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Fig. 2. Cortical vascular resistance as a func- 
tion of blood pressure in untreated animals 
(broken line) and in animMs given 10 mg of 
furosemide i.p. (full line). 

chlor ide  e lec t rode  a t  t he  neck  were connec t ed  to t h e  
i n p u t  of a K e i t h l e y  414 A P i c o a m m e t e r ,  wh ich  o u t p u t  
led to  a D.C. c h a n n e l  of a N i h o n - K o h d e n  p o l y g r a p h  to  
record  p e r m a n e n t l y  t h e  e lec t rocor t i cogram and  t he  
change  in  h y d r o g e n  cur ren t .  H y d r o g e n  was a d m i t t e d  to  
the  t r a c h e a l  c a n n u l a  a n d  t h e  gas flow m a i n t a i n e d  c o n s t a n t  
un t i l  t h e  c u r r e n t  f rom t h e  t issue e lec t rode  showed a 
s t e a d y  s ta te .  H y d r o g e n  flow to  t he  t r a c h e a l  c a n n u l a  was 
t h e n  s topped  a n d  t h e  d e s a t u r a t i o n  cu rve  recorded.  The  
hal f  t ime  for w a s h o u t  was  d e t e r m i n e d  f rom the  record  a n d  
local b lood flow ca lcu la ted  f rom i t  as descr ibed elsewhere L 
To al low t h e  top ica l  app l i ca t i on  of t h e  drug,  a r ing,  of 
3.5 m m  i n t e r n a l  d i a m e t e r  and  2 m m  height ,  was pos i t ioned  
over  t he  exposed  cerebra l  co r t ex  b y  means  of a micro-  
m a n i p u l a t o r .  The  res t  of t he  co r t ex  no t  covered  b y  t h e  
r ing  was sealed w i t h  vasel ine.  The  r ing  was p rov ided  w i t h  
in le t  and  ou t l e t  t u b i n g  connec t ed  to  syr inges  to  al low 
renewal  of ar t i f ic ia l  C.S.F. in  w h i c h  fu rosemide  was 
dissolved.  I n  a g roup  of an imals ,  a femora l  a r t e r y  was 
c a n n u l a t e d  in add i t i on  a n d  b lood pressure  p e r m a n e n t l y  
recorded  b y  means  of S t a t h a m  P 23 B B  t r a n s d u c e r  connec-  
ted  to a B e c k m a n  po lygraph .  

Results and discussion. Topica l  app l i ca t ion  of fu rosemide  
a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of 10 m g / m l  induced  a s ign i f ican t  
increase  in cor t ica l  b lood flow (Figure 1). The  change  in 
b lood f low d id  n o t  reache  a m a x i m u m  in  t he  f i rs t  de ter -  
m i n a t i o n  a f t e r  app l i ca t i on  b u t  grew s t ead i ly  as t i m e  
ensued,  a fac t  p r o b a b l y  d e p e n d e n t  on  di f fus ion of t he  
d rug  in to  t h e  cor tex.  I n  t he  e x p e r i m e n t s  in  wh ich  t h e  
d rug  was a d m i n i s t e r e d  sys temica l ly ,  cor t ica l  vascu la r  
res i s tance  (CVR) was ca lcu la ted  f rom flow and  pressure  
da ta .  A pos i t ive  cor re la t ion  was found  be t w een  b lood  

pressure  a n d  CVR r e p r e s e n t a t i v e  of au to r regu la t ion ,  
b o t h  in cont ro l s  and  t r e a t e d  animals .  The  slope of t he  
regress ion line, however ,  was  s ign i f i can t ly  lower in  t he  
group rece[~zing the  d rug  (Figure 2). F r o m  these  resu l t s  i t  
is conc luded  t h a t  sys temic  fu rosemide  is ef fect ive  in 
decreas ing  cor t ica l  vascu la r  res is tance,  a l t h o u g h  a correla-  
t ion  be tween  CVR and  b lood  pressure  (au tor regula t ion)  
is sti l l  d e m o n s t r a b l e  u n d e r  t h e  drug.  

The  m e c h a n i s m  b y  wh ich  furosemide  decreases  res i s tance  
of cor t ica l  vessels c a n n o t  be  d i scovered  b y  the  p re sen t  
e x p e r i m e n t s  b u t  i t  p r o b a b l y  depends  on  a d i rec t  ac t ion  
on vascu la r  s m o o t h  muscle .  

