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RESUMEN

Se estudiaron hipéfisis de congrio, sapo y gato con las técnicas de
azocarmin, hematoxilina plimbica y 4cido peryédico-reactivo de Schiff.

En el congrio se observé que las células azocarminéfilas son hema-
toxilina plimbica positivas y acido peryédico-Schiff negativas.

En el sapo y gato las células azocarminéfilas son dcido peryodico-
reactivo de Schiff positivas y hematoxilina plimbica positivas.

Se realiza una descripcién detallada del método de tincién con el
azocarmin preconizado por los autores argentinos.

Se asume que la hematoxilina plimbica no es un colorante especifi-
co para células corticotropas en otras especies distintas a los teleosteos.

ABSTRACT

Lead hematoxylin and azocarmine in the staining of cells of the
pars distalis of the hypophysis of conger, toad and cat.

Pituitary glands of conger, toad and cat were stained with azocar-
mine, periodic acid-Schiff reactive, and lead hematoxylin in order to
determine the affinity of the cella for the different stains. It was obser-
ved in conger that azocarminophil cells are the only ones which are
stained with lead hematoxylin; these cells are periodic acid-Schiff reac-
tive negative,

In the toad and cat azocarminophil cells are lead hematoxylin po-
sitive and periodic acid-Schiff reactive positive.

It is assumed that lead hematoxylin is not a specific stain for evi-
dencing corticotrophic cells in species other than teleosts.

In view of the differences existing in the use of azocarmine be-
tween the european authors and argentinian ones, a detailed methodo-
logical description of the azocarmine technique used by us is done.

El método de tincién con hematoxilina plimbica (HP), original-
mente introducido por Mac Conaill (8) en el arsenal de coloraciones
histolégicas, ha sido utilizade por Olivereau (11) como colorante
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especifico para las células productoras de adrenocorticotrofina en
algunos peces teleosteos, incluyendo anguiliformes,

Como el significado funcional de las diversas células de la pars
distalis de la hipdfisis de anfibios (16, 7, 10) y del gato (1) parecie-
ran estar en la actualidad esclarecidas, se considerd de significacion
cbservar gué células son las HP positivas en las glandulas de estas
dos especies y comparar estos resultados con aquellos obtenibles en
el congrio.

MATERIAL Y METODCS

Fueron utilizados 8 hip6fisis de gato, 20 de sapo (Bufo arenarum)
y 5 de pez anguiliforme (Conger orbignyanus). Todos los animales
eran adultos y pertenecian a ambos sexos.

El material fue fijado en liquido de Elftman (5)durante tres
horas, con ulterior deshidratacion e inclusion en parafina segin
el método de rutina. Se hicieron secciones de 5 micrones de espesor,
las que fueron coloreadas con las tres técnicas mas abajo detalladas.
En todcs los casos los cortes fueron colorados con una técnica dada,
fotografiados, decolorados, recolorados, y refotografiados, de forma. tai
que las tres coloraciones distintas fueron sucesivamente aplicadas a
un mismeo corte.

A los efectos de establecer si la utilizacion previa de una tincién
afectaba en algo a la otra tincién posteriormente aplicada, se si-
guieron las distintas secuencias de coloraciéon segin un orden de
posibilidades.

Las coloraciones utilizadas fueron las siguientes:

a) Acido peryédico - reactive de Schiff (PAS), seguin Gomo-
I (8).

b) Hematoxilina plumbica (HP), segin Mac Conaill (8).

¢) Azocarmin, segin Prietc - Diaz y Echave - Llanos (12).

Como hemos podido observar a través de diversos articulos, espe-
cialmente aquellos referentes a hipéfisis de anfibios (16, 7, 9) apare-
cidos en los ultimos tiempos, que civersos autores no utilizan la
técnica del azocarmin tal como ha sido preconizada por Prieto-Dia:
y secuaces (12, 13, 14) en sus estudios sobre hipéfisis, nos ha pare-
cido oportuno volver a detallar esta técnica.

1. Los cortes son colorados durante unae hora a 56°C. en ia si-
guiente mezcla, que se halle ya a esa températura.

Azocarmin G. ............. 2 gr.
Acido acético .............. 5 gotas
Agua destilada ............ 100 ml.

