INSTITUTO DE FISIOLOGIA

Accion de la obscuridad y la luz
sobre la hipofisis del sapo

El poder melanoforo-dilatador de los extractos de hipofisis

Por EL proresor ansunto: Dr. JULIO N. MASSELIN

En investigaciones anteriores Jores y colaboradores (1-2) en-
contraron que la oscuridad aumentaba la ‘accion melanoforo-dilatadora
de la sangre de conejos; las hipofisis de lauchas mantenidas en la
oscuridad presentaban aumento del poder pigmento expansor. Uti-
lizaban como reactivo la piel aislada de ranas, por considerarlas mas
sensible que el animal vivo (3). Tomando como reactivo la retina (4)
observaban también que los extractos de hipofisis de ranas sometidas
a la oscuridad provocan la disposicion de los pigmentos como en el
ojo sometido a la oscuridad.

Contrariamente a estas opiniones Koller y Rodewald (5) afir-
man que en las hipofisis de rana de oscuridad desaparece la accion
melanoforo-dilatadora, la que apareceriaalos pocos minutos de some-
tidas a la accion de la luz; que las hipéfisis de ranas ciegas se com-
portan como aquellas de la oscuridad; que las glindulas de ranas
ciegas, a las que se les excita el nervio Optico se comportan como
aquellas de iluminadas, es decir, adquieren poder pigmento expan-
sor; accion esta que aumentaria (6) progresivamente de ondas lar-
gas a cortas, dependiendo la accion del estimulo eléctrico de la in-
tensidad del mismo.

En vista de estos resultados contradictorios hemos tratado de
establecer por nuestra parte si existe o no una relacion entre el fac-
tor luz y oscuridad y la acciéon melanofora-dilatadora de los extractos
de hipofisis de sapos, Bufo arenarum, del mismo sexo (machos) so-
metidos a la oscuridad e iluminados continuamente sobre fondo blan-
co, comparando su accién con los extractos obtenidos de hipdfisis de
sapos normales.

Como reactivo hemos tomado sapos hipofisoprivos operados con
anterioridad variable entre 15 dias a 3 meses (los que se compor-



. 2
ACCION DE LA OBSCURIDAD Y LA LUZ SOBRE LA HIPOFISIS DEL SAPO Ol

taron del mismo modo) formando lotes del mismo sexo y lo mas
semejantes posible en cuanto a su coloracién; de 100 a 115 gramos
de peso; reservando de cada lote testigos para la comparacion de los
cambios de coloracion.

Los extractos utilizados han consistido en macerados en solucion
fisiologica, previo desmenuzamiento en un mortero de hipofisis to-
tales de sapos machos; haciéndose las soluciones de acuerdo al peso
de las glandulas.

Las inyecciones se practicaron en el saco dorsal, en cantidad de
1 c.c. de macerado por cada 100 gramos de peso vivo del sapo re-
activo, pesados previa extraccion de la orina.

La observacion de la expansion de los melanoforos ha sido en to-
dos los casos macroscopica, diandose como resultado positivo solo
aquellos casos en que el cambio de color con respecto al testigo no
admitia dudas, aunque no llegaran al obscurecimiento de la piel com-
parable a los sapos normales.

La observacion se prolong6 siempre por espacio de cuatro ho-
ras por lo menos; sin embargo, las mejores observaciones se han ob-
tenido entre media y una hora después de inyectados los extractos.

Las experiencias se efectuaron siempre en forma simultinea pa-
ra toda clase de extractos, y ellas se extendieron en una primera se-
rie en los meses de Junio, Julio y Agosto de 1937 y una segunda
serie en los meses de Octubre, Noviembre, Diciembre de 1937 y
Enero de 1938, de manera que tenemos resultados con hipéfisis de
invierno y con hipéfisis de verano.

Nuestros resultados fueron los siguientes:

EXPERIMENTACION CON HIPOFISIS DE INVIERNO

a) Hipdfisis de sapos normales: l.os macerados mostraron accion
melanoforo-dilatadora hasta el titulo maximo de 1 por 80.000, 0 sean
12,5 gammas de glindula; la accién desaparecia a las 2 horas.

b) Hipdfisis de sapos iluminados: Los sapos cuyas glandulas sir-
vieron para nuestra experiencia fueron sometidos a la accién conti-
nuada de la luz de dos lamparas de 4o Wats sobre fondo blanco a
distancia de 4o c¢ms. durante 2/ horas, 3, 7, 13, 20 y 28 dias.

Las hipofisis de sapos de 2/ horas, 3 y 7 dias, mostr6 una ac-
cién comparable a aquella de las hipofisis normales, es decir, un ti-
tulo hasta 1 por ochenta mil, pero en los sometidos a 13, 20 y 28
dias se observd una disminucién de la accién melanoforo-dilatadora
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desde que sus extractos mostraron actividad solamente hasta titulo
de 1 por cincuenta mil, o sea 20 gammas.

