laterales (=) (H-Er 140x).

c.- Seccion transversal de un embrion de ave en el estadio E.6 a nivel de la region rostral (Rr) del
l6bulo anterior, que muestra la proliferacion de los l6bulos laterales (=) (H-Er 140x).

d.- Seccion transversal de la hipdfisis en el estadio E.12 que muestra como los l6bulos laterales
han crecido rostralmente rodeando la eminencia media para formar el I6bulo tuberal (LT) (OJ).
Obsérvese como se mantiene el contacto entre el I6bulo tuberal (LT) y el I6bulo anterior (LA) (H-
Er 160x).

e.- Seccion transversal a nivel de la eminencia media al final del desarrollo embrionario que
muestra la estructura definitiva del l6bulo tuberal (LT) (CJ). Obsérvese la presencia de tejido
conjuntivo separando ambas estructuras (H-Er 140x).

f.- Seccion sagital de la hipdfisis al final del desarrollo embrionario que muestra la estructura
definitiva del l6bulo tuberal (LT) (LJ) rodeando la eminencia media (EM). Obsérvese la presencia
de tejido conjuntivo separando ambas estructuras (H-Er 140x).

BR: Bolsa de Rathke.
EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 41
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FIGURA 41

Aspectos de la formacién del Lobulo Posterior en Aves.

a.- Seccion sagital del esbozo hipofisario en el estadio E.5, donde se muestra la primera
evidencia morfoldgica en el neuroepitelio (NE) (=) de la formacion del l6bulo posterior (H-Er
200x).

b.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.6, donde se muestra la evaginacion (=) en el
neuroepitelio de la base del diencéfalo que constituye el primer esbozo del l6bulo posterior (H-Er
200x).

c.- Detalle de la evaginacion del neuroepitelio diencefélico en el que se observan numerosas
células en mitosis (>) (H-Er 580x).

d.- Seccion transversal en el estadio E.6 que muestra la presencia de ramificaciones (=) en la
evaginacion del neuroepitelio diencefalico (H-Er 160x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.13 que muestra la presencia de numerosas
fibras (>>), procedentes del hipotalamo, en el I6bulo posterior (LP) (H-Er 160x).

f.- Seccion sagital de la hipdfisis al final del desarrollo embrionario que muestra la estructura
ramificada del ldbulo posterior (LP) (H-Er 120x).

g,h.- Secciones transversales al final del desarrollo embrionario que muestran la estructura
definitiva del I6bulo posterior. Obsérvense las ramificaciones en los niveles mas caudales (h) (H-
Er 120x).

BR: Bolsa de Rathke.
BS: Bolsa de Sessel.
In.Infundibulo.

NE: Neuroepitelio.
LA: Lébulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
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2.- Diferenciacion de las células adenohipofisarias. Estudio inmunohistoquimico.

2.1.- Diferenciacion durante el desarrollo embrionario.

Los dos l6bulos de la adenohipdfisis, tuberal y anterior, presentan células productoras de
hormonas. Todas las hormonas clasicamente producidas por la hipdfisis estuvieron presentes en
el Iobulo anterior. Sin embargo en el I6bulo tuberal sélo se observé una de ellas.

Las primeras células en diferenciarse inmunoquimicamente se observaron en la cara
dorsal de la region rostral de la bolsa (Rr). Esto ocurre en los estadios E.6 y E.7 en las dos
especies estudiadas y las células fueron ACTH-ir y B Endorfina-ir (Fig 42a,42b). Ambas

moléculas, derivads de la POMC estuvieron presentes en las mismas células (Fig 42e+.e2).

En los estadios E.8 y E.9, otra hormona derivada de la POMC, la aMSH, estuvd
presente por primera vez en la mitad rostral del I6bulo anterior (Fig 42c,42d). Se puede observar
que los tres péptidos ACTH, B Endorfina y aMSH estan presentes en la misma célula (Fig
43a1,a2) y (Fig 43b1,bo). Estas células derivan de la mitad rostral (Rr) de ambas caras de la bolsa
(Fig ). Al final de la embriogénesis las células corticotropas ocupan completamente la mitad
rostral del l6bulo anterior (Fig 44a,44b).

En estos estadios, E.8 y E.9, se observo también por primera vez inmunorreaccion para
BTSH en células de la mitad caudal del I6bulo anterior (Fig 45a,45b,45f). En el estadio E.12 se
observaron por primera vez células BTSH inmunorreactivas en el I6bulo tuberal (Fig 45¢) asi
como en la mitad rostral del l6bulo anterior (Fig 45d). Tanto las células tireotropas de la mitad
caudal del lébulo anterior derivan de la mitad caudal de ambas caras de la bolsa (Rc), mientras
que las células tireotropas de la mitad rostral del lI6bulo anterior derivan de la mitad rostral de
ambas caras de la bolsa (Rr). Al final de la embriogénesis las células tireotropas se observaron
distribuidas por todo el I6bulo anterior y el I6bulo tuberal (Fig 45e,45g).

En el dltimo estadio de desarrollo embrionario se observaron por primera vez células

PRL-ir en la mitad rostral del l6bulo anterior (Fig 46a,46b). Estas células derivan de la mitad
rostral (Rr) de ambas caras de la bolsa.
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2.2.- Diferenciacion durante el desarrollo posnatal.

En el estadio posnatal P.1 se observaron por primera vez células que presentaban
inmunorreaccion para STH en la mitad caudal del l6bulo anterior (Fig 46¢,46d). Estas células

derivan de la mitad caudal (Rc) de ambas caras de la bolsa.

Durante la primera y segunda semana de desarrollo posnatal continué la diferenciacion
de las células lactotropas y somatotropas (Fig 47a,47b,48). Al final de la segunda semana se
observaron por primera vez células BFSH-ir BLH-ir y por todo el I6bulo anterior (Fig 47¢,47d,48).
Estas células derivan tanto de la mitad rostral (Rr) como de la mitad caudal (Rc) de ambas caras
de la bolsa.

Estos resultados, al igual que en el ratén, nos han permitido averiguar el origen de los
distintos tipos celulares secretores a partir de las células de la bolsa, lo cual hemos reflejado en
un mapa de destino en el que se muestra la localizacidn, en las distintas caras de la bolsa, de los
progenitores de cada uno de los tipos celulares secretores presentes en la hipéfisis adulta (Fig
49).
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FIGURA 42

Diferenciacion hormonal en Aves. Diferenciacidn de las células corticotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.7 que muestra la presencia de las primeras
celulas ACTH-ir (L1) en la zona dorsal de la region rostral (Rr) del l6bulo anterior (LA) (HRP/CI-
Naftol 140x).

b.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.7 que muestra la presencia de las primeras
celulas BEnd-ir ((1) en la zona dorsal de la region rostral (Rr) del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-
Naftol 140x).

c.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.9. que muestra la presencia de primeras células
oMSH-ir en la region rostral (Rr) del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 140x).

d.- Detalle en seccion sagital que muestra la morfologia de las células corticotropas al comienzo
de su diferenciacion (HRP/CI-Naftol 340x).

e1,e2.- Seccion sagital de la hipofisis en el estadio E.7 tratada consecutivamente con antisuero
anti-ACTH y anti-BEnd respectivamente que muestra la presencia de ambas hormonas en las
mismas células (»>) (HRP-CI-Naftol 460x).

g,h.- Representacion esquematica en seccion sagital que muestra las primeras etapas de la
diferenciacion de las células corticotropas.

EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.
LP: Lébulo posterior.
Rc: Regidn caudal.
Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 43

Diferenciacion hormonal en Aves. Coexistencia de péptidos derivados de la POMC.

as,a2.- Seccidn sagital de la hipofisis en el esatdio E.8 tratada consecutivamente con antisuero
anti-ACTH y anti-BEnd respectivamente. Obsérvese la presencia de ambos péptidos en las
mismas células del I6bulo anterior (>) (HRP/CI-Naftol 340x).

b1b2- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.12 tratada consecutivamente con antisuero

anti-BEnd y anti-aMSH respectivamente. Obsérvese la presencia de ambos péptidos en las
mismas células del I6bulo anterior (>) (HRP/CI-Naftol 340x).
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FIGURA 44

Diferenciacion hormonal en Aves. Diferenciacidn de las células corticotropas.

a.- Seccion sagtial de la hipdfisis al final del desarrollo embrionario que muestra la distribucién
definitiva de las células corticotropas en la region rostral (Rr) del l6bulo anterior (LA) (HRP/CI-
Naftol 160x).

b.- Representacion esquematica en seccion sagital que muestra la distribucidn definitiva de las
celulas corticotropas.

In: Infundibulo.

