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RESUMEN
£l tamoxifén es un antiestrogeno utilizado en e! tratamiento del cancer mamario, sin
embargo se han descrito efectos agonistas con el 17B-estradiol.
En el presente trabajo se evalud la accion del tamoxifén y el 17B-estradiol sobre las

subpoblaciones de células de la corteza y la médula del ovario del embrion de pollo y su
posible influencia sobre la secrecion de hormonas esteroides en este érgano.

Se trataron embriones de pollo de cuatro, cinco y seis dias de incubacion, divididos en
cuatro grupos, el testigo (etanol al 10%), el tratado con tamoxifén recibié 10ug por
embrion. Al tercer grupo se le aplicd una dosis de 600ng por embridn de 17p-estradiol y al
Gitimo grupo se le aplicd un tratamiento combinado de tamoxifén y 17B-estradiol en las
dosis ya indicadas. Los embriones fueron sacrificados a los diecisiete dias de incubacion,
cuando el ovario ha alcanzado la mayor cantidad de ceélulas germinales y secreta
hormonas esteroides.

Se evaluaron las modificaciones en las subpoblaciones de células germinales, de células
somaticas esteroidogénicas e indiferenciadas, por medio de conteo celular, observacion
morfolégica y morfometria. La secreciéon hormonal se mididé por medio de
radicinmunoanalisis.

No se encontré efecto del tamoxifén sobre el peso ni anomatias externas, con 17f-
estradiol aumentaron las malformaciones en los embriones.

En ninglin grupo se observd un efecto sobre las celulas germinales por lo que
probablemente su desarrollo sea independiente de los estrégenos y el tamoxifén.

En el grupo tratado con tamoxifén se observd un aumento en el numero de celulas
esteroidogénicas en los embriones tratados en el 4 y 6 dias de incubacién. En estos
mismos dias y con el mismo tratamiento tuvimos un aumento significativo en ias células

indiferenciadas.




El grupo al que se le aplicé t7B-estradiol en los diferentes dias no mostrd ninguna
diferencia con respecto al testigo.

Con el tratamiento combinado de tamoxifén y 17f-estradiol se encontré un aumento
significativo en la poblacién de células somaticas esteroidogénicas en embriones de 5
dias y de células somaticas indiferenciadas en embriones de 6 dias.

En los estudios morfométricos observamos un aumento en ef tamafo de las células
prefoliculares de los ovarios que al dia 5 fueron tratados con tamoxifén, 17B-estradiol y
combinados. En las otras subpoblaciones celulares no se encontraron diferencias
signiﬁéativas con relacién al grupo testigo en ninguno de los tratamientos.

La evaluacién por radioinmunoandlisis de testosterona y 17B-estradiol, en condiciones
basales no refleja ninguna diferencia. En los estimulados con gonadotropina coriénica
humana solamente el grupo tratade con tamoxifén y 17B-estradiol combinado dio un
aumento significativo en la secrecién de 17-estradiol.

Los resultados sugieren que, en nuestro modelo, el tamoxifén tuvo una accion agonista o

estrogénica sobre las células somaticas del ovario del embrion de pollo.
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INTRODUCCION.
GENERALIDADES DE LAS CELULAS DEL PLASMA GERMINAL EN LOS
VERTEBRADOS.
Las células germinales son las que van a dar la continuidad genética del individuo. En los
vertebrados, es aventurado establecer el momento de diferenciacion y determinacion,
pues posiblemente se realicen a distintos tiempos y se distingan de las demas
poblaciones celulares, cuando ya estan determinadas.
En el embrién de los vertebrados, las células germinales primordiales (CGPs) se originan
tempranamente, tanto en el &rea embrionaria como en la extraembrionaria. Desde ahi se
inicia su migracion para establecerse en la regidn genital de la cresta urogenital, en donde
se formara la génada.
Su tamafio en promedio (segun el tipo de célula) varia entre 10 y 20u, algunas son mas
grandes, pero al migrar reducen su talla, pues pierden reservas metabdlicas y entran en
mitosis. Durante la migracion activa, presentan formas definidas, elipticas o esféricas con
superficies lisas, que pueden cambiar al emitir procesos citoptasmicos.
Las CGPs, en general, presentan un nucleo vesicular con cromatina fina y numerosos
poros, con uno o dos voluminosos nucleolos. En su citoplasma encontramos reticulo
endoplasmico, golgi, ribosomas y mitocondrias; que se modifican seglin el momento
estacionario 0 migratorio en que se encuentren. Como reservas, presentan una cantidad
variable de vitelo (segan el tipo de organismo), formado por lipidos y glucdgeno.
La migracién se lleva a cabo por dos mecanismos: en el pasivo, los movimientos
morfogenéticos en la parte caudal del embrion en crecimiento ayudan a transporiar a las
CGPs hasta las crestas urogenitales, y. el activo que se puede dar por medio de los vasos
sanguineos a los que entran por diapedesis y/o por movimiento amiboideo, extendiendo
filopodios o proyecciones citoplasmicas, en la superficie de la membrana basal de los

tejidos sobre los que se desplazan.
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Las CGPs, para migrar, deben expresar genes que sinteticen receptores, para poder
reconocer las moléculas de la matriz extracelular sobre las que se desplazan, transferir
metabolitos a través de la membrana, y sintetizar un receptor especifico para las

proteinas involucradas en el quimiotactismo que ejercen las crestas genitales sobre ellas.

CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES EN AVES Y
MAMIFEROS.

En las aves miden entre 10 y 18u en general, son semejantes a las de los demas
vertebrados. Presentan reticulo endoplasmico poco desarrollado en estados tempranos,
que aumenta en el pollo a partir del 8° dia y el complejo de Golgi solo se incrementa
cuando entran en los vasos sanguineos. Las mitocondrias tienen crestas tubulares,
centriolos en posicién yuxtanuclear y ribosomas, que aumentan cuando las CGPs entran a
las crestas genitales.

Pueden localizarse en el blastodermo temprano, utilizando la técnica de PAS (ac.
periédico de Schiff), ya que contienen gran cantidad de glucégeno. Este polisacarido
disminuye y finalmente desaparece, cuando las células llegan a colonizar la cresta genital.
En las aves, las CGPs se distinguen durante |a gastrulacién a las 18 horas de incubacion.
Se originan de células de! epiblasto, que son llevadas por movimientos morfogenéticos a
una zona de endodermo en forma de media luna (creciente germinal) que se encuentra en
el borde cefélico de la zona pellicida.

No se han elucidado por completo los factores que controlan su transporte en los vasos
sanguineos, ni las sefiales que las hacen abandonarlos. Una explicacion seria el que
fueran retenidas en los capilares de la génada en desarrolio, ya sea por la presencia de
una sustancia quimiotactica, o por la sintesis de un receptor especifico en las celulas

endoteliales que hiciera que las CGPs se adhieran a ellas.




A las 48 horas de incubacion se inicia su llegada al mesenterio dorsal, donde el
mesodermo activa sus movimientos amiboideos. Se ha observado que el factor de
atraccion de la gonada no es exclusivo de cada especie, ya que la cresta genital de pollo,
es capaz de atraer CGPs circulantes de pato, pavo y ratén (Simén, 1960, Raynaud,
1969)

En estadios tempranos presomiticos, se han encontrado alrededor de 100 céluias que se
van a dividir por mitosis durante la migracion. Se dirigen a la regién media por debajo de
la aorta y se distribuyen por igual en ambas crestas genitales, a su llegada son alrededor
de 5000 (Makabe y cols. 1991; Godin y cols. 1990).

Cuando comienza la asimetria, las CGPs migran del lado derecho al izquierdo (Witschi,
1935; Stanley cols. 1940). Entre los factores que la condicionan, se han nombrado un
indice diferencial de mitosis y atraccién quimiotactica de la cresta izquierda sobre las
CGPs.

En los mamiferos la dificultad de seguir la ruta de migracion de las CGPs cesd, cuando se
observd que contenian una alta concentracion de la enzima fosfatasa alcalina la cuai se
pudo evidenciar por medio de reacciones especificas de esta motécula. Observandose
que las CGPs migran después de perder el vitelo y glucégeno, con un citoplasma con
pocas reservas energéticas (McKay y cols. 1953).

Experimentos realizados en raton, indican que las CGPs se pueden localizar en el
endodermo del alantoides, para posteriormente ubicarse en la region cercana del saco
vitelino, de donde parten dos poblaciones que suben por ambos lados de la pared del
intestino posterior, hasta alcanzar el mesenterio dorsal invadiendo las crestas genitales. Al
11° dia del desarrollo la mayoria de éstas células se encuentran en el primordic de la
gbnada.

Anteriormente se consideraba que la llegada de las CGPs a la cresta genital era el

mecanismo disparador para la diferenciacion de la gbnada, pero actualmente se piensa
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que no juegan un papel importante en la determinacion de la estructura del testiculo, ni en
la organizacién de los distintos tipos de células somaticas que lo forman ya que en
mutantes sin células germinales, el testiculo desarrolia su estructura somatica normal
(Mintz y Russel1937).

El ovario sin embargo necesita de la presencia de las células germinales para desarroliar

y mantener los foliculos en el ovario ( Mc Laren, 1991).

ORIGEN Y FORMACION DE LA GONADA.

En la diferenciacién de la génada interactian factores genéticos, ambientales, hormonales
y poblacionales.

Las crestas urogenitales son inducidas por el pronefros y en el embrién de pollo se
encuentran a nivel de la 20 a la 27a somitas. La formacién de la gbnada indiferente se
lleva a cabo en el embrion humano a la sexta semana del desarrollo, en este estadio, la
diferenciacion va a ser igual, tanto en el sexo masculino, como el femenino, ya que
todavia no se expresa el sexo genético del embrién y en este momento tiene la posibilidad
de diferenciarse a un testiculo o a un ovario.

Existen tres teorias sobre la formacién de la gonada. La primera sostiene (Witschi; 1956,
Burns,1961) que hay una proliferacion temprana del mesénquima, que cubre al
mesonefros que forma la médula y el epitelio celémico. Otros autores indican que el
epitefio celdmico prolifera y da dos poblaciones celulares, la primera forma los cordones
medulares, mientras la segunda forma la corteza (Benoit, 1950). La dltima teoria indica
que la gbénada deriva de tejido mesonefrico y que el epitelio celomico, aunque esta
relacionado, no tiene importancia, (Zamboni y Merchant-Larios,1973).

Merchani-Larios, en 1976 y Merchant-Larios y cols.(1993), al experimentar en raton
concluyeron, que el biastema mesonéfrico es pluripotencial y forma, tanto el mesonefros,

como la gbénada, asi mismo observa a las 72 horas de desarrollo un engrosamiento que
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constituye e! epitelio genital el cual se diferencia faciimente del resto del epitelio celdémico
y en esta etapa ya existe atraccion para las CGPs. Estudios realizados por el mismo autor
en cultivo de tejidos de raton, sostienen esta hipotesis, ya que se observd la migracion de
células dél mesonefros a la cresta, en la que algunas de ellas se diferencian en mioides.

En el interior de la cresta genital y distribuidos irregularmente, existen agrupamientos
celulares rodeados por células de mesénquima laxo que no estan limitados por membrana
basal, por lo que pueden pasar hasta ellos, celulas del epitelio genital.

Estos tipos de células de diferente origen (CGPs, epitelio genital y mesénquima
mesonéfrico), en conjunto forman cordones epiteliales (primarios), que se encuentran
entre el mesénquima adyacente, los cuales en la medula convergen en una estructura
reticular de tibulos llamada red de Haller.

La génada se encuentra separada del mesonefros por células de mesénquima laxo y
vasos sanguineos, pero la participacion del mesonefros parece decisiva para la
diferenciacién gonadal, ya que si se coloca entre la cresta genital y el mesonefros una
membrana impermeable, se inhibe la formacion de cordones primarios (Buehr y Mc
Laren,1992 ; Merchant-Larios y cols.1993).

