


"...From the very beginning of our knowledge of

“embryology, the avian embryo has occupied a unigue

position among the higher vertebrates. It has an
extra-uterine existence-all its requeriments, except
oxygen, are provided within the egg, which is by

- far the most self-contained organism, and is capable

of developing in a terrestrial environment. Also,
because of its universal availability, it undoubtedly
has been an object of embryological observatlons from

earliest historical time..."

"...Desde los albores de nuestro conocimiento de
la embriologfa, el embrién de las aves ha ocupa-
do una pogicidén Gnica entre los vertebrados supe
riores. Posee una existencia extrauterina. Todos
sus requerimientos, excepto los de oxigeno, se
hallan disponibles dentro del huevo, es el orga-
nismo con mds contenido propio de los que se de-
sarrollan en un entorno -terrestre. Asimismo, de-
bido a su disponibilidad universal, el huevo ha
sido objeto de observaciones embrloléglcas desde
remotos tiempos histéricos..."

i ALEXIS L. ROMANOFF
EN"THE AVIAN EMBRYO" 1960
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El tema de esta tesis obliga a tener en cuenta dos
conceptos relativamehte recientes en.biologia de la regula-
cidén humoral que al tiempo de dar una visifén m&s generaliza-
da, por ende integrativa, de los fenfmenos hasta ahora obser
vados, permiten esbozar hipétésis funcionales acerca de algu

nos hechos episb6dicos de la regulaciébn, especialmente'respeg

to de los picos y ritmos que se observan en la secrecidén de

- hormonas y otros factores reguladores.

La primera nocidén que se debe tener en claro a es-
téArespecto es que la regulacidn humorai, no‘es s6lo endbcri
na sino que también puede sei apbcrina o autbcrina, entendién
dose, dentro de este esquema, por éndécrina, la que se produ-
ce entre tejidos, apb6crina, entre cé&lulas del mismo téjido o
vecinas, y por*auﬁécrina, la'que ocurre en la misma cé&lula (1)
Las. diferencias son, como se aprecia, bastante graduales, sien
do asi mismo, :dificil establecer-uh limite entre regulacidn
autécrina.y regulacidén metabblica dentro de una misma cé&lula.

El segundo concepto muy a tener en cuenta a los fi
nes de esta tesis es el de las "fronteras mbviles" de la en-
docrinologia. Cxrece ano a ano, en efecto, el grupo de siste-
mas, tejidoé Y vias biosintéticas'que.demuesﬁran ser .regula-
das, o-por lo menos regulables; por’hormonas.-En»generalnqu

tro conocimiento acerca de estas relaciones empieza por la me
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dicina. Un ejemplo tipico lo constituye el uso terapefitico de
los glucocorticoides como inmunosupresores,antileucémicos y an
tiinflamatorios. bespués de:haberlos utilizado como tales du-
rante tres décadas, y aunque Selye (2) ya haya previsto para

ellos un papel inmunosupresor fisiolbgico relacionandolo con
el "stress", en la década del 50, sblo recientemen£e se postu
la que una de las propiedades~hormonalés de los glucoéorticoi

des. podria ser la que afecta el sistema linfoide y otros com

ponentes del sistema inmunolégico (3). Otro ejemplo, este més

relacionado con el objeto de esta tesié, es el de la induccidn
de poffitinasyporﬁlos"metabolitosjssreducidos'de la Progeste-~-
rona y de los andrdgenos.

| Este hecho, én efecto, se ha reconocido en clfinica,
(pOrfirias inducidas por esteroides como enfermedades ligadas
a genes autosoméles),(véase por ejemplo, Anderson (4) y Pfa-
ffenberger (5)},y se ha tratado de reproducir en una variedad
de sistemas experimentales tales como higado de embridén de po
ilo (6), higado-de rata {7) » reticulocitOSrde conejo {8), cé-=
luiasﬁde la médula 6sea humana (9), etc.

A semejanza de lo ocurrido al principio con lés cor
tiCOides inmunosupresores, los experimentos efectuados hasta
ahora con esteroidesG@XRmtbresrde ;a porfirinogénesis,rutili—
zaron dosis altas de inductores (10). Sin embargo en estecam
éo,: a diferencia de 1los glucocorticoides inmunosupresores;

no se ha llegado atin a la etapa de estudiar supuestas corre-
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laciones fisiolbgicas entre 58 reducido-inductor y porfirina-

inducida.

En esta tesis se ha pretendido aplicar los dos nue-
vos éonceptos mencionados, el de 1la multiplicidadbintegrativa
de la regulacién y el de las fronteraé méviles de la endocri-
nologia, a ﬁn modelo clisico de la evoluéién ontogenética au-
ténoma (i.e indepeﬁdiente dél organismo materno),.el4embrién
dé pollp.

La tesis toma como eslabdn de referencia-de un eje

regulatorio a la progesteroha/ investigando luego a través del

_desarrollo.embrionaxio y del recié&n nacido-los siguientes pa-
rametros relacionados éAoVarios y corteza suprarrenal: “hacia
abajo",_conténidds tisulares de progesterona, reduccidn de di
cha hormona a SB—reducidos y -actividad de 6—ALA-Sintetasa(8—é
LA—S)} "hacia arriba", niveles de progesterona (y de estrbge-

nos), niveles séricos de LHf~cohcentraci6n pituitaria-de LH y

~ FSH.

‘Una'hipétesiS“deftiabajomque:supone.ia:existencia en
glédndulas funcionantes, del eje.,...
Hipéiisis
Hormbnés hipofisarias
Progesterona
58-reducidos

§-ALA~-Sintetasa



se veria apoyada por corréiacionés entfe perfiles de desarro-
llo de estos parémetros y confirmada por 1los clésicoé experi-
mentos fisiolbgicos, consistentes en la supresién de cada uno
de estos supuestos eslabones, que tendrfa que acarrear la su-
presidn de los supuestos eslabones-efecto. El experimento se
habria .de completar con el reemplazo exbgeno del eslabén pri-
mariorjréemplazo'que tendria que redundar en 1é ieaparicién de
los eslabones—efeCfos;

De acuerdo con esté'ésquema vy dentrQ de las‘limita—’
ciones,metodolégicas‘de nuestro grupo de trabajo, se investi-

garon los siguientes parémetros:

1- Evaluacién de la concentracidén de LH en hi-
pSfisis de embrién de pollo hembra en los estadios de 13, 15,
17, 19 dias y en recién:nacidos, mediante la utilizacibén de in

munoensayos homélogos.

2- Determinacidn de la concentracidn de FSH en

hip6fisis de embridn de pollo hembra, ‘en.los estadios citados

en 1.

.3- Determinacién de los niveles de LH en suero

de embribn de pollo»hembra; en los'estadios citados en 1.

4~ Evaluacibén de los niveles de_E2 en suero de
embridn de pollO»hembra-eﬁ los estadios citadoé en 1,

5~ Déterminaciéh de los niveles de progestero-—
na en suero de.eﬁbrién de pollo hembra-en lésgestadios, cita-

dos en 1.



6~ Determinacién de la concentracién de proges-
terona en adrenal, ovarios izquierdo y derecho del embridén de
pollo héﬁbra, en los estadios citados en 1.

7= Evaluacidén in vitro del grado de estimulacidn
de la secreeibdn de progesterona y estradiol en ambos ovarios
del embribén de pollo hembra, en los estadios citados en 1.

'8~ Evaluaci6n de los niveles de transformacién,

de progesterona a sus metabolitos 5a y 58—pregnanodiona; en o-

-varios, adrenal e higado de embrién de pollo hembra en los es-

tadios citados en 1.

9- Determinacibn de los niveles de actividad de
la.eﬁzima éALA—Sintétasa, en ovarios, adrenal e higado de em-
brién de pollo hembra, en los estadios citados en 1.

10~ Fihalmente se suprimib, mediante inhibidores
farmacoldgicos, la esteroidogénesis; lo que produjé una notable
diéminucién de SALA—Sintetasa..Luego; ébn el agregado a modelos
suprimidbs de 5B-pregnanodiona, en concentraciones calculadas

como fisioldgicas, se logrdrestablecer :-totalmenté la activi-

dad de la SALA-Sintetasa.



ORGANIZACION DE LA TESIS

El cuerpo central de esta tesis se dividird en tres

capitulos.

En el primero.de ellos se describe la "Embriogénesis

y sistema endécrino de1 pollo". Este capitulo contiene datos
acerca del desarrollo embrionarib general del pollo, desde la

fecundacién del huevo hasta su nacimiento. Y una descripcidn

. anatémica, embrioldgica e histoldgica de las gléndulas enddcri

nas de nuestro interés. Ademés contendrd la informacidén cono-
cida sobre maduraciones,‘tanto nauxendﬁcrinas como periféricas;
sqbre todd, en lo que se refiere a los inicios de cada inter-
relacidn (interlocking) entre glénduiéé_y entre glandulasy sis

temas.

Toda esta informacidn sobre el embrién de pollo ocu

' pa este lugar, dado que en general se halla diseminada en ' la

bibliografia disponible y no siempre con claridad croholégica.
| El Segundo capitulo comprende el estudio, a través

dél desarrollo embrionario, de la sintesis y éecrecién de hor
monas‘esteroides pbrxlos ovarios del embridn de pollo y la in
duécién que ejerce‘lé hip6fisis sobre esa produccibn esteroi-
deé.

El tercer capitulo incluye lo referente a la produg.
cibén de metabolitos reducidos de la progesterona y sﬁs relacio

nes con el camino metabblico del Hemo, a través de su primera



enzima, SALA-Sintetasa.
En estos dos Gltimos capitulos se disfinguen clara-
mente los antecedentes bibliogr&ficos incluidos en las respec

tivas introducciones, de Material y Métodos, Resultados y Con

clusiones propios.



CAPITULO 1

“EMBRIOGENESIS Y SISTEMA ENDOCRINO DEL POLLO"

Los conocimientos acfuales sobfe paleontologia permi
ten inferif que~las'aves se originaron hace aproximadamente dos
cientos miilones-de aﬁos, én los albéres dé la‘era mesozoica,a
partir de,igs reptiles.

Por ese entonces, ya durante el periodo tridsico(11)
ciertos pseudosﬁquidos.como los éuparkeria (especie de‘iagartos
pequefios, carnivoros, con extremidades anteriores més cortas
que'las'pOSteriores),_empezaron a evidenciar algunos raégos e-
senciales de lés aves, como los relacionadOS‘con‘la postura bi
peda.

_Poco'méSwtarde; eh el jurésico, las aves apareciéron
en profusién,_peré todavia existian en ellas una serie de ‘caf»
raCterés.reptilianos. |

Ejemplo de ello 1lo conétituyen los péqueﬁos Ardheop—
tefix; con cola de lagarto y'pico dé péjaxo pero con dientes;

hasta los grandes Hesperornis e Ichtornis, las aves mayores que

- se conocen y que presentaban también dientes y vértebras bicdn

N
cavas a semejanza de los peces. '

_ Es probable que la evolucidn de los :reptiles’” hacia
las aves haya obedecido a mecanismos o influencias complejas y

similares, pero de otro tipo que las que determinaron la evolu



cidén de los reptiles primitivos a especies o grupos més recien
tes, como los pterosaurios, dinosaurios o coéodrilos.

Andlogamente, no obstante las evidencias de que res-
ponden a un plan u origen bésiCo-comﬁn, las aves contemporéaneas
presentan una gran diversidad de detalles en sus estructuras y
costumbres. | |

L.a poblacibén aviaria actual reconoce una primera di-
visidn en dos Subclases, seglin 1la forma del esternén. Asi 1las
aves aquilladas o carinadas poseen el esternén formando,una qui
lla o cresta central y los r&tidas'portan esterndén liso y cha-
to.

Estas caracteristicas se relacionan con el grado de
desarrollo de las alés, y, por lo tanto, con la'potencialidad
del vuelo del ave. Todas las‘aquiiladas tienen alas mas O menos
desarrolladas Y éor ello, son>Volaaoras, Los ratidos. o de é§
terndén liso,.son, en cambio, aves corredoras como el aVestruz,
qué tiene las alas atrofiadas.

Una clasificacién-més—minucioéa’yAconsienzuda subdi-
vide ai conjunto de“laé aves en -nada menos que 40-6£denes-dis—
tintas,Auno de los cuales, las galliné&ceas, quevpertenecen ala

subclase de aquilladas o carinadas, serd objeto a continuacién

de una breve descripcidn en particular.

Se trata de aves terrestres y granivoras (12), capa-

ces de vuelos cortos y répidos, algunos de cuyos rasgos estruc

turales son primitivos. El paladar, por ejemplo, difiere tanto
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del de las aves modernas que’avala este concepto.

Ambos sexoé muestran con frecuencia, significativas
diferencias en tamano y plumaje.

El nido, constituido generalmente en el suelo, es
simple, y los huevos, numerosos, son de color_blénco liso o man
chados.

Las crias se dgsarrollan'con rapidez luego del naci
miento.

.Al orden de laé gallinéceas”pertenecen muchas espe-
cies de éxito ecoiégico notable con distribucién universal, en
tre las qué cabe mencioﬁar: Gallus (gallo y gallina); Phasianus
(faisan); perdix (perdiz); Lagopus (perdiz nival); Meleagris
(pavo) ; Nﬁmida (pintada); Pavo (pavo real) y Opisthocomus (hoa
cin).

| La especie Gallus (gallo y gallina) merece particu-
lar atencidén por muchas-razones que van desde el significado a
limenticio que tiene para el hombre, pasando por su importancia
ecdnémica, dada la'f&cil obtencidn de carne'y huevos, haéta lle
gar al potencial que representa como elemento de investigécién
en ciencias biolégicas.

Este pequeno animal, que ofrecé mGltiples poéibili—»
dades de variabilidad genética, posee un tronco rigidé; corto
v robuéto, en tanto que el cﬁello es largo y mbévil, terminando
en. una cabeza>redondeada-y provista‘de.un pico cérneo. Los. miem

bros pelvianos estén perfectamente adaptados a la locomocidn te
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rrestre en tanto que los tor&cicos est&n modificados en alas.
La cdla es muy corta e inmediatamente debajo de ella existe u
na abertura cloacal tranéversa que es el orificio comin de los
aparatos digestivos urinario y reproductor.

Lé cresta, las barbillas y los espolones del gallo
son mucho mayores que los de la gallina.

Para eéta especie, el periodo de désarrollo embrio-
nario hasta el nacimiento es de 21 dias. |

‘La comprensidén de la embriologia del pollo, ée ‘remon
ta a mas de 2000 afnos.
| Ya en Historia Animalium, Aristb8teles, (384-322 ac)
efectfa una descri?cién detéliada del embridn de pollo.

En los inicios de la era cristiana, el erudito roma
no Plinio Cayo Segundo (El viejo) (23-29 d.é.) se ocupd del te
ma en su obra Historia Naturalis.

, ‘ Varios'siglos déspués, en el Rehacimientd} el natu- .
ralista italiano Ulises Aldrovandi (1522-1619) detallé; en su
Opera Omnia, 1osiestadios-tempranos del desérrollo del embridn
de pollo. Y su contéméoréneo, Fabricioide Aguapendente (1537—
1619), anatomista y cirujéno de renombre, efectfio m&s aportes
en su obra Formatione Ovo:et”Pulli}

v Uné geﬁeracién mds tarde, Marcelo Malpighi (1628 -
1694) que pasaré a la inmortalidad porlla descripcidn de los
corpflisculos renaié;:que llevan‘su nombre,’contribuy6 también'a

la comprensidn del tema a través de su De Formatione Pulli in
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Oovo y de Ovo Incubato.

Otra etapa, si se quiere m4s cientifica,enr el estudio
del embrién de las aves fue jalonada por el fisico alem&n ~Al-
brecht Haller (1708-1777) cuyas notables observaciones ' acerca
del pollo en particular apareciérén en su obra Elementa Physio
logiae Corporis Humani. |

Como acabamos dé citar; durante diecinueve siglqs,el
hjuehacer embriolb6gico recibid impuléo gracias a.ésporédicas des
cripciones realizadas por un grupo reducido de inquietos gran-
des hombres cuyos hallazgos fueron més ta#de rescatados en Spe
cieile thsiologie des Embryo (W. Preyer, 1885) y The Develop
ment of the Chick (F.R. Lillie, 1908). | .

Cbn el comienzo dél siglo XX, se incrementd el nmero

de investigadores sobre el tema y ya entonces algunos de ellos

preStaxog-atencién especifica a distintos fenbmenos fisicos vy

quimicos asociados con el desarrollo embrionario.

Pero sin duda quien descolld en el andlisis de la eg
briolqgiaﬁCOmparativa enfatizando en el ave, fue J. Needham con
la presentacidn de su libro Chemical Embriology en 1931.

Luego, la multiplicidad de investigadores que aborda

ron el tema y la cantidad de datos cientificos obtenidos y dis

ponibles hicieron del embribén de las aves un elemento de expe-

rimentacidn excepcionalmente Gtil por su versatilidad y - otras

razones.
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EL EMBRION DE POLLO

La embriogénesis comprende las siquientes etapas de

desarrollo:

La‘fecundacién que comienza con la unifn del mate-
rial‘nuclear del espermatozoide con el 6vulo. Proceso altamen
te.éomplicado que desencadena un gran nlmero de cambios fisico-
quimicos y transformaciones metabblicas.

La segmentacibn, perfodo en el que se producen una

serie de divisiones mit6ticas, que dan lugar a la formacibén de

blastémeros o células hijas.
El huevo se divide s6lo parcialmente, debido a la

gran cantidad de vitelo, en un determinado nfmero de blast6-

meros sin modificar su volumen.

Al final de esta etapa el embrifn presenta una cavi-
dad o blastocele y se lo denomina disco-bl&stula.

La gastrulacibn, es el conjunto de procesos morfoge-

néticos que dan lugar a la formacifén de las tres capas funda-
mentales en los metazoos.

En esta etapa existe una actividad mitdtica baja y
se produce la migracibén de los blastbmeros que dar&n origen
al ectodermo, mesodermo y endodermo.

En este tipo de embrién no se forma un verdadero
arqueteron.

Las tres capas embrionarias dar&n origen a distintos
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tejidos y 6rganos, asi el éctodermo, originard la epider-

mis y sistema nervioso; el endodermo  los sistemas respi-

ratorio y digestivo, y finalmente el mesodermo- , el esque-

leto, la musculatura, los sistemas urogenital y vascular,
el revestimiento interno de los 6rganos y la cavidad secun-
daria del cuerpo.

La cuarté y ltima etapa es la organogénesis, en

la que se formar&n los esbozos primarios de los 6rganos.
A la par que se produce este-proceso, ocurren’
simult&neamente el crecimiento y diferenciacibn celular.

Durante el desarrollo embrionario, se producen
en forma cronolbgica una serie de eventos morfolbgicos y
bioquimicoscmn;considero oportuno destacar.

A las 24 hs. del desarrollo, aparecen los plie-
gués neurales, a partir de los cuales se originar8n las re-
giones anteriorés y posteriores del cerebro y comienza a
vislumbrarse el esbozo del cerebro, del sistema nervioso y
de los 6rganos sensoriales (oidos, ojos, nariz),(fig.N°6).

La circulacién tanté embrionaria como extraembrio
naria se forma al final del primer dfa y al comienzo del
segundo. |

A las 44 hs. el coraz6n empieza a latir, abaste-

ciendo una vasta red de vasos.
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'En el estadfo de 33 hs. se completa el cierre del ce
rebro antérior, el procencéfalo se hace prominente y se insi-
nGan las vesiculas 6pticas y los primeros ganglios craneales

(fig. N°7).

Por este periodo tambi&n, el pedfinculo del segmento

primitivo, originario de la l&mina urogenital, se separa de las

restantes capas del mésénquima y por diferenciacibn ulterior,

derivan de ella el aparato urinario y genital., El desarrollo

procede en tres estadios, la primera estructura formada,el pro-

nefros degenera répidamente; la seqgunda, mesonefros, contribu-

ve a la formacifén del sistema genital y la tercera, metanefros

permanece en el rifnén definitivo.

Hacia el final de este periodo las células del epi-

telio peritoneal del mesodermo comienzan a migrar para dar o-

rigen a las c&lulas corticales de la glé&ndula suprarrenal. En

cambio la médula se originar8 varios dfas después debido a la

migracién de las células cromaffinicas del primordio del siste-

ma nervioso simpético, de origen ectodérmico (13).

Con el répido crecimiento del embribn, a las 36 hs.,
este empieza a girar-lentamente sobre si mismo para adoptar su
orientacibn definitiva al cuarto dia.

La enzima 3/ -OH esteroide dehidrogenasa se ha pues-
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figura n°7: ESTADIO DE 33 HORAS -VISTA DEL CONJUNTO-

1.proamnios-2.procencéfalo-3.arco adrtico I-4.ralz aortica dor
sal-5.tronco arterial-6.intestino anterior-7.corazé4n-8.vena on
falomesentérica-9.1limite posterior del tubo digestivo-10.tubo

nervioso-1l.drea pelficida-12.somito-13.arteria onfalomesentéri
ca-14.seno romboidal-15.l1inea primitiva-

("Embriologia", Houllibén, Ch. pag. 88).
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figura n°6: ESTADIO 24 HORAS

A: Visto del conjunto - B: Corte en el nivel X.- C:Blastodermo
aislado y replegado. -
l.proamnios-2.prosencéfalo-3.intestino anterior-4.1imite poste
terior del tubo digestivo-5.regién somitica-6.placa neural-7.
corda-8.1l1nea primitiva-9.4rea pelficida-10.tubo nervioso-11l.tu
bo digestivo-12.mi6tomo-13.pieza intermedia-14.somatopleura-15.
esplacnopleura-l6.vitelo-17.celoma de ldminas laterales-18.re-
corte del blastodermo-l9.arqueteron primario-20.yema.
("Embriologia", Houllibén, Ch. pag. 88).
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to en evidencia por estudios histoquimicos en lo gque los auto-

res7denominan "estadio 22" (correspondiente a 45 a 52 hs. del

desarrollo), en células que no tienen afin un emplazamiento de-

finitivo. (14). .

Ya en el estadio de 48 hs. el blastodermo desarrolla

L -

las enzimas necesarias para convertir Testosterona a méthbolitos

5R-reducidos (Acﬁiﬁidad reductdsica) . Este hecho fue comproba
do pér Parson, I.C.en 1970 (15).

Los miembros se bosquejan entre el_segundo y tercer
dia, al cuarto dia se reconoce los inicios de las patas y .‘de
las alas y se separa la cabeza del cuerpo, con formacidén del
cuello. Por ese entonces se inicia también el aparato respira
torio'y los primeros sacos aéreos pueden verse en el sexto dia

como abultamiento de la pared de los pulmones.

‘Asimismo algunos autores sastienen que las gonadas,

ain indiferenciadas comienzan a producir estrbgenos (16).

En el quinto dia puede decirse que el embribn esti

definitivamente-esbozado en todos.-sus 6rganos (fig.n°8).En es-

~ te _dfia mucho otros tejidos ya poseen actividad funcional. Se

demostrd la presencia de corticoides en los esbozos adrenales,

utiliZando para ello el test bioldgico propuesto por Pederne-

ra en 1971 (17). Asi mismo. se determind inmunocitoquimicamen—

te la presencia -en adenohip6fisis, de cé&lulas productoras de

LH (18). Esta presencia es previa a la diferenciacidn de Ia hi-

péfisis gque ocurre ai sexto dia del desarrollo (19).
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Al comienzo del quinto dfa se concreta la vasculari

'zacibn de las gonadas de ambos sexos y esto es evidenciado ri

pidamente, dado que al 5 1/2 dia se detecta la presencia de an-

vdrégenos en sangre periférica (20). Al sexto dfa se encontra-

ron l1l7-cetoesteroides en los anexos embrionarios,

{21).

Las primeras-plumas aparecen al octavo dia de incu-

bacibén y el emplume se completa en el décimo tercer avo dia.

La diferenciacién sexual de las gonadas y de las a-

drenales ocurre entre el 6°-7° y 7°-8°respectivamente (22).En

el 8° dia se observa en los cordones medulares del ovario una

importante sintesis de estrfgenos (23).

En plasma de embrién de 7 1/2 y 9 1/2 dias se detec-

t6 la presencia de estradiol y estrona réspectivamente (24) vy

préximo al décimo dfa, ambas hormonas se detectaron en el 13-

quido amniéticb (25).

Pero el evento enddcrino mis importante ocurre en el

estadio de 13 dfas: es en este momento en que los componentes

del eje hipotdlamo-hip6fisis-glandula endécrina.se~hallanvma—

duros y se interrelacionan entre si. Es lo gue se ha dado en

llamar interlocking end6crino. (18).

Todo este cronograma se puede aplicar a los ejes hi
potdlamo-hip6fisis~ovario e hipot&lamo-hipb6fisis-adrenal.
La maduracidn gradual del eje hipotdlamo-hipbfisis-

gonada transcurre en tres periodos bien definidos (18).



El primero de ellos (el m&s temprano) de autonomia go
nadal, durante el cual lza sintesis y secrecidn de hormonas es-
teroides por las gonadas es inde?endiente de la regulacién hi-
potélamo—hipofisaria.'(dés&e el dia 5,5 al 12,5 del desarrollo
aproximadamente) .

Un segundo periodo (intermédio) 0 hipofisario gona-
dal rudimentario, en el gue el desarrollo gonadal y la sintesis
y secrecidn "aceptan" su dependencia de las gonadotrofiﬁas hi-
pofisarias (aparentemente un periodo muy corto coincidente con:
el dia 13).

Y finalmente, el tercer periodo, a partir del dia 13'

en el gue el eje hipotidlamo-hipofisogonadal est& maduro y en el

cual se establecen ya la interaccidn entre los componentes hi-

‘potaldmicos, adenohipofisarios y gonadales.

Una situacidén similar ocurre con las adrenales (25),

por 1o gue estas consideraciones nos determinan de alguna mane-

ra, el estadio a partir del cual resulta operativo estudiar la

regulacidén-de estercides en ovariocs y adrenal por trofinas hi--

pofisarias, es decir el dia 13 del desarrollo embrionario.

Finalmente, para concluir con el desarrollc del em-
bridn ée observa gue la calcificacién del esqueleto comienza en
el 10° dia y termina hacia el dia guince de incubacidn.

En el dia 16 . rarecen las formaciones cdrneas como

el pico, etc. En este dia se ha consumidoe toda la albtmina.

El dia veinte disminuve el liguido amnidtico, el pi
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co aparece en la c&mara de aire y comienza la respiracién pul-

monar. El allantoides se deseca entonces lentamente. En el dia

- veintiuno el embri6n gira sobre si mismo y mediante el diente

c6rneo ataca la c8mara. Se produce lentamente la eclosiébn.

Nb podemos finalizar los comentarios sobre el desa-
rrollo del embribén de pollo sin dejar de mencionar el aspecto
nutricional del mismo, |

La albfmina es una sustancia esencial que no sélo
contribuye a la formacibn de las estructuras sino que mantie-
ne el medio que circunda el blastodermo en su pH Sptimo (26),

asimismo es de resaltar la importancia de los amino&cidos y

las vitaminas para la promocibn del crecimiento (27) y 1la gluf

cosa cuyo metabolismo es indispensable, sobre todo en los es-

tadios iniciales (28).

Pattern, B.M. Foundations of embryolcgy .2°Ed. 1958,
Mc Graw-Hill Publications in the Biological Sciences.

La hip6fisis es quiz§,la m&s importante de las glén-
dulas end6crinas en el pollo adulto,ya que,ademis de secretar
sustancias consideradas esenciales per sé& para la homeostasis,
actia mediante las hormonas, como céordinaddra o reguladora de
otros elementos endbcrinos.

En el embribén, ademds su rol esta ligado,entre otros,
a un aspecto embriolSgico determinante como es la diferencia-
cifén sexual. |

En el animal adulto se visualiza como una evagina-

cibén redondeada que pende del diecencéfalo por el tallo hipo-



fisario y est8 alojada en la silla.turca, una concavidad gdel
hueso esfenoides, situada debajo del gquiasma en la base del cr&
nec. {(2%9}. |

Pesa aproximadamente nueve gramos y el cuerpo glan-
dular est& dividido, en el pollo, en dos partes: anterior o a
denohipbfisis y posterior o neurohipéfisié, gue reconocen dis
tinto origen vy funciones. (30).

La adenohipbfisis, a su vez presenta dos 1l&bulos(31)
uno ventral méds grande o pars distalis y otro dorsal més  pe-
queno o pars tuberalis.

La neurohipb6fisis posee como principal estructura,
el 16bulo neural gque se ubica dorsalmente a la porcidn caudal
de la pars distalis.

Toda la hipéfisié estd encapsulada por la duramadre
y la irrigacibn se debe a ramas de la cardtida interna para el
16bulo anterior y a lgs arterias hipofisarias para el pbste—
riocr. La sangre devlas pars distalis es drenada directamente
a2l seno cavernoso (31).

Las prinéipaleé fibras nerviosas gue pasan del cere
bro a lapituitéria son los fasciculos hipot&lamico - hipofisa
rios gue transcurren por el tallo hipofisario (29). |

Les nervios de este tracto llegan a la regién dorsal
del guiasma Optico, nlGcleos situados en la pared del tercer
ventriculo (30). |

Las fibras nerviosas mencionadas llegan hasta las
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pars tuberalis y aparentemente.ﬁo inervan las éars distalis.v
(32).

Desde el punto de vista embriol8gico, la adeﬁohipé—
fisis es una estructura ectodérmica que se origiﬁa a partir de
la bolsa de Rathke; evaginaciénbesta ﬁitima del epitelio‘oral
que tempranamente se dirige desde la Cavidad bucallmwiaeﬂ_dig
cencéfalo. |

En tanto, la neurohip6fisis esboza a partir dei die
cencéfalo, reconoce un ~ origen ectodérmiéo Yy se encuentra bien
formada a partir del séptimo dia de incubacién.

| La primera evidencia del desarrollo’hipofisario la
constituye una evaginacifén ectodérmica en el techo de la cavi'
dad oral que aparece después de 43-46 hs. de incubacidn y da-
rd origen a la bolsa de Rathke (33).

Esta evaginacifén consiste en una capa de cé&lulas si
tuadas bajo el tejido mesodérmico anterior res@ecto de la no-
tocorda y en iIntimo contacto con la base del cerebro.

Una vez formada, la bolsa de Rathke ~o hipofisaria,

se expande lateralmente hacia arriba. A las noventa y seis ho

ras de'incubaciénbse distingue ya el esbozo del pars tuberalis
(19) ; mientras que en el sexto dia se diferéncié totalmente la
regidn caudal de la pars distalis.

