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Resumen

Piaractus brachypomus es una especie de gran importancia econdmica en Colombia. El proposito de este trabajo fue
efectuar un analisis de la hipofisis de alevinos de esta especie a nivel histologico y anatdmico. Se realizaron cortes
sagitales y transversales de 5y 7 pm de las hipofisis de veinte alevinos, para estudios histologico y de reconstruccion
tridimensional. En los alevinos, la hipofisis se ubica en la zona ventral del cerebro, posterior al quiasma optico,
parcialmente integrada entre el nucleus tuberalis ventralis (Tv) y el hypotalamus periventriculares caudalis (Hc)
del hipotalamo, la que parece estar conectada por tejidos conectivo y nervioso. La hipofisis presenta células basofilas
(B) con nticleos grandes y excéntricos, y cromofobas (C) con nicleos pequefios y un citoplasma sin tincion, no hay
presencia de acidofilas (A). La irrigacion sanguinea esta presente en todas las zonas de la hipéfisis. Las diferencias
con la literatura son atribuidas a la inmadurez de la glandula.
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Abstract

Piaractus brachypomus is a species of great economic importance in Colombia. The purpose of this study is to ac-
complish an analysis at the histological and anatomical level of alevin pituitary of this species. We realized sagittal
and transversal cuts of 5 and 7 um of 20 alevin pituitaries for a histological and three-dimensional reconstruction
studies. The pituitary of these specific alevins is located in the ventral zone of the brain, posterior to the optic
chiasm, partially integrated by connective and nervous tissues between the nucleus tuberalis ventralis (Tv) and
hypotalamus periventriculares caudalis (He). The pituitary contains basophils with large and non-centric nuclei,
as well as chromophobes (C) with small nuclei and unstained cytoplasm. There is no presence of acidophils (A);
however, blood flow reaches all parts of the pituitary. Discrepancies between our study and that of literature are
attributed to glandular immaturity.
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INTRODUCCION
Se han realizado estudios neuroanatomicos 1998), principalmente en pez cebra [Danio
profundos en teledsteos (Anken y Bourrat, rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)], aun asi se
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desconocen muchos aspectos de su biologia
basica, y sobre todo en las especies tropicales.
La cachama blanca, Piaractus brachypomus
(Cuvier, 1818), es una especie originaria de las
cuencas Amazoénica y del Rio Orinoco (Useche,
1999), la cual en los primeros 15 afios de su
cultivo a escala comercial en Colombia, se
incremento su produccion anual en un 400%
(Barreto y Mosquera, 1998; Torres, 2000).

En peces la reproduccion es un evento con-
dicionado por diferentes factores etoldgicos,
ambientales y fisiologicos inicialmente detecta-
dos por el sistema nervioso del pez. Interviene
principalmente el hipotdlamo, la hipofisis y
las gonadas. (Bently, 1998; Prieto-Gomez y
Velasquez-Paniagua, 2002; Tyagiy Sukla, 2002a,
b). La cachama para reproducirse realiza largas
migraciones una vez iniciado el periodo lluvioso
(Otero, 2000), no se reproduce en condiciones de
cautiverio de manera natural ya que se bloquea
su sistema endocrino en la etapa de ovulacion
(Useche, 1999), por lo que se realiza una induc-
cion por inoculacion de dosis hormonales pro-
venientes de otras especies, generalmente carpa,
lo que genera una limitante en la produccion de
un mayor nimero de larvas y alevitos.

La cachama blanca es de crecimiento indeter-
minado, lo que implica grandes cambios en ta-
mafio corporal, teniendo consecuencias para los
mecanismos de adaptacion del sistema nervioso
(Mommsen, 2001). Esta clase de crecimiento
sumado con el bloqueo del sistema endocrino,
hace necesario conocer los aspectos de biologia
basica y fisiologia del sistema neuroendocrino,
principalmente del desarrollo de la hipofisis,
glandula que produce y secreta las hormonas
gonadotropicas (FSH y LH).