La génada indiferente va a ser influida para su posterior diferenciacién por su posicion en
la cresta y la expresion de su sexo genético. Podriamos concluir que en la diferenciacion
de la génada intervienen ademas de las CGPs tres lineas celulares somaticas: las células
de Sertoli en el testiculo y sus homdlogas las celulas foliculares en el ovario; las
esteroidogénicas, de Leydig en el testiculo y de la teca interna en el ovario; y por Gltimo,
las células del tejido conectivo que incluye células endoteliales y fibroblastos en
génadas.Se ha considerado que no existen diferencias fenotipicas en la especie humana
entre los sexos hasta los 42 dias del desarrolio (Lopez y cols.1996)

EXPRESION GENICA EN LA DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciacion es un proceso ordenado y continuo que involucra la expresion de genes
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en cascada. En el caso de la diferenciacién gonadal, esta serie de eventos enlazados
inhibiran la expresion de un sexo para favorecer la diferenciacién del contrario. Se sugiere
que se han conservado evolutivamente las vias para la diferenciacion de las génadas en
los vertebrados.

En aves y en mamiferos, el sexo esta determinado cromosomicamente desde el momento
de la fertilizacién, con la diferencia de que en las aves, el sexo heterogamético
corresponde a las hembras ZW, mientras que en los mamiferos determina al macho XY

{ Burgoyne, 1988}.

El pollo tiene 39 pares de cromosomas. El cariotipo en e! pollo esta compuesto por 10
pares de macrosomas y 29 microsomas. El cromosoma Z en las aves es uno de los
cromosomas grandes y contiene aproximadamente el 7% del material genético, el
cromosoma W es un microsoma que contiene aproximadamente de 1.5% del genoma
(Fechheimer, 1990).

En las aves y en los mamiferos se describen tres etapas para la diferenciacién sexual, la
primera, como ya lo hemos indicado, es la determinacion genética del sexo; en la
segunda, ia génada indiferenciada es determinada por la presencia o ausencia de la
expresion del cromosoma Y y del cromosoma W, y en la tercera, la diferenciacién es
influida por la produccion de hormonas del testiculo o del ovario en desarrollo {(Nordqvist y
Lowell-Badge,1994).

No hay una homologia significativa entre el cromosoma Z en las aves y el X en los
mamiferos, aunque hay fuertes sugerencias de que los cromosomas sexuales de las

aves y los mamiferos provienen de diferente par de autosomas (Graves y Reed,1993;
Scherer,1999). El cromosoma W quiza es més parecido al cromosoma Y, pues esta
formado por gran cantidad de ADN heterocromatico, constituido en su mayor parte por

dos familias con secuencias altamente repetitivas (Saitho y cols.1991).
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Parece ser, que en tiempo hay una expresion diferencial en los genes ligados al X y al Y.
Los cigotos bovinos machos, se dividen mas rapidamente (24-30hrs), mientras que las
hembras lo hacen mas lentamente (40-60 hrs) ( Yadav y cols. 1993).

También, segun el sexo, se han encontrado diferencias metabdlicas en la glucosa. La
actividad en la via de la pentosa monofosfato, es el doble y cuadruple respectivamente, en
los embriones bovinos machos, que en los embriones hembras (Tiffin y cols.1991).

En 1990, en ¢l ratén se aislé un gen, el Sry, ubicado en el brazo corto del cromosoma Y,
que presenta un homélogo en la especie humana (SRY). Este gen codifica el factor
determinante testicular (FDT) y es la regiéon més pequeiia de este cromosoma, que es
capaz de inducir la diferenciacion dei testiculo en el hombre y en el ratén (Gubbay y
cols.1990). En este dltimo, la expresion del geny la presencia de sus transcritos, se da al
mismo tiempo que la diferenciacién de la génada a testiculo, aunque hasta ahora no se
conocen los reguladores de la transcripcion de este gen (Capel, 1998). Experimentos in
vitro, indican que el Sry, es uno de los genes que se expresa mas tempranamente
después de la fecundacién en bovinos (Yadav y cols.1993). Este gen no se encuentra en
las aves y no se ha demostrado que exista un gen con una funcién parecida (Clinton y
cols.1999). El Sry actia como interruptor molecular, que inicia la cascada de eventos que
van a hacer que la génada indiferenciada forme un testiculo, una prueba de esto es, que
cuando se produce la mutacion de este gen en el hombre o en el raton, se induce el
desarrolio hacia un ovario (Gubbay y cols.1992). En apoyo a lo anterior, Koopman y cols.
en 1991, translocaron un segmento de ADN de 14kb, que incluia at gen, logrando el
desarrollo de testiculos en ratones transgénicos XX. Por dltimo, algunas disgenesias
gonadales puras en humanos, presentan mutaciones en el gen SRY (Berta, y cols.1990).

El gen SRY (humano) presenta un solo exon, sin intrones, se ha comprobado que codifica
una proteina no histénica de aita movilidad (HMG), la secuencia de esta reqion, se

encuentra practicamente en la parte central def SRY (Su y Lau,1983) y al parecer esta
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altamente conservada en todos los mamiferos (Capel, 1998). Esta caja o dominic HMG
ests formada por aproximadamente 80 aminodcidos con capacidad de union al ADN lo
cual indica su funcion en la regulacion génica { Lopez y cols.1996), como la regulacion de
la transcripcién de genes en cascada que determinan el sexo (Harley y cols.1992).

Al probarse en el ratén, la homologia de la caja HGM por medio de una biblioteca de
ADNc, se encontré una gran familia de genes autosémicos ltamados SOX con mas del
60% de homologia, que estan evolutivamente muy conservados en los mamiferos y en
otros vertebrados, por lo que resulta interesante su estudio para conocer fa evolucion que
ha tenido el Sry en los mamiferos (Foster y Marshall, 1994).

Da Silva y cols. (1996), indican que el gen SOX9, se expresa en ambos sexos en un
principio, pero a partir de la expresion de Sry se expresa en el nicleo de las futuras
células de Sertoli, inicidndose entonces su diferenciacién. Los resultados de estos autores
indican que este gen, por o menos en pollo y raton desempefia un papel esencial en |a
determinacion sexual al ser un factor critico en la diferenciacion de las células de Sertoli, y
en el metabolismo de enzimas de esteroides incluyendo a la aromatasa, esta regulado
posiblemente por el Sry en los mamiferos, en las aves todavia no se ha dilucidado que
gen o genes lo controlan. Este gen se expresa tantc en en aves como en mamiferos
durante la fase de determinacién sexual, pero solo se expresa en los machos durante la
diferenciacion sexua! (Clinton y Haines, 1999). Su locus se ha encontrado en el brazo
largo del cromosoma 17, se relacionan las mutaciones de este gen con la displasia
campomélica, sindrome que presenta alteraciones esqueléticas que, en ocasiones, se
acompaiian de defectos genitales e inclusive en disgenesia gonadal en individuos
femeninos con cariotipo 46 XY (Da Silva y cols. 1996).

Se han identificado genes que actan sobre la diferenciacién de la génada en ambos
sexos antes de que se exprese el Sry, como son el SF1 (factor esteroidogénico 1), el

WT1 (gen del tumor de Wilms ) estos dos genes se expresan tanto en aves como en
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mamiferos y dos homeodominios Lim1 o Lmx1 y Emx2. Todos actan sobre el desarrollo
de la cresta genital, probablemente en la proliferacion celular y diferenciacion de |a
génada, pero a ninguno al parecer se le puede adjudicar el papel de factor activador para
la expresion de Sry, que hasta ahora no se ha podido identificar.

La expresion de WT1, SF1 y SOX9 sugieren un alto grado de conservacion en los
mecanismos moleculares que actian sobre el desarrolio gonadal de aves y mamiferos
(Clinton y Haines, 1999). La funcién de estos genes se ha investigado usando ratones
mutantes para cada uno de ellos. Si el SF1 es mutado, se desarrollan las fases iniciales
para la formacion de la génada, pero despues del los 12 dias post coito; el primordio de la
génada degenera por apoptosis. Si la mutacion es para el WT1, se observa que aunque
se forma la cresta genital, en elia no se va a producir 1a proliferacién del epitelio celémico
y después del 14,5 dias post coito, la génada degenera. Con mutaciones para Lim1, los
embriones mueren antes del desarrollo de la génada y si algunos sobreviven no presentan
riilones ni gonadas. En el caso de Lmx2, las génadas se desarrollan anormalmente
después de los 11.5 dias post coito (Capel, 1998).

Investigaciones realizadas sobre las funciones de! Sry jmplican que éste actia como un
detonador morfogénico para la formacién dei testiculo a traves del desarrollo y
mantenimiento de las células de Sertoli, remodelacion de la matriz extracelular, ademas
de inducir a otras lineas celulares al desarrollo masculino, esto problamente por una
interaccién célula a célula, que modifica las asociaciones, movimientos celulares y
vascularizacion. De la diferenciacién completa de las células de Sertoli parece depender
la reorganizacion estructural de la génada hacia testiculo (Magre y Jost,1991).

En las células de Sertoli, el Sry al expresarse en la gonada indiferente, a su vez induce el
que se transcriba un gen que se enwenira en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.3),
que codifica la sustancia inhibidora de los conductos de Mitler (FIM), que es una

glucoproteina de 149 kDa, compuesta de dos subunidades idgnticas de 70 kDa. En los
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humanos presenta 2.75 kb, contiene cinco exones y el Ultimo de éstos presenta una gran
homologia interespecifica con el factor de transformacion de crecimiento tumoral B(TGB-
B), la inhibina y la activina.

La FIM es un factor importante en el desarrollo masculino pero no es necesaria para la
formacion del testiculo (Bheringer y cols.1994). Mientras que la FIM se expresa
Gnicamente en los mamiferos en el sexo masculino, en las aves se encuentra en los dos
sexos, puesto que se necesita su efecto para que se de la regresion del conducto
paramesonéfrico o de Miiller derecho (Clinton y Haines,1999).

Se ha encontrado en el gen que codifica a ta FIM una secuencia reguladora que contiene
un sitic de unién para la proteina SF1 que para expresarse adecuadamente, necesita el
producto del gen SRY (Marx, 1995). Ademas su papel en el desarrollo temprano de la
goénada, el SF1 actia como un regulador esencial de la esteroidogénesis de la corteza
suprarrenal y las gonadas, por lo que controla: la produccién de andrégenos en las células
de Leydig y la secrecién de la FIM en las células de Sertoli. Es un factor regulador de la
transcripcion del citocromo P450 esteroide hidroxilasa en tejidos especificos (Shen y
cols.1994; Wong y cols.1997: Ikeda, 1996). Para confirmar lo anterior se hicieron estudios
en ratones mutantes inactivos para el SF1 y se observO agenesia en la glandulas
suprarrenales, gonadas, reversion de sexo de masculino a femenino en genitales internos
y externos, una funcién gonadotropica deteriorada y agenesia del nucleo ventromedial det
hipotalamo (Wong y cols.1997). Esto implica ia importancia del SF1 en la regulacion del
desarrollo del eje hipotalamo hipéfisis génada, lo cual nos lleva a la necesidad de ampliar
el conocimiento de las funciones de este factor y su accién sobre la diferenciacion y
desarroflo gonadat.

La FIM también actia, inhibiendo la transcripcion del gen CYP 19, que codifica el P450

aromatasa (P450 arom). Este gen es muy grande, ya que mide mas de 50 Kbp, parece
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ser que selectivamente s6lo se transcribe parte de €l, segun el tipo de célula en que se
expresa, puesto que su transcripcion la determinan diferentes promotores, por ejemplo en
el ovario se ha encontrado un promotor proximal, regulado por AMPc.

La aromatasa es el complejo enziméatico que produce 17B-estradiol a partir de
testosterona. En las aves se expresa a partir de los 6.5 d%as del desarrollo. En la gbnada
indiferente, el cromosoma’Y”, produce como factores de masculinizacion en las futuras
células de Sertoli el FDT y FIM, que suprimen la accion de la P450 arom y bloquea
completamente la accion del AMPc (Vigier y cols.1984) por lo que disminuye la sintesis
17p- estradiol y la génada se masculiniza ( Haqq y cols.1993). Esto fue corroborado por
Elbrecht y Smith, en 1892 y Abinawato y cols.(1996), al usar un inhibidor de aromatasa en
embriénes de pollo hembra logrando su masculinizacion, ia expresion de esta enzima esta
especificamente regulada al desarrollo y tipo de célula de que se trate.

