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Biologia generale. — Cromatografia su strato sottile per il dosaggio
quantitativo di steroidi. Analisi degli steroidi gonadici di Anguilla an-
guilla ©. Nota di GaBrIELLA PENSO e LAUrRO GALzIGNA, presentata

dal Socio U. D’Ancona.

PREMESSA.

In una prima Nota ) sono stati esposti alcuni dati, relativi all’estra-
zione e all’identificazione cromatografica degli ormoni ovarici e testicolari
di Teleostei.

Il metodo impiegato, cromatografia su carta, presentava perd dei limiti,
specialmente dal purito di vista del dosaggio quantitativo, a causa del suo
basso potere risolutivo e per le quantita molto piccole di steroidi presenti
nella gonade. D’altra parte anche altri metodi, colorimetrici o di cromato-
grafia su colonna ‘®, non potevano essere applicati per il rilevamento di
piccole quantita.

Recentemente, la cromatografia su strato sottile, secondo Stahl ¥, &
stata applicata con successo all’analisi degli steroidi +:9. Con questo metodo,
si & arrivati a distinguere anche steroidi a formula chimica analoga, poco
differenziabili con altri metodi . Questi risultati ci hanno spinti ad appli-
carlo all’analisi di estratti d’organo ottenuti con tecniche diverse, messe
a punto di volta in volta.

Lo scopo della presente Nota & esporre due procedimenti di estrazione
degli steroidi da gonadi adulte di Anguilla anguilla e un metodo di dosaggio
quantitativo mediante cromatografia su strato sottile. Questo studio intende
esaurire i preliminari metodologici di una ricerca pilt ampia che compren-
dera I’analisi degli steroidi prodotti dall’anguilla in tutto il corso del suo svi-
luppo.

(*) Ricerche eseguite nell’istituto di Zoologia e Anatomia comparata dell’Universita
di Padova, con contributi del C.N.R.

(**) Nella seduta del 9 novembre 1963. ‘
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MATERIALI E METODI.

Gli animali impiegati per gli esperimenti erano anguille argentine di
lunghezza variabile da 49,5 a 63 cm, con gonadi di peso oscillante tra i
0,59 e i 2,86 g.

L’estrazione degli steroidi dai testicoli e dagli ovari & stata attuata con
due diverse modalita:

@) su gonadi di un solo individuo;
b) su un pool di organi appartenenti a sei individui.

Con il primo sistema, si omogeneizzavano in Waring-blendor 500 mg
di organo in 5 ml di NaOH 2 N. L’omogenato veniva estratto, in imbuto
separatore, con cloroformio e la fase organica veniva concentrata, mentre
la fase acquosa, portata a neutralith con HCl, veniva riestratta con clo-
roformio.

Con il secondo sistema, disponendo di maggiori quantitd di materiale,
'si & cercato di effettuare un’estrazione differenziale, modificando il metodo
di Pincus (7.

Gli omogenati, saponificati con KOH (20 ml/g) a 45° per 45 min. e raf-
freddati a O° venivano diluiti con acqua dist. Il loro estratto etereo, lavato
con NaOH 2 N, acqua dist. ¢ H,SO, 45 %, veniva concentrato. In questo
modo gli steroidi neutri restavano nella fase organica, mentre estriolo,
estrone ed estradiolo passavano nella fase acquosa. Per separare itre ste-
roidi, la fase acquosa, portata a pH 6, veniva estratta con etere. L’estratto,
lavato con NaHCO,, era portato a secco e quindi ridisciolto con benzene.
Trattando la soluzione con Na,CO; 9°, e acqua dist. si rimuoveva Iestriolo
insieme con gli altri fenoli. La fase acquosa, portata a pH 6, si estraeva
con etere. Si lavava I’etere con NaHCO; 9 % e si portava a secco, si ripren-
deva con benzene, e, dopo aggiunta di etere di petrolio, si estraevano i
fenoli con acqua.

Per ottenere infine estrone ed estradiolo, che erano rimasti nella fase
benzenica dopo il trattamento con Na,CO,;, si lavava quest’ultima con
H.SO, 45 % e acqua e si estraeva con NaOH 1 N. Dopo aver portato a
pH 6 si estraeva un’ultima volta con benzene e si lavava con H S0, 435 7%,
Na,SO; 9% e acqua dist.

I vari estratti venivano quindi cromatografati su piastre (18 X 12), pre-
parate con Kieselgel G (Merck) (20 mg/cm di superficie 4 2,5 ml di H.O/g)
e attivate per 1 ora a 110°C.

