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" ••• From the very beginning of our knowledge of 
~embryology, the avian embryo has occupied a unique 
position among.the higher vertebrates. It has an 
extra-uterine existence-all its requeriments, except 
oxygen, a:re provided within the egg, which is by 
far the most self-cóntained organism, and is capable 
of developing in a terrestrial environment. Al so,. 
because of its universal availability, it undoubtedly 
has been an ofiject of embryological observations from 
earliest historical time ... ". 

" •.. Desde los albores de nuestro conocimiento de 
la embriología, el embri6n de las aves ha ocupa
do una posici6n única entre los vertebrados supe 
rieres. Posee una existencia extrauterina. Todo~ 
sus requerimientos, excepto los de oxígeno, se 
hallan disponibles dentro del huevo, es el orga
nismo con más contenido propio de los que se de
sarrollan en un entorno terrestre. Asímismo, de:
bido a su disponibilidad universal, el huevo ha 
sido objeto de observaciones embriol6gicas desde 
remotos tiempos hist6ricos ••. " 

ALEXIS L. ROHANOFF 
EN"THE AVIAN EMBRYO" 1960 
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a la memoria de mis·padres. 

a nuestra nenita .. · 
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Androstenodiona 4-Androsten-3,20-diona. 
o-Ala-Sintetasa Acido o-Aminolevulinili 
co Sintetasa. 
Adrenocorticotrofina. 
ALDOSTERONA ~4-pregnen-18al-1113,21 diol-
3,20 diana. 
3',5' Adenosina monofosfato cíclico. 

513-P 513-Pregnanodiona. 
Sa-P 5a-Pregrianodiona. 
Adenosina trifosfato. 
313-Hidroxi Esteroide Dehidrogenasa. 
1113-Hidroxi Progesterona. 
Corticosterona ~4-pregnon, 1113, 21-diol-
3,20 diona. 
Albúmina Sérica Bovina. 
Cianocetona 2a-ciano-17SOH 4,4,17 TRIME
TIL-ANDROST-5..;.EN-17130L-3 CETONA) 
Cuentas por minuto. 
Curie. 
Micro curie. 

Carbono 14. 
Carboximetil celulosa. 
Dehidroepiandrosterona ~5-androsten-3Sol-
17 ona. · 
DOC Desoxicorticosterona ~4-pregnen, 21 ol 
3,20 diana. 
E2 Estradiol 1,3,(5-10) Estratrien-3,17S-
dlol. . .·· 

·Estrena 3-0H-1,3,5(10)-estratrien-17 ona-

··Hormona -folículo estimulante (de mamífero, 
ovina, ave ..• ) . 
Cortisol 11S,17a,21-trihidroxi pregnen-4 
ene-3,20 diana. 
Hormona de crecimiento (de ave, .•• ). 

Tritio. 
18-Hidroxicorti~osterona. 
17~Hidroxi ·Prdgesterona 17a-ol~4-Pregnen-
3,20~Diona. ~ 
Hemoglobina. 
Hormona Luteinizante (mamífero, ovina, 
ave •.. ) • 
Melanotrofina. 
Ovario izquierdo. 
Ovario derecho. 
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INTRODUCCION GENERAL A"lOS .. OBJETIVOS DE ESTA TESIS 

El tema de esta tesis obliga a tener en cuentá dos 

conceptos relativamente recientes en biología de la regula

ción humoral que al tiempo de dar una visión má~ generaliza

da, por ende integrativa, de los fenómenos hasta ahora obser 

vados, permiten esbozar hipótesis funcionales acerca de alg~ 

nos hechos episódicos de la regulación, especialmente respec 

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

·hormonas y otros factores reguladores. 

La primera noción que se debe tener en claro a es

te respecto es que la regulación humoral., no es sólo endócri 

na sino que también puede ser apócrina o autócrina, entendi.én 

dose, dentro de este esquema,por endócrina, la que se produ-

ce entre tejidos, apócrina, entre células del ~ismo tejido o 

vecinas, y por autócrina~. la que ocurre en la misma célula(l) 

Las diferencias son; como se aprecia, bastante graduales, sien 

do as! mismo., ;difícil establecer. un límite entre regulación 

autócrina y regulación metabólica dentro de una misma célula. 

El segundo concepto muy a tener en cuenta a los fi 

nes de esta tesis es el de las "fronteras móviles" de la en

docrinología. C~ece año a año, en efecto, el grupo de siste

mas, tejidos y vías biosintéticas que.demuestran ser_regula

das, · o -por lo menos regulables¡ por hormonas. En general nues 

tro conocimiento acerca de estas relaciones empieza por la me 
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dicina. Un ejemplo típico lo constituye el uso terapeútico de 

los glucocorticoides como inmunosupresores,antileuc~micos yan 

tiinflamatorios. Oespu~s de_haberlos utilizado como tales du-

rante tres dficadas, y aunque Selye (2) ya haya previsto para 

ellos un papel inmunosupresor fisiológico relacionándolo con 

el "stress", en la década del 50, sólo recientemente se postu 

la que una de las propiedades-hormonales de los glucocorticoi 

des. podría ser la que afecta el sistema linfoide y otros coro 

ponentes del sistema inmunológico (3). Otro ejemplo, este más 

relacionado con el objeto de esta tesis, es el de la inducción 

de porfirinas~ por·.los ·métabo1Hios.~5Breducidos de la Progeste-

rona y de los andrógenos. 

Este hecho, en efecto, se ha reconocido en clínica, 

(pórfirias inducidas por-esteroides como enfermedades ligadas 

a genes autosomales),(véase por ejemplo, Anderson (4) y Pfa

ffenberger (S)},y se ha tratado de reproducir en una variedad 

de sistemas-experimentales tales como hígado d,e embrión de po 

llo ( 6) ; .hí-gado· de rata {7) '" reticulocitos :de conejo -:(8)_; cé-'

lulas ide la médula_ ósea human·a (9), etc. 

A semejanza de lo ocurrido al principio con los cor 

ticoides inmunosupresores, los experimentos efectuados hasta 

ahora con esteroides.inductbres;de la porfirinogénesis, utili-
~ - . . 

zaron :dosis altas de inductores (10). Sin embargo en este cai_!!. 

po ,.- -a .. dife;reñcia .de __ los glucocorticoides inmunosupresores, 

no se ha llegado aún a la etapa de estudiar supuestas corre-
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laciones fisiol6gicas entre SS reducido-inductor y porfirina-

inducida. 

En esta tesis se ha pretendido aplicar los dos nue-

vos conceptos mencionados, el de la multiplicidad integrativa 

de la regulación y el de las fronteras móviles de la endocri-

riología, a un modelo clásico de la evoluci6n ontogenética au

t6noma (i.e independiente del organismo materno), el embri6n 

de pollo. 

La tesis toma como eslab6n de referencia de un eje 

regulatorio a la progesterona, investigando luego a través del 

desarrollo embrionario y del rec·ién nacido- -los siguientes pa-

rámetros relacionados a ovarios y corteza suprarrenal: "hacia 

abajo", contenidos tisulares de progesterona, reducción de di 

cha hormona a SS-reducidos y actividad de 6-ALA-Sintetasa(o-A 

l:.A....;S); "hacia arriba", niveles de progesterona (y de estr6ge-

nos), niveles ~éricos de LH~·concentración pituitaria de LH y 

FSH. 

Una híp6tesis cde"ctr.abajo que ~supone la existencia en 

glándulas -funciona-hites, -del eje. ft ~ •• 

Hipó¡isis 

Hormonas hipofisarias 

l 
Progesterona 

¡ 
SS-reducidos 

• 6-ALA-Sintetasa 
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se veria apoyada por correlaciones entre perfiles de desarro

llo de estos parámetros y confirmada por los clásicos experi

mentos fisiológicos, consistentes en la supresión de cada uno 

de estós supuestos eslabones, que tendría que acarrear la su

presión de los supuestos eslabones-efecto. El experimento se 

habriade completar con el reemplazo exógeno del eslabón pri

mario,-.reemplazo que tendría que redundar en la reaparición de 

los eslabones-efecto~. 

De acuerdo con este esquema y dentro de las limita

ciones metodológicas de nuestro grupo de trabajo, se investi

garon los siguientes parámetros: 

1- Evaluación de la concentración de LH en hi

pófisis de embrión de pollo hembra en los estadios de 13, 15, 

17, 19 dias y en recién .'nacidos, mediante la utilización de in 

munoensayos homólogos. 

2- Determinación de la concentración de FSH en 

hipófisis de embrión de po~lo hembra, en.los estadios citados 

en l. 

,3- Determinación de los niveles de LH en suero 

de embrión .de pollo hembra, en los estadios citados en 1. 

4- Evaluación de los niveles de E2 en suero de 

embrión de pollo hembra en los estadios citados en l"t 

5- Determinación de los niveles de pro~estero

na en suero de embrión de pollo hembra-en los:estadios cita

dos en 1. 
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6- Determinación de la concentración de proges

terona en adrenal, ovarios izquierdo y derecho del embrión de 

pollo hembra, en los estadías citados en l. 

7- Evaluación in vitro del grado de estimulacmn 

de la secrec;·ión de progesterona y estradiol en ambos ovarios 

del embrión de pollo hembra, en los estadías citados en 1. 

· 8- Evaluación de los niveles de transformación, 

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

varios, adrenal e hígado de embrión de pollo hembra en los es

tadías citados en l. 

9- Determinación de los niveles de actividad de 

la enzima oALA-Sintetasa, en ovarios, adrenal e hígado de em

brión de pollo hembra, en los estadías citados en l. 

10- Finalmente se .suprimió, mediante inhibidores 

farmacológicos, la est.eroidogénesis; lo que produjo una notable 

disminución de oALA-Sintetasa. ·Luego, ¿on él agregado a modelos 

suprimidos de 58-pregnanodiona, en.concentraciones calculadas 

como fi·siol6gicas, se logró restablecer · totál:frrente la activi

dad de la oALA-Sintetasa. 
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ORGANIZACION DE LA TESIS 

El cuerpo central de esta tesis se dividirá en tres 

capítulos. 

En el primero.de ellos se describe la "Embriogénesís 

y sistema end6crino del pollo"~ Este capítulo contiene datos 

acerca del desarrollo embrionario general del pollo, desde la 

fecundaci6n del huevo hasta su nacimiento. Y una descripci6n 

anat6mica, embriol6gica e histol6gica de las glándulas end6cri 

nas de nuestro interés. Además contendrá la informaci6n cono

cida sobre maduraciones, .tanto neuroend6crinas como periféricas, 

sobre todo, en lo que se refiere a los inicios de cada inter

relaci6n (interlocking) entre glándulas y entre glándulasy sis 

temas. 

Toda esta informaci6n sobre el embri6n de pollo ocu 

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

bibliografía disponible y no siempre con claridad cranol6gica. 

El segundo capítulo comprende el estudio, a través 

del desarrollo embrionario, de la síntesis y secreci6n de hor 

monas esteroides por·los ovarios.del embri6n de pollo y la in 

ducci6n que ejerce la hip6fisis sobre esa producci6n esteroi

dea. 

El tercer capítulo incluye lo referente a la produc 

ci6n de metabolitos reducidos de la progesterona y sus relacio 

nes con el camino metab61ico del·Hemo, a través de su primera 
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enzima, oALA-Sintetasa. 

En estos dos últimos capítulos se distinguen clara-

mente los antecedentes bibliográficos incluídos en las respec 

tivas introducciones, de Material y Métodos, Resultados .y Con 

clusiones propios. 
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CAPITULO I 

"EMBRIOGENESIS Y SISTEMA ENDOCRINO DEL POLLO" 

Los conocimientos actuales sobre paleontología permi 

ten inferir que.las aves se originaron hace aproximadamente·dos 

cientos millonesde años, en los albores de la era mesozoica,a 

partir de los reptiles. 

Por ese entonces, ya durante el período triásico{ll) 

ciertos pseudosúquidos como los euparkeria {especie de lagartos 

pequeños, carnívoros, con extremidades anteriores más cortas 

que las posteriores),. empezaron a evidenci'ar algunos rasgos e-

senciales de las aves, como los relacionados con la postura bí 

peda. 

Poco más tarde, en el jurásico, .las aves aparecieron 

en profusión, pero todavía existían en ellas una serie de ca~ 

racteres reptilianos. 

Ejemplo de ello lo constituyen los pequeños Arcbeop-

terix, con cola de lagarto y pico de pájaro pero con dientes; 

hasta los grandes Hesperornis e Ichtornis, las aves mayores que 

se conocen y que presentaban también dientes·y vértebras bic6n· ,. 
cavas a semejanza de los peces. 

Es probable .que la evolución de los ~·-r~ptiles" ·.hacia 

las aves haya obedecido a mecanismos o 1nfluencias complejas y 

similares, pero de otro tipo que las que determinaron la evolu 
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ción de los reptiles primitivos a especies o grupos más recien 

tes, como los pterosaurios, dinosaurios o cocodrilos. 

Análogamente, no obstante las evidencias de que res

ponden a un plan u origen básico común, las aves contemporáneas 

presentan una gran diversidad de detalles en sus estructuras y 

costumbres. 

La población aviaria actual reconoce una primera di

visión en dos subclases, según la forma del estern6n. Así las 

aves aquilladas o carinadas poseen el estern6n formando una qui 

lla o cresta central y los rátidas portan esternón liso y cha

to. 

Estas características se relacionan con el grado de 

desarrollo de las alas, y, por lo tanto, con la potencialidad 

del vuelo del ave. Todas las aquilladas tienen alas más o menos 

desarrolladas y, por ello, son voladoras. Los rátidos~ o de e~ 

tern6n liso, .son, en cambio, aves corredoras como el avestruz, 

que tiene las alas atrofiadas. 

Una clasificación -más- mi-nuciosa -y consienzuda subdi

vide al conjunto de ··las aves en -nada menos que 40 órdenes- dis

tintas, uno de los cuales, las gallináceas, que pertenecen a la 

subclase de aquilladás o carinadas, será objeto ~ continuación 

.de una breve descrii?ción en particular. 

Se trata de aves terrestres y granívoras (12), capa

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

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

Ambos sexos muestran con frecuencia, significativas 

diferencias en tamaño y plumaje. 

El nido, constituido generalmente en el suelo, es 

simple, y los .huevos, numerosos, son de color blanco liso o ma.n 

chados. 

Las crías se desarrollan con rapidez luego del naci 

miento. 

Al orden de las gallináceas pertenecen muchas espe-

cies de éxito ecol6gico notable con distribuci6n universal, en 

tré las que cabe mencionar: Gallus (gallo y gallina); Phasianus 

(faisan); perdix (perdiz); Lagopus (perdiz nival); Meleagris 

(pavo); Numida (pintada); Pavo (pavo real) y Opisthocomus (hoa 

cín) . 

La especie Gallus (gallo y gallina) merece particu-

lar atenci6n por muchas .razones que van desde eü significado a 

limenticio que tiene para el hombre, pasando por su importancia 

econ6mica, dada la ·"fácil obtenci6n de carne·· y huevos, hasta lle 

gar al potencial que representa como elemento de investigaci6n 

en ciencias biol6gicas. 

, Este pequeño animal, que ofrece múltiples posibili-

dades de variabilidad genética, posee un tronco rígido, corto 

y robusto, en tanto que el cuello es-largo y m6vil, terminando 

en una cabeza-redondeada y provista de un pico c6rneo. Los.miem 

bros pelvianos están perfectamente adaptados a la locomoci6n te 
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rrestre en tanto que los torácicos están modificados en alas. 

La cola es muy corta e inmediatamente debajo de ella existe u 

na abertura cloacal transversa que es el orificio común de los 

aparatos digestivos urinario y reproductor. 

La cresta, las barbillas y los espolones del g~llo 

son mucho mayores que los de la gallina. 

Para esta especie, el período de desarrollo embrio

nario hasta el nacimiento es de 21 días. 

La comprensión de la embriología del pollo, se remon 

ta a más de 2000 afies. 

Ya en Historia Arlimalium, Aristóteles, (384-322 ac) 

efectúa una descripción detallada del embrión de pollo. 

En los inicios de la era cristiana, el erudito roma 

no Plinio Cayo Segundo (El viejo) (23-29 d.c.) se ocupó del te 

ma en su obra Historia Naturalis. 

varios siglos después, en el Renacimiento, el natu

ralista italiano Ulises Aldrovandi (1522-1619) detall6, en su 

Opera Omnia, los estadías tempranos del desarrollo del embrión 

de pollo. Y su contemporáneo, Fabricio de Aquapendente (1537-

1619), anatomista y cirujano de renombre, efectúo más aportes 

en su obra Formatione Ovo et Pulli. 

"'~ una generación más tarde, Marcelo Malpighi (1628 -

1694) que pasara a la inmortalidad por la descripción de los 

corpúsculos renales. que llevan su nombre, contribuyó también a 

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

Otra etapa, si se quiere más científica,err el estudio 

del embrión de las aves fue jalonada por el físico alemán ·Al

brecht Haller (1708~1777) cuyas notables observaciones · acerca 

del pollo en particular aparecieron en su obra Elementa Physi~ 

logiae Corporis Htrmani. 

Como acabamos de citar, durante diecinueve siglos,el 

quehacer embriológico recibió impulso gracias a esporádicas des 

cripciones realizadas por un grupo reducido de inquietos gran

des hombres cuyos hallazgos fueron más tarde rescatados en Sp~ 

cielle Physiologie des Embryo (W. Preyer, 1885) y The Develop 

ment of the Chick (F.R. LillieJ 1908}~ 

Con el comienzo del siglo XX, se incrementó eln~ 

de investigadores sobre el tema y ya entonces algunos de ellos 

prestar<;>? atención-específica a distintos fenómenos físicos y 

_químicos asociados con el desarrollo embrionario. 

Pero sin duda quien descolló en el análisis de la em 

briología'comparativa enfatizando en el ave, fue J. Needham con 

la presentación de su libro Chemical Embriology en 1931. 

Luego, la multiplicidad de investigadores que aborda 

ron el tema y la cantidad de datos cient!ficos obtenidos y di~ 

_ponibles hicieron del embrión de las aves un elemento de-expe

rimentación excepcionalmente útil por su versatilidad y otras 

razones. 
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EL EMBRION DE.POLLO 

La embriogénesis comprende las siguientes etapas de 

desarrollo: 

La fecundaci6n que comienza con la uni6n del mate

rial nuclear del espermatozoide con el óvulo. Proceso altame~ 

te complicado que desencadena un gran nfunero de cambios físico

químicos y transformaciones metabólicas. 

La segmentaci6n, período en el que se producen una 

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

blastómeros o células hijas. 

El huevo se divide sólo parcialmente, debido a la 

gran cantidad de vitelo, en un determinado nGmero de blastó

meros sin modificar su volumen. 

Al final de esta etapa el embrión presenta una cavi

dad o blastocele y se lo denomina.disco-blástula. 

La gastrulación, es el conjunto de procesos morfoge

néticos que dan lugar a la formación de las tres capas funda

mentales en los metazoos. 

En esta etapa existe una actividad mitótica baja y 

se produce la migración de los blastómeros que darán origen 

al ectodermo, mesodermo y endodermo. 

En este tipo de embrión no se forma un verdadero 

arqueteron. 

Las tres capas embrionarias darán origen a distintos 
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te·j iq·os y 6rganos, as! el ectodermo, originará la· epider-

mis y sistema nervioso; e~ 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 cuarta y 6ltima e~apa es la organog~nesis, en 

la que se formarán los esbozos primarios de los 6rganós. 

A la par que se produce esteproceso, ocurren· 

simultáneamente el crecimiento y diferenciaci6n celular. 

Durante el desarrollo embrionario, se producen 

en forma cronol6gica una serie de eventos morfol6gicos y 

bioquímicos que considero oportuno destacar.· 

A las 24 hs. del desarrollo, aparecen los plie

gues neurales, a partir de los cuales se originarán las re

giones anteriores y posteriores-del cerebro y comienza a 

vislumbrarse el esbozo del cerebro, del sistema nervioso y 

de los 6rganos sensoriales (o!dos, ojos, nariz), (fig.N°6). 

La circulaci6n tanto embrionaria como extraembrio 

natia se forma al final del primer d!a 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 estad!o de 33 hs. se completa el cierre del ce 

rebro anterior, el procencéfalo se hace prominente y se insi

ntían las·ves!culas ópticas y los primeros ganglios craneales 

(fig. N°7). 

Por este período también, el pedtínculo del segmento 

primitivo, originario de la lámina uroc¡enital, se separa de las 

restantes capas del mes~nquima y por diférenciaci6n ulterior, 

derivan de ella el aparato urinario ~ genital. El desarrollo 

procede en tres estad!os, la primera estructura formada,el pro

nefros degenera rápidamente; la segunda, mesonefros, contribu

ye a la formación del sistema c¡enital y la tercera, metanefros 

Eermanece en el riñón definitivo. 

Hacia el final de este periodo las células del eEi

telio Eeritoneal del mesodermo comienzan a migrar para dar o

ric¡en a las células corticales de la glándula suErarrenal. En 

cambio la médula se originará varios d!as desEués debido a la 

migraci6n de las células cromaf!nicas del primordio del siste

ma nervioso simEático, de origen ectodérmico (13). 

Con el rápido crecimiento del embrión, a las 36 hs., 

este empieza a girar lentamente sobre. s! mismo para adoptar su 

orientación definitiva al cuarto d!a. 

La enzima 3~ -OH esteroide dehidrogenasa se ha pues-



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

-24-

. 
r .. :.-' -
\.. ....... \ ~" 
.. ..... . --t'"', ..... ., • 

• ' .. ' l ' . . . . . . . \ . . . 
1 • • • • . ' . 1 • • • 

•. 1 . • 
/ .... .. • 1 

/ J .. •• .. 

3 
LJ~..._;.~:--... · 5~ 

• 
4 lilJ---\-:-4~-=-:--~6 

8 ' 

10 
• . . 

11_...-i--. • . 1 
• !1 • • 1 
. • .. . t "· 

12 

• 1 • 

13 

. 
• . • 

• 14 -
• • 

• 
15 • 

. 
• . • • 

figura no7: ESTADIO DE 33 HORAS -VISTA DEL CONJUNT0-
1.proamnios-2.procencéfalo-3.arco aórtico r-4.ra1z aórtica dor 
sal-5.tronco arterial-6.intestino anterior-7.coraz6n~8.vena on 
falomesentérica-9.límite posterior del tubo digestivo-10.tubo
nervioso-11.área pelúcida-12.somito-13.arteria onfalomesentéri 
ca-14.seno romboidal-15.línea primitiva-
("Embriología", Houlli6n, Ch. pag. 88). 
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figura no6: ESTADIO 24 HORAS 

A: Visto del conjunto- B: Corte en el nivel X -. - C:Blastodermo 
aislado y replegado. 
1.proamnios-2.prosencéfalo-3.intestino anterior-4.límite poste 
terior del tubo digestivo-5.región somítica-6.placa neural-7. 
corda-8.línea primitiva-9.área pelúcida-10.tubo nervioso-11.tu 
bo digestivo-12.miótomo-13.pieza intermedia-14.somatopleura-1~ 
esplacnopleura-16.vitelo-17.c~loma de láminas laterales-18.re
corte del blastodermo-19.arqueteron primario-20.yema. 
("Embriología", Houllión, Ch. pag. 88). 

·-
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to en evidencia por estudios histoquimicos en lo que los auto-

rés-denominan "estadio 22" (correspondiente a 45 a 52 hs. del 

desar~ollo), en células que no tienen aún un emplazamiento de

finí ti vo. ( 14) . 

Ya en el estadio de 48 hs. ~1 blastodermo desarrolla 

las enzimas necesarias para convertir Testbs:terona a ·metabblitos 

58-reducidos (Actividad reductásica). Este hecho fue compraba 

do por 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 formación 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 sóstienen que las ganadas, 

aún indiferenciadas comienzan a producir estrógenos (16). 

En el quinto dia puede decirse que el embrión está 

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

te día mucho otros tejidos ya poseen actividad funcional. Se 
__ - .. _u .. e._ .a 

demostró la presencia de corticoides en los esbozos adrenales, 

utilizando para ello el test biológico propuesto por Pederne-

ra en 1971 (17). Así mismo se determinó inmunocitoquímicamen

te la presencia-en adenohipófisis, de células productoras de 

LH ( 18) . Esta presenci~ es prevüi.- a la diferenciación de la hi-

pófisis que ocurre al sexto día del desarrollo (19) . 
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Al comienzo del quinto' d!a se concreta la vasculari 

·zaci6n de las gonadas de ambos sexos y esto es evidenciado r~ 

pidamente, dado que al 5 1/2 d!a se detecta la presencia de an

drógenos en sangre perif~rica (20). Al sexto dta se encontra~ 

ron 17-ceto~steroi<ies en los anexos embrionarios. 

(21}. 

Las primeras-plumas aparecen al octavo día de incu

bación y el emplume se completa en el décimo tercer avo dfaó 

La diferenciación sexual'de las gonadas y de las a-· 

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

el 8° día se observa en los cordones medulare~ del ovario una 

importante síntesis de estrógenos (23). 

En plasma de embrión de 7 1/2 y 9 1/2 días se detec

tó la presencia de estradiol y estrena respectivament~ .(24) y 

próximo al d~cimo d!a, ambas hormonas se detectaron en el lí

quido amniótico (25). 

Pero el evento endócrino más importante ocurre en ei. 

estadío de 13 días: es en este momento en que los componentes 

del eje hipotálamo-hipófisis-glándula endócri.na .se hallan· ma

duros y se interrelacionan entre sí. Es lo que se ha dad6 en 

llamar interlocking endócrino. (18). 

Todo este cronograma se puede aplicar a los ejes hi 

potálamo-hipófisis-ovario e hipotálamo-hipófisis-adrenal. 

La maduración gradual del eje hipotálamo-hipófisis

sonada transcurre en tres períodos bien definidos (18}. 
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El primero de ellos (el más temprano) de autonomía go 

nadal, durante el cual la síntesis y secreción de hormonas es

teroides por las ganadas es independiente de la regulación hi

potálamo~hipofisaria. (désde el día 5,5 al 12,5 del desarrollo 

aproximadamente) . 

Un segundo período (intermedio) o hipofisario gona

dal rudimentario, en el que el d·esarrollo gonadal y la síntesis 

y secreción "aceptan" su dependencia de las gonadotrofinas hi

pofisarias (aparentemente un período muy corto coincidente con 

el día 13). 

Y finalmente, el tercer período, a partir del día 1~ 

en el que el eje hipotálamo-hipofisogonadal está maduro y en el 

cual se establecen ya la interacción entre los componentes hi

potalámicos, adenohipofisarios y gonadales. 

Una situación similar ocurre con las adrenales (25)~ 

por lo que estas consideraciones nos determinan de alguna mane

ra, el estadío·a partir del cual resulta operativo estudiar la 

regulación,~e esteroides en ovarios y adrenal por trofinas hi- · 

pofisarias, es decir el día 13 del desarrollo embrionario. 

Finalmente, para concluir con el desarrollo del em

brión se observa que la calcificación del esqueleto corñienza en 

~1 10° día y termina hacia el día quince de incubación .. 

En el día 16 , )arecen las formaciones córneas como 

el pico, etc. En este d~a se ha consumido toda la albúmina. 

El día veinte disminuye el líquido amniótico, el pi 
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co aparece en la cámara de aire y comienza la respiraci6n pul-

monar. El allantoides se deseca entonces lentamente. En el d!a 

veintiuno el embri6n 2ira sobre si mismo y mediante el diente 

c6rneo ataca la cámara. Se produce lentamente la eclosi6n. 

No podemos finalizar los comentarios sobre el desa

rrollo del embri6n de pollo sin dejar de mencionar el aspecto 

nutricional del mismo. 

La alb~ina es una sustancia esencial que no s61o 

contribuye a la formaci6n de las estructuras sino que mantie-

ne el medio que circunda el blastodermo en su pH 6ptimo (26), 

asimismo es de resaltar la importancia de los aminoácidos y 

las vitaminas para la promoci6n del crecimiento {27) y iá glu~ 

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

tad!os iniciales (28). 

Pat'!:ern, B.M. Foundations of embryology .2°Ed.1958. 
Me Graw-Hill Publications in the Biological Sciences. 

LA HI POF lsts 

La hip6fisis es quizá,la más importante de las glán

dulas end6crinas en el pollo adulto,ya que,además de secretar 

sustancias consideradas esenciales per s~ para la homeostasis, 

actGa mediante las hormonas, como coordinadora o reguladora de 

otros elementos end6crinos. 

En el embri6n, además su rol está ligado,entre otros, 

a un aspecto embriol6gico determinante como es la diferencia-

ci6n sexual. 

En el animal adulto se visualiza corno una evagina• 

ci6n redondeada que pende del diecenc~falo por el tallo hipo-
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fisario y está alojada en la silla turca, una concavidad d~l 

hueso esfenoides r situada debajo del quiasma en la base del crá 

neo. ( 29) . 

Pesa aproximadamente nueve graroos.Y el cuerpo glan-

dular está dividido, en el pollo, en dos partes: anterior o a 

denohipófisis y posterior o neurohipófisis, que reconocen dis 

tinto origen y funciones. (30). 

La adenohipófisis, a su vez presenta dos lóbulos(3D 

uno ventral más grande o pars distalis y otro dorsal más pe-

queño o pars tuberalis. 

La neurohipófisis posee como principal estructura, 

el lóbulo neural que se ubica dorsalmente a la porción caudal 

de la pars distalis. 

Toda la hipófisis está encapsulada por la duramadre 

y la irrigación se debe a ramas de la carótida interna para el 

lóbulo anterior y a las arterias hipofisarias para el poste-

rior. La sangre de las pars distalis es drenada directamente 

al seno cavernoso (31). 

Las principales fibras nerviosas que pasan del cere 

bro a lapituitaria son los fascículos hipotálamico - hipofisa 

ríos que transcurren por el tallo hipofisario (29). 

Los nervios de este tracto llegan a la región dorsql 

del quiasma óptico, núcleos situados en la pared del tercer 

ventrículo(30). 

Las fibras nerviosas mencionadas llegan hasta las 
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pars tuberalis y aparentemente no inervan las pars distalis. 