LA: Lébulo anterior.
LT: Lobulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
QO:Quiasma optico.
Rc: Regidn caudal.
Rr: Region rostral.
3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 45

Diferenciacion hormonal en Aves. Diferenciacion de las células tireotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.9 que muestra la presencia de las primeras
celulas BTSH-ir (>) en la regidn caudal (Rc) del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 140x).

b.- Detalle de la imagen anterior que muestra la morfologia de las primeras células tireotropas en
la regién caudal (Rc) del I6bulo anterior (HRP/CI-Naftol 340x).

c.- Detalle en seccidn sagital del I6bulo tuberal de la hipdfisis en el estadio E.12 que muestra las
primeras células BTSH-ir ([J) en esta region de la hipdfisis (HRP/CI-Naftol 340x).

d.- Detalle en seccion sagital de la region rostral (Rr) del I6bulo anterior en el estadio E.15 que
muestra la presencia de células BTSH-ir en esta regién (HRP/CI-Naftol 340x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis al final del desarrollo embrionario que muestra la distribucion
definitiva de las células tireotropas en los l6bulos anterior (LA) y tuberal (LT) (HRP/CI-Naftol
140x).

f,g.- Representacion esquematica en seccidn sagital que muestra la diferenciacion de las células
tireotropas durante el desarrollo de la hipdfisis.

EM: Eminencia media.
In: Infundibulo.

LA: Lobulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
QO: Quiasma optico.
Rc: Regidn caudal.
Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 46
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FIGURA 46

Diferenciacion hormonal en Aves. Diferenciacion de las células lactotropas y somatotropas.

a.- Seccion sagital de la hipdfisis al final del desarrollo embrionario que muestra las primeras
células PRL-ir en la region rostral (Rr) del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 140x).

b.- Detalle en seccion sagital de la region rostral (Rr) del [6bulo anterior donde se muestra la
morfologia de las células lactotropas (HRP/CI-Naftol 340x).

c.- Seccion sagital de la hipofisis de un posnatal en el estadio P.1 que muestra las primeras
células STH-ir en la region caudal (Rc) del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-Naftol 140x).

d.- Detalle en seccion sagital de la region caudal (Rc) del l6bulo anterior donde se muestra la
morfologia de las células somatotropas (HRP/CI-Naftol 340x).

EM: Eminencia media.
In: Infundibulo.

LA: Lébulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
Rc: Regidn caudal.
Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.
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FIGURA 47

Diferenciacion hormonal en Aves. Diferenciacion de las células lactotopas, somatotropas y
gonadotropas.

a.- Seccidn sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.7 que muestra la distribucion
definitiva de las células lactotropas en la region rostral (Rr) del I6bulo anterior (LA)(HRP/CI-Naftol
140x).

b.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.7 que muestra la distribucion
definitiva de las células somatotropas en la region caudal (Rc) del I6bulo anterior (LA) (HRP/CI-
Naftol 140x).

c.- Seccion horizontal de la hipofisis de un posnatal en el estadio P.14 que muestra las primeras
células gonadotropas distribuidas por todo el I6bulo anterior (LA) (HRP-CI-Naftol 140x).

d.- Detalle en seccion horizontal de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.14 que muestra la
morfologia de las células gonadotropas (HRP-CI-Naftol 340x).

EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.
LT: Lébulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
Rc: Regidn caudal.
Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.
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Fig 48

170



RESULTADOS

FIGURA 48

Diferenciacion hormonal en Aves. Diferenciacion de las células lactotopas, somatotropas y
gonadotropas.

a.- Representacidn esquematica en seccion sagital que muestra la distribucion definitiva de las
celulas somatotropas.

b.- Representacion esquematica en seccion sagital que muestra la distribucion definitiva de las
celulas lactotropas.

c.- Representacion esquematica en seccidn sagital que muestra la distribucion definitiva de las
celulas gonadotropas.

EM: Eminencia media.
LA: Lébulo anterior.
LT: Lobulo tuberal.
LP: Lébulo posterior.
Rc: Region caudal.
Rr: Region rostral.
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E.6

FIG 49
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FIGURA 49

Diferenciacion hormonal en Aves. Origen de los diferentes tipos celulares a partir de las células
de la bolsa de Rathke.

Representacion esquematica en seccion sagital de la bolsa de Rathke en el estadio E.6 que
muestra las diferentes regiones a partir de las cuales se originan los distintos tipos celulares
secretores.

CBH: Corddn bucohipofisario
EM: Eminencia media.

LP: Lébulo posterior.

Rc: Regidn caudal.

Rr: Region rostral.

3V: Tercer ventriculo.
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3.- Expresion durante el desarrollo de Proteinas Ligantes de Calcio, como indicadores de
actividad celular.

En la hipdfisis de aves se expresan, con diferentes patrones, las tres proteinas ligantes
de Ca?* utilizadas en nuestro estudio, calbindinaD28K CB D28K, calretinina CR, y parvalbimina
PV.

Las tres estuvieron presentes en células del lobulo anterior en el E 8 del desarrollo
embrionario, en un principio en la region medio-caudal, la CBD28K y la PV mientras que la CR
se observo fundamentalmente en la region medio-rostral (Fig 50a,50b,50c). Las primeras células
que presentaron estas proteinas fueron células no diferenciadas como muestra la (Fig 50a,
50b,50c). Posteriormente va aumentando el numero de células inmunorreactivas extendiéndose
por el resto del [6bulo anterior, excepto la PV que permanece localizada en células de la region
caudal (Fig 50d,50e,50f). En el E14, la CB D28K 'y CR estuvieron presentes por primera vez en
celulas del I6bulo tuberal (Fig 50d,50e) , aunque la PV se mantuvo exclusivamente en células del
l6bulo anterior (Fig 50f).

Al final de la embriogénesis y en los primeros estadios de la vida posnatal, estuvo
presente CB D28K-ir en el Idbulo anterior, [dbulo tuberal y posterior (Fig 51a,51b), CR en células
del I6bulo anterior y tuberal (Fig 51c,51d) mientras que la PV sélo estuvo presente en algunas
células de la mitad caudal del l6bulo anterior (Fig 51e).
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FIGURA 50

Ontogenia de Proteinas Ligantes de Calcio durante el desarrollo hipofisario en Aves.

a,b,c.- Secciones sagitales de la hipdfisis en el estadio E.8 en las que se muestra un doble
marcaje a.- CBD28K/ACTH (HRP DAB/HRP Cl-Naftol 160x); b.- CR/ACTH (HRP DAB/HRP CI-
Naftol 160x); c.- PV/ACTH (HRP DAB/HRP Cl-Naftol 160x). Obsérvese la distribucién en la zona
medio-caudal del I6bulo anterior de cada una de las tres proteinas. Obsérvese asimismo como la
mayoria de las células CBD28K-ir, (»>) CR-ir (>) y PV-ir (>) respectivamente no estan
doblemente marcadas.

d,e,f.- Secciones sagitales de la hipdfisis en el estadio E.14 en las que se muestra la distribucion
de CBD28K, CR y PV respectivamente en los I6bulos anterior y tuberal de la adenohipdfisis
(HRP-DAB-Niquel 180x).

LA: Lobulo anterior.
LP:Lébulo posterior.
LT:Lobulo tuberal.
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FIGURA 51

Ontogenia de Proteinas Ligantes de Calcio durante el desarrollo hipofisario en Aves.

a .- Seccion sagital de la hipdfisis en el estadio E.14, que muestra la presencia de
inmunorreaccion para CBD28K en la eminencia media y el I6bulo posterior de la neurohipdfisis
(HRP/DAB-Niquel 180x).

b.- Seccion sagital de la hipofisis de un posnatal en el estadio P.10 que muestra la distribucion
de CBD28K en la hipdfisis (HRP/DAB-Niquel 180x).

c.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.10 que muestra la distribucién de
CR en la hipdfisis (HRP/DAB-Niquel 180x).

d.- Seccion sagital de un posnatal en el estadio P.10 correspondiente a un nivel mas lateral que
muestra la intensa inmunorreaccion para CR en todas las células del I6bulo tuberal (HRP/DAB-
Niquel 180x).

e.- Seccion sagital de la hipdfisis de un posnatal en el estadio P.10 que muestra la distribucion
de PV en la hipéfisis (HRP/DAB-Niquel 180x).

LA: Lobulo anterior.
LP: Lébulo posterior.
LT: Lébulo tuberal.
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1.- DISCUSION DE LA METODOLOGIA.