I solventi impiegati per le corse erano quelli proposti da Stahl ): clo-
roformlo, cloroformio-acetone, (80 : 10), cloroformio-acetone (80 : 20). Dopo
un’ora di corsa, le piastre, asciugate, venivano colorate con vari reattivi

(7) G. Pincus, K. V. THIMANN, Z%e hormones, Academic Press. N.Y. (1948).
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come: ShCl; in cloroformio, H,SO,~ac. acetico-alcol etilico, vanillina in eta-
nolo-H.SO,, vapori di iodio. Il pit usato di questi & stato il primo. Le
macchie che venivano individuate mediante I'osservazione della loro fluo-
rescenza alla lampada di Wood, si eluivano con etanolo 80 %-NaOH o,5 N,
per il controllo degli spettri U. V. mediante spettrofotometro Beckman D. B.
Gli eluati venivano quindi portati a secco in corrente d’azoto ed i residui
ripresi con il reattivo di Zimmermann. La lettura quantitativa si effettuava
a 515 mu con spettrofotometro Uvispek, dopo aver allestito, con prodotti
standard, una curva di taratura. La sensibilitd di questo metodo arrivava
fino a 25 pg

RISULTATI E DISCUSSIONE.

L’analisi degli organi di singoli individui, estratti con il primo sistema,
ha messo in evidenza, per il testicolo, la presenza di due sostanze negli estratti
alcalini ed altri due negli estratti portati a neutralitd. In qualche caso il
primo estratto conteneva altre due sostanze. La tabella riassume le caratte-
ristiche cromatografiche degli estratti di testicolo e di quelli d’ovario riscon-
trato nei singoli individui esaminati.

TABELLA I.
NO
Organo Estratto macchie Rf Colore Fluorescenza
Alcalino I 0,09 grigio-bruno gialla
\ 2 0,19 — verde
OVARIO . . . . .
( 3 0,85 viola gialla’
| Neutro 1 0,33 marrone gialla
| Alcalino (1) 0,08 — gialla
2 0,27 marrone gialla
(3) 0,45 grigio —
TEsTICOLO . . .
4 ' 0,85 viola gialla
Neutro I 0,04 grigio —
\ 2 0,18 marrone —
|

N.B. - Le macchie segnate col numero fra parentesi sono state rilevate solo in qualche individuo.

L’estrazione da poo/ di organi con il secondo sistema non ha fatto rile-
vare, negli estratti di testicolo, sostanze diverse da quelle estratte con il
primo sistema.
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Per gli ovari, l'estrazione differenziale non ha messo in evidenza la
presenza di steroidi neutri o di estriolo.

L’ultimo estratto benzenico, ottenuto con il secondo sistema di estra-
zione, cromatografato, mostrava le macchie schematizzate nella figura. Come
si vede, si tratta di quattro sostanze. Una di esse, segnata col numero 2, si
puo identificare con l'estradiolo, quella segnata col numero 3, presenta carat-

fronte del solvente

4

30 O

A partenza B

Fig. 1.

A = Estratto; B = Standard (estrone + estradiolo);
Solvente: acetone~cloroformio (80 20); Colorazione: SbClg.

teristiche di analogia con ’estrone, quella che corre con il fronte & probabil-
mente colesterolo e I'ultima, segnata col numero I non ¢ identificabile.

Confrontando i dati ottenuti con i due procedimenti d’estrazione, rias-
sunti rispettivamente in tabella ed in figura, risulta sia nel testicolo che
nell’ovario la presenza di un composto con caratteristiche analoghe (RF =
0;85). Dal confronto con lo standard, sembrerebbe trattarsi di estrone. In
analogia a quanto avviene per 1 vertebrati superiori, potrebbe essere un
prodotto di interconversione in vie metaboliche comuni sia al maschio che
alla femmina. E noto infatti che attraverso il A*androstene—3—17-dione si pud
passare da testosterone ad estradiolo ed estrone e viceversa (7.

Le impuritd presenti negli eluati, dovute essenzialmente alla presenza
della silice, hanno reso difficile 'esame degli spettri U. V., per cui non &
stato possibile confermare le caratteristiche cromatografiche delle sostanze
estratte, con quelle spettrali.
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CONCLUSIONI.

I dati raccolti nella presente ricerca, permettono di concludere che 1’or-
mone femminile presente negli ovari di Anguilla anguilla adulti, & estra-
diolo-17-B. Dall’ovario inoltre, si sono potuti estrarre altri tre composti,
uno dei quali potrebbe essere estrone ed un altro colesterolo.

Nel testicolo, con i procedimenti impiegati, non & stato possibile met-
tere in evidenza ormoni maschili di tipo noto, come il testosterone. I stato
pero riconosciuto un probabile metabolita di quest’ultimo che sembra essere
Pestrone. Le altre sostanze estratte e cromatografate non sono state identi-
ficate con ormoni conosciuti.

25. — RENDICONTI 1963, Vol. XXXV, fasc. §.



