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INTRODUCCION:

Los neurofilamentos (NFs) son
proteinas pertenecientes al grupo de
los filamentos intermedios (IFs) del
citoesqueleto neural, Constan de 3
subunidades de diferente peso
molecular: aproximadamente 68, 160
y 200 kDa (NF-L, NF-M y NF-H,
respectivamente) (1). Se ha
demostrado la presencia de los tres
NFs en células adenohipofisiarias no
neopldsicas, mientras que NF-L y NF-
M han sido localizados mediante
andlisis inmunohistoquimicos en
adenomas hipofisiarios (2,3). Los IFs
retienen la misma antigenicidad
durante el desarrollo embrionario, la
diferenciacion y la transformacion
neopldsica (4).

Por otra parte, ya estd bien
establecida la hiperplasia hipofisiaria
secundaria que se desarrolla como
consecuencia del hipotiroidismo
primario. Aunque los tirotropos
(células productoras de la hormona
estimulante de la tiroides o tirotro-
pina, TSH) representan sélo el 10%
de las células que forman la
adenohipofisis en ratas eutiroideas (5),
una situacion de hipotiroidismo
primario prolongado puede conducir
a una hiperplasia significativa en los
tirotropos, incrementdndose el

porcentaje de los mismos a un 34%
(5). Los tirotropos sobre-estimulados,
conocidos como células de
tiroidectomia, son células aumentadas
de tamafio, con pocos granulos de
secrecién y que poseen un reticulo
endoplasmdtico dilatado y un
complejo de Golgi conspicuo (6). En
ratas, después de la tiroidectomia (7)
o de la administracién crénica de la
droga antitiroidea propiltiouracilo
(PTU) (8) se desarrollan adenomas
hipofisiarios que contienen células de
tiroidectomfa. Los cambios morfo-
funcionales que sufren estas células
son revertidos por la restitucion de
hormonas tiroideas o la interrupcién
de la administracion de PTU (7,8).

La hipétesis que planteamos es
que el tipo celular que puede estar
expresando los NFs, en ratas euti-
roideas, sea los tirotropos adenohi-
pofisiarios; que si el hipotiroidismo
induce células superproductoras de
TSH, es posible que este mismo tipo
celular exprese los NFs; ademés, dado
que la restitucion de los niveles de las
hormonas tiroideas restablece las
caracteristicas morfo-funcionales de
las células adenohipofisiarias, que los
NFs bajo estas condiciones disminu-
yan su expresion.

El objetivo de este trabajo fue

estidiar en ratas, por inmunohisto-
quimica, la expresion de NF-H en
tirotropos durante el desarrollo del
hipotiroidismo y el regreso al
eutiroidismo.

MATERIAL Y METODOS:

Se usaron 40 ratas Wistar,
hembras, de 150 a 170 gramos de
peso corporal. El cuarto de los
animales se mantuvo a temperatura
constante y con ciclos controlados de
luz-oscuridad (12:12 h., encendiendo
a las 7 h.). A los animales se les dio
acceso libre a comida estindar Purina
Chow. Treinta y cinco animales se
hicieron hipotiroideos mediante la
administracion de PTU (0.1% en
agua de beber). Grupos de § animales
se fueron sacrificando por decapita-
cién, bajo profunda anestesia con
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Pentobarbital sodico (50 mg/Kg por
inyeccién intraperitoneal), a los 3, 7,
14 y 28 dias de la administracion de
PTU, asi como a los 3, 7 y 14 dias
después de interrumpir el tratamiento
con PTU en el dia 14. El grupo control
lo formaron § ratas no tratadas.

En el momento del sacrificio se
obtuvo la sangre del tronco de las
ratas, se separaron los plasmas y se
almacenaron a -20°C. Las hipéfisis y
tiroides fueron extirpadas y pesadas
en una balanza analftica. Las hipfisis
s¢ fijaron en una solucién de
formalina al 10 %. Se deshidrataron
en soluciones de etanol con gradua-
cién creciente y fueron embebidas en
parafina. A continuacion se realizaron
cortes consecutivos horizontales de 4
a 6 mm de grosor con ayuda de un
microtomo. Para las demostraciones
inmunohistoquimicas de TSH y NF-
H, se aplicé el mérodo del complejo
avidina-biotina-peroxidasa (9),
usando un estuche comercial
(Vectastin ABC kit; Dimensidn,
Carpinteria, CA). Los anticuerpos
primarios, especificos contra TSHB de
rata (amablemente donado por
NIDDK, Bethesla, MD) y NFs de 200
kDa (anticuerpo policlonal desarro-
llado en conejo; Sigma, St. Louis,
MO), se usaron a diluciones de 1:500
y 1:100, respectivamente, y se
incubaron a 4° C durante toda la
noche. La reaccién de coloracion se
desarrollé con diaminobencidina y los
cortes se contrastaron ligeramente con
hematoxilina. Para demostrar la
especificidad inmunolégica de los
anticuerpos anti TSH y NF-H, se
utilizaron varios controles negativos:
[1] mediante la omision del antisuero
especifico, (2] incubando con un
antisuero de conejo (IgG) inespecifico
y [3] preadsorbiendo el antisuero

especifico con el antigeno (TSHb de
rata, NIDDK), preincubindolos
durante 24 h. a 4°C para TSH (éste
dltimo control no se realizé para NF-
H por no disponerse comercialmente
de la proteina purificada).