En el embribén de siete dias, la hip6fisis posee dos
formaciones anguladas a 90°, una de ellas es paralela a 1é ba

se del cerebro. La otra es paralela a un tallo epitelial gue
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conecta can el techo de la boca.

2l ir desapareciendo el tallc, la porcién hipofisa-

‘ria que le era paralela se aleja de la faringe y busca su ubi

cacibén difinitiva, también en la base del cerebro (34).

La contribucidn cerebral para la formacidn de la pars
nerviosa comienza con el desarrollo‘del proceso “infundibilar
en el embridn de siete dias.

En ei embribn de catorcé dias el proceso infundibu-
lar es méds glandular y su tallo, previamente del todo ~epite-
lial, estad rodeado de fibfas nerviosas (35).

En el embriéh de trece dias'apa;ece rodeando lapafs
distalis, uné_hoja de tejido conectivo-que-se transforma en u
na densa cépsula periglandular en 1os‘dieciseis dias de incu-
bacibn. |

Respecto de la citologia, en un primer momento las

células de la hip6fisis son epiteliales no especializadas .y

luego de la diferenciacidén se observan tres tipos celulares ma

yoritarios; las acidéfilas7‘baséfi1a5’y'croméfobas["éétOSmﬁl—» i
timos, a su .vez, precursores de los anteriores.
Es dificil determinar el periodo exactq de aparicidn
de todas estas cé&lulas, dado que esto depende en gfan ﬁédida,
de la té&cnica histoldgica utilizada.
Las células basb6filas generalmente aparecen .antes
gque las aciddfilas. Es asi como Wilson en 1948 (36)‘determin6

la presencia de cé&lulas bas6filas en el 16bulo anterior de 1la



pituitaria va en el sexto dia de incubacién, mientras que Mos
cona y Moscona (37), ancs mds tarde, encontrarcn unas pocas cé
lulas cromfilicas de ambos'tipos en el primer dia.

Por otra parte otros autores (38), recién observaron
una marcada basofilia, en el octavo dia y en ambos 16bulos.

De todo lo anterior se deduce que la embriogénesis ci
toldgica transcurriria asi: las primeras células baséfilas que
aparecen al sexto dia tienen grdnulos negros y son inmaduras.
Hacia el octavo dia, las grandes y redondeadas células bas6fi
las aparecen'eﬁ el lébulq cefdlico y en la terqera semana de
ihcubacién, las‘baséfilas.del 18bulo caudal comienzan sﬁ dife
rengiacién‘final.

Simulténeamente con esto filtimo =algunas &aesmscéhﬂas
caudales basé6filas inmaduras adguieren cierta aciddfila hacia
el dia dieciocho y sé transforman en acidé6filas caudales (39).

Durante este periodo la pituitaria embridnica se col
ma de.células acidéfilas muy coloreadas gue r&pidamente se res

tringen al 1&bulo caudal.

En el animal adulto, con ambos tipos celulares bien
difer@xﬁados, a su vez, se pueden distinguir entre las baséfi
las dos subtipos, a_saber: a) las células gue contienen gluco
proteinas, cuyas propiedades.citoquimicas ?ermiten agrupérlas
dentro de las Pas+ (&cido peryddico de Shiff) (40) .Entre -ellos
se encuentran, las células B (cef&licas), ¢ (ceféiicas y cau-

dal) vy v {caudales).



b) las cé&lulas k (cefilicas o de am
bos lébulos), cuyo nficleo se tine de hematoxilina y que perte
necen a un tipo celular mixto y no reaccionan con el PAS.

Entre las c&lulas acid6filas, se distinguen dos sub
tipos como: a) las células proteindceas, del tipo o (caudales)
y n (cefdlicas) y b) las células ¢ (cefélicos) de tipo mixto.

| Todos los grupos celulares arriba citados, poseén ca
ractetisticas tintoriales y propiedades citoquimicas bien de-
finidas/y facilmente diferenciables (41).

‘'Los métodos histoldgicos han perﬁitido asi demostrar
la presencia‘deldiversoé tipos celulares en la hip6fisis de
las avés y por otro lqdo, los procedimientos bioquimicos han
permitido estéblecer que la gléndula segrega un nlimero de hor
monas que estaria correlacionado con cada tipo celular.

A continuacién reseflaremcs brevemente las hormonds,
su actividad y lavcorrélacién menéionada.

Fraps y col. en 1947 (42), sugirie:on;la existencia

de una LH vy una FSH en hip&fisis.de pollo, pero sblo fue com-

'prdbada veinte anos después por Stockell Hartree y - Cunnigham

(43) guienes aislaron dos fracciones hormonales, tutilizaﬁdo
técnicas de bioensayo con sﬁandards,de.mamifero.a

No se han podido desarrollar ain, ensayos especifi-
cos para identificarlos. Hasta la actuaiidad s6lo contamos con:

1) Bioensayo en mamiferos: es una técnica bastan

te aceptable y se basa en el método de la deplecidn del &cido



éscérbico en ovario de rata (OAAD) (44), y el aumento del pe-

so del ovario de rata (45).

2) Bioensayos en aves: depende de

la habilidad de las'qonadotrofinas para estimular el crecimien
to testicular en pollo joven (46) y finalmente;

3) Inmunoensayo: que utiliza anti-

suero de otra especie (ensayo heterblogo). Este ensayo no es
especifico dado gque se préducen reacciones cruzadaé (47) . Uti
lizando antisuero y hormona purificada de pollo (ensayo hom&-
logo) (48) la técnica aumenta significativamente su especifi-
cidad.

Se‘desconoce‘en aves, la_funCién_exacta de ambas go
nadotrofinas puras.vSin Embérgo cuahdo FSH de mamifero es in-
yectado en pollos produce el crecimiento de los tdbulos semi-
niferos, favorece la diviéién meidtica de los espermatocitos
pfimarios, que‘qonduce a los secundarios vy posiblemente favo-
fece_también la divisidén de la espermatogonia. Asimismo la LH
dé'mamifefo estimula la produccidn de andrégénos en célﬁias de
Leydig (49, 50).

En avés hembra, las gonadotrofinas de mamiferos es-
timulan el crecimiento folicular, 1la ester@idogénesis.y]a.fql
cionalidad del oviducto, pero no-esté bien determinada la ac-
cién de una u otra hormona en estos mecanismos (49,>50, 515.

Al igual gue en mamiferos, la. LH induce_la ovulacidn en aves.

(52) .
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Las hormonas gonadotréficas glicoproteicas parecen
estar relacionadas con las célulaé PAS+ del tipb By las del
tipo v (53).

La TSH de pollo fue parcialmente purifiéada (54), vy
se encdntré gue es en cuanto a actividad y guimica, similar a
la TSHm; es decir ﬁna glicoproteina de alto PM que se identi-

fica con las célulés § (o-las azul alcian +), cuya actividad

' es mayor en el 1ébulo cefdlico.

La TSHa mantiéne el trofismo de la tiroides, éstimg
la la produccidn de tiroxina, y regula el metabolismo de Izeh

esta gléndula..

Otra hormona édenohipofisaria dél pollo es la ' PRL,
sustancia prbteica de PM 32:0d0;

Ei efecto de PRL estéd asociadd a una serie de even-

tos que directa o indirectamente estadn relacionados con la re

‘produccién, y muchas veces requiere de la‘presencia de otras

suStancias endbcrinas para producir una respuesta completa.De

-esa forma la PRL de ave-junto a-hormonas esteroides provocan

la hiperplasia de la placa de empolladura, evento gue induce
en el ave‘el instinto ae empollar los. hueves (55).

Las cé&lulas gue probablemente intervienén.en la pro
duccidn de fRL, son la acidéfilas 7.

El ACTH de ave al igual que el de mamifero, es 1l&-
bil ai calor y-al pH (56). Es.un péptido de alto PM, cuyo pun

to isoeléctrico se halla a pH 4,7.A
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Es capaz de estimular la produccién de Cofticoides
por la suprarrenal. Se relacionaria con las cé&lulas € de la a-
denohipdfisis.

La melanotrofina (MSH) es probablemente la primera
hormona en aparecer durante el desarrollo embrionario del po-
1lo, aproximadamente al 5° dia de incubacidn.

Su actividad aumehta durante el segundo periodo;rpgg
manece constantevdespués del nécimiento. Parece intervenir en
el control de la pigmentacién del plumaje (57), ylsé relacio-
naria con las célulaé hipofisarias del tipo «. |

Se ha observado quevel extracto de pituitaria de po
1lo posee actividad de hormona de crecimiento (GHa), dado gque
al ser inyectado en ratas inmaduras hipofisectomizadas provo-
ca el ensaﬁchamiento de la epifisis de la tibia, el aumento
del peso corporal ¥ la retencién'de N2 (58) . Esta actividad es.
ocho veces menor que la de un‘extracto de pituitaria de rata,’
lo que reflejaria ei bajo nivel dé GH en el pollo, o diferen—_
cias de estructura y/oractividad enfre especies. Inmunoldgica
mente antiGH bovina no tiene reaccidn cruzada con el extracto

de pituitaria de pollo (59). Posiblemente esta hormona sea se

cretada por las células a.

EL OVARIO

El sistema genital de los pollos comprende, Srganos
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EL OVARIO

El sisﬁema_genital de los pollos comprende, S6rganos
primarios 6 gbfnadas en las que se desarrollan las células ger-

minales y Organos accesorios que .conducen las gametas fuera

del cuerpo.

Las hembras poseen un ovario funcional izquierdo y

un ovario derecho rudimentario.

Respecto del izquierdo, se trata de un S6rgano redon—_v
deado, poligonal, dividido en l&bulos, arracimado y de‘consig
tencia friable, |

‘Yace debajo y delante del rifidn fijado en su posicién'
por un ligamento y tejido conectivo. Esté‘reiacionado por delan
te,con los pulmones,el diafragma, el hfgado y el inteétino;
por arriba, con los pulmones y por detrds con el oviducto y el

intestino.

- 8u tamano, que depende del estado funcional,varia en
la gallina adulta, entre el de una avellana y el de uh huevo.
La irrigacibn est& a cargo de laiarteria ovéricé,ra—
ma de lavrenolumbar o de la aorta (29), y la sangre es drenada
por grandes venas que se anastomosanky convergen formando la ve
na anterior y la posterior que desembocan en la cava (60).
Desde el punto de vista del estudio del parénquima,

cabe sefialar en primer lugar que el ovario del pollo sigue el
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modelo de los vertebrados. Y es asi que al corte se distingue
en su interior una zona cortical o corteza, externa,y otra zo
na medular o interna. '

En su periferia se encuentra el epitelio germinal
integrado por foliculos,cada uno de los cuales contiene una
célula ovular (ovocito u ovogonia).

Una cantidad limitada de estas cédulas madura du-
rante el transcurso de la vida aniﬁal para dar origen a los
6vulos maduros y un gtan ntmero de ellos sucumbe (atresia fo-
licular).

Respecto de la zona medular, qué ocupa la parte in-
terna del 6rgano, est8 integrada por un estroma de tejido co-
nectivo, gran cantidad de vasos y nervios, células intersti-
ciales y cordones celulares producto de la invaginacién del
epitelio germinal.

Existe una asimetria entre‘ambas‘gonadas, que‘se
acent@a durante el desarrollo embrionario. Desde un punto de
vista antfmico, la gonada izquierda posee una incipiente cor-
teza que rodea la médula, mientras que la gonada derecha con-
siste fundamentalmente en tejido medular rodeado de s6lo par-

ches de corteza.

Los ovarios tienen origen mesodérmico, la médula

proviene de los cordones medulares renales y la corteza de
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la cresta germinal.

Rugh,R. Vertebrate Embryology . The dynamics of Development
1964, Harcourt, Brace y World. Inc. Ed.
Si bien mis adelante y durante el tratamiento espe-

cffico del tema motivo de este trabajo, nos ocuparemos minucio-

- samente de la funcibn bioqufmica de las hormonas del ovario,

haremos aqui un breve adelanto.

Ya en la decada del 60, estudios cromatogréficos de

mostraron que el ovario, tanto del embribén (65, 66) como del

pollo adulto (67, 68, 69, 70), es capaz de producir hormonas.

Tambi&n fueron reconocidos estrbgenos, progeétagenos y andr6-

genos en el plasma de pollo doméstico ( 71, 72).

Por otra parte, las células intersticiales ovéricas
poseen la ultraestructura caracterfstica del tejido esteroido-
génico y reaccionan positivamente a los ensayos para la 3@—0H

esteroide Dehidrogenasa (3@—OHEDH), colesterol y sudanofilia.

A pesar de estos conocimientos, el sitio intraova-

rico de la sintesis hormonal en el pollo es aCin especulativo.

Los mismos conceptos enunciados para las células in-

tersticiales son vdlidos en lo que respecta a actividad, para
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el tejido granuloso y tecal del foliculo preovulatorio, el post:
ovulatorio y el atrésico a distintos estadios, lo que fue com
probado por distintos autores (73), 74, 75, 76, 77).

M&s afin, todos estos tejidos a la microscopia electrd
nica poseen una fina estructura, compatible con'actividaiesq;
roidogéniéa.

La diferenciacidén sexual del embridn comienza entre

‘el 5° y 6° dia del desarrollo.

El primordio gonadal izquierdo constituido en ese mo

‘mento por corteza y médula, posee una organizacidn bisexual;

en cambio el derecho constituido por una médula rodeada de s
lo algunas porciones aisiadas de corteza, posee una organiza-
cidn uniséxual (androgénica).

En vista; de los Condcimientos actuales sobre el pa
pel de ias hormonas esteroides sexuales en la diferénciacién,
y teniendo en cuenta la‘rélacién dosis-respuesta, podemos a-
firmar que la cantidad de hormonas‘dorrespondientes a cada se
X0 se halla determinada gené&ticamente (78).

En consecuencia, en el desarrollo normal, aquel com
ponente hormonal gonadal.producido en mayor cantidad determi-
na la direccidén de la diferenciacibn sexual. Esta hormona go-
nadal es conocida entonces con el nombre de diferenciador.

La hormona sexual femenina es el diferenciador o con
dicionador de los caracteres sexuales en el embridn de pollo.

La gonada, ya sexualmente diferenciada, produce en
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estadios posteriores del desarrollo embrionario, mayor canti-

dad de hormonas sexuales especificas y su concentracibn circu

~lante es entonces suficiente para regular el curso de la dife

renciacidn de las estructuras sexuales.

La confirmacién de la sintesis y liberacién de hor-
monas sexuales en estadios tempranos de la diferenciacibén go-
nadal plantea al investigador un amplio espectro de interrogan
tes entre los que destaco dos de relevancia. . |

Ei primero consiste en establecer, en qué médida la
sintesis y secrecién de hormonas esteroides sexuales depende,
durante cada estadio, de la estimulacidn por gonadotrofinas hi
pofisarias. |

Y el segundo interrogante, relaéionada con el prime
ro, seria en gué momento comienza'la sintesis de esa gonadotrop
finas en la pituitaria anterior y cudndo se segregan a sangre
¢irculante.

| Para responder a estas preguntas sélo.existeh.dxﬁxg;

vertidas evidenciaS"detque.los procesos. involucrados en la di

ferenciacibn sexual durante los estadios tempranos serian in-

dependientes de la acciéﬁ hipofisaria (79, 80), v que a medi-
dé qué se diferencian las gonédas, estas aumentaﬁ su capacidad
de respuesta frente él estimulo gonadotrdfico adenohipofisario
(8i, 82).

Y para ‘finalizar comentaré& brevemente las teorias

més destacadas que explican el origen de la asimetria ovérica
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en esta especie.
Dantchakoff .en 1932 (83) propuso que la capacidad de
lasAgonadas para formar su corteza depende de la proporcidn re
lativa de las células germiﬁales depositadas en el primordio go
nadal. Ademis considerando las ideas de Swift (1915) (84) res-
pecto del origen de las cé&lulas germinales en la cévidad preo-
ral y su posterior vuelco a sangre venosa, Dantchakoff encon-
tré una explicacién mecénica para esa distfibuéién particular.

Es asi que en los estadfos de 22-25 somitos (43-55hs

- de incubacibn), las venas arteriales que se hallan detré&s de

/
la arteria mesentérica, se convierten en filtros que retienen,

las células germinales circulantes. Y una asimetria en este sis

tema arterial, que se produce durante la rotacidn del embridn

-hacia el lado izquierdo,. seria entonces la responsable de " las

cantidades desiguales en ambos lados.
En cambio Witschi en 1935 (85) desarrolla su teoria
de la siguientejforma; ‘
Al comienzo del 3° dfa de incubacién las células ger

minales -primordiales  se distribuyen simétricamente en las- an-

- chas placas esplécnicas derecha e izquierda.

En el curso del 3° dia las células germinales-izquier—-
da y derecha migran y se unen para ser colectadas al'final\del
dia en un espacio abierto .entre los cordones mesoné&fricos.

Luego de esta agregacidén, se produce una nuevé sepa-

racidén de las células germinales en fibras apareadas, 5 6 6 so
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fnitos m&s largas, entre.las cuales la izquierda m&s fuér&% con
tiene de 3 a 10 veces més células germinales que la derecha.

Durante el 4° éia comienéa la organizacién de las go
nadas indiferentes.

| Mientras gque estas se forman, las células germinales
del primordio invaden tanto la corteza como la médula.

‘Tanto la médula derecha como la izquierda contienen en
este momento igual nfimero de oogonias, por lo tanto la asime-
tria es debida principalmente al menor nfimero de células germi
nales en la corteza derecha.

El autor concluye que la asimetria de las glandulas
sexuales de las aves se debe a una deficiencia primaria y'herg
ditaria del inductor cortical derecho, déeficiéncia esta que se
expresa en si misma en la menor atraccidn ejercida sobre las cé
lulas'geiminaleslﬁrimofdiales, especialmente durante la fase de

su redistribucidn en las primeras horas del 3° dia.

Las'gléndulas suprarrenales o sencillamente suprarre
nales son 6rgaﬁos pares; oval el izquierdo, con aspecto de go-
rro frigio el derecho;-de color amarillo anaranjado, que se ubi
can,por delante vy dehtro de los rinones y débajo de la bifurca-
cién de la vena cava posterior, dentro de la cavidad .abdominal

(vena cava caﬁdalis) (29).
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La gl&ndula izquierda estd irrigada por una arteria

propia y la derecha recibe la sangre proveniente de la arteria

renal correspondiente.

La sangre venosa, deriva por venas especiales que de

sembocan en la cava posterior.

Ambas glindulas estén envueltas por una cépsula co-

nectiva delgada rica en nervios y vasos.
7

Un corte sagital del 6rgano muestra que estd forma-
do por dos zonas, cortical y medular gue difieren por su ori-
gen y funcidn.

Pero ambas formaciones no se encuentran tan clara-
mente definidas como en los mamiferos, sino penetrados unoc a

otro y envueltos el uno por el otro, tan iIntimamente fusiona-

dos que en su punto de contacto se hallan m&s o menos mezcla-

dos sus elementos constitutivos.

 Este, es exactamente el tercer estadio de_'penetra—
cidén recipocra del desarrollo ontogenético y constituye un c¢la

ro ejemplo del mismo (86).

De todas maneras la sustancia medular predomina en
el curso del- desarrollo embrionario, pero la mayor parte de la
gl&ndula -estd ccnstiﬁuiaaimés“: tédrde pot'la corteza.Las hembras po
seen un 302 mds de tejido cortical gue los machos, en relacidn
con elrpesb corporal.

El desarrollo de 1és suprarrenaleé comienza con la

aparicidén de la sustancia cortical, el cuarto dia de incubacidn.
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Las primeras c&lulas constituyen un engrosamiento del epitelio

peritoneal préximo al mesonefros y a la aorta

Esta sustancia cortical en el embrién de‘4‘l/2 dias}v
forma grupos s6lidos a cada lado del mesentereo (87) y a los
cinco dias de incubacidn ﬁigran ya a su ppsidién definitiva en
tre los mesonefros y la aorta.

Al 6° dia de incubacidn ée observén grandesAmasas.cg
lulares ovaladas que se unen entre si, y sus céluias tienen nG
cleos netos y‘abundaﬁtes figuras mitdticas. Una'fina’capade.qg
jido conectivo separa estasbcélﬁlas corticales del mesonefrbs.

Al séptimo dia, el tejido conectivo antes menciona—f
do comienza a formar la cépsuia, alguna de cuyas fibras pene-
tran en la glé&ndula y van tabicando el tejido cortical que a-
dopta entonces una disposicifn cordonal. _

Y al octavo dfa la masa de tejido(cortical tieﬁe el
doble de tamafio que la seccifn de la aorta a ese nivel ys@xmg
cularizacidn se incrementa durante las 24 hs. siguientes.

La embriogénesis de la porcidén medular es distinta

‘de la cortical y reconoceria un origen ectodérmico a partitr de

las células de la cresta neural,

Estas células por su afinidad tintorial especial por el
cromo se denominan cromafinicas o cromafines, y aparecen en el
embridén de cinco dias y siete horas de incubacién, como célu-
las grandes ovales que migran ventralmente desde . la cres-

ta neural - a cada lado de la aorta pasando entre ésta Gltima,
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vy los grupos de células corticales.

A los siete dias de incubacién, una buena cantidad de
células cromafines ha'penetrado el tejido adrenal.

A los nueve dias las células simpiticas de la peri-
feria de la glédndula desaparecen y las intraglandulares adop-
tan una posicidbn acordonada o encolumnada alrededor de los va
sos.

Las mitosis soh raras y la distribucién de los cor-
dones unifofmes.

El desarrollo‘después del ﬁoveno dia.de incubacibn,
depende del crecimiento de los tejidos cortical vy cromafin.

Los espacios vasculares son mayores en el centro de
la gléndula y'sémegan capilares cerca de la périferia y ambos
tejidos noblés se encuentran en contacto con una profusibn vas
cular.

El tejido conectivo de la c8psula se hace més denso
cadé vez hasta el dia 17.

En el mbmento del nacimiento, la disposicién inter-
na es similar a 1la del -animal adulto; es -decir, las sustancias
cortical y medular esté&n mezcladas y donde generalmente ' los
cordones medulares estén disperéos en su reticulo de cordones
corticales. . _ Y C
N El aspecto histolégico de la zona cortical muestra
una ‘homogeneidad -de 1awpoblacién—celular;euYOsmelementostpre-

sentan vacuolas lipidicas en la zona basal citoplasmatica,mien
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tras que en la zona apical del nficleo se acumulan los cuerpos
densos yrestructuras especializadas.

Estas células se distribuyen de manera diferente se
gln la profundidad y permiten diferenciar una delgada capa sub
capsular Yy una gruesa centrél (88).

En contraste con las células corticales, las medula
res o cromafines no tienen un ordenamiento tan definido y has
ta llegan a estar entremezcladas con el tejido interrenal.

Estas c&lulas medulares responden a dos tipos que di
fieren segﬁn el tamano y densidad’de sus grénulos (89&;‘mx>de
ellos agrupa células qgue contienen grénulos alargados de tama
fio muy irregular (500-8003), mientras que el oﬁro tipo posee
grianulos esféricos, regulares y més pequefos que los otros.lLa
mayor parte de la médula esta constituida por células del pri '
mer tipo (90).

L.os gré&nulos se ubicanApréximos al aparéto de Golgi
y se supone quevla membrana granular se origina en este Glti-
mo, y al contactar con la membrana éelular eliminé su conteni

do al espacio intersticial a través de una abertura en la zo-

na de contacto.

Dado que oportunamente durante el tratamiento espe-
cifico del tema nos detendremos en la funcidn y quimica de las

hormonas adrenales, s6lo haremos ahora una breve resefia de la

cuestidn.

L.a corteza suprarrenal interviene en la sintesis de
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una serie de sustancias esteroides denominadas corticoidesxcg
mo en el caso de los mamifeios, entre ellos se destacan la cor
ticosterona (B), aldosterona (Aldo) y 180H-corticosterona(180H-
B) como la més abuhdantes y que cumplen un importante paoel me
tab6lico (91, 92).

_Entre las fupciones de estas hormonas regqla&mzs ca
be sefalar: el efecto hiperglucemiante de B y cortisolTF)} el
aumento -de la acumulacién de glucégeno en higado vy, reiaciong
dos con .estos proéesos, el balance nitrogenado negativo por es

timulacién del catabolismo proteico {93),Ia-hiperlipidemia; la

vreduccién de las proteinas de la c&scara del huevo; el aumen-

to de la.retencién del Sodio; la régulacién de la excrecidn e
lectrolitica-extiarrenal (94) y la atrofia testicular.

A manéra de un sb6lo ejemplo experimental de estas ac
ciones comentaremgs gque la zona subcapéular es partiéularmen-
te reactiva a alteraciones del balance de sales (95). Asi se
encontrd que especies-consumidores de agua salina poseen célu
las corticales superficiales menos activas que aquellas habi;
tuadas-al consumo - -de agua comfin (96).

Las cé&lulas medulares secretan catecolaminas, prin-
cipalmente nor-epinefrina (97), siendoAresponsables>de emziﬁl
tima las cé&lulas con giénulos irregulares, mientras que las cé
lulas de grénulos reéulares_intervendrian en la formacidn de

otra~catecolamina,~como~louesila epinéfrina (98).
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CAPITULO II

SINTESIS. SECRECION Y REGULACION DE  HOPMONAS ESTEROIDES DEL
EJE OVARICO EN EL EMBRION DE POLLO DE HEMBRA

La secrecibn esteroideé no se diferencia en Gallus de.
la generalidad de estas secreciones a trawvés del phylum verte
brados, ni en su naturaleza, ni eén su origen, funcién‘o regu-
lacidn.

Como en todos los vertebrados,-los-progéstégenos en
un sentido amplio (ya sea Progesterona, 170H-Progestérona:;o.110H
Progestrona), son intermédiarios de andrbdgenos, estrdgenos vy
corticoides, siendo su sintesis regulada por la adenohdpéfisis
a través de sus hormonas profeicaé y:peptidicas‘(99).

- Del mismo modo se han confirmado los mecanismos de
accién hormonal que; a semejanza de lo que ocurre en mamiﬂubs
se inician en lé ﬁembrana plasméﬁicawde las cé&lulas eféctoras,

contindan con la endocitosis de las trofinas, luego, con la.in -

_tervencibn del AMP ciclico como segundo mensajero y al final con

la respuesta especifica del tejido efeqtor.

Pero a diferencia de especies mamiferas, en cuyo o-
vario se pudo detectar la p;esencia devsitios reéeptoreé para
las éonadotrqfinasfutilizando hormonas marcadas “con-radioiodoy; -
esta bfisqueda ha sido infructuosa en aves (100).

Por consiguiente en este capitulo me ocuparé prime-
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ro de los antecedentes bibliogriaficos acerca de la siﬁtésis;ngg
crecidén de hormonas esferoides_ypsu regulacidn por trofinas hi
pofisarias en el ovario'de pollo‘én algunos estadios aislados.
Luego describiré mis’experimentos tendientes a aclarar sistemi
ticamente,estadio a estadiéfla:esteroidogénesis ovéficaken cel
Vembriénvde esta especie, durante el desarrollo,y la regulacidn
de la mismaz'completando asi lo publicadd anteriormente.

ANTECEDENTES SOBRE SINTESIS, SECRECION Y REGULACION EN EL

POLLO A PARTIR DE LA ECLOSIO

En el pollo fuera del huevo se evidencid la “produc-
cién de progesterona (Pg) y estradiol -176'(E2) como productos

principales, a partir de precursores radiactivos como el aceta

to fl4c, Octanato de Sodio —14c y colesterol -—‘14c (101, 77,.102).

Se.observd asimismo en este modelo, una coinciden-

~cia entre lafproporcién de esteroides producidos vy la alta ac-_ .

tividad de lavenzimas A5, 3BOH-Esteroide Dehidrogenasa (3R0HEDH)

y 17BQH?Esteioidé Dehidrogenasa en célulasrde granulosa ovari-

ca.

Los componentes foliculares responsables de la sin-

. - : . N .
tesis de esteroides, demostraron ser para la progesterona, las

5 las célu-

las tecales évéricas (103).
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~ En plasma se hallaron todos los componentes citados
en los pérrafos anteriores y ademis 200 v BOH~progesterona,
El estudio de las hormonas hipofisarias LH y FSH se

ha limitado a su determinacién en plasma e hip6fisis de pollos

sexualmente maduros y en particular en el periodo'préximoagla
ovulacién (104, 105, 106, 107, 108). La influencia de estas tro

finas sobre la sintesis y secrecién de hormonas esteroides se

puso de manifiesto a través del aumento induéidb por LH de ma

- mifero (LHm) y LH de pavo (LHp), en aquel modelo, de la sinte

sis de progesterona ovérica.

La induccién por hormona ovina’fue 10 veces m&s po-
tenté que.lé provocada por LHp.'La diférencia observada podria
deberse a propieaades intrinsecas de 1la LHp o dé su receptor
y‘no a la pureza de la pfeparaciéh (109, 110). | |

| Esta respuesta'también se compard con la que produ-
cfan las fraccibnes_purificadas de gonaddtrofinas de aves (111
Se observd que ambas LH eran equipotentes, pero que la FSH de
péllo (FSHch),~menos-potente que 'su LHwhoméloga, era sin -eﬁ—
bargo més efectivé que la FSH ovina (109, 110).

El efecto de Lﬁm sobre progesterona es paralelo .al
que éigue la tiofilina sobre el AMPc, .tal como:sé emﬁkmcﬂaébr
el aumento de los niveles del AMPc (probable mediador de la in
duccidn de la esteroidogénesis por .gonadotrofinas) (18, 112,

113).
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ANTECEDENTES SOBRE SINTESTé, SECRECION Y REGULACION EN EL

EMBRION DE POLLO

En este modelo, se han utilizado distintas técnicas
para la determinacién'de_la esteroidogénesis gonadal.
Asi, utilizando precursores radiactivos Guichard vy

col (114) demostraron que tanto la Preghehblona—Sﬁ como la’ Pro

, 14 I .
-gesterona-- C son transformados a esteroides sexuales por 1los

ovarios embrionarios, siendo la Pg el mejor precursor de este
roides totales.

No observaron diferencias significativas entre -am-
bos sexos, ni entre'los.distintos estadios del desarrolld.

En embridn de 15 dias se logrd sintetizar 170H-Pg,
200y 208-Pg y androstenodicna(llSl.

La produccidn enddgena de los’esteroideS‘OVériéoé”se'
estudid mediante técnicas de radioinmunoensayo (116). |

Con experimentos con cultiwo de tejido, resultd que
el medio- de -cultivo contenia_principalmente_E2, Ty DHA; mien
traé”que el tejido gonadal contenia Pg y El;_ |

La productién total de-esteroides ée incrementd 'al
aproximarsevel nacimiento y se han encontrado diferencias cua
li~cuan£itativas en la produccibén de esteroides de ambos ova-
rios..El ovario derecho porfsus,caracteristicas rudimentarias
posee:una menor capacidad esteroidogénica.

