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PADRONISATION BIOLOGIQUE DE LA PROLACTINE

PAR

JOSE R. VALLE

Suivant les instructions de 'Organisation d'Hygiéne de la Société des Na-
tions (1) et disposant de l'étalon international de la Prolactine envoyé au
professeur Thales Martins par le professeur A. S. Parkes, de Londres, nous avons
eu l'opportunité d'essayer sur nos pigeons l'activité de cette hormone prehy-
pophysaire. Cette standardisation doit étre faite, chez nous, avec un soin par-
ticulier, car nous mne possédons pas, actuellement, des pigeons sélectionnés
et méme, 4 une certaine époque, nous n'avons pu disposer de quelques
amimaux d'age connu. En plus de ces inconvénients il faut remarquer que
nos pigeons domestiques, en général, vivent dans des conditions physiques
peu satisfaisantes; il suffit de dire que prés de 80%, de ceux que nous avons
eu, étaient infectés naturellement par I'Hemoproteus columbae.

L'un des premiers soins pour la vérification de l'activité de I'hormone
lactogénique préehypophysaire est I'emploi de pigeons adultes, des deux sexes,
et hors de la période d'incubation, puisque la méthode se base sur l'augmenta-
tion du poids des bourses latérales du jabot. Cette nécessité exige l'isolement
préalable, au moins durant un mois, ou bien, l'examen des conditions des
engluvies avant de commencer le traitement. A cause de la lon de la vana-
tion, surtout quand on emploie des animaux de groupes hétérogénes, comme
dans le cas présent, il faut opérer sur le plus grand nombre possible de pigeons
pour chaque dose essayée. Riddle (2) a démontré que la variation indivi-
duelle des réponses peut étre de 1 a 6, méme en faisant abstraction du facteur
racial.

Dans ce travail, nous exposons minutieusement la méthode suivie dans
notre Laboratoire et nous donnons les résultats obtenus avec l'étalon interna-
tional. Pour des motifs independants de notre volonté nous n'avons pu em-

ployer que 4 ou 5 pigeons pour chaque dose étudiée. Les dosages ont été
réalisés en plein été, avec la température movenne ambiante de 28° C.,
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METHODE ET RESULTATS
1. Séléction des pigeons

Des pigeons adultes de 270 a 320 gr. de poids sont fistulés, suivant la
technique décrite dans un travail antérieur (3) et,- lorsque linspection des
engluvies est negative, on les isole dans des cages individuelles. Dans le cas
d’inspection positive, c'est-a-dire quand nous rencontrons épaississement, plis-
sage ou sécrétion au niveau des bourses latérales du jabot, les pigeons sont re-
jetés temporairement. Quelquefois, l'inspection n'est pas suffisante pour dé-
cider s'il y a ou s'il n'y a pas de réaction positive, comme par exemple tout au
debout de la période d'incubation; alors, le frottis de la muqueuse, comme nous
avons eu l'occasion de le décrire (4), sera la preuve décisive. Avec frottis
positif l'ammal est ecarte. Cépendant, lorsque l'inspection est négative mais le
frottis révele la présence d’une ou d'autre gouttelette de graisse colorée par le
Sudan III, le pigeon peut étre utilisé. Nous avons vérifié que, parfois, le
frottis est positif, méme durant lisolement. Il est probable que cette “positi-
vite”, vue la sensibilité du test, dépend de I'équilibre entre les gonades et I'hy-
pophyse. Dans le cas de l'isolement, il ¥ aurait baisse des hormones sexuelles
et décharge conséquente de prolactine, influant sur les propres engluvies. Dans
un travail récent, Moraté Manaro (5) a démontré que la castration est accom-
pagnée de frottis positifs. Il conviendra donc d'employer le pigeon dés qu'il
est fistulé et choisi.

Y aurat-il avantage a n'employer que les males, ou bien les femelles?
Nous n'avons pas observé des différences, ni qualitatives, ni quantitatives, dans
les réponses de pigeons a I'hormone lactogénique suivant le sexe. On agira
de bon aloi, cependant, si on détermine le sexe des pigeons choisis et si on
laisse de coté les femelles aux ovaires développés, surtout si on a présente i
I'esprit l'action antagonique des oestrogénes sur la réponse a la prolactine (Fol-
ley et White) (6).

En résumé, la sélection des pigeons se fait par le poids (270-320 gr.) et
par l'inspection négative des bourses latérales du jabot. Les femelles dont les
ovaires pésent plus d'un gramme ne doivent pas étre employées.

