BIBLIOGRAFIA

1) BANCROFT, M., y BELLAIRS, R. (1975). Differentiation of the neura! plate and neural tube in the young chick em-
bryo. A study by scanning and transmission electron microscopy. Anat. Embryol. 147:309-335.
2) Brun, R.B. y GARSON, J.A. (1983). Neurulation in the mexican salamander (Ambysioma mexicanum): a drug study
and cell shape analysis of the epidermis and the neural plate. J. Embryol. exp. Morph . 74:275-295
3) BurGuEss, D.R. y SCHROEDER. T.E. (1979). The cytoskeleton and the cytomusculature. An overview. En Jasmin,
C.y Cantin, M.: Methods and achievements in experimental Pathology. Karger, Bascl, vol. 8.pp. 171-189
4) BURNS!DE, B. (1971). Microtubules and microfilaments in newt neurulation. Dev. Biol. 26. 41 6-441.
5) FAWCETT, W. (1981). The cell. W.B. Saunders Co., Philadelphia.
6) FERNANDEZ, J.G. (1986). Andlisis de los patrones de forma celular y polaridad de orgdnulos durante la neurulacion en el
embrién de pollo. Tesis Doctoral. Universidad de Ledn.
7) GLAUERT, A.M. (1975). Fixation, dehydration and embedding of biological specimens. North-Holland. A msterdam
8) HAMBURGER, V. y HAMILTON, H.L. (1951). A series of normal stages in the development of the chick embryos. J
Morph., 88:49-92.
9) Hirakow, R.y GoToH, T. (1975). A quantitative ultrastructural study on the developing rat heart. En Licberman. M.
y Sano, T.: Developmental and physiological correlates of cardiac muscle, Raven Press, New York.
10) EI;FUNKEL. P. (1972). The activity of microtubules and microfilaments in neurulation in the chick. J Exp Zool 181
-302.
11) Lee, H.; Kosciuk, M.C.; NAGELE, R.G. y Roisen, F.J. (1983). Studies on the mechanisms of neurulation in
12) IIEEEChick: Possible involvement of myosin in elevation of neural folds. J. Exp. Zool, 225: 449-4757. . ) )
Ej H.Y.y NageLg, R.G. (1985). Studies on the mechanisms of neurulation in the chick. Interrelationships of con-
13) lll;agglel_rir$einsi\rlnicroﬁlamcms and the shape of neuroepithelial cells. J. Exp. Zool., 235. 205-;1?,
. H.Y. y NAGELE, R.G. (1985). Possible involvement of calmodulin in apical constriction or neuroepithehal cells
14) “In\}j elevation of neural folds in the chick. Experientia, 41:1.186-1.188. ) )
AGELE, R.G. y LEE, H. Y. (1979). Ultrastructural changes in cells associated with interkinetic nuclear migration in
15) &h;d‘:“hpi“s chick neuroepithelium. J. Exp. Zool. 210: 89-106. ) o
F"ELE- R.G. YLEE, H.Y. (1980). Studies on the mechanisms of the neurulation in the chick: Microfilament-
16) “g;‘a“d changes in cell shape during uplifting of neural folds. J. Exp. Zool., 213:391-398. o ) )
TROVSKY, D.; SANGER, J.W. y LasH, J.W. (1983). Light microscope observations on actin distribution during
17) B:rzphgc'ngx: movements in the chick embryos. J. Embryol. Exp. Morph., 78:23-32. )
. P ZAPATA, A.; FERNANDEZ, J.G.; CHAMORRO, C.; VILLAR, J.M. (1985). Evidence of non-early ul-
18) g‘:g‘lﬁ;ﬂi{{eﬁ;‘ﬁalimtiun in the neural epithelium of the chick by stereological methods. Acta. Anat., ll'"‘ 227-233. ‘
i, G_REENBERQ D.; CoUGHILN, P. y LESSARD, J.L. (1982). Actin distribution pattems in the
19) SCHOENWQLEbE cgﬂﬂs neurulation, Science, 215:172-174. '
Soofintity Elecg F, C (1982). On the norphogenesis of the early rudiments of the developing central nervous system.
2 HOEN\‘VFC ron Microsc., 1982, 1:289-308. ) .
ofihscan ;)LF G.C. y Desmonp, MLE. (1984). Descriptive studies of occlusion and reopening on the spinal canal
21) ScHoENLLk ST, Rar. Rec, 209:251-263.
avian ncuralo]LF' G.C. '!v‘FRAN Ks, M.V. (1984). Quantitative analysis of changes in cell shapes during bending of the
22) paate. Dev. Biol., 105:257-272.
23} ToRAL, R.R.y Routr, F.J i i
) TR]NKAUS 1P . F.J. (1969). Biometry. W H. Freeman and Co., San Francisco.
»J-F. (1984). Cells into organs. The forces that shape the embryo. Prentice-Hall Inc.. New Jersey. pp. 22-26.