Resumen. Se es tudi6  el e l ec t � 9  de fu rosemida  admin is -  
t r a d a  tdp ica  o s i s t e m i c a m e n t e  sobre  el f lujo sangufneo 
cor t ica l  en  la ra ta ,  med ido  por  el m6todo  de la de sa tu r a -  
cidn de h idrdgeno .  Se encon t r6  que por  a m b a s  v ias  de 
a d m i n i s t r a c i 6 n  la d roga  p roduce  una  d i s m i n n c i 6 n  
s ign i f i ca t iva  de res i s tenc ia  vascu la r  cort ical .  
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I n f l u e n c e  du  D D T  s u r  la  p o p u l a t i o n  g e r m i n a l e  d es  g o n a d e s  i n d i f f 6 r e n c i 6 e s  de j e u n e s  e m b r y o n s  
de P o u l e t  et  de Ca i l l e  

Dans des travaux ant6rieurs a,2, nous avons mis en 

~vidence u n  for t  d6fici t  en celIules ge rmina les  p r imord ia le s  
dans  les gonades  e m b r y o n n a i r e s  d 'o iseau,  sous l 'e f fe t  d ' u n  
pes t ic ide  organochlor6  : le DDT.  C 'es t  ainsi,  q u ' a u x  s tades  
29 pour  le pou le t  s e t  20 pou r  la  caille *, l ' i ndex  gonocy ta i r e  
des e m b r y o n s  issus d'oeufs t ra i t6s  au DDT,  & la concen t r a -  
t ion  de 5 g pa r  1 d 'eau ,  n ' e s t  que  de 37~o chez le pou le t  e t  
43% chez la caille (celui des e m b r y o n s  t6moins  es t  de 
100%).  Le d 6 n o m b r e m e n t  des gonocytes  en vote  de divi-  
s ion et  de ceux en d6g6n6rescence (cellules hyper t roph i6es )  
ind ique  que  le D D T  n ' i n h i b e  que f a i b l e m e n t  le pouvo i r  
m i t o t i q u e  ma t s  p rovoque ,  p a r  contre ,  la  pycnose  de nom- 

breuses  cellules. I1 ne  semble  pas  tou te fo i s  que ces deux  
fairs  pu i s sen t  m o t i v e r  e n t i S r e m e n t  te for t  d6fici t  des 
gonades  en cellules germinales .  Pou r  essayer  de d6 te rmi -  
ne r& quel  m o m e n t  le pes t ic ide  agi t  sur  la l ign6e germinale ,  
nous  d 6 n o m b r o n s  les gonocy tes  dans  les 6bauches  gona-  
d iques  & u n  s tade  p lus  pr6coce du  d6ve loppemen t ,  & la f in 
de leur  phase  de migra t ion .  

1 D. DAVID, Experientia 29, 815 (1973). 
2 D. DAVID, Archs Anat. Histol. Embryol. 56, sous presse (1973). 

V. HAMBURGER et H. L. HAMILTON, J. IXd[orph. 88, 49 (1951). 
4 A. M. ZACCHEI, Arch�9 ital. Anat. Embriol. 66, 36 (1961). 
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Matdriel et mdthodes. Les ceufs de poule  de race  H u b b a r d  
et  de caille (Coturnix coturnix japonica) de la souche  
61ev6e dans  le l abo ra to i r e  ~ Caille de 1 'Es t , ) son t  plong4s,  
au  s t ade  n o n  incub6,  p e n d a n t  une  cour te  dur6e (30 sec), 
dans  une  suspens ion  aqueuse  de D D T  commerc i a l  dos6 g 
50% de s u b s t a n c e  act ive .  La  c o n c e n t r a t i o n  employ6e  est  
de 5 g/1 d ' e au  ti6die, ce qu i  co r respond  5  ̀la q u a n t i t 6  con-  
seill4e p a r  le I a b r i c a n t  p o u r  l ' 6 p a n d a g e  du  produi t .  A 
t i t r e  de t6moins ,  des ceufs son t  immerg6s  dans  de l ' eau  
pure,  dans  les m~mes  cond i t ions  de t e m p 6 r a t u r e ,  d'&ge 
et  de dur6e. 