La hipofisis es la glandula endocrina clave para
el control hormonal de diferentes funciones, tales
como: reproduccion, metabolismo, osmoregu-
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lacion, desarrollo y crecimiento; debido a que
es un lugar de sintesis, almacenaje y liberacion
de varias hormonas peptidicas que actian sobre
estos procesos (Bentley, 1998). La secrecion de
la hipofisis esta controlada por el hipotdlamo, que
esta bajo la influencia del estimulo nervioso de los
centros superiores del sistema nervioso central,
y por una retroalimentacion de los niveles de
hormonas circulantes producidas por glandulas
dependientes de ella (Young y Heath, 2000). Esta
glandula endocrina esta conformada por dos partes
distintas (Anderson y Mitchum, 1974; Barrington,
1975; Bentley, 1998; Evans, 1998; Ross et al.,
1997; Scout, 1983; Tyagi y Sukla, 2002c; Young
y Heath, 2000):

1.- adenohipofisis: anatdmicamente presenta
tres partes diferenciadas (Bentley, 1998; Ross
etal., 1997): Pars intermedia (P1), Pars distalis
proximalis (PDP)y Pars distalis rostralis (PDR)
o tuberalis. Peces y lagartos no tienen PDR
como tal, aunque si existen las células secretoras
de prolactina (PRL) y adrenocorticotropina
(ACTH), que se observan en el PDR del resto
de vertebrados (Bently, 1998; Tyagi y Sukla,
2002a, b) (tablal);

2.- neurohipofisis: formada por neuronas que se
originan en el nticleo paraventricular y el nucleo
predptico, en el caso de anfibios y peces, estd
compuesta por tres partes (Bently, 1998): a) la
eminencia media, usualmente conectada por un
sistema portal de vasos sanguineos (no es tan
aparente en peces, sobre todo en cicléstomos);
b) el saco hipofisiario o infundibular, constituido
por axones de células nerviosas de los nucleos
hipotalamicos (es la parte en comunicacion
directa con el hipotalamo) y; ¢) la pars nervosa
o lobulo neural, que hace nexo con el saco
infundibular, formada por terminaciones de
neuronas de los nucleos hipotalamicos y que
penetran dentro de la glandula en un proceso
digitiforme (Tyagi y Sukla, 2002c) (tabla 1).
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Tabla 1. Tipos celulares de la hipdfisis, su secrecion, ubicacion dentro de la hipofisis y tipo de tincion (Bently, 1998; Bern, 1967,
Herrero-Turion et al., 2002; Jure et al., 2003; Ross et al., 1997; Tyagi y Sukla, 2002a, b)

tipo de células secrecion observacion con H-E localizacién en la hipofisis

Lactotropas o Mamotropas prolactina (PRL) Acidofilas Pars distalis rostralis
Corticotropas adrenocorticotropina, ACTH Basofilas Pars distalis rostralis
Somatotropas somatotropina u hormona de creci- . R Lo

P . pmau Acidofilas Pars distalis proximalis

miento, GH
Tirotropas tirotropina, TSH Basofilas Pars distalis proximalis
Gonadotropas gonadotropinas, GTH I, GTH II Basofilas Pars distalis proximalis
Melanotropas melanotropina, MSH Basofilas Pars intermedia
Somatolactotropas somatolactina, SL (hormona exclu- . .
. Pars intermedia

(solo en peces) siva de peces)
Axones neurosecretores oxitocina Translucido Pars nervosa
Axones neurosecretores vasopresina Translucido Pars nervosa
Los tipos celulares de la adenohipofisis pueden MATERIALES Y METODOS

ser clasificados de dos maneras (tabla 1):

1. - Por tipo de tincion. Existen dos grupos segun
la afinidad que estds tengan a la tincion: a)
acidofilas (A) que son redondeadas y de menor
tamafio que las basofilas, sus granulos citoplas-
maticos se colorean fuertemente con eosina y;
b) basofilas (B) que son largas y ovaladas con
nucleo lateral, los granulos citoplasmaticos no
son abundantes.

También se pueden observar células mas
pequeias que no adquieren coloracion y se
definen como cromofobicas (C), representan
células cromofilicas en descanso o degranula-
das (Young y Heath, 2000; Jure et al., 2003).

2. - Por tipo de secrecion. Se encuentran células
productoras de adrenocorticotropina (ACTH),
hormona luteizante (LH), hormona estimulante
de foliculos (FSH), melanotropina (MSH),
prolactina (PRL), somatolactina (SL), somato-
tropina (GH) y tirotropina (TSH) (Bern, 1967
Jure et al., 2003; Tyagi y Sukla, 2002c).

Metodologia. Se obruvieron 20 alevinos en un
ambito de 2,5-3,5 cm, en el establecimiento co-
mercial Acuagranja®, los cuales se anestesiaron
con choque hipotérmico a -18 °C para posterior-
mente realizarles un corte en la médula espinal por
la salida del crdneo. A continuacion, se separaron
las cabezas completas, en el caso de los alevinos
de mayor tamafio, se extrajo el cerebro (después
de una prefijacion) y se colocaron nuevamente en
paraformaldehido al 4% para asegurar una buena
fijacion.