-272 -

EFECTOS DE FACTORES FETO-PLACENTARIOS EN EL

TEJIDO MAMARIO DE LA RATA - UTILIZACION DEL

CONTENIDO MAMARIO DE ACIDOS NUCLEICOS
COMO INDICE LACTOGENICO

Por Luis—Ariel Garcia—Pardo (1)

INTRODUCCION

: ’ . . . : ‘1timas etapas de
La existencia de un eje adreno-hipofisario funcional, durante las mtlmnimales‘ In-

la gestacién, ha sido puesto de manifiesto en los fetos de varias especies ar ractica-
gle y Fisher '3 realizaron la primera demostracion de que la adrenalecwn:la! I:j rarre-
da en ratas gestantes, producia un aumento del tamafno de la cortezd de 35 Sor; otros
nales de los fetos. Esta observacion fue, mds tarde, ampliamente Conﬁrmﬁa i pando se
autores 36121521 [ 3 inyeccidn de cortisona a la madre anulaba el efecto ™, ¥ f:uuna re-
inyectaba esta hormona a ratas gestantes, no adrenalectomizadas, S€ obtenlile se han
duccion importante del peso de las adrenales de los fetos 346 Recientemen cidad de
aportado evidencias histoquimicas e histoenzimoldgicas, que revelan 12 'C?pﬁes de es-
las adrenales fetales para aumentar su secrecién hormonal frente 2 cfm?hcw e ha de-
tres, aplicadas a ratas durante las ultimas fases de la gestacion “ ASImllsmoasla admi-
mostrado, en fetos de ovino, la capacidad de respuesta de las suprarrena els | Las expe-
nistracién de CRF, con produccion de cortisol, a los 95 dias de gestaclofld d funcional
riencias realizadas «in vitron también han puesto de manifiesto 1?3 ;agac]; iot ra parte
de las adrenales fetales de rata, conejo, bovidos y humanos i 3 ncadena;
los factores hormonales de la corteza adrenal son imPfﬂSCi“d'b-1.‘3,S 3"1“"& =
la actividad secretora del tejido mamario, al término de la gestacion * “e de los fe-
La contribucién de los factores hormonales de la corteza sup_ra"cr!a[ 828 Aun
tos al proceso de la lactogénesis ha sido sugerida por algunos ! vesnga‘dgresl il
cuando este planteamiento no estd exento de un marcado sentido teleologico, 12 ?ogeso
racion de una posible participaciéon de los corticoesteroides fetales, enllund plos ron
cuyo fin ultimo es proporcionar los nutrientes necesarios para gl desarro f? ( elé -
cién nacidos, resulta de gran interés desde un punto de vista extrictamente ;\?10 : %omlo
En el presente trabajo se compara el contenido mamario de ADN Yy ARN a8

(1) Departamento de Bioguimica, Biologia Molecular, Fisiologia y Farmacologia
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los valores del cociente ARN/ADN, como indices de la actividad lactogénica, en ratas
gestantes, fetectomizadas y parcialmente fetectomizadas. El objetivo fundamental de
este estudio es determinar si la ausencia de las adrenales fetales, al final de la gesta-
mé"z puede afectar el establecimiento de la lactacién en las madres, que. en circuns-
tancias normales, tiene lugar alrededor del tiempo del parto, en la rata.

Para determinar si las placentas podian mantener su integridad estructural y conti-
nuar su desarrollo normal, una vez eliminados los fetos, los pesos de las placentas de
las ratas fetectomizadas y de las sometidas a fetectomia simulada fueron registrados en
el momento del sacrificio. Los coeficientes de correlacién entre el numero. peso medio
Y peso total de las placentas y el contenido total mamario de acidos nucleicos y co-
ciente ARN/ADN se determinaron estadisticamente, en ambos grupos de ratas. La
existencia .de interdependencia en estos parametros puede indicar la existencia de
competencia, entre el tejido mamario y los fetos, por factores placentarios.