Les  d 6 n o m b r e m e n t s  gonocy ta i res  dans  les gonades  son t  
p r a t i q u 6 s  sur  des  e m b r y o n s  de pou le t  a y a n t  a t t e i n t  le 
s t ade  24 s u i v a n t  HAMBURGER et  HAMILTON a e t  sur  des 
e m b r y o n s  de cail le au  m~me n i v e a u  de d 6 v e l o p p e m e n t  
(s tade  18 de ZACCHEIr C o m m e  dans  les t r a v a u x  an t6-  
t ieurs ,  nous  d 6 t e r m i n o n s  le n o m b r e  m o y e n  de cellules 
ge rmina les  pr6sen tes  dans  les deux  gonades ,  l ' e r r eu r  
s t a n d a r d  e t  l ' i n t e rva l l e  de conf iance  avec  u n  coeff icient  
de s6curi t6 de 95%.  Nous  calculons  6ga lemen t  le n o m b r e  
m o y e n  de gonocy tes  en  d iv i s ion  ou b ien  en  cours  de 
pycnose .  

Rdsultats. Le t a u x  de mor t a l i t 6  des e m b r y o n s  issus 
d'oeufs t r a i t f s  au D D T  s'61~ve 5  ̀ 18% chez le pou le t  (17 
m o r t s  sur  92 embryons )  e t  5  ̀22% chez la caille (14 m o r t s  
sur  108 ind iv idus) .  P o u r  les e m b r y o n s  t6moins ,  ce t a u x  es t  
d ' e n v i r o n  4 5. 5% (4 m o r t s  sur  93 e m b r y o n s  chez  le poulet ,  
4 sur  84 chez le caille). Si l ' on  c o m p a r e  ces p o u r c e n t a g e s  5  ̀
ceux o b t e n u s  aux  s tades  29 d a n s  le cas du  pou le t  (21%) et  
20 dans  celui de la caille (22%),  on  cons t a t e  qu ' i l s  son t  
s ens ib l emen t  6gaux ou 16g~rement p lus  faibles.  

A u x  jeunes  s tades  6tudi6s ici, la diff6rence de ta i l le  
en t re  les e m b r y o n s  t4moins  e t  les e m b r y o n s  t ra i t6s ,  d6js` 
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Repr6sentation graphique de la population germinale des gonades 
d'embryons de poulet et de eaille issus d'ceufs t6moins et d'ceufs 
trait6s au DDT, pr61ev6s ~ deux figes diff6rents: aux stades 24 et 
29 pour le poutet, 18 et 20 pour la caille. Les intervalles de eonfiance 
sont sch6matis4s par une bande continue chez le poulet et pointill4e 
cbez la caille. Pour chaque s6rie, une fi6che indique le hombre 
moyen de eellules germinales. 

observ6e  plus  a v a n t  dans  le d 6 v e l o p p e m e n t  1, 3, es t  6gale- 
m e n t  sensible.  Ainsi,  pr6s de 90% des e m b r y o n s  issus 
d 'ceufs t ra i t6s  au pes t ic ide  son t  p lus  pe t i t s  que  les t 6moins  
b ien  qu ' i l s  a t t e ignen t ,  comme ces derniers ,  le s t ade  24 pou r  
le pou le t  e t  18 pou r  la caille. 

E n  ce qui  concerne  le h o m b r e  de gonocy tes  p r6sen ts  
dans  les gonades ,  le T a b l e a u  I donne  la r 6cap i tu l a t i on  des 
r6sul ta ts .  Chez le poulet ,  on  d 6 n o m b r e  en  m o y e n n e  670 
cellules ge rmina les  p r imord ia le s  d a n s  les 6bauches  
gonad iques  des e m b r y o n s  t6moins ,  e t  s eu l emen t  415 
apr6s t r a i t e m e n t  au pest icide.  D a n s  le cas de la  caille, le 
n o m b r e  m o y e n  de gonocy tes  es t  de 633 chez les t 6mo ins  
et  de 445 chez  les e m b r y o n s  issus d 'ceufs impr6gn6s  a n  
DDT.  