Aungue todavia no se ha-descrito completamente el proceso de la diferenciaciéon sexual,
es claro que 1a identificacion del SRY como productor del FDT y su relacion con otros
genes autosémicos, es un paso importante para entender la cascada de genes
involucrados en fa diferenciacién gonadal. Aun no se sabe por cuanto tiempo perdura la
presencia del FDT, ya que en el raton no se identifica con PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) a partir de los 13.5 dias post-coito (Koopman y cois.1991).

En 1998 Swain y cols. identificaron, en el brazo corto del cromosoma X (Xp21), un gen
conocido como DAX1, que se sugiere es necesario para el desarrollo del ovario e
importante para la diferenciacion sexual en el raton. Goodfellow y Camerino en 1999, han
encontrado que las proteinas que expresan los genes DAX1 de! humano y del ratdn
parecen comportarse de una manera diferente.

Al investigar la presencia del DAX1 en otros mamiferos ( Pask y cols. 1997) encentraron

que en los marsupiales, al clonar este gen se identificé en el brazo corto del cromosoma 5
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que es un autosoma, por lo que los autores infieren que, por lo menos, en los mamiferos
ancestrales y en los marsupiales, este gen no estaba ligado al X, ni de él dependia ia
diferenciacion sexual.

Este gen es miembro de una gran famiia de receptores nucleares a hormonas. Se
encontro al mapear el locus DSS (dosage sensitive sex-reversal) en individuos que con
dos de estos genes y con un gen SRY desarrollan fenotipo femenino, si falta el DDS se
desarrolla un fenotipo masculino.

Sin embargo en ratones transgénicos XY, en que se ha duplicado el gén (DAX: DAX) no
se produce reversion de sexo. Se usaron niveles exo6genos altos de DAX1 en ratones XY,
observando que si el Sry, era normal solo se retrasaba e desarrollo del testiculo, mientras
que si este alelo (Sry) usando un transgene se debilitaba, producia una reversion de sexo
completa, lo que implica para los autores, que estos dos genes son antagonistas entre si.
Estos resultados, apoyan la relacion del alelo humano del gen DAX1 con el DSS vy
sostienen, que el Sry solamente puede inhibir a una copia de este alelo, como sucede en
el desarrollo norma! (Swain y cois.1998).

Al relacionarse las mutaciones del DAX1 en humanos con la hipoplasia adrenal congeénita
(HAC) ligada al X, se estan identificando las mutaciones en series de familias para
elaborar un modelo de estas alteraciones, que permita interpretar que partes del gen
cambian para producir Ia AHC y sus distintas manifestaciones ( Zhang y cols.1998).

La expresion del DAX1, se observa en los primeros estadios del desarrollo adrenal,
gonadal y de! hipotalamo. Segun los autores, en un principio se expresa en las células
indiferenciadas que van a dar a las células de Sertoli y posteriormente se manifiesta
coincidiendo con la franca diferenciacion de la gonada a testiculo, pero no interviene en el
desarrolio de éste, ya que si se muta el DAX1, se forma un testiculo normal, lo cual
confirma de nuevo, que este gen esta reprimido durante la diferenciacién testicular {(Swain

y Lowell-Bagde, 1997, Swain 1998).
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Si no existe el Sry, no se modifica la transcripcion del DAX1, pero se extingue la del
SOX9. Los niveles en que se expresa este Ultimo gen y la FIM en las células de Sertoli,
son semejantes al del DAX1 durante el desarrolio del ovario. Asimismo, se ha observado
que el DAX1 puede formar heterodimeros con el SF1 actuando como supresor y
modificando sus funciones reguiadoras de la transcripcion de genes como el FIM y el
SOX9, que son indispensables como se ha indicado anteriormente para la formacién dei
testiculo fetal.Con base en lo anterior Swain y cols. (1998) y Goodfellow y Camerino en
1999, concluyen que el DAX1 es mas bien un gen inhibidor del testiculo que determinante

del ovario.

DIFERENCIACION DEL OVARIO.

Los estudios tradicionales sobre el desarrollo de la gonada indiferente indican que la
diferenciacién hacia testiculo se realiza antes que hacia ovario. En humano, la
diferenciacion del testiculo se inicia a la séptima semana del desarrollo intrauterino
mientras que |a del ovario comienza una semana después.

{ a identificacién de hormonas como la FIM y la testosterona en el testiculo fetal, sugiere
que la diferenciacion del testiculo es activa. La FIM inhibe al P450 arom. para que no se
forme 17B-estradiol, mientras que la testosterona actia sobre la masculinizacién, tanto de
la gonada, como de los conductos sexuales produciendo dihidroxitestosterona para la
diferenciacion de los genitales externos.

Hasta hace poco tiempo se pensaba gue la diferenciacion del ovario era un tanto pasiva.
Actualmente, con el conocimiento del gen DAX1 se han producido varios modelos para
interpretar su interaccién con otros genes como el WT1 y el SF1. Si el gen DAX1 esta
ausente el WT1 actua como estimulador del proceso por medio del cual el gen SF1 induce
ta transcripcion del FIM por medio de la secuencia promotora AGGTCA. Si en cambio esta

presente el gen DAX1, éste forma un heterodimero con SF1 que le impide interactuar con
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el promotor del FIM por lo que éste no se produce y la génada se diferencia en ovario
(Parker y cols.1999).

La identificacion del sistema aromatasa del receptor a estrégeno y de la produccion de
estrogeno en el ovario de embriones de mamiferos parece tener inflqencia en la
diferenciacion det ovario (Scherer, 1999).

La proliferacion de las CGPs y las células del epitelio celémico o superficial, van a formar
cordones sexuales secundarios que se dispersan en el estroma formando acimulos de
ovogonias y células derivadas del epitelio celémico (foliculares) cerca de la regidn cértico
medular.

La presencia de las células germinales no es esencial para el desarrollo de la cresta
urogenital y 1a diferenciacion de las estructuras no sexuales de la gbnada.

A diferencia de los testiculos, la presencia de CGPs viables es indispensable para la
diferenciacion de los ovarios. Si éstas no llegan a la cresta genital, los ovarios
involucionan y degeneran (ovarios en banda) (Carlson, 2000). Sin embargo se ha descrito
que CGPs genéticamente masculinas pueden dar ovulos funcionales, asi como CGPs
femeninas, pueden dar espermatozoides funcionales (Kagami y cols. 895). Esto
demuestra que la diferenciacién de estas células esta influenciada por el ambiente
hormonal.

Las ovogonias proliferan por mitosis y posteriormente entran en meiosis (oocitos),
inducidas por un factor promotor de la meiosis, posiblemente producido por el
mesonefros, lo cual parece asociarse con la presencia del remanente de la red de Haller
llamada ahora rete-ovarii de origen mesonéfrico. Las ovogonias y los oocitos presentan
puentes citoplasmicos que af parecer intervienen en la sincronia de su desarrollo,

E! ovario fetal presenta una deigada tunica albuginea que forma la union coértico-medular.
La corteza del ovario es la porcion mas desarrollada, en ella se encuentran la mayoria de

los ovocitos. La médula presenta abundante estroma y gran cantidad de vasos

24




sanguineos derivados del mesonefros. En el estroma también encontramos cOmMo
derivados, tejido conectivo y tejido intersticial esteroidogenico.
El ovario al desarrollarse no mantiene relacion con ef mesonefros, cuyos conductos y

tubulos degeneran por apoptosis, quedando solo algunos remanentes.

DIFERENCIACION DEL OVARIO EN LAS AVES.

En el pollo se han analizado la expresién de los genes WT1, SF1, SOX9, FIM y
aromatasa, en muestras de ARN aislados y analizados por anélisis Northen ( Ciinton y
cols..datos no publicados). Sus estudios indican que los genes WT1, SOX9 y FS1 se
expresan en niveles altos en el desarrollo de testiculos y ovarios a partir de los 6.5 dias de
incubacion en adelante. Sin embargo la expresion del la FIM es a un nivel muy bajo a i0s
5.5 dias incrementando su nivel a partir de los 6.5 dias de incubacion. En aves la FIM se
expresa en los dos ovarios al mismo tiempo, posteriormente aumenta en e! ovario derecho
para que se efectie la regresion de su oviducto. A partir de! mesodermo intermedio se

forma la cresta urogenital que entre los dias 3 a & de incubacién se desarrolla en una

gonada indiferente. Al 4 dia del desarrolio no se observa todavia fa asimetria en la
diferenciacién, ya que ambos ovarios presentan una médula con cordones, revestidos por
una lamina basal con invasién de vasos sanguineos provenientes de mesocdermo
mesonéfrico (Richards,1978).

En el ovario derecho al dia 6 de incubacion, el epitelio de la corteza pierde su aspecto
cubico, se aplana, se separa de los cordones epiteliales internos y comienza a
involucionar, mientras que el izquierdo aumenta tanto su corleza como la médula
acompafiado por un incremento de estroma y vascularizacion. En esta etapa ya se

identifica el receptor nuclear a estrogenos (R-E) en células corticales y medulares
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(Gasc, 1980), aunque estudios recientes identifican el R-E a los 3.5 dias de incubacién ©
sea en etapa de gonada indiferente (Smith y cols.1997).

Se puede determinar el sexo a nivel morfoldgico a los 6.5 dias del desarrollo por
observacion del epitelio germinal, que ya contiene gran cantidad de células germinales. La
expresion del gen de la aromatasa que es necesaria para la conversion de testosterona a

17B-estradiol, se identifica a este tiempo en las génadas femeninas, lo que parece indicar

por la relacién entre la expresion de la aromatasa y el 17p-estradiol que la determinacion
de ia gonada a ovario ocurre a mas tardar al dia 5.5 de incubacion (Romanoff, 1860).

A los 6.5 dias en el ovario derecho se observan cordones medulares con estroma y
células germinales desplazadas de la corteza, en cambio el izquierdo, presenta una
corteza engrosada por mitosis de las CGPs, que formaran nidos de ovogonias, los cuales
estan separados por una membrana basal de la médula poco desarrollada (Romanoff,
1960).

Al dia 7 en el ovario izquierdo, la médula aumenta en grosor debido a la proliferacién de
células de los cordones, diferenciandose dos zonas; una por debajo de la corteza con
cordones gruesos y canales lacunares reducidos y una profunda en la que se hacen mas

largos los cordones que delimitan grandes espacios lacunares (Romanoff, 1960).

Al 8° dia se detecta en ellos actividad esteroidogénica (Weniger y cols.. 1971) y estudios
morfologicos e histoquimicos evidencian agrupamientos de células estercidogénicas en la
médula del ovario del embrién de pollo (Galli y Wassreman 1973; Scheib y Baulieu,1981:
Woods y Erion, 1978).

Del dia ¢ al 13 hay una actividad mitdtica exponencial de las ovogonias y las celulas
indiferenciadas del epitefio celémico, que alcanza su maximo al dia 17 del desarrollo. En
esta. misma etapa los ovarios derechos son aproximadamente de la mitad del tamafio. En

el embrion de pollo a los 17 dias de incubacion, encontramos el mayor numero de células
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germinales que se van reduciendo posiblemente por un fendémeno de degeneracion por
apoptosis hasta el nacimiento (Hughes, 1963; Mendez y cols.1993).

En la médula del ovario del embrién de 17 dias al igual que en la del recién nacido se’
encuentra formado un compartimento de tipo epitelial con cordones de células y espacios
lacunares delimitados por células epiteliales (Gonzalez del Pliego y cols.1 988).