MATERIAL Y METODOS

Animales:Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron treinta ratas hembra,
de la linea Hooded Norway, sexualmente maduras y virgenes, de peso corporal entre
160_3/ 200 gr. Las instalaciones de control automatico de iluminacién y temperatura
S€ ajustaron para mantener una temperatura de 20° = 2°C y alternar periodos de 10
29ras de iluminacién y 14 horas de oscuridad. Los animales se mantuvieron en una
hleer:fba base de piensos C.omerciailes para ratas de lgboratorio y agua, ad libitum. L"dS

oras fueron introducidas en jaulas de apareamiento con cinco machos de la mis-

;n;i(l)l:?gaa rlalzc'm df_a seis hembras por cada macho. Los frotis vaginal_es fueron cxar{n:

i mgs as mananas, hasta el dla‘en que se observ:a}aa la presencia de espermato
» Iomento que marcaba el comienzo de la gestacion.

rof ;ﬁg‘gz{n&enms q'uirrjrgfcqs_-' Fetectomia. El dia.l"i de ge;[a(.:if')’n las hembr.as fge_
b 51adas con éter, pract:qandose, a c_qmmuae:on, una incision de aproxima (;11-
ncisitn mrg. e longltud, en la piel de la region ventral media, §egu1da de una segun ta
exteriorizadsopecme_na: en la pared muscula_r del a'lbdomer'l. !El utero ﬁle, s.egu.:c?amen ¢5:

MM.) en los practicandose en su superﬁcm’antlmesometrlca pequefias incisiones (
trajeron |os fp:mtos de: 10cal1zac19n dgrlos craneos de los fetos._ A conhqgamon se ex-
tremo de Io Zos medlante? la aplicacion, sobre estos, de una ligera presion con el ex-
& Dréximos ; ?dos, a traves,de la pgr_ed uterina. Medlante e% pinzamiento, €n un pﬂn_
meOStéticasaS eto, del cordén umbilical, este podle} ser seccionado en condiciones (I)-
DlaiEnin Es‘t egmdar'n'ente se sutur6 la pared del utero para evitar la expu1519n de la

i grﬁpo 3 operacion se repitié con cada m’lo_de los fetos que QFUPabaP cfl utero.
cedimienty e rallas fue_ sometido a fetector'ma incompleta, siguiéndose idéntico pro-
un feto pemC::e el ’descnto' para la fetf:ctomla compl.e'ta, excepto por el hecho de que
Tue de una ho;lﬁcm en el ltero después de la operacién. La duracién de la operacion
Mminutos d 3, aproximadamente y los animales se recuperaron totalmente a los 30
i finalizada ésta.

men’:eg;‘iurﬁic:aclear?tas‘,jadicjonal, se §ometic’> aun proqedimiento quirﬁ(gico, pretendiqa-
MO anestésico ut'cl)§ escritos anteriormente. Los ammale; se anestesiaron con c::l‘m1s-
en piel, pared abélzago con los fetectomizados y se practicaron las mismas incisiones
tico modo, §j b ominal y uterina que ]'as descritas. L.OS fetos_ se manipularon de 1dgn_
z €N se respeto la integridad del cordon umbilical, asi como el aloja-

miento ¥ i6 imi . '
las fet de cada feto en el tero. La operacién tuvo, asimismo, la misma duracion que
as letectomias totales o parciales.
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En el momento del sacrificio, las placentas de las ratas fetectomizadas v las de fetec-
tomia simulada, fueron cuidadosamente recogidas para proceder a su estudio.