¢) Hipdfisis de sapos de obscuridad: Utilizamos glandulas de sa-
pos sometidos durante 24 horas, 3, 7, 14, 20. 66 y 100 dias a
completa obscuridad y sacrificados en la obscuridad o con ilumina-
cion poco actinica (Luz roja).

En las hipofisis de sapos de 24 horas, 3 y 7 dias no se mos-
tré cambios netos en cuanto a la potencia de su accion melanoforo-di-
latadora, pero a partir de los 1/ dias de obscuridad las hipofisis co-
mienzan a mostrar un aumento en su accion melanoforo-dilatadora,
pues sus macerados se muestran activos hasta el titulo de 1 por roo
mil, 0 sean 10 gammas.

Alos 66 dias de obscuridad el titulo de la solucién activa se extien-
de en forma neta hasta 1 por 200 mil o sean 5 gammas, pero este titulo no
pudo ser sobrepasado atin con hipdfisis de sapos mantenidos hasla 100
dias a la obscuridad. La accion pigmento expansora en estos Gltimos
casos era bastante pasajera (desaparecia a la 1 1/2 horas), mientras
que con las soluciones al 1 por 100 mil era apreciable ain a las 3 o
3 1/2 horas. ;

EXPERIMENTACION CON HIPOFISIS DE VERANO

En los meses de Octubre, Noviembre, Diciembre y Enero repe-
timos estas experiencias con vistas de establecer también si la misma
accion se ejercia en épocas distintas del afio y comprobamos que la
hipofisis de sapos de primavera y verano se comportaban asi:

a) Hipdfisis de sapos normales: El titulo miximo al que pudi-
mos llegar fué el de 1 por Do mil (20 gammas) en algunos casos,
mientras que en otros solo era de 1 por 25 mil (4o gammas). ks
decir, estas hipofisis se comportaban en forma irregular.

b) Hipdfisis de sapos iluminados: En las hipofisis de sa-
pos sometidos durante 11 y 18 dias a la accion de la luz, el titulo
mas alto de las soluciones fué de 1 por 25 mil, o sean j0 gammas.
Los de menos permanencia, 1, 3 v 7 dias, se comportaron como los
normales.

¢) Hipdfisis de sapos de obscuridad: Las glandulas de sapos de
11 y 18 dias de obscuridad se mostraron activas hasta el titulo de
1 por 8o mil, o sean 12,5 gammas. Los de menos permanencia, 1,

i

3y 7 ldias, se comportaron como las glandulas de sapos normales.
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Con el fin de establecer si estas variaciones de la accion melano-
foro-dilatadora de las hipéfisis se deben a la accion del reflejo oculopitui-
tario con punto de partida retiniano, provocado por la luz o la obs-
curidad, efectuamos también experiencias con sapos ciegos, con cie-
gos con el nervio optico excitado y con ciegos que permanecian con
fuerte luz sobre la cabeza. Koller y Rodewald (5) dicen que las hi-
pofisis de los ciegos se comportan como aquellas de los sometidos
a la obscuridad, vale decir, segin estos autores, con poder pigmen-
to expansor disminuido, que las hipofisis de ciegos a los que se les
excita eléctricamente o por iluminacién el nervio éptico se compor-
tan como los iluminados, es decir, con poder pigmento expansor au-
mentado.

Nuestras experiencias se efectuaron en verano (mes de Enero)
v he aqui los resultados obtenidos: :

a) Hipdfisis de sapos normales: Su méaximo titulo de actividad
fué de 1 por 5o mil, o sean 20 gammas.

b) Hipdfisis de sapos cieqos, mantenidos a luz difusa del labo-
ratorio. Estas glandulas fueron de sapos a los que se les enuclearon
los ojos 16 dias antes de extraer las glindulas. Su accién melanoforo-
dilatadora lleg6 a manifestarse hasta con macerados del titulo de 1
por 80.000 a los 16 dias, o sean 12.5 gammas de glandula.

¢) Hipdfisis de los sapos ciegos e iluminados con fuerte luz so-
bre la cabeza, producida por una limpara de 4o Wats a una distan-
cia de 25 cms. Para que la luz siempre irradiara sobre la cabeza, los
sapos eran colocados en bocales estrechos. La accién melanoforo-di-
latadora de los extractos de sus hipofisis se comporté como las de
sapos normales, es decir: fueron activas hasta el titulo de 1 por 50
mil, o sean 20 gammas. La luz seguramente excita en este caso di-
rectamente los filetes del nervio optico.

d) Hipéfisis de sapos ciegos con nervio éptico excitado eléciri-
camente: A los 15 dias de enucleados sus ojos, durante los 5 dias
previos a su sacrificio y extraccion de la glandula, se les excitaban
sus mervios Opticos durante un minuto cada uno (total » minutos)
con una corriente suministrada por dos pilas secas que pasa por la
bobina de Dubois-Raymond con el carrete alejado 5 cms.