La produccidn de Pg (pg/par gonadas) tiene un maxi-
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mo entre los dias 12-13 del desarrollo. Si se expresa esta pro
duccidn como porcentaje del total de esteroides producidos, se
observa que es mayor la gonada derecha que la izquierda.'
La sintesis de DHA se incrementa marcadamente en cuan
to progresa el desarrollo. | '
Los ovarios poseen una dgran capacidad para sinteti-
zar ambos estrbgenos, siendo m&s importante la produccidén de

E El Ezpresenta'un perfil variable con dos m&ximos en los es

l.
tadios 10 y 15. La sintesis de estr6genos en el ovario derecho

es menor gque en el izquierdo.

En aves, se comprobdé que el ovario embridnico es mu-

cho mds activo que los testiculos (41, 101).

E

Estas hormonas sintetizadas, son rdpidamente secreta

das por las gonadas en_desarrollo -y su presencia fue detectada

‘en distintos fluidos bioldgicos.

Asi Ozon en 1969 (117) determind la concentracidn de

E, Y E, en fluido amni6tico de embrién de 10 dias y en el allan-

:ﬁéﬁdﬁ)dél de 13 dias, utilizando técnicas de fluorimetria.

La concentracidn plasmdtica, durante el desarrdlo em
brionario, de T vy E2 fue determinada por radioinmunocandlisis

(24, 40).

. El perfil de Ezvmuestra un aspecto bifésiéo consu in

flexién en el estadfo de 12,5 dias. Este modelo coincide con el

del crecimiento y diferenciacién bifisicos del conducto de Mi- .

‘ller izquierdo en el embrién de pollo hembra.




- - S R - . - - . . . - - ; }

-60-

La concentracibn endbégena de LH plasmdtica se deter
miné en los estadios de.17 y 20 dias del desarrollo(lOl).

-Finalmente, los estudios de induccidn de la esteroi
dogénesis por gonadotrofinas de el embridén tampoco fueron muy
extensos.

- Es asi que, estudios in vitro demostraron que las:go
nadotrofinas estdn involucradas en la diferenciacidén -funcio-
nal y morfoldgica de las gonadas embrionarias (118, 119)y que
estas trofinas estimulan.ésponténeamente la esferoidogénesis,
en ovarios de embridn de 18 dias de incﬁbacién (118).

En este caso el agregado de LH al medio de ‘incUba—
cién aumenta la produccidn de Pg. radiactiva obtenida a par-
tir de Glucosa 14G; pero.no a partir de otros precursores ra-
| diactivos-como‘el acetato, ‘octanato, &cido mevaldnico, lacto-
nay coleéterol (120). '

Ademés,'el agregado de amninoglutetimida inhibe 1la
estimulacién de LH. Esto impiicaria que a pesar de la aparen-
te Baja biosintesis:que “se--obtiené. con sustratos—l4CAeX6§enos,
las céiulaS-de la=granulosa»utilizanJel~complejo enzimdtico del
clivaje de 1la cédena'del colesterol para sintetizar Pg.

Se comprobd también la estimulacidn con LH éncmmuio
:izéuierdo v derecho, en embriones de 12 y 15 dias péro utili-
zando dos»sistemas-distintos:'unrcultivo~dewcélulas'luego -de
ﬁna digestidn con colagenasa 'y separacifén-de-las mismas-con me

trizamida a fin de identificar las productoras de hormonas es
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teroides (121) y un cultivo directo de céiulaé (122).

En ovario izquierdo la estimulacibén de LH incremen-
t6 cuatro veces la produccidn de E2 y la de FSH aumenta]é.pqz
duccibn de este estrbgeno al doble.

En ovario derecho estos incrementos equivalen a 3.7
y 3.2 veces reépeétivamente, siendo necesario en este caso u-
tilizar una concentracién de FSH cinco vecesvmayor que la de
LH.

La-digestién no‘provoca‘pérdida‘de actividad 'y 1la

fraccién que m&s responde a la influencia de gonadotrofinas es

‘la de las cé&lulas epiteliales.

La estimulacidn del ovario derecho por ' LH " produce
predoﬁinantemente T (122, 20).

Por otra parte, no se obtuvo respuesta de ninguno de
los ovarios a lé accidn de ACTH‘(123).

Aprovecho ésta descripcidn del aspecto hormonal en

el embridén de pollo para comentar los hechos experimentales que

_evidencian con particular claridad el estadio en el que comien

za el interilocking endécrino'previamente citado en el Capitu-
lo I.

ﬁﬁ el'ovario izquierdo él perfil de 17B—E2, demostra
ble inmunocitoquimicamente preseﬁta un aspecto bif4sico, man-
teniéndose a niveles aproximadamente constantes desde el dia
6,5-hasta el 12,5 del desarrollo.- Pero luego ‘comienza un mar-

cado aumento desde el estadio 13.5 al 18.5 (16). HEstéﬂimismo
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' perfil biffsico se observé en el E, plasmético (24).

Estos resultados reciben después una explicacibn con
base expérimental. En efecto, estudios in vitro ‘demostraron,
gque los ovarios de embrién de 8 a 18 dias del desarrollo(122)
asi como los ovarios y testiculos del embridn de 18 diaé (118,
124) comienzan a responder al agregado exdgeno-de hCG €n el'me
dio’-de~cultivo. .

El conjunto de estosrresultados indicarfar que el au
mento de la sintesis-y secrecidn de”E2 ov&rico hacia el “dia
13.5 del desarrollo,'es”decir en el comienzo de la segunda mi
tad del periodo>de incﬁbaqién, refleja la iniciacidn del regu
lacidén gonadotrf6fica en la esteroidogénesis ovarica (125).
| Woods'y col. (18) demostraron la presencia de célu-
lés productoras de LH en .adenohipb6fisis de ambos sexos aﬁpér—
Eir del diahSyS"deltdeSarrolldfyjel:marcado:aumentdidévwestas
células a partir del dia 12,5 ib que se transforma en una nue
va evidencia de.la influencia de LH en el 2° periodo de incu-
baéién-

Por otra parte, en embriones decapitados se puso de

manifiesto la naturaleza auténoma del desarrollo gonadal pre-

‘via al dia 13.5 con los siguientes paré&metros: tanto el peso

(18), como la cantidad de tejido'intertubﬁlar {79), el conte-
nido -de--colesterol (126), los par@metros vasculares (18), 1la
actividad de la A5,3BHSD (125),-la sintesis ‘de andrégenos(127)

y los niveles plasméticos de Testosterona (128), no varian des
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de el momento de ser decapitadoé (33-36 hs.) hasta el dfa1i13.5,
luego de este estadio se observan modificaciones.

De resulta de lo expuesto, se evidencia 1a‘ necesi-
dad de completar o determinar ciertos par&metros del.eje pro-
puesto en lavintroducéién general.

Entre estos cabrié mencionar la valoraciénudeiaskng
monés liberadoraé de gonadotrbfinas,en hipotélamé y su influen
cia sobre la hipb6fisis en los distintos estadiés embrionarioé.

Y siguiendo un ordeh descendente en el eje hip&6fiso-
gonadal, tambiénAse observ6 ausencia de datos en lo que res-
pecta a concentracién de LH y FSH en tejido de hip6fisis. En
lo que hace a LH sérica esta se determind en sdlo dos estadiocs

del desarrollo'utilizéndose para ello un ihmunoensayo heterd-

- logo.-Asi mismo—no-—-hay valores demostrados de FSH séricos._Se

_hace necesario entonces realizar estas determinaciones con en

sayOS'homélggos a‘fin de comprobar la sintesis de gonadotrofi
nas por -la hipéfisis‘y su liberécién a sangre. periférica.
Igualmente; tanto los vélores'de Pg én tejido ovari
‘co, como los de Pg;y Ez-sériéarmen la-bibliografia-consultada,
no fueron objeto mé&s que de determinadiones aisladas, y por e
llo, se hace neceSario, no sb6lo repetirlos Siﬁo‘completarlos
sisteméticaménte‘a través_del desarrollo con el objeto de ad-
quifir-conocimientos seriados de la sintesis de Pg en la gléin

dula y. la liberacién«real'de.estoswesteroides a.circulacién ge

neral.
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Para ratificar_ovréctificar la idea acerca de la in
fluencia de_las gonadotrofinas hipofisarias en la sintesis y
secrécién de los esteroides gonadales arriba mencionados, es
procedehte la estimulacién gonadal por esas trofinas, sistemé&-
tiéamente en todos los estadioslesﬁudiados, y la determinacibén
del nGmero de receptOrggﬁY’la Ka de unién en ambos<mkuiﬁs;coﬁ
el objeto de investigar un posible ﬁéralelismo entre los meca
nismds gonadotréficos‘réguladores gonadales en aves y.mamife—
ros, éstos ﬁltimos'muy estudiados.

- Los comentaribs eiabo;éd¢s en los pérrafos anterio-
res explicitén los mﬁltiples interrogantes_y las necesidades
més'llamativas que se plantean al considerar los mecanisnx;rg
gﬁladofes del eje propuesto. Por distintas razones, sélo nos
ocuparemos:&e;una;parte:de:esﬁos mecanismos.

A continuacidn expongo mis trabajos al respecto.
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PUNTO I

CONTENIDOS HIPOFISARIOS DE LH Y FSH

Parte de las tareas desarrolladas en este punto I fue
ron realizadas por el Dr. Follet, Brian K., en la Universidad

de Bristol, Bristol, Inglaterra.

1. MATERIAL-Y ‘METODOS

1.1. Extraccibén y Preparacibn de Muestraé

Para estos ensayos se han utilizado.ZOO‘embrﬂmm£ de

pollo hembra doble pechuga, genética Copp, en los estadios de

13, 15, 17, y 19 dias y'pollOSArecién'nacidos.
Tanto las determinaciones'de LH como de FSH'se rea-
lizaron-en,un extracto de hip&fisis.

Los animales se sacrificaron por decapitacibén, rese

; candb«luegoﬂia_caloté_yﬂdejando éxpuesto el encéfalo Yy sus en-

volturas. (figur.n°9).

Se disecaron cuidadosamente los hemisferios cerebra-

les, el Cerebelo, él'quiasma bptico y'la gléndula pineal, arri

Y

bando de esta forma a la .silla turca, dentro.de la.cual se en-
cuentramlajhipéfisis;.Lfig;fnélO);

La hip6fisis se ubica inmediatamente detré&s del quias
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Figura n°9% VISTA LATERAL DE LA CALAVERA DE POLLO
1. Premaxila - 2.VOmer - 3.Nasal - 4.Pre frontal - 5.Septo Interorbitatio - 6.
Frontal - 7. Fosa temporal - 8.Escamoso -9.Parietal - 10.Agujero Neumé&tico - 11.

Supra occipital - 12.Exoccipital - 13.Cavidad timp&nica - 14.C6ndilo del Basiocci
pital - 15.Abertura de la regidn posterior de la calavera - 16.Trompa de Eusta-
quio - 17.Articular - 18.Angular - 19.Cuadrado jugal - 20.Cuadrado - 21.Pleuro es

fenoides - 22.Terigoideo - 23.Supraangular - 24.Jugal - 25.Dentaria - 26.Maxilar-
27.Palatino - 28.Apb6fisis Palatina.

("Anatomia de las Aves" EDE, D.A. pag. 105).



figura n°10:CORTE SAGITAL DEL CRANEO

1. Septo interorbitario - 2. Frontal - 3.Fosa cerebral - 4. Fosa 6ptica - 5.Parie
tal - 6.Fosa cerebelosa - 7. Céndilo del basioccipital - 8.Fosa medular - 9.Basi-
esfenoides y para esfenoides - 10.Fosa hipofisaria - 11. Rostro para esfenoides.
("Anatomia de la Aves", EDE, D.A. (pag. 106).

_Lg_
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ma Sptico, separada del resto por una delgada capa que la pro
tege dentro de la fosa hipofisaria y unida al cerebro por el
tallo o infundibulo. (129). (fig.n°11).

Disecada 1la ql&ndula, se la homogeniz6 mediante mo-
vimientos manuales suaves en un homogénizador Potter vidrio -
vidrio, en presencia de 200 ul de solucidn fisiolégica (Cloru
ro de Sodio 0.9%) y 300 ul de agua destilada.

En un tubo de vidrioralargado de 2-ml. de capacidad
se reUnieroh los homogénatos,y los posteriores lavados con a-

gua destilada. Dicho contenido fue centrifugado en una centri

fuga clinica a temperatura ambiente; durante 15 minutos a 3000

rpm.

| En cada muestra se deéant6 el sobrenadante y se des
cartd el precipitado. Luegofsefiiofilizaron los sobrenadantes
conservandolos de esta forma hasta su utilizaciéh. |

1.2'Déterminaci6n de la concentracidn de FSH en extracto

de hip6fisis

Para la determinacibn de FSH se utilizo el ensayo ho
mélogc'deSarrolladQ por Scanes y col. (130);‘iodinizando uﬁa
dejlasbfracciones purificadaé.de hipbfisis de pollo, la deno-

minada DCy por reaccibn frente a su antisuero especifico, an-

ti DC,. o

3

1.2.1.Hormonas hipofisaria de pollo o :

Las fracciones :purificadas se obtuvieron por extrac

cién inicial de las hormonas glicoproteicas del tejido hipofi



figura:n°11: ESTRUCTURA INTERNA DEL ENCEFALO

A. Corte longitudinal vertical - B. Corte transversal a nivel b-b.

1.L6bulo olfatorio - 2. Hemisferio cerebral - 3.Techo del hemisferio - 4. Ventriculo
5.Cuerpo estriado - 6. Gl&ndula pineal - 7. Arbol de la vida - 8.Cerebelo - 9. Tech

de la médula oblongada - 10.Suelo de la médula oblondada - 11. Hipb6fisis - 12.Quias-

ma Sptico.
("Anatomia de las Aves". EDE, D.A. pag. 124).

_6 9_
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sario del pollo con Acetafo de Amonio 6% (p/v), pH:S.l.en eta
nol 40% (43).

Se precipité la fraccibn glicoproteica (GTN) por el
agregado de doé volGmenes de etanol, el precipitado fue lava-
do dos veces, primero con etaﬁol Y luégo con eter etilico. Fi
nalmente se 1llevé el residuo a sequedad.

El extracto seco disuelto en buffer aprcpiado fue lue

go sembrado en una columna de intercambio iénico (carboxime-

til celulosa). De esta manera se lograron separar dos fraccio

nes, la>fraccién CM1 (FSH-1ike) vy 1la CM2 (LH-TSH) , las que fue

ron purificadas luego por cromatografia en columna de fosfato

" de calcio v DEAE-celulosa (fraccibn CPl).

‘Se prepard luego con la fraccién‘CPl,unazsoluciénral
0.6%—en~Acetéto»de:Amonio”O;OlM:pH:7. Esté solucidn se -sembrd . .
en una columna dé DEAE-celulosa equilibrada con buffer 0.01M.
Se eluyeron fracciones sucesivas ﬁtilizando buffér Acetato de
Amonio pH:?,-a distintas concentraciones 0.09, 0.125, 0.150 y
1.0 M. (131).

Se ajustaron cada una de las fracciones a una concen
tracién.dé Acetato de Amonio 0.2M y un pH: 5.5 mediante el a-
gregado de‘una solucidén de Acetato de Amonio 1M y de»Aéido A- .
cético_diluido; Luego se precipitéronulas.proteinas con etanol
designaﬁgpséicada fraccién sucésiva@ente con las siglas DC, a
DCG. '
' La fracci6én mis potente es la denominada DCy. elui-
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da con Acetato de Amonio entre 0.125 y 0.150 M.
Esta preparacidn utilizada luego como inmunégeno,tra

cer y standard al aplicar el inmunoensayo homélogo, fue provis

+ ta amablemente por el Dr. Follet. Universidad de Bristol (Bris

tol-Inglaterra).
1.2.2. Antisuero
Se utilizd la fraccién DC3 para preparar el antisue-
ro por inmunizacién de un conejo, paré este fin se aplicd la téc

nica de Vaitukaitis y col. (132), cuya descripcidn abreviamos,

dado que no.-compete a las tareas desarrolladas en esta  tesis,

dado que también fue provista amablemente por el Dr. Follet. U

‘niversidad de Bristol (Brxistol-Inglaterra).

Se utiiZan:40,ﬁg'de la f?aécién DC3 disueltos en una
solucién.salina.y-Se_prepara uha emﬁlsién con adyuvante complg‘
to de Freund (Difco) en una relacién 1:2.

\El volumen total es aplicado en el dorso del amimal
mediante inyecciones intradérmicas.

Se reforz6 la-primera inmunizacidén a las-17° y 23°se

.manas utilizando -30 ng y 10 ug de la fraccidn DC3 rrespectiva-~-

mente.

1.2.3. Todinizacibn

Se marcd la fraccibn purificada de FSH con Na1251~u—

tilizando el método de Cloramina T (132).

‘Para ello, se hicieron reaccionar. 4 ug de la hormo-

125

na con 0.5 mCi de Na I y 10 ug de Cloramina T en un volumen
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total de 50 ml.

Se estimé el porcentaje de iodo unido a la protei-
na por electroforesis de la mezcla de reaccién en acetato de

celulosa.

La FSleSI se separd de la mezcla por cromatografia

en columna de Sephadéx-GlS. Se colectaron fracciones de 1 ml.
convigual volumen de diluyente de radioinmunoandlisis, la ¥SH
marcada seAencuentra.en la fraccidén 3-4.

1.2.4. Procedimiento

El métodowutilizado:eéruna tipica postprecipitacidén
mediante la.fécnica'del doble anticuerpo (133).\
Todas las incuﬁaciones se llevaron a cabo en tubos de
de poliestireno.descartables.
| Los-stahdards;y}las{muestrasmfueron.diluidas'cdn u- -
na solucibn que contiene; Fosfato de Sodio 0.04M, Cloruro de
Sodio 0.15 M, Azida sb6dica 0;1%. EDTA 0.01M y Seroalbfimina bo
vina 0.5% o ﬁn iiofilizado de clara de huevo a pH 7.08.
| - Las diluciones qué“se'reaiizafoﬁ“permitieron;obtener
cantida&es-variableé~de£¢andérd osmatefial'incégnita en un vo
lumen final de 200 u4l.
| El antisuero se conservd a 4°C, luego de una dilucidn
1:50.‘Esta solucidn en el mOmento‘de ser utilizada, Se-diluyé
vaﬁn mésAconvunndiluyente,que'cdntiene:suer6 normal~de tébnéjo
'(1:200)"de¢manera~tal de obtener entre un 30% al~50% de FSH mar ~

cada unida al anticuerpo, en ausencia de FSH fria.
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Cada tubo en estudio lleva 100°'yul de esta solucién,
excepto el blanco, se le anaden 100 ul del diluyente que con-

tiene suero de conejo en relacibn 1:200.

Se mezcla el contenido de los tubos, se conserva du
2
1 SI

(9.000 dpm, 40 pg) en 50 ul de diluyente para guardarlos nue-

vamente otras 24 hs. a 4°C.

Una vez que reaccion6 la hormona marcada se.le agre
ga 50 1ul de y-globulina anticonejo diluida 1:30 y se incuba la

mezcla durante 24 hs. a 4°cC.

'No se obtuvo un aumento de la precisidén ni de la sen

| sibilidad del método al aumentar el tiempo de incubacidén con

el antisuero precipitante.

La :radiactividad no unida.se diluyd por el agrega-

“do de 200 ul de disolvente, finalmente los tubos se centrifu-

gan durante 1 hra. a 2000 rpm.

Se descartaron los sobrenadantes y se midid la: ra-
iﬁacthﬁd&ipreéente en el precipitado en un espectrdmetroy au-

tomético.

'La proporcibén de FSleSI unida en ausencia ‘de FSH
fria compitiendo se considera el 100% de unidén y el resto de

los datos sevcalculan como porcentaje de éste. Los resultados

se expresan en ng/pit.

‘1.3 Determinacidn de la concentracidn de LH en extracto de

hip6fisis
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Se-utiliza para determinarla el ensayo homélogo de-

sarrollado por Follét y col. (133).

~1.3.1. Hormonas hipofisaria de pollo
Al igual que la FSH, la LH se purificd de la gléndu
la hipofisaria del pollo. Con ese fin se utiliz6 el método de

Stockell Hartree y Cunningham. (43).

~E1 mismo consiste en obtener un extracto glicoprotei

co (GTN) a partir del polvo cetbnico de hipéfisis, uEi1izando'

para ello una mezcla de Amonio y‘Etanol PH: 5.5; seguido de u
né cromatografia en carboximetil celulosa (CM—celulosa).

Se obtienen asi dos ffacéiones, la CM1 y la CM2, en
las que.se produce una separacién parcial de ambas gbnaddtro—
finas, ﬁH y FSH.

La fraccién CM2 posee actividad de LH y TSH, la mis

ma fue sometida a una nueva purificacién a través de cromato-

~grafia en DEAE-celulosa y resina Amberlite IRC-50 para obte--

herifinalmente la fraccibén IRC-2.

‘ ','Ei procedimientovseguido fué*el?sigﬁiente: Se equi-
libré la columna de DEAE-celulosa con buffer glicina 5mM pH:
9.5;,éé eluyé primeramente el material no absorbido,y la‘frag
Cién de nuestro interés es eluida luego con el buffer Glicina
SﬁM PH: 9;5,‘y>Aée£ato de Amonio 1M, la muestra .'se  .recupera
del eluiddqurtprecipitacién con :Etanol 80% (v/v).

El érecipitado*se*secé con éyuda de un-evaporador ro

tatorio, se dializb6 contra agqua destilada y se ajustd a pH:5.5
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con buffer Acetato de Amonio. Finalménte se precipitaron ' 1las
proteinas‘a 4°C por el agregado de etanol frio.

La muestra asi obtenida se cromatografio eh‘una'co—
lumna de Amberlite‘IRC—SO equilibrada previamente con buffer
Fosfato pH: 7.5, que contiene 5 mM-de Sodio.

Se eluyd primero la fraccibén no absorbida y luego la
fraccién'purificada}IRC—2'bon Acétato,de Amonio 1M.

- Esta fraccibn se recromatografid en DEAE—cehﬂosaKL9
X 30 cm.) segfin el método de Bates vy col. (134); y se wobtuvo
finalmente-ta fraccidn AEl}‘que.posee una mayor relacidn Acti
vidad Gonadotr6fica: Actividad Tirotréfica Que la.fraccﬂﬁmﬂﬁcz.
(133).

‘ Esfa fracciéh.fﬁe provista.amablemente por eliDr.Fg
llet,-B. K.-Universidad de;Bristol (Bristol—Ingléterra).

1.3.2. Antisuero

--Se obtuvovel antisuero -contra la preparacidn de LH
purificéda denominada IRC,, témbién provisto por él Dr.Follét
B. K.HUﬁiverSidad dé Bristol.(Bristol—Iﬁglaterra).

' Con este fih, se disolvieron de 4 a 6 mg.de la frac
cién purificada en 2 ml; de solucidn salina y.2 ml;déuunaumeg
cla de aceite parafina (Marcél 130) y Arlacel A en proporcidn
9:1 (v/v).

Se emulsificalla muestra por -agitacidn fuerte, se le

afiaden-4. ml.--de ‘und solucién de ‘Tween-80-2% (v/v) y se emulsi -

fica nuevamente.
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Se introduce el volumen totalA(4ml.)mediante varias
aplicaciones sucesivas por via intradérmica en la zona dorsal
del ;onejo y se reinyectan 0.5 mg. preparados de la misma for
ma, 60 dias después de la primera aplicacibn; dos meses 'des-
pués se le aplicd un segundofbaﬁﬁerfesta vez con 2 mg. de la
fraccién Yy en presencia de bentonita. (133)

Se desangr6 lentamente el conejo, se recolecté y se
pard el suero‘que contenia el antl—IRC2 Yy se conservd en hela

dera para ensayos posteriores.

1.3.3. Iodinizacién
Se marcaron;ambasvfracciones iRC2 A% AEl, utilizando
el método de Cloramina T (132).

_En cada caso se hizo reaccionar 5 ug de hormona con
125

1 mCi de Na~“"I .(IMS 30, . Amersham Internacional Ltd, Bucks. U.

K.). La hormona marcada fue separada w purificada por cromato

grafia en Sephadex G-25 y Concanavallna A—Sepharosa (Pharmacia

'Fine’'Chemicals, Uppsala, Sweéden).

1.3.4. Procedimiento..

Se hicieron curvas con distintas concentraciones de

antisuero y se determiné la. concentracién 6ptima a utilizar la

 hormona marcada.

Las diluciones del standard (20 pl) corfespondientes

a estas -curvas se incubaron durante 24 -hs. a 4°C con 20 ul de

antisuero diluido 1.:400 (diluir- -ia solﬁtién de:SUero de;cong

jo normai) y 20 ul de hormona marcada (5000 cpm). Al finalizar
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las 24 hs. se agregaron 20 {il de un suero precipitante antico
nejo, a fin de favorecer la separacién de el libre del unido.

El precipitado asi obtenido se separd por centrifu-
gacién a 3000 rpm durante 15 minutos. La :radiactividad rema-

nente se midid sobre el residuo en un contador de centelleo ¥.

TLosvresultadOS“se:expresaron;én;nq/pituitaria.

2. RESULTADOS

En la tabla I se detalian los resultados obbtenidos
en este punto) concentracién de LH y FSH hipofisarios expresa
dos en ng/pituitaria. |

Los métodos estadisticbs utilizadés fueron (135,136.

‘Prueba -de Bartlett para testear homocedasticidad. oo e

Anova de un factor para el estudio global.

Se aplican pruebas a posteriori para diferencias de mediads -
(TUKEY—KRAMER) y STP (SIMULTANEDUS TEST PROCEDUCE).

Se aplican pruebas de "t" y de Mann Whitney para &ifereg

cias de medias.

Observamos un incremento de ambas gonadotrofinas a

‘medida gue nos acercamos al nacimiento.

El aumento evidenciado es similar en ambos casos,pa

ra LH es de 5:1 y para FSH-es de 4:1.

Los valores correspondientes a LH, en .este 'sequndo -

-periodo embrionario, son mayores que los ‘correspondientes a FSH.
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JHormona 13 dias | 15 dias 17 dias |19 dias R.Nacidog
FSH 96.4+416.1}201.9+435.5] 232.7433.9{365.4+23.8{398.8+25.5
(10) (10) (10) (10) (10)
1H 226.1+21.2|512.6+39.7| 659.7+79.7 1152.0+141.0} 998.0+117.0
(10) (9) (10) - (9) {9)

Tabla I: Concentracidén de LH y FSH en ng/pituitaria + Error Stan

dard. Los nimeros entre paréntesis indican la cantidad

de determinaciones realizadas en cada ensayo. Anova sig

nificativo p<<0.001 (para FSH y LH). -

 LH: 17 no es £°19; 19 no es # 21

13:% 15y 15 # '17 (STP).

FSH: 15 no es # 17; 19 no es # 21

13 # 15 y 17 # 19 (STP).
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PUNTO 11

CONCENTRACION SERICA DE LH

1. MATERIAL Y METODOS

1.1. Extraccidn y Preparacibn de Muestras

Se utilizaron 250 embriones de polle hembra hibrido

- doble pechuga, genética Cépp'de_l3,'15, 17 y 19 dias del desa

rrollo'y;animales recién nacidos.

‘ Lbs embriones fueron incubados a 38°C, en un incuba
dor humificado marca Alonso; modelc 75 durante los distintos
estadios del desarrollo embrionario.

Los animales se sa¢rificaron por decapitacibén. R&pi

damente se les extrajo‘ia sangre valiéndonos de. 1la puncidn in-.

.tracardiaca.

TL.as muestras se conservaron a T ambiente haStala.rg'

traccidén del co&gulo, se centrifugaron a 4.000 rpm dﬁranté 10

‘minutos con el objeto de separar el suero de los elementos fi

gurados y finalmente se guardaron a —ZO?C hasta el momento del

ensayo.
.

- 1.2. Determinacibén de la Concentracién de LH en suero

- En este caso, en forma similar-con lo gque ocurre con

la LH en'hipéfisis,'se‘empleé para determinarla el'énsayo ho-

>
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mélogo desarrollado por Follet y col. (133)..

1.2.1. Hormonas Hipofisarias de Pollo

Idem punto I, 1.3.1.
1.2.2. Antisuero
Idem punto I, 1.3.2.

1.2.3. Iodinizacidén

"Idem punto I, 1.3.3.

' 1.2.4. Procedimiento

Idem punto I, 1.3.45

Es convenientefaclaraf'que para este caso se utili-
2a:on 100 ul de sqéro éomovmuestra incégnita y también que se
corrigieron las concentraéiones del resto de 1los ;componenteé

de la mezcla de reaccién a fin de modificar el volumen de ca-

da una a 100 ul.

L.os resultados se expresaron en ng/ml de suero.

-2, RESULTADOS

‘En la_tabla ITI se detallan los resultados obtenidos

- concentracidén de LH en suero expresados en ng/ml.

Los métodos estadisticos empleados.fﬁeronzlos mismos

detallados en el punto I, 2.

‘Los ensayos fueron realizados en suero de ‘animales

..sacrificados en dos periodos-estacionales--diferentes, durante

12z meses de "verano" (octubre-marzo) y de "invierno" (mayo -
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agosto) .

El objeto de estas determinaciones diferenciales™fue

el de comprobar si habia fluctuaciones estacionéles dees&ahqg

mona durante el desarrollo embrionario, dado que este cevehto

ocurria en pollos sexualmentejmaduros.‘

Observamos que en general, desde el punto de Vista
estadistico, no hay diferencias significativas en la concentra~
«¢ién de LH durante los meses de "veiaﬁo" y de "invigrno".

Ambas curvas presentan un perfil muy similaf, eléﬁa

19 es~un maximo para las dos.

13 dias »15_dias 17 dias 19 dias | R.Ndcidos

Invierno| 1.12+0.01[1.90+0.20|1.80+0.025 3.20+0.15 0.95+0.07

(3) (5) (5 | . «5) -~ (8)
Verano | 1.99+0.19 2.34i0-22 1.7440.20 | 2.7240.36| 2.05+0.55
| (3) By | _(6) (5) __(86)

&abla TI: Concentraciénéde-LH?en~suero~de;embriSn de pollo du-
rante la temporada de "“verano" e‘"inviérno". Expresa
dos en ng/ml + error standard. Los nfimeros entre pa-
réntesis indican canfidad de determinaciones. Andvav A

significativo p<<0.001 (para LH "verano"e"invierno")
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- PONTO III

CONTENIDO DE PROGESTERONA EN AMBOS OVARIOS

1. MATERIAL Y METODOS

1.1. Extraccidn y Prebaraéién de Muestras

Se utilizaron 500 embriones de pollo hibrido doble. pe-
chuga, genéticaicbpp, en los estédios de 13, 15, 17 y 19 dias
del desarrollo y pollos recién hacidos.f |

Los huevos se mantuvieron durante el desarrollo, en
un Incubador marca Alonso SﬁL, modelo n°75, a 37;38°C y en at-
mbésfera humidificadé.