Determinacion de acidos nucleicos: Los animales fueron sacrificados el dia 23
de gestacion, utilizando una guillotina. Las seis glandulas mamarias abdomino—
inguinales fueron rdpidamente disecadas, lavadas y congeladas en tampon Sacarosa—
bicarbonato. Después de su extraccion con eter—etanol, el tejido fue homogeneizado,
en seco. en un molino Wiley. La extraccion de los acidos nucleicos se realizé por el
procedimiento de Schmidt y Thannahauser*® modificado por Tucker y Reece 2. El
contenido de ARN se determind valorando la ribosa por el procedimiento del orcinol
de Mejbaum (17). El contenido mamario de ARN se calculé por medio de una curva
estandar, obtenida utilizando ARN de levadura. El ADN fue extraido con acido per-
clérico (PCA) al 5%. Como estandar se utiliz6 ADN muy polimerizado (Nutritional
Biochemical Corporation). El contenido de acidos nucléicos se expresé como ADN vy
ARN total, por seis glandulas abdomino—-inguinales y se calculd, a continuacion, el
cociente ARN/ADN. Se realizo un analisis de varianza para todas las variables y se
utilizo el procedimiento W de Tukey (HSD) para comparar los valores medios de los
distintos grupos experimentales.

RESULTADOS

Efecto de la fetectomia en la glandula mamaria: Se encontré una diferencia de
21,29 gr., en el momento del sacrificio (dia 23 de gestacion), entre los pesos corporales
de los animales sometidos a fetectomia completa y de aquellos en los que se habia
practicado una fetectomia simulada. El peso del tejido seco de las seis glandulas abdo-
mino—inguinales, sometidas a extraccion con éter etilico (DEET) era de 699,1 mg. en
el grupo de ratas fetectomizadas y de 690,7 mg. en las ratas control; la diferencia 8,4
mg.. no era estadisticamente significativa (p > 0,05). Los valores de contenido mama-
rio de ADN de los animales fetectomizados y de los sometidos a fetectomia simulada
eran muy similares, 20,07 y 20,28 mg. respectivamente (Fig. 1). Estas cifras no eran
significativamente diferentes (p > 0,05). El contenido mamario de ARN era de 15,22
mg. en las ratas fetectomizadas y de 17,15 mg. en las testigo. Aun cuando la primera
cifra era un 12,6% menor que la segunda, un analisis de varianza para esta variable re-
veld que la diferencia no era estadisticamente significativa (p > 0.05). El cociente AR-
N/ADN no era significativamente mayor (p > 0.05) en las glindulas mamarias de los
animales testigo, 0,85 que en aquellos cuyos fetos habian sido eliminados, 0.75.

Fetectomia incompleta: Seis ratas primiparas cuyos fetos habian sido ellml-I'I’adF)S
durante el dia 17 de gestacion con la excepcion de un Gnico feto que permanccio «in
situ», no diferian significativamente (p > 0.05) en peso corporal, deter_mmado el dia
23 de gestacion, de las ratas totalmente fetectomizadas ni de las sometidas a fetecto-
mia simulada.

El peso del tejido seco sometido a extraccion con éter etilico era de 690,5 mg., un
valor casi idéntico al observado en el grupo control (690,7 mg) y solamente 8,6 mg
menor que el correspondiente al de las ratas totalmente fetecton*pzadas. La_s d}feren.-
cias de estos valores en los tres grupos de animales no son estadisticamente significati-
vas (p > 0,05). '

El contenido total de ADN en el tejido mamario de las ratas parcialmente fetecto-
mizadas era de 26,35 mg., una cifra significativamente mayor que las encontradas en
los otros dos grupos (p > 0.01). El contenido total de ARN en las ratas que conserva-
ban 1 feto fue de 21,21 mg., un valor significativamente mayor (p > 0.05) que el en-
contrado en los animales fetectomizados (15,22 mg.), pero no asi (p > 0.05) que el ob-
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tenido en los animales testigo (17.15). El cociente ARN/ADN e¢n ¢l grupo de animales
con un feto, era de 0,81, un valor intermedio entre los de los animales fetectomizados
(0,75) y el de los animales sometidos a fetectomia simulada (0.85) (Fig. 1).