Los cortes de las hipofisis se
exarinaron en un microscopio optico
con amplificacién de 1000X usando
una lente para aceite de inmersion. El
nimero de células inmunoreactivas
para TSH o NFs se expresé en
milimetros cuadrados por pituitaria

usando el mérodo de Woosley (10).

El anlisis histoldgico englobé datos
de 5 animales por grupo.

Como controles del hipotiroi-
dismo primario inducido por el PTU,
se usaron los animales tratados con
PTU durante 14 dias y los no tratados.
Los niveles plasméticos de TSH y de
tiroxina (T4) se cuantificaron por
radioinmunoanilisis.

Los resultados se expresan como
lamedia + SEM. Las diferencias entre
las medias se compararon mediante
el andlisis Gnico de la varianza,
seguido de la prueba de comparacién
miltiple de Tukey-Kramer. Un valor
de p < 0.05 se considerd estadisti-
camente significativo.

RESULTADOS

Efecto del PTU sobre el peso de
la tiroides y los niveles de TSH y
T.

Los pesos de las glindulas
tiroideas y los niveles plasmaticos de
TSH de las ratas tratadas con PTU
durante 14 dias, se incrementaron
significativamente respecto a los
valores de los animales controles: (6.1

£ 02vs162% 1.6 mg/ 100 g de
peso corporal; p < 0.001) y (1.7 £
0.2vs 12,6 £ 0.9 ng/ ml: p < 0.001),
respectivamente, Por otro lado, los
niveles en plasma de T+ fueron mds
bajos después del tratamiento con
PTU (466 + 28 vs 7.3 £ 0.3 ng/
ml; p < 0.001).

Presencia de NF-H en los
tirotropos

Para investigar la presencia de NF-
H en los tirotropos, se inmunotifieron
cortes consecutivos de adenohipdfisis
de ratas controles con anticuerpos
para NFs o TSH. Como se muestra
en la Fig. 1, se encontré inmuno-
reactividad para NF-H y para TSH
en la misma célula adenohipofisiaria.
En los diversos controles negativos,
no se observaron células inmuno-
tefidas.

Cambios citolégicos en los
tirotropos inmunoreactivos para
NF-H.

Los tirotropos inmunopositivos
para NF-H, en las pituitarias de las
ratas tratadas con PTU, se observaron
hipertréficos y la vacuolizacion del
citoplasma se hizo aparente al dia 3
de tratamiento y muy conspicua para
el dia 28. Los NF-H se localizaron
alrededor de las vacuolas (Fig. 2A).
La intensidad de marcaje para NF-H
fue similar a lo largo de los dias de
tratamiento (3-28 d.). La interrupcion
de la administracién de PTU indujo
una ligera recuperacién de los
cambios citoldgicos: las células de
tiroidectomia en las adenohipdfisis de
las ratas a las que se les habfa retirado
de PTU durante 14 dias, contenian
menos vacuolas citoplasmaticas y
menos NF-H. Al mismo tiempo, fue



aparente una disminucién del tamafio
celular (Fig. 2B).

Nimero de tirotropos que
expresan NF-H

En la adenohipdfisis de ratas
controles (d. 0), el porcentaje de
tirotropos que mostraron inmuno-
reactividad para NF-H fue del 13.5
% (Fig. 3). En las ratas tratadas con
PTU a diferentes tiempos, el nimero
de tirotropos inmunoreactivos para
NF-H se fue incrementando progre-
siva y significativamente a los 7, 14 y
28 d. (116.6 £ 7.2, 204.3 £ 308 y
280.6 £ 5.9 por mm’, respectiva-
mente) (Fig. 3). El porcentaje de
tirotropos que mostrd inmuno-
reactividad para NF-H fue de 74.7 %,
respecto al 100 % de células
inmunoreactivas para TSH, ambas
contadas al dia 28 de tratamiento con
PTU. No se encontré una disminucion
en el ndmero de los tirotropos con
NF-H. Asi, 3, 7 y 14 dias después de
la interrupcion del PTU, el nimero
de tirotropos (206.6 £+ 23.4, 245.0
+ 17.5 y 189.3 £ 4.9, respectiva-
mente) permanecié similar al de las
ratas tratadas durante 14 dias (204.3
+ 30.8).

DISCUSION

Los NFs se identificaron
originalmente en tejido nervioso y se
pensaba inicialmente que represen-
taban proteinas especificas de las
neuronas. Sin embargo, los NFs
fueron encontrados posteriormente
fuera de las células nerviosas (3).
Nuestro estudio revela la expresion
de NF-H en los tirotropos de las
adenohipofisis de ratas normales,
siendo el nimero de tirotropos inmu-
noreactivos para NF-H bajo (13 %).