Le p o u r c e n t a g e  de cellules ge rmina les  des e m b r y o n s  
t rai t6s ,  p a r  r a p p o r t  & celui  des t 6moins  que  nous  consid6- 
t ons  6gaI 5  ̀100%,  eat de 61% chez le pou le t  e t  70% chez  
la  caille. Si 1'on compa re  ces i ndex  gonocy ta i r e s  5  ̀ ceux  
o b t e n u s  5  ̀des s tades  plus  t a rd i f s  du  d6ve loppemen t ,  soi t  
37% au s t ade  29 p o u r  le pou le t  e t  43% au s tade  20 p o u r  
la caille, on r e m a r q u e  qu ' i l s  son t  n e t t e m e n t  p lus  61ev6s. 
Ces r6su l t a t s  m o n t r e n t  que  l 'e f fe t  du D D T  doi t  s ' exercer  
p r o g r e s s i v e m e n t ;  d4js` sensible  chez les j eunes  embryons ,  
il est  encore  p lus  p rononc6  apr6s  que lques  heures  suppl6-  
m e n t a i r e s  d ' i n c u b a t i o n .  

Si nous  r ep r6sen tons  (Figure) ,  p a r  une  b a n d e  c o n t i n u e  
pou r  le pou le t  e t  point i t l6e  p o u r  la caille, les in t e rva l t e s  de 
conf iance  d6 te rmin6s  cbez les e m b r y o n s  t6moins  et  apr6s 
t r a i t e m e n t  aux  s tades  6qu iva len t s  de d 6 v e l o p p e m e n t  24 
(poulet) e t  18 (caille), e t  que  nous  po r tons  sur  le m~me 
sch6ma  les in te rva l l es  o b t e n u s  a n t 6 r i e u r e m e n t  pou r  lea 
s tades  29 (poulet) e t  20 (caille), nous  c o n s t a t o n s  les fairs  
s u i v a n t s :  L a  p o p u l a t i o n  gonocy ta i r e  des 6bauches  go- 
nad iques  du  pou le t  es t  t r6s  vo is ine  de celle de la caille 
pr ise  5  ̀ u n  s tade  6qu iva len t  de d 6 v e l o p p e m e n t  e t  apr6s  
t r a i t e m e n t  semblab le .  Ainsi,  pou r  c h a q u e  cat6gorie  
d 'exp6r iences ,  les b a n d e s  con t inue  et  point i l l6e  son t  s i tu6es 
au  m4me n i v e a u  de l '6chelle.  Aus j eunes  s tades ,  l ' 6ca r t  
en t re  la p o p u l a t i o n  ge rmina le  des e m b r y o n s  t ra i t6s  e t  
celle des t 6moins  es t  p lus  fa ible  qu'5` u n  ~.ge p lus  avanc6.  
Apr6s t r a i t e m e n t  au  D D T  5  ̀la  c o n c e n t r a t i o n  de 5~ le 
n o m b r e  m o y e n  de cellules ge rmina les  dans  les 6bauches  
gonad iques  des jeunes  e m b r y o n s  p a r  r a p p o r t  5  ̀ celui des 
plus  gtg6s, n ' e s t  que  14ggrement inf6r ieur  : chez le poulet ,  il 
est  de 513 au  s tade  29 pou r  415 au s t ade  24, e t  chez la 
caille, de 505 au s t ade  20 pou r  445 au s t ade  18. P a r  contre ,  
aux  s tades  24 (poulet) e t  18 (caille), le h o m b r e  m o y e n  de 
gonocy tes  chez les t 4moins  es t  d6js` n e t t e m e n t  plus  41ev6 
que celui des gonades  t ra i t6es  au  D D T  et  pr61ev6es a u x  
s tades  29 (poulet) e t  20 (caille). 

Tableau I. D6nombrement des cellules gerlninales dans les cr6tes 
g6nitales d'embryons de poulet et de caille issus d'ceufs t6moins et 
d'ceufs trait6s au DDT 

Poulet Caille 
T6moins DDT T4moins DDT 

Nombre de cas 25 27 23 23 
N ~ moyen de gonoeytes 670 415 633 445 
dans les 2 gonades 
Gonade gauche (524) (307) (471) (308) 
Gonade droite (146) (108) (162) (137) 
Erreur standard 42 28 48 43 
Intervalle de eonfiance 584-756 358 472 534-732 357-533 
(eoef. de s4c. 95%) 
Index gonocytaire (%) 100 61 100 70 
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Tableau I I. D6nombrement des celluies germinaies en division (MGm) 
et en d4g4n6reseence dans les 6bauches gonadiques d'embryons 
de poulet et de eaille issus d'ceufs t6moins et d'ceufs trait6s au DDT 