2. Dejar enfriar hasta temperatura ambiente.

3. Este paso consiste en la diferenciacién y es un paso critico en
la tincién utilizada por nosotros; se realiza en una solucién de aceite
de anilina 1 por mil en alcohol 96, en absoluto reposo y con el por-
taobjeto horizontal en una caja de Petri, como lo indica la fig. 1.
La diferenciacion se realiza a temperatura ambiente en un tiempo
variable entre 12-24 horas y débe ser controlada periédicamente al
microscopio, sin previo lavado de la preparaciéon y sin permitir que
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ella se seque durante la observacién. Si a los efectos de acelerar la
diférenciacion se agita el portaobjeto o se agrega agua a la solucion,
las células que resultaran coloradas no seran exclusivamente las
azocarmindfilas de nuestras previas publicaciones (ver discusién).

4. Detener la diferenciacién en 1 por ciento de acido acético en
alechol 96, durante 1 minuto. La diierenciacion se suspende cuando
los granulos de las cé.ulas azocarminofilas contindan intensament:
rojos, mientras que los citoplasmas de otros tipos celulares deben
observarse incoloros y los ntucleos de todas Ias células ligeramente
rojizos.

5. Luego de haber detenido la diferenciacién, si se desea obser-
var unicamente las células azocarmindéfilas los especimenes seran
deshidratados en aleoholes de graduacion creciente, clarificados en
xilol y montados en balsamo o medios sintéticos; si por el contrario,
se desea completar la técnica de Azan para la coloracién de otros
tipos celulares, se trataran los cortes de acido fofotingstico y pos-
terior coloracion en la mezcla orange G-azul de anilina, segun Prietc-
Diaz y ¢ol. (14).

OBSERVACIONES

Gato. Las células azocarminéfilas del gato han sido detallada-
mente estudiadas por Bade y Echave-Llanos (1) quienes han desta-
cado la PAS positividad de estos elementos. En el prcsente trabajo
hemos podido comprobar que ellas son el Gnico tipo celular de la
pars distalis de este animal que se colorea coa la HF (Fig. 2).

Congrio: En la pars distalis rostral de esta especie, en intimo
contacto con las digitaciones que envia la pars nervosa y separadas
de ellas por una delgada membrana basal, pudieron observarse célu-
las alargadas con granulaciones intensamente azocarminofilas que
mediante una delgada protrusiéon se aplican sobre la antedicha mem-
brana basal. Estas células de distribucion tan peculiar fueron las
unicas azocarmindéfilas halladas en la pars distalis rostral y mostra-
ron una reaccién negativa con el PAS, pero resultaron ser intensa-
mente positivas con la HP (Fig. 3).

Sapo: La morfologia y distribucién de las azocarmindéfilas del
sapo fueron ampliamente descriptas en trabajos anteriores (12, 14).
En el presente estudio se corrobord que este tipo celular da reacciéon
intensamente positiva con el PAS y se hallé que es el Gnico que se
colorea con la HP (Fig. 4).

DISCUSION

En esle trabajo se describe detalladamente la técnica que los
autores argentinos hemos utilizado para tehir las células que noso-
tros denominamos azocarminoéfilas. Deseamos poner especial énfasis
en destacar los detalles de diferenciacion de los cortes tefiidos con
azocarmin, pues este paso es decisivo para la tipificacién de dichos
elementos. Segiin lo han establecido Bade y Echave-Llanos (1; las
células azocarmindfilas de la hipofisis del gato referidas en su tra-
bajo y en el presente, no son homologables con aquellas definidas
como tales por Dawson (4) en esta misma especie. El método de
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diferenciacién aqui usado ha decolorado totalmente a los elementcs
de Dawson, miéntras que si se hubiese deseado ponerlos en evidencia
habria. que haber agitado los cortes en la diferenciacién o haber
afadido discreta cantidad de agua a la mezcla diferenciadora (Echa-
ve-Llanos, ecmunicacion personal), Es también importante destacar
que si los cortes son diferenciados con el portacbjeto colocado verti-
calmente y agitando, por causas ignoradas, las células ubicadas en la
periferia de la seccion se decoloran mucho mas rapidamente que las
centrales, determinando, euando la tincién del azocarmin va seguida
de la mezcla orange-azul de anilina, que las células perifericas cap-
ten el azul constituyendo de esta forma elementos purpura (rojo del
azocarmin + azul del azul de anilina). Este ultimo mecanismo, dicho
sea de paso, podria proveer explicacién al hallazgo de células pur-
pura en la pars distalis del sapo Bufo vulgaris, por parte de Zuber-
Vogeli (17). Bade y Echave-Llanos (1) han demostrado la funcion
gonado-tropa de las células azocarmindfilas del gato y aqui demostra-
mos que ellas son las Gnicas HP positivas; por o tanto, en esta especie
la HP no colorea las células corticotropas, interpretacién que coin-
cide con los hallazgos de Carlon (3) en el perro.