Los animales se sacrificaron por decapitacién y se
mantuvieron sobre hielo durante el intraoperatorio.{Se les di-
secérei o&éfiovizéuiéfdo y-el derecho por separado. -

~Los tejidos sevcolocaronven pools, - se pésaron y - homo -
genizaron en un homogenizador Potter—Elvenjem, en presencia de
2,5 ml. ae una mezcla de eténol—agua 20:80 (v/v);

A,cada muestra se le anadib Progesterona—l4c como tra
cer, "a fin de controlar posibles pérdidas (Re: 57,2 mCi/mmol).

El homggenato fue extraido 4 veces con 6 ml.‘de Cld-

ruro de Metileno.

‘E1 extracto total se llevd a sequedad con :.atmdsfera

de N2, se redisolvié en 3 ml. de metanol y se conservd durante
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toda lavnoshe av4°C, para la extraccién de la grasa {(defating)

Transcurridas doce horas aproximadamente, las mues-
tras se filtraron a través de vidrio frito. E1 filtrado se eva
pord bajo'N2 hasta sequedad y en estas condiciones se conservé

en heladera hasta su utilizacidn.

1.2. Determinacibn del Contenido Endbgeno de  Pg

,Este punto merece especial atencidn, dado que fue en

nuestro laboratorio donde se realizZd la puesta a punto del mé-

todo para la determinacién de esteroides por cromatografia 1i-

quida de alta presidn.

La.mayoria de los métodos competitivos para la deter
minacidn dé esteroides end6genos son muy sensibles (138, 139),
pero para este ‘tipo de tejidos fue necesario ﬁtilizar procédi—
mientos de separacibn previds para thener_resultados mis espe
cificos. | a

El extracto seco-conSefvadQ en heladera fue suspendi

do en_metanol—agus; 70:30 (v/v) y en estas condiciones fue in-

AYéctado'en el cromatégrafo:para la separacidén de los esteroides.

1.2.1. Aparato

El aparato utilizado fue un crbmatégrafo liquido de

‘alta presién'Waters Associates, modelo 6000A. un inyector mode

lo U6K y un detector de absorvancia modelo 440, para monitorear

los éluidos a 254 nm.

La columna,esté'empaquetada—con una fase de unidén u-

"Bondapack-ClB (las particulas de silica esté&n unidas con octa-
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desilano) (140, 141).

Para determinarvel "lag"dércoleccibn (tiempo necesa
rio péra que una cantidad ideal de fase mb6vil avance a tra?és
del volumen de la columna a una dada velocidéd de flujo), 1la
columna fue lavada con 40 ml. de agua y 50 ml. de metanol, du
rante este filtimo lavado se inyectd tres veces qdh 1 ml.de Di
metilsulféxido. |

Ehtre cada determinacién se lav6 la columna con me-
tanol, cloruro de metileno y hexano, coﬁ el objeto de eluir 11

pidos y compuestos no polares, eventualmente retenidos en 1la

‘columna luego de una corrida.

Se éhequeé la eficiencia de la columna hasta consﬁql
cia entre la reduccibédn de la altura del plato tebrico, la ve-
1o¢idad y el parémetio de resistencia dé la colﬁmna.

Las determinaciones ée llevaron a cabo a T ambiente

y se mantuvo constante la tempefatura de la columna, colocé&n-

dola en un recipiente aislante.

" 1.2.2. Fase mévil -

La fase m6évil utilizada fue metanol-agua, 70:30(v/v)

(142), ésta se empleb para determinar.la eficiencjia de la co-

‘Jumna, el "lag" de coleccidén (Lc) y las.curvas de calibracibn.

Se utilizaron ademds otras fases mbviles (Tabla iII)
con él'objeto de determinar el grado de pureza de las fraccig
nes recolectadas entre-ellas mencionaremos metanol-agua (50:50)

wetanol, acetonitrilo, acetonitrilo-agua (85:15) (143).
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Fase m6vil - " Indice Polaridad
Metanol 6.6.
‘Metanol-agua 7.8

(50:50)
“Metanol-agua . : 7.3

(70:30) o
Acetonitrilo : ' l 6.2
‘Acetonitrilo-agua |  6.6.

(85:15) 1 '

Tabla III: Ixy = Vx Ix + Vy Iy.

Vx y Vy = fracciones volumétricas de los componen-

tes X,y en la fase mévil.

Ix y Iy = indice de polaridad de los componentes 2,

y de la_fase mévil. (146) .

1.2.3. Esteroides

La Pg radionerte utilizada provenia de Sigma Chemi-
cals}

1os esteroides radioactivos eran de New England Nu-

. rlear. Previo a ser utilizados se les tested la pureza median

te drdmatografia en papel en los s;stemas,Tolueno;Propilengli

col (144) y Bush A (145).

1.2.4. Velocidad de Flujo (Fr)

Se utilizé una velocidad de 0.2 ml/min. para la co-

~leccibn de fracciones provenientes 'de la inyeccién de:muestras -

impurifiéadas y un flujo-de 1 ml/min. para la determinacidn de
Y | 7
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muestras puras, provenientes del reciclado de las fracciones
colectadas y estas fueron utilizadas para la cuantificacibnde
esteroides.

Se determiné el Lc para velocidades de flujo de 0.1,
0.5,'1.0, 1.5, 2.0 y 3.0 ml/min.

1:2.5..Velocidad ‘de Carta - (R)

‘Para la coleccibén de fracciones de muestras impuras
se utilizd una velocidad de 12.5 cm/min. y para el resto:.de las:-
corridas 2 cm/min.

1.2.6. Determinacidén del Lag de Coleccidn

Este punto fue desarrollado enteramente por el Lic.

Eduardo N. Cozza, por lo tanto se encontrard descripto en de-—

talle en:Cozza'y col (137).

1.2.7. Procedimientos

Los extractos metanblicos acuosos de las muestras
biolégicas se inyectaron directamente en el cromatdgrafo, el
pasaje de las muestras impuras por la columna del aparato mos
tré un cromatograma con las caracteristicas del de la fig. n°
12.

Eétos cromatogramas fueron expandidos y el pico de
Pg se colectd, luego de.determinar el Lc, como se indica én]a
fig. n°13 desde A hasta B.

La pureza de cada fraccién fue determinada recroma-
tografiando las fracciones secuencialmente en 5 fases méviles

diferentes (Tabla III).
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Figura n°12: Cromatografia correspondiente al tejido adrenal
de embridn de pollo de 19 dias del desarrollo.

P: Pico progesterona - sv: metanol -:agua (70:30) .

TCozza y col. 137, pag. 516) '

‘ ' | {
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figura n®13: Determﬁnacién de Lc, como promedio de los intervalos entre el gréfico
del aparato y el grdfico de dpm vs fraccién colectada. (Para mayores detalles, ver
Cozza y col. cita n°137, pag. 514). :

Zona colectada del pico de los cromatogramas
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Figura n°13: Determinacidn de Lc, como promedio de los intervalos entre el gréfico
del aparato y el gré&fico de dpm Vs fraccién colectada. (Para mayores detalles, ver
Cozza y col. cita n°137, pag. 514). '
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El material que se empled para cuantificar fue el ob

tenido luego del filtimo paso cromatogr&fico (Sistema 6, Tabla

Iv).

En todas las fases mdviles s6lo se:obtuvo un pico,cu

yas caracteristicas eran similares a las de la fig. n°14,el ma

terial correspondiente a ese pico exhibid actividad especifica

constante (ver tablas IV.y Vy Resultados) .

(70:30)

IN° sistema Fase M6vil Abreviatura Ae (dpm/mg)
1 Metanol-agua MW 32.364 + 281
- (70:30)
-2 Metanol M 37.815 237
3 Acetonitrilo-agua AW 38.038 201
(85:15) '
4 Acetonitrilo A 38.002 + 144
5 Metanol-agua 38.126 + 294
(50:50) :
6 Metanol-agua 38.038 172.

'Tabla.IV:;Actividad.espécifica-(dpm/ng)~obtenida recromatogra-

fiando la fraccién Pg de la fig.n°1l2 secuencialmente

en 5 fasées mbviles :distintas.El sistema es utilizado

para cuantificar la fase mévil*y Ae originales de-la

fraccidén Pg de la fig. n°12.
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JUnidades ‘ P
Auxmbmxﬁasﬁ. : ‘////
. 0.010 '
0. 005 . | ‘
0 '-_;fj~ A
.1 ¥ - ] . 1 3 ‘_’

0o . 8 - 16 24 32 minutos

figurazn°l4:'Cromatograma obtenido cuandb, el pico de pro-
gesterona eluido del cromatograma de la fig.n°l2, es recicla
do en acetonitrilo-agua (85:15):.. (Segunda recromatografia s§

_cuencial). (Cozza y col, 137, pag. 516). _ o
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N°Sistema Activ.especifica Pg
1 | 751.2 + 50.4
2 714.3 + 38.6
3 689.1 + 62.2
4 699.6 + 26.4
5 702.4 + 40.8
6 697.8 + 23.1

Tabla V: Ae (dpm/mg).
Obtenida del uso secuencial de 5 fases méviles para
recromatografiar los picos. Su equivalencia en el n°

del sistema se indica en la Tabla IV.

La radiactividaa obtenida se’midié en un contador de
centelleo liquido en presencia de lOiml.'de una solucidn de 0.4
gs/QPPO.+ 0.25 gs/ﬂdimetil POPOP en 1 1t. de»Tolueno”destiladgu_
(147) . ; |

Se aete?minébla masa de los esteroides por su absor
.vancia a 254 nm, u%ilizando metanol-agua cémo solvente de elu-
cién, el célculo s; realizd utilizando la_siguiente férmula:’

Sm = S x (SA°- SA)

(SA°x SA)
donde: .,  Sm = masa del esteroide en ng. ' oy
S = tracer de Pg radiactiva.en.dpm.

SA°= Ae del tracer en dpm/ng.

SA = Ae de cada fraccibn colectada en dom/ng
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1.2.8. Curvas de calibracién. Sensibilidad

Se realizaron curvas de calibracién inyectando dis-
,tintas-éantidades;de una -solucidn de:Pg ;adiohertegﬁéromatogqi.
fisdndolos en tbda§ las fasés mévileg citadas en tébla III.

V-Lélfig..n°15 mqestr% ﬁna:curva de calibracibn obte-

nida'con metanol-agua. La curéa esAlineal entre OAy 0.465 uni

‘dadeséde absorbancia. Los vélores_ae absorbancia corresponden

a &aléres de 1aé muestras biolégicas gue se encuentran en la
zona fineal.. |

El 1fmite de identificacién obtenido es de 0.5ng por

muestra.

7. RESULTADOS

2.1. Metodoldgicos

2.1.1. Resolucidn y Pureza de los Esteroides Aislados.Cuan-

tificacién'
La fig; ﬁ°l2‘muestra el cromatograma obtenido corres
pondiente a tejido adrenal de embridn de pollo.

J El p:ocedimiénto“émpleado nos permite una coleccién
eficiehte de la Pg pura, esteroidé en el que estamos interesa
dos en;estas determinaciones. | N

| .Lé utilizacién del procedimiento de purificacibn por
reciclédo de las muestras en otra fase mévil ha dado una ma-

yor pureza y mejor resolucidn, la fig.n°l4 muestra el cromato
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o | 0.5 - 1.0

g ae,progesterona

figura .n°15: Curva de calibracidn, obteﬁidéﬁde'cfdmatografia
standars ~de-Progesterona -en metanél=agua (70:30).
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grama'obtenido cuéndo.la fraccién Pg aislada se recromatogra-
fi6 por segunda vez (AW 85:15) (sistema 3).
El sistema 6, el fltimo de la secuencia es utiliza-
do pafa cuantificar el esteroide.
La tabla IV muestra las actividades especificas ob-
tenidas por este procedimiento, podémos obgervaf-que se consi
gue ‘constancia de la actividad, ya en el sistema 2.

2.1.2. Rquperacién cuantitativa

La tabla VI denota que el método empleado nos permi

te recuperaciones cuantitativas.

| Fe (ml/min).v Le | dpm agregado dpm recuperado %
“0.1 | 228 44.600 | 44.600 | 100.0
0.2 114 44.600 | 44.600 - 100.0
0.5 45.6 - 44.600 ' 44.600 | 100.0
1.0 | 22.8 | 44.600 = 44.511 99.8
1.5 15.2 44.600 as.422. | 99.¢
2.0 '11.4 44.600 440332 99.4
3.0 | 7.6 44.600 44.243 | 99.2

Tqbla'VI: Récuperacién de ios standards (0.02 ﬁCi en 20 ul--de
— i1 .

C—Corticosterona),.obtenidamal"calcularuel~LC~en
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2.2. Bioquimicos

| La tabla VII muestra los valores de Pg end6gena en
ovario izquierdo y dereého en los distintos estadios;'expresg-
dos en hg/mg de tejido.

Los métodos estadisticos utilizados fueronjlos ﬁis—
mos detallados en el punto I 2.

‘TéntO'el oVario izquiefdo como él derécho, :comien—
zan con niveles relatiyamente altos en el dia 13, y descienden

;1uegoﬁhaéia el estadfio de 17 dias.

Se.observa ﬁn importante incremento en el conténidd'
de Pg en émbos 0varios en el dia 19, estadio préximo al naci-
miento.

La concentracibén de progesterona enddgena en .ambos

ovarios es. semejante.

Tejido | 13 dfas | 15 dias 17 dfas | 19 dfas | R.Nacidos

O. Der.| 3.90+0.24 | 4.64+0.36| 1.37+0.10| 10.76+1.20 4.29+0.39

0. Izq. | 4.53+0.28| 1.93+0.19| 1.87+0.19| 8.64+0.47] 4.26+0.43

Tabla VII: Concentracién de Pg (ng/mg tejido) en ovariéiﬂmﬁe{
do y derecho durante el desarfollo embrionario.
. N . _ .

Anova'significativo, p<<0.001 para ambos ovarios.

-= - ‘El-dia 19 es un méxiﬁo para ambos .

0.I.: 13#15 (STP). 0.D.: 15#17 (STP).
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PUNTO IV

CONCENTRACIONES SERICAS DE ESTRADIOL Y PROGESTERCNA

1. MATERIAL Y METODOS

1.1. Extraccibn y Preparacidn de Muestras

Se ‘utilizaron 500 embriones de pollo hembra hibrido,
doble pechuga;‘genética Copp en los estadios de 13, 15, 17, vy
19 dias y pollos recién nacidos.

Los embriones fueron incubados en un ihcubador humi-
dificado a 36-37°C, marca Alonsé SRL, moéelo n°®75 &mzmte&ﬂ.pmg
ceso del desarrollo. Los animales fueron sacrificados por deca
pitacidn y ripidamente se procedid a la extraccidn dé-la sangre
mediante punciSn intracardiaca.

Las muestraslse.consérVaron a T ambiente hasté que se
produce la retraccibén del codgulo, finalmente se separ6 el sue
ro de los elementos figurados por centrifugacién a 4000 rpm du
rante 10 ﬁinutos.

1.2. Determinacién de Pg

' La Pg se determind pof radioinmunoensayo por el méto
do de Abraham, G. E. y col (148).
 1.2.1. Buffer

Se utilizb6 Fosfato pH: 7.0 constituido por;
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PO4Na2H -0.04M ‘ Cloruro de. Sodio 0.154M

Gelatina 0.1% ,'PO4NaH2 X H2O 0.34M

Azida S6dica 0.1%

1.2.2.Esteroides

La Pg cristalina se obtuvo de Steraloids Inc.Wilton,

NH, USA. Se conserv6 en una solucién madre de 16 ug/ml a 4°C.

"La 1,2-(n)ﬁ3H—Pg se obtuvo de NEN Co, Boston, Massachusetts;

‘posee una actividad especifica de 55.0 Ci/mmol. La:. Solucidn

stock contiene’ 55.000 dpm/ul en-benceno. Se utilizé-una solu-
cién_de'10.0004dpm/100“ﬁ1ren;cadé ensayo.

1.2.3. Antisuero

El‘antiSUero:utiliZado fue el anti 4pregnen-3,20-dio

‘na 3—CMOEBSA’pr6Visto amablemente por 1los Dres.PitkécnyOerr

(Max Planck:Institute,:Mﬁnchen,wAlemaniachcidental)f«—~-

Se utilizé una dilucién 1:4000 de la solucién origi

'nal,'de:maneraade obtenerfaproximadamentefuniSO%ide“uniénfila

" 1,2(n) 3Hng;

Se obtuvo reaccidn -cruzada con:los—siguientes com-

puestos:Pregnenolona;ilu46%),_170HPg;40:089%)Tr11D0C446r6%),T

'(0.17%),fllBOH—Pg(5.4%), 50 y 5B-Pregnanodiona(15.6% y 6.7%).

1.2.4. Procedimiento

Cada muestra de.suero de 200 ul se extraﬁo dos veces

con Z;ml.aqada;una.de*eter;etilico;puriﬁicad04:Luego;de:es;asw

Aextraccionesése:reeupera;éei:érdenﬁﬁél?ﬁE%ﬂdéiféﬁ%ﬁéﬁmcnasées:::

teroides.
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Los extractos etflicos fueron evaporados hasta seque
dad bajo campéna y una vez secos fueron redisueltos con 500 jl
de buffer y agitados vigcrosamente.

Los tubos de la curva sténdard y los de las muestras
se énsayaron por duplicado cuatriplicado respectivamente. .

Cada tubo de poliestireno "muestra" contenia 200 ul
del extracto anterior y los de la curva standard contenian 100
1l de las siguientes concentraciones de Pg crisﬁalina; 12.5,25
50, 100, 200, 400, 600, y 800 pg/100 ul.

A cada uno de estds tubos se les aﬁaaié 100 ul de 1,2
(n)- 3H-—Pg,.lOO 1l del antisuero.y se complet6 el volumen a 500
ul con buffer.

iuego de agitar vigorosamentévla mezcla de reaccidn,
se conservé en heladera durante toda la noche.

Para déterminar el porcéntaje de‘esteroide—3H unido
al anticuerpo sé preparé tubos designados con las siglas Pg, O
y B. | |

Los tubos Pg (denotan la cantidad total de radiacti-
vidad agregada) contiene 100uide una:solucidén de 1,2(n)¥3H;Pg y
0.6 ml. de buffer; los tubos O(indican la cantidad de hormona
radiactiva unida por la dilucién utilizada del antisuero) con-
tienen 100 ul de antisuero, 100 ul de una solucidn de 1,2(n)3H-
Pg y 300 ul de buffer; y finalmente los tubos B (demuestran la
preséncia de uniones no especificas) contienen 100 pl de una so

lucién 1,2(61;1)3H—Pg y 400 ul de buffer.
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Luego de incubar toda la noche se les agregd a cada

+tubo exceptb a los tubos Pg, 200 ul de una suspensidn de Car-

bén (Norit A)-dextrano (T 70) enfriada a 4°C (0.5%-0.05%) en
100 ml. de buffer. \

El contenido de cada tubd'se agitbé vigorosamente vy
se incubb6 otros 10 minutos a 4°C. FinalmenteAse centrifugbé a
4000 rpm durante 10 minutos con el objeto de separar el libre
del unido.

El éobrenadante,rque contiene la fraccidn unida, ée
decantS en viales de poliestireno a los que se les ahadid 0.5
ml. de Dioxano y 2.5 ml. de una solucibn centellante (4 gs de
PPO y 0;25 gs. de Dimetil POPOP por litro de Tolueno) . |

La radiactividad se midiérdurante‘un minﬁto en un
contador de centelleo liquido marca Packard.

Los resultados se expresaron en ng/ml.

1.3. Determinacidn de 178-Estradiol .

El método empleado en este ensayo fue una modifica-
cién de Abraham y col. (149).
1.3.1. Buffer

Idem punto IV, 1.2.1.

"1.3.2. Esteroides

Y El E2 cristalino (13,5(10)Estradien-3,178diol)se ob

tuvo de Steraloids Inc, Wilton, NH U.S.A., se prepéré Yy con-
servdé en una solucibén madre de 16 ug/ml.

Yy El1 2,4,6,7 (n)3H—E se obtuvo de NEN Co, Boston, Ma

2
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ssachusetts, posee una actividad especifica de 87Ci/mmol. La
soiucién.contenia 25.000 dpm/ullen etanol-benceno.

Se utilizaron 10.000 dbm/lﬂolul en”cdda ensayo.

1.3.3. Antisuero

La preparacién de este anfisuero se realiz6 utilizan
do conejos adultos macho.

Se disolvieron 2,5 mg; deliconjugado 1,3,5(10)Estr3
trien, 3,17BDiol-6ona CMO:BSA.Steraloids Inc. Wilton, NH, USA
en un ml. de solucidén salina (Cloruro de Sodio 0.9%), una vez
disuelto se mezcld con igual cantidad de Adyuvante completo de
Freund (Difco Lab. Detroit, Michigan) y se agité vigorosamen-
te hasté formar una emulsibn.

'Un ml. de esta emulsidn se administré por inyeccidn
subcuténea al dorso de los conejos mediante varias aplicacio-
nes de 0.1 ml.

A la tercer semana se les extrajo sangfe de las ore
jas y se ensayaron los titulos respectivos. Como estos afin per
manecian bajos se les aplicd una segunda inyeccidn contenien-
do esta vez 1 mg. del conjugado y adyﬁvante incompleto. -

Una vez que se obtuvo el titulo deseado se procedib
a sangrar los conejos con el fin de extraer el antisuero.

El sangrado se realizé administrando al conejo porA
via endovenosa (vena marginal de la oreja) una mezcla de 2.5mg.
de dropeiidol y 0.05 mg. de fentanil (Innovan, Jonhson & Jonh

son) en dosis fraccionadas en un total de 10 ml. El procedimien
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£o se 1llevé a cabo con un tubo de silastic de 1 mm. de difme-
tro, a través del cateterismo de la vena yugular y de la. vena
bcava'del higado, hasta la muerte del animal.

La sangre fecogida‘fue c?nservada a Temperatufa am-
biente hasta gue se produjo la‘retgaccién del coééulo para se
parar luego el suero por centrifugacién..

El antisuero se utilizé luego con una dilucidbn 1:
10.000, que da aproximadamente 50% de unidn al 3H—EZ.

Se determindé la reaccidn cruzaéa por el método de A
braham (150), cuyo resultado fue; menor del 1%:para 17aeE2,E§
triol, l6é-epiestriol y 16,17-epiestriol y menor del 6% para El’

1.3.4. Procedimiento

£

En general el método utilizado es el misﬁo que_eh el
puhto 1.2.4., salvo las consideraciones que més adelante se de
tallan. | |

El volumen de suero utilizado péfa las posteriores
extracciones con eter fue de 500 ul. Los extractos se tpmaron
con 300 pl de buffer y la totalidad de ese volumen fue utili-
zado para el radioinmunoan&lisis, por lo que a los tubos"mues

"

tra"™ no le fue necesario el agregado de buffer para llevar a
volumen.
El resto de las condiciones_fueron mantenidas.

Los resultados se expresaron en pg/ml.
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La tabla VIII muestra los resultados obtenidos, con
5 séricos expresados en ng/ml.

centracidén de Pg y E

Los métodos estadisticos empleadés fueron los descrip
tos en el punto I 2 de este capitulo.

EN el caso del estradiol, se obsefva un aumento r&a-
pido y continuo desde el estadiovmés temprénb estudiado y ha-
cia el nacimiento. |

| E1l perfil que se observa.para Progesterona séricaes
aproximadamente constante en esta segunda mitad del periodode
incubacibn, y las concentraciones COrrespondientes a ésta hor |

mona son siempre mayores que las de estradiol séricos.

§

Esteroide 13 dias 15 dias 177dias .19 dias R.Nacidos

Pg { 2.7240.88] 3.00+0.54] 2.45+0.29| 2.50+0.49 2.40+0.53
(4) (5) (7) ~(6) - (5)

E, 0.91+0.04] 1.08+0.06{ 1.24+0.06| 1.45+0.05| 1.33+0.07

(6) - (6) (6) - (6) (6)

Tabla VIII: Concentracidén en ng/ml.de Pg y E, séricos + error

2

standard durante el desarrollo embrionario.El n°®
éntre paréntesis indica el nfimero ae determinacio
nes por estadio. |
_225 Anova no significativo

_EQ: Anova significativo p<<0.001. 13 no es # 15; -
13 y 15 son # de 17,19 y 21; no hay diferencia entre 17,19,21.
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PUNTO V

| ESTIMULACION "IN VITRO" DE LA SINTESIS DE HORMONAS

AN

ESTEROIDES OVARICAS

1. MATERIAL Y METODOS

1.1. Extraccibn y Preparacidn de muestras

Se utilizaron 250 embriones de pollo hembra, genéti
ca Copp de 13, 15, 17, 19 dias y recién nacidos.

Los animales se sacrificaron pof,decapifacién.El"pqz
cedimiento de diseccidn de los bvarios se realizb sobre hiela

Paré extraer las glandulas, se hizo un corte :'sagi-
tal desde la cloaca al esbfago, se abrieronAambas mitades y se
separaron el intéstino, el higado, la vesicula y el estdmago
hasta encontrar los ovarios, los cuales yacen debajo y delan-.
te de los rifones, en su mayor parte a la izquierda del raquis,
fijados en esa posicibén por el ligamento mesovirico y tejido
conectivo. Se relaciona por delante con los pulmones, el dia-
fragma,el higado y el intestino antéricr y por detrds con el
oviducto y las asas intestinales. (fig. n°16).

Los ovarios se cortaron en mitades y'se conservaron
sobre hielo hasta ei momento de la incubacién.

1.2. Estimulacién in vitro por LH ovina (LHo)
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figura n°16: SISTEMA URINARIO Y REPRODUCTOR DEL EMBRION DE
POLLO HEMBRA

1.Gonada derecha atrofiada - 2.Mesonefros gque se atrofia -
3.Conducto mesonéfrico gue se atrofia - 4.Uréter - 5.Vesti-

gios del conducto de Muller derecho - 6.0vario - 7.Metanefro
8.0viducto.
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1.2.1. Hormona
Se utilizb6 para este ensayo LHo prdvista amablemen-
te por la Dra. Dufau, Maria,N.I.H. Bethesda, M.O, U.S.A.
La hormona fue disuelﬁa eﬁ buffer fosfato (Idem pun

to IV 1.2.1.), y fraccionada en alicuotas de 50 ul (1 ug),lue
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go se guardaron congeladas a -20°C hasta'el momento de su uti .

lizacidén.

Inmediatamente antes de cada experimento, se descon

~gela unavalicuota y :se prepara una'diluci6n apropiada de mane

ra de ‘tener una concentracién final-en el medio de incubacién

de 20-25 ng/ml.

1.2.2. Procedimiento de Incubacién

.Las incubaciones se realizaron en vasos de precipi-

tado déxlo ml.‘Kimax;;én~un.incubddorrmétabélicohDubnoff a 37°

C, con agitacidén constante de 40 ciclos/min.

Sé desafrollé_por espaciq—devdos horas, tomando. la
érecaucién de -realizarla bajo atmbsfera de ca;bégeno (95% 02¥
3% €0p). I

El volumen final de inéubacién*fue_de*Z ml., el bu-
ffer dé incubacién.utilizado_fue'el Kfebs;Ringe:—Bicarbonato—
Glucosa, cuya conétitucién es la siguiente:

100 ml. de CINa 0.9%

4 ml. de C1K 1.15% 1,63 ml. a. cada
1 ml. de PO H,K 2011% - incubado -
1 ml. de SO,Mg x 7H,O 3.823

2
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89.6 mg. de dextrosa en 4 ml.CO,HNa 1,29% 0.16 ml.a c/incubado

3

C12Ca 1,22% 0.05 ml.a c/incubado.
Al término de la incubacidén se aspird el medio y se
conservb el mismo a -20°C hasta su utilizacién.

1.2.3. Radioinmunoensayo de Pg y E2

'Estos ensayos fueron realizados de acuerdo a los mé-

todos deScriptos en los puntos IV 1.2 y 1.3, con una salvedad,

no fueron necesarias las extracciones con eter dado que se uti

- 1iz6 el medio aspirado luego ‘de la incubacibn, y los volumenes

utilizados en ambos casos fueron de 100 y 200 pyl respectivamen

- te.

Los resultados se expreséron‘en ng/ml y‘pg/ml para Pg

y'Ez_respectivamente.

- 2, RESULTADOS

La-tabla_lx.muestra_lOSuresultados:aqui_gbtenidoslos

véloresrtabulados corresponden a lo que dimos en llamar “"grado

- de estimulacidén" (Ge), .que es el cociente entre la concentracién

de los esteroides producidos en presencia y en ausencia de hor

" (Pg) con LHo
(Pg) sin LHo

mona estimuladora (Ej.

Ge=

Los métodos estadisticos empleados fueron los descrip
tos en el puntd I 2. de este capitulo. .

Tanto el ovario izquierdo como el derecho responden
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“a .la esftimulacibén "in vitro" por LH en todos los estadfos es-
| tudiados, sin embargo esta respuesta es diferente para ambos
tejidos. | |

Se observan vaiores altos de Ge para E2 en ambos o-
varios en el estadio mas temprano estudiado..En el caso del O
este valor cae ripidamente y se recupera lentamente hacia el
'nacimiehto, mientras que en elloﬁ la disminucibn es més suave
y permanece luego-m$é 0 menos constante. |

Al considerar la respuesta de Pg a la,estimulaciéh,

en el OI se observa un incremento més suave que para E2 y sin

producirse cambios bruscos durante los estadfos estudiados . Yy

en el OD se observan ligeros movimientos ondulantﬁrdequaﬂthyi

céhdénbia‘

'1 Téjiéo Hormona | 134 1 15d 'i7d’ 194’ R.Nacido
. Pg 1.6 1.7 1.8 2.7 " 2.6
oI
: E, 14.7 4.1 3.8 4.7 6.8
S Pg 1.5 1.3 }.:.2.0 | ‘1.8 1.5

o5 | | _ Lot _
‘ E, | 6.9 3.4 1.4 1.7 1.5

Tabla IX: Grado de estimulacién (Ge) en la produccién deu?g'y
' E2-en ambos ovarios, en respuesta al agregado‘de;ﬁo
Ql:?EzanovachoﬁSignfficétivo; Pg ahova significativo
p<<0.01.
OD: Ezanova significativorp<<0.01, Pg -anova signifi
cativo p<<0.01. '
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CONCLUSIONES GENERALES DEL CAPITULO

Tanto LH como FSH Hipofisarias aumentan desde el dfa 13 del
desarrollo del embrién—hembra‘hasta el momento de la eclo
gidén (fig.n°17).