FIGURA No. 1. Inmunotincién de adenohipéfisis de ratas controles. (A) Tirotropos
mostrando inmunoreactividad para TSH; (B) el corte consecutivo tefiido con anticuerpos
anti-NF-H, Ambos contrastados con hematoxilina. Las flechas indican la misma célula
(A,B). Las estrellas indican los mismos vasos sanguineos, Amplificacién: 1000 X; barra =
10 pm.

La razon por la que los tirotropos
coexpresan TSH y NFs no es clara.
Dubois y EIAmraoui (11) sugieren que
la presencia de los NFs puede
explicarse por la hipétesis del origen

neural de la adenohipdfisis, por lo que
existe la posibilidad de que algunas
células retengan la capacidad de
expresar los NFs, Back y cols. (12) no
encontraron inmunoreactividad para
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FIGURA No. 2. (A) Inmnunohistoquimica de pituitarias de ratas tratadas con PTU durante 28 dfas. Las flechas muestras una célula de
tiroidectomfa agrandada, con el citoplasma vacuolizado ¢ inmunoreactividad para NF-H. (B) Inmunotincién de pituitaria de rata tratada
con PTU durante 14 dfas y sin PTU durante 14 dias adicionales. La flecha muestra inmunoreactividad para NF-H en un tirotropo. Los
cortes se contrastaron con hematoxilina. Amplificacién: 400 X; barra = 10 pm.

los NFs en células adenohipofisiarias.

El hipotiroidismo inducido por el
PTU, generado principalmente por
una estimulacién mantenida e intensa
de los tirotropos de la adenohipéfisis
debido a la falta del efecto de
regulacién negativo que ejercen las
hormonas tiroideas, evoca los cambios
morfolégicos, bien conocidos, que
conducen al desarrollo de células de
tiroidectomia (8,13). En el presente
trabajo, mostramos evidencias de que
las células de tiroidectomia contienen
NF-H y que el nimero de tirotropos
inmunoreactivos para NF-H se ve
incrementado de forma dependiente

del tiempo en las ratas tratadas con
PTU. La expresion de los NFs debe
de estar debida a la intensa
estimulacién de los tirotropos,
consecuencia secundaria de la
ausencia de hormona tiroideas; sin
embargo, otros autores: Gravel y
Hawkes (14), indican que el
hipotiroidismo causa una disminucion
en la expresion de NF-H en la corteza
cerebelar, lo que sugiere que los
mecanismos de control de la
expresion de NFs por las hormonas
tiroideas en las neuronas y en
tirotropos son distintos. Aunque el
origen de las células de tiroidectomia
es controversial, (derivan de

tirotropos normales (15), o de
somatotropos (8,16) o de células
precursoras no diferenciadas (17)),
estas células expresan NFs.

El papel de los NFs en las células
de tiroidectomia es desconocido. Los
IFs aparecen normalmente en las
células y se considera que juegan un
papel estructural reforzando al
citoesqueleto. Las subunidades
proteicas de los IFs pueden actuar
como transmisores de seiales desde
la periferia celular al nucleo (18). Por
lo tanto, puede ser que los NFs estén
relacionados con la hiperplasia y la
hipertrofia de los tirotropos.
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FIGURA No. 3. Efecto del tratamiento con PTU sobre ¢l ndmero de tirotropos inmunoreactivos para neurofilamentos
(NF) y tirotropina (TSH). Los valores son la media - SEM de cinco glindulas por grupo. *p< 0.01, **p<0.001, comparados
con los animales controles no tratados. Dia 0 = Controles no tratados.

En nuestros estudios, la
interrupcion del tratamiento con PTU
causé una disminucion o recupera-
cion en el namero de células de
tiroidectomia, pero tinicamente se vio
una regresion en el volumen celular.
Horvath y cols. (8) demostraron que
el nimero de células de tiroidectomia
disminuia después de la interrupcion
del PTU y que las pituitarias
recuperaban las caracteristicas de las
hipdfisis control. Se sabe que existen
diferencias significativas entre cepas
de ratas en sus respuestas a un mismo
tratamiento. Nosotros usamos ratas
Wistar, mientras que Horvat y cols.
(8) usaron ratas Fisher-344; este

14 28
Tratamiento con PTU (dias)

hecho puede explicar la diferencia en los resultados.

CONCLUSIONES

a) Los NFsde 200 kDa estin presentes en los tirotropos de las adenohipofisis
en ratas normales.
b) Los NF-H también se expresan en las células de tiroidectomia en ratas ‘
hipotiroideas.
¢) Lainterrupcion del tratamiento con PTU conduce a la recuperacién de las
alteraciones morfoldgicas en las células de tiroidectomia, las cuales expresan
los NFs.
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