Se han usado (Alvarez-Fernandez y cols.1885), precursores marcados radioctivamente
para analizar la sintesis de hormonas esteroides como estradiol y la estrona, estimulando
al ovario de embriones de pollo entre 10 y 18 dias con hormonas comola HLy la HGC.
Ultilizando técnicas de gradiente de densidad, se separaron dos subpoblaciones celulares
de la médula ovarica con actividad esteroidogénica; una con caracteristicas morfologicas
y estructurales de células esteroidogénicas productoras de testosterona, con muy poca
actividad de aromatasa y otra de células poco diferenciadas con gran actividad de
aromatasa que producen estrona y estradiol (Pedernera y cols. 1988; Alvarez— Fernandez

y cols.1995) ,

OVOGENESIS.-

Al iniciarse la ovogénesis, se observan células sincronizadas en cuyo nucleo se encuentra
un cuerpo heteropicridtico que es el cromosoma Z. Al marcarlas con timidina tritiada, se
ha observado que la fase de muttiplicacién comienza el dia 14 y alcanza su maximeo en el
17. El dia 16 ya hay ovocitos en leptéteno y el 17 en cigoteno y paquiteno. A un lado del
nicleo se encuentra el cuerpo vitelino o de Balbiani, formado por complejo de Golgi
rodeado de mitocondrias (Greenfield,1966), en el cual se ha detectado un material
baséfilo rico en ARN, que se dispersa después del nacimiento {Guraya, 1962).

Los ovocitos que se encuentran en meiosis presentan puentes intercetulares (Skalko y

cols.1972), cuya funcion puede ser: la restriccion para regular el exceso de ovocitos, la

27




transferencia de nutrientes y la determinacion de la cantidad de ovocitos que entran a
dipléteno.
La ovogénesis se completa en la época del nacimiento y la foliculogénesis se realiza

postnataimente.

BIOSINTESIS DE ESTEROQIDES EN OVARIO.

Uno de los mecanismos mas importantes de regulacién corporal 6 sistémica desde los
insectos, hasta la especie humana, es el hormonal. Las células que sintetizan las
hormonas estan ubicadas selectivamente, ya que estan cerca del lugar en donde se
requiere mayor concentracion de las mismas. Estan en la proximidad de vasos
sanguineos, con su extremo apical hacia el extremo venoso del capilar, donde liberan las
hormonas.

Las ‘hormonas estercides son fiposolubles; son sintetizadas en el reticulo endoplasmico
liso. Se pueden producir y secretar en su forma final como el estriol, 0 presentar una
conversion periférica, en la que las hormonas son modificadas a formas mas activas en
los tejidos de los drganos blanco, como es el caso de la conversion de la testosterona en
dihidrotestosterona.

El nicleo quimico primario de las hormonas esteroides, es el ciclopentanoperhidro-
fenantreno, que consta de tres anillos de hexano, A, B, C y uno de pentano D. Los
diferentes tipos de esteroides se formaran al cambiar los radicales de los carbonos de los
anillos, a la modificacién de los mismos y la adicion de cadenas laterales (Stryer, 1995).
Estas modificaciones dan diferentes tipos de compuestos, de los cuales, el que da origen
a los demas es el colesterol con 27 carbonos (C27). Este es transportado por a sangre
fijado a globulinas (acarreador) en forma de lipoproteina, de donde lo obtienen las celulas

esteroidogénicas. También se encuentra como reserva en el reticulo endoplasmico liso en
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forma de ésteres y sintetizdndose a partir de acetato, para dar las diferentes hormonas
esteroides.

La secuencia de biosintesis de esteroides a partir del colesterol es la siguiente:
colesterol (C27) —» progestinas (C21) — andrégenos (C19) — estrogenos (C18).

Las progestinas (C21) se forman a partir del colesterol, por la pérdida de una parte de la
cadena lateral entre el carbono 20 y el 22. La pregnenclona es un progestageno muy
importante pues junto con la progesterona, son los precursores primordiales en la
biosintesis de los esteroides. A partir de ella, se forman la 17-hidroprogesterona, la 20-
dihidroprogesterona y la progesterona. La conversion de colesterol en pregnenolona es
igual en ovario, testiculo y corteza suprarrenal.

La progesterona, condiciona la fase secretora del endometrio uterino preparando a éste
para la implantacion y la gestacion. Se sintetiza en el foliculo ovarico, el cuerpo liteo y la
placenta.

Como ya se indico, los andrégenos son compuestos derivados de las progestinas, en
general son los esteroides encargados de la masculinizacidon y se producen en los
ovarios, testiculos y la corteza suprarrenal.

La dehidroepiandrosterona y la androstenediona, son producidas en el ovario y la
suprarrenal, pueden ser convertidas en testosterona y 17p-estradiol en los tejidos
periféricos. En general, 1a testosterona no es la forma activa de la hormona, sino que en la
mayoria de los tejidos, es convertida por una 5-alfareductasa en una forma mas activa,
como la dihidrotestosterona.

A partir de los androgenos se originan los estrogenos. Los precursores naturales
inmediatos para su sintesis, son fa androstenediona y la testosterona; la reaccién mas
importante para esta sintesis es la aromatizacién de! aniflo A, que es mediada por la

enzima P430 arom. En la primera parte de la reaccion, se hidroxila el C19, formando un
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grupo hidroximetilo que se pierde del nicleo, el anillo A se aromatiza, dando un hidroxilo
fendlico en el C3.

De los tres estrogenos naturales, el mas potente es el 17B-estradiol, que se puede oxidar
facilmente a estrona, y al hidratarse da estriol.

5
A partir de la pregnenolona los esteroides se pueden sintetizar por medio de la Via A en

4
la que se va a formar DHEA yla Via A enlaque a partir de progesterona se va a sintetizar

androstenediona. Esta que también se puede formar a partir de DHEA, da origen a
latestosterona que por medio de P450 arom. origina el 17f-estradiol. En el siguiente

diagrama se representa un resumen de la biosintesis de los esteroides.

. 5
P450 sec Via A

Colesterol —» Pregnenolona—— 17hidroxipregnenolona ——» DHEA -

T

Progesterona —— 17hidroprogesterona —— Androstenediona.

|

Estrona (E,) P450_ Testosterona
17a|fa-*hidroxiestrona l P4so,
i 1 TB-e-.stradiol
Estriol

Diagrama elaborado con los datos obtenidos en (The Physiology of Reproduction.1994)
Los estrégenos actian sobre la diferenciacion de los caracteres sexuales secundarios

femeninos, son la principal secrecion del ovario durante todo su ciclo, regulan el ciclo
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sexual, induciendo cambios en sus érganos blanco como son: el Utero, oviductos, vagina,
glandulas mamarias y cerebro.

Los estrogenos se sintetizan en los ovarios y testiculos, la placenta y la corteza
suprarrenal, aunque la estrona en particular, se puede formar en tejidos periféricos como
el higado, el tejido adiposo, el musculo esquelético y los foliculos pilosos.

La producién de esteroides sexuales en los ovarios, esta bajo el control de hormonas
gonadotropicas hipoﬁs-iarias, HFE y HL.

Las funciones del 17B-estradiol entre otras son: maduracién de las CGPs, crecimiento del
endometrio y reparacion del mismo, control del ritmo hormonal para la ovulacién, motilidad
de los oviductoé, contraccion uterina, implantacién del blastocisto, mantenimiento del
embarazo, favorecimiento de un clima adecuado para el parto y la lactancia, ramificacion
de las glandulas mamarias, incremento de la velocidad de la sintesis de ADN, ARNm,
ARNr, ARNt y de las proteinas. Produce efectos anabdlicos sobre el hueso y el cartilago,
tiene efectos sobre el crecimiento, actia sobre los vasos perifericos produciendo
vasodilatacién y liberacion de calor. También se han comunicado efectos teratogénicos
de! 17p-estradiol sobre el sisterna urogenital del feto de rata aumentando la incidencia de
hipospadias ( Henry y cois. 1984}

La progesterona reduce la accién proliferativa de los estrogenos sobre el Gtero y 1a cambia
a secretora, incrementa el desarrollo de los acinos mamarios, reduce el flujo sanguinec y

disminuye ia pérdida de calor por fo que hay un aumento de temperatura corporal.
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ACCION DE LOS ESTEROIDES GONADALES EN EL DESARROLLO DEL OVARIO DE
LAS AVES.

La sintesis temprana y produccion diferencial de hormonas sexuales en el embridn de
pollo es mas significativa que la presencia de ellas en un tiempo preciso. lgual que en los
demas vertebrados, los esteroides juegan un pape! preponderante en la diferenciacion de
la génada a ovario.

Estudios clasicos como los de Wolff, en 1935, comprobaron que si se administraban
estrogenos antes de la diferenciacion gonadal, se feminizaba el testiculo. Diversos
trabajos evidencian !a posibilidad que tienen las aves de reversion espontanea de sexo o
por medio de modelos experimentales que incluyen: castracién transplante, administracion
de esteroides como estrogenos y androgenos, ademas de otros compuestos como
_antiandrogenos, antiestrégenos, e inhibidores de aromatasa ( Elbrecht y Smith, 1992;
Clinton y Haines,1999). Estos trabajos evidencian que los esteroides tienen mayor
ingerencia sobre la diferenciacion gonadal en las aves que en los mamiferos, lo que
podria sugerir una mayor plasticidad en el desarrollo gonadal de las aves que no existe en
los mamiferos.

£1 17p-estradiol influye en la diferenciacion sexual normal en la gonada (Weniger y cols.
1967 y Weniger, 1968), induce ia diferenciacion y el crecimiento de los derivados de los
conductos de Miiller, como los oviductos, lo que involucra duplicacién del ADN, formacion
de ARNs y sintesis protéica.

Por medio de técnicas inmunocitoquimicas, se demostro la presencia de estrogenos y
androgenos, en la médula de las génadas de ambos sexos a los 3.5 dias del desarrollo
embrionario, antes de que ocurra la diferenciacién histoldgica (6.5 dias), (Woods y
cols.1978).

La estrona se produce en el ovario izquierdo aproximadamente a los dias 3.5 dias, se

incrementa a los 5.5 dias y d4 un pico a los 13.5 dias siendo producida en un principio por
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las células de los cordones primarios de la génada y posteriormente en los cordones
secundarios y células intersticiales de la corteza, descendiendo despues
significativamente (Woods y Erion.1978).

Entre las hormonas femeninas que se forman en el ovario del embrién de polio la
progesterona se sintetiza partir de la pregnenolona a los 9 dias de incubacion (imataka y
cols.1988). Se ha comprobado la secrecion de 17p-estradiol y estrona en embriones de
pollo entre 5y 6 dias (Weniger y cols.1967; Scheib,1983), cuando la gonada se encuentra
indiferenciada.

Parece ser que en un principio, la sintesis de esteroides gonadales en el ovaric es
auténoma. Estudios recientes sugieren la posibilidad de que la expresion temprana y
posterior del R-E pueda tener gran influencia en ia diferenciaciéon y desarrollo det ovario,
aunque desafortunadamente no se ha descrito la expresion temprana de genes que
codifiquen enzimas que metabalicen esteroides sino hasta los 6.5 dias de incubacion.
(Andrews y cols. 1897).

Mas tarde a los 11.5 dias, esta bajo el control de la adenohipdfisis, (Woods y Erion,1978;
Weniger,1991). Con HL se ha podido estimular la secrecion de 17p-estradiol al dia 7 y 8
de incubacion (Woods y cols..1982; Weniger y Chouraqui, 1988), y se observé la union del
17p-estradiol al epitelio superficial y médula del ovario del embrion de pollo (Gasc,1980).

El ovario izquierdo secreta gran cantidad de estrogenos, estimulando su propia secrecion
al producir aromatasa P450, que aromatiza los andrégenos a estréogenos (Woods y Erion,
1978). El uso experimental de inhibidores de aromatasa puede dar reversion de sexo en
hembras, con el consecuente descenso de niveles de ARNm para la aromatasa (ARN
arom.). La administracién al mismo tiempo de estrégeno e inhibidor, suprime la reversion

de sexo y restablece los niveles normales de ARN arom.. (Abinawanto y cols.1996).
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Se han hecho experimentos para conocer el papel de los esirégenos sobre las
subpoblaciones que forman el ovario en el embrién de pollo y en el recien nacido. En
experimentos con ovarios de embrion de polio de 11 a 13 dias de incubacion, tratados con
17p-estradiol, se ha encontrado, que no hay diferencia entre el ndmero de células
germinales de los controles y los tratados. Las células somaticas en cambio, aumentan
hasta el dia 17 en los testigos, mientras que los tratados aumentan su namero hasta el
nacimiento, siendo mas notable el incremento de las somaticas indiferenciadas (Mendez y

cols.19593).