2. Modus operandi
Les pigeons sélectionnés sont divisés en groupes de 3 & 5 et injectés, soit
au muscle pectoral (essais préliminaires), soit sous la peau, au dos (étalon),
avec la méme dose quotidienne de prolactine: dans 0,5 cc. de véhicule aqueux
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alcalin. On fait 4 injections (4 x 05 cc.) et les pigeons sont sacrifiés 24
heures apres la derniére dose, c'est a dire 96 heures aprés le début du traite-
ment. Chaque jour au moment de l'injection, on procéde a I'inspection des en-
gluvies et on prend note des observations: — négative, = congestion, -+ conges-
tion et €paississement, - épaississement et plissage, 44 épaississement,
plissage et secrétion (crop-milk). En principe, avec l'emploi de préparations
actives, on fait le frottis seulement 24 et 48 heures apres le début de I'expérience.
Il est clair qu'on peut dispenser le frottis lorsque l'inspection est positive,

A Tautopsie on peése les thyroides, les gonades et les bourses latérales du
jabot, libérées de la graisse dorsale et des sécrétions. Le poids moyen de cha-
cun de ces €léments est compté avec le poids moyen final des pigeons du groupe
respectif. En somme, toutes les valeurs rencontrées sont calculées pour des

pigeons de 300 gr. poids corporel, que nous avons adopté comme base pour la
facilité des comparaisons.

3. Poids normal des engluvies

Pour mésurer les effets d'une préparation donnée de Prolactine, par la mé-
thode de la pesée des bourses latérales du jabot, il est nécessaire avant tout d'en
obtenir la valeur moyenne normale et ses variations extrémes. Au cours de
nos experiences nous avons pesé les engluvies de 26 pigeons fistulés normaux,
12 males et 14 femelles, et nous avons obtenu le poids moyen de 746 mgr:
Dans les différents groupes la plus basse movenne a été de 618 mgr. et la
plus haute de 940 mgr. Comme valeur moyenne calculée pour les pigeons de
300 gr. de poids corporel nous pouvons admettre 820 mgr.. Une question
doit etre discutée ici. La canule d'ébonite appliquée a la paroi musculo-cutanée,
sur la ligne moyenne du jabot, bien qu'elle ne provoque pas des réactions éten-
dues, ne nuit-elle pas a la pesée des engluvies? Il y a toujours, il est vrai, un
épaississement cicatriciel autour de la canule, mais, si ce n'est des cas rares,
son extension est limitée et n'arrive pas jusqu'a la zone de réaction des bourses
latérales. Lorsque la surface stimulée s'étend jusqu'aux bords de la blessure
alors I'objection compte, mais cela n'arrive que rarement. Méme pour les
grandes doses, la surface de la muqueuse, qui s’épaissit extraordinairement, at-
teint & peine la zone de fixation de la canule. D'ailleurs, tous les pigeons étant
dans des conditions expérimentales identiques, les résultats peuvent étre com-
parables.

Riddle (2) donne comme poids normal des engluvies 250 mgr. pour 100
gr. de poids corporel, c'est a dire, la moyenne de 750 mgr. pour des pigeons
de 300 gr. Ce nombre, peu inférieur au nétre, signifie & peine que normale-
ment nous avons pratiqué l'incision sur une surface plus étendue.
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4. Essais préliminaires

Les essais préliminaires des effets de I'hormone lactogénique sur nos pi-
geons ont été faits principalement avec la préparation 7 Pr B, obtenue d’hypophy-
ses bovines par la méthode de Bates et Riddle (7) et I'amicale collaboration du

Dr. H. W. Rzeppa.
Avec cette préparation nous avons confirmé que l'emploi de la voie sous-

cutanée est préférable a celui de la voie intramusculaire (Bates) (8). Le ta-
bleau No. 1 est élucidatif :

TABLEAU No. 1
INFLUENCE DE LA VOIE D'ADMINISTRATION

.S Poids Pouds . s
Nombre IL;:';::‘ Préparation moyen moyen Unit¢
de i Fanienese et Voie J administration | des en- des pq:t:n
pigeons rpcg. dose gluvies | thvroides g
(s7.) (mgr.) (mgr) | ™8™ U}
4 290 10 mgr. 7 PrB | intramusculaire 2525 26.5 3.0
3 276 » sous-cutaneée 3050 26.6 8.6
3 286 5 mgr. 7 PrB | intramusculaire 1556 22 0 1.3
3 276 » sous-cutance 2326 21.6 5.3

(*) Caleul selon la table de Riddle (Sex and Int. Secret. 2.0 ed. p. 1102).