Las concentraciones correspondientes a LH son siempre ma-

-yores que las correspondientes a FSH.

LH en suero muestra -una curva que presenta dos méximos, en

el dfa 15 y 19 del desarrollo. (fig; n°18).

No existen diferencias en la concentracién sérica de LHen

tre los periodos de "verano" e "Minvierno" durante el de-
sarrollo embrionario.

El dfia 19 es un "MAXIMO" de "ACTIVIDAD" para'LH en suero

en ambos periodos'estacionales.; | |

No existen diferencias importantes‘en la concehtracién en
d6gena de progesterdna-del ovario izquierdo:(funcionanfe)
y deredhqi(rudimentario). (fig.n°19). |

Amboé tejidos presentan en el dia 19,»un‘"méximo en la sin
tesis de progesterona", del orden de 4 a 8 veces mayor que
las correspondiéntés a los otros estadfos. o

La concentracién de progesterona sérica es aprbximadamén—
te constanteAdurante el pefiodo.esfudiado (fig.n°20).v

La concentracién de estradiol sérico aumenté desde el dia
13 del desarrollo hasta él‘nacimiento. |

El ovario izquierdo y el derecho responden a la estimu-
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lacibn de.LH "in vitro";(fig.n°21).

La respuesta del ovario derecho tanto.péra progesterona co
mo para est;adiol es escasa y disminuye a medida que pro-
gresa el desarrollo y la atrofia del mismo.

S6lo en el périodo més temprano e indiferenciado, se ob-
serva una sintesis elevada de'estradiolien ambos ovarios.
En el ovario izquierdo 1la respueéta'a LH se hace mas évi-
dente en las proximidades de 1la eclosién.

Existen semejanzas entre las curvas de concentracidn de IH

y FSH hipdfisarios y E2 sérico. Todas aumentan continuamen

te hacia las proximidades de la eclosién. (fig.n°l17 y n°

120).

Dia 19 del desarrollo, se observa mixima actividad de sin
tesis; secrecidén e importante estimulacién. Es de hacer no
tar qué este estadio es préximo a_la eclosién. (fig.n® 17,
18, 19 y . 20).

Estos eventos son coincidentes éon eventos.metab6licos y de

.'cbmbortamiento-observados en la literatura (222).
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13- 15 ' 17 19 R.Nacidos
’ Dias del- desarrollo

figura n°17 Concentrac16n de LH (=) y FSH (-—-)en hip6fi-
sis de embrlon de pollo hembra.

En . ng/pituitaria + error standard.
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n
g/ml
3 -
2
1-
v >

.3 L] | |
13 15 17 19 R.N.
' ' ‘Dias del desarrollo

figura n°18: Concentracién estacional de LH sérica, durante
el periodo de "invierno" (=--) ; ‘"vérano" (-—). y promedio.
En ng/ml. + error standard. (=+—--)
RN=Récien nacido. :
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13 15 17 19 RN

Dfas del desarrollo

figura n°19: Contenido endbgeno de progesterona en ovario iz
quierdo (=) y ovario derecho (=--) durante el desarrollo
Aembrlonarlo. En ng/mg de tejido + error standard.
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I..-d - s an an = “-‘Q-.‘
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'L
¥ .A' v 3 . | —p
13- _ 15 17 o 19 . RN
' | bias del ‘desarrollo
 figura h?ZO: Concentracidén sérica de progesterona (---) y es
tradiol (-~ ) durante el desarrollo’embrionario. -
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v v ¥ L — Dias
13 15 ' 17. 19 -~ RJN.ZT

figura n°2l: Ge (grado de estimulaci®dn) de la sintesis de’

Progesterona(=*=) y estradiol (-x-)en el ovario izquierdo (=)
y derecho (---) durante el desarrollo embrionario.
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13 15 17 18 ’N 13 N AN RN
: dias del desarrollo - dias del desarrollo ’
Actividad de -Ala-S /10 mg de tejido durante el desarrollo embrionario. Cuadro izquierdo, actividad enzimatica .en
higado (--*--) y adrenal (-x-). Cuadro derecho actividad enzimatica en ovario izquierdo (--*--) y ovario derecho

(-x-).‘ ‘
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CAPITULO III

ESTEROIDOGENESIS EN ADRENAL Y RELACION ENTRE EL METABOLISMO

REDUCTIVO DE LA PROGESTERONA'Y LA SINTESIS DEL HEMO EN

AMBOS TEJIDOS ESTEROIDOGENICOS DEL POLLO

ESTEROIDOGENESIS ADRENAL

Como ya se deséribieia la biosintesis de ..esterdides
ovdricos en él capitulo II; se hari aqui un resumen del estado
actual de la sintesis dé esteroides en gléﬁdulas suprarrenal.

) A modo"genéiély“cohsideraﬁdo lajesteroidogénesis~ren
la gléndula éUprarrenai,.éodémos'séﬁaiér.qﬁéLa-ffavés'de estu-

dios in vitro (91, 151, 92, 152, 153, 154, 155, 156) se logrd

*. 7 -determinar que:-

" - La .adrenal de .ave sintetiza-17 - deoxicorticosteroides; -B, - -

‘ 180HeB, Aldo y en menor proporcién'll—deoxi—B, 180H~-11deoxi
By cortisol. '
"~ Los pasos metabélicos de la sintesis de estos esteroides si
v _ _ N
guen la clésica ruta, Acetato-a'Colesterol-—iPregnénoloha—fi

Progesterona —s DOC —eB-—+180H~B ~+Aldo.

En presencia de precursores exdgenos como Progestero
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na—C14 y Pregnenolona—3H, la gl&ndula suprarrenal del embribn

de pollo sintetiza B, Aldo, 180H-B, 'DOC;, 11B0OH - -Pregnenolo-

na. De ambos precursores la Pg es la m&s eficaz; sus metaboli

tos producidos en mayor cantidad son B y 180H-B (151).

Kalliecharan'y Hall (157) estudiaron la sintesis de
Progesterona a partir de Pregnenolona radiactiva dﬁranteeﬂ;dgz
sarrollo embrionario, determinando la presencia de Pg enel es
tadio de nueve dias, el perfil descripto por ellos muestra un
méximo en el dia 17 del désarrollo, que disminuye h;cia.eléﬁa
19 para recuperarse luego en el nacimiento.

Mediante técnicas de radioinmunoanilisis, se deter-
miné la presencia de Pg, T y E2 tanto en adrenal como en am-
bos ovarios del embridn de 17 y 20 dfas y en pollos jévenes (
101). Se encontrd gque la adrenal produce mis T que el ovario.
La cantidad de esteroides sintetizados disminuye en el orden

Pg»>T»E. ,donde Progesterona en este caso crece ininterrumpida-

2’
mente hacia el nacimiento. En :cambio en los ovarios se sinte-

tiza T»E.,»Pg. Donde Progesterona disminuye al acercarse el na

2
cimiento. Luego aumenta rdpidamente a partir del 3° dia de vi

da. (101).

Por otra parte son conocidos los estudios en akunos

estadios del embrién de pollo en las que se ponée. de manifies-
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to la presencia de Progesferona como uno de los principales es
teroides, cuando no el principal, sintetizando en ambas gl&ndu
las esteroidogénicas, adrenal y ovafioé (157, 101, 158).

La impdrtancia de esta hormona, no s6lo radica en la
actividad progestégena que desarrolla per s&, sino también en
el ﬁéého de.ser el principal precursor de las hormonés esteroi
des_tipiéas sintetizados-por dichas glé&ndulas, TiEz y“corticqi
des. También es precufsor de derivados reducidos cuya importég
‘cia se pone de manifiesto en este capitulo..

| En.él,'describiremoé.nuestros trabajos sobre la pre-—
sencia de Progesterona en;oya:igs y adrenal, su metabolismo a
compuestos reducidds, vy la influencia del metabolito 58-reduci
doAsobre la enzima &-Ala-8, primera dél camino metabélicérﬁdél

. hemo y reguladora de un paso limitante de este.:-

Al igual_ée'lo qué“sucedeven mamfferos, también en.el
-pollo los corticoides, praductos principales del : métabolismo

' neogénesis~y-glucogenogénésiswhepética,ren 1a-lipogépesis,-de—
'grada¢16n~de>§¥;;einas y controlnde'sales?deltmédio_interno.

o El hallazgo de metaboliﬁbs reducidos de la Progeste- .
rona en adrenal de mamiféro en 1965 (159) y afios mis tarde en
adrenai‘de embrién de pollo de 15 dias‘(160, 161),,asi'como*la
caracteristica de esta Gltima réduﬁcién,.cuyaworientacién:p;g-

ponderante—fue la A/B cis;flograron<quefdeSdeéunfpfincipioéiosm,

autores espécularan.en un doble rol para la SB—pregnanodiona:
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el de un catabolito inactivo o el de un inductor especifico de
alguna proteina (161). Un poco m&s tarde los experimentos far
macolégicos de otros autores sobre efectos de andrdgenos 'y ‘pro

gestédgenos 58-reducidos sobre la §-Ala-~S en higado (10, 162, 163,

.164), parecerian dar sustento a la segunda hipbtesis.

El estudio del metabolismo de Progesterona in vivo de

“mostrS la presencia de ciertos metabolitos reducidos con una vi -

da media de 16-18 minutos en plasma, y atin 7 hs. después en ex
crefa (165) . ‘

De estos metabolitos el 62% corresponde a estexrdides
libreés, entre los gque se encuentran en mayor cantidad dos aig

les, 5B8-pregnano 3o, 208 didl y 3a0H, 58 pregnano-20 oﬁa,ﬁymm

- :pregnantriol no identificado (166), y el 32% restaﬁtecxnxequl

de ‘a conjugados del &cido sulffrico (167).

Posiblemente se e#éreta también el metabolité_ 5a -
pregnano, dado gue se observé que se sintetiza en oviducto de
pollo (168). |

Ademds, esStudios in witro :con ovario de rata inmadu .
ra e in vivo, demostraron la presencia de una alta actividad
Sa-reductdsica (169, 170, 171).

‘Esta @ltima actividad también fue hallada en hip6fi
sis e hipot&lamo, con formacién.de metabolitos reducidos que
actuarian directamente sobre estos tejidos (172, 173).

Zanisi y Martini (174), demostraron qué la 5a-preg-
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nanodiona ejerce un efecto feedback positivo sobre la secrecién
de LH y FSH en ratas castradas activadas con eétrégenos,vcuya
lmagnitud es similar a la producida por la Progesterona misma.

En cuanto a la actividadVSSereductésica sobre la que
ya hemos hablado al comienzo del capitulo, més especificamen-
te podriamos decir, que estudios de ciertos autores ihdican gque
un posible rol como inductor estarfa ejercido a nivel del con
trol de la sintesis del hemo (162, 164).

Esta régulacién se ejerceria a.travéé devia primera

enzima de su camino biosintético, la §-Ala-Sintetasa.

Esta enzima se halla en la matriz mitocondrial, tie

cialmente como un!precursor de 75.000 Da (176), en los poliso
mas citoplasmiticos.
La velocidad de esta enzima es limitante y suscepti

ble a la represibén por hemo e induccidén por drogas y metaboli

- tos de esteroides.

BIOSINTESIS DEL HEMO

El camino hiosintético del hemo se inicia con la con
densacibén de la Glicina y de la Succinil-CoA para dar~el dci-
do Saminolevilico en mitocondria, etapa catalizada por la en-

zima SALA-S a la que hacfamos referencia en el pérrafo ' ante-

rior.



-121-

I) Succinil' CoA + Glicina 6:ALA + C02(mitoc)
§—ALA-S ’
II) 2 6-ALA e __ Porfobilin6geno (citoplasma

Ala-Dehidrasa (PBG)

III) 4 PBG _Uro'gen I Sintetasa , Uroporfirinbgeno III >(cit.)

Uro'gen III cosintetasa (uro'gen IIT)
Iv) Uro'gen\III Uro'gen ;Coproporfirinégeno III(cit.)
Decatrboxilasa (Copro'gen III)
V) Copro'gen III _Protoporfirin6geno IX(mitoc)
Coprogenasa (Proto'gen IX)
VI) Proto'gen IX Proto'gen _ Protoporfirina IX (mitoc.) .
oxidasa (Proto IX)
VII) Proto IX Férroquelatasa Hemo (mitoc.)
24 . |
Fe ' _ o

La regulacién‘ de este camino estd ejercida;bor suprt_:_
ducto final Hemo, a nivel de la primera enzima, SALA-S. ’'Esta
regulacién feedback evita la formacibén y acumulacidn de inter
mediarios, para facilitar la economia celular.

Tambiéﬁ, la actividad de la SALA-S parece estar re-
gulada en forﬁa especifica segfin el tejido que se trate; por
una.serie de factores que incipyen, estados nutricionales (177
178) , hormonas (179, 180), drogas porfirinogénicas (181, 182)
e iones metdlicos (183, 184).

Esta actividad ha sido estudiada en higado humano a
dulto (181), en tejidos extrahepdticos como bazo, riﬁén,-corgv
z6n, sistema mfisculo esquelético, y en tejidos esteroidogéni-

cos como testiculo y glandula adrenal (177, 185, 186, 187, 188



-122-

178, 189).

Poseyendo el Citocromo»P450 un nficleo prostético de
naturaleza hé&minica es partiqularmente relevante relacionar to
do lo concerniénte a la SALA-S en este Citocromo.

Aquellos tejidos metabolizantes de drogﬁs; como hi-

gado o rindén, con un alto nivel de Citocromo P y los teji

450’
dos esteroidogénicos, que poseen distintos Citocromo P

450 0”
volucrados en una serie de hidroxilaciones parecen contener u
na mayor actividad de SALA-S que los otros examinados.

Se ha demostrado la influencia que ciertos'metaboli
tos A/B cis reducidos de andrégenos y Pg éjercen sobre la ac-
tividad SALA-S en un gran n{mero de células, 6rgangs especies
y estadios del desarrollo, qué va desde él blastodermo de po-
1lo hasta médula &sea humana aduita.

Sin embargo en estos experimentos se utilizaron do-
sis formacol6gicas de estos metabolitos. En cultivo de médula
6sea humana se estimuld el crecimieﬁto de precursores de eri-
trocitos tempranos y tardiqs, por medio de los 5B8-esteroides.
(163). |

frving y col. (162), utilizaron cultivo de iﬂmnrdgg
mo de pollo para observar 1a acqién de los 58 androstanos so-
bre la~sintesis de hemoglobina. Eligieron este sistema, dado
que les permitia hacer un estudio de la eritropoyesis, sin el

uso de artefactos; y por otro lado la eleccidén de ese metabo-

lito se debid a la estructura angular del mismo, producto de la
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‘orientacibn cis de los anillos A y B.

De este modo, podrfn determinar la existencia de me
canismos de unidn de alta afinidad o sistemas "receptores" es
pecificos para estos ésteroides en la regulacidn de la eritro

poyesis. Adem&s en una comunicacién anterior ya habian comen-

- tado la probable existencia de un sistema receptor para Ios 58

‘reducidos en blastodermo de pollo (190). Aunando estas expe-

riencias, llegaron a la:.conclusién de que la estimulacidén eri
tropoyética requiere de la preSencia de1 caracter aﬂéular del
esteroide 5Breducido.

Trabajando con cultivo de médula &sea humana, Mizo-

guchi y Levere (191), estimularon la sintesis del hemo‘ycﬁila.

globina con esteroides C19 \% C21 de cbnfiguracién 58,.dériva—

dos de la biotransformacién de T vy Pg en el hombre; encontra-

"ron que esta accién era independiente de la eritropoyetina, y

dado: que estos compuestosAeran efectivos a bajas.céncentracig
nes, sugirieron la posibilidad de Que los mismos tuvieran un
.papel fisiolégico en la eritropoyesis. humana.

’ Urabe yAcol. (163) confirmaron los resultados ante-
riores én el mismo sistema y demostraron la mayor capacidad es
timulatoria de los compuestos SBreducidos-respectOrde1sus epi

i

meros_5a.
Estudios in vitro, con higado de embrién de polio de
18 dfias {175}, establecieron la existencia de una estrecha re

lacidn entre la estimulacidén de dAla-S y el citocromo P456,ig
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ducida»por compuestos tales éomo Pg, 58?, étidcolanolona y an-
drostan-5,16 dien, 3Bol. .

Ademés se observé que la administracifn de un inhibi
dor de la Ferroquelatasa acenﬁﬁa la activacidén de la 6Ala-S pe
ro reduce la del Cit. Pisge Esto sugiere que la induccidn ‘del
cit. ?450 enlgmbrién de pollo depende de la sintesis de su pro
pio hemo, orséa que se trata de un proceso aséciadb.

Los mecanismos de reguladién.de estos importantes e-
ventos bioquimicos, fueron descriptos como mecanismos de switch
o amplificacién_por King y Mainwairing en 1973 (200).

'Los estudios de actividad y regulacidn de esta enzi-
ma 6-Ala-S han sufrido las limita¢iones propias de la imperfec
ta sensibilidad de los métodos disponibles.

En la actualidad,igrupos de trabajo-estén estudiando

la purificacién de'esta enzima de mitocondria de embribén de po

llo, lo que nos permitird un. manejo més-eficaé»de la misma(ZOL

202, 175).

Por otra parte, se observd en testiculo que la admi-

nistracién:de'hCG-resulta en un aumento de los niveles de Cito

~ cromo P450 mitoédndrial v microsomal (192, 193).

' En este mismo tejido, Tofilon y Piper (185) demostra

ron que las gonadotrofinas aumentan la 6-Ala-S, pero se desco-

noce el mecanismo concreto que las regula. -

Los estudIOSMrelacionados~con la -enzima G—Ala-S tie:“

nen particular relevancia, dado que se han encontrado variacio
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‘nes de dicha actividad enzim&tica en las porfirias hepéticas

hereditarias (194, 195, 196, 197).

Durante el pefiodo postpuberal, cuando la produccibn
endégena de esteroides aumenta, se prbduce en la'maYOriackaléé
pa01entes con porflrlas hep&aticas una acumulacién de interme-
diarios del camino metabéllco del Hemo, las porflrlnas, Y una

reduccién en el contenidpquactividad del,citocromo_P450rhep§

tico (198).

La Prdgestérona y su metabélitb 58?reducido, erpqz
ducidos.en'mayor cantidad en la fase 1uteal del cick;ﬁensﬁhﬁd
y como potentes- 1nductores, en el humano, de 6—Ala—s " :éito-
cromo P450 pueden ser responsables de 01ertos desordenes rela'
c1onados con 1os observados en los pac1entes (199).

Por todo ello, los estudlos en embribén de pollo co-

. mo quelo dan bases para compren@er la influencia que-los es-
" teroides endbgenos pueden jugar en la exacerbaqiénfdem;porfi—

. rias hereditarias~hépéticas postpuberales;

Y estos--estudios.deberian-alcanzar -todas las ‘réla-

ciénes_pésibles entre. los componentes del eje neuroendbcrino=

"hemétiéo”propuesto,y sus posibles vinculaciones con la patolo

gia de - referen01a.
Enumerados los antecedentes de que dlsponemos acer-

ca de -este problemazendécrlno-experlmentalvy algunas de-sxrpg

sibles aplicaciones, se  le:plantean:.alinvestigador-una-sexrie:=-""

de interrogantes que no sblo abaréan el mero hecho de comple-
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tar la informacién disponible acerca dé valores y -relaciones
hormonales y enzimticas sino que estimulan el afén pbr Cono-
cer las probables derivaciones précticas, en este casovgenéti
cas, clinicag, terapefiticas y prbhésticas, que pueden tener la
produccién, la -actividad y 1las fégulaciones reciprocas de los
esteroides y las enzimas que comentamos.

Analiz&ndo aqui también las.necesidades»que se des-
pfenden dé'los antecedentes enumerados, podemos decir‘respepé
to de_ia existéncia y valoraciéh de 1los compuestos-Sd y 5Bre-
ducidosAde'la-Pg en ovarios y adrenal de embridn, que los da-

tos existentes son escasos en lo que respecta a 58-P y précti

camente. nulos para 50-P, lo que impide aseverar acerca de | 1la

actividad reducté&sica en ambos tejidos esteroidogénicos atri-

buibles.a. esos compuestos, durante el desarrollo embrionario.

Otro interrogante a considerar, del que no se dispo
nen datos, es la probable influencia hipofisaria directa, vya

sea via el ACTH o las—gonadotrofinas o ambas hormonas, :'sobre

la produccidn de metabolitos reducidos de Pg.

En cuanto a la determinacién de la actividad de  .la

enzima §Ala-S :en ambos tejidos esteroidogénicos, -existen datos

aislados‘para algﬁnos estadios del desérrollo; su imﬁmbﬁii;or

metabolitos de esteroides, réducidos en 58, se comprobét@ﬁﬁ#i

te el -agregado'-de grandesﬂcantidades~dem58'exégeno”(162,'182);“—
Es ﬁor“ello que en este trabajo,  se completa la de-

terminacién de esta enzima durante el desarrollo embrionario
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yvsevcomprueba la induccibén por SB-pregénonodiona exbgenos, en
presencia de inhibidores de la sintesis de Pg, a nivel de la &
S,3BHidroxiesteroide Dehidrogenasa y de la 17aHidrbxilasa, cia
nocetona (CNK) y espirolactona (SPQL) respectivamente.
" En este capitulo los experimentos propios consistie-

ron en: |

.1. Determinacién de los-nivelés dé Pg én --adrenal
de émbriéh de pollo hembra-énflos estadfos de 13, 15, 17,‘19
dfas y en reciéh nacidos. '

2. Evaludién~de_los niveles de transformacidén :"de
Pg a los metabolitos 5a y 58 pregnanodiona, en ovarios,adrenal
e_higado de embridn de-pollo hémbra en.los estadios citados en
L o ‘ o

3. Determinacién'de niveles de actividad de la en
zima S6Ala-S en ovarios, adrenal e higad6 de embrién de pollo hem
bra, en los estadfos citados enAlf

4. Dem6straci6n de la induccidén de la enzima SAla
S, por.eifagregadoade*Ssﬁreénanodiona (SBP)'exégeno'en presen-

cia o ausencia de inhibidpreéwde la -sintesis--de Pg y por .ende

" de 5B-pregnanodiona .a nivel -de las enzimas_45,38Hidroxiesteroi';

de Dehidrogenasa (Ciagocetona) vy 17qudroxilasaiieSPIHXDlwﬁxmé)
en adrenal de embridnvdé~pollo hembra de 17 dias.

. Este lisﬁadésde objetivos: de ningUnq?manera agoﬁa la
cuestibn;~dado gue quedan-afin varids -aspectos a considerar _en

futuras investigaciones.
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PUNTO T

- CONTENIDO DE PROGESTERONA EN ADRENAL

1. MATERIAL Y METODOS.

1.1. Extraccién y Preparacién de Muestras

Se utiliz&ron embriones de pollo hibrido doble pechu
ga, genética Copp de 13, 15, 17, y 19 dias del desg:réllo rem—
brionario. | ) 1; ; ..

Los huevos se mantuvieron en un incubador maréa Alon
so S.R.L. modelo4n°75, a 37°C y en atmbsfera humificadavﬁhaSta
el esradio del desarrollo adecuado a cada experimento.

Los-animaiesnfueronééécrificgdégfpor-deéapitaeién~*y
se mantﬁviéroﬁ“sqbre'hiélo durante el péfiédo intraoperatorio.
Se disecaron lésvadrenales, se éblocaron en pools, pesaron y ho

mogenizaron con 2,5 ml. de una solucidén etanol-agua (20:80) (Vv

V) convpottermtéflén-vidrio,

Se les agregb a cada muestra Pg—l4C como tracer (Ae:

57.2'mCi/mmol)‘y finalmente el homogenato fue extraido 4 veces

con 6 ml. de Cloruro de Metileno cada vez.

El eXtracté se_evapdré bajo atmésfera de.Nz,wse.redi

'solvié en 3 ml. de Metanol y se .conservd durante toda-ia noche

en heladera (4°C) para el desgrase.
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‘Transcurridas doce horas aproximadamente,‘las " mues-
tras se filtraron a través de vidrio frito. El filtrado'sevevg
por6 bajo N2 hasta la seqﬁedad y en esas condiciones se conser
v6 én heladera hasta su utilizacién.

Haremos una breve descripcién de la ubicacidén anaté-
mica de las gl&ndulas suprarrenales utilizadaS-enyeste experi-

mento.

Las adrenales estén situadas delante de los riﬁohes,

'sobre su cara interna e inmediatamente antes de la bifurcacién

de la vena cava, posterior. Para su-extraccidn fue necesario ha
cer un corte sagital én el cuerpo del animal y'sepafar higado,
vesfcula, estémago e intestino, dejando asf claro el campo ope

ratorio. (fig. n°22).

1.2. Determinacién-del Contenido_End6égeno de Pg
} | .La descfipéién del método utilizado en este ensayébseu
halla contenida én el Capitulo 1T, pﬁnto 1171, 1.2; en este pun
to séld enunciarémos los titulos que se detallaron en la refe-
fencia citada. . | |
S 1.2.1. Aparato

1.2.2. Fase M6vil

'1.2.3. Esteroides

1.2.4. Velocidad de Flujo | N

1.2.5. Vglocidadwde‘Carta

1.2.6. Determinacifn-del:Lag de Coleccién

1,2.7;-Pr00edimiento
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cibén de la gl&ndula adrenal).
l.Vena hepdtica - 2. Aorta dorsal - 3. gldndula adrenal - 4.

18bulo renal anterior - 5. vena renal - 6. vena femoral - 7.
arteria cidtica - 8. arteria iliaca interna - 9. mlisculo ob-
turador interno - 10.bolsa de fabricio -ll.cloaca - 12. vena
coxigromesenterica - 13. vena porta renal - l4.arteria femo-

ral - 15. arteria renal - 16. vena cava posterior.
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1.2.8. Curvas de Calibracibn. Sensibilidad

2. RESULTADOS

2;1._Metodolégicos

Son vlidos los mismos comentarios realizados en el

- mismo punto en el capitulo II, ya que alli se discuten resulta

dos respecto del método y su aplicacidn.

2.2. Bioquimicos

-

qu resultados correspondiéntes a ovario izquierdo y
derecho se‘incluyeron'enlei"pupto:2.2 del capitulo IJ y los co
rrespondientes a adrenal.ée ehumerén en tabla X.

- Los métodgs estadisticos empleados fderon anovade un

factor utilizando el test de homogeneidad de Bartlett. Los con

“trastes a posteriori, se realizaron para una poblacién hetero-

genea de acuerdo a Tukey-Kramer o Scheffé (135, 136).

Tejido*4'“13 dias | 15 dias 17 dias | 19 dias |R. Nacidos

@

Adrenal| 2.52+0.15|1.26+0.14|1.4440.15]1.96+0.14|3.4240.17

Tabla X: Concentracién de Pg (ng/mg téjido) en adrenal de em-

brién de pollo. Los valores promedio correspondn.a de
__terminaciones por triplicado de dos muestras procesa-

das en distintos dias. Anova significativa p<<0.001.

La concentracién de Pg en este tejido es alta en .el
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estadio de 13 dias, desciende luego hacia el dfa 15 y se recu-
pera en las proximidades del nacimiento. ‘
No se observan méximos, 1a(funcién tiende a aumentar

con el desarrollo embrionario.

B H I N .
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PUNTO 11

METABOLISMO DE LA PROGESTERONA EN TEJIDOS ESTEROIDOGENICOS

E_HIGADO

1. MATERIAL 'Y METODOS

1.1. Extraccibén y Preparacidn de Muestras

Se utilizaron 1000 embriones de polio hembra, hibri-

" do doble pechuga, genética Cépp,'de'13, 15, 17 y 19 dias del de

"sarrollo y pollos recié&n nacidos.

_Loé huevos se mantuvieron_en incubadora a 37 - 38°C,
marda'Alonso S.R.L., Modelo 75, con ambiénte humidificédo has-
ta los distintos eStadios del desarrollo‘embrionario..

Los animales fueron sacrificados por decapitacidn, se
parados~p0r~sexo-y-mantehidosusqbrewhieio durante el proceso in
traoperatorio.

Sé disecaron los ovarios, la adrenal.y el higado,. se
pesaron y colédaron en podls y se incubarOnvéomo se detallamis
adelante. | | |

1.2. Métodos Utilizados

1.2.1. Sistemas Cromatogrificos en Papel |

"a) TPG: Toluéno—Propilenglicol (3:1) (144).
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Se realiz6 cromatografia descendente en papel ~What-
man n°l. o
Se utilizaron cortinas de 5 a 6 tiras de 2 cm. de an
cho:por 45 cm. de largo.
' EstaS’cortinasvse embebieron previamente en una mez-
cla de'propilenglicol—metahol”(1:2), contenida en navecillas.
Una vez eliminado el exceso de la $OIUCi6n por evapo
racién séusémbraron las muestras a analizar, coloiantes y'pﬂig
nés necesarios. La siembfa ééxrealizé en punto en todos los ca
sos. .

Luego se colocaron las cortinas en las .cubas cromato

'gféfiCas dejéndolas estabilizar por una hora, a1 cabo(ﬁélaand :

se desarrolld el crématograma con el agregado de SOlvente@kicg
frida,.ToluehQ-Propilenglicol (3:1), por espacio de 15-16 hs.,
Pasado ese tiempo sé retira la cortina de la cubg se
seca y se somete a anflisis. -
'b) Bush A:-Heptano-Metanol<Agua (5:4:1) (145).a- .

Las cortinas utiliiadas:fueron.idénticas a,las.;dél.

~ La siembra se realiz6 en punto directamente. :sobre las
cortinas, sin embeberlas en ningfin solvente.
Se sembraron- las muestras,gpatrones correspondientes

y colorantes Azul Nilo Y -Sudan "III.