En este trabajo hemos utilizado distintas técnicas en funcion de los objetivos a resolver.
Si bien el estudio con técnicas histologicas ha sido exhaustivo puesto que teniamos por objetivo
estudiar todos los detalles del desarrollo que conducen a las diferencias existentes en el animal
adulto de los diferentes grupos con el estudio ultraestructural sélo quisimos poner de manifiesto
detalles subcelulares de interés a lo largo del desarrollo. No asi, fue el estudio ultraestructural en
el lobulo tuberal, donde nuestro objetivo fue saber si las células TSH-ir observadas a
microscopia optica eran similares a las TSH-ir presentes en el I6bulo anterior. No utilizamos para
ello técnicas inmunoquimicas puesto que sélo observamos una morfologia de célula con
gréanulos y la unica célula diferenciada en ese estadio fueron las células TSH-ir.

Otro dato que quisimos obtener con la ultraestructura fue la presencia o no de vasos en el
l6bulo intermedio lo cual pudimos confirmar. Si bien estos vasos no estan localizados en medio
de un grupo celular el estudio previo de los cortes semifinos nos sirvio para ver que estos vasos
proceden de finos septos de tejido conjuntivo que entran en el I6bulo.

Las técnicas inmunohistoquimicas las utilizamos con dos fines diferentes: demostrar el inicio
en el desarrollo de la sintesis de las distintas hormonas y de factores implicados en distintos
aspectos de su diferenciacion funcional, y por otro lado para el estudio de la proliferacion celular.

Esto nos llevd segun el caso a utilizar técnicas inmunoenziméticas simples reveladas con
distintos reveladores, dobles marcajes con inmunoenzimatica, inmunofluorescencia o
hibridacion-inmunofluorescencia e hibridacion-inmunoenzimatica.

Para la deteccion de hormonas y péptidos hemos utilizado anticuerpos utilizados por
miembros de nuestro grupo durante muchos afios procentes del Dr. G. Tramu de la Universidad
de Burdeos y cuya especificidad ha sido probada en numerosos trabajos. Por otra parte han sido
siempre los mismos anticuerpos utilizados por nosotros ya en al menos cuatro grupos de
vertebrados lo que nos permite realizar mas objetivamente la comparacion de resultados.

En otros casos se han utilizado anticuerpos comerciales la mayor parte monoclonales y en
algun caso de distinta procedencia para descartar su falta de especificidad.

Para el estudio de proliferacion celular hemos usado una técnica utilizada por muchos
autores consistente en el marcaje de las células en division con bromodeoxiuridina. Esta
molécula es incorporada por la DNA polimerasa Ill durante la replicacion del DNA en la fase S

del ciclo celular.
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Fue inyectada a ratonas gestantes asi como a postnatales y adultos en dosis entre 5y 10
mgrs. por kilo de peso corporal. Entre 2 y 3 horas despues de la inyeccidn los animales fueron
sacrificados para su estudio. La dosis empleada de bromodeoxiuridina asi como los tiempos de
accion de esta se tomaron de acuerdo a experimentacion previa descrita en la bibliografia.

El estudio de este material se llevé acabo utilizando una técnica inmunoenzimatica indirecta
que permiti6 poner de manifiesto en cortes histologicos la presencia de bromodeoxiuridina
mediante el uso de un anticuerpo monoclonal (anti-BrdU Isotipo 1gG1, Kappa). Esta técnica por si
séla, nos permitié poner de manifiesto el patrdn de proliferacién celular durante todo el desarrollo
hasta el estado adulto. Ademas en combinaciéon con la inmunoenzimatica indirecta para la
deteccion de células secretoras adenohipofisarias, nos permitié poner de manifiesto la presencia
de células diferenciadas en division. La utilizacion de esta técnica combinada de doble marcaje
planted una serie de problemas: en primer lugar todo el material utilizado para este estudio hubo
de ser fijado con Fijador Clarke (Etanol:acético 3:1) puesto que en la literatura es el que ha
proporcionado mejores resultados. Sin embargo este fijador es incompatible con algunos de los
antisueros frente a las hormonas adenohipofisarias. Por ofro lado, la deteccion
inmunohistoquimica de la bromodeoxiuridina sélo es posible si esta se encuentra en forma libre,
o en forma de cadena simple si se halla incorporada al DNA, como es nuestro caso, lo cual exige
un paso previo de desnaturalizacion del DNA. En los protocolos existentes, la desnaturalizacion
se realiza por tratamiento con una solucién de HCI 2N en el tampon correspondiente durante un
tiempo estimado que esta en funcion del grosor de los cortes, generalemente entre 10 y 15
minutos. Los primeros experimentos no permitieron la deteccion posterior de las hormonas
adenohipofisarias. El uso de la reaccion en orden inverso, es decir detectando en primer lugar la
hormona y en segundo lugar la bromodeoxiuridina, resulté inadecuado, puesto que el tratamiento
de los cortes con la soluciéon de HCI eliminaba completamente el precipitado de color de la
primera reaccion inmunohistoquimica, incluso cuando se utilizaban reveladores permanentes
como la diaminobenzidina (DAB) ¢ la combinacion de DAB con sulfato de niquel amonio. Se
ensayaron alternativas que permitieran la desnaturalizacion del DNA sin alterar la antigenicidad
de otros componentes cuya presencia nos interesaba poner de manifiesto.Estas técnicas fueron
el tratamiento de las secciones con calor y con soluciones de NaOH a diferente concentracion.
De los diferentes ensayos, obtuvimos resultados satisfactorios sobre aquellas secciones que
habian sido tratadas con soluciones de NaOH entre 1N y 0.5N de concentracion. No obstante a
pesar de haber solucionado este problema, so6lo pudimos realizar estudios de proliferacién-
diferenciacion para dos de los tipos celulares presentes en la hipdfisis, las células corticotropas y

180



DISCUSION

las celulas somatotropas, debido a la incompatibilidad, como ya sefialamos anteriormente, de los
demas antisueros con el fijador Clarke.No obstante pensamos que con resultados al menos en
un tipo celular podiamos resolver nuestro objetivo.

La técnica de hibridacion in situ nos ha permitido estudiar la expresion durante el desarrollo
embrionario de uno de los genes implicados en el desarrollo hipofisario, el Otlx 2 6 Pitx 2. En
este caso, se utilizo como sonda una secuencia de RNA antisentido complementaria a la
secuencia del gen Pitx 2. La sonda se obtuvo mediante un proceso de transcripicion in vitro a
partir de un cDNA clonado en un vector de expresion. El marcaje se llevd a cabo durante el
proceso de sintesis utilizando digoxigenina acoplada a uno de los nucledtidos trifosfato,
posteriormente la sonda se aislé y se utilizé en la reaccion de hibridacion in situ. La deteccion de
la sonda se llevé a cabo mediante inmunoenzimatica usando un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina.

El clonaje y caracterizacion del fragmento correspondiente al cDNA del gen Otix 2 utilizado
en este estudio ha sido publicado en el trabajo de investigacion (Mucchielli y col. 1.996).
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2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Como hemos sefialado en la justificacion de nuestros objetivos, la finalidad de nuestro
estudio era fundamentalmente correlacionar los diferentes datos observados en el proceso del
desarrollo. Por ello en la discusion de los resultados hemos seguido la secuencia de
diferenciacion celular incluyendo en cada uno de los tipos, la discusion de todos los datos
obtenidos acerca del mismo.

La formacion de la Bolsa de Rathke en el ratdn comienza como en la mayoria de los
vertebrados, Peces (Honna 1.969; Larsen y Rothwell 1.972; Schreibman et al. 1.973, 1.986;
Gorbman 1.984), Anfibios (Kerr 1966; Remy 1969; Zuber-Vogeli and Bihoues-Louis 1971), y
Reptiles (Saint-Girons 1.970; Pearson y Litch 1.974; Pearson y Wurst 1.977; Pearson et al.
1.983; Pearson 1.985; Bello AR 1.987) asi como en otros mamiferos, (Schwind 1.928; Hanstrom
1.966; Rugh 1.968; Schambra et al. 1.992) hacia la mitad del desarrollo embrionario,en el dia 10
(E.10). Solo en las aves, la formacion del esbozo hipofisario es un evento temprano en el
desarrollo (E.4) (Wingstrand 1.951; 1.966; Tixier-Vidal y Follet 1.973; Betz y Jarskar 1.974). Esto
es también lo que ocurre en el pollo y la codorniz, las dos especies de aves utilizadas en este
estudio. Sin embargo a pesar de ser anterior en el tiempo, el grado de desarrollo de las

restantes estructuras del embridn en ese momento, es similar al del resto de los vertebrados.