La .accion melanoforo-dilatadora de estas glandulas se manifesto
solo hasta el titulo de r por 10 mil, o sean 100 gammas de glandula.

*
* *

Segun Jores (3) la extraccion alcalina de los principios pigmen-
tos expansores de las hipofisis de rana da un extracto 10 veces mas

2
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activo que la simple extraccion por el Ringer; por nuestra parte en
todas las experiencias relatadas anteriormente hemos utilizado para
la extraccion la simple solucion fisiologica de cloruro de sodio al
8/1000, pero en un nuevo conjunto de experiencias hemos comparado
si habia o no diferencias entre los extractos con solucion fisiologica
y los extractos acuosos (agua destilada) y extractos obtenidos tratan-
do las glandulas desmenuzadas con pequeiias cantidades de solucion

H Na n/ro (10 mgs. de glindula, 1 c.c. de solucién H Na n/10)
y luego extendidas hasta los diferentes titulos con agua destilada.
Los resultados que hemos obtenido no han diferido en ningan caso,
pues trabajando con hipéfisis de sapos normales el titulo miximo
de las soluciones activas llegé solamente al 1 por 50 mil o sea el
titulo maximo que obtuvimos siempre en las experiencias de los me-
ses de primavera y verano.

También hemos tratado de establecer si la sangre de los sapos
mantenidos en diferentes condiciones luminosas (normales, luz con-
tinua y obscuridad) era capaz de producir cambios de coloracion en
la piel de los reactivos (sapos hipofisoprivos) para lo cual operamos
de la manera siguiente:

Recogimos de 6 sapos machos 30 c.c. de sangre en todos los
casos, de sapos normales, de obscuridad y de luz, incoagulada por
adicion de citrato de sodio.

A sapos hipofisoprivos de 120 grs. de peso le extraimos por la
aorta abdominal primero 3 c.c. de su sangre y por la vena abdomi-
nai le inyectdbamos 5 c.c. de sangre citratada, a los 1o minutos vol-
viamos a sacar D c.c. de sangre esta vez y las sucesivas y la reem-
plazibamos por 5 c.c. de nueva sangre citratada, de manera que en
una hora, pasaban por el organismo de los sapos hipofisoprivos los
30 c.c. de sangre a experimentar. En ninguno de los casos estudia-
dos, sea con sangre normal, con sangre de sapos en obscuridad (6o
dias) o de iluminados (60 dias), obtuvimos el mas minimo cambio
en cuanto a la dilatacion de los melanoforos cutaneos. Estas experien-
cias muestran que la cantidad de hormona melanoforo-dilatadora con-
tenida en la sangre de 6 sapos no es suficiente para producir con
su pasaje por el organismo de un sapo hipozisoprivo en el término de
una hora ninguna modificaciéon en su pigmentacion.
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De igual manera se comport6 la sangre inyectada en la cantidad
de 5 c.c. por cada 100-120 grs. de peso en el saco dorsal de sapos
hipofisoprivos.

CONCLUSIONES

19 Comparando los resultados obtenidos con hipofisis totales de
sapos machos de invierno y de verano mantenidos en las condiciones
normales de los laboratorios, se llega a establecer que aquellas de sa-
pos de invierno (dias cortos, luz solar poco actinica) poseen accidon
melanoforo-dilatadora mas desarrollada que las de verano (dias lar-
gos, luz solar mas actinica).

20 Las hipofisis de sapos mantenidos en la obscuridad adquieren
a partir de los 11-1/4 dias mayor accion melanoforo-dilatadora. Esta
accion aumenta gradualmente hasta un punto dado.

30 Las hipofisis de sapos machos mantenidos con iluminacion
continua sobre fondo blanco, a partir de los 11-1/4 dias muestran
disminucion de la accion melanéforo-dilatadora.

4o Las hipofisis de sapos machos ciegos se comportan exacta-
mente igual que aquellas de sapos sometidos a la obscuridad com-
pleta, esto es, su accion melanoforo-dilatadora aumenta.

50 En sapos ciegos una luz artificial que actia fuertemente so-
bre la cabeza, excita los filetes del nervio 6ptico de la misma manera
que la luz natural lo hace sobre la retina.

6o La excitacion de los cabos periféricos del nervio 6ptico, por
medio de la corriente eléctrica, reemplaza la accion de la luz. Sus hi-
pofisis se comportaron en lineas generales como aquellas de las ilu-
minados continuamente.

70 Las extracciones acuosa, alcalina y por medio de solucion {i-
siologica de cloruro de sodio -al 8/1000 se comportaron en nuestras
experiencias, exactamente igual.

80 La sangre circulante de sapos sometidos a diversas condicio-
nes luminosas, no contiene suficiente hormona melanéforo-dilatadora
como para producir cambios de coloracion en la piel de sapos hipo-
fisoprivos.
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