( 32) • 

Desde el punto de vista embriol6gico, la adenohip6-

fisis es una estructura ·ectodérmica que se origina a partir de 

la bolsa de Rathke; evaginaci6n esta rtltima del epitelio oral 

que tempranamente ~e dirige desde la cavidad bucal hacia el die 

cencéfalo. 

En tanto, la neurohip6fisis esboza a partir del di~ 

cencéfalo, reconoce un · origen ectodérmico y se encuentra bien 

formada a partir del séptimo día de incubaci6n. 

La primera evidencia del desarrollo hipofisario la 

constituye una evaginaci6n ectodérmica en el techo de la cavi 

dad oral que aparece después de 43-46 hs. de incubaci6n y da

rá origen a la bolsa de Rathke (33). 

Esta evaginaci6n consiste en una capa de células si 

tuadas bajo el tejido mesodérmico anterior respecto de la no

tocorda y en íntimo 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 h~ 

ras de incubaci6n se distingue ya el esb6zo del pars tuberalis 

(19); mientras que en el sexto día se diferencia totalmente la 

regi6n caudal de la pars distalis. 

En el embri6n de siete días, la hip6fisis posee dos 

formaciones ahguladas a 90°, una de ellas es paralel~ a la ba 

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

Al ir desapareciendo el tallo, la porción hipofisa

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

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

La contribución cerebral para la formación de le.. pars 

nerviosa comienza con el desarrollo del proceso "infundlbular 

en el embrión de siete días. 

En el embrión de catorce días el proceso infundibu

lar es más glandular y su tallo, previamente del todo ·?pite

lial, está rodeado de fibras nerviosas (35). 

En el embrión de trece días aparece rodeando lapars 

distalis, una hoja de tejido conectivo ·que·· se· transformá en u 

na densa cápsula periglandular en los dieciseis días de incu

bación. 

Respecto de la citología, en un primer momento las 

células de la hipófisis son epiteliales no especia~izadas ~y 

luego de la diferenciación se observan tres tipos celulares ma 

yori tarios; las acid6filas¡-bas6fila·s y cromófobas, éstos--úl- · 

timos, a su vez, precursores de los anteriores. 

Es difícil determinar el período exacto de aparición 

de todas estas células, dado que esto depende en gran medida, 

de la técnica histológica utilizada. 

Las células basófilas generalmente aparecen antes 

que las acidófilas. Es así como Wilson en 1948 (36) determinó 

la presencia de células basófilas en el lóbulo anterior de la 
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.pituitaria ya en el sexto día de incubaci6n, mientras que Mo~ 

cor1a y Moscona (37) r anos más tarde, encontraron unas pocas cé 

lulas cromfílicas de ambos tipos en el primer día~ 

Por otra parte otros autores (38), recién observaron 

una marcada basofilia, en el octavo día y en ambos lóbulos. 

De todo lo ·anter;i.or ~e deduce que la embriogénesis ci 

tológica transcurriría así: las primeras células basófilas que 

aparecen al sexto día t.ienen gránulos negros y son inmaduras. 

Hacia el oct~vo día, las grandes y redondeadas células ba~ófi 

las aparecen en el lóbulo cefálico y en la tercera semana de 

incubación, las bas6filas. del lóbulo caudal .comienzan su dife 

renciaci6n final. 

Simultáneamente con esto último algunas de esas células 

caudales bas6filas inmaduras adquieren cierta acidófila hacia 

el día dieciocho y se transforman en acid6filas caudales (39). 

Durante este pe~íodo la pituitaria embri6nica se col 

.ma de células acid6filas muy colOreadas que rápidamente .se res 

tringen al lóbulo caudal. 

En el animal adulto, con ambos tipos celulares bien 

diferenciados, a su vez, se pueden distinguir entre las bas6fi 

las dos subtipos, a saber: a) las células que contienen glucb 

proteínas, cuyas propiedades citoquímicas permiten agruparlas 

dentro de las Pas+ (ácido pery6dico de Shiff) (40) .Entre ellos 

Be encuentran, las células S {cefálicas), 6 (cefálicas y cau

dal) y y (caudales}. 
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b) las células K (cefálicas o de am 

bos lóbulos), cuyo nficleo se tifie de hematoxilina y que perte 

necen a un tipo celular mixto y no reaccionan con el PAS. 

Entre las células acid6filas, se distinguen dos sub 

tipos como: a) las células proteináceas, del t:ipo a (caudales) 

y n (cefálicas) y b) las células E (cefálicos) de tipo mixto. 

Todos los grupos celulares arriba citados, poseen ca 

racterísticas tintoriales y propiedades citoquímicas bien de

finidas y fácilmente diférenciables (41). 

Los métodos histol6gicos han permitido así demostrar 

la presencia de-diversos tipos celulares en la hipófisis de 

las aves y por otro lado, los procedimientos bioquímicos han 
-, 

permitido establecer que la glándula segrega un nfimero de hor 

monas que estaría correlacionado con cada tipo celular. 

A continuaci6n resefiaremos brevemente las hormonas, 

su actividad y la correlación mencionada. 

Fraps y col. en 1947 (42), sugirieron.la existencia 

de una LH y una FSH en hipófisis de pollo, pero sólo fue com

probada veinte afias después por Stockell Hartree y Cunnigham 

(43) quienes aislaron dos fracciones hormonales, ... utilizando 

técnicas de bioensayo con standards de mamífero .. 

No se han podido desarrollar afin, ensayos específi-

cos para identificarlos. Hasta la actualidad s6;Lo contanos con: 

1) Bioensayo enmamí.feros: es una técnica bastan 

te aceptable y se basa en el método de la depleci6n del ácido 
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asc6rbico 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 gonadotrofinas para estimular el crecimien 

to testicular en pollo joven {46) y finalmente; 

3) Inmunoensayo: que utiliza anti-
.. - - -,--· ~-·-

suero de otra especie (ensayo heter6logo). Este ensayo no· es 

específico dado que se producen reacciones cruzadas (47). Uti 

lizando antisuero y hormona purificada de pollo (ensayo homó

logo) (48) la técnica aumenta significativamente su especifi-

cidad. 

se·desconoce en aves, la función_exacta de ambas go 

nadotrofinas puras. Sin embargo cuando FSH de mamífero es in

yectado en pollos produce el crecimientode los túbulos semi

níferos, favorece·la división meiótica de ios_espermatocitos 

primarios, que conduce a los secundarios y posiblemente favo-

rece también la división de la espermatogonia. Asímismo la LH 

de mamífero estimula la producción de andrógenos en células de 

Leydig (49, 50). 

En aves hembra, las gonadotrofinas de mamíferos es-

timulan el crecimiento folicular, la ester,oidogénesis y la fu.¡ 

cionalidad del oviducto, p~ro no está bien determinada la ac-

ción de una u otra hormona en estos mecanismos (49, 50, 51). 

Al igual que en mamíferos, .la. LH induce .,la ovulación en_ aves. 

(52) • 
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Las hormonas gonadotr6ficas glicoproteicas parecen 

estar relacionadas con las células PAS+ del tipo B y las del 

tipo y (53) . 

La TSH de pollo fue parcialmente purificada (54), y 

se encontró que es en .cuanto a actividad y química, similar a 

la TSHm, es decir una glicoproteína de alto PM que se identi

fica con las células~ (o 'las ~zul alcian +),cuya actividad 

es mayor en el lóbulo cefálico. 

La TSHa mantiene el trofismo de la tiroides, estiro~ 

.la la producción de tiroxina, y regula-el metabolismo de r 2en 

esta glándula. 

Otra hormona adenohipofisaria del pollo es la PRL, 

sustancia proteica de PM 32.000. 

El efecto de PRL está asociado a una serie de even-

tos que directa o indirectamente están relacionados con la re 

prodúcción, .Y muchas veces requiere de la: presencia de otras 

sus~ancias endócrinas 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 que induce 

en el ave el instinto de empollar los huevos (55). 

Las células que probablemente intervienen en la pro 

ducción de PRL, son la acipófilas n. 

El ACTH de ave al igual que el de mamífero, es lá-

bil al calor y-al -pH (56). Es.un péptido de alto PM, cuyo pun 

to isoeléctrico se halla a pH 4,7. 
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Es capaz de estimular la producción de Corticoides 

por la suprarrenaL Se relacionaría con las células E de la a-

denohipófisis. 

La melanotrofina (MSH) es probablemente la primera 

hormona en aparecer durante el desarrollo embrionario del po-

llo, aproximadamente al so día de incubación. 

Su actividad aumenta chlliante el segundo período Y· per 

manece constante después del nacimiento. Parece intervenir en 

el control de la pigmentación del plumaje (57), y se relacio-

naría con las células hipofisarias del tipo K. 

Se ha observado que el extracto de pituitar~a de p~ 

llo posee actividad de hormona de crecimiento (GHa), dado que 

al ser inyectado en ratas inmaduras hipof.isectomizadas pravo-

ca el ensanchamiento de la epífisis de la tibia, el aumento 

del peso corporal y la retención de N2 (58). Esta actividad es 

ocho veces menor que la de un extracto de pituitaria de rata, 

lo que reflejaría el bajo nivel de GH en el pollo, o diferen-

cias de estructura y/o actividad entre especies. Inmunológica 

mente antiGH bovina no tiene reacción cruzada con ei 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, órganos 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

-41-

EL. OVARIO 

El sistema genital de los pollos comprende, 6rganos 

primarios 6 g6nadas en las que se desarrollan las células ger

minales y 6rganos accesorios que conducen las gametas fuera 

·del cuerpo. 

Las hembras poseen un ovario funcional izguierdo y 

un ovario derecho rudimentario. 

Respecto del izquierdo, se trata de un 6rgano re(lon-. 

deado, poligonal, dividido en 16bulos, arracimado y de consis 

tencia friable·. 

:Yace debajo y delante del riñ6n fijado en su posici6n 

por un ligamento y tejido conectivo. Está relacionado por dela!!_ 

te,con los pulmones,el diafragma, el h!gado y el intestino: 

por arriba, con los pulmones y por detrás con el oviducto y el 

intestino. 

su tamaño, que depende del estado funcional,var!a en 

la gallina adulta, entre el de una avellana y ·el de un huevo. 

La irrigaci6n está a cargo de la arteria ovárica,ra

ma de la renolum.bar o de la aorta (29), y la sangre es drenada 

por grandes venas que se anastomosan y 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 señalar en primer lugar que el ovario del pollo sigue el 
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modelo de los vertebrados. Y es as! 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 folfculos,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 animal para dar origen a los 

6vulos maduros y un gran n~ero de ellos sucumbe (atresia fo

licular) • 

Respecto de la zona medular, que ocupa la parte in

terna del 6rgano, está integrada por un estroma de tejido co

nectivo, gran cantidad de vasos y nervios, células intersti

ciales y cordones celulares producto de la invaginaci6n del 

epitelio germinal. 

Existe una asimetría entre ambas gonadas, que se 

acent~a durante el desarrollo embrionario. Desde un punto de 

vista ant6mico, 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 más adelante y durante el tratamiento espe

c!fico del tema motivo de este trabajo, nos ocuparemos minucio

samente de la funci6n bioqu!mica de las hormonas del ovario, 

haremos aqu! un breve adelanto. 

Ya en la decada del 60 1 estudios cromatográficos d~ 

mostraron que el ovario, tanto del embri6n {65, 66) como del 

pollo adulto {67, 68, 69 1 70), es capaz de producir hormonas. 

También fueron reconocidos estr6genos, progestágenos y andr6-

genos en el plasma de pollo dom~stico ( 71, 72). 

Por otra parte, las c~lulas intersticiales ováricas 

poseen la ultraestructura caracter!stica del tejido esteroido

g~nico y reaccionan positivamente a los ensayos para la 3(}-0H 

esteroide Dehidrogenasa {3~-0HEDH), colesterol y sudanofilia. 

A pesar de estos conocimientos, el sitio intraová

rico de la s1ntesis hormonal en el pollo es a~n especulativo. 

Los mismd~ conceptos enunciados para las células in

tersticiales son válidos en lo que respecta a actividad, para 
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el tejido granuloso y tecal del fol1culo preovulatorio, el };X).st_ 

ovulatorio y el atrésico a distintos estadías, lo que fue com 

probado por distintos autores (73), 74, 75, 76, 77). 

Más aún, todos estos tejidos a la microscopia e1ectr6 

nica poseen una fina estructura, compatible con actividad -este 

roidogénica. 

La diferenciaci6n sexual del embrión comienza entre 

el 5° y 6° d1a del desarrollo. 

El primordio gonadal izquierdo constituido en ese m:> 

mento por corteza y médula, posee una organización bisexual; 

en cambio el derecho constituido por una médula rodeada de só 

lo algunas porciones aisladas de corteza, posee una organiza

ción unisexual (androgénica) . 

En vista:¡ de los conocimientos actuales sobre el pa 

pel de las hormonas esteroides sexuales en la diferenciación, 

y teniendo en cuenta la relaci6n dosis-respuesta, podemos a

firmar que la cantidad de hormonas correspondientes a cada se 

xo se halla determinada genéticamente (78) • 

En consecuencia, en el desarrollo normal, aquel com 

ponente hormonal gonadal producido en mayor cantidad determi

na la direcci6n de la diferenciación 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 embrión 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 concentraci6n circ~ 

lante es entonces suficiente para regular el curso de la dife 

renciaci6n de las estructuras sexuales. 

La confirmaci6n de la síntesis y liberaci6n de hor-

monas sexuales en estadías tempranos de la diferenciaci6n go

nadal plantea al investigador un amplio espect~o de in~an 

tes entre los que destaco dos de relevancia. 

El primero consiste en establecer, en qu~ medida la 

síntesis y secreci6ri de hormonas esteroides sexuales depende, 

durante cada estadio, de la estimulaci6n por gonadotrof.i.nas ·hi 

pofisarias. 

Y el segundo interrogante, relacionado con el prime 

ro, seria en qu~ momento comienza la síntesis de esa gonadotro 

finas en la pituitaria anterior y cuándo se segregan a sangre 

circulante. 

Para responder a estas preguntas s6lo .existen contra , 

vertidas evidencias ·de ·que. los procesos. involucrados en la di 

ferenciaci6n:sexual ·durante los estadías tempranos serian in

dependientes de la acci6n hipofisaria (79, 80), y que .a medi-

da que se diferencian las ganadas, estas aumentan su capacidad 

de respuesta frente al estimulo gonadotr6fico qdenohipofisario 

(81, 82) •. 

Y para :·finalizar comentar~ brevemente las teorías 

más destacadas que explican el origen de la asimetría ovárica 
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-en esta especie. 

Dantchakoff ~.en 1932 (83) propuso que la capacidad de 

las ganadas para formar su corteza depende de la proporci6n re 

lativa de las células germinales depositadas en el primordio go 

nadal. Además considerando las ideas de Swift (1915) (84) res-

pecto del origen de las células germinales en la cavidad preo-

ral y su posterior vuelco a sangre venosa, Dantchakoff encon

tr6 una explicaci6n mecánica para.esa d~stiibuci6n particular. 

Es así que en .los estadías de 22-25 somitos (43-55hs.· 

de incubaci6n) , .las venas arteriales que se hallan detr.ás de 
1 

la arteria mesentérica, se convierten en filtros que retienen, 

las células germinales circulantes. Y una asimetría en este sis 

tema· arter:ial,. que se produce durante la rotaci6n del e:i:nbri6n 

· hacia el lado izquierdo, .. sería entonce~ la. responsable de -las 

cantidades desiguales en ambos lados. 

En cambio Witschi en 1935 (85) desarrolla su teoría 

de la siguiente -_forma; 

Al comienzo del 3° día de-incubaci6n las células ger 

minales -·primordiales :se -distr:.ibuyen simétricamente en las·- an

chas placas esplácnicas derecha_e izquierda. 

En el curso del 3 o día: las células -germ-ina-res-i-zquiér-- · 

da y derecha m~gran y se unen para ser colectadas al ·final,~el 

día en un espacio abierto.entre los cordones mesohéfricos~ 

Luego de esta agregaci6n, se produce una nueva s~pa

raci6n de las células germinales en fibras apareadas, 5 6 6 so 
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tni'tos más largas_, entre las cuales la izquierda más fuerte, <X>!!_ 

tiene de 3 a 10 veces más células germinales que la derecha. 

Durante el 4° día comienza la organizaci6n de las go 

nadas indiferentes. 

Mientras que estas se forman, las células germinales 

del prii:nÓrdio inva~en tanto la corteza ·como la médula. 

Tanto la médula derecha como la izquierda contienen en 

este momento igual número de oogonüts, por lo tanto la asime-

tría es debida principalmente al menor número de células germi 

nales en la corteza d_erecha. 

El ·autor concluye que la asimetría de las glándulas 

sexuales de las a:ve·s se debe a una deficiencia primaria y. here 

di taria del inductor cortical derecho, def_ióiéncia esta· que se 

ex12resa en sí misma en la menor atracci6n ejercida sobre las e~ 

lulas germinales. primordiales, especialmente durante la fase de 

su redistribuci6n~en lasprimeras horas del 3° día. 

LA SUPRARRENAL_ 

tas glándulas suprarrenales o sencillamente suprarre 

nales son 6rganos pares, oval el izquierdo, con aspecto de go-

rro frigio el derecho, -~~ color amarillo anaranjado, que se ubi 

can_ por delante y dentro de los riñones y debajo de la bifurca-

ci6n de. la vena cava posterior, dentro de la cavidad -~bdo~in~l 

(vena cava caudalist (29) • 
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La glándula izquierda está irrigada por una arteria 

propia y la derecha recibe la sangre proveniente de la ~ia 

renal correspondiente. 

La sangre venosa, deriva por venas especiales que de 

sembocan en la cava posterior. 

Ambas glándulas están envueltas ·por una cápsula co-

nectiva delgada rica en nervios y vasos. 
~ 

Un corte sagital del 6rgano muestra que está forma-

do por dos zonas, cortical y medular que difieren por su ori-

gen y funci6n. 

Pero ambas formaciones no se encuentran tan clara

mente definidas como en los mamíferos, sino penetrados uno a 

otro y envueltos el uno por el otro, tan .íntimamente fusiona-

dos que en su punto de contacto se hallan más o menos mezcla-

dos sus elementos constitutivos. 

Este, es exactamente el tercer estad.ío de penetra

ci6n rec.ípocra del desarrollo ontogenético y constituye un cla 

ro ejemplo del mismo (86). 

De todas maneras la sustancia medular predomina en 

el curso del desarrollo emb~ionario, pero la mayor parte de la 

glándula -está oonstituída:.más tárde po:t ··.la· oort.eza. ·Las hembras po 

seen un 30% más de tejido cortical que los machos, en re~ci6n 

con el peso corporal. 

El desarrollo de las suprarrenales comienza con · la 

aparici6n de la sustancia cortical, el cuarto día de in~ci6n. 
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Las primeras c.élulas constituyen un engrosamiento del epitelio 

peritoneal próximo al mesonefros y a la aorta 

Esta sustancia cortical en el embrión de 4 1/2 días, 

forma grupos sólidos a cada lado del mesentereo (87) y a los 

cinco días de incubación migran ya a su posición definitiva en 

tre los mesonefros y la aorta. 

Al 6° día de incubación se observan grandes masas ce 

lulares ovaladas que se unen entre sí, y sus células tienen nú 

cleos netos y abundantes figuras mitóticas. Una fina capa de te 

jido conectivo separa estas células corticales del mesonefros. 

Al séptimo día, el tejido conectivo antes menciona

do comienza a formar la cápsula, alguna de cuyas fibras pene

tran en la glándula y van tabicando el tejido cortical que a

dopta entonces una disposición cordonal. 

Y al octavo día la masa de tejido cortical tiene el 

doble de tamaño que la sección de la aorta a ese nivel y su va~ 

cularización se incrementa durante las 24 hs. siguientes. 

La embriogénesis de la porción medular es distinta 

. de la cortical y reconocería un origen. ectodérmico a partir de . 

las· células de la cresta·neural. 

Estas células por su afinidad tintorial especial por el 

cromo se denominan cromafínicas o cromafines, y aparecen en el 

embrión de cinco días y siete horas 'de incubación, como célu

las grandes ovales que migran ventralmente desde la cres-

ta neural a cada lado de la aorta pasando entre esta última, 
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y los grupos de células corticales. 

A los siete días de incubaci6n, una buena cantidad de 

células cromafines ha penetrado el tejido adrenal. 

A los nueve días las células simpáticas de la peri

feria de la glándula desaparecen y las intraglandulares adop

tan una posici6n acordonada o encolumnada alrededor dé los va 

sos. 

El tejido conectivo de la cápsula se hace más denso 

cada vez hasta el día 17. 

En el momento del nacimiento, la disposici6n inter

na es· similar a -la del ·animal adulto; es -decir, las sustancias 

cortical y medular están mezcladas y donde generalmente los 

cordones medulares están dispersos en su retículo de cordones 

corticales. 

El aspecto histo16gico de la zona cortical · muestra 

una homogeneidad ·de la· poblaci6n-celular-.,.eúyos- elementos~ pre

sentan vacuolas lipídicas en la zona basal citoplasmática,nden 
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tras que en la zona apical del núcleo se acumulan los cuerpos 

densos y estructuras especializadas. 

Estas células se distribuyen de manera diferente se 

gún la profundidad y permiten diferenciar una delgada e~ sub 

capsular y una gruesa central (88). 

En contraste con las células corticales, las medula 

res o cromafines no tienen un ordenamiento tan definido y ha~ 
ta llegan a estar entremezcladas con el tejido interrenal. 

Estas células medulares responden a dos tipos que di 

fieren según el tamaño y densidad de sus gránulos (89); uno de 

ellos agrupa células que contienen gránulos alargados de tama 
. . b 

ño muy irregular (500-800A), mientras que el otro tipo posee 

gránulos esféricos, regulares y más pequeños que los otros.La 

mayor parte de la médula esta constituída por células del pri 

mer tipo . ( 9 O) • 

Los gránulos se ubican próximos al aparato de Golgi 

y se supone que la membrana granular se origina en este últi-

mo, y a1 contactar con la membrana celular elimina su conteni 

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

na de contacto. 

Dado que oportunamente durarite el tratamiento espe-

cífico del tema nos detendremos en la función y química de las 

hormona§ adrenales, sólo haremos ahora una breve reseña de .la 

cuestión •. 

La corteza suprarrenal interviene en la síntesis de 
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una serie de sustancias ~steroides denominadas corticoides.Co . -
mo en el caso de los mamíferos, entre ellos se destacan la cor 

ticosterona (B}, aldosterona (Aldo} y 180H-corticosterona(180H-

B) como la más abuhdantes y que cumplen un.importante p~me 

tab6lico (91; 92}. 

Entre las funciones de estas hormonas reguladoras ~ 

be señalar: el efecto hiperglucemiante de B y cortisol'(F}; el 

aumento -de.la acumulación de gluc6geno en hígado y, relaciona 

dos con .. estos procesos, el· balance.Jlit.rogenado negativo por es 

timulaci6n del catabolism.o proteico· {93),Iá,hip~l::.l±pi.de.niia; ·la 

reducción de las proteinas de la c&scax:a del huevo; el aumen

to de la retenci6n del Sodio; la.regulación de la excreoj.ón e 

lectrolítica extrarrenal (94} y la atrofia testicular. 

A manera de un s6lo ejemplo experimental de es~s ac 

cienes comenta.remos que la zona · subcapsular es particularmen

te reactiva a alteraciones del balance de sales. (95). Así se 

encontró que especies··.consumidores de agua salina poseen célu 

las corticales superf:ic:i,ales menos activas.que aquellas habi

tuadas-al.consumo-de agua común (96). 

Las células medulares secretan catecolaminas, prin

cipalmente nor.-epinefrina ( 97} , siendo . responsables de esta ú1 

tima ·las células con gránulos irregulares, mient~as que las cé 

lulas de-gránulos regulares .intervendrían en la formación de 

otra.catecolamina, .. como -lo.es-la epinefrina (98). 
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CAPITULO II 

SINTESIS,- SECRECIO~ry··REGULACION' DE'.HORr;10NAS.ISTEROIDES DEL 

EJE OVARICO .. EN.EL Ef·1BRION DE POLLO DE 1-lEMBRA 

La secreción esteroidea no se diferencia en G:!;llils~de _ 

la generalidad de estas secreciónes a ~rav.és del phylum verte 

brados, ni en su naturaleza, ni en su origen, función o regu-

lación. 

Como en todos los vertebrados, los progestágenos en 

un sentido amplio (ya sea Progesterona, 170H-Progestemna:~.o ,llOH 

Progestrona), son intermediarios de andrógenos, estrógenos y 

corticoides, siendo sú síntesis regulada por la adenoh~pófisis 

a través de sus· hormonas proteicas y:peptídicas (99). 

Del mismo modo se han confirmado los mecanismos de 

acción hormonal que, a semejanza de lo que ocurre en mamíferos 

se inician en la membrana plasmáti-ca-de las células efectoras, 

continúan con la endoci tosis ·de las trofinas, luego, con la in 

tervención del AMP cíclico_ como segundo mensajero y al final con 

la respuesta específica del tejido efector. 

Pero a diferencia de especies mamíferas, ~n cuyo o

va~io se pudo detectar la presencia de sitios receptores para 

las gonadotrofinas ·utilizando hormonas marcadas con :radioi-odo 1-- · 

esta bdsqueda ha sido infructuosa en aves (lOO) . 

Por consiguiente en este capítulo me ocuparé prime-
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ro de los antecedentes bibliográficos acerca de la siiltés1s y~ ?e 

creción de hormonas esteroides y_su regulación por trofinas hi 

pofisarias en el ovario-de pollo ~n algunos estadios aislados. 

Luego describiré mis experimentos tendien.tes a aclarar sistemá 

ticamente,estadio a estadio,la:esteroidogénesis ovárica en ~~1 

embrión de esta especie, durante el desarrollo,y la regulación 

de la misma, completando asi lo publicado anteriormente. 

.. 

ANTECEDENTES SOBRE SINTESIS, SECRECION Y REGULACION EN EL 

POLLO A PARTIR DE LA ECLOSION 

En el pollo fuera del huevo se evidenció la :·:próduc-

ción de progesterona (Pg) ·y·estradiol -1713 (E2 ) corno productos 

principaLes, a partir de precursores radiactivos como el acet~ 

14 . 14 . 14 
to - e, Octanato de Sod1o - e y coleste:r:-ol - e (101, 77, ,102). 

se:observó asimismo en este modelo, una coinciden-

cia entre la;proporción de esteroides producidos y la alta ac~ 

tividad de 1~ enzimas ~5, 3BOH~Esteroide Dehidrogenasa(380HEDH) 

y l7f30H-Esteroide Dehidrogenasa en células de granulosa ovári-

ca. 

Los componentes foliculares responsables de la r.sín-
. . . -~ 

tesis de esteroides, demostraron ser para la progesterona, las 

células de la granulosa y para testosterona (T) y E2 las célu~ 

las tecales ováricas (103). 
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En plasma se hallaron todos los componentes citados 

en los párrafos anteriores y además 20a y SOH-progesterona. 

El estudio de las hormonas hipofisarias LH y FSH se 

ha limitado a su determinaci6n en plasma e hip6fisis de pollos 

sexualmente maduros y en particular en el período pr6ximo a -.la 
. .,. 

ovulaci6n (104,. 105, 106, 107, 108). La influenc.ia de estas ·tro 

finas sobre la síntesis y secreci6n de hormonas·· esteroides se 

puso de manifiesto a través del aumento inducido por LH de roa 

mífero (LHm) y LH de pavo (LHp), en aquel modelo, de la sínte 

sis de progesterona ovárica. 

La inducci6n por hormona ovina fue 10 veces más po-

tente que la provocada por LHp. La diferencia observada podría 

deberse a propiedades intrínsecas de la LHp o de su receptor 

y no a la pureza de la preparaci6n (109, 110). 

Esta respuesta también secompar6 con la que produ-

cían las fracciones. purificadas de gonaqotrofil)as de aves ( 111) 

Se observ6 que ambas LH eran equipotentes, pero que la FSH de 

pollo {FSHch) , -menos potente que su LH hom6loga, . era sin em-

bargo más efectiva que la FSH ovina (109, 110). 

El efecto de LHm sobre progesterona es paralelo al 

que sigue la tiofilina sobre el AMPc, . tal como·. se evidencia por 

el aumento de los niveles del AMPc (probable mediador de la in 

ducci6n de la esteroidogénesis por gonadotrofinas) (18, 112, 

113) • 
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.. 
ANTECEDENTES SOBRE SINTES1S, SECRECION Y REGULACION EN EL 

.. 
EMBRION DE POLLO 

En este modelo, se han utilizado distintas técnicas 

para la determinaci6n de la esteroidogénesis gonadal. 

Así, utilizando precursores radiactivos Guichard y 

col ( 114) demostraron que tanto la Pregneholona-3~ corno:~~· Pro 

· :gesterona-14c son transformados a esteroides sexuales por los 

ovarios embrionarios, siendo la Pg el mejor precursor de este 

roides totales. 

No observaron diferencias significativas entre ;·am-

bos sexos, ni entre los distintos estadíos del desarrollo. 

En embri6n de 15 días se logr6 sintetizar 170H-Pg, 

20a y 20B-Pg y androstenodí.ona (11.5)_. 

La producci6n end6gena ·de los esteroides ovári:cos se 

estudi6 mediante técnicas de radioinmunoensayo (116) . 

Con experimentos con cultivo de tejido, result6 que 

el medio-de-cultivo contenf.a_principalmente_E2 , T y DHA; mien 

tras que el tejido gonadal contenf.a Pg y E1 . 

La producci6n total de esteroides se increment6 al 

aproximarse el nacimiento y se han encontrado diferencias cua 

li-cuantitativas en la producci6n de esteroides de ambos ova-

rios.cEl ovario ·derecho por sus.características rudimentarias 

posee:una menor capacidad esteroidogénica. 

La producci6n de Pg (pg/par gonadas) tiene un máxi-
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mo entre los días 12-13 del desarrollo. Si se expresa esta pro 

ducción como porcentaje del total de esteroides producidos, se 

observa que es mayor la gonada derecha que la izquierda. 

La síntesis de DHA se incrementa marcadamente en cuan 

to progresa el desarrollo. 

Los ovarios poseen una gran capacid~d para sinteti

zar ambos estrógenos, siendo tnás importante la producci6n de 

E1 • El E2presenta un pe:;:-fil variable con dos máximos en los es 

tadíos f.O y 15. La síntesis de estr6genos en el ovario derecho 

es menor que en el izquierdo. 