Las muestras se procesaron siguiendo el trata-
miento de histologia clasica estandarizado en el
Laboratorio de Histoembriologia de la Universi-
dad Militar Nueva Granada (Prophet et al., 1995;
Schreck y Moyle, 1990): se introdujo la cabeza en
paraformaldehido al 4% durante cinco diasa 4 °C,
se abrid previamente en la parte superior posterior
del craneo una ventana haciendo un raspado de la
piel dejando al descubierto el craneo. La cabeza
se introdujo en una solucién compuesta de 1:1 de
acido clorhidrico al 8% y acido formico al 8%, a
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4 °C, permanecieron en esta solucion (cambiada
a diario) durante cuatro dias. Se realizaron tres
lavados de una hora en amortiguador fosfato, de
una hora cada uno y posteriormente, se realizo la
deshidratacion con lavados de etanol en concen-
traciones crecientes, de una hora. A continuacion
se realizaron dos bafos de xilol de una hora cada
uno. Finalmente se hizo la impregnacion en pa-
rafina a 58 °C, realizandose tres bafos de 1 hora
cada uno.

Con micrétomo rotatorio se hicieron cortes seria-
dos de un espesor de 7 um en alevinos de 2,5 cm
y de 5 um en alevinos de 3,5 cm. Se tifieron con
hematoxilina-eosina (H-E) (Prophet et al., 1995;
Schreck y Moyle, 1990) y se cubrieron los cortes
con Entellan®.

Para la reconstruccion tridimensional se digita-
lizaron los cortes con el microscopio QX3 Intel
play y posteriormente, se utilizaron los siguientes
programas segun la metodologia descrita por
Suérez et al. (2005) (Budantsev y Jakovlev, 2000;
Fialay Harris, 2002; Hibbard et al., 1987; Ramm,
1994; Weninger et al., 1998; Whiten et al., 1998):
Convert version 1.11b, Align version 1.26b, Trace
version 1.26b, y VRMLView 3.0 (Kongsberg,
2000) en el cual se puede mover y asi observar la
estructura 3D delineada en el programa Trace, en
este caso la hipofisis.

RESULTADOS

Reconstruccion tridimensional. Al realizarse la
reconstruccion tridimensional se obtuvo una vista
completa de la forma de la hipoéfisis de alevinos
de P. brachypomus. Como se puede observar en
la figura 1, la estructura es de forma oblonga y
con delgadas prolongaciones tanto hacia la parte
anterior como posterior, siendo mas delgada y
prolongada en la parte posterior.

Histologia. En los alevinos de P. brachypomus la
hipdfisis se localizo en la parte ventral del cerebro,
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Figura 1. Visualizacion de la estructura tridimensional de
la hipdfisis de alevinos de P. brachypomus. A. Vista lateral
derecha. B. Vista lateral izquierda. C. Vista frontal. D. Vista
posterior. E. Vista superior
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morfologicamente integrada parcialmente, como
se puede observar en las figuras 2 y 3C, entre e/
nucleus tuberalis ventralis (TV) e hypothalamus
periventricularis caudalis (Hc) del hipotalamo.

Figura 2. Seccion sagital de la hipdfisis de P. brachypomus,
H-E 160x. (Pit = hipofisis; Cv = cavidad; VS = vaso san-
guineo; TV = nucleus tuberis ventralis; He = hypotalamus
periventricularis caudalis)

Figura 3. Secciones transversales a diferentes niveles de corte
de hipofisis de P. brachypomus, H-E 160x. (Pit = hipofisis;
Cv = cavidad; VS = vaso sanguineo; TV = nucleus tuberis
ventralis; He = hypotalamus periventricularis caudalis; Mng
= meninges)
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Se determiné que el tejido que rodeaba la hipdfisis
de los alevinos era tejido conectivo laxo vascula-
rizado, correspondiente a las meninges, como se
puede observar en las figuras 3B y 4. En cuanto a
la union con el hipotalamo, se observo que la zona
anterior de la hipoéfisis conectaba con el hipotala-
mo por tejido conectivo laxo, mientas que en la
zona caudal se genera una union al hipotalamo con
un tejido nervioso, como se puede observar en la
figura 4. En la figura 4 se pudieron destacar dos
aspectos diferentes, el primero es la observacion
de la unidn directa de la hipoéfisis con lo que se
considerd un nucleo hipotaldmico, esta union es-
taria compuesta por los axones provenientes de los
nucleos predptico y paraventricular, y el segundo
aspecto, es la observacion de células que segun la
literatura corresponden a pituicitos (Tyagi y Sukla,
2002c¢; Young y Heath, 2000). Se puede observar
ya una unioén mayor entre el tejido hipofisiario y
el hipotalamico, en la zona mas caudal, que es
donde se presenta la union con el He, como se
puede observar en las figuras 3D y 5C.