MECANISMO MOLECULAR DE LA RESPUESTA A ESTROGENOS.

Los efectos que produce una hormona sobre las células blanco, son el balance entre la
expresion de los genes que inducen y la falta de la transcripcion de los que reprime.
Varias hormonas se pueden unir a las mismas secuencias reguladoras del ADN, por lo
que pueden tener el mismo efecto en un tipo celular en particular.

Durante la segunda mitad de la década de los sesentas se encontro, que el 173-estradiol
se une con una gran especificidad y afinidad a una proteina intracelular, a la cual se le
lamé receptor (Jensen y cols.1967 y 1969; O'Malley y cols. 1969; Yamamoto, 1985).

Se define como tejido blanco a estrégenos, al que tiene receptores para la unién y
actividad fisiologica de estas hormonas (Jensen y Jacobson, 1960). Sus investigaciones
sirvieron como base de estudios subsecuentes sobre el mecanismo de accién de los
estrégenos y antiestrégenos.

Los estrogenos marcados se encontraron ligados a proteinas del citosol y en el nucleo,
por lo que se infirié que existian receptores en ambas regiones celulares.

Se desarrollaron trabajos in vitro en células de cancer mamario (MCF-7), de cuyos

resultados surgieron modelos subcelulares que explican el mecanismo de accion del R-E
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(Jensen y cols.1969), en este trabajo ellos proponen que el receptor actia como una
sefial de transduccién entre la hormona y la modificacion de la expresion génica.

El 17B-estradiol es el estrogeno mas activo, su naturaleza lipidica, favorece que atraviese

facilmente por difusion las membranas celulares de los tejidos blanco. Puede tener una
accion endocrina, paracrina o autocrina. La hormona se tiene que transportar por via
sanguinea ya sea ligada a una proteina especifica como la albamina fijadora de hormonas
sexuales o con proteinas por las que no tiene gran afinidad y si alta disociacion, ésto
fisiolégicamente se considera como si estuviera en estado libre.

El receptor, es codificado por una secuencia dnica de genes, que al copiarse y traducirse,
producen un efecto que puede inducir diferentes respuestas dependiendo el tipo de
células sobre las que la hormona actia, puesto que no todas presentan la misma
respuesta a la accién de la hormona.

Se ha inferido que la capacidad de una célula para responder a las hormonas, depende
de la presencia del receptor, en el cual hay dominios que presentan alta especificificidad y
afinidad por el ligando (hormona), especificidad de unibn al ADN y modutacién
transcripcional. El dominio més estudiado es el de unién al ADN que se caracteriza por
presentar dedos de Zn (Evans, 1988).
E! R-E, pertenece a una familia de receptores nucleares, con estructura modular con seis
diferentes regiones (de la A, a la F); la region aminoterminal A, del receptor de estrégenos
en el pollo esta involucrada con fa transcripcion. La B da una maxima transcripcion de
genes de respuesta a estrégenos. La C corresponde al dominio de union al ADN, la D
separa los dominios de unién al ADN y a la hormona que es el dominio E y la F que es
carboxi-terminal, regula la modulacion de la magnitud de la ranscripcién del gen por
estrégenos o antiestrégenos y determina la efectividad de los antiestrégenos en la

supresion de la accién dei estrégeno, que induce la transcripcion del gen ( Montafio y cols.

1995).
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Los receptores a esteroides no unidos a los ligandos, forman complejos con proteinas de
choque térmico, como las HSPS0 y la HSP70, estas uniones dan estabilidad y evitan la
desnaturalizacion del receptor (Pratt 1993).

La activacion del receptor involucra cambios conformacionales en las estructuras terciaria
y cuatemaria formando dimeros o mondmeros. Los receptores activados se unen a
secuencias del ADN conocidas como elementos de respuesta a esteroides (EREs), que
presentan una secuencia palindrémica (repeticiones invertidas) de 15pb separada en el
centro a manera de eje de simetria por 3pb con lo que quedarian 6 pares de bases de
cada lado. Los receptores a glucocorticoides progesterona y estrdbgeno se unen como un
dimero a sus EREs con una molécula en cada lado del centro de simetria de la secuencia,
en esta forma la unién at ADN presenta gran afinidad y estabilidad, controlando los genes
de respuesta a hormonas sin embargo el R-E se puede unir también como mondémero

uniéndose a los elementos de respuesta tiroidea (ERT,), que consiste en un palindrome

invertido sin espacios, uniéndose solo a la mitad de la secuencia. Algunas antihormonas
actuan inhibiendo la dimerizacion.

Los eventos de accion del R-E son los siguientes:

-Disociacién del R-E de las proteinas de choque termico.

-Dimerizacién (trans-activacion).

-Unién a la secuencia del ADN, ERE.

_interaccion del R-E activado con factores fundamentales de transcripcion.

Esta interaccion, es necesaria para estabilizar el complejo de pre-iniciacion del promotor
que permite a la ARN polimerasa iniciar la transcripcién del gen, iniciando la cascada de
eventos que produce la respuesta celular al estrogeno.

El Tamoxifén (Tam), puede inhibir la activacion del R-E, ya que se une al dominio de

unién al ligando (DUL).
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En la actualidad se han descrito dos subtipos de R-E, el R-Ec. y el R-EB. El primero se
conoce desde los afios sesentas y el ultimo se acaba de describir hace dos afos, en
tejidos como préstata, Gtero, ovario, testiculo, vejiga, timo y bazo, de ratén y humano.

Estan codificados por dos genes distintos, son parecidos funcionalmente, pero hay
diferencias en sus mecanismos de regulacién, transcripcién.y los 6rganos blanco en los
que se localiza (Kuiper y cols.1997).

Se ha clonado y mapeado el gen homélogo del ratén (Estreb) en la region central del
cromosoma 12 (Tremblay y cols.1997). Se aislé una proteina de 485 a.a. Se utilizo PCR
para hacer la comparacién entre la secuencia de aminoacidos de los dos R-Es.
(Mosselman y cols.1996), que evidencian un alto grado de conservacién de los dominios
que se unen al ADN (97%) y al ligando (60%) (Tremblay y cols.1997).

La afinidad del 17p- estradiol hacia los dos R-E, es alta, pero ligeramente menor en el

R-EP con una constante de disociacién (Kd) de 0.5nM, que en el R-Eq es de 0.2nM.

E! R-EB, es funcional en la interaccién con antiestrégenos y puede modular ta expresién
génica de la respuesta a 17p-estradiol (Mosselman y cols. 1996)

En estudios con ratones deficientes en R-Ea (gen inactivado) se ha encontrado que en
algunas funciones de! 17B-estradiol, el R-EB, puede sustituir al R-Ea, pero también se ha
encontrado en estos organismos, efectos del 17p-estradiol que inhiben el dafio vascular y
dan sensibilidad al tamioxifen mediados por el R-EB. Lo anterior puede ser una
explicacion a los diferentes tipos de sensibilidad y respuestas en los tejidos a los
estrogenos y sus antagonistas. Por ejemplo el hidroxitamoxifén (OHT) presenta una

actividad parcialmente agonista con el R-Ef ésto no sucede con el R-Ea (Tremblay y

cols.1987).




Se ha podido establecer una homologia del 80% entre el R-E del pollo y el hurano
gracias a la técnica de ADN complementario (ADNc) que ha permitido conocer el peso y
numero de aminoacidos de ambos (Krust y cols.1986).

RECEPTOR A ESTROGENOS EN EL OVARIO

Desde 1965 usando 17f-estradiol marcado radioactivamente se localizd el receptor a
estrogenos en el ovario del pollo. El R-E que se aisio primero, conocido ahora como

R-Ea, media las funciones del 17B-estradiol en todos los tejidos reproductores, inclusive

en el utero.

Stumpf en 1969 por medio de autorradiografia localiza el R-E en diferentes poblaciones
celulares, como células foliculares, tecales (con menor intensidad) sin encontrar marcas
en los ovocitos y células del estroma. Posteriormente se ha demostrado la existencia del
R-E en ovocitos humanos, de ratén y polie (Wu y cols.1992,1993; Méndez y cols. 1993).

En el ovario del pollo recien nacido se han localizado R-E en los ovocitos y en las células
somaticas esteroidogénicas por lo que probablemente su presencia esté involucrada con
el desarrollo y la funcion del ovario en etapa embrionaria (Mendez y cols.1999).

Se ha observado que es el 17B-estradiol aumenta su propio receptor y que su sintesis
esta bajo el control de las gonadotropinas hipofisiarias, puesto que experimentalmente se
ha visto que la accién de la HFE, aumenta la cantidad de R-E mientras que la luteinizante
lo disminuye (Richards, 1975).

La expresién del R-EB en el ovario, disminuye durante el desarrolio folicular y la
diferenciacién, observandose una activacion de receptores a HL(R-HL). Los foliculos
pequefios expresan R-HL solo en la teca, mientras que el R-ER se expresa en la
granutosa (Kuiper y cols.1997).

La expresion de ambos receptores en los foliculos ovaricos sugiere que interactian

discriminando secuencias importantes para la respuesta diferenciat a 17p-estradiol.




En ratén se han desarrollado receptores de genes inactivados para R-Ea 'y R-Ef, lo que
ha permitido por medio de estos mutantes conocer el papel fisiclogico de ambos tipos
receptor a estrégeno, en adultos tanto los machos como las hembras tienen un tracto
reproductor aparentemente normal pero son infértiles. En los ovarios adullos con genes
inactivados para R-Ea y R-EB, se observan células foliculares con una diferenciacioén que
se parece a los tubulos seminiferos, incluyendo células parecidas a las de Sertoli y
expresion de la FIM. Parece ser que la pérdida de uno de los receptores da resuitados
diferentes a cuando no estan presentes ninguno de los dos, lo que indica que se
necesitan la presencia de los dos receptores para el desarrollo y mantenimiento de las
células somaticas y germinales en el ovario después del nacimiento.

Aunque todavia hay muchos aspectos desconocidos sobre la accion de los R-Es ay B,
se sabe que el R-Ea predomina en el estroma y en la teca mientras el R-Ep se

encuentra en las células granulosas de los foliculos maduros. (Couse y cols.1989).
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANTIESTROGENOS.

En los Gltimos veinte afos, el desarrollo del estudio de las caracteristicas bioguimicas,
farmacologicas, metabolismo y funcion de.las hormonas esteroides ha favorecido la
investigacion colateral de sus inhibidores.

Los antiestrégenos son moléculas que van a inhibir la actividad de los estrégenos como
factores de crecimiento celular, impedir el aumento de peso del ltero y la cornificacion
vaginal, que producen los estrégenos en ratas inmaduras ovariectomizadas (Emmens y
Cox.1958)

Originalmente, se utilizaron como anticonceptivos postcoitales (Emmens,1970) o
paradéjicamente como inductores de la ovulaciéon ( Wiliamsom y Eftis,1973; Gerhard y
Runnebaunm,1979), ya que muchos de estos compuestos pueden tener una accion
agonista o antagonista a los estrogenos.

Su utilidad médica se ha desarrollado en tres campos principalmente: anticoncepcién,
aborto, y control de crecimiento de tumores dependientes de hormonas esteroides.
También, se han usado en el tratamiento de hiperplasia endometrial, producida por |a
exposicién prolongada a estrogenos.