En aves, se comprobó que el ovario embri6nico es mu

cho más activo que los testículos (41, 101). 

Estas hormonas sintetizadas, son rápid~mente secreta 

das por lap gonadas en_desarrollo·y su presencia fue detectada 

en disti~~os -fluidds bi~lógicos. 
Así Ozon en 1969 (117} determinó la concentración de 

E1 y E2 en fluido amniótico de embrión de 10 días y en el allé!!t-:: 

·:;tóidao del de_ 13 días,- utilizando técnicas de fluorímetría. 

La concentración plasmática, durante el desarrdlo a.!!_ 

brionario, de T y ~2 - fue determinada por radioinmunoanálisis 

(24, 40}. 

El perfil de E2 muestra un aspecto bifásico con su in 

flexión en el estadío -:4e 12, 5 días. Este modelo coincide con el 

del crecimiéito y"-:o.i"ferenciación bifásicos del .conducto de .. Mu
ller izquierdo en él embrión de pollo hembra. 
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La concentración endógena de LH p~asmática se deter 

minó en los estadíos de 17 y 20 días del desarrollo(101). 

Finalmente, los estudios de inducción de la esteroi 

dogénesis por gonadotrofinas de el embrión tampoco fueron muy 

extensos. 

Es así que, estudios in vitro demostraron que las:go 

nadotrofinas están involucradas en la diferenciación ·funéio

nal y morfológica de las gonadas embrionarias (118, 119)y que 

estas trofinas estimulan espontáneamente la esteroidogénesis, 

en ovarios de embrión de 18 días de incubación (118). 

En este caso el agregado de LH al medio de incuba

ción aumenta la producción de Pg. radiactiva obtenida a par....: 

tir de Glucosa 14c: pero no a partir de otros precursores r~-
diactivos. como el acetato, -octanato, ácido mevalónico, · lacto

na y colesterol (120). 

Además, el agregado de amninoglutetimida inhibe la 

estimulación de LH. Esto implicaría que a pesar de la aparen-

b · b" í t - bt" - t t - 14c ' ~ te aJa - lOS n esls~-que ~seco lene con sus ra os- exogeno.,, 

las células de la ·granulosa util-izan ·el complejo enzimático del 

cliv.aje de la cadena del colesterol para sintetizar Pg. 

Se comprobó también la estimulación con LH en ovario 

izquierdo y derecho, en embriones de 12 y 15 días pero utili-

zando dos sistemas -distintos: -un -cultivo de -·células luego - de 

una digestión con colagenasa- y_ .separac,J.ón---"de -las mismas -con rrE 

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

En ovario izquierdo la estimulación de LH incremen

tó cuatro veces la producción de E2 y la de FSH aumenta la pro 

ducción de este estrógeno al doble. 

En ovario derecho estos incrementos equivalen a 3.7 

y 3.2 veces respectivamente, siendo necesario en este caso u

tilizar una concentración de FSH cinco veces mayor que la de 

LH. 

La· d:~gestión no provoca pérdida de actividad ·y la 

fracción que más responde a la influencia de gonadotrofinas es 

la de las células epiteliales. 

La estimulación del ovario derecho por LH · produce 

predominantemente T (122, 20). 

Por otra parte, no se obtuvo respuesta de ninguno de 

lós ovarios a la acción de ACTH. (123). 

Aprovecho esta descripción del aspecto hormonal en 

el embrión de pollo para comentar los hechos experimentales que 

. evidencian con particular claridad el estadío en el que. comien 

za el interiLocking endócrino previamente citado en el Capítu-· 

lo I. 

En el ovario izquierdo el perfil de 17S-E2 , demostra 

ble inmunocitoquímicamente presenta un aspecto bifásico, man

teniéndose a niveles aproximadamente constantes desde el día 

6,5 hasta el-12,5 del desarrollo. Pero lqego comienza un mar-

cado aumento desde el estadío 13.5 al 18.5 (16). YEste·-5mismo 
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perfil bif&sico se observ6 en el E2 plasmático ( 24} ·• 

Estos resultados reci.ben despu~s una expli·caéi6n oon 

base experimental. En efecto, estudios in vitro ;:demostraron, 

que los ovarios de embri6n de 8 a 18 d!as del desarrol1o(122) 

así como los ovarios y testículos del embri6n de 18 días (118, 

124) comienzan a responder al agregado éx6geno ·.de·· hCG :éñ er·~ 

dio-.:de·r-.cul ti vo • 

El conjunto de estos resultados indicaríar- que el _au 

mento de ],a síntesis y secreci6n de E2 ovárico ·hacia ·el ·.:·'.día 

13.5 del desarrollo,· es decir en el comienzo de la segunda mi 

tad del período de incubaci6n, refleja la iniciaci6n del regu 
. . -

laci6n .gonadotr6fica en la esteroidog~nesis ovárica (125) .• 
' . ~ :~-·. 

Woodsy col. (18) demostraron la presencia de:c~lu-

las productoras.de LH en.adenohip6fisis-de ambos sexos .a::par-

t:ir del día' 5:,-s·· del: ~desarrollO.· y:·el.·mal::cado:-.atnnentó~.de"·' ··1estas 

c~lulas a partir del día 12,5 lo que se transforma en una·nue 

va evidencia de la influencia de LH en el 2° período de incu-

baci6n. 

Por otra parte, -en -embriones decapitados se puso de 

manifiesto la naturaleza aut6noma del desarrollo gonadal pre

·via al día 13.5 con los siguientes parámetros: tanto el peso 

(18), como la cantidad de tejido intertubular (79), el conte-

nido :de·-cole.sterol (126), los .parámetros vasculares (18), la 

activ-i-dad de la 65,36HSD -(..lz.25l',-la-síntesis -cie andr6genos(127) 

y los niveles plasmáticos de Testosterona (128), no varían des 
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de el momento de ser decapitados (33-36 hs.) hasta el dfa13.5, 

luego de este estadio se observan modificaciones. 

De resulta de lo expuesto, se evidencia la necesi

dad de completar o determinar ciertos parámetros del eje pro

puesto en la introducción general. 

Entre estos cabríá: mencionar la valoración· de las hor 

monas liberadoras de gonadotrofinas .en hipotálamo y su influen 

cia sobre la hipófisis en los distintos estadías embrionarios. 

Y siguiendo un orden descendente en el eje hip6fiso

gonadal, también se observ6 ausencia de datos en lo que ·res

pecta a concentración de LH y FSH en tejido de hipófisis. En 

lo que hace a LH sérica esta se deterrnin6 en· s6lo dos esiadíós 

del desarrollo utilizándose para ello un inmunoensayo heter6-

. logo ~ --Así ~mismo-no hay valores demostrados de FSH séricos. Se 

.hace necesario entonces realizar estas determinaciones con en 

sayos homólogos a·fin de comprobar la sfntesis de gonadotrofi 

nas por la hipófisis y su liberaci6n a sangre. periférica. 

Igualmente, -tanto ·los valores de Pg en tejido ovári 

co, como los de Pg,_:y E2 - sérica,---en la-bibliografía-consultada, 

no fueron objeto más que de determinaciones aisladas, y por e 

llo, se hace necesario, no s6lo repetirlos sino completarlos 

sistemáticamente a través del desarrollo con el objeto de, ad

quirir conocimientos seriados de la sfntesis de Pgen la glán 

dula y,-la liberaci6n -real de estos--esteroides a~:Circulacion ge 

neral. 
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Para ratificar o rectificar la idea acerca de la in 

fluencia de las gonadotrofinas hipofisarias én la síntesis y 

secreci6n de los esteroides gonadales arriba mencionados, es 

procedente la estimuiaci6n gonadal por esas trofinas,sistemá

ticamente en todos los estadios estu~iados, y la determ:inaci6n ... 

del .nfunero de recep:tores~·y· la ~a de uni6n én ambos a>varitis;·pon 
., .... ; 

el objeto de investigar un posible paralelismo entre los meca 

nismos gonadotr6ficos reguladores gonadales en aves y mam!fe-

ros, ~stos últimos muy.est~diados. 

·Los-comentarios elaborados en los·párrafos anterio-

re$ explicitan los múltiples interrogantes y las necesidades 

más llamativas que se plantean al considerar los mecanistros· re 

guiadores del eje propuesto. Por distintas razones, s6lo nos 

ocuparemos "de:..:una . ..::parte :::de ::estos mecanismos. 

A continuaci6n expongo mis trabajos al respecto. 
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PUNTO 1 

CONTENIDOS HlPOFISARIOS DE LH Y FSH 

Parte de las tareas desarrolladas en este punto I fue 

ron realizadas p~r el Dr. Follet, Brian K., en .la Universidad 

de Bristol, Bristol, Inglaterra. 

l. MATERlAL-Y·METODOS 

1.1. Extracci6n y Preparaci6n de .Muestras 

Para estos ensayos se han utilizado .200 'embr.iones de 

pollo hembra doble pechuga, gen~tica Copp, en los estadios· de 

13, 15~ 17, y 19 días y pollos ·recién ·nacidos. 

Tanto l.as determinaciones· de LHcomo de FSH se rea-· 

lizaron en un extracto de hip~fisis. 

Los animales se sacrificaron por decapitaci6n, rese 

carid'o--l.uego .. .l-a-. .ca1ota_y. . ..dejando. expues_to el enc·~falo y sus· en-

volturas. (figur.n°9}. 

·se disecaron cuidadosamente los hemisferios cerebra

.les, el cerebelo, el' quiasma 6ptico y la glándula pineal, ar~i 
~ -

bando de esta forma a la ".silla turca, .dentro.de .la-.cual se .en-

cuentra--la hip6fisis ~ . (.fig. ~.no 1-0) .; 

La hip6fisis se ubica inmediatamente detrás del qui~ 
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Figura no91 ViSTA LATERAL Dt LA CÁLAVtRA DE POLLO 
1. Pre~~xila - 2.Vomer - 3.Nasal - 4.Pre frontal - 5.Septo Interorbitatio - 6. 
Frontal - 7. Fosa temporal - 8.Escamoso· -9.Parietal - 10.Agujero Neumático - 11. 
Supra occipital - 12.Exoccipital - 13.Cavidad timpánica - 14.C6ndilo del Basiocci 
pital - 15.Aberttira de la regi6n posterior de la calavera - 16.Trompa de Eusta- 7 

qu1o - 17.Articular - 18.Angular - 19.Cuadrado jugal - 20.Cuadrado - 21.Pleuro es 
fenoides - 22.Terigoideo ~ 23.Supraangular - 24.Jugal - 25.Dentar~ó - 26~Maxilar= 
~?.Palatino - 28~Ap6fisis Palatina. 
C'Anatomía de las Aves" EDE, D.A. pag. 105). 

1 1 
0'\ 
0'\ 
1 



-----------------------

2 3 

8 

~igura nolO:coRTE SAGITAL DEL CRANEO 

l. Septo intero~bitatio - 2. Frontal - 3.Fosa cerebral - 4. Fosa óptica - S~Párie 
tal - 6.Fosa cerebelosa- 7. C6ndilo del basioccipital - B.Fosa medular - 9.Basi= 
esfenoides y para esfenoides - lO.Fosa hipofisaria - 11. Rostro para esfenoides. 
("Anatomía de la Aves", EDE, D.A. (pag. 106). 

1 
0"1 
~ 

1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

-68-

ma óptico, 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 la glándula, se la homogeniz6 mediante roo-

vimientos manuales suaves en un homogenizador Pótter vidrio ~ 

vidrio, en presencia de 200 111 de solución fisiológica (Cloru 

ro de Sodio 0.9%) y 3oo·vl de agua destilada. 

En un tubo de vidrio alargado de 2·ml. de capacidad 

se reunieron los hornogenatos y los posteriores lavados con a

gua dest±lada. Dicho contenido fue centrifugado en una centri 

fuga clinica a temperatura ambiente, durante 15 minutos a 3000 

rpm. 

En qadarnuestra se decantó-el sobrenadante y se de~ 

cart6 el precipitado. Luego se liofilizaron los sobrenadantes 

conservándolos de esta forma hasta su utilización. 
o ' 

1.2 Determinación de la concentración de FSH en extracto 

de hipófisis 

Para la· determinación de FSH se utiliz? el ensayo ho 

mólogo·desarrollado por Scanes y col. (130), iodinizando una 

de las fracciones purificadas de hipófisis de pollo, la deno-

·minada D~3' por reacción frente a su antisuero especifico, an...,. 

ti DC3 • 

1. 2 .l.-Hormonas hipofi·saria de pollo 

Las fracciones ~purificadas·""Se :obtuvieron por extrae 

ción inicial de las hormonas glicoproteicas del tejido hipofi 
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Eigura : nQ11: ESTRUCTURA INTER~A DEL ~~C~FALO 
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. Glándula pineal - 7. Arbol de la vida~ 8.Cerebelo- 9. Techq 
de la méduÍa oblongada - 10.Suelo de la médula oblongada - 11. Hipófisis - 12.Quias~ 
ma 6ptico. 
("Anatomia de las Aves". EDE, D.A. pag. 124). 
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sario ~el pollo con Acetato de Amonio 6% (p/v), pH:5.1 en eta· 

nol 40% (43). · 

Se precipit6 la fracci6n glicoprot~ica (GTN) por el 

agregado de dos volúmenes de etanol, el precipitado fue lava

do dos veces, primero con etanol y luego con eter etílico. Fi 

nalmente se llev6 el residuo a sequedad. 

El extracto seco disuelto en buffer aprcp.iado fue lue 

.go sembrado en una columna de intercambio i6nico (carboxime

til celulosa)~ De esta manera se lograron·separar dos fracCi9_ 

nes, la fracci6n CM1 (FSH-like) y la CM2 (LH-TSH), las que fue 

ron purificadas luego po~ cromatografía en columna de fosfato 

de calcio y DEAE-celulosa (fracci6n CP1 ). 

Se prepar6 luego con la fracci6n CP1 ,una solilci6ri~al 

O. 6% -en Acetato de Amonio- O • Olt-1 pH: 7. Esta soluci6n se -sembr6 

en una columna de DEAE-celulosa equilibrada con buffer O.OlM. 

se eluyeron .fracciones sucesivas utilizando buffer Acetato de 

Amonio pH:7, a distintas concentraciones 0.09, 0.125, 0.150 y 

l. O H. ( 13~) . 

Se ajustaron cada una de las fracciones a unaconcen 

traci6n de Acetato de Amon'io O. 2?-1 y un pH: 5. 5 mediante el a

gregado de una soluci6n de Acetato de Amonio 1M y de Acido A

cético-diluido. Luego se precipitaron las proteinas con etanol 

desigriañ~9se · cada fracci6n sucesivamente con las siglas. oc1 __ a 

oc6 • · 

La fracci6n más potente e~ la denominada oc3 , eluí-
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da con Acetato de Amonio entre 0.125 y 0.150 M. 

Esta preparació!l utilizada luego como inmun6geno,tra 

cer y standard al aplicar el inmunoensayo homólogo, fue provis 

ta amablemente por el Dr. Follet. Universidad de Bristol (Bri~ 

tol-Inglaterra) • 

1.2.2. Antisuero 

Se utilizó la fracci6n oc3 para preparar el antisue

ro por_ inmunización de un conejo, para este fin se a·plicó .latéc 

nica de Vaitukaitis y col. (132), cuya descripc-ión abrev,j.amos, 

_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 (B~istol-Inglaterra) • 

Se utiizan:.-40. 'V-g de la fracción oc3 disueltos en una 

solución- salina _y ·se prepar-a una eimil-sión con adyuvante comple 

to de·Freund (Difco) en una relación 1:2. 

El volumen total es aplicado en el dorso del ~-.animal 

mediante iny~cciones intradérmicas. 

Se reforzó- la--primer-a- inmuni-z-ación a las --17° y -23°se · 

-manas --utl.liz.ando -30 11g y 10 11g de la fra·cción nc3 .:::-re:§lpec'f.i.va-. 

mente. 

1. 2. 3. Iodinización -· 

Se marcó la fracción purificada de FSH con Na125r-u~ 

tilizgndo el método de Cloramina T (132). 

.Para ello, se hicieron reaccionar. 4 Ug de-la ho:dno

na con 0.5 mCi-de Na125r y 10 pg de Cloramina Ten un volumen 
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total de 50 111 .. 

se estimó e~ porcentaje de iodo unido a la proteí

na por electroforesis de la mezcla de reacción en acetato de 

celulosa. 

125 
La FSH I se separó de la mezcla por cromatografía 

en columna de Sephadex-G15. Se colectaron fracciones de l ml. 

con igual volumen de diluyente de radioinmunoanálisis, la FSH 

marcada se encuentra en la fracción 3-4. 

1.2.4. Procedimiento 

El método-utilizado=es -una típica postprecipitación 

mediante la técnica del doble anticuerpo (133). 

Todas las incubaciones se llevaron a. cabo en tUbOs de 

de poliestireno descartables. 

Los standards y las .. muestras--fueron diluidas con u- -

na solución que contiene; Fosfato de Sodio 0.04M, Cloruro de 

Sodio 0.15 M, Azida sódica 0.1%. EDTA 0.01M y Seroalbúrnina bo 

vina 0.5% o un liofilizado de clara de huevo a pH 7.08. 

Las· diluciones que ·se ·reali"Zaron--perrni tieron. obtener 

cantidades variabl-es -de.Sbmdard o material· incógnita en un vo 

lumen final de 200 vl • 

El antisuero se conservó a 4 °C, luego de una dilución 

1:50. Esta solución en el momento de ser utilizada, se diluyó 

aún más con undiluyente .que·contiene·suero normal de :conéjo 

· (1:200) de :rnanera-·-tal de ·obtener entre un 30% -al:SO% ~de~"FSHTCiar -

cada unida al anticuerpo, en ausencia de FSH fría. 
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Cada tubo en estudio lleva 1oo·v1 de esta soluci6n, 

excepto el blanco, se le añaden 100 vl del diluyente que con-

tiene suero de conejo en relaci6n 1:200. 

Se mezcla el contenido ~e los tubos, se conserva du 

xante toda la noche a 4°C y finalmente se le añade ~Fs~125 r 

(9.000 dpm, 40 pg) en 50 ~1 de diluyente para guardarlos nue-

vamente otras 24 hs. a 4°C. 

Una vez que reaccion6 la hormona marcada se.~e agr~ 

ga 50 vl de y-globulina anticonejo diluida 1:30 y se inarnB la 

mezcla durante 24 hs. a 4°C. 

No se obtuvo un aumento de la precisión ni de la sen 

sibiliAad del método al aumentar el tiempo de incubación con 

el antisuero precipitante. 

La ~~radiactividad no unida .se diluyó por el agrega-

do de 200 ~1 de disolvente, finalmente los tubos se centrifu-

gan durante 1 hra. a 2000 rpm. 

Se descartaron los sobrenadantes y se midió la ra-

áii.actividad presente en el precipitado en un espectr6metro y au-

temático. 

., "d FSH125 "d . ."de La proporc1on e I un1 a en ausenc1a FSH 

fría compitiendo se considera el 100% de uni6n y el resto de 

los datos se'calculan como porcentaje de éste. Los resultados 

se expresan en ng/pit. 

1.3 Determinación de la concentraci6n de LH en extracto de 

hipófisis 
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Se·utiliza para determinarla el ensayo homologo de

sarrollado por Follét y col. (133). 

1.3.1. Hormonas hipofisaria de Eollo 

Al igual que la FSH, la LH se purifico de la glándu 

la hipofisaria del pollo. Con ese fin se utilizo el método de 

Stockell Hartree y Gunningham. (43). 

El mismo consiste en obtener un extracto glicoprotei 

co (GTN) a partir del polvo cetonico de hipofisis, \lti.lizando· 

para ello una mezcla de Amonio y Etanol pH: 5.5; seguido de u 

na cromatografía. en carboximetil celulosa (CM-celulosa). 

se obtienen así dos fracciones, la CM1 y la CM2 , en 

las que se produce una separacion parcial de ambas gonadotro

finas, LH y FSH. 

.La fraccion CM2 posee actividad de LH y TSH, la mis 

ma fue sometida a una nueva purificaci6n a través de cromato

grafía en DEAE-celulosa y resina Ainberlite IRC-50 para obte

ner finalmente la fraccion IRC-íL 

El procedimiento seguido fue:-el :siguiente: Se equi

libro la columna de DEAE-celulosa con buffer glicina.5rnM pH: 

9.5 1 se eluye primeramente el material no absorbido,y la frac 

ci6n de nuestro interés es eluida luego_con el buffer Glicina 

5mM pH; 9, 5, y Acetato de Amonio 1M, la muestra , se · .recupera 

del eluido por ·precipitacion con Etanol 80% (v/v). 

El precipitado -se -seco con ayuda de un evaporador ~ 

tatorio, se dializo contra agua destilada y se ajusto a pH:5.5 
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con buffer Acetato de Amonio. Finalmente se precipitaron ·las 

proteínas a 4°C por el agregado de etanol frío. 

La muestra así obtenida se cromatografío en· una co

lumna de Amberlite IRC-50 equilibrada previamente con buffer 

Fosfato pH: 7. 5, que contiene 5 mM·· de Sodio. 

Se eluyó primero la fracción no absorbida y luego la ... 
fracción purificada IRC-2 con Acetato .de Amonio 1M. 

Esta fracción· se recromatografió en DEAE-celulosa{0.9 

x 30 cm.) según el método de Bates y col. (134); y se uobtuvo 

finalmente."7J:a fracción AE1 , ·que .posee una mayor relación Acti 

vidad Gonadotrófica: Actividad Tirotrofica que la f:i::-acción..~.rnc2 • 

(133) • 

Esta fracción fue provista amablemente por el Dr.F~ 

llet, B. K. Univers.idad .de:...Bristol (Bristol-Inglaterra). 

1.3.2. Antisuero 

Se obtuvo el antisuero_,contra la.preparación de LH 

purificada denominada IRC2 , también provisto por el Dr.Follet 

B. K •. Universidad de Bristol · (Bristol-Inglaterra) . 

Con este fin, se disolvieron de 4 a 6 mg.de la frac 

c.;i.ón purificada en· 2 ml. de solución salina y 2 ml.dé.::una .mez 

ela de aceite parafina (Marcol 130) y Arlacel A en proporción 

9.:1 (v/v). 

Se emulsifica;la muestra por agitación fuerte, se le 

añaden-4 ml. ~e 'una solución de "Tween RO -·2% (v /v) y se emulsi 

fica nuevamente. 
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Se introduce el volumen total (4ml.)mediante varias 

aplicaciones sucesivas por vía intradérmica en la zona dorsal 
.... 

del conejo y se reinyectan 0.5 mg. preparados de la misma for 

roa~· 60 días después de la primera aplicaci6n; dos meses "'des-

pués se le aplic6 un segundo~ booster-:_esta vez con 2 mg. de la 

fracci6n y en presencia de bentonita. (133)~ 

Se de:sangr6 lentamente el conejo, sé recolect6·y se 

par6 el sueroque contenía ~1 anti-IRC2 y se conserv6.en hela 

dera para ensayo~? posteriores .• 

1.3.3 •. Iodinizaci6n . ·:_ .... 

Se marcarón.ambas-fracciones IRC2 y AE1 , utilizando 

el método de C1oramina T (132) • 

_En cada caso se hizo reaccionar 5 ~g de hormona con 

1 mci de Na125 r . (H1S .30r Amersham Internacional Ltd, Bucks. U 

K.). La hormona marcada fue separada:w purificada por cromat~ 

grafía en· Sephadex G-25 y Concanavalina A-Sepharosa (Pharmacia 

~-Fine ·--l~hemicál s , - ·upp sal a, · · Swédeh). • · 

1, 3. 4 • Procedimiento __ _ 

Se hicieron curvas con distintas concentraciones de 

antisuero y se determin6 la concentraci6n 6ptima a utilizar la 

hormona marcada. 

Las diluciones del standard (20 pl) correspondientes 

a estas --curvas se incubaron durante· 24 · hs. a 4 °C c"on 20 ~1 de 

antisuero diluido 1·: 400 ·idi""luir' -la sol-trci6n de "'Suero de. cone 

jo normal) y 20 pl de hormona marcada(5000 cpm). Al finalizar 
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las 24 hs. se agregaron 20 yl de un suer9 precipitante antico 

nejo, a fin de favorecer la separaci6n de el libre del unido. 

El precipitado así obtenido se separ6 por centrifu

gaci6n a 3000 rpm durante 15 minutos. La ~radiact;iv,idad rema

nente se midi6 sobre el residuo en un contador de centelleo ~ 

:·Los: ·resul tados···se .expresaron en. ng'/J?itüita:tia. 

2, RESULTADOS 

En la tabla I se detallan los resultados bbte~idos 

en este punto, concentraci6n de LH y FSH hipofisarios expres~ 

dos en ng/pituitaria. 

Los métodos estadísticos utilizados fueron (135,13S. 

Prueba .::de Bartlett- para testear·. f¡:omocedasticidad. 

- Anova de un factor para el estudio global. 

- Se aplican pruebas a posteriori para diferencias de mediás 

(TUKEY-KRAMER) y STP (SIMULTANEDUS TEST PROCEDUCE) • 

Se aplican pruebas de "t" y de Mann Whitney para di.feren 

cias de,medias. 

Observamos un incremento de ambas gonadotrofinas a 

medida que 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 LB, en este segundo-~~- --

período embrionario, son mayores que los rcorrespondiehtes. a FSH. 
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.!Hormona 13 dtas 15 'dtas 17 dtas 19 días R.Nacido:: 

FSH 96.4+16.1 201.9+35.5 232.7+33.9 365.4+23.8 398.8+25.5 - - ·- - -
(10) (10) (10) (10) (10) 

LH 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: Concentraci6n de LH y FSH en ng/pituitaria + Error Stan 

dard. Los números entre p~réntesis indican la cantidad 

de determinaciones realizadas en cada ensayo. Anova sig 

nificativo p<<O. 001 (para FSH y LH) . ' 

· LH! 17 ,no es t·:t-9; 19 no es =/ 21 

13: é=/ 15 y 15. :f-. '17 (STP) • 

FSH: 15 no es =1 11: 19 no es =1 21 

13 =/ 15 y 17 =/ 19 (STP) • 
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PUNTO 11 

CONCENTRACION SERICA DE LH 

1'11 MATERIAL Y METODOS 

1.1. Extracción y Preparación de Muestras 

S.E:! utilizaron 250 embriones de poll0 hembra híbrido 

doble pechuga, genética Copp de 13, 15, 17 y .19 días del desa 

rrollo y-animales recién nacidos. 

Los embriones fueron incubados a 38°C, en un incuba 

dor humificado marca Alonso, modelo 7 5 durante los .··distintos 

estadías del desarrollo embrionario. 

Los animales se sacrificaron por decapitación. Rápi 

damente se les extrajo· la sangre valiéndonos de. la punción in-

tracardíaca. 

Las muestras se conservaron a T ambiente hasta la re 

tracción del coágulo, se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 

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

gurados y finalmente se guardaron .a -20°C hasta el momento del 

ensayo. 
\ 

1.2. Determinación de la Concentración de LH en suero 

En este caso, en forma sünilar- con lo que ocurre con 

.la LH en hipófisis, se empleó para determinarla el ensayo ho-
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1.2.1. Hormonas Hipofisarias de Pollo 

Idem punto I, 1.3.1. 

1.2.2. Antisuero 

Iqem punto I, 1.3.2. 

1.2.3. Iodinizaci6n 

Idem punto I, 1.3.3. 

· 1. 2. 4 • Procedimiento 

~dem punto I, 1.3.4. 
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Es conveniente·aclarar·que para este caso se.utili

zaron 100 ~1 de s~ero como muestra inc6gnita y tambi~n que se 

corrigieron las concentracio.nes del reSto de los :componentes 

de la mezcla de reacci6n a- fin de modificar el volumen de ca

da una a 100 ')..11. 

Los resultados se expre-sa'l:em en ng/ml de suero. 

2. RESULTADOS 

En la tabla II se detallan los resultados obtenido~ 
,· 

concentraci6n de LH en suero.expresados en ng/ml. 

Los m~todos ·estadísticos· empleados _fúeron ~ .. los misnos 

detallados en el punto I, 2 • 

·Los .ensayos· fueron realizados en suero de ·animales 

, .sacxi-ficadós en: -dos· -períodos · est-ac-iortales--di~ferentes, .durante 

. 102 meses de "verano" (octubre-marzo) y de 11 invierno" (mayo -
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agosto}. 

El objeto de estas determinaciones diferenciales:"'fue 

el de comprobar si había fluctuaciones estacionales de esta hor 

~Jllona durante el desarrollo embrionario, dado que .este ¡;evento 

ocurría en pollos sexualmente maduros. 

Observamos que en general, desde el punto de vista 

estadístico,· no hay diferencias significativas eri la concentra-

cdf6n de LH durante los meses de "verano" y de "invierno". 

Ambas curvas presentan un perfil muy similar, el día 

19 es~,un máximo para las dos. 

13 días 15. días 17 días 19 días R:.'Nacidos 
-

Invierno 1.12+0.01 1.90+0.20 ·1.80+0.025 3.20+0.15 . 9. 95+0·.·07 - - - - -
(3) (5) (5) (5) (6) 

Verano 1.99+0.19 2.34+0.22 1.74+0.20 2.72+0.36 2.05+0.55 - - - - -
(3) (5) .· . ( 6) (5) (6) 

Tabla II: Concentraci6n:.;;_de ·LH ,en suero -de. embri6n de pollo du-

rante la temporada de "verano" e "invierno". Expresa 

dos en ng/ml + error standard. Los números entre pa-

r~ntesis indican cantidad dé determinaciones. Anova 

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

CONTENIDO DE PROGESTERONA EN AMBOS OVARIOS 

l. MATERIAL Y METODOS 

1.1. Extraccióny Preparaéión de Muestras 

Se utilizaron 500 embriones de pollo híbrido doblé. pe-

chuga, genética Copp, en los estadías de 13, 15, 17 y 19 días 

del desarrollo y pollos recién nacidos. 

Los huevos se mantuvieron durante el desarrollo, en 
.. 

un Incubador marca Alonso SRL, modelo h 0 75, a 37-38°C y en at-

mósfera humidificada. 