El origen ectodérmico de la bolsa de Rathke ha sido admitido en todos los grupos de
vertebredos, aunque algunos autores han hablado de un origen endodérmico para ciertas células
del l6bulo anterior (Pearson y col. 1.983; Hall y Hughes 1.985) Aunque en todos los grupos se
forma, proxima a la bolsa de Rathke, una segunda evaginacion 6 bolsa de Sessel, de origen
endodérmico, en los grupos estudiados hasta ahora dicha bolsa sufre una regresion vy
desaparece; sin embargo, hemos observado que esto ocurre asi en el raton y el pollo pero no en
la codorniz. En esta especie la bolsa de Sessel se une a la cara ventral de la bolsa de Rathke,
contribuyendo a la formacion de la parte rostral del I6bulo anterior.

La diferencia en la formacion de la bolsa de Rathke de las aves con respecto a los otros
grupos de vertebrados en lo que se refiere a la no existencia de contacto entre la bolsa y el
neuroepitelio, se traduce en la formacion de tres zonas proliferativas en la bolsa de Rathke de

raton y dos en la de aves, tanto en pollo como en codorniz. Esto es debido a que la tercera zona
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existente en el ratdn, asi como en el resto de los grupos de vertebrados, se corresponde con la
zona de contacto con el neuroepitelio, inexistente en el caso de las aves.

A partir de estas regiones proliferativas se van a ir diferenciando los distintos tipos de
células secretoras de la hipdfisis. Nuestras observaciones muestran que las células hipofisarias
se diferencian a partir de zonas especificas de la bolsa y que esto va a determinar su distribuciéon
posterior en el animal adulto; esto es debido a que la diferenciacion de células en una regién de
la bolsa implica que ésta va a ser su localizacion posterior, es decir, que cuando un tipo celular
se encuentra distribuido por todo el l6bulo anterior, como ocurre en el raton, las células se
diferenciaron a partir de distintas zonas proliferativas de la bolsa no existiendo en ningun caso
migracion de las celulas. La regionalizacion en relacién con su origen habia sido mostrada
anteriormente solo en reptiles (Pearson y col. 1.983; Pearson 1.985; Batista y col. 1.989); si bien
para alguno de estos autores Batista y col. (1989), existe migracion de las células dentro del
l6bulo anterior, el uso de Bromodeoxiuridina nos ha permitido descartar esta posibilidad. Por
otro lado, hemos demostrado que la diferenciacion de la célula no supone una pérdida de la
capacidad de division, por lo que pensamos que el aumento de células de un tipo determinado
se debe, en alguna medida, a la division de ofras ya existentes en contra de las conclusiones
obtenidas por Ikeda y Yoshimoto (1.991), Ericson y col. (1.998) 6 (Seuntjens y Denef 1.999a)
para los que el estado diferenciado implica una salida del ciclo celular y por tanto un cese de la
actividad mitética. Nuestros resultados muestran claramente como después de una etapa de
proliferacién, con numerosas divisiones, se continiia con un aumento de la diferenciacion al
tiempo que el nimero de divisiones es menor aunque estas pueden afectar incluso a células
diferenciadas. Asi células diferenciadas en division pudieron observarse también, en nimero
muy escaso, en el estado adulto. En los trabajos realizados hasta ahora si bien algunos autores,
(Shirasawa y Yoshimura 1.982; Takahashi y Kawashima 1.982; Carbajo-Pérez y col. 1.989;
Carbajo-Pérez y Watanabe 1.990; Carbajo y col.1992), obtienen datos que apoyan la presencia
de divisiones después del estado diferenciado, para otros la presencia de divisiones en las
celulas diferenciadas del animal adulto responde exclusivamente a manipulaciones
experimentales como la gonadectomia ¢ adrenalectomia (Inoue y col. 1.985;) ¢ a la accién de
diversas moléculas como factores liberadores (Carbajo y col. 1.994; Childs y col. 1.995;
Pawlikowski y Slowinska-Klencka 1.994), hormonas (Lloyd y col. 1.991; Pawelczyk y col. 1.996) 6
factores de crecimiento (Childs y col. 1.995).

Recientemente, Taniguchi y col. (2.000, 2.001) utilizando dobles marcajes con la
Bromodeoxiuridina observan para las células corticotropas y tireotropas la presencia de células
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doblemente marcadas hacia el final del desarrollo embrionario, describiendo un aumento notable
de estas en los ultimos estadios. Si bien estos autores atribuyen a estas células ya diferenciadas
un papel importante en la generacion de nuevas células diferenciadas, nuestros resultados nos
sugieren que estas células contribuyen pero de manera poco significativa, mientras que en el

animal adulto contribuyen a su renovacion.

Al igual que en especies de otros grupos de vertebrados como Teleosteos (McKeown y
col. 1.971), Condrictios (Alluchon-Gérard 1.971; Mellinger 1.972), Anfibios (Moriceau-Hay y col.
1.979; Nyholm y Doerr-Schott 1.977), y Reptiles (Pearson y Litch 1.974; Pearson y col. 1.983;
Batista y col. 1.989), asi como de mamiferos (Chatelain y col. 1.979; Watanabe y Daikoku 1.979;
Danchin y col. 1.981; Dacheux 1.984; Nemeskéri y col. 1.988), en la adenohipdfisis de raton asi
como en la de pollo y codorniz las primeras células que se diferencian son las células
corticotropas; en el ratdn, la presencia de células ACTH-ir ocurre en el E.13 en el extremo rostral
de la cara dorsal de la bolsa exclusivamente, es decir, la mitad rostral del futuro |6bulo anterior;
de la misma forma, son también las células corticotropas las primeras células inmunorreactivas
observadas en las dos especies de aves estudiadas. Si bien en todas las especies utilizadas en
este estudio, estas primeras células se diferencian en la zona rostral de la cara dorsal de la
bolsa, en el ratdn va a haber una segunda diferenciacion en la mitad caudal del I6bulo, originada
de la cara ventral de la bolsa; esto hace que si bien, tanto en el raton como en las dos especies
de aves, las células corticotropas proceden de las caras ventral y dorsal de la bolsa de Rathke,
la falta de diferenciacion de células corticotropas en la region caudal hace que la distribucion
definitiva en las aves esté relegada a la mitad rostral del I6bulo anterior mientras que en el raton
se extiende por todo el I6bulo lo que confirma la no migracion de las células.

La identificacion de células corticotropas ha sido hecha tanto inmunohistoquimicamente,
utilizando anticuerpos sélo contra la ACTH, una de las hormonas derivadas del precursor POMC
sintetizado por estas células, o bien mediante hibridacion in situ utilizando una sonda
complementaria del MRNAPOMC; si bien Japon 'y col. (1.994), observan desde el primer estadio
de su diferenciacion, la presencia del mMRNAPOMC en las células corticotropas del raton,
inmunohistoquimicamente s6lo hemos observado, en este estadio, la presencia de dos derivados
de dicho precursor, la ACTH y la B endorfina en estas primeras células. Los mismos resultados
hemos obtenido para las primeras células diferenciadas en el I6bulo anterior del pollo y la

codorniz, es decir, en estas especies, las células corticotropas son también las primeras en
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diferenciarse, en la misma zona y siendo tambien inmunorreactivas a la ACTH y la 3 endorfina.
Las aves representan el grupo donde se han obtenido los resultados mas diversos; asi aunque
algunos autores observan en primer lugar las células corticotropas, poniendo de manifiesto la
presencia de ACTH (Therrien y col. 1.991; Allaerts y col. 1.999), otros observan como primer tipo
celular diferenciado, las células gonadotropas (LH-ir) (Gasc y Sar 1.981) 6 las somatotropas
(STH-ir) (Thommes y col. 1.987).