L'essai de I'extrait initial 4 Pr a démontré 'importance du poids de l'ovaire
dans la variation des réponses (Tableau No. 2). La méme dose de 4 Pr, qu
a augmenté 3 fois le poids des engluvies de male avec testicules développes,
n'a pas modifié le poids des bourses latérales du jabot de la femelle avec
svaire grand et oviducte trés hypertrophié.

TArLEAU No. 2

INFLUENCE DU DEVELOPPEMENT GONADAL

Piﬂ:? 2% {E;:E- P”::-;'Thm Voie d'administration I:n'j'l"ﬁ':‘ E‘!:E:‘;i dnr::;} I
() o . (mgr.) imgr.)
70 285 4 Pr 50 mgr. intramusculaire | 4x05cc, 650 ! f},;gé“
99 320 » » & 2350 Tc:-; ;ii;;]g
S4 310 » ’ ~ 1050 T{"';'l;i;i;llﬂ




JosEé R. VaLLe — Padronisation biologique de la Prolactine 13

5. Essai de la prolactine internationale
= 100 u. i. venus en tubes

Nous avons usé les comprimés de 10 mgr. =
fermés et conservés depuis la fin de 1938 dans leur emballage original a la

Courbe des reponses des Hg"uviu des pigeons
adultes a Tetalon infernational de Prolacline

(Butantan, 1941)

-3

joL

Poirds des engluvies grs/s00qrs p corp.

1 ' ’ T - ¥ t b
(o] L 1-08 | I -] l’ -0 1] 3% ‘u-l

Doses {ll'lg,' = 10 umit m'ltrn)

Hbfl: - Las sigravr (n) represenlest los valewrs indimduelles pour
thacune des doses employées 3ot ) sonl les varalions
exlrémes du pords des H!hvlu des pigrons femoiny

a bailuegy

température de 3 @ 6°. Nous avons fait 3 solutions dans de 'eau distillée, plus
NaOH a 3% jusqu'a dissolution de telle maniére que, aprés les corrections de
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volume, la solution A contenait 5 u. i, la solution B 12,5 et la solution C 28,5
u. i. par cc. Le dosage ayant été calcule pour des pigeons de 300 gr., les 5
ammaux du premier groupe requrent chacun 12 u. i.; les 4 du second groupe
37 u. 1. et finalement les 4 pigeons du troisieme groupe 35 u. i.

Les 4 injections furent sous-cutanées, au dos, au volume de 0,5 cc. cha-
cune, espacées par 24 heures. L'emploi de la voie sous-cutanée pour la pre-
paration internationale et dans les expériences comparatives est obligatoire.

Le tableau No. 3 résume les résultats obtenus. Dans le graphique 1 nous
vovons la courbe des réponses et les points réprésentant, pour chacune des
doses mentionnées, les valeurs individuelles. La simple inspection du graphi-
que démontre combien est indispensable I'emploi de divers animaux pour cha-
que dose. Seulement des essais postérieurs pourront fournir des éclaircisse-
ments sur les points intermédiaires de la courbe et, par 'emploi d'un plus grand
nombre de pigeons, indiquer si les points établis sont acceptables.

TasrLeau No. 3

RESULTAT GENERAL

Nombre de Poid Poids Poid Poids
s pigeons Dose FPoids Poids m::t; des en- “:_: des
= J moyen moyen e bnd gluvies m:; ‘n thyroides
2 4 ﬁ;r. initial fmal slavies mEgT. il r:idﬂ mgr.
= o B ['E:" Pa: SOET (gr.) (&r.) (mgr.) mfprh mgr.) Iﬂﬂf;;'
K |12]14] 26 — we—s 273 746 820 26.0 28.6
A3l 2] &5 1.2 270 250 1826 2191 26 4 24 1
B 4| — 4 3.7 280 253 3755 3980 26.5 28.1
C 4| — 4 55 204 308 4572 4453 28.2 27.1

Le frottis des engluvies ou l'inspection pourront servir dés le début du
traitement comme critérium objectif pour la vérification de l'activité des pré-
parés injectés. Donnant des valeurs arbitraires aux signes =, 4, 44 e
+++, de 5, 10, 20 et 30, il est possible, au cours du traitement, de se faire
peu 4 peu une idée de l'activité de la préparation en étude, Dans le tableau
No. 4 nous voyons non seulement la coincidence des valeurs proportionnelles
aux doses, mais aussi la precocité de la réaction. Avec l'emploi de 12 u. i., a
la fin de 48 heures l'inspection est pratiquement négative (10), et fortement
positive (100) avec la dose de 55 u. 1. Ce procédé, naturellement, fait place
a une analyse plus minutieuse de l'activité des préparations employées.
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TAaerLEAUr No, 4