Los animales se sacrificaron por decapitación y se 

mantuvieron sobre hielo durante el intraoperatorio. se les di-

secó el ovario izquierdo y el derecho por separado. 

· Los tejidos se colocaron en pools;- se pesaron y horno 

genizaron en un homogenizador Potter-Elvenjem, en presencia de 

2,5 ml. de una mezcla de etanol-agua 20:80 (v/v). 

14 A cada muestra se le añadió Progesterona- e cqmo tra 

cer, ·a fin de controlar posibles pérdidas (Ae: 57,2 mCi/mmol). 
. .., 

El homogenato fue extraído 4 veces con 6 ml. de Clo-

ruro de Metileno. 

El extracto total se llevó a sequedad con ·atmósfera 

de N2 , se redisolvió en 3 ml. de metanol y se conservó durante 
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toda la noche a 4°C, para la extracci6n de la grasa (defating} 

Transcurridas doce horas aproximadamente, las mues

tras se filtraron a través de vidrio frito. El filtrado se eva 

por6 bajo N2 hasta "sequedad y en estas condiciones se conserv6 

en heladera hasta su utilizaci6n. 

1.2. Determinaci6n del Contenido End6geno de ~g 

,Este punto merece especial atenci6n, dado que fue en 

nuestro laboratorio donde se real.iz6 la puesta a punto del mé

todo para la determinaci6n de esteroides por cromatografía 11-· 

_quida de alta presi6n. 

La mayoría de los métodos competitivos para la deter 

min~ci6n de esteroides end6genos son muy sensibles (138, 139), 

pero para este ~ipo de tejidos fue necesario utilizar procedi

mientos de separaci6n previos para obtener resultados más esp~ 

c1ficos. 

El extracto seco conservado en heladera fue suspendí 

do en metanol-agua, 70:30 (v/v) y en estas condiciones fue in

yectado en el cromat6grafo para la separaci6n de los esteroides. 

1.2.1. Aparato 

El aparato utilizado fue.un cromat6grafo liquido de 

·alta presi6n Waters Associates, modelo 6000A. un inyector mode 

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

los eluidos a 254 nm. 

La columna está-empaquetada-con una fase de-uni6n v

Bondapack C18 (las partículas de s1lica están unidas con octa-
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desilano) (140~ 141). 

Para determinar el "lag"dé~:~colecci6n (tiempo necesa 

rio para que una cantidad ideal de fase m6vil avance a trav~s 

del volumen de la columna a una dada velocidad de flujo), la 

columna fue lavada con 40 ml. de agua y 50 ml. de metano1~· du 

rante este 6ltimo lavado se iny~ct6 tres veces ~on 1 ml.de Di 

metilsulf6xido. 

Entre cada determinaci6n se lav6 la columna con me

tano!, cloruro de metileno y hexano, con el objeto de eluir lí 

pidos y compuestos no polares, eventualmente retenidos en · la 

columna luego de una corrida. 

Se cheque6 la eficiencia de la columna hasta constan 

cia en,tl;:"e_l~_ r~d.!Jcci6n de la altura del plato te6rico, la ve

locidad y el parámetro de resistencia de la columna. 

Las determinaciones se llevaron a cabo a T ambiente 

y se mantuvo constante la temperatura de la .columna, colocán

dola en un recipiente aislante. 

1. 2 • 2 • Fase rrtcSvi-1 · 

La fase m6vil utilizada fue metanol.-agua, 70:30(v/v) 

(142), ~sta se emple6 para determinar .la eficiencia de la co

-lumna, e.l "lag" de colecci6n (Le) y las curvas de cal ibraci6n. 

Se utilizaron además otras fases m6viles (Tabla III) 

con el· objeto de determinar el grado de purez·a de las .fraccio 

ne.s. recolectadas ·.entre·:el-1-as mencionaremos-metanol-agua (50: 50) 

tuetanol, acetonitrilo, aceton:itrilo-agua (85:15) (143). 
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Fase m6vil Indice Polaridad 

Hetanol 6.6. 

Metanol-agua 7.8 
(50:50) 

· Metanol-agua 7.3 
(70:30) 

Acetonitrilo 6.2 

Acétonitrilo-agua 6.6. 
(85:15) 

Tabla III: Ixy = Vx Ix + Vy Iy. 

Vx y Vy = fracciones volum~tricas de los componen-

tes x,y en la fase m6vil. 

Ix y Iy = .índice de polaridad de los comp'onentes x, 

y de la fase m6vil. (146). 

1.2.3. Esteroides 

La Pg radionerte utilizada provenfa de Sigma Chemi-

cals. 

Los ésteroides radioactivos eran de New England Nu-

·. clea~. Previo a ser utilizados se les teste6 la pureza median 

te cromatograffa en papel en los sistemas.Tolueno:.....Propilengli 

col (144) y Bush A (145). 

1.2.4. Velocidad de Flujo (Fr) 

Se utiliz6 una velocidad de 0.2 ml/min. para la co-

-lecci6n de fracciones provenientes ·de la inyecci6n de : . .mues:tras · 
- -- - . -

impurificadas y un flujo de 1 ml/min. para la determinaci6nde 
't 
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Estos cromatogramas fueron expandidos y el pico de 

Pg se colect6, luego de determinar el Le, como se indica en la 

fig. n°l3 desde A hasta B. 

La pureza de cada fracci6n fue determinada recroma

tografiando las fracciones secuencialmente en S fases m6viles 

diferentes {Tabla III). 
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.J 

.. 
20 "'30 40 

o minutos 

:figura no 12: .cromatografía correspondiente al tejido 
de embri6n de-pollo de 19 días del desarrollo. 
P: Pico progesterona- sv: metanol -,agua (70:30). 
Tcozza y col. ~37, pag.~16) · 

adrenal 
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figura n°13: Determinaci6n de Le, como promedio de los intervalos entre el gráfico 
del aparato y el· gráfico de dpm vs fracci6n colectada. (Para mayores detalles, ver 
Cozza y col. cita n°137, pag. 514). · 
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El material que se emple6 para cuantificar fue el ob 

tenido luego del último paso cromatográfico (Sistema 6¡ Tabla 

IV) o 

En todas las fases m6viles s6lo se ':obtuvo un pico, cu 

yas características eran similares a las de la figo n°14,el roa 

terial correspondiente a ese pico exhibi6 actividad específica 

constante (ver tablas ¡v y V y Resultados) o 

No Sistema Fase M6vil Abreviatura A e (dpm/mg) 

* 
¡ Metanol....;agua MW 32o364 + 281 

(70: 30) 

2 Metanol M 37o815 + 237 

3 Acetonitrilo-agua AW 38o038 + 201 
(85:15) 

. 
4 Acetonitrilo A 38o002 + 144 

. -· 

5 Metanol-agua 38o126 + 294 
(50: 50) 

6 Metanol-agua 38o038 + 172· 
(70: 30) 

· Tabla IV: Actividad espelcífica · (dpm/ng) obtenida recromatogra-

fiando la fracci6n Pg de.la figon°12 sectiericialmenté 

en. 5 · fases·~m6viles distintas .. El sistema es ut'ilizado 

para cuantificar la fase m6vil*y Ae originales de,la 

fracción Pg de la figo n°12o 
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p 

/ 

• l 

16 24 32 minutos 

figura:n°14: Cromatograma obtenido cuando, el pico de pro
gesterona eluido del cromatograma de la fig.n°12, es recicl~ 
do en acetonitrilo-agua (85:15). (Segunda recromatografia se 
cuencial). (Cozza y col, 137, pag. 516). · 
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N°Sistema Activ.específica Pg 

1 ... '751.2 + 50.4 

2 714.3 + 38.6 

3 689.1 + 62.2 

4 6"99. 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 móviles para 

recromatografiar los picos. su equivalencia en el no 

del sistema se indica en la Tabla IV • 

. La radi~ctividad obtenida se midió en un contador de 

centelleo líquido en presencia de lO ml. de una solución de 0.4 

gs/t_PPO + 0.25 gs/&.dimetl.l POPOP en 1 lt. de Tolueno destilado 

(14 7) • 

se determinó la masa de los esteroides por su· abso-:r·-

vancia a 254 nm, utilizando metanoi-agua como solvente de elu

ción, el cálculo se realizó utilizando la sig~iente fórmula:· 

donde: 

Sm ~ S X (SA 0 - SA) 
{SA 0 x SA) 

Sm = masa del esteroide en ng. 

S = tracer de Pg radi_activa-, en:.ppm. 

SA 0 = Ae del tracer en dpm/ng. 

SA - Ae de cada fracción colectada en dp:njng 

-92-
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1.2.8. Curvas de calibración. Sensibilidad 

Se realizaron curvas de calibración inyectando dis-

tintas- cantidades .-de una -solución de Pg radionerte:y. cromatogra 

fiándolos en todas las fases m6viles citadas en tabla III. 

La f{g. n°15 muestra una curva de calibración obte-

nida con metanol-agua. La curva es lineal entre O y 0.465 uni 
i 

dades'de absorbancia. Los valores de absorbancia corresponden 

a valores de las muestras biológicas que se encuentran en · la 

zona lineal. 

El límite de identificación obtenido es de O.Sng por 

muest,ra. 

2. RESULTADOS 

2.1. Metodológicos 

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

tificación· 

La fig. n°12 muestra el cromatograma obtenido corres 

pondiehte a tejido adrenal de embrión de pollo. 

El procedimiéntcvem:pleado nos permite una colecci6n 

eficiente de la P.g pura, esteroide en el que estamos interesa 

dos en estas determinaciones. 

La utilización del procedimiento de purificación p:>r 

reciclado de las muestras en otra fase móvil ha dado una roa-

yor pureza y mejor resolución, la fig.n°14 muestra el cromato 
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figura.n°15: Curva decalibraci6n, obtenida-de- cromatografía 
standars "-de" Progesterona en metanól~agua ( 7 O: 3 0}.' 
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grama obtenido cuando la fracci6n Pg aislada se recromatogra-

fi6 por segunda vez (AW 85:15) (sistema 3). 

El -sistema 6, el último de la secuencia es utiliza-

do par~ cuantificar el esteroide. 

La tabla IV muestra las actividades especificas ob-

tenidás p0r este procedimiento, podemos observar· que se consi 

gue ·-constancia de la -actividad, ya en el sistema 2. 

2.1.2. Recueeraci6n cuantitativa 

La tabla VI denota que el m~todo empleado nos permi 

te recuperaciones cuantitativas. 

Fe (ml/min) Le dpm agregado dptn 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. 6'00 100.0 

' r.o · 22.8 44.600 44.511 99'.8 

1.5 15.2 44.600 .. -44.422·· 99.6 

2.0 11.4 44.600 "44. 332 
.... 

99.4 '"· 

3.0 7.6 44.600 44.243· 99.2 
· ... 

Tabla VI: Recuperaci6n de los st,andards (0.02 l!Ci en 20 vl··~~e 

.i4c-corti.costeronal ,. obtenida .. aL.calcular. el -Le en 

-1.2.6 •... 
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2.2. Bioquímicos 

La tabla VII muestra los valores de Pg end6gena en 

ovario izquierdo. y derecho en los distintos estadios, ·e_xpresa 

dos en ng/mg de tejido. 

Los métodos e$tadisticos utilizados fueron los mis

mos detallados·e~ el punto I 2. 

Tanto. el ovar.io izquierdo como el derecho 1 ~ !CO:rñien-

zan con niveles relativamente altos en el día 13, y descienden 

:.luego~ .haéia el estadio de 17 dias • 

Se observa un importante incremento en .el contenido 

de Pg en ambos ovarios en el dia. 19, estadio pr6ximo al naci-

miento. 

La concentraci6n de progesterona end6ge1;1a en <.~ainbos 

ovarios es semejante. 

Tejido . 13 días . 15 días 17 día!? 19 días R.Nacidos 

o. Der. 3.90+0.24 4.64+0.36 1·. 37+0 .10 10.76+1.20 4.29+0.39 
. ...• - - - - -

o. Izq. 4.53+0.28 1.93+0.19 1.87+0.19 .. 8.64+0.47 4.26+0.43 - - - - -

.. ' 

Tabla VII: Concentraci6n de Pg (ng/mg tejido) en ovarioizquier 

do y derecho durante el desarrollo e~iionario. 
~ 

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

-E-1 día ·19 es un máximo para ambos • 

O. I.: 13;l15 (STP) • O.D.:_l5;l17 (STP). 
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PUNTO IV 

CONCENTRACIONEs· SERlCAS DE ESTRADIOL y··pRQGESTERCNA 

l. MATERIAL Y METODOS 

1.1. Extracci~n X Preparaci6n de Muestras 

Se ·ut:ilízaron 500 embriones de pollo hembra híbrido, 

doble pechuga, genética Copp en los estadías de 13, 15, 17, y 

19 días y pollos recién nacidos. 

Los embriones fueron incubados en un incubador humi-
,. 

dificado a 36-37°C, marca Alonso SRL, modelo n°75 durante el Pl:!?.. 

ceso del desarrollo. Los animales fueron sacri~icados por dec~ 

pitaci6n y rápidamente se procedí~ a la extracci6n de la sa~ 

mediante punci6n intracardíaca. 

Las muestras·se conservaron a T ambiente hasta que se 

produce la retracci6n del coágulo, finalmente se separ6 el sue 

ro de los elementos figurados ppr centrifugáci6n a 4000 rpm du 

rante 10 minutos. 

1.2. Determinaci6n de Pg 

· La Pg se determin6 por radioinmunoensayo por el méto 

do de Abraham, G. E. y col (148}. 

1.2.1~ Buffer 

Se utiliz6 Fosfato pH: 7.0 constituido por; 
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1.2.2.Esteroides 
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Cloruro de Sodio 0.154M 

La Pg cristalina se obtuvo de Steraloids Inc. Wil ton, 

NH, USA. Se conserv6 ert una soluci6n madre de 16 ~g/ml a 4°C. 

·La 1,2- (n)_)H-Pg se obtuvo· de NEN Co, Boston, -~-1.assachusetts; 

posee una actividad específica de 55. O Ci/mmol. La:: soltic:i:6n 

stock contiene· 55.000 dpm/~1 en~-benceno ~- Se -utiliz6-una solu-

ci6n de '10.000-dpm/100--1-il en~cada ensayo. 

1.2.3. Antisuero 

El antisuero•utilizado fue el anti 4pregnen-3,20-dio 

na 3-CMO: BSA provisto amablemente por los Dres. P:ii:ke•:y:-noerr 

' . ~· 
(Max Planck · Insti tute, Múnchen ¡o~•;Alemania-.;Occ.i.dental) • --- . 

Se utiliz6 una diluci6n,1:4000 de la soluci6.n origi 

nal,- de manera.-.de obtener' aproximadamente :-:-:Un 50%- de uni6n a la 

1,2(n) 3H-:-Pg. 

Se obtuvo -rea-cc±6n ~cruzada. -con ;los--s"±guientes com-

puestos: P:tegnenolona__:_{.l.A6%) , _17-0HFg --{.o~~oa9%-)~- ~1DOC---!-6 .-6%) , T 

-(0.17%), 11f30H-Pg(5.4%), 5a y 513-Pregnanodiona(15.6% y 6.7%). 

1.2.4. Procedimiento 

Cada muestra de.suero- de 200 ~1 se extrajo dos veces 

teroides. 
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Los extractos etflicos fueron evaporados hasta segu~ 

dad bajo campana y una vez secos fueron redisueltos con 500 ~1 

de buffer y agitados vigorosamente. 

Los tubos de la curva standard y los de las muestras 
'· 

se ensayaron por duplicado cuatriplicado respectivamente. 

Cada tubo de·poliestireno "muestra" contenía 200 111 

del extracto anterior y los de la curva standard contenían 100 

111 de las siguientes concentraciones de Pg cristalina; 12.5,2~ 

50, 100, 200, 400, 600, y 800 pg/100 ~l. 

A cada uno de estós tubos se les añadi6 100 111 de 1,2 

(n) · 3H-Pg, 100 ~1 del antisuero. y se complet6 el volumen a 500 

·111 con buffer. 

Luego de agitar vigorosámente la inezcla de reacci6n, 

se conserv6 en heladera durante toda la noche. 

Para d~terminar el porcentaje d~ esteroide-3H udido 

al anticuerpo se prepar6 tubos designados con las siglas Pg, O 

y B. 

Los tubos Pg (denotan la cantidad total de radiacti

vidad agregada) contiene 100~t~e'una:eoluci6n de 1,2(n)-3H~~g y 

0.6 ml. de buffer; los tubos O(indican la cantidad de hormona 

radiactiva unida por la diluci6n utilizada del antisuero) con

tienen 100 ~1 de antisuero, 100 ~1 de una soluci6n de 1,2(n) 3& 

Pg y 300 ~1 de buffer; y finalmente los tubos B (demuestran la 

presencia de uniones no especfficas) contienen 100 ~1 de una so 

3 • 
luci6n 1,2(n) H-Pg y 400 ul de buffer. 

('< 
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Luego de incubar toda la noche se les agreg6 a cada 

tubo excepto a los tubos Pg, 200 pl de una suspensi6n de Car

b6n (Norit A)-dextrano (T 70) enfriada a 4°C (0.5%-0.05%) en 

100 ml. de buffer. 

El contenido de cada tubo se agit6 vigorosamente y 

se incub6 otros 10 minutos a 4°C. Finalmente se centrifug6 a 

4000 rpm durante 10 minutos con el objeto de separar el libre 

del unido. 

El sobrenadante, que contiene la fracci6n unida, se 

decant6 en viales de poliestireno a los que se l,es añadi6 0.5 

ml. de Dioxano y 2.5 ml. de una soluci6n centellante (4 gs de 

PPO y O. 25 gs. de Dimetil POPOP por litro de Tolue:~10). 

La radiactividad se midi6 durante· un minuto en un 

contador de centelleo líquido marca Packard. 

Los resultados se expresaron en ng/ml. 

1 • 3 • De terminac i6n de 17 S-E :S tradiol . 

El método empleado en este ensayo fue una modifica

ci6n de Abraham y col. (149). 

1.3.1. Buffer 

Idem punto IV, 1.2.1. 

1.3.2. Esteroides 

"! El E2 cristalino (.1,3,5(10.)Estradien-3,17Sdiol)se ob 

tuvo de Steraloids Inc, Wilton, NH U.S.A., se prepar6 y con

serv6 en una soluci6n madre de 16 pg/ml. 

3 ) El 2,4,6,7 (n) H-E2 se obtuvo de NEN Co, Boston, Ma 
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ssachusetts, posee una actividad especifica de 87Ci/nunol. La 

soluci6n contenía 25.000 dpm/~1 en etanol-benceno. 

Se utilizaron 10.000 dpm/100· ~1 en'· cada. ensayo. 

1.3.3. Antisuero 
'· 

La preparaci6n de este antisuero se realiz6 utilizan 

do conejos adultos macho. 

Se disolvieron 2,5 mg. del_ conjugado 1,3,5{10)Estra· 

trien, 3,17BDiol-6ona CMO:BSA.Steraloids Inc. Wilton, NH, USA 

en un ml. de soluci6n salina {Cloruro de Sodio 0.9%), una vez 

disuelto se mezcl6 con igual cantidad de Adyuvante completode 

Freund {Difco Lab. Detroit, Michigan) y se agit6 vigorosamen-

te hasta formar una emulsi6n. 

Un ml. de esta emulsi6n se administr6 por inyecci6n 

subcutánea al dorso de los conejos mediante varias aplicacio

nes de 0.1 ml. 

A la tercer semana se les eitrajo sangre de ias ore 

jas y se ensayaron los títulos respectivos. Como estos aún per 

manecíao bajos se les aplic6 una segunda inyección contenien

do esta vez 1 mg. del conjugado y adyuvante incompleto. 

Una vez que se obtuvo el título deseado se procedi6 

a sangrar los conejos con el fin de extraer el antisuero. 

-101-

El sangrado se realiz6 administrando al conejo por 

via endovenosa {vena marginal de la oreja) una mezcla de 2.5rrg. 

de droperidol y 0.05 mg. de fentanil {Innovan, Jonhson & Jonh 

son) en dosis fraccionadas en un total de 10 ml. El p~en 
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to se llevó a cabo con un tubo de silastic de 1 mm. de diáme• 

tro, a través del cateterismo de la vena yugular y de la.vena 

cava·del hígado, hasta la muerte del animal. 

La sangre recogida fue conservada a Temperatura am-
~-

biente hasta que se produjo la retracción del coágulo para se 

parar luego el suero por centrifugación. 

El antisuero se utilizó luego con·una dilución 1: 

10.000, que da aproximadamente 50% de unión al 3H~E2 • 

Se determinó la reacción cruzada por el método de A 

braham (150), cuyo resultado fue; menor del 1% para 17a-:-E2 ,E~ 

triol, 16-epiestriol y 16,17-epiestriol y menor del 6% para E1• 

1.3.4. Procedimiento 
-~ 

En general el método utilizado es el mismo que en el 

punto 1.2.4., salvo las consideraciones que más adelante se de 

tallan. 

El volumen de suero utilizado para las posteriores 

extracciones con· eter fue de 500 ~1. Los extractos se tomaron 

con 300 vl de buffer y la totalidad de ese voltimen fue utili-

zado para el radioinmunoanálisis, 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. 

2. RESÜLTADOS 
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La tabla VIII muestra los resultados obtenidos, con 

centraci6n de Pg y E2 séricos expresados en ng/ml. 

Los métodos estadísticos empleados fueron los descrip 

tos en el punto I 2 de este capítulo. 

EN el caso del estradiol, se observa un aumento rá-

pido y continuo desde el estadía más temprano estudiado y ha-

cia el nacimiento. 

El perfil que se observa para Progesterona séricaes 

aproximadamente constante en esta segunda mitad del períodode 

incubaci6n, y las concentraciones correspondientes a ésta hor 

mona son siempre mayores que las de estradiol séricos. 

t 

' -·-

Esteroide 13 días 1S días 17 días 19 días R. Nacidos 

-

Pg 2.72+0.88 3.00+0.S4 2.4S+0.29 2.S0+0.49 2.40+0.S3 - - - - -
(4) (S) (7) (6) - (S) 

-. 

E . 0.91+0.04 1.08+0.06 1.24+0.06 1.4S+O.OS 1.33+0.07 2 - - - - -
(6) (6) (6) (6) (6) 

Tabla VIII: Concentraci6n en ng/ml.de Pg y E2 séricos +error 

standard durante el desarrollo embrionario.El n°. 

entre paréntesis indica el número de determinacio 

nes por estadía. 

Pg: Anova no significativo 

~: Anova significativo p<<0.001. 13 no es i 1S; 

13 y 1S son i de 17,19 y 21; no hay diferencia entre 17,19,21. 
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PUNTO V 

~STIMULACION' 11 1N VITRO". DE LA SINTESIS DE HORMONAS 

ESTEROIDES OVARICAS 

l. MATERIAL Y METODOS 

1.1. Extracción y Preparación ~e m~estras 

Se utilizaron 250 embriones de pollo hembra, genéti 

ca Copp de 13, 15, 17, 19 días y recién nacidos. 

Los animales. se sacrificaron por decapit.ación.El'pro 

cedimiento de disección de los ovarios se realizó sobre hiela 

Para extraer las glándulas, se hizo un corte ;·sagi

tal desde la cloaca al esófago, se abrieron ambas mitades y se 

separaron el intestino, el hígado, la vesícula y el estómago 

hasta encontrar los ovarios, los cuales yacen debajo y delan-

te de los riñones, en su mayor parte· a la izquierda del raquis, 

fijados en esa posición por el ligamento mesovárico y tejido 

conectivo. Se relaciona por delante con los pulmones, el dia

fragma ·;el hígado y el intestino anterior y por detrás con el 

oviducto y las asas intestinales. (fig. n°16). 

Los ovarios se cortaron en mitades y se conservaron 

sobre hielo hasta el momento de la incubación •. 

1.2. Estimulación in vitr~ por LH ovina (LHo) 
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figura no16: SISTEMA URINARIO Y REPRODUCTOR DEL EMBRION DE 
POLLO HEMBRA 
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l.Gonada derecha atro~iada - 2.Mesonefros que se atrofia -
3.Conducto mesonéfrico que se atrofia - 4.Uréter - S.Vesti
gios del conducto de Muller derecho - 6.0vario - 7.Metanefro 
8.0viducto. 
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1.2.1. Hormona 

se·utilizó para este ensayo LHo provista amablemen

te por la Dra. Dufau, María,N.I.H. Bethesda, M.O, U.S.A. 

La hormona fue disuelta en buffer fosfato (Idem pun 

to IV 1.2.1.), y fraccionada en alícuotas de 50 ~1. (1 ~g),lue 

go se guardaron congeladas a -20°C hasta el momento de su uti 

lización. 

Inmediatamente antes.decada experimento, se deseen 

gela una alícuota y .se prepara-una dilución apropiaél,a de .man~ 

ra-de tener·una concentración final-eh el medio de incubación 

de 20-25 ng/ml. 

1.2.2. Procedimiento de Incubación 

.Las incubaciones se realizaron en vasos de precipi

tado de 10 ml. Kimax¡ en -un incubador1netabólico -Dubnoff a 37° 

e, con agitación constante de 40 ciclos/min. 

Se desarrolló por espacio de dos horas, tomando la 

precaución de realizarla bajo atmósfera de carbógeno (95% o2-r' 

5% co2 ) • 

El volumen final de incubación~fue de '2 ml., el bu-

ffer de incubación utilizado. fue el Krebs.;;.Ringer-Bicarbonato-

Glucosa, cuya constitución es la s~guiente: 

100 ml. de CINa 0.9% 

4 ml. de ClK 1.15% 1,63 ml. a cada 

1 ml. de P04H2K 2:'11% incubado-• 

1 ml. de so4Mg x 7H2o 3.82% 

-lOE 
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89.6 mg. de dextrosa en 4 ml.C03HNa 1,29% 0.1.6 ml.a c/incubado 

c1 2ca 1, 22% O. 05 ml. a c/incuba.do. 

Al término de la incubaci6n se aspir6 el medio y se 

co·nserv6 el mismo a -20°C hasta su utilizaci6n. 

1.2.3. Radioinmunoensaxo de P<J X 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 

liz6 el medio aspirado luego de la incubaci6n, y los volumenes 

utilizados en ambos casos fueron de 100 y 200 ~1 respectivamen 

te. 

Los resultados se expresaron en ng/ml y pg/ml para Pg 

y E2 respectivamente. 

2. RESULTADOS 

La tabla .. IX muestra .~_o_sc;resultados. aquí~btenidos,los 

val.ores tabulados corr-esponden a J.o que dimos en llamar "grado 

· de estimulaci6n" { Ge) , que es el cociente entre la concentraci6n 

de los esteroides.producidos en presencia y en ausencia de hor 

mona estimuladora {Ej. G · {Pg) con LHo 
e (Pg) sin LHo 

Los métodos estadísticos empleados fueron los descrip 

tos en el punto I ,2. de este capítulo. 

Tanto el ovario izquierdo como el derecho responden 



11 
1 
1· 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
11 

·~ 
1 

-108-

·a.la esf:imulaci6n "in vitro" por LH en todos los estadios es-

tudiados, sin embargo esta respuesta es diferente para ambos 

tejidos. 

Se observan valores altos de Ge para E2 en ambos o

varios en el estadio más temprano estudiado. En el caso del or 

este valor cae rápidamente y se recupera lentamente hacia el 
. . 

·nacimiento, mientras que en el OD la disminuci6n es más suave 

y permanece.luego 111ás o menos constante. 

Al considerar la respuesta de Pg a la estimulaci6n, 

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

-producirse cambios bruscos durante los estadios estudiados y 

en el 00 se observan ligeros movimientos ondulan-tes :dé::p:>ca· ;t:tas 

cendencia. 

' ... ,. 
Tejido Hormona 13d 15d i7a~: 1:9d -l R. Nacido 

Pg 1.6 1.7 1.8 2.7 2.6 
.. 

OI 
E2 14.-7 4.1 3.8 4.7 6.8 

~ ; 

.. 
...," 

Pg ~.5 1.3 ;2.0 1.8 .. 
~.5 

00 
E2 6.9 3.4 :1..4 1.7 1.5 

.. 

-Tabla IX: Grado de estimu1aci6n (Ge) en la producci6n de·- Pg ·y 

E2 en ambos ovarios, en respuesta al ·.agregado de~ 

OI:: :=-~2anova~~.noJs'igrif'f:icativo; Pg ahova significativo 

p<<0.01. 

OD: E2anova significativo·.p<<0.01, Pg -anova :ai.gnifi 

cátivo·p<<0.01. 
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CONCLUSIONES GENERALES DEL'TAPITULO 

1, Tanto LH como FSH Hipofisarias aumentan desde el día 13 del 

desarrollo del embri6n-hembra hasta el momento de la eclo 

si6n (fig.n°17). 

• 2. Las concentraciones correspondientes a LH son siempre ma

-yo res que las corresp~:mdientes a FSH. 

3, LH en suero muestra una curva que presenta: dos máximos, en 

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

, 4. No exi,~ten diferencias en ·la concentraci6n sérica de LH en 

tre los períodos de "verano" e -"irtv~erno" durante el de

sarrollo embrionario. 

5, El día 19 es un "IVI.AXIMO" de "ACTIVIDAD 11 para LH en suero 

en ambos períodos estacionales. 

. 6, No existen diferencias importantes en la concentraci6n en 

d6gena de progesterona del ovario izquierdo (funcionante) 

y derecho (rudimentario). (fig.n°19). 

7, Ambos tejidos presentan en el día 19, un "máximo en la sín 

tesis dé progesterona", del orden de 4 a 8 veces mayor que 

las correspondientes a los otros estadías. 

8. La concentraci6n de progesterona sérica es aproximadamen

te constante durante el período estudiado (fig.n°20). 

9. La_ concentraci6n de estradiol sérico autnenta desde el día 

13 del desarrollo hasta el nacimiento. 

10,-El ovario izquierdo y el derecho responden a la estimu-
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laci6n de LH "in vitro" •. (fig.n°21). 

11. La respuesta del ovario derecho tanto par~ progesterona oo 

mo para es~radiol es escasa y disminuye a medida que pro

gresa el desarrollo y la atrofia del ~ismo. 