La apariencia general del tejido placentario, presente en ambos grupos de uninml;s
al sacrificio, era semejante v el peso medio de las placentas era de 0.439 g. en los ani-
males fetectomizados y de 0,515 g. en los animales testigo. Estos valores cran signifi-
cativamente diferentes (p > 0.05). -

Mientras el contenido mamario total de ARN mostraba una clevada correlacion
con el nimero de placentas (r=0.715) en el grupo de ratas fetectomizadas. ¢n cl grupo
control el coeficiente de correlacion entre estas dos variables era muy bajo (r = 0.032).
Una correlacion todavia mayor se encontrd entre el peso total de las p!accm.as y el
contenido mamario total de ARN (r = 0,774) en los animales fetectomizados. frente a
un coeficiente de correlacién muy bajo en los animales testigo (r = 0.165). El peso me-
dio de las placentas se encontraba asimismo fuertemente correlacionado con el conte-
nido de ARN en las ratas fetectomizadas (r = 0,796) pero no en las testigo (r = 0.._?83)-
Coeficientes de correlaciéon de 0,70, 0,74 y 0,70 fueron encontrados entre el _cocwn}c
ARN/ADN y el nimero de placentas, peso total placentario y peso placentario qum
respectivamente, en el grupo de ratas fetectomizadas (Tabla ). En las ratas lestuigo.
aun cuando se mantenia una baja correlacion entre el niimero de placentas y peso Lo-
tal de las placentas y el cociente ARN/ADN, resulto sorprendente encontrar una ele-
vada correlacién (r = 0,7975) entre este parametro y el peso medio de las plz_nc_cnlas.

El contenido mamario de ADN mostré una menor interdependencia positiva que el
contenido de ARN con el peso total placentario (r = 0,638) y con ¢l numero de pla-
centas (r = 0,534) en los animales fetectomizados, pero el mayor coeficiente encontra-
do en este grupo se halld entre el contenido de ADN y peso placentario medio (r =
0.830). En los animales testigo, el ADN y los pardmetros placentarios presentaban
coeficientes de correlacion muy bajos.

DISCUSION

En el presente trabajo se ha encontrado que los valores de contenido mamario d_e
ADN y ARN y del cociente ARN/ADN, en los animales fetectomizados y los someti-
dos a fetectomia simulada no diferian significativamente. Estos resultados refuerzan
las observaciones previas de otros autores >* de que la eliminacion de embriones en la
rata, sin extraer las placentas, no interrumpe la gestacion, que continta hasta que las
placentas son expulsadas a término. Por otro lado, nuestros resultados rew_—:lan que, ni
la ausencia de fetos, ni la posible mayor severidad del procedimiento quirhrgico, en
los animales fetectomizados, afectan, marcadamente, al desarrollo del tejido mamario,
durante los seis Gltimos dias de la gestaciéon. EI mantenimiento de un unico feto hasta
el sacrificio, por el contrario, resulta en un significativo y manifiesto aumento ¢n el
contenido mamario de acidos nucléicos, al final de la gestacion. Este resultado indica
Una mayor intensidad en el procesone proliferacion del tejido mamario, en las ulti-
mas ctapas de la gestacion y podria sugerir que, siempre que la gestacion permanczca
".",ilterada, manteniendo una unidad fetoplacentaria completa en el utero, la reduc-