Dos dias después en el desarrollo, pueden observarse en las células corticotropas, otros
derivados de la POMC, la oo y B MSH en el raton y la o MSH en el pollo y la codorniz. Nuestros
resultados muestran que al menos en los dos grupos de vertebrados estudiados, el precursor
POMC sufre un procesado en las células del I6bulo anterior que lleva a la presencia escalonada
en el tiempo de sus diferentes derivados; ademas este proceso es diferente para las células
corticotropas del l6bulo intermedio del ratén en las cuales se pueden observar los distintos
derivados simultdneamente en un mismo estadio. Esta diferencia en el procesado de la POMC
ya fue observada por otros autores, (Herbert, 1.981; Herbert y col. 1.987; Hindelang y col. 1.990).
Nuestros datos nos sugieren que tanto las diferencias en la diferenciacion celular como en la
adquisicion de la estructura adulta, son producto del diferente entorno en que ocurren estos
procesos, es decir, mientras que en el I6bulo anterior las células corticotropas se diferencian con
posterioridad a la entrada de mesénquima y vasos sanguineos, la diferenciacion y maduracion
del l6bulo intermedio nunca conlleva una entrada de mesénquima ni vasos sanguineos entre sus
células. Estas diferencias seran en parte responsables de las diferencias funcionales entre las
celulas de ambos l6bulos. Hace unos afios (Howe 1.973) se pensaba que habia tipos celulares
diferentes en el I6bulo intermedio responsables de la liberacion de MSH 6 ACTH
respectivamente, aunque se le atribuia actividad melanotropa también a la ACTH. Por otra parte
para la mayoria de los autores sélo las células de este lobulo producen MSH; aunque esta
demostrada la sintesis del precursor POMC en las células del l6bulo intermedio, segun los datos
bibliograficos sus células sélo liberan 3 endorfina y oo MSH (Saland 2.001), de ahi que al menos
en la rata y otras especies de mamiferos, se distingan células POMC del I6bulo intermedio 6
melanotropas, y células POMC del I6bulo anterior ¢ corticotropas; sin embargo en humanos, las
observaciones de Evans y col (1.994), les llevan a sugerir que en esta especie no existe la
estricta dicotomia entre los dos l6bulos observada en otros mamiferos. Las mismas

observaciones, es decir la presencia de N-acetyl-B-endorfina, que en los otros mamiferos
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estudiados era una forma exclusiva de las células del [6bulo intermedio, en células corticotropas
del I6bulo anterior, fueron hechas por Millington y col (1.992) en el caballo. Nosotros
observamos que en el raton, al menos inmunohistoquimicamente, los mismos derivados de la
POMC estan presentes en las células de ambos I6bulos durante toda la vida del animal si bien
hay una disminucion de aMSH en las células del l6bulo anterior en el animal adulto. En la
hipofisis de aves, también estuvieron representadas las mismas hormonas y péptidos aMSH,
Bendorfina y ACTH, en células del lobulo anterior y a lo largo de todas las edades estudiadas;
por el contrario, si estuvo ausente la BMSH.

En células corticotropas del I6bulo intermedio de vaca se ha demostrado que el
procesado de la POMC es un fenémeno dependiente de Ca2* (Birch y col 1.991). Estos autores
mostraron que la accion del Ca?* era la estimulacién de la enzima responsable del clivaje
proteolitico. El conjunto de nuestros resultados en la hipdfisis de raton nos hace sugerir, para la
proteina ligante de Ca2*, CB D28K, una relacion con dicha accion en el I6bulo intermedio puesto
que su presencia en las células de este I6bulo coincide con el estadio en el que se pueden
observar los distintos péptidos de la POMC, permaneciendo por otro lado esta expresion durante
toda la vida del animal; sin embargo, en las células corticotropas del I6bulo anterior, la expresion
de CB D28K ocurre fundamentalmente en células no diferenciadas disminuyendo drésticamente
su expresion en la primera semana de vida posnatal sugiriendo en este caso una relacion con la
accion del Ca?* en el comienzo de la expresion génica, es decir en la accidn de algun factor de
diferenciaciéon. En las aves ninguna de las proteinas ligantes de Ca?* estudiadas presentd
relacion con la diferenciacion de las células corticotropas.

Otro factor importante en la regulacion de las células corticotropas, estudiado
fundamentalmente en mamiferos, es el factor hipotalamico CRF liberado a la eminencia media.
En el ratdn parece que, al menos en un primer momento, la produccion de hormona ACTH,
desde las células del I6bulo anterior hipofisario, no esta directamente en relacion con la
presencia de CRF en la zona externa de la eminencia media, puesto que las primeras fibras
CRF-ir son observadas dos estadios mas tarde en el desarrollo pudiendo existir un sistema
regulador previo a la maduracion del sistema hipotalamo-hipofisario como sugiere Lugo y Pintar
(1.996). Datos existentes en otras especies de mamiferos (Phillips y col. 1.996), sugieren que la
produccion de ACTH durante la primera mitad de la gestacion, es independiente de la presencia

de un eje hipotalamo-hipdfisis intacto.
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El hecho de que la ACTH sea la primera célula diferenciada que se observa en el
desarrollo, esta acorde con la importancia de los corticoides en el desarrollo general del embrion
ampliamente documentada por diversos autores (Meyer 1.983; Devenport y Devenport 1.983,
1.985; Durand 1.987; Hayes y Gill 1.995; Guoy col. 1.995; Morale y col. 1.995; Pepe y Albrecht
1.998; Dean y Matthews 1.999); los corticoides se ha mostrado tienen importancia incluso en el
establecimiento y funcionalidad de otros ejes endocrinos como el eje tiroideo y el eje
somatotropo (Nathanielsz y col. 1.981; Luo y col. 1.995; Morpugo y col. 1.997; Forhead y col.
2.000).

Ademas de los corticoides, las hormonas tiroideas son factores de suma importancia en
el desarrollo de diferentes estructuras (Avivi 1.981; Thommes y col. 1.983, 1.985; Thommes
1.987; Miwa y col. 1.988; Nauber y col. 1.988; McNabb 1.989; Hayes y Gill 1.995; Rosenkilde y
col. 1.996; Fisher 1.997; Jennings y col. 1.998; Gothe y col.1.999; Forhead y col. 2.000). De
especial interés es su papel en el desarrollo del cerebro (Bernal y Nufiez 1.995), donde parecen
coordinar la diferenciacion celular, migracion y expresion génica; asi Poddar y col. (1.996),
mostraron el mecanismo de accion de la hormona tiroidea sobre la expresion génica de actina y
tubulina en neuronas durante el desarrollo; también se han aportado datos sobre su accién en la
diferenciacion de otros tipos celulares secretores de hormonas de la hipofisis; asi Stahl y col.
(1.999), informan sobre el papel de la hormona tiroidea en la diferenciacion de las células
somatotropas y lactotropas .

Tanto en el raton como en las especies de aves estudiadas, el segundo tipo celular en
diferenciarse, son células TSH-ir. Sin embargo, en la mayoria de especies de vertebrados
estudiadas hasta ahora, la diferenciacion de células productoras de hormonas glucoproteicas
(tireotropas y gonadotropas) ocurre de forma simultanea (Danchin y col. 1.981; Moriceau-Hay y
col. 1.982; Nemeskéri y col. 1.988; Batista y col.1.989).

En el ratdn, si bien nuestros resultados coinciden con los obtenidos por otros autores
(Dihl'y col. 1.988; Japon y col. 1.994), hemos observado células TSH inmunorreactivas en primer
lugar en células del l6bulo tuberal de forma similar a lo observado en la rata (Nemeskéri y col.
1.988). En las aves sin embargo, se observaron en primer lugar células TSH-ir, en la regién

caudal del I6bulo anterior aunque posteriormente se observaron simultaneamente células TSH-ir
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en la region rostral del mismo y en el I6bulo tuberal. La presencia de TSH-ir en células del I6bulo
tuberal parece un hecho extendido a la mayoria de grupos de vertebrados estudiados (Pearson y
col. 1.982; Nemeskéri y col. 1.988; Bello y col. 1.991a); sin embargo en aves donde los datos son
muy escasos, Kameda y col. (1.998), observaron solamente células BLH-ir en este lobulo en
embriones de pollo. En reptiles, Bello y col. (1.991a), observaron una intensa inmunorreaccion
BTSH-ir en la mayor parte de las células de este lobulo; aunque nuestros datos en aves y raton

muestran células BTSH-ir inmunorreactivas a lo largo de todo el l6bulo, la reaccion es débil.

En todos los casos las células del l6bulo tuberal mostraron inmunorreaccion con los
mismos anticuerpos utilizados en células del I6bulo anterior; a pesar de ello, nuestras
observaciones demuestran una diferencia ultraestructural entre las células de ambos l6bulos.
Datos similares han sido aportados por Pearsony col. (1.998) para el I6bulo tuberal en el
anfibio Bufo borea donde destaca, al igual que en nuestras observaciones, el pequefio tamafio
de los granulos secretores presentes en células TSH-ir del [6bulo tuberal.

Los ultimos trabajos sobre los tipos celulares encontrados en el l6bulo tuberal de
mamiferos (Wittkowski y col. 1.999; Guerra y Rodriguez 2.001), indican la presencia de células
que presentan hormonas similares a las del Idbulo anterior, encontrandose en algunos casos
representados todos los tipos hormonales de dicho I6bulo aunque estas células se encuentran
relegadas a una zona del I6bulo tuberal. Por otro lado estos autores observan que una mayoria
de células del I6bulo tuberal, no presenta inmunorreaccion a ninguna de las hormonas presentes
en ceélulas del l6bulo anterior, siendo consideradas productoras de proteinas especificas del
l6bulo tuberal colocalizadas con la fraccion o y no con la B de las hormonas glucoproteicas
(Guerra y Rodriguez. 2.001) en hipofisis bovina aunque en células PT especificas de la hipdfisis
de rata, Djungarian hamster y raton, estd demostrada la presencia de inmunorreaccion con
anticuerpos contra la BTSH (Gross 1.988; Wittkowski y col. 1.988; Sakai y col. 1.992; Rudolf y
col. 1.993; Bockmann y col. 1.998; Wittkowski y col. 1.999).