Las cortinas se estabilizaron en la cuba cromatogr&-
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fica durante 1 hora y se desarrollé el cromatograma por ' espa-
cio de 4 hs.
Al término de las,cuéles, se retiran las coitinas se
secan y se procede al andlisis de esteroides.
b) Bush B5 P BencenOfMetanol:Agua, 1:0.5;0,5 (145) .
“ El método empleadq es el.mismo descripto para el sis
teﬁagBush A (b). |
El tiempo de corrida de ia crdﬁa%ografia fue de apro
ximadamente 9-10 hs. |
c) Cydi I: Ciclohexano-Dioxano-Metanol-Agua.
| 434:2:1 (203).
E1 método émpléédo'es €l mismo descripto_para el sis
tema Bush A (5). ' |
Eigcromatoérama se desarrolléfdurante aproximadamen—
te 7-8 hs. |
~d) CyBz: Cyclohexano-Benceno-Metanol-Agua.
4:3:4:1 (203).

‘El método émpleado es el descripto para :el. ‘sistema

"Bush A (b).

El cromatograma se desarrolldé durante aproximadamen-
te 8 hs.

1.2.2. Sistema Cromatogragicq en Placa Delgada

El solvente de corrida utilizado fue Heptano-Acetato

de Ftilc (3:1) (159).

Se utilizaron placas de vidrio de 20 cm.x 20 cm.X 0.5
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cm. de espesor.

El lecho crométogféfico se componia de una ..solucifn
de Silica Gel G-agua deStilada en relacién 1:2.

Las placas se activaron durante una hora a 110°C.

La siembra se realiz directamehte, muestra a anali-
zar y patrones £é;pe¢tivos,-1a cantidad utilizada de estos Gl-

s

timos fue de 25 Hg.

Se desarrolls el crOmaterama a T ambiente con el sol.

vente arriba mencionado durante aproximadamente 2 hs.
Al término de las cuales se retiran las placas,’se se

can y analizan los esteroides.

1.2.3. Caracterizacidn de los esteroides ' !

- a) Preparacidn de los Acetatos (203)

Los.acetatos'de~Corticosterona y Aldosterona, se ob-
tuvieron por tratamiento con Anhidrido Acético y Piridina, los
productos de reacéién‘se separaron y caracterizaron por sus Rf

en cromatografia en papel en el sistema Cydi I.

‘Cdrtisoi—yrDoc (Deoxicorticosterona) se acetilaron por:"

el mismo procedimiento, y -sus Acetatos se_cromatografiaron',en

. TPG y;BuSth respectivamente.

'b) Obtencién de "L" 180H-B y "L" 180H-DOC. a partir
de "M" (204). .

En este caso el eluido de la zona correspondiente al

"M"-esteroide, se .mantuvo en metanol durante una semana a ..fin

de obhtener una forma ‘menos polar del compuesto, es decir la for



ma "L".
Luego se evapord el metanol hajo N
siduo seco en presencia de un standard y se cromatografib en los
‘sistemas Bush B5 para "L" 1SOH—B y TPG para "L" 180H-DOC.

c) Sagonificgcién de Acetatos (20§)

El estroide C21—acetoxi se disolvid6 en un pequeiio Vo

lumen de bicarbonato de potasio (metanol) al 0.4% (p/v).

2
a temperatura ambiente en cuarto oscuro.

La solucién se saturd con N y se dejd durante 8 hs.

Los esteroides libres se extrajeron con solucién de

. acetato de etilo y el extracto se lavd con agua y se filtré a

través de sulfato de sodio. anhidro y luego se evapord y croma-
tografi6.
Esta técnica fue utilizada para los Acetatos de B.

4d) Oxidac;én»de’lds Acetatos (203)

Los diacetatos de Aldosterona fueron tnﬂzﬁbs amlcr03
al 0.5% en acético glacial durante 10 minutos a temperatura am
biente, se detuvo la reaccién por el agregado de etanol al 20%.
Esta técnica segln Kliman y Peterson (203), prodice .
la 11,18 Lactona del 21 Monoacetato de Aldosterona (Lama) paré

el diacetato de Aldosterona. El derivado se purificd en el sis

tema Cy-Bz.

1.2.4. Detecci6n de los Esteroides en los Cromatogramas
a) Los esteroides radionertes que absorben a : 240rm

(A4,3 ceto), se detectaron en los cromatogramas en papel, uti-

5 Y se sembrS el re
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lizaﬁdo la emisién'principal a 253.7 nm (onda corta) de una 1&m
para U.V. (Mineralight t Short Wave U.V., S11).

En estos casos el papel fluoresce con una emﬁﬁén,vgz
ldcea de intensidad variables, aependiente del solvente de co
rrida utilizado en la cromatograffia, y la mancha més oscura que
identifica la posicién del esteroide por contraste, es debida
a la absorcién de la radiacibn por éxcitacién. |

b) Los esteroides radiactivos éobre los cromatogra
mas en placa delgada,‘fueron detectadas-al determinar la posi
cién que ocupan ios patrones respectivés, por expdsicién de. la
placa a vapores de 12 biSublimédo durante 5 minutos y demarca
cibn de la zona coloreada por punteado. |

El revelado de los mismos se produce por abso?cién

del yodo sobre la superficie del esteroide.

c) Los esteroides radiactivos presentes en los cro
matogramas en papel, fueron ubicados mediante el uso de un ra

dioéromatégrafo Scanner, marca Packard, modelo 7201.

1.2.5. Elucidn de los Compuestos
Se empled para ello el método discontinuo.
.Las zbnas del cromatograma en papel que conteniaias :

muestras fueron cortadas en cuadraditos pequefios y :colocadas

en erlenmeyérs de 50 ml. ' ‘ N

Se utilizé como solVenté de elucidn metanol.
Los erlenmeyers se ubicaron en un agitador mecénico

y al cabo de 15 minutos de agitacidén, se extrajo el :salvente
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de eluciéﬁ‘con ayudé de una pipeta capilar (para evitarTel a-
rrastre de particulas de papel) y se volcé en tubos gréauédos.
Luego de ese paso.se les agregd nuevamente ei solven
te de elucidn, procedimiento que se repitiértres veces.
Sobré alicuotas del 2% se realizaron las mediciones
de radiactividad en un contador de centelleo liquido.

Los eluidos fueron concentrados bajo Nitrfgeno en ba

- no termostatizado a 37°C.

1.2.6; Medicidn de.1la Rédiactividad
| La medicién de la actiﬁidad de las muestras-que'cog
tenian 3H Yy 14C’o mezcla de ambos, se realizd en un espectrd-
metro B @é ééntelleo liquido, marca Marck III, modelo 6882(Tra
korfAnalytic). | |

Las muestras :a. mMedir se colocaron en viales de vi-

drio de bajo contenido en K+ y se llevaron a sequedad bajo ai

reLnSe»ies”agregé 10 ml. de la solucidn centelladora (4 gs de

PPO + 0.25 gs de ‘Dimetil POPOP en 1 1t. de Tolueno) ,a cadavi

“al (206, 207, 208).

Los viales previamentevtapados y agitados, se deja-

ron durante -10 minutos, antes de su lectura en el contador, en

«

oscuridad y a baja_témperatura con el objeto de disminuir el

'fondo. Y
El procedimiento:-de medicidén -requirid la-determina-
cidén de los pardmetros-Sptimos-para "H y 14C.

1.2.7. Método'ingvitro de la Reduccibn Enzimdtica de!.la Pro-
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gesterona. Separacién de las Fracciones

1.2.7.1. Procedimiento de Incubacién

La ngndula adrenal ’los ovarios y el higado se in-
cubaron en 2 ml. de buffer Krebs Rlnger—Blcarbonato Glucosa(#)
‘pH 7,4, en presenc1a del precursor radlactlvo 1,2 3H—Progeste_
‘rona ‘a 37°C durante 30 minutos,'bajo“atmosfera de carbbgeno (
95% Oé‘+‘$% COZ), en incobedor:metabélico ripo Dubnoff con a-
gitacién constante de 50 ciclos/éeg.'>

El peso promedlo de’ los pools utlllzados fue:

Higado ' 249,5+22,6 mg. Ovarioﬂlzqulerdo ="34,4+3,8 mg.

Adrenal = 45,7+ 4,0 mg. Ovario‘Derecho “23r8i?'7 mg.
| - Se detuvo la_incubacion'por volcado del sobrenadan-

te, en tubos cénicos conteniendo 4 ml. de Cloruro de Metileno,

se. reallzaron dos extracc1ones més de 3 ml.wc/umcon el mismo

solvente (209, 210)

(#) Krebs—Rluger—Blcarbonato-Glucosa

100 ml. Cloruro de SOle 0.9% 25 vk

A/ml Cloruro ‘de. Potasio 1.15%. / b

1,63 ml. - N
//I ml.-de Fosfato-dléc1do de Potasio.0.TS 2.11%

Q;ﬁl”ml. de Sulfato de Magneslo Heptah;dratado 82%

3.

A .SOlucion de 78,33 mg.de Dextrosa en 3,15 ml.de Bi
> 0.16 mi. R :
' ' carbonato- de Sodio 1,29%.. -

0. 05 ml. Cloruro de- Calc1o 1,22%
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El precursor utilizado es 1,2 3H—Progesterona, de la

~que se agregaron 4 pmoles,..y cuya actividad especifica es 50 Ci/

mmol.

1.2.7.2. Secuencia Metodolbgica

Una vez realizada la incubacidn y previo a la extrac

cibn de los esteroides, se les agrégaron los tracers Pg—l4Q‘Al
14 14 '

~do-""Ccy B-"C.

Aquellos extractos cuyoé homogenatos se realizaron con
el higado é.alguno de los ovarios, luego de llevarlos a éeque—
dad bajo Nitrégeho;15e~cromatografiaron en presencia de patro4
nes y colorantes cofrespondientes en el sistema Bush A (L.2.71
b). Este'métodoAnosvpermite separar Pg y ambos metabolitos Bo
y 58 -P, dei resﬁo_de los esteroides éintetizados por esos té-
jidos. |

Para purificarlos afin mis y separarlos entre si, ‘se

" los crbmatografié en placa delgada en el sistema Heptano-Aceta

to de Etilo, 3:1 (1.2.2).

El revelado de los -esteroides, indicdé la presencia de

Pqg, Sd—pregnanodiona v SB?pregnanodiona con distintos Rf.

La zona correspondientes'avloé esteroides, se ﬁamfde
la placé'mediante elhraspado dé la silica} lo que se volcd en
viales y previb'el agregado el liquido centellantg se-midid.la
actividad-en un%contador~de:centelleo;1iquido:segﬁn:lgfdetallg
do en 1.2.6. | | , ,{

En cambio los extractos provenientes de la adrenat del
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pollo previo a la realizacibn de los pasos supraindicados,; se
los cromatografid primero en el sistema TPG (1.2.1.a))durante
el tiempo necesario para obtener un abundante"overflow".

El "overflow" asi obtenido se llevdé a sequedad y en

tonces recien fue sembrado en el sistema Bush A(l1.2.1 b) YISe

continubé con el procedimiento de aislamiento y purificacién.

Los pasos utilizados en este punto se esquematizan -

~en la figura n°23.

1.2;7f3, Caracterizacién de 50 y 58 Pregnanodiona

Luego¢de.la separa¢ién y aislamiento de ambos meta=

 bolitos por. placa.delgada, como se describié oportunamente,se

cristalizaron ambos en presencia de un carrier radionerte has
ta actividad especifica constante.
Se utilizé como solvente de cristalizacidn eter eti

lico;heptanQ para 58 pregnanodiéna y cloruro de metileno-ace-

“tbna—ééua pafa su isbmero. 50 (Ver Resultados).

_Este método permitid caracterizar los estercidesy a
segurarnos. que el material radiactivo aislado de la _placa era
el correspondiente a las dionas puras. .

Esrnecesario destacar ‘la buena reproductibilidad de

Vloszmétodos de conteo de Ia'radiactividad, gracias a tgque el

queching es corregido individualmente para cada muestra por-u

na ventana automatizada:para}éptima,energiajdirigido por. un a

nalizador -multicanal. -
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Incubacién con 1,2 3H-Progesterona
Extracéiones «con Cloruro de ‘Mefileno
r 1
Bush A TPG
1 1
Pg + Metabolitos Otros Esteroides | Overflow
S5a vy 58P '
T.L.C. Estudio de la Bush A
Corticoidogénesis
| N
Pg | |5a-P| |58-P Pg+Metabolitos .
L 1 50 y 58-P
Medicidén de T.L.C.
Actividad
i 1
Pgl| | 5g ~-Pli58 -P
L |

Medicidén de
Actividad

figura n°® 23: Secuencia metodol6gica seguida para el aislamien

to de los metabolitédés reducidos de la progestero
na 5a-P y 58-P. A partir de incubaciones con ova
rios, adrenal e higado.
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1.2.8. Estudio de la Corticoidogénesis en la Adrenal. Ais-

lamiento tharacterizacién de los Esteroides

Para el éstudiolde la corticoidogénesis en el pollg
se eluyeron del TPG de-ias suprarrenales los picos que fueron
considerados importantes por la radiactividad que contenfian,es
decir, las zohas correspondientes al "Origen" y "Corticostero
ﬁaﬁ‘en el cromatograma.

Por otro'iado, se eluyb también del cromatograma del
Bush A de suprarrenal} la zona correspondiente a "bOC”,qmaes'
mi4s polar que Pg y cualquiera.de sus reducidos.

De esta manera se analizaron tfes zonas en los croma
,xogrémas de suprarrenal, las correspondientes al fOrigen","B”
y "DOC" (figuras h°24, 25 y 26 respectivamente).

_ El eluido ael_"origen? del TPG se sembrd y cromatogra
fié en. el sistema Bush Bs;len este sistema fué posiblei&»seg;
racién de 180H-DOC, Cortisol, Aldosteroné,-co:tisona y 180H-B,
debido a sus diferentes‘Rf (figun©®°27) .

‘ Se eluyd la zona correspbhdiente a 180H~DOC "M",se

lleV6"aﬁéequedad—bajo Nz-y se mantuvo en metanol durante-una:se

'”-vﬁaﬂa(i.Z.B. b), al cabo de la cual se_sembré:y crqmatografié

en 1'PG (172.1ua),obteniéndose ambas formas 180H-DOC "L" y"M"
las-que se trataron por separado. |

La 180H-DOC"M"restante se volvié a éometer.al tra-
tamiénto;con metanol, cromatografiafen“TPG, déndo;énténceS‘ia S

180H-DOC "L".
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EnAcambio la 180H-DOC "L" qué se obtuvo del " primer
TPG, se la mantuvo una semana en forma de residuo seco y luego
se sembrd® nuevamente en TPG, paré dar la forma 180H-DOC "M".

Las 2zonas correspondientes a Cortisol y Cortisona, .se
llevaﬁon,a sequedad y ambas se sometieron por separado a :una
acetilacién por el méﬁodo descripto.en 1.2.3a; al cabo de da

misma se sembraron ambas en TPG y se recuperd del cromatogra-

. ma los Acetatos de Cortisol y Cortisona respectivamente.

El eluido de.ia zona correspondiente a AidoSterona,
se llevd afSequedadwy sehlo;acétilé (1.2.3a), el Acetato de Al
do asi bbtenido se lo purificd én el sistema Cidy Ik(1.2;1c).
En este caso el derivado fue.sometido a una oxidacidén con Cro,

(1.2.3d) ¢ Ia 11,18 lactona del 21-monoacetato (LAMA) obteni-

do se purific6 en el sistema CyBz (1.2.14d).

Finhalmente a 'la zona correspondiente a 180H-B, se lé
realiz6 el mismo tratamiento que 180H-DOC, para obtener la for

ma "L" (1.2.3b), con la finica diferencia que los derivados se

) purificaron en el sistema»Bush'B5 (1@4.1b),'7’

TddosﬂeStos-pasos:esténfesquematizadosﬁen11a_fig.n°

24,

La zona del TPG que coih¢ide con 'Corticosterond, se

eluy6 y llevd a sequedad bajo N2, luego se procedié a su ace=

“tilacién utilizando.-el isistema-descripto-en 1.2.3a y el Aceta .

to de~B obteniGO-seipurificé~en;Cidy I(1.2.1c).

El acetato de B fue saponificado (1.2.3c) y recroma
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‘ Origen
. ‘ . A' 1 » ’ | |
.. . ‘ | _ ‘ Bus? B5 A - _
y : , — 1 . ~4 -
T80HE~-DOC - ICortisol o Aldosterona Cortisona ' 180H-B
] : ::::::;: ‘ ' - s 1 ‘
Metanol - [Acetilacidn Jacetilacién] - {Acetilacién] Metanol
TPQ K o ! ?PG ‘ -‘pldy II »’TPG- S Bush B5
lSOi*DQC Adetato»de o Acetaté de ! Acetato de 180H~B
"ﬁ" y "M"| | Cortisol | .| Aldosterona Cortisona "L" y "M"
: nMn ny,m ) | o » Oxidacidn E uLn 'uMu
MeOH Residuo S : _ ' | | Residuo| Metanol
Seco | '-_’ CyBz , L Seco
TPG
"TE0H-DOC TPG | - ' | LAMA . BuéhABs Bush By
' - }18-0H-DOC ] . ’ , 180H-B | . {180H-B
! ) N . . : ny e ll'Ln
i '

flgura n°24: Estudio de la cort1001dogéneszs en adrenal de embr16n de pollo. Secuencia

metodoléglca utillzada a partlr de la zona denominada "Origen" del TPG

(1.2.1 a) de suprarrenal.

’
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tografiado en TPG (l1.2.1la), de donde se eluy6 la Corticostero-
na pura. | |

'Finalmente la zona_éorrespondiente a "Docﬁ'én el Bush
A, fue eluida, llevada a sequedad_y acetilada (1.2.3a); los A-
cetatos de DOC asi obtenidos se purificaron en el.sistema Bush
A (1.2.1b).

La purificacidn y aislamiento de Césticosterona y DOC .

se esquematizan en las figuras n°25 y 26 respectivamente.

2, RESULTADOS

2.1. Metodolbgicos

Es importante destacar la bﬁena éeparacién obtenida
entre los derivados 5ay 3 -P entre si y de Pg en placa delga-
da por el sistema Heptano-Acetato de Etilo (1.2.2.).

.Lé radiactividad contenida en cada zona se conté di-
rectamente sobre la_silica,'sin realizar extracciones. Si bien
este método produce un poco de quenching,; este fue ‘.corregido por
dos procedimiéntos, uno ée ellos es lé utilizacidén de un conta
dor de centelleo liquido que corrige el quenching de cada mues
tra mediante una ventana automatizada para energia Sptima y di

rigida por un analizador multicahal; y el otro fue la utiliza-

cibn de un factor de correccidn gue se obtuvo sembrando patro-

nes de actividad conocida en la placa de silica y cromatografia-

dos en el mismo sistema.
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figura n°25:

Ot

Corticosterona

Aqetilabién
L

Cydi I

Acetato de B - \ 

| Saponificacidn.

"B "

Estudlo de la cort1c01dogéne51s en’

adrenal de embrién de pollo. Secuen
- cia metodolégica utlllzada a partir.

- de la zona denomlnada "corticostero: -
*¢na"del TPG 11,2,1: ay de suprarrenal

[oc

Acetilacién

‘Bush A

"Acetatos de' DOC"

fmgufa n°26 Estudio de 1la cort1001do

génesis en adrenal de em

"brién de pollo. Secuencia

- metodolégica utilizada a
partir de la zona denomi
nada "DOC" del TPG(1.2.T
a) de suprarrenal.
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Por cristalizécién hasta actividad especifica cons-
tante se pudo comprobar que los reéultados obtenidos ﬁccrreé-
poﬁdian a laé pregnanodionas puras. (tabla XI)..

‘No'fue_necesario en el aislamiento de'F,‘Cortistai
2oc, més qﬁe.un paso de purificaCiéh va qﬁe‘se llegabaétla;re-
lacidén 3H/14C:dm£ﬁante por ese ﬁnico mecanismo.‘

2.2. Bioquimicos

. 2.2.1. Curvas.de Desaparicibn -de 3H-—Progesterona en los te-

jidos Esteroidogénicos & Higado

- En la-tabla-XII figura el porcentaje de desaparicidén
‘3

“dész-Pg'calculaddgcomp 100% - % H—ngno metabolizada.

Los métodos estadisticos utilizados fueron los mis-
mos descriptos en el punto I 2. 2 de este capitulo.

- El metabollsmo del sustrato- exégeno muestra variacio

nes caracteristicas en -todos-los tejidos—durante-el desarrallo.

La conversién del sustrato marcado es igual ‘en: aibas

. gonadas .en los. estadios 1n1c1ales y prbximos al’ nac1m1ento,pe

~ro eswmayor —en la: 1zqu1erdaﬂrespecto_de-ia ‘derecha.en..los es-

tadiOS”Intermedlos.
Las curvas de conversidén muestran un mé&ximo ren “el
dia 17, y desciende répidamente hacia el dia 19 y recobra su

peso en el nacimiento. §

Las curvas- de la adrenal no muestran-un-minimo tan _ ...

drenal -el mé&ximo coincidé con el del ovario izquierdo en.el.dia:17.

“”profundcféﬁ.ei'dia'19-ébmo'1aszcurva§¥del;oﬁafio, pero-—en.laa. .
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Tejido

Metabolito N°

cristaliz.

Sistema Sv.

dmeH/mg

58-P

EE
;/HE

2502
2207
2074
2168

Adrenal .

S5a~P

MeCl

/

Acetona
Agua

2369
2420

© 1843
1915 -

- Ovario

. 5g<p

EE

/vE

16887
16349
16406
16877

- |Izquierdo

5a-P

MeCl

/Acetona
Agua

938
923
732
951

Ovario

58-P

EE
"/HE

18581
17884
17890

- .|Derecho -

5a-P

D W R WD R W N RE W N RS WD RS WwN R

AMeCl/

Acetona
-“Agua

- 17889 .

680
645
627
648

~

Tabla XI:Datos cristalizacidn de las pregnanodionas hasta ac-

tividad.especifica constante.. .

__EE: Eter etflico. -HE: Heptano. -MeCl: Cloruro.de Me.= =

tileno.
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El metabolismo del higado como era.de esperar es el

mas alto.

i

—

Tejido 13 15 17 19 R. Nacidoes

Higado | 94.8+0.6° 182.1+3.6°88.5+0.692.7+0.5% 94.5+1.52
@9 | O (10) (9 (1)

Adrenal | 77.9+1.4% |66.8+1.8%}76.0+1.9%|61.1+2.3% 92.9+0.8°
| (8) (9) (10) 9 | @

Ovario - 33.]._«54.,0,11."'S

64.1+1.5%176.3+3.8%[52.1+2.3% 69.6+1.3°

Ovario |33.4+2.9 [51.6+40.3 |56.7+2.5 [40.9+3.7 [65.8+2.0
Derecho (9) (9) - (10) (9 - (8)

Tabla XII: Promedio de los valores de désaparicién por mg de te
jido + Error st. El nimero entreAparéntesis findica
nﬁmero‘de'muestras incubadas. Se observé heterogenei
dad a un valor_de p< 0.001. Los valores de los teji
-dos'fueron-comparados con los del ovario derecho por
un “tﬁ~de~contraéte a posteriori.

a: P<0.001- n.s.: no significativo.. -

T222L2;3Métébblismo de‘Pg en Adrénal
| Podemos ver-en el cromatograma de la fig;'n°2§, cgue
¥ ?g es convertida en al menos diez metabolitos por la.ra'dﬁenalw
de -ambrién de 17 dias. X
A lo ‘largo:del:-desarrollo este modeloies.sixﬁjarQLJCS’
cémbios,son:simpléﬁente cuantitatives.

Los metabolitos caracterizados por el método descrip
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A LR=3x10°
to £} | : { > H:1
B | - LR=3>_:103 "
t: 1 A
= LR=10"

’ AB't'f Fﬁ A

',flgura n°27rScann1ng de -un cromatograma correspondlente a
Ia Incubacién de adrenales de embridn de pollo de 17 dias.
A:Scanning del overflow del TPG, desarrollado en el sistema
cromatogrdfico Bush A.Progesterona (P)y su metabolitos reduc:Ldo (RM)
se eluyen juntos-y se separan luego por TIC.
B:Scanning del- extracto total ciomatografiado en el s1stema TPG..
C :Fraccién polar al origen del TPG, elulda Yy cnomatograflada en el sis-
tema Bush B,
: Standards - cgcromatografmdos, ‘progesterona(P) ;- ‘metabolitos reducidos
B— 2 ﬂi—deomcozta;costemna(D) ,~ocorticosterona(B) ,-18CH~-B"M"(B*)-Corti~--
sol (F):, Aldosterona~(A). El-pico:immediatamente :a-ta-dereha*de-A,—po~ -
‘dria ser la forma—"L"de 180HB(Aragonds y.col,.204). Observar diferen-
cias en las atenuaciones.
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“to son: B, DOC, Aldo, 18DH-DOC y 180H-B, estos ltimos en sus

formas "Mll y .IILII.
También fue detectado Cortisol y tentativamente iden-
tificado por su movilidad en el sistema Bush.BS. 504y 5Bpreg

nanodiona se - separaron por placa delgada y se identificaron:por .

fcriSﬁalizabiﬁn{héstalactividad especifica constante en ptesen

cia de carriers radionertes (tabla XI).
Se” puede observar en tabla XI, que se logra constan

cia de la relacién -dpm 3H/mg en ambos ovarios entre la prime-

ra y segunda cristalizacién.

S6lo en la adrenal hay pérdidas més o menos :Zimportan
tes de 34. |
También podemos ver eh la fig.nf27,,que-el material

correspondiente.avla zona de. B es més:zabundante que el corres

'pondiente'a’los*otros<corticoides~en~el~dia‘17,esta tendencia

se mantiene a lo largo del-desarrollo-embrionario.—

Si comparamos la:.reduccibn A/B:cis de la Pg-con su

' conversifn- a. corticoides, debemos-comparar.entonces las canti

dades dé‘SB;P'coh$la"de»B;_principal.corticoide.sﬁnetimxkypor

la glandula.

El resultado de este estudio se puede ver en la ta-

bla XIII y fig.n°28. La redgccién A/B cis predomina en los es

tadios_tempranosfdelﬁdesarrollo=yésuﬁyalargexcede«en4un—£act>;:;_;

‘de 5 al de'B.T

La'reiécién-luengdesciende répidamente hacia el na
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-Dfas del desarrollo:
flgura n°28' Curvas de 2 de conversidén y de relaciones en Adrenal

A: Sa-P(-o—) SB-P (—A-), B(-----)

B: Bo- P/B(—t—), 58— P/B(~A~), Sa-P/SB-P(—--——) '
Tas ¢urvas de 50~P(A), 50-P/B y.50-P/58-P(B) corresponden a los valores de y pmopor01onales a la
parte mis baja del eje Y. 58—P(A) v SB-P/B(B) corresponden a los walores de y proporcionales a la
parte superior del eje y: | -
Ios valores son promedloé de % convers16n!/ 10 mg tejido + Error standard.
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cimiento y en el nacimiento 1la cqrticoidogénesis predomina (8
veces'mayor) sobre la reduccibén de Pg.

Gréficamente, vemos la simetrfa entre las curvas co
rrespondientes a ambos esteroides\(fig; 28A) y el descenso ex
ponencial de la relacibén 58-P/B eﬂ la figura n°28B (conclusio
nes) .

En contraste la relacidén 5afPregnanodiona/Corticos-
terona, se aproxima a la abcisa asimtdéticamente. La reduccidén
A/B cis es un Qfden de magnitud mayor que los valores obteni-
dos para la reduccién A/B trans yvla relacibn 50/P 5BP perma-
nece pré&cticamente constante hasta el dia 19, tendieﬁdoﬁluego
a aumentar hacié el nacimiento:

Los.métodos estadisticos empleados fueron losﬁﬁSmﬁ”

utilizados en el punto I 2.2 de este capitulo.

Dia del , o _ ‘
desarrollo 50-Pregnanodiona . . {... 58-Pregnanodiona
13 | 1.45%0.15 | 9.8+1.62
15 10.63+0.13 5.60+0.39
17 o 0.74+0.05 | 7.96+0.19
19 © 0.32+0.05 4.0140.51
R.N. __0.15+0.03 _ 0.86+0.20

Tabla XIII: ¢ de conversibn a 5a y 5B-Pregnanodiona por 10 mg
de tejido. Anova significativa p<0.05, 58-P dia
17 > 15 y dfa 17 > 19).

2.2.3. Metabolismo Reductivo de Progesterona en Ambos Ova- -

rios
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La tabla XIV representa la conversién de H34;Proge§>
terona a ambas pregnanodionas por el ovario izquierdo y dere-
cho. -

Se observa una importante diferencia entre amhos o-
varios( en las cﬁr&as correspondientes a’ ' 58-P, durante el de-

sarrollo.

En el OI al igual que ocurre en la adrenal, 5B-P res:

~ ponde a una funcibén ondulatoria que desciende ripidamente con

un mdximo-menos pronunciado que la adrenal-en el dia 17. 'En
el ovario derecho, los_niveles de 5B-P cambian en menor propor
cién durante el desarrollo.

Como consecuencia de esto, la relacidén 5a-P/58-P en

. ambos ovarios obedece a una. funcién totalmente diferente r:co-

I . ) - .
mo se puede ver en la figiu29B (conclusiones), en el dia 13 es

ta relacibén es mayor en el derecho que en el izquierdo :mien-

_ tras que en el nacimiento se invierte.

Sin embargo la reduccién A/B. cis, en todos los esta

. dios y en ambos ovarios es mayor que la A/B trans.

"La mayor diferencia la encontramos en el dfa 13 en el
ovario izquierdo (16-0.8) y la menof, en el dia 13 también pe
ro en el ovario derecho (10.5—1.8)}

, Los métodos estadisticos empleados fueron los mismos

~.descriptos en el puntb I 2.2 de este cépitulo.

2.2.4. Metabolismo ReduCtivo de'Progestérona‘en_elnHigado

Estas transformaciones fueron estudiadas en este te
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‘ - _Dias del desarrolle . o L
- figura n°29: Cu::vas de $ de conversién y relaciones en ambos ovarios. * ' S T
'5%—'??'0 D.) (~e—); 58-P(OD) (—#-); 50-P(OT (—x—-),, 5B—P(OI) (A=) S v
B:50-P/5-P (OD) (—8=) y 50-P/58=P(OI) (~x-). y -
TA) Ambas curvas 58-P corresponden a valores de Y propor01onales a la parte superlor del eje y; y-am
bas curvas So~P a los valores de y proporcionales a la parte inferior del eje Y. Los valores son pro=
medios de % de conversién por 10 mg de tejldo + error standard. -
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idea de comparar los resultados en gl&ndulas este

roidogénicas con un clisico tejido metabolizante.

- Aunque

te tejido t

las curvas de conversién a las dionas en es-

ienen ciertas similitudes con las de los tejidos es

teroidogénicos, tabla XV, la relacibén 50/58 responde a una.fun

cibn totalmenté diferente.