€1on del nimero de fetos permite una mayor disponibilidad de los elementos necesa-
10s para el desarrollo del tejido mamario. El cociente ARN/ADN que indica la inten-
sidad de la actividad secretora en el tejido mamario 2%, no difiere significativamente,
€N ninguno de los tres grupos de animales estudiados, atn cuando el valor mas eleva-
do correspondi6 a los animales que conservaban todos los fetos. La escasa magnitud
de las diferencias (en ningun caso significativas) en el contenido total de ARN vy el co-
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ciente ARN/ADN, encontradas entre los animales fetectomizados y los sometidos a
fetectomia simulada, argumenta en contra de un papel decisivo, de las adrenales feta-
les, en la lactogénesis, durante la gestacion. Una contribucidn secundaria, favorecedo-
ra de los cambios en contenido de dcidos nucleicos que tienen lugar, en el tejido ma-
mario, poco antes del parto no debe ser descartada, en vista del ligeramente superior
valor del cociente ARN/ADN, encontrado el dia 23 de gestacion, en los animales que
conservaron sus fetos. Por otra parte, se han presentado evidencias de que el estrés que
supone el parto, desencadena, en la rata, un gran aumento de la concentracién plas-
matica de corticosteroides *° y en el conejo se registré un considerable incremento de
corticoides, en el plasma fetal, en el momento del nacimiento 2°. Como las ratas par-
cialmente fetectomizadas y las sometidas a fetectomia simulada, utilizadas en el pre-
sente trabajo se sacrificaron el dia 23 de gestacion antes de que el proceso del parto
diese comienzo, una hipotética contribucion importante de las adrenales fetales, a la
lactogénesis, en respuesta al estrés que supone el nacimiento, no pudo ser detectada.
Nuestros resultados, por otra parte, evidencian el mantenimiento de la funcionali-
dad de las placentas, durante las ultimas fases de la gestacién, una vez que las unida-
des feto—placentarias han sido privadas de sus componentes fetales. La elevada inter-
dependencia observada, entre el numero de placentas, peso placentario medio y peso
placentario total y el contenido de dcidos nucleicos y cociente ARN/ADN mamario
de las ratas fetectomizadas sugiere la existencia de influencias positivas de la placenta,
en las actividades proliferativa y secretora del tejido mamario, en ausencia de los fe-
tos. La ausencia de diferencias significativas en el contenido mamario de dcidos nu-
cleicos y cociente ARN/ADN, encontrada en el presente trabajo entre los animales
con fetos y aquellos fetectomizados que conservaron las placentas, contrasta con la
notable reduccion en ARN, ADN y ARN/ADN, registrada por otros autores ? cuando
las placentas eran eliminadas, conjuntamente con los fetos y da cuenta de la necesidad
de factores placentarios para el normal desarrollo y funcién del tejido mamario, du-
rante la segunda mitad de la gestacion. A este respecto se debe tener presente que la
naturaleza endocrina de la placenta ha sido ampliamente reconocida '“!¢22. En pre-
sencia de los fetos, la situacién cambia radicalmente y, los parametros placentarios
determinados no guardaban correlacién apreciable con el ARN y ADN mamarios ni
con el cociente ARN/ADN. La competencia entre los fetos y el tejido mamario por
factores placentarios queda claramente evidenciada por los bajos coeficientes de corre-
lacion encontrados en presencia de los fetos.

RESUMEN

Se estudi6 la participacion de las suprarrenales fetales en la lactogénesis, fetectomi-
zando ratas primiparas el dia 17 de la gestacién. El contenido mamario de acidos nu-
cleicos en los animales fetectomizados y en los testigo no es significativamente diferen-
te. El cociente ARN/ADN en ratas que mantuvieron un feto, presentaba un valor in-
termedio entre los de los animales fetectomizados y los testigo. Estos resultados niegan
una contribucion decisiva de las adrenales fetales a la lactogénesis, con anterioridad al
parto. Las placentas, en los animales fetectomizados y los que conservaron los fetos
presentaban idéntico aspecto general y sus pesos eran similares. El contenido mama-
rio de ARN vy el cociente ARN/ADN presentaron una correlacion elevada con el ni-
mero de placentas, peso total placentario y peso placentario medio, en los animales
fetectomizados. En los animales sometidos a fetectomia simulada, sin embargo, estos
factores mostraron una escasa correlacion, a excepcion del peso placentario medio y
el cociente ARN/ADN., Estos resultados revelan una marcada influencia de la placen-
ta sobre la glandula mamaria, una vez eliminada la competencia de los fetos.
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EFECTS OF FOETO-PLACENTAL FACTORS ON THE
MAMMARY TISSUE OF THE RAT - MAMMARY
NUCLEIC ACIDS CONTENT CHANGES AS THE

LACTOGENIC INDEX

SUMMARY

The role of the fetal adrenals in lactogenesis was investigated by fetectomizing pri-
miparous rats on day 17 of gestation. No significant differences were found on da)_' 23
in the nucleic acids content of mammary glands of fetectomized or sham—fetectomized
rats. Partial fetectomy produced an intermediate RNA/DNA ratio. These results ruled
out a major role of the fetal adrenals in lactogenesis prior to parturition. The placen-
tae of the fetectomized— and sham —fetectomized animals had a similar general appea-
rance at sacrifice and their weight was not significantly different. High corrcl{illon
coefficients were found between total mammary RNA content and the numb_cr of pla-
centae, total placental weight, and average placental weight in the fetectomized rats.
The RNA/DNA ratio was also highly correlated with the three placental parameters
in the fetectomized group, whereas in the sham-fetectomized animals, except for a
high correlation coefficient observed between the average placental weight and the
RNA/DNA ratio, the factors showed a low correlation. These results reveal a strong
irll)ﬂuence of the placenta on the mammary gland when the competition of the fetus is
absent,
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