También en los Ultimos afios se ha demostrado la idéntica secuencia y tamafio de los
transcritos de las dos subunidades de TSH, en células de los I6bulos tuberal y anterior
(Bockmann y col. 1.997a). El anélisis molecular mostré que no hay diferencias significativas
entre la TSH del I16bulo tuberal y la TSH del l6bulo anterior. Sin embargo la regulacién de la
actividad celular y la expresion génica, es completamente diferente. La sintesis de TSH en las
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celulas del l6bulo tuberal no parece estar bajo control de los clasicos factores reguladores, T3y

TRH para los que carece de receptores (Bockmann y col. 1.997b).

Por otro lado, un factor de transcripcion, el Pitx-1, relacionado con la diferenciacion de
las células tireotropas del l6bulo distal, no parece afectar la diferenciacién de las células TSH del
l6bulo tuberal como demostraron (Bokmann y col. 1.997b), usando mutantes carentes del gen
Pitx-1.

En este trabajo hemos podido demostrar la presencia de otro factor de transcripcion, el
Pitx-2, en células de todos los l6bulos adenohipofisarios. El resultado obtenido con los dobles
marcajes nos permite sugerir para este factor, una implicacion en la diferenciacion hormonal de

los distintos tipos celulares hipofisarios puesto que solo se observé en células indiferenciadas.

Entre las células en las que pudimos demostrar su expresion en el estado indiferenciado
y su desaparicion posterior, se encuentran las células corticotropas y las células somatotropas.
A medida que los diferentes tipos celulares van presentando inmunorreactividad para las
distintas hormonas, deja de expresarse el gen en ellas. Hasta ahora no se han podido mostrar
diferencias de accion en las células de distintos I6bulos puesto que en los mutantes carentes del
gen para este factor, no progresa la formacion de la hipdfisis; esto ha hecho que se le haya
considerado como un factor implicado en la morfogénesis (Lin y col. 1.999; Suh y col. 2.002). Ya
datos previos sobre la expresion de Pitx-2 en las primeras etapas de formacién de la glandula,
Muchielli y col. (1.996), sefialan expresion en el techo del estomodeo y en la bolsa de Rathke,
sugiriendo su implicacion en la morfogénesis.

Tomando en conjunto los datos referentes a la expresion de otros genes homeobox
como Pax 6 (Walther y Gruss 1.991) Brn 3.0 (Gérard y col. 1.993), Pitx-1 (Dollé y col. 1.990;
Simmons y col. 1.990; Lanctét y col.1.999), Lhx3 (Sheng y col. 1.996) y Rpx (Hermesz y col.
1.996) durante el desarrollo hipofisario, podemos concluir que la organogénesis asi como la
diferenciacion de los distintos tipos celulares secretores presentes en la hipdfisis se debe a una
accion secuencial y coordinada de los diferentes genes homeobox junto con otros factores.

En este sentido, otros factores observados en relacion con la funcionalidad de las células
TSH, han sido las proteinas ligantes de CaZ". En la rata, la respuesta de las células del I6bulo
anterior al TRH parece ser dependiente del calcio (Schrey y col. 1.978). La proteina ligante de
Ca%, CR, ha sido propuesta posteriormente (Cimini y col. 1.997) para intervenir en el mecanismo
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de sintesis y liberacion de TSH en tireotropas estando modulada su expresion por el eje
hipotalamo-hipofisis-tiroides .

Nuestros resultados mostraron la presencia de CR sélo en la hipdfisis de aves. Su
relacion con las células TSHir podemos confirmarla en el I6bulo tuberal donde se observa una
reaccion muy intensa que se mantiene incluso al final de la embriogénesis. Ademas de la CR,
también estuvo presente la CB D28K en las células del I6bulo tuberal pero con una reaccion méas
débil. Por otro lado, en el raton se observo inmunorreaccion para la CB D28K, en primer lugar
en las células que van a formar el I6bulo tuberal, antes de su diferenciacion, y donde se
mantuvo una reaccién muy intensa durante todo el desarrollo para desaparecer en el adulto. En
esta especie la CB D28K no se encontro en las células TSH del I6bulo anterior. Estos resultados
nos indican que en diferentes especies la misma funcion puede depender del calcio ligado a
distintas proteinas o bien, la misma proteina ligarse al calcio para distintas funciones, por lo que
son necesarios mas estudios antes de asociar una proteina a una funcién 6 a un tipo celular

concreto.

Las células STH-ir del l6bulo anterior de la hipdfisis de raton se diferencian en dos
regiones del esbozo hipofisario; en primer lugar a partir de células de la cara ventral, es decir en
la region caudal, y posteriormente de células de la region rostral de la cara dorsal de la bolsa,
region rostral del l6bulo anterior, lo que explica su distribucion por todo el I6bulo anterior. En el
pollo y la codorniz si bien las células STH-ir proceden de ambas caras de la bolsa, sélo se
diferencian en la mitad caudal permaneciendo con esta regionalizacion hasta la vida adulta.

El momento de diferenciacion de estas células presenta grandes diferencias entre los
distintos grupos de vertebrados, e incluso dentro de un mismo grupo. En el raton hemos
encontrado células STH-ir en el E.16 al igual que su mRNA (Japon y col. 1.994). Sin embargo,
en la rata, si bien para unos autores el momento de aparicion de las células STH coincide en el
E.16 (Nemeskéri y col. 1.988), para otros es el ultimo tipo celular en diferenciarse, (Hemming y
col. 1.986; Chatelain y col. 1.979). En los primates las células STH se diferencian después de
las células corticotropas (Danchin y col. 1.981), en las aves, nosotros observamos células STH-ir
en la primera semana de vida posnatal, no coincidiendo por tanto con la cronologia observada en
el raton. Los datos bibliogréficos muestran resultados muy dispares entre los distintos autores;
asi, mientras para algunos la diferenciacion de este tipo celular es muy temprana en el

desarrollo, (Thommes y col. 1.987; Gasc y Sar 1.981) para otros ocurre hacia la mitad del mismo,
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(Malamed y col.1.993; Porter y col. 1.995). Allaerts y col. (1.999), y otros sefialan el final del
desarrollo como el momento de diferenciacion de este tipo celular (McCann-Levorse y col. 1.993;
Kansaku y col. 1.994; Porter y col. 1.995). En reptiles todos los trabajos realizados hasta ahora
sefialan a las células STH como las ultimas en diferenciarse (Pearson y Litch 1.974; Pearson y
col. 1.983; Batista y col. 1.989).

Al igual que para las células corticotropas del lobulo anterior, la ausencia de
inmunorreactividad para GHRH durante el desarrollo embrionario, en el raton, sugiere que la
produccion de STH durante el desarrollo embrionario es igualmente independiente de un eje
Hipotalamo-Hipdfisis intacto. Por otro lado el momento de diferenciacién de estas células se ve
apoyado por los resultados obtenidos por Nogami y col. (1.995) los cuales sugieren que la
maduracion de las células STH es inducida por el aumento conjunto en sangre de las hormonas

tiroidea y glucocorticoide.

En el raton, las células gonadotropas se diferencian en el E17, estadio en el cual se las
pone de manifiesto por ser inmunorreactivas para BLH; en el siguiente estadio, las mismas
celulas pueden observarse inmunorreactivas para BFSH. Las primeras células gonadotropas se
observaron en la zona ventrorrostral del [6bulo anterior, mas tarde en la zona ventrocaudal y
por ultimo en la zona dorsal tanto rostral como caudal, quedando asi su distribucion definitiva por
todo el I6bulo pero més abundantes en las zonas periféricas. Las células gonadotropas en las
aves se diferencian al final de la segunda semana de vida posnatal. Tampoco Kansaku y col.
(1.994), encontraron expresion del mRNABLH a lo largo del desarrollo embrionario de la
hipofisis de pollo. Nemeskéri y col. (1.988) observan en la rata BFSH-ir y BLH-ir en primer
lugar en el l6bulo tuberal en el E.15y en el E.16 en el I6bulo anterior al mismo tiempo que BTSH,
GH y PRL. En alguna especie de mamifero como el cerdo, las células gonadotropas (BLH-ir) se
diferencian antes que las tireotropas, (Dacheux y Martinat 1.983). En otras especies de
mamiferos y de otros grupos de vertebrados, como hemos discutido anteriormente, suele ser
simultanea la diferenciacion de todas las células productoras de glucoproteinas, TSH, LH, FSH.