La aplicacion clinica en la que son mas utilizados es en la quimioterapia del cancer de
mama (Sutherland y Murphy,1980), con la ventaja de que parecen ser menos citotoxicos
que otros compuestos. En oncologia se estudia principalmente la accion de los
antiestrogenos sobre la inactivacion de los oncogenes homélogos, acoplamiento sobre los
elementos de respuesta a esteroides e interferencia en las reacciones en cascada de la
produccion de factores de crecimiento (Spillane y Whitman,1995).

Ya en 1938, Doods y cols. describen la actividad estrogéenica de compuestos no
estercides como es dietilestilbestrol (DES), al estudiar esta sustancia, confirmaron, que
ademas tiene una accién antagonista, que previene la cornificacidn de la vagina en

ratones ovariectomizados cuando se administra al mismo tiempo que el 17B-estradiol.
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El doble papel que presentan algunos de estos compuestos parece depender de su
configuracién quimica espacial, dosis y tejido receptor ( Katzenellengoben y cols.1995).

El estudio de los estrégenos y antiestrogenos sobre los tejidos blanco, se incrementd al
sintetizarse compuestos marcados radioctivamente, como el hexestrol producido por
tritiacion catalitica por reduccién del DES, que se ulilizé inicialmente para demostrar su
acumulacion selectiva en los érganos reproductores en cabras y ovejas (Doods y cols.

1958).

CLASIFICACION DE LOS ANTIESTROGENOS..

Se clasifican segln su estructura, en esteroides tanto naurales como sintéticos y no
esteroides. entre los de tipo esteroide encontramos a la progesterona y derivados, que
son los antiestrogenos por excelencia, al estriol, moxestrol y RU16117. Los no esteroides,
en general son sintéticos, pudiendo ser de dos tipos, derivados etilénicos, que a su vez
pueden ser trifeniletilénicos (clomifene, euclomifene, tamoxifen y, 40H- tamoxifén,entre
otros), o difeniletiiénicos (dimetil y dietilestilbestrol), los que conforman el segundo tipo
presentan otras estructuras como la nafoxidina y el tricfeno (Bloom y Boesen, 1974; Ward,

1973 ; Levin y Schuasrberg,1990; DeFriend y cols.1994).

MECANISMOS DE ACCION. DE LOS ANTIESTROGENOS.

En 1939, no se sabia si el efecto de los antiestrégenos era por inhibicion o citotoxicidad,
pero la viabilidad de las células despues del tratamiento por antiestrégenos hicieron que
las investigaciones se enfocaran al mecanismo de inhibicion sobre el mecanismo de
accion hormonai.

Se propuso que la union de! antiestrégeno al R-E desplazando a la hormona, se llevaba a
cabo en el citoplasma, formando un complejo estable R-E--antiE, con un desplazamiento

lento hacia el nicleo, en donde no se unia al ADN.
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Actualmente se sabe que el receptor libre se encuentra en el compartimento nuclear, los
complejos con los ligandos actuan en sitios receptores del ADN, (Clark y cols. 1983) y que
la presencia por periodos prolongados de antiestrégenos evita la sintesis de R-E y por lo
tanto, se inhibe la estimulacion bor estrégenos (Clark y cols. 1974; Wolf y Fucua 1985).

En el nacleo, se han encontrado distintos sitios de unién a estrogenos y antiestrégenos,
con diferente grado de afinidad con el receptor (Sutheriand y Murphy,1980), que en un
momento dado, plantearon la interrogante, de si existia relacion entre el sitio de unién en
el nacleo con los efectos agonistas y antagonistas que tienen algunos antiestrégenos, ya
gue inhiben el crecimiento y aumento de peso del ttero (accidn antagonista), al mismo
tiempo que activan el inicio de la sintesis de receptores a progesterona (efecto
estrogénico) (Leawitt y cols. 1977, Watts y cols. 1987; Calaf y cols. 1988).

Al unirse el estradiol al R-E, se produce un cambio conformacional (dimerizacion) que
permite al complejo R-E-17B-estradiol unirse a los EREs, el antiestrogeno, no produce
este cambio, pero evita que entre la hormona al receptor, ya que Se une al sitio de unién
del ligando.

Al encontrarse ias proteinas especificas que se unen a antiestrégenos se ha buscado el
ligando natural que debe desempenar un papel de importancia en las funciones celulares,
en ellas se han encontrado similitudes con los receptores a esteroides, presentando un
dominio C terminal de 1a molécula, que se une a! ligando, la parte media de la molécula
presenta los dominios que se unen al ADN vy la regién N terminal que es el dominio
inmunologico.

Usando antiestrégenos marcados radioctivamente se identificaron sitios de union, y
proteinas del citosol que especificamente se unen a ellos. Por medio de 17B-estradiol
tritiado en ratén, se estudié la distribucion y mecanismo de accion del complejo R-E,

posteriomente se determino su distribucion después de administrar antiestrégenos




(Rochefort, 1983). Se han encontrado en todos los tejidos humanos probados, excepto en
el pulmén, parece ser que el ligando es caracteristico de cada tejido.

Se han hecho estudios para probar diferentes moléculas (derivados colinérgicos como la
acetilcolina, escopolamina, y atropina, asi como derivados dopaminérgicos e histamina)
que pudieran desplazar a los antiestrogenos de su receptor, pero aun se necesitan
investigaciones mas completas sobre los posibles ligandos naturales de los
antiestrégenos.

El descubrimiento y estudio de los R-antiE, ha causado comparaciones entre su
comportamiento y e! del R-E, encontrandose que se han identificado R-antiE en tejidos de
rata, sensibles y no sensibles a 17B-estradiol (Sudo y cols.1983), éste no se puede unir
al R-antiE, pero los antE, si lo pueden hacer con el R-E. No se han encontrado
diferencias sustanciales entre el contenido de R-antiE en tumores de mama de pacientes
menopausicas y postmenopaisicas por lo que parece que su sintesis no es dependiente
de hormonas esteroides (Metha y Gupta.1987). Sin embargo se ha demostrado que por
o menos en el higado y Gtero de rata, hay fluctuaciones en el contenido de R-antiE
durante el ciclo estral, e incremento después de! tratamiento con estrégeno (Winnecker y
Clark,1983; Feye, 1987).

Altas concentraciones de antiestrégenos, inhiben el crecimiento celular en células
cancerosas sin que se pueda revertir por medio de estrégenos.

En modelos in vitro e in vivo los antiestrégenos actiian sobre la sintesis de prolactina, Ia
produccién del receptor de progesterona, sintesis de proteinas, incremento del ADN,

proliferacion celular y bloqueo del ciclo celular en G , Los mecanismos por medio de los

cuales funcionan los antiestrégenos son: afinidad y unién con el R-E, unién a los sitios de
ligamiento a antiestrogenos y efecto sobre 1a calmodulina ( Gulino y cols.1986; Lopes vy

cols.1990).
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ESTRUCTURA QUIMICA E ISOMEROS DEL TAMOXIFEN

Et Tam pertenece a un tipo de compuestos no esteroides llamados trifeniletienos, entre
los cuales se presentan moléculas con actividad estrogénica, como el dietilestilbestrol
(DES) que fue uno de los primeros compuestos, que se uséd como estrégeno no esteroide
en problemas de infertilidad (Dodds y cols. 1938 y Dodds, 1949), sus derivados tiene una
accién a largo plazo ya que tienen la capacidad de depositarse en la grasa corporal.

Los trifeniletilenos, tienen una estructura general similar con el estrogeno pero se
distinguen de él, por una sustitucion de la cadena lateral, por un grupo alquilaminoetoxi,
los antiestrégenos trifeniletilénicos con la posicion correcta de los grupos hidroxilo y
fendlico, tienen una afinidad al R-E semejante a la del 178-estradiol. En estudios
realizados con cristalografia de rayos X, se ha observado que los trifeniletilenos presentan
tres anillos fendlicos que son fijos aungue cada anillo presenta un cierto grado de rotacion
libre. De acuerdo con la posicion de los grupos hidroxilo en estos compuestos, pueden
superponer el anillo del trifeniletiieno con el anilo A del estradiol, lo cual nos indica la
analogia estructural entre los dos compuestos (Raynaud y cols. 1985).

Su capacidad de unién parece depender de la cadena lateral ya que trifenil etilenos que
no la presentan no se unen al R-E, la cadena lateral con aminoéteres basicos se unen al
receptor a antiestrégenos.

Uno de los problemas gque ha presentado el estudio del Tam y el clomifene ha sido la
interpretacién de las propiedades farmacologicas de sus isdOmeros geométricos. El
isomero ¢is (E) del Tam (IC147699) tiene efectos estrogénicos, mientras que el isémero
trans (Z) presenta funcién antiestrogénica y antitumoral, en ef caso del clomifene es al
revés lo cual en un principio cred confusion.

La cadena lateral amino es esencial para la accion antiestrogénica (Jordan, 1984)

Se evalud la actividad biolégica de los isémetos geométricos del 4-hidroxitamoxifén

encontrandose que ambos tiene funcion antiestrogénica, aunque es mucho mas potente el
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Z que el E. Se ha podido detectar en cultivo de tejidos con el isomero E marcado
radioactivamente su conversién en Z. (Jordan, 1984).

Se ha especulado que el Tam es una prodroga y que el antiestrégeno activo es el 4-OH-
Tam, pero la accion antineoplasica solo se ha encontrado en el tamoxifén y no en sus

metabolitos.

METABOLISMO DEL TAMOXIFEN.

El metabolismo del Tam se lieva a cabo en la via de las enzimas de P-450 en los
microsomas hepaticos (Jacolot y cols.1991} En los humanos involucra procesos de
desmetilacion, desaminacion e hidroxilacion en [as posiciones clave de de los anillos
fendlicos del Tam. El metabolito que se encuentra en mayor cantidad en el suero es el N-
desmetiltamoxifén, si se sigue desmetilando da el N-N-didesmetitamoxifen y una
deaminacién subsecuente da lugar al metabolito Y. Otra via metabdlica altemmativa es Ia
hidroxilacion en posicion 4, para dar el 4-hidroxitamoxifén que es un potente
antiestrogeno, pero se encuentra en el suero en menor cantidad, aunque existe la
posibilidad de que durante su extraccién se convieta en fenantrenos. Los isomeros de los
metabolitos del Tam pueden tener mayor actividad estrogénica o antiestrogénica segun la
colocacion de sus sustituyentes en cadenas laterales.

Desde 1984 Tate y cols, elaboran un modelo de la interaccion entre el 17B-estradiol o el
Tam con el R-E posteriormente fue adaptado por Johston y cols.en 1996, en el que dos
moléculas de 17B-estradiol se unen al homodimero del R-E que a su vez se une con los
EREs corriente arriba de los genes reguladores, al mismo tiempo conjunta proteinas
accesocrias, factores de transcripcion (TFs) y ARN polimerasa que en conjunto producen la

transcripcion de los genes dependientes de estrogenos. El Tam baja la dimerizacion y la
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unién al ADN alterando la conformacion del R-E evitando que se active el complejo de
transcripcion.

Este modelo sin embargo no explica la respuesta de los distintos tejidos al Tam, aunque
todavia no se conoce mucho at respecto, una posible explicacion es que el receptor,
active a través de factores de transcripcion TF1 o TF2, la expresion de diferentes genes
en cada tejido. Ofra alternativa para explicar el efecto del tamoxifén seria, que la
estructura del receptor fuera distinta en &l tejido. (Johston y cols.1996).

La mayoria del Tam y sus metabolitos se encuentran ligados a proteina de! suero y solo
de un 2 a un 5% se encuentran libres en & (Daniels y cols.1981), y al ser una molécula
pequefia puede inclusive atravesar la barrera hematoencefdlica y llegar al liquido cerebro
espinal (Noguchi y cols..1988). Su concentracién es mucho mas baja en el suero, que en
muchos tejidos. En humano, rata y ratén, se ha probado que hay tejidos que presentan
mayores niveles de Tam, como el hepdtico y uterino (Fromson y cols.1974) mientras que
en el musculo esquelético éstos niveles son menores.

Existen diferéncias entre la accion del Tam in vitro € in vivo, la mayor parte de los
experimentos in vivo se han hecho en pacientes de cancer mamario, son necesarios mas

estudios para dilucidar las diferentes respuestas de los tejidos al Tam en los dos modelos.