Poulet Caille 
T6moins DDT T6moins DDT 

N ~ moyende gonocytes 670 415 633 445 
dans les 2 gonades (MG) 
MGm (mitoses) 24 7 26 12 
MGm/MG 1/27 1/59 1/24 1/57 
% de 2 10 4 20 
GG en d6g6n6rescence 0,3 2,4 0,6 4,5 

b r y o n s  t6moins  et  celle des e m b r y o n s  t r a i t f s .  Ceci m o n t r e  
que le pes t ic ide  ag i t  d6jk 5. u n  s tade  plus  pr6coce du d6ve- 
l oppemen t ,  peu t -4 t re  a v a n t  ou lors de la m i g r a t i o n  des 
gonocytes  du c ro i s san t  ge rmina l  vers  les 6bauches  gona-  
diques.  Des d 6 n o m b r e m e n t s  ~ des s tades  plus  pr6coces, 
nous  p e r m e t t r o n s  de conclure  sur  ce poin t .  Cependan t ,  Ie 
fair  que le d6fici t  au s tade  29 pou r  le pou le t  e t  20 p o u r  la 
caille soit  deux  fois plus  6 le t6  q u ' a u x  s tades  24 (poulet) e t  
18 (caille), i nd ique  que  l 'e f fe t  du  pes t ic ide  sur  la popula -  
t i on  ge rmina le  des gonades  do l t  s ' exercer  progress ive-  
men t ,  peu t -4 t re  p a r  b locage  des mi toses  (ph4nom6ne  
i m p o r t a n t  aux  jeunes  s tades,  s inon ~ u n  ~ge plus  avanc6)  
a ins i  que  p a r  d6g6n6rescence d ' u n e  p a r t i e  des gonocytes  
d6j~ en  place  darts les gonades .  

Les r6su l t a t s  des d 6 n o m b r e m e n t s  de cellules ge rmina les  
en cours  de mi tose  a ins i  q u ' e n  d6g6n4rescence son t  donn6s  
dans  le T a b l e a u  I I .  Dans  le p r e m i e r  cas, aprgs s imple  
i m m e r s i o n  des ceufs de poule  et  de caille darts une  sus- 
pens ion  aqueuse  de DDT,  l ' i ndex  m i t o t i q u e  des gonocytes  
c o n t e n u s  dans  les 6bauches  gonad iques  est  deux  lois p lus  
fa ible  que  celui des e m b r y o n s  t6moins  analys6s  au  m4me 
s tade  de d6ve loppemen t .  

Q u a n t  aux  cellules germina les  pycno t iques ,  chez Ies 
e m b r y o n s  t6moins ,  elles se r e n c o n t r e n t  ~ des p o u r c e n t a g e s  
tr6s faibles, vois ins  de ceux  o b t e n u s  p o u r  des e m b r y o n s  
plus  gg6s 2. P a r  contre ,  apr6s  t r a i t e m e n t  au  DDT,  les 
t a u x  de gonocy tes  en  d6g4n4rescence sont  n e t t e m e n t  p lus  
4Iev6s mais  n 4 a n m o i n s  16g6rement infdr ieurs  ~ ceux d6ter-  
min6s  5. u n  s tade  u l t6 r ieur  du  d4ve loppemen t .  

Conclusions. Aux  jeunes  s tades  6tudi6s ici, il exis te  un  
d6calage sensible  en t re  la p o p u l a t i o n  ge rmina le  des era- 

Summary .  I n  consequence  of t r e a t m e n t  of b i rd ' s  eggs 
w i t h  DDT,  before t he  i ncuba t ion ,  a s t rong  r e d u c t i o n  of 
gonadic  germ s tock ing  is observed .  However ,  a t  t he  24 
(chick) and  18 (quail) s tage of e m b r y o n i c  deve lopmen t ,  
t he  ge rm defici t  is lower t h a n  a t  older  s tages :  29 (chick) 
and  20 (quail). The  pes t ic ide  p rovokes  a s ign i f ican t  
decrease  in t he  mi to t i c  a c t i v i t y  and  some pycno t i c  h y p e r -  
t r o p h y  of severa l  gonocytes .  D D T  acts  a l r eady  a t  t he  
ear l ies t  s tages  of deve lopmen t .  