Es en las aves donde existe menos acuerdo entre los distintos autores; asi, mientras
Gasc y Sar (1.981), observan células BLH-ir en embriones de pollo de 4 dias de incubacion y
Allaerts y col. (1.999) hacia la mitad del desarrollo embrionario, otros soélo observan BLH-ir o

mRNABLH en los primeros dias de vida posnatal (Kansaku y col. 1.994).
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Las células gonadotropas en el ratdn, estan presentes, al igual que en otros vertebrados
tanto en el l6bulo anterior como en el 6bulo tuberal (Midgley 1.966; Baker y Yu 1.975; Baker y
col. 1.977; Pearson y col. 1.982; Bello y col. 1.991a). En este caso, las células BLH estan
presentes en primer lugar en la region ventrorostral del l6bulo anterior y posteriormente en el

l6bulo tuberal, procedentes ambas regiones de la zona rostral de la cara dorsal de la bolsa.

En el caso de las células gonadotropas, si parece existir una relacion entre la presencia
de la hormona y la presencia de LHRH en la zona externa de la eminencia media puesto que las
primeras fibras LHRH-ir estan presentes un estadio anterior a la hormona.

La presencia de las hormonas gonadotropas en células del Idbulo anterior parece
relacionada con el establecimiento de la funcién gonadal como sugiere la presencia de
receptores de alta afinidad para GnRH (LHRH) en células hipofisarias de rata en estadios muy
tempranos del desarrollo (Aubert y col. 1.985); estos autores ponen de manifiesto la presencia de
receptores para GnRH en el estadio E.12 produciéndose un aumento significativo a partir del
E.16, estadio previo a la diferenciacion de las células gonadotropas. Por otra parte la presencia
de hormonas gonadotropas parece estimular la diferenciacién no soélo de las propias células
gonadotropas sino también de otros tipos celulares como las células lactotropas (Bégeot y col.
1.983; Seuntjens y col. 1.999a) y las células tireotropas (Héritier y col. 1.994). Esto sugiere que al
menos en algunas especies es necesario el establecimiento funcional del eje hipotalamo-

hipéfisis-gonadas para la diferenciacion de las células productoras de Prolactina.

Otros factores de probada accidn sobre la funcidén gonadal, son los péptidos; entre ellos ,
en rata son de principal interés, la galanina, el NPY y la NT (Billiard 1.996; Bello y col. 1.999;
Reyes y col. 2.000a). Nuestros datos en el raton muestran que si bien pueden estar implicados
en las mismas funciones, la forma 6 el momento de accion es diferente segun las especies. Asi
hemos observado que si bien la presencia de NT y NPY en la eminencia media, es simultanea
con la diferenciacion de las células gonadotropas, la NT parece tener una accion transitoria en el
establecimiento de esta funcién puesto que deja de observarse después del nacimiento; sin
embargo el NPY continta observandose en posnatales y adulto. Por otro lado, la galanina, muy
abundante incluso en células hipofisarias (Hyde y col. 1.998; Reyes y col. 2.000a), so6lo esta
presente después del nacimiento.
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Si bien esta establecido el papel de las hormonas gonadotropas del I6bulo anterior en el
eje reproductor, no ocurre lo mismo con las hormonas producidas por células del I6bulo tuberal,
donde se ha sugerido que podrian actuar regulando la actividad de las células del I6bulo anterior
0 en otros o6rganos diana desconocidos hasta el momento (Knowles y Anand Kumar 1.969;
WittKowski y col. 1.992; Guerra y Rodriguez 2.001), observaron en una region del lobulo tuberal
distintas células que resultaron inmunorreactivas para los anticuerpos contra todos los tipos
celulares del l6bulo anterior. Si bien en todas las especies existen, en el Idbulo tuberal, células
productoras de distintas hormonas similares a las células del I6bulo anterior, el papel de estas

células permanece desconocido.

Al menos una de estas hormonas, la TSH, sabemos que presenta un funcionamiento
diferente a la presente en el I6bulo anterior pero se trata de la producida por células especificas
del l6bulo tuberal en las cuales esta colocalizada con la “tuberalina®. Ademas el interés por estas
celulas también surge por presentar receptores para la melatonina, la cual parece inhibir la
secrecion de tuberalinas (Morgan y col. 1.992, 1.994). Podemos preguntarnos cuél es el papel de
esas otras células que en principio son iguales a las del l6bulo distal y que parecen presentar
receptores para el LHRH (Gross y col. 1.984) y para esteroides gonadales (Gros y Page 1.979).

Después de nuestros resultados se hace obvio intentar colocalizar, al menos en las
células del lobulo tuberal del raton, factores relacionados con la funcionalidad de las hormonas
presentes en ellas.

Al final de la embriogénesis, en el E.19 del desarrollo de la hipofisis de raton, se
observan por primera vez células PRL-ir en la mitad rostral del I6bulo anterior y en el lébulo
tuberal. Estas células proceden de la region rostral de la cara dorsal de la bolsa; posteriormente
se observan células PRL-ir en la mitad caudal del [6bulo anterior. Estas células proceden de la
cara ventral de la bolsa. En aves la Unica proliferacion de células PRL-ir ocurre en la region
rostral del l6bulo anterior, que como el resto del I6bulo procede de células de ambas caras de la
bolsa de Rathke. La ausencia de otra diferenciacion posterior hace que su distribucion
permanezca relegada a esta region incluso en el animal adulto (Barbanov 1.985; Kansaku y col.
1.994; Allaerts y col. 1.999). Japon y col. (1.994) detectan mRNA PRL en el raton en el E.15, y
Nemeskériy col. (1.988) observa PRL-ir en el E.16.  En otros mamiferos algunos autores
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coinciden en que las células lactotropas son las ultimas en diferenciarse durante la
embriogénesis (Chatelain y col. 1.979; Danchin y col. 1.981; Dacheux 1.984), mientras que otros
las observan despues del nacimiento (Hemming y col. 1.986). En humanos, Winter (1.982)
observa la presencia de células lactotropas en la quinta semana de gestacion y Asa y col.
(1.988) las observan en la decimosegunda semana. En otros grupos de vertebrados, la
diferenciacion de las células lactotropas ocurre al final de la embriogénesis, como en Anfibios
(Zuber-Vogeli y Doerr-Schott 1.984; Moriceau-Hay y col. 1.979), Reptiles (Batista y col. 1.989) y
Aves (Ishida y col. 1.991; Kansaku y col. 1.994; Woods y Porter 1.998); 6 durante el desarrollo
posnatal como en la Lamprea, donde estas células se diferencian durante las primeras semanas
de vida (Harigaya y Hoshino 1.985; Wrigth 1.986). En las especies de aves utilizadas en este
estudio hemos observado la presencia de células PRL-ir al final de la embriogénesis anteriores
en este caso a las células STH y gonadotropas.

En el I6bulo anterior de la hiopdfisis de vertebrados las células glandulares presentan un
patron de diferenciacion caracteristico, asi en el raton representante de los mamiferos, mientras
las células corticotropas, gonadotropas y lactotropas se diferencian rostro-caudalmente, las
celulas tireotropas y somatotropas lo hacen caudo-rostralmente. En el pollo y la codorniz,
representantes de las aves, los tipos celulares no regionalizados gonadotropas y tireotropas
presentan un patron caudorostral. Filogenéticamente, podemos observar que la regionalizacion
celular, que es muy marcada en los primeros grupos, peces y anfibios, progresivamente va
desapareciendo, primero para un tipo celular, las gonadotropas en reptiles, luego para dos tipos
celulares, gonadotropas y tireotropas en aves, hasta que finalmente en mamiferos todos los tipos
celulares se distribuyen por todo el I6bulo anterior. A pesar de que en mamiferos todos los tipos
celulares se localizan por todo el lébulo anterior, existe una cierta regionalizacion en la
distribucion de al menos dos tipos celulares, las gonadotropas y las tireotropas; asi, mientras las
celulas gonadotropas se observan fundamentalmente en las regiones periféricas del I6bulo
anterior, las células tireotropas estan mayoritariamente en las zonas centrales, esta disposicion
se explica por el origen de estas células en la bolsa de Rathke, es decir el origen de su
diferenciacion; este fendmeno de regionalizacion de las células de la bolsa de Rathke se conoce
en reptiles (Pearson y col. 1.983; Pearson 1.985; Bello 1.987; Batista y col. 1.989)
demostrandose en ellos, que el patron de distribucion diferente observado en el adulto es
consecuencia del origen diferente a partir de las células de la bolsa de Rathke. Esto sugiere que
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en la filogenia, distintos factores pueden influir sobre la determinacion de las células de la bolsa
de Rathke en los diferentes grupos de vertebrados. Ademas, la puesta en marcha de las distintas
funciones celulares asi como de las funciones del organismo controladas por ellas requiere de
distintos factores; factores que a pesar de ser los mismos en muchos de ellos actuan en distintos
momentos y pueden producir efectos diferentes. Seria de gran interés conocer si las diferencias
morfolégicas y de distribucion celular observadas en la filogenia tienen alguna relacion con ese
conjunto de factores que regulan cada una de las acciones hipofisarias.
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1.- La Bolsa de Rathke se origina en el ratén y el pollo, a partir de una evaginacion del
estomodeo de origen ectodérmico. En la codorniz, la bolsa de Sessel, de origen endodérmico,

contribuye a la formacion de la zona rostral del I6bulo anterior.