CARACTERISTICAS, EFECTOS Y USOS DEL TAMOXIFEN.

Los estudios sobre el cancer mamario, llegaron a un punto critico al encontrarse que sus
células presentaban concentraciones variables de estrégeno, la determinacién de la unién
de la hormona fué usada como prueba predictiva para preseleccionar pacientes
sensibles a la terapia hormonal. Posteriormente, hace unos veinte afios los estudios sobre

el R-E, permitieron relacionar la union del 17p-estradiol a su receptor, con el efecto

proliferativo de las células det cancer de mama.

46




Lo anterior permitié que hicieran estudios estadisticos, clasificando a esta enfermedad en
dos grandes grupos: los tumores Ft-E+ y los R-E. Aproximadamente el 60 % de los

tumores de mama R-E responden a la terapia hormonal, mientras que menos del 10% de
los tumores que no presentan R-E son sensibles a la misma.

Los conocimientos anteriores abrieron un nuevo campo de investigacién bioquimica y
farmacoldgica, en busca de compuestos que pudieran bloquear o inactivar el R-E para
que su ligando natural (17B-estradiol) no ejerciera su efecto proliferativo.

En el estudio de antiestrogenos y compuestos con actividad antiestrogénica (tratado
anteriormente), se destaca el Tam entre las moléculas probadas clinicamente por ser de
los antiestrogenos, el que presenta ademas de una gran efectividad, menos efectos
colaterales (Cole y cols.1971), y menor citotoxicidad, lo cual hizo que este antiestrogeno,
fuera probado con buenos resultados, en pacientes con cancer mamario avanzado.
Actuaimente, se usa el Tam en la terapia hormonal, que se les administra a las pacientes
de cancer mamario después de la mastectomia. Para evaluar clinicamenta la terapia
antihormona! se realizaron investigaciones en que se administraba el Tam solo o
combinado con otros tipos de antiestréogenos (Vink-van Wijngaarden y cols.1994). Uno de
los problemas que presenta la terapia con Tam, es que a la larga las celulas tumorales
crean resistencia a su accion (Clarke y cols.1996), lo cual abre un campo de estudio sobre

el mecanismo que produce la resistencia al antiestrégeno.

RESISTENCIA AL TAMOXIFEN.

En la actualidad se sabe que el tratamiento con Tam sobre todo en el cancer de mama
puede llevar a un efecto de resistencia del tejido a la droga, en los Gltimos afios se ha
incrementado el numero de investigaciones para descubrir €l ¢ los mecanismos que

involucran la resistencia del tumor a este antiestrogeno.
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El cancer de mama resistente al Tam se ha clasificado en dos tipos, el primero lo
constituye el 50% de tumores R-E positivos, que desde un principio de la exposicion a la
droga son resistentes a ella y el otro 50% son tumores que en un principio responden al
Tam, pero tiempo después dejan de hacerlo presentando resistencia al tratamiento. No
hay por qué pensar en que en ambos casos el mecanismo sea diferente pero si que es
importante los cambios fenotipicos que se dan en las células tumorales por la exposicion
al Tam (Horwitz, 1995).

El Tam es Gtil en el tratamiento del cdncer mamario temprano, pero desafortunadamente
no lo es en el avanzado, que se caracteriza por aneuploidia e inestabilidad cromosdmica,
heterogenicidad en las célutas tumorales y aumento de numero de mitosis, probablemente
cambios como éstos en las lineas tumorales puden crear la resistencia al Tam.

Ef mecanismo preciso por el cual se crea esta resistencia todavia se desconoce, puede
que no sea el mismo para cada tumor o subpoblacion celular, existiendo varios
mecanismos de resistencia en los cuales se involucran factores genicos y no génicos, ya
que el Tam no solo actua sobre el R-E sino también sobre otros factores independientes
de &l (R-anti-E). Se sabe que pueden estar alterados mecanismos, por los cuales el Tam
produce la inhibicién de la proliferacion tumoral, como son mutaciones que causen la
pérdida o modificacion de la estructura del R-E por lo que éste no se pudiera unir ni a
estrogenos ni a antiestrégenos. Otro factor podria ser el cambio de su propiedades
farmacolégicas y metabolismo, ya que como hemos dicho antes el Tam al metabolizarse
en el higado da compuestos, que pueden tener una accion antagonista o agonista a los
estrégenos, la acumulacion de estos Uitimos, alteraria la accion antitumoral del Tam,
dando por el contrario un efecto proliferativo (Osborne y cols.1991). Otra posibilidad el que
el Tam se metabolice en sustancias menos activas que tengan accién agonista a los

estrogenos (Osborne y cols. 1991).
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El Tam puede inhibir directamente a la calmodulina, que interviene en el metabolismo de
los nucleétidos ci‘clicos, como el AMPc, que media algunos aspectos de la transcripcion
del gen que codifica para el R-E, por lo que puede a través de este mecanismo inhibir {2
sintesis del R-E, esta respuesta celular puede contribuir a la resistencia del tejido a la
droga.

La resistencia al Tam involucra muchos proceso celulares ademas de los ya revisados
como son: regulacion hormonal del hipotalamo-hipéfis-gonada, mecanismos
inmunolégicos, modificacion de la estructura y funcion de la membrana celular,
modificacién de la funcién de la proteinguinasa A y C, ademas de la secrecion de factores

de crecimiento entre otros (Clarke y Lipmann, 1996).

EFECTOS TERATOGENOS DEL TAMOXIFEN.
En los humanos se han manifestado efectos teratogenos, cuando el producto es expuesto
al Tam en ia etapa neo y postnatal alterando tejidos en 6rganos reproductores, como

oviducto y endometrio uterino y en tejidos no reproductores como el hueso (fguchi, 1992)

EFECTOS COLATERALES Y CARCINOGENICIDAD.

Aunque el Tam es el tratamiento méas usado en la actualidad contra el cancer de mama,
se han comunicado efectos colaterales iatrogénicos del Tam, en el sistema enddcrino,
ovario, higado, ojo, hueso, riesgos de tromboembolia y enfermedades
cardiovasculares.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha revisado datos de
investigaciones experimentales y epidemioldgicas que indican fuertes indicios hacia las
propiedades carcinogénicas del Tam (Sasco y Grende,1996).

Es importante conocer que aunque e! tamoxifén es una droga muy usada en la

quimioterapia del cancer de mama, es un potente carcinogeno en rata y se asocia con
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riesgo de cancer endomentrial y ovarico en humanos, por lo que en los tratamientos se
tiene que poner atencion en la dosis administrada, periodicidad y duracién de los mismos.

Se recomienda que la administracién de Tam sea por ¢inco anos maximo.

CARACTERIZACION DE NUEVOS ANTIESTROGENOS Y SU EFECTO ANTITUMORAL
Los estudios sobre los antiestrégenos indican que la mayoria de elios tienen actividad
agonista y antagonista, se ha encontrado que el nuevo compuesto GWS8638, presenta una

accién antagonista en el Utero de ratas ovariectomizadas tratadas con 17f-estradiol

inhibiendo 1a accién de! mismo, sin embargo presenla una accidon agonista a esta
hormona, en tejido 6seo y sistema cardiovascular (Willson y cols.1997). De la misma
forma el antiestrogeno Analog H, es un potente antitumoral contra el cancer mamario
{Jain y cols.1997).

Las investigaciones en la terapia sobre los tumores dependientes de estrégenos, como
son el cancer de mama y el de la présiata, han avanzado tratando de encontrar un
antiestrégeno, que no tenga caracteristicas agonistas y que no cree resistencia, ademas
de no ser citotéxico. En esta direccién, se realizan estudios in vivo con antiestrégenos que
no muestran actividad agonista, como el 1C1-182.780 (DeFriend y cols. 1994) que parece
ser un buen candidato para la terapia del cancer mamario.

Recientemente se han encontrado moléculas con actividad antiestrogénica y baja
citotoxicidad, como los interferones, que aumentan potencialmente los efectos de los
antiestrégenos en el cancer de mama dependiente de estrogenos (Miglietta y cols.1991).
Uno de los uitimos antiestrégénos sintetizados, el EM-652 es un compuesto (no
esteroide), sin actividad agonista, que se considera el mas potente de ios antiestrogenos
estudiados hasta ahora. Se ha caracterizado su unién al R-E, en el atero de rata. El EM-
652, es el metabolilto activo del antiestrégeno EM-800, cuya afinidad al R-E es de 7 a 11

veces mas alta que ia del 17B-estradiol, el ICi1-182 780, y del OH-Tam (hidroxi-tamoxifen).
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La accion de este nuevo compuesto es tan fuerte que puede desplazar al 3H 17B-estradiol

del R-E, 20 veces mas que el ICI-164 384 vy el Droloxifene, y hasta 400 veces mas que el
Toremifene. Se ha probado la potente actividad de este compuesto en muchos sistemas
por lo que es una excelente alternativa y un importante avance en la terapia del cancer

mamario, uterino y otras enfermedades dependiente de estrégenos (Martel y cols.1998).

ACCION DEL TAMOXIFEN SOBRE DIFERENTES TEJIDOS.

En un principio (Jordan y Gosden,1982) se pensé que la accion del Tam, era siempre a
través de R-E pero en la actualidad se considera que varios de sus mecanismos de accién
son independientes de él, ya que se une a diferentes moléculas claves del metabolismo
celular.

En estudios realizados con Tam en células MCF7(cancer mamario), se ha encontrado que
éstas se detienen en la fase Gt del ciclo celular, por lo que no realizan fase S,
inhibiéndose de esta forma la mitosis y la proliferacién celular (Osborne y cols.1983). Al
inhibir fa accién estrogénica via dependiente del receptor, se bloquean enzimas clave en
la duplicacion del ADN y el metabolismo celular, como son la ADN polimerasa vy ia
ATPasa transportadora de Na /K

Se ha encontrado que en células BT-20, linea tumoral independiente de la accion
estrogenica no hay cambio por accién de! Tam en fa sintesis de componentes de la matriz
extracelular involucradas en la migracion celular, funcién de fa que depende la invasividad
de las células tumorales (Miflon y cols.1989) por lo que en este caso el Tam posiblemente
dependa del R-E.

Experimentalmente se ha encontrado que muchos de los efectos del Tam se producen en
células R-E negativas 0 que presentan R-E, pero su union es en otras moléeculas

diferentes a! R-E, en la actualidad se trata de entender lo mejor posible las funciones del
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Tam para optimizar su uso terapéutico y conocer mejor sus efectos colaterales
indeseables.

Entre muchas de las funciones independientes de estrogenos, se ha encontrado, que el
Tam influencia e} metabolismo de las enzimas antioxidantes en el higado, por lo que
produce toxicidad en éste y estatohepatitis en mujeres, después de un tratamiento a largo
plazo. Otro aspecto del metabolismo en que puede incidir es en la inhibicion de la
proteinquinasa C (PKC), esta enzima, es indispensable en la regulacion del crecimiento
celular y se une al Tam en un sitio especifico en la regién de su unién al ATP produciendo
un efecto antiproliferativo y antitumoral, pudiedo producir apoptosis in vitro por este
mecanismo (O'Brian y cols.1990).

El Tam presenta una accidén independiente del R-E sobre la calmodulina, proteina
dependiente del calcio, que actia como un segundo mensajero clave, que interviene en
numerosos procesos celulares, como la activacién de la fosfodiesterasa del AMPc y la
regulacion del metabolismo de los nucledtidos ciclicos. Estas moléculas representan sitios
de unién a antiestrogenos que compiten con el R-E por la captacién de éstos.

Entre las propiedades agonistas del Tam, encontramos alteracion de la forma y del
citoesqueleto celular por una disposicion diferente de los filamentos de actina ( Sapino y
cols.1886). Algunas de la propiedades agonistas del Tam, son independientes del R-E,
como la capacidad de disminuir la fluidez de la membrana, que parece resultar de la
asociacion de este compuesto con los dominios hidrofébicos de la misma en su region
intercelular, esta modificacion membranal produce un efecto invasivo, que puede facilitar
la metastasis del tumor (Clarke y cols.1990). Asimismo, una accion del Tam no
completamente entendida, sobre la membrana, es la disminucidn o pérdida de su
adhesividad a través de la regulacién de la E-cadherina.