En el dia 13, esa relacifn es muy alta inclusive ma

yor a la de cualquiera de los tejidos esteroiddgenicos. fig. n°30.

En general los datos de conversién a ambas pregnano

el resto de las glandulas.

- dionas observados en el higado son diez veces menor o mds que

Los métodos estadisticos utilizados son los - mismos

descriptos en el punto I 2.2 de este capitulo.

Dias del | -
{ desarrollo Ovario—Izguierdo Ovario Derecho
¢5aPregn.| 5B8-Pregnanodiona 5a-P 58-P

13 0.79+0.16 T',"f16.29f;.78 1.74+0.28 10.36i1.18

15 0.54+0.08 9.79+0.72 0.38+0.05 :9.0119.70

17 0.86+0.06 -—~49583ip.42 0.98+0.08] 11.36+0.53

19 0.84+0.16]  6.65+0.95 0.70+0.16{10.46+2.87

RN 0.21+0.06 1.00+0.14 0.47+0.08] 5.2 +0.72]

Tabla XIV: % de conversidn a 5q y 58 préghanodiona/lo'mg. de

tejido en ovario izquierdo y derecho.

Anova significativa p<0.05 para ambos ovarios.

OD: 50-P dfa 17>15.y dfa 17>19.
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Dias del _ K -

desarrollo 5a-Pregnanodiona - 58-Pregnanodiona
13 0.31+0.07 0.70+0.10
_is ‘0-15i0-04 1.0540.13
17 0.09+0.01 0.54+0.12
19 0.08+0.005 0.71+0.06
RN 0.08+0.005 - 0.31+0.11

Tabla XV: -%.de COnﬁersi6n a 50 y 5B8-Pregnanodiona por 10 mg.dé

tejido'en'elvhigado.

AnOva significativaLp<0;05.

pia 15 > 13 y > 17.



. . . .

% convérsidn’'= relaciones
(o]
'._\
NN
NN

- -160-

_1.11

0.94

(o]
LN
o
o]
i

0 06}’
. /{ L4 Y ' ' T !’A__u
13 - 15 : 17 19 RN

: ' Dias del:desarrolilo

‘jflguram°30 Curvas de % de convers:n.én y:relaciones.en el—hi
" gado.

50-P () ; 5B-P(-&); 50-P/58-P (—8—)

- Los valores del dia 13 para 50-P corresponden a la parte superior y los

valores de todos los otros dias de esa curva a la parte inferior del e-
je y. Las curvas 5B-P y 50-P/58-P corresponden a valores de y proporc1o
nales a la parte superior del eje Y.

-1os valores son prcm'edlos de % de conversién por 10 g. de tejldo +

standard
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PUNTO 111

ACTIVIDAD DE LA s-ALA-S ENATEJIDO ESTEROIPOGENICO E HIGADO

N

1. MATERIAL Y METODOS

1.1. Extraccibén y Preparacifn de Muestras

Se utilizaron embriones de pollo hibrido doble Imbhg.
éa, Genética Copp de 13, 15, 17 y 19 dias y pollos recien na-
cidos.

Los embriones se incubaron en una incubadora " Marca
Alonso, modelo 75, a 37°C y con ambiente humificado durante el
tiempo necesario para obtener los estadios que se estudiaron.

Los animales fuefon sacfificados por decapitacidn y
separados por sexo una vez abierto el éampo operatorio.

Una vgz disecados los adrenales, el higado y -émbos
ovarios, se peséron los tejidos.y se prepararon pooles de ca-

da uno de ellos.

1.2. Determinacién de la Actividad de la Enzima por M&todos

Radiactivos

1.2.1. Sintesis y Aislamiento de 6Ala Radiactivo a Partir

‘ de'l4C—Succinico

Se prepararon los homogenatos (20% p/v)en buffer Tris
ClH 0,2 M pH:7,4 v se centrifugaron a 1000xg durante 10 minu-

tos. Cada vaso de incubacién contendrid 1 ml. del homogenato.
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Las condiciones de la incubacién se tomaron del mé-
todo original de Strand y col. (211), modificado luego por To
filon Yy Piper_(185)para.adaptarlo a higado y tejido esteroido
génico de embrién de pollo. | |

En nuestro caso hemos héého estudios previos de es~
tas caracteristicas a fin de confirmar las mejores condicidnes
de ensayo para nuestroé'modelos de investigacidn.

De acuerdo a lo observado en la tabla XVI, ia tioqui
nasa. (0.6 Unidades Kaufman/ml.) obtenida de Sigma Chemical Co
(St Lowis, Mo)aumenta‘la actividad de la enzima en todos | los
6rganos salvo el higado?

De los cofactores incluidos en la_TablaT%VIjrlista—
dos m&s abajo originalmente empleados por Strand y Eol._(le)
no tienen influencia en el ensayo, malonato (10 mM), arsenito
de sodio (5 mM) y antimicina (2,5 ug/ml). |

En cambic el glutation reducido (212) aumenta su ac
tividad;

Dado gue la preparacidn de tioquinasa se obtuvo de
hojas de espinaca se utiliz86 ATP como nuclebtido de alta ener
gia.

El pH 6ptimo para los diferentes tejidos oséilé en-
tre 7.2 y 7.6, sin exhibir un meimo de importancia.

L.a Tabla XVII muestra.una curva de actividad vs Tiem

po para el embrién de 17 dias en cinco intervalos diferentes.
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Condiciones Experimento 1 Experimento 2
Tejido del medio nmol/mg.h nmol/mg.h
Completo? 0.189 | 0.196
Sin: |
'malonato 0.192 0.182
‘malato 0.185 0.187
Hfgado arsenito ~0.190 - 0.197
antimicina ' 0.188 o 0.186
GSH - 0.167 | 0.170
- Sistema Gen'era—b | | |
- dor de Succinil- _
COA. , 0.185 0.189
Cb_mpleto; reem—
‘plazando b por
Succinil=CoA de ‘
espinaca . - < 0.192 A . 0.189
completo? 0.309 0.304
‘malonato 0.311 - 0.312
malato 0.312 . 0.315
;Adrenal a}rsehito | 0.308" | 0.306
S antimicina 0.306_ . 0.310
GSH 0.265 .. 0.268
Sistema-Genera- — 7 ’
dor Succinil-Cor2 . 0.248 ~ 0.250
Con medio completo '
reemplazando b por -
Succinil-CoA de es— N :
pinaca £ 0.311 . 0.306

Tabla HKtiEfecto de: oonpuesto—‘cmnmnentewtﬂlzados:en =la produccion de 0=

Ala-Sintetasa-en~homogenatode -adrenal & higado. -,

de Succinil—CoA de-Sigma Chemical-Co,; .St.louis, Mo.- c-Con el sis
tema completo y succinil —CoA de espinaca. - } :

‘a:Strand y-col(265) -b-Con-el medio -complétos- sistema-generador .- ---
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Podemos ver que dentro del rango de concentracibn de
proteinas utilizado la reaccién es lineal hasta los veinte mi-
nutos. En nuestros experimentos mantuvimos la concentracibn de

proteinas dentro de esos limites.

Tiembo . Tejido
Incubacién Higado . : vSuprarrenéi» Ovario  1zguierdo
en minutos | (150.400) a | (150-350) a (80-250) a
5 5.02+0.762 26.1+41.79 , 19;28il.75
10 9.:86+1.47 .. 48.3+43.00 40.62+3.66
15 15.08+2.32 - 77.30+5.10  57.45+5.21
20 |18.90+2.62 105.0+6.83. 1 78.30+6.46
30 25.80+3.85 129.00+8.56 92.41+7.52

TablgaXVIE}ACtividéd vs tpo. Embrifén 17 dias:
| _'g éontenido@de Proteina.dehlas-mﬁeétrés en mg.

b Ala-S en nmol x 10;3/mg proteina. |

Los valdres.son un*promedio.de*seis—ensayos~a~dife—-—

rentés;coﬁcentraciones de- proteinas + error -standard.”.

Dado ios-resultados-obtenidosy-ta mezcla de “dincuba-
Cién?contuvo entqnces$~i;5 HiCi -de &cido (174)14C—Succinico (Ae
116,8:ﬁCi/nmol)} Tris-HCl(pH 7,4) 100mM; Acido Succinico radio
nerte 125 uM; Glicina 100-mM;'EDTA 100 mM, Cloruro de Magnesio
lﬁsz;zATP'O.S mM;CoAIZO-mM: Fosfato de Piridoxal 0.1.mM; GSH

6 :2; y 0.3 ml. de solucibén de Succinico Tioquinasa (0.6 Unida .

des Kaufman/ml).
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La incubacién se llevdé a cabo en un incubador ~ Dub-
noff a 37°C durante quince minutos.
| Para el aislamiento del $§Ala formado se utilizé el
método de Tofilon y Piper (185) modificado.

Luego de la incubacibén se precipitaron ias proteinas.
con acido Tricloacético al 25%, y a cada incubado Se le - ana-

dié 12.5 umol de succinato de sodio y 25 nmol de Ala.como ca- -
rriers. |
Se conservaron las muestras durante toda.la noche a
4°C, al término de lo cual se las centrifugd a 5000xg durante
quince minutos y se lavd en t;es oportunidades el precipitado
con 1 ml. de TCA 1% cada vez, y se reunieron los liquidos de
lavados y el sobrenadante, Finalmente se - ajustd el pH a3.9£nn
acetato de sodio 1M pH 6.3. |
En estas condiciones se cromatografid la muest;a en
una columna de intercambio catibénico Dowes 50 (0.8_cm.x5.5cm)
previamente equilibrada con acetato de sodio 0.1 M, pH 3,9.
Luego de sembrada la solucién se lavd sucesivamenfe
con: a) 3 ml. dé acetato de sodio pH 3,9 0.1M.
b) 3 ml. de una mezcla de metanol:acetato de sodio 0.1M,
en relacidén 2:1 (v/v).
‘"c) 2 ml. de HC1 0.01N.
Finalmente se eluyd de la columna el 14C-—Ala forma-
do con 3 ml. de una solucién de OHNa 1N.

1.2.2. Sintesis y Aislamiento del 14C—Ala-—Pirrol
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Dado que junto al 14C—Ala pueden ser eluidos sustan
cias interferentes de idéntico comportamiento cromatogr&fico,

podrian ser eliminados del medio por transformacién del 14C-§

la en 14C-Ala Pirrol.

'E1 elufdo de HONa IN de la columna se ajustéapoé,G
con &cido acético 4N y se agregaron 200 pl/de acetil cetona,ca
lenténdolas luego durante veinte minutos a 95°C.

El producto de feacciéﬁ se purific6 por pasaje a tra
vés de una columna de intercémbio anidénico Dowes 1 (0.8 cm. x
5,5 cm), previamente eqﬁilibrada con acetato de sodio 0.05M pH
4.6.

La columna se lavé sucesivamente con:

a) 15 ml. de>agua.
b) 5 ml. de &cido acético 1N.
c) 1 ml. de metanol.

14

. El1 C-Ala Pirrol se eluyd con 4 ml.de una solicidn

de metanol:&cido acético 1IN en relacibén 2:1 (v/v).

1.2.3. Medicidn de la Radiactividad
El eluido de la columna anterior se recogid en via-
les de vidrio de bajo contenido én éotasio, a 165 que se le a
nadié 12 ml.'de una solucidn centelladora que contenia 4gs.de
2,5 Difeniloxazol (PPO) y 50 mg de 1,4 p-bis (2-(4 metil-5 fe
nil-oxazal)) benceno (Dimetil POPOP) por litro de una soluciéﬁ
de Tolueno: Arcopal N100 en relacidn 2:1 (v/v).

Los viales fueron tapados yzagitados y mantenios du
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rante 6 hs. en Qscuridad'y baja temperatura para disminuir el
fondo, previo a su iectura en . un espectrémefro B de centelleo
liquido, marca Mark III, modelo 6882 (Tracor Analytic) (206,

207, 208). -
| Para establecer el porcéntéje de recuperacidn de ca .

da columna se crométografiaron»standards de-%é

C-Ala de distin
ta-actividad'especifica. Las actividades_especifiéas de -:cdda
‘muestra fueron calculadas teniendo en consideracidn el dato de

de recuperacidn hallado en cada columna.

1.2.4.}Determinacién de Proteinas
: Estas‘fderon déterminadas por el método de LquretaI

(213) utilizando seroalbfimina bovina.cristalizada como standard.

2. RESULTADOS

Los métodos estadisticos empleados en este caso son

N

lbs‘mismbs»utilizados'en‘el'punto I 2.2 de este capitulo.iﬁé”;7

En 1as'tablas—XVIIiyYﬁXIXfISe'detailan las-activida
des especificas de _la ‘enzima. §-Ala-S -y el contenido de'prbtei
nas totales; y 1las actividades por 10 mg de tejidb Yy el'jpeéo.
de cada drgano respectivamente, durante el'désarrollo embrio-
hario.- |

Las actividades especificas-en la:adrenal en gene-

ral son<aLtas:emJDs;cinco5estadios;estudiadoséY*excedengsign£:~4,*

ficativamente”a”las actividadés en el hiéado en los dfas .13,



-168-

7y~19 dias. En los estadios de 13 y 19 dias se ébservan dos ﬁé—
%imbs relativos, presentando un perfil ohdulatorio (Taﬁaaxmuzy
Las correspondiéntes al OI son también elevadas y se
hace m8s notable en el dia 15 al compararla con el higado.
.En cambio en el OD presenta dos estadios,13 y 17.dias-
-en los que el higado excede o iguala los valores de actividad
eépecifica hallados, mientras que los tres estadios restantes
;son comparables al OI y édrenal.
Los tejidos esteroidog&nicos, en generai poseen en
“distintos estadios embrionarios mayor actividad de 6-Ala-S que
el higadq. Esto es cierto particularmente para el caso de las
glénduias esteroidogénicas que fﬁncionan como glandulas endb-
crinas en la hembra de las aves, la adrenal y el ovario izquier-
do, y alin para algun estadio.en el ovario derecho, gonada "no
‘funcionante" (22, 214).
El éontenido de proteinas por mg de tejido en las
' glédndulas endbcrinas es pfécticamenté constante y generalmen-
te meﬁor;que:en:elthigado‘~ .
_fDado:que-las=gléndulassendéérinas, esteroidogéniéas
son péqueﬁaé frente al higado, estas no son contribuyentes de
importancia en la sintesis total de §-Ala. (Tabla XIX).
En general,.eﬁtre las-gléndulaS'endécrinas el OI pre -

senta una-actividad -enzim&tica poco importante:con-valores,:-a-

proximadamente constantes :en loS primeros—estadios-estudiados

y con tendenc¢ia-a disminuir hacia el nacimiento.



Tejido dias del desarrollo
13 15 17 19 R.Nacidos
0.27+0.022 | 0.09+0.01 0.29+0.0.07 | 0.18+0.02 0.16+0.03
Higado | (0.012+0.001)2(0.013+0.002) |(0.011+0.002) |(0.012+0.002) | (0:011+0.003)
| (2)< (4) (4) (3) (2)
0.99+0.242 | 0.38+0.068 | 0.57+0.07 0.73+0.072 | 0.47+0.07
Adrenal| (0.004+0.001 |(0.005+0.001) |(0.005+0.002) |(0.005+0.001) | (0.004+0.002)
(2) (4) (4) (3 (3)
0.51+0.03 | 0.35+0.06% | 0.4140.07 0.35+0.072 | 0.33+0.07
0-12d- | (0.005+0.001) |(0:006+0.001) |(0.005+0.001) |(0.006+0.002) | (0.004+0.002)
(2) : (4) (4) : (3) (3)
D.15+0.08 0.4140.112 | 0.39+0.26 0.44+0.16 0.41+0.05
0.Der. | (0.008+0.001) {(0.008+0.001 |(0.008+0.004) |(0.007+0.001) |(0.003+0.001)
(2) (4) (4) (3) - (3) ‘

Tabla XVIII:Actividad especifica y contenido de proteinas durante el desarrollo em

brionario. 2 nmol Ala producido/hr. mg proteina. 1—:’-mg de proteina/mg de
tejido. Snfimero de experimentos. d p<0.01. < p<0.001.Los valores son
promedios + error standard. En el andlisis estadistico se estudid ’las
diferencias de actividades especificas entre tejidos endécrinos y el hi
gado. ' '

-691-
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Mientras que el OD presenta una curva con dos m&xi-

mos destacables en los dias 15 y 19 del desarrollo.

En el caso de la adrenal también se Observan dos ma

Ximos en los dias 13 y 19

, mostrando un perfil ondulatorio a

lo largo del desarrollo.



Tejidov dias del desarrollo
13 15 17 19 R.Nacidos
0.32+40.022 | 0.11+0.02 | 0.18+0.02 | 0.17+0.04 0.17+0.03)
Higado | (153.9+0.3)2 [182.0+0.1) [(222.1+0.1) (295.240.4) | (400.040.1)
0.37+0.10 | 0.16+0.01 | 0.26+0.01 | 0.36+0.03 0.16+0.01
Adrenal| (1.85+0.05) | (2.0+0.1)2| (2.6+0.2)2 | (2.4+0.7)¢ (4.0+0.3)
0.28+0.02 | 0.24+0.04 | 0.21+0.02 | 0.17+0.01 0.15+0.04
0.1zq. | (2.2+¢0.1)% | (3.3+0.3)2| (4.9+0.5)2 | (5.0+0.1)2E | (5.2+0.5)
0.13+0.07 | 0.36+0.10 | 0.27+0.03 | 0.36+0.20 | ' 0.15+0.04
0.per. | (0.8+0.1)2 | (0.9+0.1)2| (0.8+0.1)2 | (0.9+0.2) (1.8+0.5)

Tabia'XIX: Actividad de 6-Ala-S X10 mg tejido durante el desarrolio y peso de los
drganos. a nmol_Ala formddo/hr. 10 mg tejido. b mg tejido/érgéno. c n°
experimentos idem valores tabla anterior (XVII). d p<0.001. e p<0.01.
ns: no significativo. El anélisis estadistico se aplicd entre pada te

jido y el higado.

~TLT-
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PUNTO IV

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE s-ALA-S EN ADRENAL, COMO CON-

\~

SECUENCIA DE LA INHIBICION DE LA'ESTEROIDOGENESIS POR LA

CIANOCETONA Y ESPIRONOLACTONA Y RESTITUCION DE DICHA

1. BREVE INTRODUCCION

Para confirmar la hipbtesis surgida de capitulos an-
teriores, segfin la cual 5B-pregnanodiona era un inductor fisio-
légico de la_d—Ala—S, en gléndulasfmteroidogéniéas,tuve que bus
car primero la mejor manera de suprimir la produccibén endSgena
de este metabolito.

La confirmacién de la hipftesis consistiria entonces
en:a) la supresién o disminucién de la actividad de la §-Ala-S co
mo consecuencia de aquella anti-esteroidogénesis‘farmacolégica
y b) la restitucién de la actividad de 6-Ala-S después de admi
nistrar ex6genamente cantidades fisioldgicas de 5 f-pregnanodiona.
| | .- No se conocen hasta 1a fecha inhibidores especificos

de la 5B-reductasa. Sin embargo, la mezcla de cianocetona y espi
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ronolactona result en una inhibicibn eficaz de la AS,BBOHAng
teroide dehidrogenasa (215, 216, 217, 218, 219), es decir, de
la formacién endégena de todos aquellos esteroides que podrfan

ser precursores inmediatos de los QB—reducidos,'meuﬂDLﬁbs<mm

segﬁnvmuchos autores actfian como inductores de la §-Ala-S(162,

163, 191)-en dosis farmacolégicés—.

La cianocetona (2a-ciano-1780H, 4,4,170TRIMETIL-AN-
DROST-5 EN-17B0L-3 CETONA), es un esteroide sintético produci
do por los Laboratorios Winthrop (N°19.578); potente inhibi-
dor dé la actividad de la 38-OH ESTEROIDE REDUCTASA;AS—ISOME—
RASA IN VITRO E IN VIVO (220, 221)..

La espironolactona (3-(3-0X0-70-ACETILTIO-178-HIDRO
XI-4 ANDROSTEN-17a—IL)ACIDO PROPIONICO ?5LACTONA, provista a-
mablemente pof la Dra. Sélva Cigorraga CENTRO DE ENDOCRINOLO-
GIA INFANTIL. HOSPITAL DE‘NINOS, BS. AIRES,* un antagonista de
la aldosterona e inhibidor de la siosintesis de esteroides, ac

tGa tambié&n sobre la 17ca-hidroxilasa (218, 219).

2., MATERIAL Y METODOS

2.1. Extraccibn y Preparacidn de Muestras

- Se utilizaron 200 polleés hibridos doble

- pechuga, .genética Copp de 17 dias.

Los animales se sacrificaron por decapitacidn, se di

secaron las adrenales, se pesaron y se separaron en pools.
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2.2. Inhibicibn y Posterior Restitucidn de la Actividad de

lg 6—Alajs en Adrenal.

a) Determinacibén del tiempo de m8xima inhibicién por la
mezcla .
Previo a la realizacibn de los estudios de inhibicién

por cianocetona-(CNK) y/o espironolactond (SPNL), determing el

tiempo de m&xima inhibicién, por la mezcla, de la esteroidogé-

nesis enddgena en la adrenal.

Para ello, se preincubaron cuartos de ‘adrenales' en pre
sencia de los inhibidores durante O'; 5*, 15', 30' y 1 hora.

Luego de la preincubacidn se>determin6 la concentra-
cién de Progesierona endégena en el tejido, por radioinmunoen-

sayé, por el método descripto en el'capitulo I1I, punto IV.1.2.

tpo Control (c) Inhibidores(I) Relaci6n (C)/(ig
0" 1.89+0.21 1.75+0.12 1.08
5 1.98+0.07 ~ '1.60+0.06 1.24-
15" 2.18+0.02 © 1.55+0.14 1.41
30" 1 2.07+0.45 1.36+0.20 | 1.52
60" 2.03+0.36 1.35+0.33 1.50

Tabla XX: Concentracibén promedio de Progesterona expresada en

ng/mg tejido + Error Standard, en el grupo control y

grupo inhibido por CNK+SPNL.
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En presencia de ambos, CNK y SPNIL, la m&xima inhibi-
.cién de la sintesis de progesterona endbgena se obtuvo .-entre
los 30" y 60' de preincuba;ién (Tabla XX).

Por coﬁsiguiente‘se considerd i hora como el ‘tiempo
'de incubacibn en presencia de inhibidores para los futuros ex-
perimentos. Cabe destacar que ée eligi6 la adrenal de 17 dias,
comé tejido de éxperimentacién dado que posee una actividad re
ductasa comparable con la de los otros tejidos, y en ese esta-
dio (17 dias) mayor que en los restantes y una actividad de §-
Ala-S mayor que en los otros tejidos y estadios. De esta mane-
ra no habia dudas respecto si la actividad_era inhibida real-
mente o se producfia un artefacto en la técnicaf

b) Verificacién de que CNK+SPNL es inhibidor &ptimo de

la Progesterona en nuestro sistema. Cdlculo del § de

inhibicién.

Si bien en laﬁbibliografia se demostrd que la presen
cia de ambos inhibid&res era muy eficaz para la inhibicién de
la A5, 3BOH Esteroide dehidrogenasa (215, 216, 217, 21é, 219)en
testiculo, quisimos comprobar estos resultados en nuestro sis-
tema, adrenal de pollo hembra.

En este experimento se utilizaron cuartos de adrenal,
que se incubaron en presencia de un precursor radiaétivo,7H3@D
pregnenolona.

El medib de incubacibén contenia 2 ml. de bufferKn&mé.

Ringer-Bicarbonato~Glucosa pH 7,4 (cuya composicifén se descri-
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be en el punto II 1.2.7.1. de este capitulo), 7H3(N)-pregnen9
lona (Ae:19.3 Ci/mnol)y cianocetona’ (IO—SM) y/o espironolac~-
tona (107°M).

La incubacibén se llevd a, cabo duranté 1 hora a 37°C,
bajo atm6sfera de cm&ﬁgano en un incﬁbadér metabblico tipo Du
bnoff con agitacibn constante de 50 ciclos/segundo.

Se anadid aproximadamente 8000 cpm deﬁ4;Cl4—Progés-

terona (Aé:57.2mCl/mnol) como tracer y se extrajo 3 veces con

4 ml. cada vez de cloruro de metileno.

Las muestras se 1llevaron a sequedad y se cromatogra
fiaron primerd en el sistema TPG (pto.II. 1.2.1a), y el "over
flow" de esta corrida en el sistema Bush A (pto. II.LZ2.1b),con
el objeto de—separér Pregnenolona de Progesteréha; Pefo - Ccomo
esta separacién no fue buena, se recurrif a una nueva cromato
grafia en placa delgada en ei sistema Heptano-Acetato de Eti=
lo (3:1) (pto. IT. 1.2.2).

La zona correspondiente a Progesteroﬁa, se tomb6 de
la placa mediante el raspado de la silica, se volcd en viales
conteniendo el liquido centellante y se midiS!la radiactivi-
dad en un contador de centelleo liquido (detalles en ptoIl.l.
2.6 de este capitulo). |

El anilisis estadistico muestra que ambas, ONK y SPNL
inhiben la sintesis de Progesterona. Como era previsile la K
inhibe en mayor proporcién que la SPNL (Tabla XXI).

También muestra que la inhibicibdn de CNK es potencia
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da por la presencia de SPNL y que la inhibicién obtenida no fue

total.
Grupos Adpm de % inhibici6n
' H3—Progesterona
Control . 24.780+1.364 e —
+ CNK 9.218+836 2 62.8%
+ SPNL - 17.346+1.692 2 30.0%
+ CONK y . 5.1544506 2 79.23
SPNL

Tabla XXTI: % de inhibicién de la Sintesis de Progesterona cal
culados respecto de dpm de H3—Progester5na remanen
tes én los grupos control e inhibido.
ﬁl énélisis estadisticp se réalizé mediante Taruti
Jiizaciﬁn“deiﬁtest de Mghtim » »

a: p<0.01 b: p<0.001.

c) Inhibicién de la actividad de §-Ala-S por inhibicidn

de lé‘eSteroidogénesis

En condiciones de m&xima inhibicién de la sintesis
derProgesterona y secundariamente la de su metabolito reduci=
do, es probable que se produécabuna inhibicién o por io menos
uha disminucién, de la acfividad de §-Ala-S.

Para comprobar este hechb se incubaron homogenatos
de suprarrenal (20% P/V en buffer tris-CLH 0.2M pH 7,4)en pre

sencia de ambos inhibidores, en las condiciones descriptas pa
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ra medir actividad de §-Ala-S (pto. III.1.2 de este capitulo).
Para eliminar la posibilidad de que esta inhibicién de 1la §-A

la-S estuviera asociada a la disminucién del citocromo P450en

.lugar de la disminucién de los metabolitos 5B8~reducidos, : se

comprobd primero si esta inhibicién de la actividad se prédu—
cia en el higado.

Los resultados mostraron gque no .hubo disminucién de
la actividad de 6-Ala-S por efecto de CNK+SPNL en este tejido.

El esquema utilizado‘fue;elféiguiente:‘Un grupo con-

... trol, en ausencia de inhibidores,;con éi¢objeto4dé’determinar

la actividad basal de esta enzimaj el-grupo solvente, iguad al

control, pero COn.él'agregadoydeﬁétilehgliéolr%solventéfutili
zado‘péra disolver los inﬁibidores);;el“grupo ggg, igual' al ‘con
trol, perovcon el agrégadé de CNk£l1Oﬁ§M)7-el grupo7§gE£,igual
al control mis SPNL (10_5M)-y finalmente-el grupo CNK+SPNL ,en
presencia de ambos inhibidores.

Elvanélisis estadistico muestra que, tanto la presen
cia de]CNthomo SPNL disminuyen.la actividad enzimética,_Esta,
como en el punto anterior, esté mésidisminuida cuando CNK es el
inhibidor utilizado.(Tabla XXII).

La presencia de émbés inhibidores, potencian su ac-
cibn. N ,
Comparando la inhibiciénide la sintesis de H3-;Pro—‘

gesterona y- por consiguiente la-de sus métabolitos reducidos,

con la inhibicién de la actividad de 6-Ala-S (fig.n°31) obser
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dpm : C
3 ’ : ® control .
Pg-H
20.000
e SPNL
10.000 )
. CNK.
i ®  CNK+SPNL
T ' Y Y -
0.10 ©0.20 0.30 0.40

§-Ala-S/10 mg

figura n°31; Vvariacién de dpm de Progesterona—H3 en presencia

dé inhibidores vs inhibicifn de actividad de 6—§

la-Sintetasa.
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mos una relacibén lineal entre ambas, lo gue apoyaria nuestra

hipoﬁeéié de trabajo, respecto de la induccién de la —activi-

dad enzimética por accibén de 58-P.

Grupos . Actividad . X+Error st
por 10 mg tejido

0.26
0.27
0.23
0.25 .
0.20 : ns
Solvente 0.24 | 0.22+0.02
0.18
0.25
0.13
CNK 0.12 0.135+0.012
0.17
0.12
0.18

SPNL - 0.4 4 0.17+0.022
0.15
0.22
0.09
CNK-SPNL | 0.13 " 0.095+0.012
' 0.08
0.08
Tabla XXII: Actividad de §-Ala-S expresada como mmol §Ala producido/10

mg tejido x 1 hora + error standard.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante la utilizacién

del test de "t",respecto del grupo control, . ‘

S b:p<0.001

a: p<0.001 ns: no significativo

Control 0.25+0.01
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d) Restitucibn de la actividad de 8-Ala-S por efecto de 587

pregnanodiona

Este ensayo de actividad d§-Ala-S (detéllak}eniﬂﬁpql
to III; 1.2 de este capituloi, se realizard en condiciones de
m&dxima inhibicibén, segfin los resulﬁados obtenidos eh los puﬁf

tos anteriores a), b) ¥ c¢). Es decir se incubari durante 1 ho
ra y se utilizar&n ambos inhibidores juntos.

El esquema propuesto es el siguiente: grupo control,
en ausencia de inhibidores y/o activadores para determinar ‘ac
tividad basal de la enzima; grupo inhibidd, igual al - :control
pero en presencia de CNK (10-5M) y SPNL (lO—SM); grupo estimu-
lado, igual al control, peré en presencia de SB-prggnanodiona

(Sigma Chemical Co, 5x10-7M) y finalmente el grupo reétituidoA

igual al control, tvon el agregado de ambos inhibidores y 58 -
pregnanodiona.

Se deﬁerminé,la concentracidn de proteinas por el.mé
todo de Lowry-ycol (213), utilizando seroalbGmina bovina cris

talina como standard.