12. S6lo en el períQdo más temprano e indiferenciado, se ob

serva una síntesis elevada de estradiol·en ambos ovarios. 

13. En el' ovario izq~~erdo la respuesta a LH se hace más evi

dente en las proximidades de la.eclosi6n. 

14, Existen seinej arizas entre las . curvas de concentraci6n de Ili 

y FSH hipÓfisarios y ~2 s~rico. Todas aumentan contínuanen 

te hacia las proximidades de la eclosi6n. (fig•n°17 y n° 

. 20). 

15,· Día 19 del desarrollo, se observa máxima actividad de sín 

tesis, secreci6n e i~portante estimulaci6n. Es de hacer no 
..... ,. 
....... 

tar que este estadía es pr6ximo a la eclosi6n. (fig.n° ·17, 

18, 19 y 20}. 

16. Estos eventos son coincidentes con .eventos.met.ab6lioos y de 
..... _;-

comportamiento observados en la literatura (222). 
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.,_.--_---·1 
,,-~. , . ,. 

19 R.Nacidos 

Días :deL .desarrollo 

:<figura ·,n.0 1.7: C()ncentración de LH (-) y FSH (-:---).en hipófi

sis.de embrión de pollo hembra~ 

Eri .ng/pituit.aria + error standard. 
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f±gura n°18: Concentración estacional de LH s~rica, durante 
el periodo de "invierno" (--'!.) .1.· "verétno" (-) ., y promedio. 
En ng/ml. + error _standard. (-·-·-) 
RN=Réci~en nacido . 
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8. 

6 

4 

2 

1.3 15 17 19 :RN 
Días del desarrollo 

figura, n°19: Contenido end6geno de progesterona en ovario iz 
quierao <~> y ovario derecho (---} durante e1 desarrollo 
embrionario •' .. En ng/mg de tejido + error standard. 
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Días del desarrollo 

figura n°20: Conceritraci6n sérica de progesterona (---:-) y es 
tradioi {-----) durante el desarrollo·embrionario. 
En ng/ml ±. error standard. 
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:figura no 21: Ge (gr-ado -Qe estimulaci'Ón) de~ la síntesis -de· 

p;!:"ogesterona(.;..•-) y estradiol(-x-)en el ovario izquierdo(=-.) 
y derecho (---) durante el desarrollo embrionario. 
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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.ESTEROIDOGENlCOS DEL POLLO 

ESTERO IDOGE_NES 1 S ADRENAL 

Como ya se describiera la biosíntesis de .esteróides 

ováricos en el capítulo II, se hará aquí un resumen del estado 

actual de la síntesis de esteroides en glándulas suprarrenal. 

A modo general; consid-erando la-"esteroidogénes±s ren 

la glándula suprarrenal,.podemos señalar qué:-a través de estu

dios in vitro (91, 151, 92, 152, 153, 154, 155, 156r se logr6 

· determinar que: ·- · 

- La adr.enal de .ave sintetiza -1-7 - deoxicorticosteroides¡__ --B, 

180H-B, Aldo y en menor proporci6n 11-deoxi-B, 180H-lldeoxi-

B y ·córtisol. 

Los pasos metab6licos de la síntesis de estos esteroides si 

" 
guen la clásl.ca ruta, Acetato ..... Colesterol- Pregnenolona_.-

En presencia de precursores ex6genos como Progestero 
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na-c14 y Pregnenolona-3H, la glándula suprarrenal del embri6n 

de pollo sintetiza B, Al do, 180H-B, ·ooc~· ~1SOH ;.;;. ·Pregnenolo-

na. De ambos precursores la Pg es la más eficaz; sus metaboli 

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

Kalliecharan y Hall (157) estudiaron la síntesis de 

Progesterona a partir de Pregnenolona radiactiva durante el.de 

sarrollo embrionario, determinando la presencia de Pg en el.es 

tadío de nueve días, el perfil descripto por ellos muestra un 

máximo en el día 17 del desarrollo, que disminuye hacia ei día 

19 para recuperarse luego en el nacimiento. 

Mediante técnicas de radioinmunoanálisis, se deter-

min6 la presencia de· Pg, T y E2 tanto en adrenal como en am

bos ovarios del embrión de 17 y 20 días y en pollos j"6venes ( 

101). Se encontr6 que la adrenal produce más T que el ovario. 

La cantidad de esteroides sintetizados disminuye en el orden 

Pg>T~E2 ,donde Progesterona en este caso crece ininterrumpida

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

tiza T>E 2>Pg. Donde Progesterona disminuye al acercarse el na 

cimiento. Luego aumenta rápidamente a partir del 3° día de vi 

da. (101). 

.. 
METABOLISMO REDUCTIVO DE LA PROGESTERONA 

por otr~ parte son conocidos los estudios en a~s 

estadías del embri6n de pollo en las que se poné.de manifies-
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to la presencia de Progesterona como uno de los p~incipales e~ 

teroides, cuando no el princ~pal, sintetizando en ambas glánd~ 

las esteroidogénicas, adrenal y ovarios (157, 101, 158). 

La importancia de e·sta hormona, no s61o radica en la 

actividad progestágena que desarrolla per sé, sino también en 

el h~ého de ser el principal precursor de las hormon9-~ esteroi 

des típj.cas sintetizados ·por dichas glándulas, T ~-E2 Y __ corticoi 

des. También es precursor de derivados reducidos cuya importa~ 

cia se pone de manifiesto en ·e.ste capítulo •. _ 

En. ~1, describiremos .nuestros trabajos sobre la p;re-

sencia de Progesterona en_ovarips y adrenal,-su metabolismo· a 
.. ··. 

compuestos reducidos, y la influencia ·del metabolito 58-reduci 

do sobre la enzima ó.-Ala-8, ¡:>rimera del camino metabólico :.del 

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

Al igual de lo que sucede ·en mamíferos, también eri~el 

. pollo los corticoides, productos principales del :·metabolismo 

de Pg en corteza suprarrenal· .:tienen: participaci6n en la gluco

neogénesis-,y glucogenogénesis...:4repática, :en la lipogé~esis, -de

gradaci6h -de proteinas y centro~ .. de sales -:deL:medio _interno • 

El hallazgo qe metabolitos reducidos de la Progeste-

rona en-adrenal de mamifero en 1965 (159) y años más tarde en 

adrenal de elnbri6n de pollo de 15 días (160, 161), ~sí como'·la 

caracte.rística .de esta última reducci6n, cuya:· ·orientaci6n p~~~ 

ponderante--:-fue ·la A/B cis , .lograron :que -:-:desde ~un -'priric1-pi~lo.s --

autores especularanen un doble rol para la 513-pregnanodiona: 
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el de un catabolito inactivo o el de un inductor específico de 

alguna proteina (161). Un poco más tarde los experimentos far 

macbl6gicos de otros autores sobre efectos de andr6gems ·y :pro 

gestágenos SS-reducidos sobre la ó-Ala-S en hígado (lO, -.~62, 163, 
' 

.164), parecerían dar sustento a la segunda hip6tesis~ 

El estudio del metabolismo de Progesterona in vivo de 

mostr6 la presencia de ciertos metabolitos reducidos con una·vi 

da media de 16-18 minutos en plasma, y aún 7 hs. después en ex 

creta (16S). 

De estos metabolitos el 62% corresponde a esteróides 

libres, entre los que se encuentran en mayor cantidad dos di~ 

les, SS-pregnano 3a, 20S diol y 3aOH, SS pregnano-~0 ona,:y-.un 

: ·pregnantriol no identificado ( 166) , y el 32% restarite correspon 

de a conjugados del ácido sulfúrico (167). 

Posiblemente se excreta también el metabolito Sa -

pregnano, dado que se observ6 que se sintetiza en oviducto de 

po 11 o ( 16 8 ) . 

Además, estudios in v.itro :con ovario de rata i~adu 

ra e in vivo, demostraron la presencia de una alta actividad 

Sa-reductásica (169, 170, 171). 

Esta última actividad también fue hallada en hip6fi 

sis e hipotálamo, con formaci6n de metabolitos reducidos que 

actuarían dil.:"ectamente sobre estos tejidos (172, 173). 

Zanisi y Martini (174), demostraron que la Sa-preg-
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nanodiona ejerce un efecto feeoback positivo sobre la secreci6n 

de LH y FSH en ratas castradas activadas con estr6genos, cuya 

magnitud es similar a la producida por la Progesterona misma. 

En cuanto a la actividad 5ts-reductásica sobre la que· 

ya:hemos hablado al comienzo del capítulo, más específicamen-

te podríamos decirv que estudios de ciertos autores ihdiéan que 

un posible rol como inductor estaría ejercido a nivel del con 

trol de la síntesis del heme (162, 164). 

Esta regulaci6n se ejercería a través de la primera 

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

Esta enzima se halla en la matriz mitocondrial, tie 

ne un PM de 63000-65000 Da (175, 176), y es sintetizada :irii~ 
~~. 

cialmente como un'precursor de 75.000 Da (176), en los poliso 

mas citoplasmáticos. 

La velocidad de esta enzima es limitante y suscepti 

b1e a la represi6n por heme e inducci6n por drogas y metaboli 

tos de esteroides. 

BiOSINTESlS DEL ~EMO 

El camino biosintético del hemo se inicia con la ron 

densaci6n de la Glicina y de la Succinil-CoA para dar el áci-

do oaminolevúlico en mitocondria, etapa catalizada por la en-

zima ~ALA-S a la que hacíamos referencia en el párrafo · ante-

rior. 
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I) Succinil' ·coA + Glicina ___ __,.o-ALA + C02 (mitoc) 

o-ALA-S 

II) 2 o-ALA ----------+: Porfobilin6geno (citoplasma) 
(PBG) Al.a-Dehidrasa 

III) 4 PBG Uro'gen I Sintetasa Uroporfirin6geno III (cit.) 

Uro' gen III cosintetasa (uro' gen III) 

IV) Uro'cjen III Uro'gen Coproporfirin6geno III(cit.) 

Decarboxilasa {Copro'gen III) 

V) Copro'gen III Protoporfirin6geno IX(mitoc) 

VI) Proto'gen IX 

VII) Proto IX 

Coprogenasa (Protb~gen IX) 

Proto'gen Protoporfirina IX 
-,.---,:___,:t;.--~ 

oxidasa · (Proto IX) 

Ferroguelatasa Hemo 

2:f 
Fe 

{mitoc.). 

(mi toe.) 

La regulaci6n de es1e camino está ejercida :·por supro 

dueto final Hemo, a nivel de la primera enzima, .oALA~S. 'Esta 

regulaci6n feedback evita la formaci6n y acumulaci6n de inter 

mediarios, para facilitar la economía celular. 

También, la actividad de la oALA-S parece estar re-

gulada en forma específica según el tejido que se trate, por 

una serie de factores que incl~yen, estados nútricionales(177 

178), hormonas (179, 180), drogas porfirinogénicas {181, 182) 

e iones metálicos {183, 184). 

Esta actividad ha sido estudiada en hígado humano ~ 

dulto (181), en tejidos extrahepáticos como bazo, riñ6n, cor~ 

z6n, sistema músculo esquelético, y en tejidos esteroidogéni-

cos como testículo y glándula adrenal (177, 185, 186, 187,.188 
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178, 189):. 

Poseyendo el Citocromo P450 un núcleo prostético de 

naturaleza hffininica es particularmente relevante relacionar to 

do lo concerniente a la cALA-S en ~ste Citocromo. 

Aquellos tejidos metabolizantes de drogas, como hí

gado o riñ6n, con un alto nivel de Citocromo P450 , y los teji 

dos esteroidogénicos, que poseen distintos Citocromo P450 in

volucrados en una serie de hidroxilaciones parecen contener u 

na mayor actividad de oALA-S que los otros examinados. 

Se ha.demostrado la influencia que ciertos metaboli 

tos A/B cis reducidos de andr6genos y Pg ejercen sobre la ac

tividad oALA-S en un gran número de células, 6rganqs, especies 

y estadíos del desarrollo, que va desde el blastodermo de po..;. 

llo hasta médula 6sea humana adulta. 

Sin embargo en estos experimentos se utilizaron do

sis formacol6gicas de estos metabolitos. En cultivo de médula 

6sea humana se estimul6 el crecimiento de precursores de eri

trocitos tempranos y tardíos, por medio de los SS~esteroides. 

(163). 

Irving y col. (162), utilizaron cultivo ~e blastbder 

mo de pollo para observar la acci6n de los SB androstanos so

bre la síntesis de hemoglobina. Eligieron este sistema, dado 

que les permitía hacer un estudio de la eritropoyesis, sin el 

uso de artefactos; y por otro lado la elecci6n de ese metabo

lito se debi6 a la estructura angular del mismo, producto de la 
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orientaci6n cis de los anillos A y B. 

De este modo, podrÉn determinar la existencia de me 

canismos de uni6n de alta :afinidad o sistemas "receptores" es 

pec!ficos para estos ésteroides en la regulación de la eritro 

poyesis. Además en una comunicaci6n anterior ya· hab!an comen-

tado la probable existencia de un sistema receptor para Ios 58 

·~educidos en blastodermo de pollo (190). Aunando estas expe-

riencias, llegaron a la.;_conclusi6n de que la estimulación eri 

tropoyética requiere de la presencia del caracter anªular del 

esteroide 58requcido. 

Trabajando con cultivo de médula ósea humana, Mizo

guchi y Levere (191), estimularon la s!ntesis del heme y de la 

globina con esteroides c19 y c21 de configuración 58, deriva

dos de la biotransformaci6n de T y Pg en el hombre; encontra-

·ron que esta acci6n era independiente de la eritropoyetina, y 

dado que estos compuestos.~ran efectivos·a bajas concentracio 

nes, sugirieron la posibilidad dé que los mismos tuvieran ·un 

papel fisiol6gico en la eritropoyesis humana. 

Urabe y col. (163) confirmaron los resultados ante-

rieres en el mismo sistema y demostraron la mayor capacidad es 

timulatoí:ia de los compuestos 5Sreducidos respecto de -sus ep!_ 

meros 5a.. ¡.· 

Estudios in vitre, con h!gado de embri6n de pollo de 

18 d!as ~175), establecieron la existencia de una estrecha re 

laci6n entre la estimulación de cAla-S y el citocromo P450 ,in 
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,ducida por compuestos tales corno Pg, 513P, etiocolanolona y an

drostan-5,16 dien, 313ol. 

Además se observ6 que ·la adrninistraci6n de un inhibi 

dor de la Ferroquelatasa acentúa la activaci6n de la cAla-S p~ 

ro reduce la del Cit. P450 • Esto sugiere que la inducci6n ·del 

Cit: P450 en ~rnbri6n de pollo depende de la síntesis de su pr~ 

pio herno, o sea que se trata de un proceso asociado. 

Los mecanismos de regulaci6n de estos importantes ·e

ventos bioquímicos, fueron descriptos corno mecanismos de swi~h 

o arnplificaci6n pór King y Mainwairing en 1973 (200). 

Los estudios de actividad y regulaci6n de esta enzi·

ma 6-.,.Ala-Shan sufrido las limitaciones propias de la imperfec 

ta sensibilidad de los m~todos disponibles. 

En la actualidad, grupos de trabajo·están estudiando 

la purificaci6n de esta enzima de mit,o,condria de embri6n de p~ 

llo, lo qúe nos permitirá unrnanejo más eficaz de la rnisma(201, 

202, 17 5) . 

Por otra parte, se observ6 en.testículó que la admi

nistraci6n,de hCG resulta en un aumento de los niveles de Cito 

cromo P450 mitocondrial y microsomal (192, 193). 

En este mismo tejido, Tofil_on y Piper (185) .demostra 

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

noce el mecanismo concreto que ·las regula-. 

Los estudios--relacionados con la enzima o-Ala-S tie-

nen particular relevancia, dado que se han encontrado var'iacio 
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nes de dicha actividad enzim~tica ~n las porfirias hep~ticas 

hereditarias (194, 195, 196, 197). 

Durante el período postpuberal, cuando la producción 

endógena de esteroides aumenta, se produce en la mayoría de .los 

pacientes con porfirias hep~ticas una acumulación de interme-

diarios del camino metab6lico del Heme, las porfirinas, y una 

reducción en el contenido o actividad del.citocromo P450 hep~ 

tico (198) • 

La Progesterona y su metabolito 58-reducido, son pro 

ducidos en mayor cantidad en la fase luteal del cicb~~ 

· y como_ potentes· inductores,. en el humano, de ó-A.la-S y ·;cito

cromo P450 pueden ser responsables de Ciertos desordenes rela 

cionados con los observados en los pacientes (199). 

Por todo ello, los estudios en embrión de pollo co-

mo mqdelo dan bases para comprender la-influencia que los es

teroides endógenos -pueden jugar en la exacerbación qe :- porfi-

rias hereditarias hepáf.icas postpuberales. 

Y estos--estudios deberían:~--a.lcanzar todas las · ·réla

ciónes posibles entre .. los corri.poriemtes del eje neuroendócrino..;.. 

hem~tiéopropuesto y sus pósib1..es vinculaciones con la patolo 

gía de referencia. 

Enumerados los antecedentes de que disponemos·acer-· 

ca de -este problema--end6crino- exp_erirnental ~:r algunas de -sus ·ro 

sibles aplicaci.ones, ··se· le ·:plantean éil investigado·r~-una-Sei:4:e: -:-. ·-=

de interrogantes que no sólo abarcan el mero hecho de comple-
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tar la informaci6n disponible acerca de valores y ~.·relaciones 

hormonales y enziináticas sino que estimulan el afán p.or cono

cer las probables derivaciones prácticas, en este caso genéti 

cas, clínica§, terapedticas y pron6sticas, que pueden tener la 

producci6n, la · ac.tividad y las regulaciones recíprocas de los 

e.steroides y las enzimas que comentamos. 

. Analizándo aquí también las necesidades que se des

prenden de·los antecedentes enumerados, podemos decir ·respe~

to de_ la existe.ncia y valoraci6n de los compuestos·Sa. y 513re

ducidos de la Pg en ovarios y adrenal (le_ embri6n,· ·que los da

tos existentes· son escasos en ) .. o. que respecta a 513-P y prácti 

camente. nulos para Sa.;..P, lo que ·impide aseverar acerca de ~.la 

actividad réductásica·en ambos tejidos esteroidogénicos atri

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

Otro interrogante a considerar,. del qu~ no se disp~ 

nen datos, es -la probable .influencia hipofisaria directa, ya 

sea via el ACTH o las·cgónadotrofinas o. ambas hormonas, :·sobre 

la producci6n de metabolitos reducidos de Pg. 

En cuanto a la determinaci6ri ·de la actividad de ~.la 

enzima oAla-S --en ambos ·tejidos esteroidcgénicos, ·existen datos 

áislados para algunos estadías del desa-rrollo; su indticei5n FQr 

metabolitos de esteroides, reducidos en ·sa , se comprob6 inErlian. 

te el -agregado··de grandes. -cantidades·.a.e--5f3 :ex6geno.- (162, '1821. ---

Es por. ello que en .este trabajo; .. se completa la de

terminaci6n de esta enzima durante el desarrollo embrionario 
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y se comprueba la inducci6n por SS-preganonodiona ex6genos, en 

presencia de inhibidores de la síntesis de Pg, a nivel de la ~ 

$,3SHidroxiesteroide Dehidrogenasa y de la 17aHidroxilasa, cia 

nocetona(CNK) y espirolactona (SPNL) respectivamente. 

En este capítrilo los experimentos propios consistie-

ron en: 

1. Determinación de los niveles de Pg en ·:.adrenal 

de embri6n de pollo hembra en los estadías de 13, 15, 17, 19 

días y·en recién nacidos. 

2. Evaluci6n de los niveles de transformaci6n ·de 

Pg a los metabolitos Sa y SS pregnanodiona, en ovarios,.adrenál 

e hígado de embri6n de pollo hembra en los estadías citados en 

1. 

3. Determinaci6n·de niveles de actividad de la en 

zima cAla-s en ovarios; adrenal e hígado de embri6n de pollo hem 

bra, en los estadías citados en l. 

4. Demóstraci6n de la inducci6n de la enzima &Alér 

s, por el--:agregad0~-de 5Spt-egnanodiona (SSP) ex6geno en presen~ 

cia o ausenci-a de inhibí-dores -de la -síntesis--de Pg y por ._·_ende 

de SS-pregnanodiona.a nivel de las enzimas b.S,3SHidroxiesteroi 

de Dehidrogenasa (Cia11ocetona) y 17aHidroxi1asa UespiroilolactciM) · 

en adrenal de embri6n de pollo hembra de 17 días. 

Este listado 7 ·de objetivos: de ningúna~anera agota la 

cuesti6n;-·-dado que quedan.:::..a.ún varios ~aspec.to? a consider.ar_ __ en 

futuras investigacione~. 
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PUNTO·I 

CONTENIDO DE PROGESTERONA EN ADRENAL 

l. MATERIAL Y METODOS. 

1.1. Extracción y Preparación .. de ~1uestras 

Se utilizaron embriones de pollo híbrido doble pechu 

ga 1 genética Copp de 13 1 15 1 17 1 y 19 días . del desa,rrollo r:em-

brionario. 

Los huevos se mantuvieron en un incubador marca Alon 

so S.R.L. model.o n°75, a 37°C y en atmósfera h~ificada :· .. hasta 

el estadío del desarrollo adecuado ·a cada experimento. 

Lo$· an4ma1es-;fueron;..sacri-f~c~~o~-:-por decap-i-t-aeión -y· 

se mantuvieron sobre hielo durante el p~~íodo intraoperatorio. 

Se disecaron Ú1s adrenales 1 se colocaron en pools 1 pesaron y ho 

mogenizaron con 2 1 5 ml •. de una .solución etanol-agua (20:80) (v/ 

· v) con . potter·. -teflón-vidr.io, 
. . 14 

Se les agregó acada muestra Pg- e como tracer (Ae: 

57.2·mCi/nnnol) y finalmente el-homogenato fue extraído 4 veces 

con 6 ml. de Cloruró de Metileno cada vez. 

. El extracto se. evapo~ó bajo atmósfera de N2 1 • se. redi 

·solvió .en 3 ml. de·Metanol-y se-conservó durante· toda-la-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 se eva 

poró bajo N2 hasta la sequ~dad y en esas condiciones se conser 

vó en heladera hasta su utilización. 

Haremos una breve descripción de la ubicación anató-

mica de las glándulas suprarrenales utilizadas en este experi-

mento. 

Las adrenales están situadas delante de los rifiones, 

sobre su cara interna e inmediatamente antes de la bifurcación 

de la vena cava, posterior. Para su- extracción ,fue necesario ha 

cer un corte sagital en el cuerpo del animal y separar hígado, 

vesí:culal estómago e intestino, dejando así claro el campo op~ 

ratorio. (fig. n°22). 

1.2. Determinación del Contenidó__:_Endóge_no de.Pg 
. . . 

. La descripción del método utilizado en este· ensayo se ... 

halla contenida en el Capítulo II, punto III, 1.2, en este pun 

to sólo enunciaremos los títulos que se detallaron en la refe-

rencia citada. 

1.2.1. Aparato 

1.2.2. :Fase Móvil 

1.2.3. Esteroides 

1.2.4. Velocidad de Flu1o 

1. 2. 5. Vel•ocidad de Carta 

l. 2. 6. Determínaci6n=-deL Lag de Colección 

1A2.7. Procedimiento 
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6 

~igura no22: VISTA ANTERIOR DEL ABDbM~N·ti~L · ·~MÜ~ION (Ubica-

ci6n de la glándula adrenal). 
1.Vena hepática - 2. Aorta dorsal - 3. glándula adrenal - 4. 

lóbulo renal anterior - S. vena renal - 6. vena femoral - 7. 

arteria ciática - 8. arteria ilíaca interna - 9. músculo ob

turador interno - lO.bolsa de fabricio -11.cloaca - 12. vena 

coxigromesenterica - 13. vena porta renal - 14.arteria femo

ral - 15. arteria renal - 16. vena cava posterior. 
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1.2.8. Curvas de Calibraci6n. Sensibilidad 

2. RESULTADOS 

2· .1 •.. Metodol6gicos 

·son válidos los mismos comentarios realizados en .el 

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

dos respecto del méto.do y su aplicaci6n. 

2.2. Bioquímicos 

Los resultados correspondientes a ovario izquierdo y 

derecho se incluyeron· en .el ¡:>:m::~to .. 2. 2 del capítulo Il;_ y· ·los co 

rrespondientes a adrenal se enumeran en tabla.X. 

Los método$ estadísticos empleados fueron anovade·un 

factor utilizando ei test de homogeneidad de Bartlett. Los con 

·trastes a posterioii, ~e~re~lizaron para una poblaci6n hetera-

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

. - . 
' . ---' 

Tejido --T3 días- 15 días 17 días 19. días R. Nacidos . -. 
--

Adrenal 2.52+0.15 1..26+0 .14 1.44+0.15 1.96+0.14 3.42+0.17 
. - - - - -

Tabla X: Concentraci6n de Pg (ng/mg tejido) en adrenal de em

bri6n de pollo. Los valores _promedio co~respond:m.a-~de 

-~rmjnaciones__por triplicado de dos muestras procesa-

das en distintos días. Anova significativa p<<0.001. 

La concentraci6n de Pg en este tejido es. alta en , .el 
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estadio de 13 días, desciende luego hacia el día 15 y se recu

pera en lai proximidades del nacimiento. 

No se observan máximos, la funci6n tiende a aumentar 

con el desarrollo embrionario. 

-, 

-',: 
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PUNTO.II 

~1ETABOLISMO DE LA PROGESTERONA EN TEJIDOS ESTEROIDOGENICOS 

E HIGADO 

l. MATERIAL Y METODOS 

1.1. Extracci6n y Preparaci6n de Muestras 

Se util·izaron 1000 embriones de pollo hembra, híbri

do doble pechuga, genética Copp, de 13, 15, 17 y 19 días del de 

sarrollo y pollos recifin nacidos. . . 

Los huevos se mantuvieron en incubadora a 37 - 38°C, 

marca Alonso S .R. L.,- Modelo 75; ·con ambiente humidificado has-

ta los distintos estadías del desarrollo embrionario. 

Los animales.fueron sacrificados por decapitaci6n, se 

parados por·· sexo y mantenidos .. sobre-,hielo durante el proceso in 

traopératorio~ 

Se disecaron los ovarios, la adrenal y el hígado,. se 

pesaron y colocaron en pools y se incubaron como se detallamás 

adelante. 

1.2. Métodos Utilizados 

1.2.1. Sistemas Croma~ográficos en Papel-

a} TPG: Tolueno-Propilenglicol (3: 1) · (144) • 
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Se realizó cromatografía descendente en papel What-

man n°1. 

Se utilizaron 'cortinas de 5 a 6 tiras de 2 cm. de an 

cho por ·45 cm. de largo. 

Estas cortinas se embebieron previamente en una mez

cla de propilenglicol-metanol (1:2), contenida en navecillas. 

Una ·vez eliminado el exceso de la solución por evapo 

ratd.ón se sembraron las. muestras a analizar., colorantes y patto 

nes necesarios. La siembra se·realizá en punto en todos los ca 

sos. 

Luego-·se ·coloca-ron --:tas- cortinas en las :cubas cromato 

·gr-áficas dejándolas estabilizar por una hora, al cabo dé la cual 

se desarroll6 el cromatograma con el agregado de solvente de co 

rrida, .Tolueno-Propilenglicol (3:1), por espacio de 15-16 hs., 

hasta obtener~una abundante overflow. 

Pasado ese tiempo se ·retira la cortina de la cuba,·· se 

seca y se somete a análisis~ 

-b) Bush A:~-Heptano~Metanol.,..;.Agua (.5:4:1) (145) .•. ~- _ 

Las cortinas ut.ilizada·s::;:l:uer.on. idénticas a las . ~~del 

TPG. 

. La siembra se reaLizó en punto directamente ~sobre. las 

cortinas, sin embeberlas en ningún solve~te. 

Se sembrar-on -las mues.tr-as.,"~patrones correspondientes 
·- -------- ... , -- -

y colorantes Azul Nilo -Y ~sudan ·r-II. 

La§ cortinas se estabilizaron en la cuba cromatográ-
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.fica durante 1 hora y se desarroll6 el cromatograma por · espa

cio de 4 hs. 

Al término de las. cuales, se retiran las cortina~ se 

secan y se procede al análisis de esteroides. 

-
El tiempo de corrida de la cromatogra·f.ía fue de apro 

ximadamente 9-10 hs. 

e) Cydi I: Ciclohexano-Dioxano-Metanol-Agua • 

. 4;4:2:1 (203). 

El método emple<ido_es el mismo descripto para el sis 

tema Bush A (b) • 

El -cromatograma se desarro116:durante aproximadamen-

te 7-8 hs. 

· d) CyBz: Cyclohexano-Benceno--Metanol-Agua. 

4:3:4:1 (203). 

·El método empleado es el descripto para ~ el- ·sistema 

Bush A (b). 

El cromatograma_se desarrol16 durante aproximadamen-

te 8 hs. 

1.2.2. Sistema Cromatoc;¡r5;fico en Placa Delgada 

El solvente de corrida utilizado fue Heptano-Acetato 

de Etilo (3 :1) (159). 

Se utilizaron placas de vidrio de 20 cm. x 20 cm.,c. 0.5 
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cm. de espesor. 

El lecho cromatográfico se componía de una .sbluéi6n 

de SÍlica Gel G-agua destilada en relaci6n 1:2. 

Las placas se activaron durante una ho~a a 110°C. 

La.siembra se realiz6 directamente, muestra a anali-

zar y patrones respectivos, la cantidad utilizada de estos úl-

timos fue·de 25 ~g. 

Se desarroll6 el cromatograma 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. Caracterizaci6n de los esteroides 

a) Preparaci6n de los Acetatos (203) 

Los .. acetatos de Corticosterona y Aldosterona, se ob-

tuvieron por tratamiento con Anhídrido Acético y Piridina, los 

productos de reac~i6n se separaron y caracterizaro~por sus Rf 

en cromatografía en papel en el sistema Cydi I. 