D. ])AVID 
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Effects  of the 3' ,5'-  Cycl ic  P h o s p h a t e s  of 2 -  M e t h y l t h i o a d e n o s i n e ,  2 -  C h l o r o a d e n o  s ine  and 
A d e n o s i n e  on  P la te le t  A g g r e g a t i o n  

Exogenous  adenos ine  3', 5 '-cyclic p h o s p h a t e  (cAMP) 
has  been  r epo r t ed  to  be  a weak  i n h i b i t o r  of t he  A D P -  
induced  aggrega t ion  oi h u m a n  p la te le t s  1-8. D e r i va t i ve s  of 
A D P  h a v i n g  m e t h y l t h i o  or ch lorogroups  in pos i t ion  2 
of t he  pu r ine  r ing  possess g rea t ly  e n h a n c e d  p la t e l e t  
agg rega t ing  p rope r t i e s  c o m p a r e d  to A D P  4, a n d  2-methyI -  
t h ioadenos ine  5 ' - p h o s p h a t e  and  2-ch loroadenos ine  are 
more  p o t e n t  i n h i b i t o r s  of p la t e l e t  agg rega t ion  t h a n ,  
respect ively ,  A M P  a n d  adenos ineS-L  I n  v iew of t he  
p o t e n c y  e n h a n c i n g  effects  of these  two  s u b s t i t u e n t s  
on t he  a c t i v i t y  of ce r t a in  aden i ne  nuc leo t ides  in  p la t e l e t  
sys tems,  we p r e p a r e d  2 - m e t h y l t h i o a d e n o s i n e  3', 5 '-cyclic 
p h o s p h a t e  (c2-MeSAMP) and 2-ch loroadenos ine  3 ' ,5 ' -  
cyclic p h o s p h a t e  (c2-C1AMP) s a n d  i nves t i ga t ed  t h e i r  
effects, and  those  of cAMP,  on t he  A D P - i n d u c e d  c lumping  
of p la te le t s  in sheep p la t e l e t - r i ch  p l a s m a  (PRP) .  

Synthetic procedures, c2-MeSAMP a n d  c2-C1AMP were 
o b t a i n e d  b y  t he  cyc l iza t ion  of 2 - m e t h y l t h i o a d e n o s i n e  
5 ' - phospha t e  5 and  2-ch loroadenos ine  5 ' - phos pha t e  v re- 
spect ively ,  us ing  a mod i f i ca t i on  of t he  m e t h o d  of SMITH 
et  al.9. A so lu t ion  of 0.5 m m o l e  of t he  a p p r o p r i a t e  A M P  
ana log  as i t s  4 -morphol ine-N,  N ' - d i c y c l o h e x y l c a r b o x a m i -  
d i n i u m  sa l t  in  a n h y d r o u s  py r id ine  (50 ml) was added  to  
a re f lux ing  so lu t ion  of d i cyc lohexy lca rbod i imide  (412 rag, 
2 mmoles)  in  50 ml  p y r i d i n e  over  a per iod  of 2 h, and  
re f lux ing  was c o n t i n u e d  for a f u r t h e r  1.5 h. The  so lu t ion  
was  e v a p o r a t e d  an d  t h e  res idue  was t r e a t e d  w i t h  t t~O 

(40 ml). D icyc lohexy lu rea  was r e m o v e d  b y  f i l t r a t ion  a n d  
washed  w i t h  1-I20, and  t he  c o m b i n e d  f i l t r a t e  and  washings  
were c o n c e n t r a t e d  to a b o u t  3 ml  and  passed  t h r o u g h  a 
c o l u m n  (1 X 5 cm) of B i o - R a d  AG2 ( formate  form). The  
c o l u m n  was washed  w i t h  H20  (in t he  p r e p a r a t i o n  of c2- 
CLAMP a b y - p r o d u c t  wh ich  h a d  a yel low f luorescence in 
UV- l igh t  was e lu ted  a t  t h i s  stage),  a n d  t he  cyclic nucleo- 
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