3. RESULTADOS

El método estadistico utilizado fue una anova de dos
factores empleando el test de homogeneidad de Bartlett.Los.con
trastes a posteriori se realizaron para una poblacidén hetero-

genea de acuerdo a Tukey-~Kramer o Scheffé (135, 136).
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Grupo Actividad Actividad
x 10 mg tejido X mg proteina

0.022 0.137
Control 0.018 0.114
0.019 0.117
0.020 0.128

X + Error st 0.020+0.001 0.124£0.005
' 0.016 0.105
- I8hibido 0.013 0.085
0.011 0.071
0.015 0.093

X + Error st 0.014£0.001 | = 0.08840.007
0.041 0.256
Estimulado 0.035 _0'222
0.031 0.197
0..044 0.279

X 4 Error st 0.0384+£0.003 0.238+0.018
0.010° 0.064
Restituido 0.017 0.105
0.024 0.133
0.038 0.240

X + Error st 0.02140.006 0.135+0.038

Tabla XXIII:Inhibicibén de la actividad de §-Ala-S por CNK+SPNL

y restitucibén de dicha actividad por 5B8-pregnano-

diona, expresada en nmol §-Ala/hr. x 10 mg. de te-

jido y x mg proteina.

El an8lisis estadistico demuestra que hay variabilidad

dentro del factor Actividad Enzimatica.

F 6.50

PX0.01

Los contrastes a posteriori muestran que el ::control
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es menor gue el estimulado y mayor que el inhibido. Ademds se

observa que el control es igual al restituido.

Fté.Variacién ! Fobs. P.
Acitividad 6,50 P<0.01
Enzim&fica
Estimulado 10.08 } P<0.01
Inhibido 7.04 P<0.05

- . .
Control 2.37 No Signif.

Se observa aqui nuevamente una-disminucibn de la ac-
tividad enzimética pqr efecto de ambos, CNK y SPNL;'dei‘:dfden
de un 30%. | .

L.a accibébn del mefaboiito de la Progésterona, 58~Preg
nanodiona sobre la actividad de 6-Ala-S, en contraste, resulta
en un aumento de dicha acfividad que se aproxima al 90%.

La presenéia de ambos faétores,'inhibidor de la sin- -
tesis esteroidogénica e inductor de la actividad de 6-Ala-S,re

sulta en la total restitucidn de dichalactividad a valores con

trol.
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CONCLUSIONES GEMERALES DEL CAPITULO

A) "PROGESTERONA ENDOGENA POR LA ADRENAL

1. La adrenal no posee un m&ximo en la concéntracién_de Pg-
end6gena, (como ocurre con el ovario izquiérdo y derecho, capi
tulo II, fig.n°32) en ninguno de los estadios estudiados. ' Por
el'contrarié los valores de concentracién son faprOXimadémente
constantes.

2. Comparados con’ias concéntraciones obtenidas para el o-
vario izquierdo y derecho (capitulo II, fig. n532), son en ge-
neral bajas. v _ “ ¢

3.vLa presencia de Pg endbgena en todos 105 estadios, pone
de manifiesto lé presencia de actividad 38 -OH Esteroidevaehi
drogenasa en los tejidos ester01dogenlcos.

4, Por con51gu1ente la importancia de la determ1nac1on del
pool end&geno reside en su:posible influencia sobre la concen-
tracién de sustrato al tiempo cero, sobre las velocidades de con
versibn a los metabolitos reducidos, de'.lo que deducimos que,
ni los valores absolutos'del pool inicial de Progesteroﬁa, - ni
las diferencias observadas en los estadios estudiados, hacen pen
sar. en una alteracidén en las velocidades de conversibn, salvo

el dia 19 en el ovario izquierdo y derecho (fig.n®32; datos ca

-pitulo II).

B) CORTICOIDOGENESIS EN GLANDULA ADRENAL
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Dias del desarrollo

figura n°32; Determinacién de Pg endégena en ovario izquier-

"do (—), ovario derecho (-=-) y adrenal (=:=+) de embrién de

pollo en ng/mg de tejido.
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1. Progesterona es convertida en, al menos, 10 metabolitos
por la adrehal de embri6n de pollo dé 17 dias (fig. n° 27)
| 2. Se lograron caracterizar: Corticosterona,'11¥dehidno4lqg
ticosterona, Aldosterona, 180ﬁ—DOC( 180HTB,en sus formas "M" y
fL", DOC, CORTISOL‘(no fue totalmente confirmado), S5o0-pregnano
diona y 5B~pregnanodiona.

3. Corticosterona en este estadio, es el corticoide sinte-
tizado en mayor cantidad, y sﬁ cbncentracién aumenta répidamen

te hacia el nacimiento. (fig. n533).

C) METABOLISMO REDUCTIVO DE LA PROGESTERONA EN TEJIDOS ESTE-

REOIDOGENICOS

1. Eh‘adrenal, la reduccién a la forma 5B~P predomina en los
primeros estadios del desarrollo, inclusive supera los valores
correspondientes a corticosterona. Desciende luego hacia el na
cimiento. (fig. n°33).

2. 50-P presenta un perfil similar en este mismo tejido y
es siempre sintetizado en menor cantiaad que 5B=P. | |

3. En el nacimiento la corticoidogenesis predomina sobre la
reduccidén de Progesterona. |

4. Se observa en este periodo embrionario una simetrfa en-
tre el aumento de la corticoidogénesisvy la disminucién de las
5B-reducidos, que se perfila hacia el nacimiento (fig.n°33).

5. En ambos ovarios, el perfil observado es similar a lé a

drenal, ambos presentan una funcibén ondulatoria que - desciende
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figura n°33: % Conversién aegProgesﬁerona-H3/lo'mg?tejidd'ér

corticosterona: (--@~<) 5a-pregnanodiona (-e<)'y '5B-pregnanodio

na/(<A=) en.adrenal durante el desarrollo émbrionarie’ .. -~
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ripidamente (fig. n°34).
6. La conversidn a 5B8-P es siempre mayor que a 5a-P, tanto
en ovario derecho como izquierdo.

7. Se pone de manifiesto la importancia cuantitativa de la

reduccibén de Progesterona a 58-P en esta segunda mitad del de-

sarrollo embrionario en las gléndulas esteroidogénicas estudia
das.

8. Se logrd caracterizar el metabolito Sa-reducido en todos
los tejidos y estadios estudiados. Su transformacidn es aproxi
madamente diez veces menor que su epimero 58-P. |

9. La reduccidn en higado es menor que en todos los téyﬁbs

esteroidogénicos estudiados (fig. n°33, 34, 35). ;

D) ACTIVIDAD DE LA 6-ALA-S EN TEJIDOS ESTEROIDOGENICOS

1. Se determinaron las condiciones Optimas de pH, cofacto-
res y tiempo'para medir actividad de 6-Ala-S en téjidos esteroi
dogénicos de embrién de pollo hembra.

2. La actividad especifica de la §-Ala-S en adrenal es ma-
yot que en los otros tejidos esteioidogénicosyéstudiados,Em‘QQ
dos los tejidos‘esteroidogénicos estudiados es mayor'que en el
higado. (fig. n°38).

3. Considerando la actividad tdtal de la §-Ala-S pdr 6rga-
no, los tejidos esteroidogénicos son pobres contribuyentes fi-

siol6gicos en la sintesis de §-Ala, dado su pequefo tamafio.
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figura n°34: % Conversién/10 mg tejido de ProgesteronaéH a

5a-pregnanodiona y SBFprégnanodiona en ovario izquierdo (=x-)
(-AQ) y ovario derecho (--@--) (-@~) durante el desarrollo em

brionario.
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figura‘n°35: ¢ de conversién/10 mg tejido de Progesterona—3H

a Sd—pregnanodiona (~1-) y 5B-pregnanodiona (-8-) en higado

durante el desarrollo embrionario,
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5B-PREGNANODIONA (PROBABLE INDUCTOR DE LA ENZIMA)

1. Existe una cierta relacibén entre las curvas:de 5B-P y §
-2Ala-S en el OI del embridn ya que ambas tiénden a ddsminuir ha-
cia el nacimiento. (fig. n§38). |

2. Esta relacidbn no es lineal, los niveles deAredﬁctaaidig'
ﬁinuyen 16 veces desde el dia 13 hasta el nacimiento. Y en es=
te periodo §-Ala-Sintetasa disminuye s6lo a la mitad..

3. Existe también relacifn entre las curvas de reductasa y

8-Ala-S en las adrenales embridnicas, ya que ambas presentan.un

‘perfil ondulatorio y poseen dos m&ximos. (fig. n°37).'

4, Los ni&eles de reductasa en este tejido déscienden]D ve
ces desde el dia 13 hasta el nacimiento y 6-Ala-S lo hace s&lo
a la mitad.

5. Ni las diferencias observadas en la disminucién de la ac
tividad; ni en el caso de las adrenales, el pequefio "desfasaje
entre el Gltimo mdximo de la reductasa y el miximo de actvidad
de §-Ala-S, serian motivo para alejarnos de la hipb6tesis de un
probable inductor en estos tejidos. (fig. #°37, 38).

6. El ovario derecho "no funcionante", no presenta una re-
lacién entre los perfiles de 58-P y 8-Ala. (fig. n°38).

7. Sin guerer forzar los argumentos, el ovario izquierdo pre
senta una buena correlacidn absoluta entre 5p-pregnanodiona(por-

10 mg. de tejido) y d-Ala-Sintetasa (por 10 mg.de tejido). En
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figura n°37: 6-Ala-S/10 mg tejido (—) y 58-P/10 mg tejido

: (----) en adrenal de embrién durante el desarrollo embriona-

rio. Cuadro superior:.Relacién 58~P/10 mg tejido a 6-Ala-S/

10 mg tejido en cada estadio.
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figura n°38: §-Ala-S/10 mg tejido (-) y 58-P/10 mg tejido

‘ {(---) en ovario izquierdo de embribén durante el desarrollo.

Cuadro superior: Relacibn 5B8-P/10 mg tejido a §-Ala-S/10 mg

tejido, en cada estadio del desarrollo.
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figura n°39: §-Ala-S/10 mg tejido (—) y 5B-P/10 mg tejido (---)
en ovario derecho de embrién durante el desarrollo..

Cuadro superior: Relacién 5B-P/10 mg tejido a §-Ala-5/10 mg te-

jido en cada estadio del desarrollo.
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adrenal esta relacién absoluta es buena entre los dfas 13 y 17

.mientras que no existe dicha correlacibén en el ovario derecho.

(fig. n°37, 38, 39).

»

F) INHIBICION FARMACOLOGICA Y RESTITUCION DE LA ACTIVIDAD DE

5-ALA-S EN LA ADRENAL

1. Los inhibidores no inhiben-la actividad de §-Ala-S en
higado. |

2. Sin embargo los inhibidores dé la esteroidogénesis, in—
dividualmente y afin m&s enconjunto, diéminuyen la produccﬁﬁlde
Progesterona por tejidos esteréidcgéniccs-y por ende la de sus
metabolitos reducidos.

3. La presencia de CNK y SPNL individualmente y en conjun-
to, disminuyen la actividad de la 8-Ala-S en estos tejidos.

4. La SB-pregnanodiona aumenta los niveles de §-Ala-Sen te

jidos estéroidoéénicoé no inhibidos, por enciwma de los niveles
fisiolbgicos.

5. La 5f-pregnanodiona restituye los niveles de actividad de
§-Ala-S, en estos tejidos,dishinuidos como consecuencia de 1la

inhibicién de la esteroidogénesis.
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DISCUSTON

De acuerdo con la Introduccibn General de esta tesis,hemos

investigado si se cumplen las propuestas para un eje regulato-

rio...
HipSfisis

Hormonas hipofisarias

v

Progesterona

8 -Ala-Sintetasa

Los‘ﬁechos experimentaies y su interpretacibn permiten afir
mér al respectO‘io siguiente: | |

Las series de experimentos 1 a 6 de la In;roduccién General,
permiten concluit que existen ciertas semejanzas entre algunas
curvas de desarrollo. Asi:

a) LH y FSH en hip6fisis (fig.N°17), guardan relacién con

Eétradiol Sérico (Fig.N°20), ya que ambos ascienden has

ta el dfa 17 acercindose luego a una meseta. La semejanzas de
estas curvas se nota por simple comparacibn visual. Pero tam-—

bién las estadisticas muestrasn para LH gque 13 es distinto de



-200-

15 y 15 de 17 y para FSH que 13 es distinto de 15 y 17 de 19.
En-el caso de Estradiol S&dico 13 y 15 son distintos de 17, 19

y 21 y cada poblacibn es homogénea.

b} Los valores promedios de LH ‘sérica guardanlsemejanza
con progestérona'ovérica, exhibiendo ambas curvas un md
ximo en el dfa 19 (Fig.N°18 y 19). En efecto, las estadisticas
muestran que los dfas 15 y:19 son maximos para LH sérica y el
19 lo es para el contenido end6geno de progesterona en ambos

ovarios.

No sucede lo mismo con progesterona adrenal.

Por otra parte es de haéer notar que ni LH o FSH séricas se
relacionan con progesterona s€rica, y que LH deAhipéfisis no se
relaciona con LH sérica.

Una explicacifén de estas semejanzas y diferencias,sobretodo
de estas (ltimas, es especulativa. Sin embargo no es aventurado

afirmar que los niveles séricos de progesterona no guardan seme

janza con ninguna otra curva, ya que representan niveles de una

hormona‘de répido turnover, metabolizada en gran medida a meta-
bolitos activos e inactivos (234).

En éambio los contenidos oviricos de progesterona represen-—
tan con mayor fidelidad a 1la biosfntesis de esta hormona por
uh tejido progestacional y reflejan la respuesta directa de

ésta a la estimulacién por LH circulante.

La cantidad de informacifn que poseemos, a través de esta
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tesis, sobre FSH y estrbfgenos es mis limitada, tanto por moti-
vos técnicos como por tratarse de informacibn accesoria a un
tema principal.

Aquf, sin embargo, niveles sér%cos de estradiol se corres-
ponden con contenidos hipofisariosvde FSH (y de LH).¢Podrén ex
plicarse las semejanzas entre niveles séricos de estradiol e
hipofisarios de FSH, admitiendo gue ninguna de las dos hormonas
tiene un turnover tan répido como los de LH‘y progesterona?
¢0 que quizds FSH hipofisaria, a diferencia de 1TH hipofisaria,
se libera a medida que se sintetiza?

De todos modos la existencia del eslab6n LH-progesterona

(y LH-estradiol), se halla concluyentemente demostrada por los

experimentos de estimulacién directa de la fig.No.21, gue des-

cribe la evolucibn ontogené&tica de dicha estimulacién.

La respuesta obtenida en ambos ovarios frente a la estimu-
lacién por gonadotrofinas, son coincidentes con los hechos ob-
servados por Woods y Weeks (125), de acuerdo con las cuales
la regulacibén de la sintesis de progesterona y estradiol por
estas trofinas hipofisarias comienza a partir del dia 13 dei
desarrollo y se hace més importante a medida que nos acerca-
mos al nacimiento.

Previo a eéte dfa 13 la sintesis hormonal es autbnoma.

Otros hechos notables que se infieren de lé observacién de
estas curvas, pero que no hacen a la existencié de los ejes;som:

La respuesta de sintesis de estradiol en ambos ovarios a
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la estimulacibn gonadotr&6fica, es importante en el dfa 13 (fig.
21) .Luego disminuye drésticamente en el ovario derecho, pero
ge mantiene a niveles relativamente altos en el ovario izquiex
do.

N

Esto es una prueba més a favor de lavindiferenciacién (y
funcionalidad) temprana de ambos ovarios y de la paulatina atro
fia -también funcional~ del desarrollo.

El r&pido incremento del perfil de estradiol sérico desde
ei dfa 13 hasta el nacimiento obtenido en esta tesis, se corre
laciona con: la sintesis bifésica de estradiol en el ovario
izquierdo (dfas 6,5 - 12,5 y 13,5 - 18,5 ). (24); el crecimiento
bifisico del conducto de Mﬁller izquierdo (diasv8-;2 y 14-18)

(223),§y el aumento del nfimero de receptores nucleares para es

tradiol en el conducto de Miller izquierd& (224).

Todos estos pardmetros presentan una curva gue a partir del
dfa 13 asciende répidamenté hacia el nacimiento.

Estos resultados son entonces consistentes con la téoria
de Groenendijk-Huijbers (225), en la que se postula que én el
embridén de pollo hembra el crecimiento y diferenciacién del
conducto de Muller izquierdo es estrb6geno-dependiente.

En el dfa 19 del desarrollo se observa méxima actividad de
sintesis y secrecibn, e importante estimulacién. Estos hechos
coincideh con eventos metab&licos y de cémportamiento observa
dos en la literatura (222). |

En cuanto a la sintesis de progesterona en tejidos embrio-
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narios, mixima en el dfa 19, podrfamos asociarla a una serie
de efectos demostrados en el pollo, tales como: la induccién
de avidina en oviducto estimulado con estrSgenos (226,227);
la modulacibén de la sintesis de RNAm de la ovoalbfimina (228);
la inhibici6én de los receptores de estrégenés y de la activi
dad del DNA inducido por estrbgenos en el oviducto (229); asf
como la inhibicién de la actividad ornitina decarboxilasa
inducida por estrfgenos (23).

No podemos predecir si alguno de estos eventos, u otros,
esté&n asociados al pico de progesterona ovérica en el dfa 19
delbdesarrollo embrionario. M&s afin, este m&ximo en la rudi-
mentaria gonadé derecha es llamativo; no hay en ella indicios
de otro hécho de estas caracteristicas.

Por el contrario, la gl&ndula adrenal no posee dicho méxi
mo en el dfa 19 y sus niveles,:si bien son variables, no as-

cienden a valores destacables.

La serie de experimentos 8 y 9 de la Introduccibn General

muestran las semejanzas en ovario izquierdo y adrenal, es de-

cir en laé glé&ndulas esteroidogénicas funcionantes, en cuanto
a las curvas de desarrollo correspondientes a la 5£>-réducta-
sa y a la d-Ala-Sintetasa. |

Se observa en ovario izquierdo que existe una relacién en

tre las dos curvas (fig. No.38), ya gque ambas tienden a decre
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cer hacia el'nacimiénto.

Sin embargo, esta relacibn no es lineal, mientras que la re
éuctasa disminuye 6 veces su valor desde el dfa 13 hasta el na-
cimiento, los niveles de sintetasa\descienden s6lo a la mitad.
| Estas similitudes pueden ser compatibles con la hip&tesis,
segun la cual la 5p —pregnanodiona formada en el ovario izquieg
do, tendria el rol -entre otros- de inducir la & -Ala-Sintetasa
en este tejido.

La falta de linearidad entre el inductor y los niveles en-
ziméticos, no estd necesariamente en desacuerdo con esta hipSte
sis.

En efecto, otros autores ya han demostrado antes la accibn
inductora de Sﬁ)—Pregnanodiona,_pero administrando el esteroide
a altas concentraciones.‘Asi;,Kappas y col.(6), inyectaron
2,5—5,0 mg/por huevo hasta obtener un aumento de So’éeces la ac
tividad de la enzima, y m8s recientemente Anderson y col.(199)
obtuvieron un aumento de 3 veces con 10 mg de 5P -pregnanodiona.

En nuestros experimentos, los niveles de 5P -pregananodiona,
calculados a partir de valores de conversibén y contenido endSge
no de progesterona (147) son por lo menos cuatro Srdenes de mag
nitud menores que las concentraciones empleados por esos autores.

| Existe también una correlacidén entre ambas curvas en las
adrenales (fig.No.37). Estas son ondulatorias y poseen dos maxi
mos. Uno de ellos estd desfasado un estadfo en la curva de

§ -Ala-sintetasa, respecto de la SP -pregnanodiona.
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Aquf los niveles de reductasa descienden 10 veces desde el

dfa 13 mientras que la actividad de la sintetasa desciende s&-

1o a la mitad.

En este caso, como en el ovario izquierdo, 5P —pregnanodio
na es muy baja en el nacimiento; a&nque el descenso en la acti
vidad de & -Ala-sintetasa luegé del Gltimo m&ximo es menos
dréstico.

Ni las diferencias observadas en la disminucién de la acti
vidad, ni el pequefio desfasaje del iltimo m&ximo en la reducta
sa respecto del correspondiente en la sintetasa, eét&n en desa

cuerdocon la hip8tesis de la induccibn.

Esta diferencia podrfa explicarse, en efecto, considerén-

dola un desfasaje caracteristico que se establece entre la ac-

cién del inductor (5f -P) y su expresibn enzimdtica ( §-Ala).

Existe otra pqsibilidad: que el desfasaje de este méximo
de actividad de & -Ala-S se deba avuna disponibilidad retarda
da del inductor en el sitio de biosfntesis de Ala.

Es interesant eel hecho gue, ni el ovario derecho (no fun
cionante), ni el higado exhiben esta relacién (fig.No.39).

En las figufas Nos. 37,38 y 39, parte superior derecha, en
las que se grafica 5f -reductasa vs &§ -Ala-S, encontramos una
rélaciénvlineal bueﬁa, entre los puntos correspondientes a ca-
da uno de los estadfos estudiados, para el caso del ovario iz-
quierdo; y cierta relacibn lineal entre los dfas 13 y 17 para

la gléndula adrenal. En cambio en el ovario derecho la distri-
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bucibn es al azar.

De todos modos, y esto es lo m&s importante, aquf también

se ha demostrado en forma concluyente el papel fisiolb6gico gue

en la estimulacibn de §-Ala-Sintetasa tiene 59 -Pregnanodiona

mediante un experimento-cl8sico en fisiologfa: la supresibn

farmacol6gica de la esteroidogénesis en adrenal, con lo cual

se reduce en un 30% la &§-Ala. Luego el reemplazo de la este-

roidogénesis por cantidades estimadas fisiol6gicas de 5 -Preg

" nanodiona, con lo cual se pudo . reestablecer las actividades

controles de 8-Ala-S de preparados no suprimidos.

Esta es la primera vez que se utilizan concentraciones pe-
quehas de un 5 -reducido y un tejido esteroidogénipo; para
mbstrar el efecto estimulador de estos sobre la 8-ala-S y tam-
bién la primera vez que este efecto se simula en un modelo su

primido.

Otros hechos notables que se infieren de la.observaciSn de
estas curvas pero que no hacen a la existencia de los ejes}Son:

En los estadfos mis tempranos estudiados, tanto las adre-_
nales embrionarias como los ovarios poseen una importante acti
vidad reduct8sica, del orden de la hallada en los dfas 17 y 19
del desarrollo (fig.No.28 y 29).

Parson en 1970 (15), encontr6 actividad 5f° -reductdsica ya

en el perfodo blastodérmico del pollo. Irving y col. (162),
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fueron los primeros en préstar atencibn a la importancia de es
tos hallazgos en la induccidn de la sintesis de hemoglobina em
.brionaria.

Por otro lado, hemos detectado\por lo menos 10 metaboli-
tos en la adrenal de embrifn de pollo, entre los gue se encuen
tran los corticoides cl&sicos de ésta»gléndula (fig.No.27) .Es-
tos resultados coincidieron con los obtenidos por Nakamura y
col. (92), Idler y col.(231) y Kalliecharan y Hall (157).

El principal corticoide sintetizado a partir de '-BH-pro—

~gesterona fué 3H—Corticosterona;su biosintesis fué utilizada

como standard para evaluar la actividad reluctiva en este mismo
tejido.

Los resultados observados sugieren‘que la 5ﬁ>—£eductasa
en adrenal, compite eficientemente por la progesterona.con las
enzimas del camino'de la corticosterona en el dfa 13 y 15,pero
esa competencia disminuye a medida que se aproxima el nacimien
to. Vemos en la fig. No.28 A y B, un perfil simétrico de las
curvas 5?7—pregnanodiona—corticosterona y el descenso'exponen—
cial de la curva 5 -pP/B.

Algo similar ocurre en el ovario izquierdo (fis.No.293).
Este érgano, en el estadfo m&s temprano 'estudiado, es un pro-
ductor de 5 -pregnanodiona m&s potente alin que las adrenales.

Este esteroide es el metabolito més significativo en el
dfa 13 en la gonada izquierda.

En los estadfos posteriores esta actividad desciende .dr&s-
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-

ticaménte, mientras que la actividad 5 dh-reductésica desciende
comparativamente menos. |

~Las diferencias con el ovario derecho consisten en la pe?
quefia proporcién de 55 -P en el dfa 13 y en el distinto perfil
de las funciones relativas a las curvas Sda;P/5ﬁ>—P a lo largo
del desarrollo.

Estas diferencias podrfan no ser sorprendentes, si conside
ramos la asimetrfa funcional (Witschi 1935 , 85);(Van Limborgh

1968, 214) (Gasc 1975, 22), morfolSgica (Dantchakoff y Guelin-

- Shedrina 1932, 83) y biogqufmica (Gasc 1975, 22) en el desarro

llo de las gonadas femeninas en las aves. (Ver también Introduc
cibn). ‘

Habfamos comentado el ré&pido descenso de la acti&idad
5f -reduct&sica durante el desarrollo en la adrenal y en el ova
rio izquierdo (funcional). |

M&8s afin esta filtima glidndula exhibe un incremento, durante
el desarrollo, en la relacién Scb—P/Sjb-P (fig.No.29B).

Estos hallazgos en un tejido funcional end6crino, estarfan
de acuerdo con los conceptos de Bottoni y Massa (232) respecto
de la existencia de un "Shunt" de inactivacibn relacionado con
la ' 5f»-reductasa.

Estos autores hablan en sus trabajos, de una actividad re
ductésica néu:oendécrina en aves, donde postulan que la 5J5—rg
duccidn predomina en el perfodo temprano en los tejidos este-

roidogénicos en vertebrados, mientras que la 5a,-reduccidn se
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transforma gradualmente en importante =-en estos tejidos~ a me

dida que progresa el desarrollo. (Lantos 1981, 233).

Y

'Insisto en el experimento de inhibicifn farmacolégica de la

- esteroidogénesis con supresibdn de la actividad de 1a€S¥A1a—S

y posterior restitucidn de esta Gltima actividad mediante el
agregado de cantidades fisiol6gicas de 5/ -P exbgena.Este expe
rimento habla a favor de la regulacibén de la §-Ala-S por dicho
metabolito. |

Dado que 5f? -P es producido por la c€lula endbcrina y que ‘
la.induccién de §-Ala-S tiene lugar en esta misma célula, po-
drfamos postular aqui,uﬂ mecanismo_de regulaci6n autbcrina.
Es bien sabido que la sintesis de §6-Ala es el primer paso —y
paso limitante- de‘la porfirinogénesis; por consiguiente ésta
regulacién autbcrina podria correspondef, a una regulacién de
las'porfirinas producidas por la c€lula esteroidogénica por.
una hormona sintetizada en la misma c&lula. Cualquier hip6te-
sis en cuanto a la naturaleza de las poffirinas inducidas és
aGn aventurada. Sin embargo no debemos olvidar que los cito-
cromos, incluyendo el C3 y el P450 -este filtimo interviniente
directo en las hidrokilacioneé de los esteroides- son porfiri
nas, y por ende, limitadas por el paso de lg sfntesis de §-Ala

y —-como aguf se demuestra- modulados por los Sib—reducidos.



-210-

También debemos tener presente la estructura A/B cis de lé
5 > -pregnanodiona. Muchos compuestos que poseen dicha confor-
macidn ejercen efectos hormonales muy tempranos y en eslabo-
nes primarios de la escala evolutiva. Tal es el caso de la ec
disona, cuya conformaciﬁn es tambié&én A/B cisQ
| Si tenemos en cuenta que la 5/ -reduccibén yé aparece en el
blastodermo del embrifn de pollo (ver Introduccibn,l15),podria
mos estér, tanto en uno como en otro caso, ante verdaderas

protohormonas del reino animal.
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CONCLUSIONES GENERALES

Arribamos a través de esta tesis, a las siguientes conclusio

nes:

1l.) Los par&metros hormonales estudiados mostraron que:

2.)

a) LH y FSH hipofisarios aumentan ininterrumpidamente hacia

b)

c)

d)

el nacimiento.

LH sérica presenta dos m&ximos en los dfas 15 y 19 del
desarrollo.

Progesterona endbfgena en ambos ovarios presenta un mixi
mo muy importante en el dfa 19 del desarrollo.

La concentracidn sérica de progesterona es aproximadamen
te constante y la de estradiol sérico aumenta a medida

que se aproxima el nacimiento.

Se encontraron similitudes entre las siguientes curvas onto

genéticas:

a)

b)

1H y FSH hipofisarias guardan relacidn con estradiol s&-
rico, ya que ambos ascienden hasta el dfa 17 y luego se
aproximan a una meseta.

Los valores de LH sérica se asemejan a los de progesterg
na ovarica, exhibiendo ambos curvas un miximo en el dia

19.

3.) En experimentos directos, LH estimula la sintesis de proges

terona y estradiol, observéndose que la respuesta de estra-
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diol en ambos ovarios es alta en el dfa 13; para el ovario
derecho disminuye hacia el nacimiento y para el ovario iz-

quiero disminuye hacia el dfa 17 y se recupera en el naci-

miento. N

La respuesta de progesterona en ambos ovarios aumenta ha-

cia el nacimiento, y es menor que para el estradiol.

4.) La 5p -reductasa ov&rica muestra valores altos en el esta

dio m8s temprano estudiado y disminuye hacia el nacimiento.

5.) La 50 -reductasa ovdrica también disminuye hacia el naci-
miento, aunque m&s lentamente y sus valores son un orden de

magnitud menor qﬁe la'5ﬁ>—reducci6n.

6.) La §-Ala-S en ovario izquierdo disminuye hacia el naci-
"miento; en adrenal se observan dos m8ximos relativos en los

dfas 13 y 19, y en el ovario derecho se observan dos méxi-

mos en el dfa 15 y 19.

7.) La &-Ala-Sintétisa muestra semejanzas con la 5P -reducta

sa, s6lo ' en ovario izquierdo y adrenal.

8.) En adrenal sevobserva un perfil sim€trico entre corticoido
génesis y 5 -reductasa. As%, la 5 P -reduccibn disminuye.
desae el dfa 13 hacia el nacimiento y la actividad corticoi
dogénica aumenta hacia el nacimiento. La progesterona endl-

gena no ofrece caracteristicas muy salientes.

9.) La supresibn farmacolbgica de la esteroidogénesis mediante

el empleo "in vitro" de CNK y SPNL, disminuye también en
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un 30% la actividad de la & —-Ala-Sintetasa en adrenal.

10)El agregado de 5f -p (10—7M) ex6geno a este modelo suprimi

" do restituye totalmentella~actividad de 6

~mismo tejido.

-Ala-S en este
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