Cortiso±-y Doc (Deoxicorticosterona). se acet:il'a:I:on:p::rr:·~ 

el mismo·procedímiento, y sus Acetatos se cromatografiaron en 

TPG y"Bush A respectivamente. 

b) Obtenci6n de "L" 180H-B y "L" 180H-DbC p partir 
de ~·M" ( 2 O 4 ) • 

En este caso el eluído de la zona correspondiente al 

"M"-esteroide, -se .mantuvo ·en' -metano1 durante ·una semana a . ~.f:in 

de obtener una forma menos -:polar del·. compuesto, es decir la. for 
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ma '"L". 

Luego se evaporó el metanol bajo N2 y se sembTIS el-re 

siduo seco en presencia de un standard y se cromatografió en los 

sistemas Bush B para "L" 180H-B y TPG para "L" 180H-DOC. 
5 

e) Saponificación de Acetatos (205) 

El estroide c21-acetoxi se disolvió en un pequeño vo 

lumen de bicarbonato de potasio (metanol) al 0.4% (p/v) • 

La solución se saturó con N2 y se dejó durante 8 hs. 

a temperatura ambiente en cuarto oscuro. 

Los esteroides libres se extraj e·r.on con solución de 

acetato de etilo y el extracto se lavó con agua y se filtró a 

través de sulfato de sodio anhidro y luego se evaporó y croma-

tografió. 

Esta técnica fue utilizada para los Acetatos de B. 

d) Oxidación de los Acetatos (203) 

Los diacetatos de Aldosterona fueron tratados con ero3 

al 0.5% en acético glacial durante 10 minutos a temperatura am 

biente, se detuvo la reacción por el agregado de etanol al 20%. 

Esta técnica según Kliman y Peterson (203), prodüce 

la 11,18 Lactona del 21 Monoacetato de Aldosterona (Lama) para 

el diacetato de Aldosterona. El derivado se purificó en el sis 

tema Cy-Bz. 

1.2.4. Detección de los Esteroid~s en los Cromatogram~s 

a) Los esteroides radionertes que absorben a :240nm 

(64,3 ceto), se detectaron en los cromatogramas en papel, uti-

-137 
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lizando la emisi6n principal a 253.7 nrn (onda corta) de. una lárn 

para U .V. (.t-Uneralight t Shórt Wave u. V. , S11) • 

En estos casos el papel fluoresce con una emisi6h. vio 

lácea de intensidad variables, dependiente del solvente de e~ 

rrida utilizado en la cromatografía, y la mancha más oscura que 

identifica la posici6n del esteroide·por contraste, es debida 

a la absorci6n de la radiaci6n por:e:xcitaci6n. 

b) Los esteroides radiactivos sobre los cromatogra 

mas en placa delgada, fueron detectadas al determinar la posi 

ci6n que ocupan los patrones respectivos, por exposici6n de. la 

placa a vapores de r 2 bisublimado durante 5 minutos y demarca 

ci6n de la zona coloreada por punteado. 

El revelado de los mismos se produce por absorción 

del yodo sobre la superficie del esteroide. 

e) Los esteroides radiactivos presentes en loscDJ 

matogramas en papel, fueron ubicados mediante el uso de un ra 

diocromat6grafo Scanner, marca Packard, modelo 7201. 

1.-2.5. Elución de los Compuestos 

Se empleó para ello el m€todo discontinuo. 

Las zonas del cromatograma en papel que conteníalas 

muestras fueron cortadas en cuadraditos pequeños y 'Cblo'cadas 

·en erlenrneyers de 50 ml. \ 

Se utiliz6 como sol.Tente de eluci<Sn metanol. 

Los erlenmeyers se ubicaron en un agitador mecánico 

y al cabo de 15 minutos de agitación, se extrajo el· :solvente 
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de elución con ayuda de una pipeta capilar (para evita"+el a-
. 

rrastre de partículas de papel) y se volcó en tubos graduados. 

Luego de ese paso se les agregó nuevamente el so:hren 

te de elución, procedimiento que se repitió tres veces. 

Sobre alícuotas del 2% se realizaron las mediciones 
. . 

de radiactividad en un contador de centelleo liquido. 

Los eluidos fueron concentrados bajo Nitrógeno en ba 

ño termostatizado a 37°C. 

1.2.6. Medición de la Radiactividad 

La medición de la actividad dé las muestras que con 

. 3 14 
tenian H y e o mezcla de ambos, se realizó en un espectró-

metro (3 de centelleo liquido, marca Marck III, modelo 6882(Tra 

kor ·Anal'y"tic) . 

Las ·muestras :a. medir se colocaron en viales de ·.vi-

drio de bajo contenido en K+ y se llevaron a sequedad bajo ai 

re •. -Se les agregó 10 ml. de .la solución centelladora (4 gs de 

PPO + 0.25 gs de ·Dimetil POPOP en 1 lt. de Tolueno) ,a .cadá:~vi 

al (2B6, 207, '208). 

Los viales previamente tapados y agitados, se deja-

ron durante 10 minut6s# antes de.su lectura en el contado~en 

oscuridad y a bajateinperatura con el objeto de disminuir el 

fondo. ,. 

El-procedimiento:·-de medición ·requir.ió la--dete'rntina:-

3 . 14 
ción de los parámetros-óptimos ·para H y ·C. 

1.2.7. Método invitro de la Reducción Enzimática de~_la Pro-

-139• 
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gesterona. Separaci6n de las Fracciones 

1.2.7.1. Procedimiento de Incuba:éí6n 

La glándula adrenal, los ovarios y el higado se in

cubaron en 2 ml. de buffer Krebs-Ringer-Bicarbonato-Glucosa(~) 

pH 7, 4, en presencia del precursor radia~ti'ito 1, 2 3 H;....Progest~ 

rona a 37°C _durante 30 minutos, baj9atm6sfera de carb6geno ( 

95% o2 + 5% co2), en incubador metab6lico tipo Dubnoff con a

gitaci6n constante de 50 ciclos/~eg. 

El .. peso promedio de los pooJs utilizados fue: 

Hígado r::: ;·249 1 5+22, 6 mg. Ovário:· .Izquierdo =--34,4+3,8 mg. 

Adrenal - 45,7+ .... 4,0 mg. Ovario Derecho =23,8+2,7 mg. 

Se detuvo la incubaci6n por volcado del sobrenadan-

te, en tubos c6nicos conteniendo 4 ml. de Cloruro de Meti.lenq, 

se. realizaron ----dos extracciones ·más de ·3 ml. --c/u .con el mismo 

solvente (209, 210). 

(f) ~ilger-Bicarbonato-Glucosa 

10'0 ml. Cloruro de Sodio O. 9%. :2 5 ~ 
' .,. .)__;¡· 

'1.;4/ml. Cloruro de Potasio 1.15%. J ~ 
1, 63 -rol. . (} 

V/~ ml. --de Fosfato -diácido ·de Potasio. 0, <.__.) -vY 2.11% 

r · 1' 
~-;-}--_ 

" O .16 ml. 

, __ 
_.-(_~ 

D. / ~ ml. de Sulfato de Mag:nesio Heptahidratado 3.82%0 - o 7 S ""'-~ 

Soluci6n de 78,33 mg.de Dextrosa en 3,15 ml.de Bi 

carbonato de· Sodio 1, 29% .. 

O. 05 ml. Cl-ururo- de-cC-alcio 1,22%. 
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El precursor utilizado es 1,2 3H-Progesterona, de la 

que se agregaron 4 pmoles , .. y cuya actividad específica es 50 Ci/ 

mmol. 

1.2.7.2. Secuencia Metodol6gica 

Una vez realizada la incubaci6n y previo a la extrae 

ci6n de los esteroides, se les agregaron los tracers Pg-14~ Al 

do-14c y B-14c. 

Aquellos extractos cuyos homogenatos se realizaron con 

el hígado o alguno de lós ovarios, luego de llevarlos a seque-

dad bajo Nitr6geno¡ se cromatografiaron en presencia de patro-

nes y colorantes correspondientes en el sistema Bush A (l:. 2 ·~ · 1 

b). Este m~todo nospermite separar Pg y ambos metabolitos ·sa 

y 56 -P, del resto de los esteroides sintetizados por esos te

jidos. 

Para purificarlos· aún más y separarlos entre sí, ··se 

los cromatografi6 en placa-delgada en el sistema Heptano-Acet~. 

to de Etilo, 3:1 (1.2.2) .• 

El revelado de los"esteroides, indic6 la -presen~ia de 

Pg, 5et-pregnanodiona y 56-pr~gnanodiona con distintos Rf. 

La zona correspondientes a los esteroides, se tom:S" de 

la placa mediante el raspado de la sílica, lo que se volc6 en 

viales y previo. el agregado el líquido cemtellant~. se midi6_:la 

actividad· en un--c.contador de ·centelleo ~:líquido ~e.g.ún=.±:Q:-::detall~ 

do en :l. 2 • 6 • 

En cambio los extractos pro_venientes de la adrenal"<del 



1 
1 
1 
.1 
1 
1 
1 
1-
1 
1 

11 
l. 

·1 
'1 
1 
~ 
:1 
'1 
.1 
'1 
,l 
'1 

'1 

-142-

pollo previo a la realizaci6n de los pasos supraindicados; se 

los cromatografi6 primero en el sistema T~G (1.2.1oa))dur.ante 

el 'tiempo necesario para obtener un abundanf.e"overflow". 

El "overflow" así obtenido se llevó a sequedad y en 

tonces recien fue sembrado en el si_stema Bush A (l. 2 .1 b) y se 

continuó con el procedimiento de aislamiento y purificación. 

Los pasos utilizados en .. este punto ~e esquematizan· 

en la figura D 0 23: 

l. 2. 7. -3.. Caracterización de S a. y 5 f3 Pregnanodiona 

Luego-de-la separación.y aislamiento de ambos meta~ 

bolitas por.placa.delgada, como se describió oportunamente,se 

cristalizaron· ambos en presencia ·de un carr·ier radionerte has 

ta actividad específica .c-onst~nte. 

Se utilizó como solvente de cristalización eter etí 

lico.:..heptano para_ sa pregnanodiona y cloruro de metileno-ace

tona-agua para su .is6mero. 5a.(Ver Resultados). 

Este m~todo permitió caracterizar los asteroides ya 

segurarnos_que el materiá.l_radiactivo ai.slado de la_placa era 

el- correspondiente .a las dianas P'!.lras •. 

Es~necesario destacar la buena reproductibilidad de 

los -m~ todos -de conteo- de- la· radiactividad, gracias a ·l :que -el 

queching .es corregido individualmente para cada muestra por_ :!:!_ 

. ·. . .· . 

na ventana automatizada -=Para. 6p:tima_-energía .dirigido por un a 

nalizador ..:..multi.Canal... . ~ , 
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Incubación 1,2 3 

J con H-Progesterona 

Extracciones :con Cloruro· de· ·.He:tileno 
J 

l J 

1 Bush AJ l TPG J 
j 

1 1 
Pg ·t }letaboli tos Otros Esteroides 1 ) Overflo~ ) 
S a y 5 6-P 

1 T.L.C. j Estudio de la J Bush AJ 

Corticoidog~nesis 

Pg (sa~Pj \ss-PI Pg+Metabolitos 

1 Sa y SS-P 

Medici6n de l T.L.C. \ 

Actividad 
1 

1 . 
~ 1-- Sa - P \ls f3 - P l 

1 . 

1 

. 

t-1edición de 

Actividad 

figura no 23: Secuencia metodológica seguida para el aislamien 
to de los metabolitos reducidos de la progestero 
na Sa-P y 5(3-P. A partir de incubaciones con ova 
rios, adrenal e hígado~ 
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1.2.8. Estudio de la Corticoidogénesis en la Adrenal. Ais-

!amiento y Caracterizaci6n de los Esteroides 

Para el estudiq .de la corticoidogénesis en el pollQ 

se eluyeron del TPG .de las suprarrenales los picos que füeron 

considerados importantes por la radiactividad que conten!~es 

decir, las zonas correspondientes al "Origen" y "Corticostero 

na" en el cromatograma. 
•. 

Por otro lado, se eluy6 también del cromatograma del 

Bush A de suprarrenal, la zona correspondiente a "DOC'', queces 

más polar que Pg y cualquiera de sus reducidos. 

De esta manera se analizaron tres ~onas en los enEa 

.,1:ogramas de suprarrenal, las correspondientes al "Origen","B" 

y "DOC" (figuras n°24, 25 y 26 respectivamente). 

El eluido déü "origen" del TPG se sembr6 y cromatogra 

fi6 en. el sistema Bush B5 ~ :en este sistema fue posible la:.•.sepa 

raci6n de 180H-DOC, Cortisol, Aldosterona, ·Cortisona y l:BOH.;;.B, 

debido a sus diferentes ·Rf (..f.ig-.m o 27) • 

Se eluy6 la 0ona correspondiente a 180H-DOC "M",se 

llev6~ a '._sequedad-bajo N2 .y se mantuvo en metanol dllrant.é:.una:.:se 

· ... maria(i. 2.3. b)' al cabo de la cual se .sembr6 y cromatografi6 

en 'l'PG (1.2.1.a}.,obteniéndose ambas formas 180H-DOC "L" y"M" 

lc.a que se trataron por separado. 

La 180H-DOC"M"restante se volvi6 a someter .al tra-

tamicnto .. con metano!, cromatografía en·TPG, dando-entonces 'la 

180H-DOC "L" .-
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En cambio la 180H-DOC "L" que se obtuvo del ··primer 

TPG, se la mantuvo una semana en forma de residuo seco y ruego 

se seinbr6 nuevamente en TPG, para dar la forma 180H-DOC "M". 

Las zonas correspondientes a Cortisol y Cortioona,· -~ 

llevaien a sequedad y ambas se sometieron por separado a ~una 

acetilación por .el método descripto en 1.2.3a; al cabo de ,_la 

misma se sembraron ambas en TPG y se recuperó del cromatogra

ma los Acetatos de Cortisol y Cortisona respectivamente. 

El eluido de.la zona correspondiente a Aldosterona, 

se llevó a--sequedad-Y se lo acetiló (1 ~.2. 3á), -el Acetato de..Al 

do así obtenido se lo purificó en el sistema Cidy I (1.2.lc). 

En este caso el derivado fue sometido a una oxidación con ero3 

tl.~-2 ~ 3'd) · y .. la .11 ;:l.a:~J:actoha. del 21-monoacetato · (LAMA) obteni.;;. 

do se purificó en el sistema CyBz (l. 2 .• ld) • 

Finalmente a ·la zona correspondiente a 180H-B, se lé 

realizó el mismo tratamiento que 180H-DOC, para obtener la for 

ma "L" (1~2.3b), con la única diferencia que los derivados se 

purificaron en el sistema Bush B5 (1..4 .lb) . --:-

Todos -estos pasos están--esquema-t-i-zados-en la fig.n° 

24. 

La zona del TPG que coli..ncide con ·'corticosterom:l', se 

eluyó y llevó a sequedad bajo N2 , luego se procedió a su ace~ 

. ·tilación-utilizando~el:::sistema, descripto· en. 1.2. 3a y el Aceta 

to de~B obteriido-se~purificó-én Cidy I (1.2.lc). 

El acetato de B fue saponificado (1.2.3c) y recroma 
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tografiado en TPG (1.2.1a), de dOnde se eluy6 la Corticostero-

na pura. 

Finalmente la zona correspondient~ a "DOG" en el Bush 

A, fue eluida, llevada a sequedad~ acetilada (1.2.3a); los A

cetatos de DOC así obtenidos se purificaron en el sistema Bush 

A (l. 2 .lb) • 

La pu:tificaci6n y aislamiento de Costicosterona y ~ 

se esquematizan en las figuras n°25 y 26 respectivamente. 

2. RESULTADOS 

2.1. Metodol6gicos 

Es importante destacar la buena separaci6n obtenida 

entre los derivados 5 a y $ -~ entre sí y de Pg en placa delga

da por el sistema Heptano-Acetato de Etilo (1.2.2.)~ 

. La radiactividad contenida en cada zona se cont6 di-

rectamente sobre la sílica, sin realizar extracciones. Si bien 

este método produce un poco de quenching; este fue ';corregido por 

dos procedimientos, uno de ellos es la utilizaci6n de un conta 

dor de centelleo líquido que corrige el quenching de cada mues 

tra mediante una ventana automatizada para energía 6ptima y di 

rigida por un analizador multicanal; y el otro fue la utiliza-

ci6n de un factor de correcci6n que se obtuvó sembrando patro

nes de actividad conocida en la placa de sílica y crom~ia-

dos en el mismo sistema. 
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Por cristalizaci6n hasta actividad especifica cons-

tante se pudo comprobar que los resultados obtenidos _'corres-

porid1an a las pregnanodionas puras. (tabla XI)"~. 

No fue necesario en el aislamiento de F, Cortisona y 

l>OC, más que un paso de purificaci6n ya que _se llegaba a. la re

laci6n 3a;14c-.: oobstante por ese único mecanismo. 

2.2. Bioquímicos 

3 2. 2 .1. Curvas de Desaparici6n -de H-Progesterona en los 1ie-
-' 

jidos Esteroidogénicos· e· H1gado 

En la tabla-XII figura el porcentaje de desaparici6n 

- -_ -g '3 -
de- H-Pg calculado COirt~ 100% - % H-Pg·no metabolizada. 

Los métodos estadísticos utilizados fueron los mis-

mos descriptos en el punto I 2.2 de este capítulo. 

El metabolismo del- -sustrato- ex6geno muestra varia:::io 

nes caracter1sticas- en -todos -los tejidos -durante el desarrollo. 

La conversi6n -del- sustrato marcado es igual -<en> -aínóas · 

.gonadas .. en. los_ estadías inicial_es -y pr6ximos al· nacimi_ento, p~ 

ro ·es~-mayor-en la· izquierda _.respectO-de :-±a :derecha. en.--Los -es--

tadío:s-·intermedios. 

Las curvas de conversi6n muestran un máximo r en '.el 

día 17, y desciende .rápidamente hacia el d1a 19 y recobra su 

peso en el nacimiento. 

Las curvas--de-cia adrenal no rnuestran-.-un-=c,mínimo tan 

-- -- profurtdo=en :er~día-J.--g-:-cü"mo----:tas curvas-'-del ~ovario, pero~en .la -a o -

drena! -el máximo coincide con el del ovario izqtP.eidó en:el:día 1.7. 
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Tejido Metabolito No cristaliz. Sistema sv. 3 
dpm H/mg 

1 2502 

2 EE/ 2207 
5¡:r-P-

3 . HE 2074 

Adrenal .. 4 2168 

' 
... 1 2369 

5a.-P 2 Meci·· 2420 
· /Ace.tona 

3 1843 Agua 
4 1915 

1 16887 
'. 2 EE · 16349 · 5B...:..P /HE 

.. . 

.. 3 16406 

· Ovario 4 1.6877 
Izquierdo 

1 938 . 
5a.-P 2 MeCl ,. 923 

/Acetona 
3 Agua .. 732 

4 951 
,. 

1 18581 
· .. 

58-P 
2 EE/ 17884 

' 3 HE .17890 

Ovario '' -4 ·17889 
Derecho l. 680 .. 

5a.-P 
2 MeCl 645 

· /Acetona 
3 ·Agua 627 

4 648 

Tabla XI:Datos cristalizaci6n de las pregnanodibnas hasta ac-

· tividad-espec!fica constante •.. 
-·--- -- ·----

____ · EE: E ter -etfl ico . _ HE: -·Hepta~ño : =-:Me el : · .c:1-orur.o ~e -Me:=.: 

tileno. 
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El metabolismo del hígado corno era de esperar es el 

más alto. 
' 

Tejido l3 15 17 19 R. Nacidos 

Hígado 94.8+0.6 a 
82.1+3.6 

a ·a 
88.5+0.6 92.7+0.5 

a 
94.5+1.5 a 

- - - - -
(9} (9} (10} (9} (7) 

Adren al 
. a 

77.9+1.4 .66. 8+1. 8 
a 

76.0+1.9 
a 61.1+2.3 a 

92.9+0.8 a 
- - - - -• 

{8) ( 9} (10) (9} (9} 

Ovario 
n-•. É 33 .1+4.,0. 64.1+1.5 a 

76.3+3.8 a .a 
52.1+2.3 69.6+1.3 

a 
- - - - -

_Izquierdo { 9) (9} {10} {9) {8) 
-

Ovario 33. 4+2. 9 51.6+0.3 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 desaparición por mg de te 

j ido + Error st. El. número entre paréntesis ;".indica 

número de muestras incubadas. Se observó heterogenei 

dad a un valor de p< 0.001. Los valores de los tejí 

dos fueron--comparados con los del ovario derecho por 

un "t" de-contraste a posteriori. 

a: P<0.001 ,n. s.:. no significativo •. 

: 2:~'2.2 ·. Mé'tá:b:olis:mo de P~ en Adrenal 

Podernos ver·en el cromatograma de la fig.· n°2g, :que 

\:: ?g es convertida .en al menos diez rnetaboli tos por la .·adrenaL 

de ~mbri6n de 17 días. 

A lo larqo<.de·L-sesarrollo este rnodelo=.es ..simi::la.r_;_y~s. · 

cambios .son --simplemente -cuantitativos. 

Los rnetabolitos caracterizados por el método d~scrip 
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-- . ·--- ·, ---·-------. -· __ _,. ____ . ____ . __ 

,:figura n .. 0 27: Bcannirig .de --un cromatograma· :Correspondiente a 
la incubaci6n de adren.:ües de embri6n de pollo de 17 días. 
A: Scanning del overflow del TPG, .desarrollado en el sistema 
cromatográficO Bush A.Progesterona (P)y su xretabolitos reducido (RM) 
se eluyen juntDs~y se separan luego ¡:or TIC. · .·. 
B:Scanni.ng del· eXtracto total ciornatografiadó en -el sistema TPG •. 
C:Fracci6n polar al origen del TPG, ~luida y cromatografiada en el sis-
tema Bush :.B · • · . · 
standards-~tografiéidos, .. :progesterona···(P).; .xretabolitos. reducidos. 

-------(-IM)-:1..-i~sterona{D)<,-~rticosterona{B) ,:-::lOOH,.,.B'.!M'!{B:'i..:..·eort.-i=--· 
.sol (F)'~-.Atá.ostereña=::(A)~:-EFpl.Co~:inrrediátam:!mte~-~-derehéi.:3Q.e-cA,--po-~.~ 
dría ser .-la .fonna -~-'V' de 180HB (Aragonés y. .. ccil, _204). -Observar· diferen
cias en las atenuaciones. 
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to son: B, DOC, Aldo, lBOH-DOC Y lBOH-B, estos últimos en sus 

formas "M" y "L". 

También fue detectado Cortisol y tentativ~ iden-

tificado por su movilidad en el sistema Bush B5 • 5 a. y 5 8-preg 

nanodiona se~ separaron por placa delgada y se ident:.:ificaron:pJr 

·cri·st:a:liz.á.cién :hast·a·_· .. acti.vidad específica constante en prese!!_ 

cia de carriers radionertes (tabla XI) . 

Se puede observar en tabla XI, que se logra consta~ 

cia ·de la relaci6n -dpút 3H/rng en ambos ovarios entre la prime-

ra y segunda~ristalizaci6n. 

S6lo en lá. adrenal ... hay pérdidas más o menos :I.;;inp)ítan 

3 
tes de H. 

Tarnpién podernos ver eh la fig.n?.27.',,.que)eL'_material 

correspondiente .a la zona de. B es -más,::'.abundante que el corres 

pendiente a los 'otros -corticoides--en--el -día 17 ,esta tendencia 

se mantiene a ]lo largo del desarrollo-embrionario. 

Si comparamos lacreducci6nA/B·cis de-la-Pg-con su 

convers·i'<Sn~- a~ cort±co.ides, -debemos~~omparar:~entonces _·las can"t:i 

dades de 513..;..P ·con ·la--de B¡·-principal corticoide .sintetizado pJr 

la glándula. 

.El resultado de este estudio se puede ver en la ta-

bla XIII y fig.n°28. La red~cci6n A/B cis predomina en los es 

tadíos_ tempranos -del-'desarrollo ·-y--'-Su---=valor-;;---excede -en-un-f-ac-:tor..:.=----=--_ 
___ __;o_, ________________ ---------- -----------------

La reiaci6n luegoc'desciende rápidamente hacia el na 
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cimiento y en el nacimiento la c~rticoidogénesis predomina (8 

veces mayor) sobre la reducción de Pg. 

Gráficamente, vemos la simetría entre las curvas co· 

rrespondientes a ambos esteroides (fig. 2BA) y el descenso ex 
. }. 

ponencial de la relación 58-P/B en la figura .n°28B (conclusio 

nes). 

En contraste la relación 5a~Pregnanodiona/Corticos-

terona, se aproxima a la abcisa asimtóticamente. ·La reducción 

A/B cis es ~n orden de magnitud mayor que los valores obteni-

dos para la reducción A/B trans y la relación 5a/P 58P perma-

nece prácticamente constante hasta el.día 19, tendierido:luego 

a aumentar hacia el nacimiento; 

Los métodos estadísticos empleados fueron los mi5rros · 

utilizados en el punto I 2.2 de este capítulo. 

-

Día del 
desarrollo ,5.Ci.:-Pr.egnanodióna· e ' .5,8.:-Pregnáno,di(ma 

l3 1.45+0.15 9.8+1.62 - -
15 0.63+0.13 5.60+0.39 -
17 0.74+0.05 7.96+0.19 - -
19 0.32+0.05 4.01+0.51 

R.N. 0.15+0.03 0.86+0.20 

Tabla XIII: % de conversión a 5a y 58-Pregnanodiona por 10 mg 

de tejido. Anova significativa p<0.05, 58-P día 

17? 15 y día 17 > 19). 

2.2.3. Metabolismo Reductivo de Progesterona en Ambos Ova-

rios 
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La tabla XIV representa la conversi6n de H3 ·-Proges . 

terona a ambas pregnanodiona$ por el ovario izquierdo y dere

cho. 

Se observa una importante diferencia entre ambos o-

varios, en las curvas correspondientes a~513-P, durante el de-

sarrollo. 

En el OI ~1 igual que ocurre en la adrena~ 58-P res 

ponde a una funci6n.ondulatoria que desciende rápi<Íélmente con 

un máximo~menos pronunciado que la adrenal-en el dia 17. :En 

el ovario derecho, los niveles de 513-P cambian en menor prowr 

ci6n durante el desarrollo. 

Como consecuencia de esto, la relaci6n 5a-P/513-P en 

aml:)os ovarios obedece· a una fúnci6n totalmente diferente ,-;co

mo se puede ver en la fig·..;29B (conclusiones} , en el dia 13 e~ 

ta relaci6n es mayor en el derecho que en el izquierdo :mien-

tras que en el nacimiento se invierte. 

Sin embargo la reducci6n A/B cis, en-todos los esta 
-- ~ ----·-

díos y en ambos ovarios es mayor que la A/B trans. 
.. 

La mayor diferencia la encontramos en el dia 13 en el 

ovario izquierdo (16-0.8) y la menor, en el dia 13 también p~ 

ro en el ovario derecho (10.5-1.8}. 

"~Los métodos estadísticos empleados fueron l()s miSm:Js 

~descriptos en el punto I 2.2 de este capítulo. 

2.2.4. Metabolismo Reductivo deProgesterona en elHígado 

Estas tránsformaciones fueron estudiadas en este te 



-----------------------
¡r 

·A 
0.2 

> 

10' 

~ 8. 
\() 
•r-1 
t:ll 6. 
~ 
Q) 

E: 
o 
u 
dP 

o.g 

0.4 

-• •1 , 13. --T5-~-r,"Z..n----c-I~ u --- RN r 
! . .. ' ' ~ 

· Dias del desar~6llfu -
:f~ura n° 29: .. Curvas de ~ de- eonversi6n y- relaciones en anfups ovarios~ 1 

.!_: -P(O.D.) (,._);_SI3-P(OD) (_._); 5a-P{QI(-x-); 513-P(OI) '(:-t
1
· ~) 

B:5a-P/513-P(OD) (--.--)-y 5a-P/513_:-:P(OI) (--%-). ·. · · · 
TA): Ambas curvas 513-P. correspondep a valores de y pro];X)rcionales a la parte superior del eje y; y -am 
bas Curvas Sa-P a los valores dé y proporcionales a la parte 'inj:erior del eje y. I.os valores son pro= 
medios de % de convers'i6n por 10 nq de tejido + error standard. 

- 1 

1 

•• >! j 
li 1 

;') ( 

1 ..... 
U1 
-...J 
1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

i 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

-158-

jido con la idea de comparar los resultados en glándulas este 

roidog~nicas con un clásico tejido metabolizante. 

Aunque las curvas de conversi6n a las dionas en es-

te tejido tienen ciertas similitudes con las de los tejiDbs es 

teroidog~nicos, tabla XV, la relaci6n 5a/58 responde .a una.fun 

ci6n totalmente diferente. 

En el d!a 13, esa relaci6n es muy alta inclusive ma 

yor a la de cualquiera de los tejidos esteroi:lóg~cbs:··fig. n°30. 

En general los datos de conversi6n a ambas pregnano 

dionas observados en el h!gado son d~ez veces menor o más que 

el resto de las glándulas. 

Los m~todos e·stad!sticos utilizados son ~os · ·mismos 

descriptos en el punto I 2.2 de este cap!tulo. 

Días del -

desarrollo Ovario-:-Izquierdo ovario Derecho 
.. ':"5aPregn. 58~Preg~anodiona 5a-P 58-P . 

13 0.79+0.16 '.-.-·16.29.+1. 78 1.74+0.28 i0.36+1.18 - - -
15 0.54+0.08 9.79+0.72 0.38+0.05 ·9.01+0.70 - - - -
17 0.86+0.06· ----~ .B3+0. 42 0.98+0.08 11.36+0.53 - - - -.. ' ··--·---------

10.46+2.87 -. 19 0,.84+0.16 6.65+0.95 0.70+0.16 .. - - -
RN 0.21+0.06 1.00+0.14 0.47+0.08 5.2 +O. 72: - - - -. 

Tabla XIV: %de conversi6n a.5a y sa pregnanodiona/10 mg. de 

tejido en ovario izquierdo y derecho. 

Anova· signi.ficativa p<O. OS para ambos ovários. 

OD: 5a-P d!a 17>15.y día 17>19. 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
-~-----

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

-159-

D1as del 
desarrollo 5a-Pregnanodiona 5S-Pregnanodiona 

13 0.31+0.07 0.70+0.10 - -
'15 0.15+0.04 1.05+Ó.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 coriversi6n a 5a y 5S--Pregnanodiona por .10 mg-.dé 

tejido en el h1gado. 