En el congrio nuestros hallazgos son coincidentes con los de Ball
y Oliveréau (2) en la anguila europea Anguilla anguilla y en Poecilia
Jatipinna en lo referente a la localizacién y morfologia de las célu-
las HP positivas. En la especie aqui estudiada estas células resultaron
ser azcmarminoéfilas y PAS negativas. Estos autores (2) parecen haber
demostrado consistentemente que las células HP positivas de los dcs
teleosteos antes mencionados son corticotropas. Dada la identidad
morfolégica, topografica y tintorial entre las células HP positivas del
congrio y la anguila, existen bases como para pensar que en el con-
grio las células azocarminofilas también representan elementos cor-
ticotropos.

En el sapo las células azocarminéfilas comparten idénticas afini-
dades tintoriales que aquellas del gato, es decir, son PAS positivas
y HP positivas; sin embargo, desde el punto de vista funcional, pa-
recen no ser similares las de ambas especies, pués existen fuertes
evidencias de que las azocarminofilas del sapo son tirotropas (14).

Dadas las condiciones de diferenciacion del azocarmin utilizadas
por nosotros, que difieren de las de investigadores europeos, se puede
asumir que las azocarmindfilas del Bufe arenarum no son hom:olo-
gables con las de aquellos. Para establecer un parangén entre la
tipificacién celular por nosotros empleada y la de otros autores se
puede consultar Prieto-Diaz y col. (14). Posteriormente a este tra-
bajo han aparec.do diversos estudios sobre la citologia de la pars
distalis de otros anfibios, de ellos concluimos que las azocarminofilas
de Bufo arenarum pueden ser homologables con. a) las células gam-
ma de van Oordt (16); b) las células basoéfilas tipo III de Kerr (7);
¢) las células basofilas tipo II de Mazzi y col. (10), las que segun este
autor son HP positivas. Ninguno de éstos ha asignado funcién cor-
ticotropa a las células homologables con las azocarminéfilas de Bufo
arenarum; por lo tanto, se puede sostenér que la HP no es una téc-
nica especifica para células corticotropas, concepto referido, al me-
ros, a especies diferentes a los teleosteos.



M. A. REsTELLI ¥ F. ITURRIZA, Cifologia hipofisaria... 229

Por ultimo, deseamos destacar el hecho de que ciertas células
hipofisarias poseen idéntica afinidad para el azocarmin como para
la HP, lo que, teniendo en cuenta las distintas estructuras quimicas
de las hormonas que ellas contienen, no hablaria de una afinidad
especifica determinada por la calidad del material hormonal, sino,
tal vez, de su cantidad o de un eéstado fisico quimico del material
almacenado (15). La conjuncién entre PAS positividad —HP positivi-
dad— azocarminofilia que caracteriza a las células del sapo y gato
sc ve disociada en el congrio, donde las célu’as que nos ocupan no
evidencian ser PAS positivas; esto indicaria que la substancia/s
responsable de la PAS positividad no es la misma que determira la
afinidad por el azocarmin y la HP en las diferentes células.
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FIG. 1. — Posicién del portaobjetos durante la diferenciacién en alcohol-aceite de anilina
en el método de azocarmin. 1, caja de Petri; 2, portaobjeto; 3, varilla de vidrio; 4,
espécimen; 5, solucion diferenciadora (Alcohol-aceite de anilina).
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FIG. 2. — Hipéfisis de gato, Las células sefialadas con idénticos niimeros son las mismas.
4, PAS; B, HP; (. azocarmin. Obsérvese la afinidad de las mismas células por las tres
coloraciones. X 1600.
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FIG. 3. — Hipéfisis de congrio. Las técnicas de coloracién son iguales que en fig, 2.

A es un corte distinto a B y C que son el mismo corte; m, digitacién seurohipofisaria.

Se aprecia que las células ‘‘en empalizada” (4,5), son HP positivas (B) y azocarminéfilas
(C) pero no son PAS positivas (4.) X 1600.
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FIG. 4. — Hipéfisis de sapo. Idéntica explicacién que para fig. 2. X 1600,