Figura 4. Detalle de seccion transversal de cerebro de alevino
de P. brachypomus, H-E 400x. (NH = nucleo hipotalmico;
Pit = hipofisis; Cv = cavidad; VS = vaso sanguineo; He =
hypotalamus periventricularis caudalis; P = pituicitos; Mng
= meninges)
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Figura 5. A. y C. Secciones transversales de hipofisis de
alevino de P. brachypomus H-E 400x. B. Detalle de seccion
transversal de hipofisis de alevino de P. brachypomus H-E
400x. (Pit = hipofisis; Cv = cavidad; VS = vaso sanguineo;
TV = nucleus tuberis ventralis; He = hypotalamus periven-
tricularis caudalis; (B) = células basdfilas; (C), cromofo-
bicas)
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La zona media de la glandula es mucho mas ancha
y en ella se encuentra la mayoria de las células, las
cavidades y una gran vascularizacion. La figura 5
muestra que la mayoria de las células de la hipo-
fisis de alevino de cachama son células basofilas
(B) o cromofobicas (C) de tamafios variados,
ésto se repite en todos los niveles de los cortes de
la hipofisis. No se observaron células acidofilas
(A). Las células basofilas (B) no presentaban una
forma definida, podian ser ovaladas o alargadas, la
identificacion de estas células se dio por la colo-
racion, la distribucion del citoplasma y el nucleo
excéntrico de gran tamafio.

Las células cromo6fobas (C), el otro tipo encontra-
do, se identificaron al observarse nticleos en medio
de espacios que parecian vacios, pero cuando se
observaban a un mayor aumento se podian ver que
estaban rodeados por una membrana y en algunos
casos se observaba un poco de coloracion dentro
del citoplasma. Las células (C) eran células que
en comparacion con las (B) eran muy pequenas
y generalmente redondas, pero en algunos casos
se veian alargadas pero sin tanta coloracion como
las (B), ademas de que el nucleo es mas pequenio
y oscuro. No se observa una distribucion definida
de estos dos tipos celulares, pero si se observan
cavidades dentro de la hipofisis donde puede que
se liberen sus productos.

En cuanto a lo que corresponderia a la neurohi-
pofisis, en la zona caudal se observd que estaba
muy poco desarrollada, ya que aun en presencia
de fibras con pituicitos y una union directa con el
hipotalamo, no se observaba un proceso digitifor-
me (figuras 3D, 4 y 5C).

En las figuras 3 y 5 se observaron zonas en las que
se presentaba una alta irrigacion, la cual estaba
muy cercana a las cavidades donde se encontraba
una especie de granulos. Tanto en los cortes sa-
gitales como en los transversales (figuras 2-6) se
pudo ver que la hip6fisis tenia una gran irrigacion
sanguinea a través de toda su estructura, diferente
distribucion a través de los cortes. La irrigacion
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se observo inicialmente en la region anterodorsal
de la hipdfisis y a medida que se fue desplazando
por los cortes hacia su parte caudal, aumentando
en su parte ventral. En la parte inferior de la hip6-
fisis de los alevinos que se les cortaron la cabeza
completa se encontr6 cartilago hialino cercano a
la glandula (figura 6), éste se encontr6é en todos
los cortes que contenian la hipofisis.

Figura 6. Corte sagital de hipofisis de alevino de p. brachypo-
mus, H-E 160x. (Pit = hipofisis; Cv = cavidad; VS = vaso
sanguineo; He = hypotalamus periventricularis caudalis; Ct
= cartilago hialin)