VALEURS ARBITRAIRES DONNEES A L'INSPECTION DES ENGLUVIES DE
4 PIGEONS DE CHAQUE GROUPE DURANT LE TRAITEMENT AVEC
L'ETALON INTERNATIONAL

| Hetres Groupe A Groupe ‘B Groupe ‘C
12 u.i 37 u.i 55 u.i
0 0 0 0
24 0 5 35
48 10 45 100
72 40 7 100
96 35 110 140
Total 105 230 375

Pour les raisons exposées au début, quoique les modifications proposées
soient de grande utilité, I'essai quantitatif devra étre considéré comme prélimi-
naire jusqu'a ce qu'il soit possible d'avoir, dans notre laboratoire, des pigeons
selectionnés et d'age connu.

RESUME

Des pigeons adultes des deux sexes, de 270-320 gr. de poids, fistulés en
dehors de la période de la couvaison avec inspection et frottis négatifs des englu-
vies, ont été repartis en deux groupes: 26 controles, soit 12 miles et 14 femelles;
13 traités, 11 miles et 2 femelles. Les pigeons traités ont été subdivisés en
3 groupes: 5 ont recu, chacun, 1 mgr. de la préparation internationale de
Prolactine; 4 en ont requ 3,5 mgr. et 4, 57 mgr.. Ces doses ont été repar-
ties en 4 jours, en injections sous-cutanées, et les pigeons ont été sacrifies le
cinquiéme jour. Le poids moyen des engluvies des pigeons témoins, calculé
par 300 gr. de poids corporel, a été de 820 mgr.. Les poids moyvens dans les
meémes conditions des pigeons injectés ont été respectivement pour les doses
de 12, 37 et 55 u. i.: 2191, 3980 et 4453 mgr.. Avec ces valeurs on a élaboré
la courbe des réponses.

Quoique les modifications proposées soient de grande utilité, le preésent
essai de la préparation internationale de Prolactine sur nos pigeons devra étre
considéré comme préliminaire jusqu'a ce que l'emploi de pigeons sélectionnés,
d'age connu et en plus grand nombre pour chaque dose soit possible.

|
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RESUMO

Foi examinada a sensibilidade dos nossos pombos domésticos a preparagio
internacional de Prolactina fornecida pelo National Institute for Medical Research,
Hampstead, Londres. Pombos adultos dos dois sexos, pesando de 270-320 gs.,
fistulados e fora do periodo do choce, foram repartidos em dois grupos: 26 tes-
temunhas, 12 machos e 14 fémeas e 13 tratados: 11 machos ¢ 2 fémeas. Dos
pombos tratados 5 receberam 1 mg. da preparagio internacional do hormonio
lactogemo pre-hipofisario; 4 receberam 335 mgs. e 5 receberam 5.7 mgs.. As
doses foram distribuidas em 4 dias, uma injegio subcutanea diaria, e os animais
sacrificados no 3.° dia para a pesada das bolsas laterais do papo. Nas condigbes
normais, isto €, nos pombos testemunhas, o peso médio das engluvias, calculado
para 300 gs. de peso corporal foi de 820 mgs.. Os pesos médios das engluvias
dos pombos injetados foram respectivamente para as doses de 12,37 e 35 unidades
internacionais de 2191, 3980 e 4453 mgs.. Com os valores mencionados foi
elaborada a curva das respostas.

Si bem que nos paregam vantajosas as modificagbes propostas para a reali-
zagao da prova quantitativa da Prolactina, os resultados referidos inclusive os
da inspecio direta das bolsas laterais através da fistula do papo, devem ser
tidos como provisorios até ser possivel, entre nos, o emprégo de pombos sele-
cionados, de idade conhecida e em maior nimero para cada dose.
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NOTA: BEste trabalho ji estava sendo impresso quando tivemos
conhecimento dos resultados obtidos com o padrio internacional de Pro-
Jactina por W. R. Lyons (Endocr. 28:161.1941) e J. Meites, A. ]J.
Bergman ¢ C. W. Turner (Endocr. 28:707.1941).
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(Trabalko da Seccio de Endocrinclogia do Instituto Butan-
tan. Entregue em maio de 1941, Dado i publicidade
em janeiro de 1942.)