2.- A partir de las células de la bolsa se producen zonas proliferativas y de diferenciacion. Estas
zonas presentan formas de desarrollo diferentes segun su localizacién en la bolsa y segun la
especie. En el raton, el I6bulo intermedio y la region rostral del Idbulo anterior proceden de
celulas de las cara dorsal de la bolsa; la region caudal del I6bulo anterior procede de células de
la cara ventral. En el pollo todo el [6bulo anterior deriva de células procedentes de ambas caras
de la bolsa; en la codorniz ademés, la bolsa de Sessel contribuye a la region rostral del [6bulo
anterior. En todos ellos el I6bulo tuberal se origina como expansiones laterales de la region
rostral de la cara dorsal.

3.- Las primeras células en diferenciarse, en todas las especies utilizadas en este estudio, fueron
las células corticotropas. La presencia de los distintos péptidos derivados de la POMC en estas
células, fue secuenciada en el tiempo. Esta secuenciacion fue diferente en las células
corticotropas del I6bulo anterior que en las del I6bulo intermedio, en la hipéfisis del raton. Las
celulas corticotropas del l6bulo anterior de la hipdfisis de pollo y codorniz, no presentaron en

ningun momento BMSH.

4.- La presencia de péptidos de la POMC en células corticotropas del [6bulo anterior del raton
fue, en los primeros estadios, independiente del factor hipotaldmico CRF en la eminencia media.
Sin embargo la presencia de este factor fue simultanea a la de los distintos péptidos derivados
de la POMC en el l6bulo intermedio. Células de ambos Iébulos presentaron los mismos péptidos
durante toda la vida del animal .

5.- Las células corticotropas y tireotropas son las primeras en establecerse en la hipdfisis tanto
en el ratdn como en el pollo y la codorniz apoyando la necesidad de estos ejes para el desarrollo
general del embrion asi como para el establecimiento de otros ejes hipofisarios.

6.- La presencia de hormona somatotropa en células hipofisarias, tampoco fue dependiente de la
presencia de GHRH en la eminencia media, siendo el LHRH, el unico factor hipotalamico que

estuvo presente antes que la hormona.
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7.- En el ratdn todos los tipos celulares han comenzado al menos su diferenciacion antes del
nacimiento. En el pollo y la codorniz dos tipos celulares, las células somatotropas y las células
gonadotropas, se diferencian después del nacimiento.

8.- El patron de distribucion de los distintos tipos celulares en el organismo adulto, depende del
patron de proliferacion y diferenciacion en el esbozo hipofisario. Ademas las células, una vez
diferenciadas, no pierden su capacidad de division pudiendo contribuir aunque en menor medida,
al aumento de nuevas células diferenciadas durante el desarrollo y a la renovacion de las

mismas en el animal adulto.

9.- Distintos péptidos, aceptados como factores implicados en el eje hipotalamo-hipofisis-
gdénadas de mamiferos adultos, pueden actuar de forma transitoria durante el desarrollo, (NT), 6
mantener su accion durante toda la vida del animal, (NPY), 6 bien establecerse después del
nacimiento (Gal), por su presencia en la eminencia media. La presencia de algunos de estos

péptidos en células hipofisarias siempre fue posnatal.

10.- En las células del I6bulo tuberal estuvieron presentes distintas hormonas que se pusieron de
manifiesto usando los mismos anticuerpos que se utilizaron para detectar la presencia de dichas
hormonas en células del I6bulo anterior. TSHir estuvo presente en células del Idbulo tuberal de
las tres especies. La ultraestructura de estas células mostrd que se trata de un tipo celular
distinto a todos los tipos presentes en el I6bulo anterior.

11.- La expresion de proteinas ligantes de Ca2* sugiere la posibilidad de que distintas funciones
dependientes de calcio puedan estar asociadas con distintas proteinas en la misma célula o bien
la misma funcidn estar asociada a proteinas diferentes en tipos celulares distintos. Asi, si bien
alguna de estas proteinas, como la CB D28K, tienen una amplia distribucion en los distintos
l6bulos de todas las especies estudiadas, otras como la PV, parecen ser especificas de un tipo
celular y solo de aves.

12.- La proteina ligante de Ca%* CB D28K, estuvo asociada , tanto en el ratén como en el pollo y
la codorniz, al desarrollo de las células que constituyen el Idbulo tuberal, desapareciendo
después del nacimiento. En el caso del pollo ademas, la CR estuvo presente en las células de
este lobulo; la inmunorreaccion encontrada nos hace sugerir que la CB D28K en el raton y la CB
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D28K mas la CR en el pollo y la codorniz, estan asociadas a procesos de diferenciacion de las
células del lobulo tuberal. Por otro lado, la presencia de CB D28K en células del I6bulo
intermedio del ratén, nos hace sugerir para esta proteina una asociacion con la funcionalidad de

la célula diferenciada.
13.- El gen Pitx 2 resultd ser un factor de diferenciacion de células adenohipdfisarias en la

hipofisis de raton. Su expresion disminuyd progresivamente hasta el nacimiento, momento en el

cual dejé de observarse.
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En la presente tesis doctoral se realiza un estudio comparado detallado de diferentes
aspectos del desarrollo hipofisario en vertebrados. Tomando como modelo especies
pertenecientes a dos grupos de vertebrados que presentan patrones de distribucion
celular diferentes (mamiferos y aves), se realiza un estudio comparado sobre el origen
de la adenohipdfisis, el desarrollo de los distintos l6bulos y la diferenciacion hormonal.
Este estudio ha permitido mapear en el esbozo inicial de la adenohipofisis (bolsa de
Rathke) diferentes regiones proliferativas, a partir de las cuales se desarrolla cada uno
de los l6bulos de la adenohipofisis y se van a diferenciar los distintos tipos de células
secretoras. El estudio del desarrollo de los l6bulos asi como de los distintos tipos
celulares, nos ha permitido explicar las diferencias tanto morfoldgicas como de
distribucion celular que se observan en la hipofisis adulta en cada uno de los grupos.
Paralelamente se estudia la proliferacion celular y su relacion con la diferenciacion de
las células secretoras, lo cual muestra que las células secretoras de la adenohipofisis
retienen la capacidad de division incluso despues de diferenciadas, lo cual contribuye a
la formacion de las distintas poblaciones durante el desarrollo y a su renovacion en el
estado adulto. Por otro lado se estudia la expresion de diversos factores (péptidos
hipotalamicos e hipofisarios, proteinas ligantes de calcio y factores de transcripsion) y

su relacion con el desarrollo y la diferenciacion hormonal.



A detailed study was made in this doctoral thesis on the development and differentiation
of the vertebrate pituitary gland, with the aim to establish a fate map in Rathke's pouch
of the origin of different hormone producing cells present in the adult pituitary gland,
that explain if the differences observed in the distribution pattern of different hormone
producing cells in the adult is the consecuence of differences in their development. For
this reason, the study was made in two vertebrate groups, Mammals and Avian, that
present notable differences in their hormone producing cell distribution patterns. The
results allowed us to conclude that the origin of different hormone producing cells in
Rathke’s pouch determine their definitive distribution in the adult gland. At the same
time, the relationship between proliferation and differentiation was studied, showing us
that after differentiation, hormone producing cells continue proliferating with a low rate,
contributing to the establishment of differentiated populations. Using immunochemicals
and in situ hidridization techniques, the expression of different molecules such as
hypothalamic releasing factors, regulatory peptides, calcium binding proteins and
transcription factors, was also studied in this work, allowing us to establish different
relationships between some of these factors and specific aspects of the development and

differentiation of the pituitary gland.