Anova s_ignificativa p<0~05. 

D1a 15 > 13 y > 17. 
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' .13 
i i 1 ' ~----

1.5 ·1.7 1.9 RN 
- Días del.~-des_arro·lclo 

- risura=n~~:3_ü: -curvas de % de conversióncy:relaciones::___en el-hí _ 
- gado. -

5a-P <+>; 513-P(-..-); 5a-P/513-P (--•-) 
- I.Ds valores del día 1.3 para 5a-,P corresponden a la parte -super,ior y --los 

valores- de todos los otros días de esa curva- a la parte inferior del e
je y. Las curvas 513-P y Sa-P/513-P corresponden a valores de y proporcio 
nales a la parte superior del eje -y. -

-_I.Ds valores son prorredios de % de conversión por 10 !lB. de tejido + 
s~d. ~ 
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PUNTo·· 1 I 1 

ACTIVIDAD DE LA p.:ALA-S EN TEJIDO ESTEROIDOGENICO E HIGADO 

'· 

l. MATERIAL Y METODOS 

i.i. Extracci6n y Preparación de Muestras 

Se utilizaron embriones de pollo híbrido doble pechu. 

ga, Genética Copp de 13, 15, 17 y 19 días y pollos recien na-

cidos. 

Los embr~ones 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 fueron sacrificados por decapitaci.ón y 

separados por sexo una vez abierto el campo operatorio. 

Una vez disecados los adrenales, ei hígado y ·ambos 

ovarios, se pesaron los tejidos.y se prepararon pooles de ca

da uno de ellos. 

1.2. Determinaci6n de la Actividad de la Enzima por Métodos 

Radiactivos 

1.2.1. Síntesis y Aislamiento de oAla Radiactivo a Partir 

1:4 de c-succínico 

Se prepararon los homogenatos (20% p/v) en: buffer Tris 

ClH 0,2 M pH:7,4 y se centrifugaron a lOOOxg durante 10 minu-

tos. Cada vaso de incubaci6n contendrá 1 ml. del homogenato. 
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Las condiciones de la incubaci6n se tomaron del mé

todo original de Strand y col. (211), modificado luego porTo 

filon y Piper (185)para adaptarlo a hígado y tejido esteroido 

génico de embri6n de pollo. 
. '· 

En nuestro caso hemos hechó estudios previos de es-

tas características a fin de confirmar las mejores cond~iones 

de ensayo para nuestros modelos de investigaci6n. 

De acuerdo a lo observado en la tablaXVI, la tioqui 

nasa (0.6 Unidades Kaufman/ml.} obtenida de Sigma Chemical Co 

(St Lowis, lv!o) aumenta la actividad de la enzima en todos los 

6rganos salvo el hígado. 

De los cofactores incluidos en la Tabla ~2f"':Y lista

dos más abajo originalmente empleados por Strand y col. (211) 

no tienen influencia en el ensayo, malonato (10 mM), arsenito 

de sodio (5 mM) y antimicina (2,5 ~g/ml). 

En cambio el glutation reducido (212) aumenta su ac 

tividad. 

Dado que la preparaci6n de tioquinasa se obtuvo de 

hojas de espinaca se utiliz6 ATP como nucle6tido de alta ener 

gía. 

El pH 6ptimo para los diferentes tejidos oscil6 en-

tre 7.2 y 7.6, sin exhibir un máximo de importancia. 

La TablaXVII muestra una curva de actividad vs Tiem 

po para el embri6n de 17 días en cinco intervalos diferentes. 
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Tejido 

Hígado 

Adrenal 

Condiciones 

del medio 

Completoa. 

Sin: 

malonato 

·malato 

arsenito 

antimicina 

GSH 

Sistema Genera-b 

dor-de_SUcc:inil

COA. 

Corrpleto, rean

plazéindo b J:X>r 

SUccinil=CoA de 
espinaca e;: 

··... . -a 
Completo~ .. 

Sin: 

malonato 

malato· 

arsenito 

antimicina 

GSH 

Sistema ·•Genera

dor.SUccinil-coA~ 
Con medio corrpleto 

reerrplazando ___E. J:X>r · 

SUccinil-coA de es-

Experimento 1 Experimento 

nmol/mg.h nmol/mg.h 

0.189 0.196 

0.192 0.182 

0.185 0.187 

0.190 0.197 

0.188 0.186 

0.167 0.170 

0.185 0.189 

o .19.2 0.189 

0.309 0.304 

0.311 0.312 

0.312 0.315 

0.308" 0.306 

0.306_ 0.310 

0.265 0.268 

0.248 0.250 

pinaca ·· e O • 311- . O • 3 O 6 
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2 

. Tabl~F"'xv:E!Efecte· de-:·,gJ!l1pllestoc~teA.ItJ.-i:i'Zados:::en:~la~ucciún· ñe. ·( ·¡,;;,· 

· Ala-Sintetasac.encfurogena.to~e :afu.enar:·:e '-lúgado ~ -~ ._ · _ 
a: Strand y '-col-(265) ~b::C.On=-€1. =medie •:comp-leto.:.;~ sisterna:-_c;;Jeilerador_:_::": -_._ ~.:.- -· ' 
de SUccinil-coA de- Sigma Chemical Co; .St -.IDuis ,~.:.M:>. · e Con el sis 
tema corrpleto y .succinil -CoA de espinaca •. 
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Podemos ver que dentro del rango de concentraci6n de 

proteínas utilizado la reacci6n es lineal hast~ los veinte mi

nutos. En nuestros experimentos mantuvimos la concentraci6n de 

proteínas dentro de esos límites. 

Tiempo Tejidó ' 

Incubac±6n Hígado Suprarrenal - Ovario"Izquierda 
en minutos (150-400) a (150-350) a ·(80-250) - -

b 
~ 

5 5.02+0.76- 26.1+1.79 19'.28+1. 75 - - -
~o 9:.,86+1.47 4;8.3+3.00 40.62+3.66 - - -
is 15.08+2.32 77."30+5.10 57.45+5.21 - - -
20 18.90+2.62. 105.0+6.83 78.30+6.46 - - -
30 25.80+3.85 129.00+8.56 92.41+7.52 - - -. 

Tabla xvn·: Actividad V"s tpo. Embri6n 17 días: 

a contenido--de Proteina de, las m'l,lestras en mg. 

b Ala~s en nmol x 10-3/mg proteína. 

a -

Los valores son un--promedio de --sei-s -ensayos --a-di fe---

rentes_.concentraci-ones de- proteínas + error -standard~·. 

Dado -:los ;resul tados~-Obteni:dos -,--::Ia ·-mezcla de :'incuba

ci6n contuvo entonces :---1.5 1fCi -de ácido {1 ;-4) 14c-succínico (Ae 

116,8 mCi/nmol); Tris-HCl (pH 7 ,4) lOOmM; -Acido Succínico radio 

/JP.rte 125 uM; Glicina 100 mM; EDTA 100 mM, cioruro de Magnesio 

' 10 .mM; .ATP O. 5 mM; CoA 20 mM; Fosfato de Piridoxal O .1 ml-1; GSH 

6 .,.:::;; y· 0.3 ml. de soluci6n .de·succínico· Tioqu:i.nasa (0~6 Unida 

des Kaufman/ml). 
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La incubaci6n se llev6 a cabo en un incubador · Dub-

noff a 37°C durante quince minutos. 

Para el aislamiento del cAla formado se utiliz6 .. el 

método de Tofilon y Piper (185) modificado. 
~-. 

Luego de la incubaci6n se precipitaron las proüúnas 

con ácido Tricloacético al 25%, y a cada incubado s.e le · aña

di6 12.5 urnol 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 centrifug6 a SOOOxg durante 

quince minutos. y se lav6 en tres oportunidades el precipitado 

con 1 ml. de TCA 1% cada vez, y se reunieron los líquidos de 

lavados y el sobrenadante, Finalmente se,ajust6 el pH a3.9 con 

acetato de sodio 1M'pH 6.3. 

En estas condiciones se cromatografió la muestra en 

una columna de intercambio catiónico Dowes 50 (0.8 cm.xS.Scm) 

previamente equilibrada con acetato de sodio 0.1 M, pH 3,9. 

Luego de sembrada la solución se lavó sucesivamente 

con: a) 3 ml. de acetato de sodio pH 3,9 0.1M. 

b) 3 ml. de una mezcla de metanol:acetato de sodio O.lM, 

en relación 2:1 (v/v). 

"e) 2 ml. de HCl O.OlN. 

Finalmente se eluyó de la columna el 14c-Ala forma-

do con 3 ml. de una soluci6n de OHNa 1N. 

1.2.2. Síntesis y Aislamiento del 14c-Ala-Pirrol 
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Dado que junto al 14c-Ala pueden ser eluídos sustan 

cias interferentes de idéntico comportamiento cromatográfico, 

podrían ser eliminados del medio por transformaci6n del 14c-A 

la en 14c-Ala Pirrol. 

El eluído de HONa 1N de la columna se ajust6 a pH 4,6 

con ácido acético 4N y se agregaron 200 1-tLCl,e acetil cetona,.ca 

lentándolas luego durante veinte minutos a 95°C. 

El producto de reacci6n se purific6 por pasaje a tra 

vés de una columna de intercambio ani6nico Dowes 1 (0.8 cm. x 

5, 5 cm), previamente equilibrada con acetato de sodio o.os.n pH 

4.6. 

La columna se lav6 sucesivamente con: 

a) 15 ml. de agua. 

b) 5 ml. de ácido acético 1N. 

e) 1 ml. de metanol. 

El 14c-Ala Pirrol se eluy6 con 4 ml.de una solüci6n 

de metanol:ácido,acético 1N en relaci6n 2:1 (v/v). 

1.2.3. Medici6n de la Radiactividad 

El eluído de la columna anterior se recogi6 en via

les de vidrio de bajo contenido en potasio, a los que se le a 

fiadi6 12 ml. de una· soluci6n centelladora que contenía 4g§.de 

2,5 Difeniloxazol (PPO) y 50 mg de 1,4 p-bis (2-(4 metil-5 fe 

nil-oxazol))benceno (Dimetil POPOP) por litro de una soluci6n 

de Tolueno: Arcopal NlOO en relaci6n 2:1 (v/v). 

Los viales fueron tapados y agitados y mantennos du 
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rante 6 hs. en oscuridad y baja temperatura para disminuir el 

fondo, previo a su lectura en un espectr6metro S de centelleo 

líquido, marca Mark III, modelo 6882 (Tracor Analytic) (206, 

·207, 208). 

Para establecer el porcentaje de-recuperaci6n de ca 

da columna se cromatografiaron standards de ~ 4c-Ala de distin 

ta actividad específica. Las actividades específicas de :cáda 

muestra fueron calculadas· teniendo en consideración el dato de 

de recuperación hallado en cada columna. 

1.2.4. Determinaci6n de Proteínas 

Estas· fueron determinadas por el método de Iowry ·etal 

(213) utilizando seroalbúmina boviJ1á. cristalizada como standard. 

2. RESULTADOS 

Los métodos estadísticos empleados en este caso son 

los mismos utilizados en el punto I 2. 2 de este capítulo .l fpf,_ 1 J::C· 

En las tablas-:XVIII:,·y:xrx~·~ se· detallan las activida 

des específi-cas de_~a :enzima.ó-Ala.,..S-y el contenido de protei 

nas totales; y las actividades por 10 mg de tejido y el peso 

·· de cada órgano respectivamente, durante el desq.rrollo embrio-

nario. 

Las actividades ,específicas·· en -~a'-:.ádrenal en gene-

ral son, á.l:":tascen.,.lbs:.:;cinco · estadías -est.udi.ados -_y~ exceden ~si-gn.i-=cc.· . 

ficativamente-alas actividades en el hígado en.los días 13, 
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y 19 d!as. En los estadios de 13 y 19 d!as se observan dos má-

ximos relativos, presentañdo un· perfil ondulatorio (Talia-~XVIII): 

Las correspondientes al OI son tarnbi~n elevadas-y se 

hace más notable en el día 15 al compararla con el hígado. 

En cambio en el OD presenta dos estadios, 13 y-l7':dí.as · 

-en los que el hígado exc~de o· iguala los valores de act;i.vidad 

especifica hallados, mientras que los tres estadías restantes 

son comparables al OI y adrenal. 

Los tejidos esteroidogénicos, en general poseen en 

· distintos estadios embrionarios mayor actividad de o-Ala-s que 

el hígado. Esto es cierto particularmente para el caso de las 

glándt~:las esteroidog~nicas que funcionan como glándulas end6-

erinas en .la hembra de las aves, la adrenal y el ovario izquier-, 

do, y aún para iilgun estadía. en el ovario derecho, ganada "no 

·funcionante" {22, 214). 

El contenido de proteínas por mg de tejido en las 

glándulas end6crinas es prácticamente constante y generalmen

- te _menor....::que ::en:-=-~1--:hígado.-

· Dado _,q-ue- las- ·glándulas --end6crinas, esteroidog~n:ii!ci::as 

son pequefias ~rente al hígado, estas no son contribuyentes d~ 

importancia en la síntesis total de o-Ala. (Tabla XIX). 

En general, entre las glándulas· eild6crinas el OI pre 

senta .unac.actividad ·-e.nzimáti-ea poco impo-r~'.,con--val-o:r:es ,_··a-

proxima-dainerite ·constantes =en los -pr-imeros- -estad!_os~-estudiados 

y con·tendencia~a disminuir hacia·el nacimiento. 



--------------- -·-------
Tejido. 

Hígado 

Adrenal 

O. Izq. 

O.Der. 

. ~ - -

días del desarrollo 

13 15 17 19 R.Nacidos 

a 0.27+0.02- 0~09+0.01 0.29+0.0.07 0.18+0.02 0.16+0.03 - - - -

(0.012±_0.001)e.(0.013+0.002) (0.011+0.002) (0.012+0.002) (0~011+0.003) 

( 2) ~ (4) ( 4) (3) (2) 

0.99+0.24ª e 0.38+0.06- 0.57+0.07 
. e 

0.73+0.07- 0.47+0.07 - - -
(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 e 0.35+0.06- 0.41+0.07 d 0.35+0.07- 0.33+0.07 - - - -.. 
(0.005+0.001) (0~006+0.001) (0.005+0.001) {.0.006+0.002) (0.004+0.002) 

(2) (4) (4) en ' (3) 

0.15+0.08 e 0.41+0.11- 0.39+0.26 0.44+0.16 0.41+0.05 - -
(0.008+0.001) (0.008+0.001 (0.008+0.004) (0.007+0.001) (0.003+0.001) 1 

J (2) (if) (4) {3) (3) 
- .. . ~ ~ ~. . ~ - ~ ~ ~ ~ ~ 

p y p 

brionario. ~ nmol Ala producido/hr. mg proteína. e_ mg de proteina/mg de 

tejido. ~número de experimentos. d p<O.Ol. e p<O.OOl.Los-valores son 

promedios ±.error standard. En el análisis estadístico se estudió ~las 

diferencias de actividades específicas entre tejidos end6crinos y el hí 

gado. 

1 
1-> 

"' 1.0 
1 
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Mientras que el OD presenta una curva con dos máxi

mos destacables en los dias 15 y 19 del desarrollo. 

En el caso de la adrenal también se observan dos má 

ximos en los dias 13 y 19, mostrando un perfil ondulatorio a 

lo largo del des~rrollo. 

-171· 



-----------------------

Tejido -- días del desarrollo 

13 15 17 19 R.Nacidos 

a 0.32+0.02- 0.11+0.02 0.18+0.02 0.17+0.04 0.17+0.03} - - - -
Hígado (153.9::t:0.3}e. 182.02:_0.1} (222.1:!._0.1) 295.2+0.4} (400.0+0.1} 

-

0.37+0.10 0.16+0.01 0.26+0.01 0.36+0.03 0.16+0.01 1 - - - -
Adren al '(1.85+0.05) d (2.0+0.1)- d (2.6+0.2}- d ( 2. 4+0. 7}- (4.0+0.3} 

_L 

0.28+0.02 0.24+0.04 0.21+0.02 0.17+0.01 0.15+0.04 - - - -
O. Izq. 

d (2.2+0.1}- d ( 3. 32:_ o. 3}- d ( 4. 9+0. 5}- (5.0+0.1}ns {5.2+0.5} 

0.13+0.07 0.36+0.10 0.27+0.03 0.36+0.20 '0.15+0.04 - - d -
O.Der. 

e e {O. 92:_0. 22_ {1.82:_0.5} (0.82:_0.1}- (o. 92:_ o. 1}- (0.8+0.1}-

T~bl~ XIX: Actividad de 8-Ala-SX10 mg tejido durante el desarrollo y peso de los 

órganos. ~ nmol Ala formado/hr. 10 mg tejido. e_ mg tejido/órgano. e n° 

experimentos idem valores tabla anterior (XVII). ~ p<0.001. ~ p<0.01. 

ns: no significativo. El análisis estadístico se aplicó entre cada te 

jid~ y el hígado. 

1 
1-' 
-...] 

1-' 
1 
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PUNTO IV 

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE o-ALA-S EN ADRH·!AL, COMO CON-

SECUENCIA DE LA INHIBICION DE LA ESTEROIDOGENESIS POR LA 

CIANOCETONA Y ESPIRONOLACTONA Y RESTITUCION DE DICHA 

ACTIVIDAD .. POR Ss-PREGNANODIONP, 

l. BREVE INTRODUCCION 

Para confirmar la hip6tesis surg~da de capftulos an

teriores, según la cual Sf3-pregnanodiona era un inductor fisio-

16gico de la o-Ala-S, en glándulas :esteroidogénicas tuve que bus 
. 6 -

car primero la mejor manera de suprimir la producci6n end6gena 

de este metabolito. 

La confirmaci6n de la hip6tesis consistirfa entonces 

en:a) )_a supresi6n o disminuci6n de la actividad de la o-Ala-S co 

mo consecuencia de aquella anti-esteroidogénesis farmacol6gica 

y b) la restituci6n de la actividad de o-Ala-S después de admi 

nistrar ex6genamente cantidades fisiol6gicas de S~p~óna. 

. No se conocen hasta la fecha inhibidores especfficos 

de la 5 S-reductasa. Sin embargo, la mezcla de cianocetona y espi 
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rono1actona resu1t6 en una inhibici6n eficaz de la ~5,3!30H Es· 

teroide dehidrogenasa (215, 216, 217, 218, 219), es decir, de 

la formaci6n erid6gena de todos aquellos esteroides que podrían 

ser precursores inmediatos de los 515-reducidos 1 metalx:>l.itbS que 
, '· 

según muchos autores actúan como inductores-de la o-Ala-S(162, 

163, 191)-en dosis farmacol6gicas-. 

La cianocetona (2a-ciano-17!30H, 4,4,17aTRIMETIL-AN

DROST-5 EN-17BOL-3 CETONA), es un esteroide sintético produci 

do por los Laboratorios Winthrop (N°19.578), potente :"ihhibi

dor de la actividad de·la 3!3-0H ESTEROIDE REDUCTASA-~5-ISO~~

RASA IN VITRO E IN VIVO (220, 221) •. 

La espironolactona (3-(3-0X0-7a-ACETILTI0-17B-HIDRO 

XI-4 ANDROSTEN-17a-IL)ACIDO PROPIONICO l'~LACTONA, provista a-

mablemente por la Dra. Selva Cigorraga CENTRO DE ENDOCRINOLO

GIA INFANTIL. HOSPITAL DE NINOS, BS. AIRES,- un antagonista de 

la aldosterona e inhibidor de la biosíntesis de esteróide~ ac 

túa también sobre la 17a-hidroxilasa (218, 219). 

2, MATERIAL Y METODOS 

2.1. Extracci6n y Preparaci6n de Muestras 

se utilizaron 200 poll0shíbrido13 doble 

pechuga, .genética Copp de 17 días. 

Los animales se sacrificaron por decapitación,_ se di 

secaron las adrenales, se pesaron y se separaron en pools. 
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2.2. Inhibici6rt y Pbsterior Restituci6n de la Actividad de 

la o-Ala-S en Adrenal. 

a) Determinaci6n del tiempo de máxima inhibici6n por la 

mezcla 

Previo a la realizaci6n de los estudios de inhibici6n 

por cianocetona- (CNK) y /o espiroholactoná (SPNL) ~- dete:tminé el 

tiempo de máxima inhibici6n, por la mezcla, de la esteroidogé-

nesis end6gena_en la adrenal. 

Para ello, se preincubaron cuartos de :adrenales· en pre 

sencia de los inhibidores durante O', S', 15', 30' y 1 hora. 

Luego de la preincubaci6n se determin6 la concentra-

ci6n de Progesterona end6gena en el tejido, por radioinrnunoen-

sayo, por el método descripto en el capítulo II, punto IV.1.2. 

tpo Control (e) Inhibidores(I) Relaci6n (C)/(I) 

o 1 1 • .89+0.21 1.75+0.12 1.08 - -
5' 1.98+0.07 1.60+0.06 l. 24 . - -

15' 2.18+0.02 1.55+0.14 1.41 - -
30' 2.07+0.45 1.36+0.20 1.52 - -
60' 2.03+0.36 1.35+0.33 1.50 - - -

Tabla XX: Concentraci6n 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 SPNL, la máxima inhibi

ci6n de la sintesis de progesterona end6gena se obtuvo entre 

los 30 1 y 60' de preincubación (Tabla XX). 

Por consiguiente· se cons:ideró 1 hora corno el tiempo 

'de incubaci6n en presencia de inhibidores para los futuros ex

perimentos. Cabe destacar que se eligi6 la adrenal de 17 dias, 

corno tejido de experirnentaci6n 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 o
Ala-S mayor que en los otros tejidos y estadías. De esta mane

ra no habia dudas respecto si la actividad era inhibida real

mente o se producia un artefacto en la técnica. 

b) Verificación de que CNK+SPNL es inhibidor 6ptirno de . 

la Progesterona' en nuestro sistema. Cálculo del % de 

inhibici6n. 

Si bien en la bibliografía se dernostr6 que la presen 

cia de ambos inhibidores era muy eficaz para la inhibici6n de 

la !J.S, 3130H Esteroide dehidrogenasa (215, 216, 217, 218, 219)en 

testículo, quisimos comprobar estos resultados en nuestro sis-· 

terna, adrenal de pollo hembra~ 

En este experimento se utilizaron cuartos de adrenal, 

que se incubaron en presencia de un precursor radia.ctivo, 7H3 (N) 

pregnenolona. 

El medio de incubaci6n con tenia 2 rnl. de buffer Krebs- . 

Ringer-Bicarbonato-Glucosa pH 7,4 (cuya cornposici6n se descri-
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3 be en el punto II 1.2.7.1. de este capítulo), 7H (N)-pregnen~ 

-5 lona (Ae:19.3 Ci/rnnol)y cianocetona:- (10 M) y/o espironolac-

tona (10- 5M). 

La incubación se llevó a~caho durante 1 hora a 37°C, 

bajo atmósfera de carbógeno en un incubador metabólico tipo Du 

bnoff con agitación constante·de.50 ciclos/segundo. 

Se añadió aproximadamente 8000 cprn de 4:...c14-Proges

terona (Ae.: 57. 2rnCi /rnnol) corno tracer y se ext!ajo 3 veces con 

4 rnl. cada vez de cloruro dernetileno. 

Las muestras se ilevaron a sequedad y se crornatogra 

fiaron primero en el sistema TPG (pto.II. 1.2.1a), y el ·"over

flow" de esta corrida en el sistema Bush A (pto. II .1.2.1b) ~con 

el objeto de- separar Pregnenolona de Progesterona. Pero · corno 

esta separación no fue buena, se recurrió a una nueva crornato 

grafía en placa delgada en el sistema Heptano-Acetato de Eti~ 

lo (3:1) (pto. II. 1.2.2) ~· 

La zona correspondiente a Progesterona, se tornó de 

la placa mediante el raspado de la sílica, se volcó en viales 

conteniendo el líquido centellante·y se midió, la radiactivi-

dad en un contador de centelleo líquido (detalles en ptoii.1. 

2.6 de este capítulo). 

El análisis estadístico muestra que ambas·, <NK y· SPNL 

inhiben la síntesis de Progesterona. Corno era previs.:iDle la CNK 

i:rihibe en mayor proporción que la SPNL (Tabla XXI). 

También muestra que la inhibición de CNK es potencia 
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da por la presencia de SPNL y que la inhibici6n obteni&· no fue 

total. 

Grupos dpm de % inhibici6n 
3 ' H -Progesterona 
-

.. 
Control 24.780+1.364 --------

+ CNK 9.218+836 b 62.8% --

+ SPNL 17.346+1.692 a 30.0% --

+ CNK y 5.154+506 b 79.2% --SPNL 

Tabla XXI: % de inhibici6n de la Síntesis de_Progesterona cal 
3 ' culados respecto de dpm de H -Progesterona remanen 

tes en los grupos control e inhibido. 

El análisis estadístico se realiz6 mediante .la::ut_! 
· .. \~. 

~: p<,0.01 b: p<·O. 001. 

e) Inhibici6n de la actividad de o-Ala-S por nruübici6n 

d~ la esteroidogénesis 

En condiciones de máxima inhiñici6n de la síntesis 

de Progesterona y secundariamente la de su metabolito redúci~ 

do, es probable que se produzca una in~jbici6n o por lo menos 

una disminuci6n, de la actividad de o-Ala-S. 

Para comprobar este hecho se incubaron homogenatos 

de suprarrenal (20% P/V en buffer tris-CLH 0.2M pH 7,4henp~ 

sencia.de ambos inhibidores, en las condiciones descrip~ pa 
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ra medir actividad de o-Ala-S (pto. III.1.2 de este capítulo). 

Para eliminar la posibilidad de que esta inhibición de la o-A 

la-S estuviera asociada a la disminución del citocromo P450en 

lugar de la disminución de los metabolitos SS-reducidos, :se 

comprobó primero si esta inhibición de la actividad se produ-

cía en el hígado. 

Los resultados mostra.J::o.n q.ue.no . ..hubo disminución de 

la actividad de o-Ala-S por efecto de CNK+SPNL en este tejido. 

El esquema util-izado 'fu-e~-el·si.gui-ente: Un grupo con

trol, en ausencia--de inhibidores , • .:.Con eL.objeto--de determinar 

.la actividad basal de esta enzima-;- 'el--grupo solvente, igual al 

control, pero eón -el agregado~ .. de::_.é.ti:.lehglicol::-{sol vente:· utili 

zado para di sol ver los inhibidóres)_; _el grupo CNK, igual al con 

' . ·.··· .,;..;.5 . 
trol, pero con el agregado de CNK _:..(10. ::~·M) ; el grupo SPNL, igual 

al control· niás SPNL ( 10 -SM) -y fi-nalmente ·el grupo CNK+SPNL ,en 

presencia de ambos inhibidores. 

El análisis estadístico muestra que, tanto -la presen 

cia de CNK. como SPNL disminuy_en_~a actividad enzimáticl:L. Esta, 

como en el punto anterior, está más disminuida cuando CNK es el 

inhibidor utilizado.(Tabla XXII). 

La presencia de ambos inhibidores, potencian su ac-

ción. ·,. 

Comparando .la inhibición de la síntesis de H3 ...;Pro-

gesterona y por consiguiente la-de sus metabolitos reducidos, 

con la inhibición de la actividad-de O-Ala-S (fig.n°31) obser 
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control . 

0.30 o .40 

o-Ala-S/10 mg 

figura n°31; Variaci6n de dpm de Progesterona-H3 en P!esencia 

de inhibidores vs inhibici6n de actividad de o-A 
la-Sintetasa. 
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mos una relaci6n lineal entre ambas, lo que apoyaría nuestra 

hipotesi~ de trabajo, respecto de la inducci6n de la abt~~i-

dad enzimática por acci6n de 58-P. 

r 

1 
Grupos Actividad~ X+Error st -por 10 mg tejido 

- - ------ - . 

0.26 

Control 0.27 0.25+0.01 -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:+0.01b 
-0.17 

0.12 
.. -- .. - ... - -· -- - ---· --- ·- -

0.18 

SPNL 0.14 . a 0.17+0.02--0.15 

0.22 

O.OQ 

CNK-SPNL 0.13 0.095+0.01a -0.08 

0.08 

Tabla: XXII: Actividad de o-Ala-S expresada CX)m:) mol QAla producido/lO 

mg tejido x 1 hora + error standard. 

El análisis estadístico se realiz6 mediante la utilización 

del test de "t" ,respecto del grupo .oontrol. . 

b:p<0.001 

a: p<0.001 ns: no significativo 
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d) Restituci6n de la actividad de ó-Ala-S por efecto de 5!V 

pregnanodiona 

Este ensayo de actividad ó-Ala-S (detallado- en_ er:pun 

to III; 1.2 de este capítulo), se realizará en condiciones- de 
,_ 

máxima inhibici6n, según los resultados obtenidos en los pun

tos anteriores a), b} y e). Es decir se incubará durante 1 ho 

ra y se utilizarán 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 inhibido, igual al • 'Coiltról 

-5 -5 pero en presencia de CNK (10 M) y SPNL (10 M); grupo estimu-

lado, igual al control, pero en presencia de 513-pregnanodiona -- . ~ . 

(Sigma Chemical Co, 5x10-7M) y finalmente el grupo restituído 

igual al control, ~on el agregado de. ambos inhibidores y 513 -

pregnanodiona. 

Se determin6. la concentraci6n de proteinas por eL:né 

todo de Lo~ -_ycol (213), utilizando seroaibtírnina _bovina cris 

talina como standard. -

3, RESULTADOS 

El método estadístico utilizado fue una anova da dbs 

factores empleando el test de homogeneidad de Bartlett,.Ibs .oon 

trastes a posteriori se realizaron para una poblaci6n 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 o .• ·1241;0 .·oos 

0.016 0.105 

~ ·: Inhibido 0.013 0.085 

0.011 0.071 

0.015 0.093 

X ±. Error st 0.014±0.001 ·o·. o·88+0'. oo1 
0.041 0.256 

Estimulado 0.035 0.222 

0.031 0.197 

0:.044 0.279 
-X ± Error st 0.038±0':003 o. 238.±0. 018 

~ 

o. o1o:. 0.064 

Restituído 0.017 0.105 

0.024 0.133 

0.038 0.240 

X .±. Error st 0.02~±0.006 0.135±0.038 

Tabla XXIII:Inhibici6n de la actividad de o-Ala-S por CNK+SPNL 

y restituci6n de dicha actividad por 58-pregnano-

diona, expresada en nmol o-Al-a/hr. x 10 mg. de te-

jido y x mg proteína. 