DISCUSION

Reconstruccion tridimensional. Al comparar
la forma de la hipofisis con las descripciones de
diferentes especies de teledsteos en la literatura
consultada (Bently, 1998; Tyagi y Sukla, 2002a,
¢), se encontr6 cierta similitud que puede variar
dependiendo de cuan elongada sea, en el caso
del alevino de P. brachypomus, aparentemente
mas alargada que en los casos descritos en la
literatura. Este factor no se puede tomar como
una diferencia entre especies, por que como se
dijo anteriormente, este estudio se realizdé en
alevinos y no en adultos, no se puede determinar
que las diferencias se deban a tiempos de ma-
duracion diferentes o a una diferencia especie
especifica.
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Histologia. La hipofisis de los alevinos de P. bra-
chypomus se encuentra en la ubicacion esperada,
en la zona ventral al hipotadlamo, y posterior al
nervio optico (Ross et al., 1997). Es diferente
al caso del Oryzias latipes (también teledsteo)
en el cual la hipdfisis se encuentra en una zona
mas anterior que en la cachama, apoyando lo
expresado por Tyagi y Sukla (2002¢) y Anderson
y Mitchum (1974), quienes sostienen que en
diferentes especies de peces pueden existir dife-
rencias morfologicas y de ubicacion. La hipofisis
se encontrd parcialmente integrada en el cerebro,
diferencia notable con lo descrito por Anken y
Bourrat (1998) en el Medaka, aun asi no parece
haber conexiones directas cerebro- hipofisis an-
terior que no sean por tejido conectivo.

En cuanto al tipo de células presentes, hay una
gran discrepancia con la literatura pues en este
estudio se encontraron, en su gran mayoria células
basofilas, pero no se observaron células acidofilas,
lo que en un principio resultaria extrafio porque
las células de GH son acidoéfilas. Segun Saga et
al. (1999), en los peces de agua dulce aparecen
las células de prolactina (basdfilas) antes de la
GH. También concuerda con la informacion que
se encuentra sobre las células TSH (basofilas),
segun Saga et al. (1999) éstas se presentan 50 dias
después de eclosion.

Lo que se describié como tejido nervioso (figuras
3,4C, D y 5C), probablemente corresponde a la
eminencia media de la hipdfisis y a un inicio de
la pars nervosa. Aun asi no se observa el proce-
so digitiforme caracteristico de la pars nervosa
(Bently, 1998; Tyagi y Sukla, 2002a, c), que
cuando se compara con Garcia (2006), donde ju-
veniles de Pimelodus pictus muestran un proceso
digitiforme avanzado, se puede determinar que
en alevinos de P. brachypomus la pars nervosa
no esta desarrollada, aun asi se necesitarian es-
tudios inmunohistoquimicos o con marcadores
moleculares para determinar si hay presencia de
neurosecrecion y ver con claridad la conexion
hipotalamo- hipofisis.
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Se ha descrito que en teledsteos no existe un
sistema portal hipofisiario, sino solamente una
pequena entrada de vasos sanguineos en la parte
superior de la glandula, que tienen un recorrido
bastante cortd hacia la region ventral de la hipo-
fisis (Bently, 1998). En este estudio se encontrd
una clara irrigacion, y parece ser mas abundante
que lo descrito para teledsteos adultos, lo cual
podria corresponder a una real diferencia en la
especie, o simplemente a que no se conocen
descripciones sobre si hay alguna variacion en
el nivel de vascularizacion durante el desarrollo
de la hipofisis esta o de otras especies de peces,
y que la diferencia observada sea debida a que
se trabajo con individuos supremamente jovenes
(Bently, 1998; Tyagi y Sukla, 2002c).

La presencia de cartilago en la parte inferior de la
hipofisis puede sefialar que en el desarrollo hay
una posibilidad de que este se convierta en la silla
turca; segun Tyagi y Sukla (2002c) algunas espe-
cies de teledsteos presentan silla turca, aun que
estd sea una rara variacion en peces. Aun asi, sin
un estudio de desarrollo no se puede determinar
si es la silla turca en proceso de formacion.

En conclusion, se observaron diferencias en los
diferentes aspectos histologicos de la hipofisis de
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alevinos de P. brachypomus con los observados
en otros peces, inclusive dentro de los teledsteos.
Sin embargo se tiene que tomar en cuenta que
estos son alevinos y no juveniles ni adultos, en
los cuales ya se ha dado un mayor o un total
desarrollo del cerebro y de las glandulas, por lo
que cabe la posibilidad de que lo discutido aqui
varie a través del desarrollo del pez. Existe un
gran vacio en la literatura sobre la estructura de
la hipdfisis de alevinos, y peor atn en el caso de
especies colombianas.

Este desconocimiento es particularmente notorio
en la histologia (excepto, en el pez cebra; De-
trich et al., 1999; ELI, 1998), ya que lo que se
encuentran son estudios inmunocitoquimicos de
la presencia o ausencia de las hormonas en los
diferentes estadios de desarrollo del pez, pero no
se da una base histologica completa del desarrollo
de la glandula.
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