El análisis esta~tico demuestra que hay variabilidad 

dentro del factor Actividad Enzimática. 

F 6.50 PZ0.01 

Los contrastes a posteriori muestran que el :control 
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es menor que el estimulado y mayor que el inhibido. Además se 

observa que el control es igual al restituido. 

Fte.Variaci6n . . 

Fobs .• P. 

Acitividad 6,,·5 o~ P<O.Ol 
Enzimática 

Estimulado 10.08 P<0.01 

Inhibido 7.04 P<0.05 

/ 

control 2.37 No Signif. 

Se observa aquí nuevamente unadisminuci6n de la ac

tividad enzimática pqr efecto de ambos, CNK y SPNL,· del , orden 

de. un 30%. 

La acci6n del metabolito de la Progesterona, 58-Preg 

nanodiona sobre la actividad de 8-Ala-S, en contraste~ resulta 

en un aumento de. dicha acf::ividad que se aproxima al 90%. 

La presenéia de ambos factores, inhibidor de la sín

tesis esteroidogénica e inductor de la actividad de 8-Ala-S,re 

sulta en la total restituci6n de dicha actividad a valores con 

tro1. 
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CONCLUSIONES GENERALES DEL CAPITULO 

A) .. PROGESTERONA ENDOGENA POR LA ADRENAL 

l. La adrenal no posee un máximo en la concentración de Pg· 

endógena, (como ocurre con el ovario izquierdo y derecho, capí 

tulo II, fig.n°3~) en ninguno de los estadíos estudiados. ·Por 

el contrario los valores de concentración son ·aproximadamente 

constantes. 

2. Comparados con las concentraciones obtenidas para el o

vario izquierdo y derecho (capítulo II, fig. n°32), son en ge-

neral bajas. 

3. La presencia de Pg endógena en todos los estadíos, pone 

de manifiesto la presencia de actividad 38 -OH Esteroide ·nehi 

drogenasa en los tejidos esteroidogénicos. 

4. Por consiguiente la.importancia de la determinación del 

pool endógeno reside en su;posible influencia sobre la concen

tración de sustrato al tiempo cero, sobre las velocmades.· de con 

versión a los metaboli tos reducidos, de~ .lo que deducimos que, 

ni los valores absolutos del pool inicial de Progesterona, : ni 

las diferencias observadas en los estadíos estudiados, nacen pen 

sar_ en una alteración en las velocidades de conversión, salvo 

el día 19 en el ovario ~zquierdo y derecho (fig.n~32j_datbs ca 

-pítulo II). 

B) CORTICOIDOGENESIS EN GLANDULA ADRENAL 
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figura n°32; Determinaci6n de Pg end6gena en ovario izquier-
' 

."do (-),ovario derecho <---) y adrenal (-~-·) de embri6n de· 

pollo .en ng/mg de tejido. 
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l. Progesterona es convertida en,al menos, 10 metabolitos 

por la adrenal de embrión de pollo de 17 dias (fig. n° 27) 

2. Se lograron caracterizar: Corticosterona, 11-dehidio-cbr 

ticosterona, Aldosterona, 180H-DOC, 180H-:B,en sus formas "M" y 
'· 

"L", DOC, CORTISOL (no fue totalmente confirmado), Sa.-pregnano 

diona y SS-pregnanodiona. 

3. Corticosterona en este estadio, es el corticoide sinte-

tizado en mayor cantidad, y su concentración aumenta rápidamen 

te hacia el nacimiento. (fig. n°33). 

e) METABOLISMO REDUCTIVO DE LA PROGESTERONA EN TEJIDOS ESTE-

REOIDOGENICOS 

l. En adrenal, la reducción a la forma 5 S-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. Sa.-P presenta un perfil similar en este mismo tejido y 

es siempre sintetizado en menor cantidad que SS;P. 

3. En el nacimiento la corticoidogenesis predomina sobre la 

reducción de Progesterona. 

4. Se observa en este periodo embrionario una simetria en-

tre el aumento de la corticoidogénesis y la disminuci6n de las 

SS-reducidos, que se perfila hacia el nacimiento (fig.n°33). 

s·: En ambos ovarios, el perfil observado es similar a la a 

drenal, ambos presentan una funci6n ondulatoria que :deséiende 
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figura n°33: % .Conversi6n de Proges.terona-H3/10 rng tejidO á 

c0rticosteroria: ( --··...;) · Sn-pregnanodiona ( ;.;.•;,;;)' y· 5 S,.:pregna'nódfo 

na.'(..;.¡~) en. adrenal durante el d·esarrolló ~ émbr:toríarió ~ 



i 1 
11 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

.:..190..;. 

rApidamente (fig. n°3l). 

6. La conversión a 58-P es siempre mayor que a Sa-P, tanto 

en ovario derecho como izquierdo. 

7. Se pone de manifiesto la importancia cuantitativa de la 

reducción de Progesterona a 58-P en esta segunda mitad del de-

sarrollo embrionario en las glAndulas esteroidogénicas estudia 

das. 

8. se logró caracterizar el metabolito Sa-reducido enttdos 

los tejidos y estadías estudiados. Su transformación es aproxi 

madamente diez veces menor que su epímero 58-P. 

9. La reducción en hígado es menor que en todos los tejidos 

esteroidogénicos estudiados (fig. n°33, 3~, 35). 

D) ACTIVIDAD DE LA o-ALA-S EN TEJIDOS ESTEROIDOGENICOS 

1. Se determinaron las condiciones óptimas de pH, cofacto-

res y tiempo para medir actividad de o-Ala-S en tejidos est~i 

dogénicos de embrión de pollo hembra. 

2. La actividad específica de la o-Ala-S en adrenal es ma

yor que en los otros tejidos esteroidogénicos estudiados. En to 

dos los tejidos esteroidogénicos estudiados es mayor que en el 

hígado. (fig. n°36) ~ 

3. Considerando la actividad total de la o-Ala-S por órga-

no, los tejidos esteroidogénicos son pobres contribuyentes fi

siológicos en la síntesis de o-Ala, dado su pequeño tamaño. 
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3 figura n°34: %.Conversi6n/10 mg tejido de Progesterona-H a 

5a-pregnanodiona y 5(3-pregnanodiona en ovario izquierdo (-X-) 

(-A-) y ovario derecho (- ... --) (-a~) durante el desarrollo em 

brionario. 
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figura n°35: % de conversi6n/10 mg tejido de Progesterona-3H 

a Sa-pregnanodiona (-~) y SS-pregnanodiona (-6-) en hígado 

durante el desarrollo embrionario, 
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~) RELACION ENTRE LOS PERFILES FISIOLOGICOS DE LA 6-A~~~S Y 

5B-PREGNANODIONA.{PROBABLE INDUCTOR DE LA ENZIMA) 

1. Existe una cierta relación entre las curvas de 58-P y 6 

-Ala-s en el OI del embrión ya que ambas tienden a dci.smi.riufr' ha·. 

cia el nacimiento. (fig. n°3S). 

2. Esta relación no es lineal, los niveles de r.eductasa c1is 

minuyen 16 veces desde el d1a 13 hasta el nacimiento. Y en es~ 

te periodo o-Ala-Sintetasa disminuye sólo a la mitad:. 

3. E~iste también relación entre las curvas de reductasa y 

o-Ala-S en las adrenales embriónicas, ya que ambas presenmn.un 

_perfil ondulatorio y poseen dos máximos. (fig. n°37.}. 

4. Los niveles de reductasa en este tejido descienden 10 ve 

ces desde el día 13 hasta el nacimiento y 6-Ala-S io hace sólo 

a la mitad. 

5. Ni las diferencias observadas en la disminución de la ac 

tividad; ni en ei caso de las adrenales, e~ pequeño desfasaje 

entre el último máximo de la reductasa y el máximo de actividad 

de o-Ala-S, serían motivo para alejarnos de la hipótesis de un 

probable inductor en estos tejidos. (fig. n°37, 3áJ, 

6. El ovario derecho "no funcionante", no presenta una re-

lación entre los perfiles de 58-P y o-Ala. (fig. n°~8). 

7. Sin querer forzar los argumentos, el ovario izquiérrb pr~ 

senta una buena correlación absoluta entre 5~-pregnanodiona(Pür 

10 mg. de tejido) y o-Ala-Sintetasa (por 10 mg.de tejido). En 
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... figura n°37: o-Ala-S/10 mg tejido {---') y 56-P/10 mg tejido 

(--~-) en adrenal de embri6n durante el desarrollo embriona-

rio. Cuadro superior: Relaci6n 56-P/10 mg tejido a o-Ala-S/ 

10 mg tejido en cada estadio. 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

·....:196-

~ 

Í\ 161 16 •13 

12 17 15 , 
\ • • 

/'~ ' 8 19 

\ • 
1 4 .RN 

·12r 0.3 ~. • 
1 0.1 0.2 0.3 0.4 ' 

' 1 

• 
8~ ~o. 2 

' 1 
1 \ 

' 
\ 
\ 

4r 
0.1 \ 

' ' ' ' 1 \ 

1 \ 

~ ' 
13 15 17 19 RN· 

Días del desarrollo 

figura n°38: 8-Ala-S/lO:mg tejido (-) y 56-P/10 mg tejido 

(---) en ovario izquierdo de embri6n durante el desarrollo. 

Cuadro superior: Relaci6n 5B-P/10 mg tejido a 8-Ala-S/10 mg 

tejido, en cada estadía del desarrollo. 
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figura n°39: o-Ala-S/10 mg tejido (-) y 58-P/10 mg tejido (---) 

en ovario derecho de embri6n durante el desarrollo •• 

Cuadro superior: Relaci6n 58-P/10 mg tejido a ó-Ala-S/10 mg te-

jido en cada estadía del desarrollo. 
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adrenal esta relaci6n absoluta es buena entre los días 13 y 17 

.mientras que no existe dicha correlaci6n en el ovario derecho. 

(fig. n°37, 38, 39). 

F) INHIBICION FARMACOLOGICA Y RESTITUCION DE LA ACTIVIDAD DE 

o~ALA-S EN LA ADRENAL 

l. Los inhibidores no inhiben·la activiaad de o-Ala-s en 

hfgado. 

2. Sin embargo los inhibidores de la esteroidogénesis, in

dividualmente y aún más enconjunto, d·isminuyen la producción de 

Progesterona por tejidos esteroidcg~nicos y por erffie la de sus 

metabolitos reducidos. 

3. La presencia de CNK y SPNL individualmente y en conjun-

to, disminuyen la actividad de la o-Ala-S en estos tejidos. 

4-. La SS -pregnanodiona aumenta los niveles de o-Ala-S en te 

j idos esteroidogénicos no inhibidos, por encima. de los ni veles 

fisiol6gicos. 

5. La 5(3 -pregnanodiona restituye los ni veles de actividad de 

o-Ala-S, en estos tejidos,disminuidos como consecuencia de la 

inhibici6n de la esteroidogénesis. 
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D I S C U S I O N 

De acuerdo con·la Introducci6n General de esta tesis,hemos 

investigado si se cumplen las propuestas para un eje regulato-

rio ••• '· 

Hip6¡isis 

Hormonas hipofisarias 

~ 
Progesterona 

¡ 
5 f.> ~reducidos 

¡ 
o -Ala-Sintetasa 

Los.hechos experimentales y su interpretaci6n permiten afir 

mar al respecto ·lo siguiente: 

Las series de experimentos 1 a 6 de la Introducci6n General, 

permiten concluir que existen ciertas semejanzas entre algunas 

curvas de desarrollo. Así: 

a) LH y FSH en hip6fisis (fig.N°17), guardan relaci6n con 

Estradiol Sérico (Fig.N°20), ya que ambos ascienden has 

ta el día 17 acercándose luego a una meseta. La semejanzas de 

estas curvas se nota por simple comparaci6n visual. Pero tam-

bi~n las estadísticas muestrasn para LH que 13 es distinto de 
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15 y 15 de 17 y para FSH que 13 es distinto de 15 y 17 de 19. 

~n,el caso de Estradiol S~dico 13 y 15 son distintos de 17, 19 

y 21 y cada poblaci6n es homog~nea. 

b) Los valores promedios de LH ~~rica guardan semejanza 

con progesterona ,ovárica, exhibiendo ambas curvas un m! 

ximo en el día 19 (Fig.N°18 y 19). En efecto, las estadísticas 

muestran que los días 15 y 19 son mSximos para LH s~rica 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 hacer notar que ni LH o FSH s~ricas se 

relacionan con progesteron~ sérica, y que LH de hip6fis~s no se 

relaciona con LH s~rica. 

Una explicaci6n de estas semejanzas y diferencias,sobretodo 

de estas 6ltimas, es especulativa. Sin embargo no es aventurado 

afirmar que los niveles s~ricos de progesterona no guardan seme 

janza con ninguna otra curva, ya que representan niveles de una 

hormona de rápido turnover, metabolizada en gran medida a meta

bolitas activos e inact~vos (234). 

En cambio los contenidos ováricos de progesterona represen

tan con mayor fidelidad a la bios!ntesis de esta hormona por 

un tejido progestacional y reflejan la respuesta directa de 

~sta a la estimulaci6n por LH circulante. 

La cantidad de informaci6n que poseemos, a través de esta 
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tesis, sobre FSH y estr6genos es m~s li~itada, tanto por moti-

vos técnicos como por tratarse de informaci6n accesoria a un 

tema principal. 

Aquí, sin embargo, niveles séricos de estradiol se corres-
'· 

ponden con contenidos hipofisarios de FSH (y de LH)~¿Podrán ex 

plicarse las semejanzas entre niveles séricos de estradiol e 

hipofisarios de FSH, admitiendo que ninguna de las dos hormonas 

tiene un turnover tan rápido como los de LH y progesterona? 

¿O que quizás FSH hipofisaria, a diferencia de LH 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 estimulaci6n directa de la fig.No.21, que des~ 

cribe la evoluci6n ontogenética de dicha estimulaci6n. 

La respuesta obtenida en ambos ovarios frente a la estimu-

laci6n por gonadotrofinas, son coincidentes con los hechos ob

servados por Woods y Weeks (125), de acuerdo con las cuales 

la regulaci6n de la síntesis de progesterona y estradiol por 

estas trofinas hipofisarias comienza a partir del día 13 del 

desarrollo y se hace más importante a medida que nos acerca-

mos al nacimiento. 

Previo a este día 13 la síntesis hormonal es aut6noma. 

Otros hechos notables que se infieren de la observaci6n de 

estas curvas, pero que no hacen a la existencia de los ejes;~~ 

La respuesta de síntesis de estradiol en ambos ovarios a 
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la estimulaci6n gonadotr6fica, es importante en el día 13 (fig. 

2l).Luego disminuye drásticamente en el ovario derecho, pero 

se mantiene a niveles relativamente altos en el ovario izquieE 

do. 

Esto es una prueba más a favor de la indiferenciaci6n (y 

funcionalidad) temprana de ambos ovarios y de la paulatina atro 

fia -también funcional- del desarrollo. 

El rápido incremento del perfil de estradiol sérico desde 

el día 13 hasta el nacimiento obtenido en esta tesis, se corre 

laciona con: la síntesis bifásica de estradiol en el ovario 

izquierdo (días 6,5 - 12,5 y 13,5 - 18,5 ) , (24); el crecimiento 

bifásico del conducto de MÜller izquierdo (días 8-~2 y 14-18) 

(223) r: y el aumento del nllinero de receptores nucleares para es 

tradiol en el conducto de MÜller izquierdÓ (224). 

Todos estos parámetros presentan una curva que a partir del 

día 13 asciende rápidamente hacia el nacimiento. 

Estos resultados son entonces consistentes con la teoría 

de Groenendijk-Huijbers (225), en la que se postula que en el 

embri6n de pollo hembra el crecimiento y diferenciaci6n del 

conducto de MÜller izquierdo es estr6geno-dependiente. 

En el día 19 del desarrollo se observa máxima actividad de 

síntesis y secreci6n, e importante estimulaci6n. Estos hechos 

coinciden con eventos metab6licos y de comportamiento observa 

dos en la literatura (222). 

En cuanto a la síntesis de progesterona en tejidos embrio-
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narios, m!xima en el d!a 19, podríamos asociarla a una serie 

de efectos demostrados en el pollo, tales como: la inducci6n 

de avidina en oviducto estim~lado con estr6genos (226,227}; 

la modulaci6n de la síntesis de RNAm de la ovoalbGmina (228); 

la inhibici6n de los receptores de estr6genos y de la activi 

dad del DNA inducido por estr6genos en el oviducto (229); así 

como la inhibici6n de la actividad ornitina decarboxilasa 

inducida por estr6genos (23) • 

No podemos predecir si alguno de estos eventos, u otros, 

están asociados al pico de progesterona ovárica en el día 19 

del desarrollo embrionario. Más adn, este máximo en la rudi-

mentaria gonada derecha es llamativo; no hay en ella indicios 

de otro hecho de estas características. 

Por el contrario, la glándula adrenal no posee dicho máxi 

mo en el día 19 y sus niveles,· si bien son variables, no as-

cienden a valores destacables. 

La serie de experimentos 8 y 9 d~ la Introducci6n General 

muestran las semejanzas en ovario izquierdo y adrenal, es de

cir en las glándulas esteroidog~nicas funcionantes, en cuanto 

a' las curvas de desarrollo correspondientes a la 5~-reducta

sa y a la 8-Ala-Sintetasa. 

Se observa en ovario izquierdo que existe una relaci6n en 

tre las dos curvas (fig. No.38), ya que ambas tienden a decre 
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cer hacia el nacimiento. 

Sin embargo, esta relaci6n no es lineal, mientras que la re 

ductasa disminuye 6 veces su valor desde el día 13 hasta el na-

cimiento, los niveles de sintetasa descienden s6lo a la mitad. 
~. 

Estas similitudes pueden ser compatibles con la hip6tesis, 

segun la cual la S~ -pregnanodiona formada en el ovario izquieE 

do, tendría el rol -entre otros- de inducir la 8 -Ala-Sintetasa 

en este tejido. 

La falta de linearidad entre el inductor y los niveles en-

zimáticos, no está necesariamente en desacuerdo con esta hip5te 

sis. 

En efecto, otros autores ya han demostrado antes la acci6n 

inductora de Sp-Pregnanodiona, pero administrando el esteroide 

a altas concentraciones. Así, Kappas y col.(6), inyectaron 

2,S-S,O mg/por huevo hasta obtener un aumento de SO veces la ac 

tividad de la enzima, y más recientemente Anderson y col.(l99) 

obtuvieron un aumento de 3 veces con 10 mg de sp -pregnanodiona. 

En nuestros experimentos, los niveles de sp -pregananodiona, 

calculados a partir de valores de conversi6n y contenido end6ge 

no de progesterona (147) son por lo menos cuatro 6rdenes de ma~ 

nitud menores que las concentraciones empleados por esos autores. 

Existe también una correlaci6n entre ambas curvas en las 

adrenales (fig.No.37). Estas son ondulatorias y poseen dos máxi 
. -

mos. Uno de ellos está desfasado un estadío en la curva de 

o-Ala-sintetasa, respecto de la sp -pregnanodiona. 
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Aqu! los niveles de reductasa descienden 10 veces desde el 

d!a 13 mientras que la actividad de la sintetasa desciende só-

lo a la mitad. 

En este caso, como en el ovario izquierdo, sP -pregnanodi~ 
' na es muy baja en el nacimiento; aunque el descenso en la acti 

vidad de 8-Ala-sintetasa luego del 6ltimo m~ximo es menos 

dr~stico. 

Ni las diferencias observadas en la disminución de la acti 

vidad, ni el pequeño desfasaje del 6ltimo máximo en la reducta 

sa respecto del correspondiente en la sintetasa, est~n en desa 

cuerdocon la hipótesis de la inducción. 

Esta diferencia podr!a explicarse, en efecto, considerán-

dola un desfasaje caracter!stico que se establece entre la ac

ción del inductor (SP-Pl y su expresión enzim~tica <8-Ala). 

Existe otra posibilidad: que el desfasaje de este máximo 

de actividad de 8 -Ala-S se deba a una disponibilidad retarda 

da del inductor .en el sitio de biosíntesis de Ala. 

Es interesanteel hecho que, ni el ovario derecho (no fu~ 

cionante), ni el hígado exhiben esta relación (fig.No.39). 

En las figuras Nos. 37,38 y 39, parte superior derecha, en 

las que se grafica sp -reductasa vs 8 -Ala-s, encontramos una 

relación lineal buena, entre los puntos correspondientes a ca

da uno de los estadías estudiados, para el caso del ovario iz-

quierdo; y cierta relación lineal entre los d!as 13 y 17 para 

la glándula adrenal. En cambio en el ovario derecho la distri-
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buci6n es al azar. 

De todos modos, y esto es lo más importante, aquí tambi~n 

se ha demostrado en forma concluyente el papel fisiol6gico que 

en la estimulaci6n de o -Ala-Sintetasa tiene 5 fJ -Pregnanodiona 

mediante un e?q?eriment.b:-clásico en fisiología: la supresi6n 

farmacol6gica de la esteroidog~nesis en adrenal, con lo cual 

se reduce en un 30% la 8 -Ala. Luego el reemplazo de la este

roidog~nesis por cantidades estimadas fisiol6gicas de sb-Preg 

nanodiona, con lo cual se pudo .· reestablecer las actividades 

controles de <5'-Ala-S de preparados no suprimidos. 

Esta es la primera vez que se utilizan concentraciones pe

queñas de un 5 f.> -reducido y un tejido esteroidog~nipo, para 

mostrar el efecto estimulador de estos sobre la Ó-Ala-S y tam-

bién la primera vez que este efecto se simula en un modelo su 

primido. 

Otros hechos no.tables que se infieren de la observaci6n de 

estas curvas pero que no hacen a la existencia de los ejes;So~: 

En los estadíos más tempranos estudiados, tanto las adre-

nales embrionarias como los ovarios poseen una importante acti 

vidad reductásica, del orden de la hallada en los días 17 y 19 

del desarrollo (fig.No.28 y 29). 

Parson en 1970 (15}, encontr6 actividad sP-reductásica ya 

en el período blastodérmico del pollo. Irving y col. (162), 
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fueron los primeros en prestar atención a la importancia de es· 

tos hallazgos en la inducción dé la síntesis de hemoglobina em 

brionaria. 

Por otro lado, hemos detectado por lo menos 10 metaboli-
'· 

tos en la adrenal de embrión de pollo, entre los que se encue~ 

tran los corticoides clásicos de estaglandula (fig.No.27) .Es-

tos resultados coincidieron con los obtenidos por Nakamura y 

col. (92), Idler y col. (231) y Kalliecharan y Hall (1S7). 

El principal corticoide sintetizado a partir de 3a-pro

gesterona fu~ 3H-Corticosterona;su biosíntesis fu~ utilizada 

como standard para evaluar la actividad r Erlucti va en este mismo 

tejido. 

Los resultados observados sugieren que la sp -reductasa 

en adrenal, compite eficientemente por la progesterona con las 

enzimas del camino de la corticosterona en el día 13 y lS,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 S f.> -pregnanodiona-corticosterona y el descenso exponen

cial de la curva SP -P/B. 

Algo similar ocurre en el ovario izquierdo (fis.No.29A). 

Este órgano, en el estadío mas temprano 1· estudiado, es un pro

ductor de S fJ -:-pregnanodiona más potente atin que las adrenales. 

Este esteroide es el metabolito mas significativo en el 

día 13 en la gonada izquierda. 

En los estadíos posteriores esta actividad desciende,drás-



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
1 
1 

!1 
1 
1 

:1 
1 
1 

1 1 
11 

-208-

ticamente, mientras que la actividad 5 dt-reductásica des.ciende 

.comparativamente menos. 

Las diferencias con el ovario derecho consisten en la pe

queña proporci6n de 5P-P en el dí~ 13 y en el distinto perfil 

de las funciones relativas a las curvas 5~ -P/5P -P a lo largo 

del desarrollo. 

Estas diferencias podrían no ser sorprendentes, si consid~ 

ramos la asimetría funcional (Witschi 1935 ·,. 85) ¡(Van Lirnborgh 

1968, 214) (Gasc 1975, 22), morfológica (Dantchakoff y Guelin

Shedrina 1932, 83) y bioquímica (Gasc 1975, 22) en el desarro 

llo de las gonadas femeninas en las aves. (Ver también Introduc 

cH5n). 

Habíamos comentado el rápido descenso de la actividad 

5P-reductásica durante el desarrollo en la adrenal y en el ova 

rio izquierdo (funcional). 

Más afin esta última glándula exhibe un incremento, durante 

el desarrollo, en la relaci6n 5GL-P/5~-P (fig.No.29B). 

Estos hallazgos en un tejido funcional end6crino, estarían 

de acuerdo con los conceptos de Bottoni y Massa (232) respecto 

de la existencia de un "Shunt" de inactivaci6n relacionado con 

la 5f.'-reductasa. 

Estos autores hablan en sus trabajos, de una actividad re 

ductásica neuroend6crina en aves, donde postulan que la 5ft-re 

ducci6n predomina en el período temprano en los tejidos este

roidogénicos en vertebrados, mientras que la 5 d.J -reducci6n se 
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~ransforma gradualmente en importante -en estos tejidos- a me 

dida que progresa el desarrollo. (Lantos 1981, 233). 

'Insisto en el experimento de inhibici6n farmacológica de la 

esteroidogénesis con supresi6n de la actividad de la ó -Ala-S 

y posterior restitución de esta (iltima actividad mediante el 

agregado de cantidades fisiológicas de S f.> -P ex6gena.Este expe 

rimento habla a favor de la regulación de la 8-Ala-S por dicho 

metabolito. 

Dado que sp-P es producido por la célula. end6crina y que 

la inducción de 6-Ala-S tiene lugar en esta misma c~lula, po-
~ 

dríamos postular aquí uri mecanismo de regulación aut6crina. 

Es bien sabido que la síntesis de o-Ala es el primer paso -y 

paso limitante- de la porfirinogénesis; por consiguiente esta 

regulación autócrina podría corresponder, a una regulación de 

las porfirinas producidas por la célula esteroidogénica por 

una hormona sintetizada en la misma célula. Cualquier hip6te-

sis en cuanto a la naturaleza de las porfirinas inducidas es 

atin aventurada. Sin embargo no debemos olvidar que los cito

cromos, incluyendo el c3 y el p4SO -este altimo interviniente 

directo en las hidroxilaciones de ·los esteroides- son porf'iri 

nas, y por ende, limitadas por el paso de la síntesis de tS _:Ala 

y -como aquí se demuestra- modulados por los S f-> -reducidos. 
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Tambi~n debernos tener presente la estructura A/B cis de la 

sP-pregnanodiona. Muchos compuestos que poseen dicha confor

rnaci6n ejercen efectos hormonales muy tempranos y en eslabo

nes primarios de la escala evolutiv~. Tal es el caso de la ec 

disona, cuya conformaci6n es tarnbi~n A/B cis. 

Si tenemos en cuenta que la sP-reducci6n y~ aparece en el 

blastodermo del embri6n de pollo (ver Introducci6n,l5} ,podr~~ 

mos estar, 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: 

1.) Los parámetros hormonales estudiados mostraron que: 

a) LH y FSH hipofisarios aumentan ininterrumpidamente hacia 

el nacimiento. 

b) LH sérica presenta dos máximos en los d!as 15 y 19 del 

desarrollo. 

e) Progesterona end6gena en ambos ovarios presenta un máxi 

roo muy importante en el día 19 del desarrollo. 

d) La concentraci6n sérica de progesterona es aproximadamen 

te constante y la de estradiol sérico aumenta a medida 

que se aproxima el nacimiento. 

2.) Se encontraron similitudes entre las siguientes curvas onto 

genéticas: 

a) LH y FSH hipofisarias guardan relaci6n con estradiol sé

rico, ya que ambos ascienden hasta el d!a 17 y luego se 

aproximan a una meseta. 

b) Los valores de LH sérica se asemejan a los de progester~ 

na ov~rica, exhibiendo ambos curvas un máximo en el d!a 

19. 

3.) En experimentos directos, LH estimula la síntesis de proge~ 

terona y estradiol, observ~dose que la respuesta de estra-
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diol en ambos ovarios es alta en el dfa 13J para el ovario 

derecho disminuye hacia el nacimiento y para el ovario iz

quiero disminuye hacia el d!a 17 y se recupera en·el naci-

miento. \.. 

La respuesta de progesterona en ambos ovarios· aumenta ha

cia el nacimiento, y esmenor que para el estradiol. 

4.} La 5fJ -reductasa ovárica lllUestra valores altos en el esta 

dio m~s temprano estudiado y disminuye hacia el nacimiento. 

5. } La 5 ct. -reductasa ovárica también disminuye hacia el naci

miento, aunque mSs lentamente y sus valores son un orden de 

magnitud menor que la 5 P -reducción. 

6.} La ~-Ala-S en ovario izquierdo disminuye hacia el naci-

. miento; en adrenal se observan dos mhin:\os relativos en los 

d!as 13 y 19, y en el ovario derecho se oBservan dos mSxi

mos en el día 15 y 19. 

7.) La ó'-Ala-súlté.tasa muestra semejanzas con la 5f,) -reducta 

sa, sólo . en ovario izquie~do y adrenal. 

8.} En adrenal se observa un perfil s~~trico entre corticoido 

g~nesis y 5 s; -reductasa·~ Ast, la 5 f; -reducci6n disminuye 

desde el día 13 hacia el nac~iento y la actividad corticoi 

dog~nica aumenta hacia el nacimiento. La pr~gesterona endó

gena no ofrece características muy salientes. 

9.} La supresi6n far.macol~gica de la esteroid~9~nesis mediante 

el empleo ''in vitro" de CNK y SPNL, disminuye también en 
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un 30% la actividad de la S -Ala-Sintetasa en adrenal. 

lO)El agregado de Sf.t -P (10-7M) ex6geno a este modelo suprimi 

do restituye totalmente la ·actividad de o -Ala-S en este 

mismo tejido. 
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