La catepsina D es una proteasa lisosomal que se produce en gran cantidad en tumores de

cancer mamario dependiente de estrogenos con nddulos y receptor a progesterona (R-P),
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éste aspecto se utiliza como indicador y marcador para terapia en cancer mamario
primario con Tam (Maudelone y cols. 1994).
La bisqueda de otras moléculas que actden como factores de crecimiento que sean

dependientes del 17B-estradiol se ha estudiando en tumores mamarios de rata, como es

la sintesis de activador de plaminégeno del tipo uroquinasa (APu) (Ng y Wonh,1986), que
favorece la capacidad que tienen las células tumorales para invadir y mutiplicarse en los
tejidos, EI Tam tiene un efecto agonista en fa formacion de APu, la determinacién de la
presencia o ausencia de esta molécula es predictiva para el uso de terapia con este
antiestrogeno. Esto ha revestido tanta importancia, que en la actualidad se esta
estudiando la biologia molecular del APu en céiulas mutantes para el R-E de céncer
mamario (BC-2) (Levenson y cols. 1998), para poder determinar el mecanismo de sintesis
a nivel genético.

El Tam también interviene modificando la respuesta inmune, inhibiendo el efecto
estimulador que tiene el 17B-estradiol sobre la fagocitosis, ya que impide que los

monocitos se transformen en células gigantes, ademas de evitar la formacién de H2C}u2 en

los neutréfilos, inhibe la accién sobre los linfocitos T en la que pueden bajo ciertas

condiciones como la de respuesta a mitdgenos, influir para que aumente la secrecion de

inmunoglobulinas. Los linfocitos T supresores y asesinos (CD8+) presentan un R-E clasico
que para el Tam y toremifene actia como un receptor a antiestrégenos, sin embargo los
dos antiestrégenos, influyen sobre la profiferacion de linfocitos independientemente de la
presencia de 17B-estradiol y R-E, produciendo lisis. Esto se ha probado en células R-E
negativas, por lo que la destruccion celular debe ser mediada por otro tipo de receptor
semejante al de estrogenos, éste se ha encontrado en varios tipos de linfomas murinos y

en la mayoria de las células de carcinomas ovaricos humanos (Baral y cols.1998).

53




Ademas el Tam se ha usado en el tratamiento de fibrosis retroperitoneal, en un modelo de
lupus eritematoso en roedores, en la artritis psoridtica y como antifungicida (Kellen,

1996).

ACCION DEL TAMOXIFEN SOBRE EL OVARIO

Los estudios del Tam dentro de los antiestrégenos indican que tiene efectos inhibitorios
sobre el desarrollo morfolégico, el crecimiento folicular, la ovulacion y la esteroidogénesis,
aunque como ya hemos visto también tiene funciones de estimulacion, al funcionar como
agonista del 17B-estradiol (Weniger y cols. 1982).

Las investigaciones de la accién que tiene el Tam sobre el ovario, han presentado dos
vertientes: la primera se relaciona con la influencia que puede tener la quimioterapia con
Tam sobre este drgano y la segunda implica la investigacion sobre el desarrollo del ovario,
que involucra la regulacién de este proceso por el 17-B estradiol, por lo que se ha usado
para comprobarlo,

Se han realizado estudios sobre la acciéon del Tam en el desarrollo del ovario embrionario
en aves {Scheib y Baulieu, 1981).

Se usaron embriones de aves como modelo experimental ya que se desarrollan dentro de
un sistema cerrado constituido por el huevo, que da oportunidad para modificar
especificamente el sistema enddcrino del embrién. Este modelo tiene la ventaja sobre el
uso de embriones de mamiferos que estan influidos en el desarrollo por la placenta y las
caracteristicas maternas.

La hipotesis de como actia el Tam sobre el desarrollo y diferenciacion del ovario por
inhibicion de los estrogenos endogenos fué el inicio de distintas lineas de investigacian.
Numerosos estudios (Salzgeber y cols.1981; Scheib, 1983; Koo y cols.1985), confirmaron

que el Tam no presenta efectos citotoxicos ni teratdégenos en el ovario del embrién de
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pollo. Salzgeber y Scheib, por separado, estudian el efecto de Tam sobre el desarrolio del
ovario en los embriones tempranos de codorniz y pollo respectivamente. Sus resultados
indican una inhibicion sobre los estrégenos endégenos que modifican la estructura del
ovario izquierdo. Con respecto a los testigos en los embriones tratados la corteza de los
ovarios izquierdos es muy delgada y en algunos lugares del ovario no existe. La médula
ovarica segun los autores estd muy organizada y los cordones mas diferenciados, entre
ellos se encuentran isloles de voluminosas células esteroidogénicas llenas de gotas
lipidicas, lo que interpretan como una morfologia neutra, incluso testicular. Salzgeber y
cols. (1981), en su trabajo indican que el Tam no funciona como agonista del 17-pB
estradiol, ya que presenta una accién claramente masculinizante en e! ovario y que
admistrado al mismo tiempo que el Tam no revierte este efecto.

Estos experimentos demuestran que la diferenciacion del ovario por lo menos en el
embrién de pollo no es pasiva. La proliferacién cortical y la ihibicion medular estan bajo el
contro! de los estrégenos, por lo tanto la accién de un antiestrégeno como el Tam puede
inhibirla.

En estudios in vitro de células granulosas de rata (Knecht y cols.1985), describe un efecto
del Tam similar al del 17-p estradiol al estimular significativamente al AMPc y los
receptores a HL, que es una accién claramente estimulatoria y agonista, este efecto se
inhibe con dosis altas del Tam.

Koo y cols. (1985), investigaron por medio de radicinmunoensayo ei efecto del Tam en la
expresion del antigeno H-W (H-Y) en el desarrollo gonadal del embrién de pollo. Al
obtener los ovarios y testiculos presentaron una morfologia aparentemente normal. En el
estudio histolégico los tratados con respecto a los testigos, no presentaron alteraciones en
los testicutos ni el ovario izquierdo. En algunos ovarios derechos se presentaban tubulos

que recuerdan a los espermaticos, lo que en parte confirma los resultados de Salzgeber y
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cols. (1981), respecto al ovario derecho, pero no estd de acuerdo con &l en que se
masculiniza el ovario izquierdo por accién del Tam. Con respecto a la secrecion de
. esteroides gonadales sus resultados concuerdan con los de Weniger y cols. (1982), ya
que no hay diferencias entre las génadas testigo y las tratadas.

Koo y cols. (1985) también indican gue el ovario izquierdo se sintetiza mas 17B-estradiol
y menos testosterona, que en el derecho y en los testiculos, los cuales producen la misma
cantidad de testosterona que los ovarios pero menor cantidad de 17-p estradiol. Ellos
identificaron por medic de anticuerpos monocionales la presencia del antigeno H-W en los
ovarios y el higado de los embriones femeninos testigos, en los masculinos del mismo
grupo la respuesta fue muy baja, no saben si debido a la menor cantidad de antigeno en
estos tejidos o porgue hubo contaminacién con heteroanticuerpos. Después del
tratamiento con Tam, ambos ovarios y el higado redujeron su nivel de anticuerpo H-W al
nivel de los testiculos. Los autores concluyen que la presencia de H-W es inducida por
17B-estradiol. Esto concuerda con la aparente mascutinizacion de la génada derecha,
pero no con la estructura normal de la izquierda.

En 1989, Didier y Croisille, con base en los estudios de Samsel y cols. (1986), por medio
de electroforesis bidimensiona! identifican proteinas sexuales especificas ligadas a la
membrana plasmatica en e! embrion de pollo, su hipotesis es que estas moléculas
dependen del 17p-estradiol. En su modelo experimental para comprobario usan benzoato
de Estradiol y Tam. Encontraron tres polipéptidos asociados al ovario, dos en el citosol
(01 y 02) y el otro asociado a la membrana (03). Las proteinas especificas masculinas
solo se encontraron en el citosol. Los ovarios tratados con Tam se observaron mas
pequefos, la corteza mas reducida y la médula sin cambios con respecto a ios testigos.
En la identificacion de las proteinas, no se encontraron cambios cualitativos con respecto

a los testigos, se identificaron los tres tipos de proteinas, aunque la cantidad de los




polipéptidos 02 y 03 estaban disminuidos (sobre todo el 02). En los testiculos, los testigos
presentan cuatro polipéptidos (T1 a T4), los tratados con benzoato de estradiol presentan
solo T1, mientras que se identifican en el testiculo izquierdo los polipéptidos 02 y 03 que
no estan presentes normalmente en los testiculos. Esto probaria que los ovarios no se
masculinizan en presencia de Tam, mientras que los testiculos si presentan un grado de
feminizacion, por lo menos a nivel molecular. Esto refuerza la observacion tisular de los
testiculos que se transforman en un ovotestis con una gran corteza que contiene células
germinales, la médula contiene estructuras testiculares con espermatogonias.

Los resultados de Didier y Croisille, (1989), difieren de los de (Salgeber y cols.1981;
Scheib y Baulieu,1981; Weniger y cols. 1981,1982, 1984 y 1985 y Koo y cols. 1985), ya
que en los ovarios tratados con Tam, no se observan cambios histolégicos distinguibles,
ni masculinizacién del ovario.

En 1993 Stoll y cols. usaron tratamientos de 178-estradiol y Tam por separado y
combinados en testiculos de embriones de 13 dias de edad que se implantaron en el
celoma extraembrionario de embriones femeninos en el periodo en el que todavia no hay
diferenciacion sexual (3 dias de incubacion), en estos embriones no tratados o testigos se
logré una reversiéon completa de sexo. Ei tratamiento previo al implante de los drganos
donadores con 17f-estradiol, entre los dias 11 y 13 inhibe la actividad inductora testicular
de los implantes. Esto no sucede cuando se administran 17B-estradiol y Tam combinados
en que se restaura la actividad masculinizante, sin embargo si se tratan los testiculos de
tres dias con 17B-estradiol, se desarrolla la génada izquierda del receptor en un ovotestis.
Adicionalmente al tratar con Tam a los hospederos no modificaron los resultados

obtenidos al pretratar a los donadores con 17p-estradiol. Los investigadores (Stoll y cols.

1993), concluyen que la pérdida del poder masculinizante no es debida a la accién

protectora de los estrégenos endégenos del hospedero.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la diferenciacion sexual de los vertebrados participa la expresién de los genes en
factores hormonales y de crecimiento que en conjunto producen el desarrollo normal del

ovario. Se ha descrito que el 17p-estradiol aparece tempranamente en el ovario del

embrion de pollo, influyendo en el desarrollo normai del mismo.

Para conocer la accion del 17p-estradiol se han utilizado compuestos inhibidores como los
antiestrogenos. De estos compuestos el Tam ha sido uno de los mas usados, tanto en la
investigacion sobre el desarrollo del ovario como en el tratamiento del céncer de mama
dependiente de estrégencs. El Tam presenta efectos agonistas y antagonistas a l0s
estrégenos.

Ademas se describe un efecto masculinizante del Tam sobre el ovario del embrion de
polio.

En este trabajo se pretende analizar el efecto dei Tam, el 17R-estradiol y un tratamiento
combinado de los dos sobre el desarrollo de las subpoblaciones celulares de la corteza y
la médula del ovario del embrién de pollo. Se analizarén las diferentes subpoblaciones
celulares de! ovario con microscopia de luz, morfometria en cortes semifinos,

cuantificacién de células y secrecion de 17B-estradiol y testosterona in vitro.



OBJETIVO GENERAL.

El objetivo central de este trabajo es conocer la accion del Tam y del 17-B estradiol sobre

las subpoblaciones del la corteza y médula de! ovario del embrién de pollo en los dias

previos a su diferenciacién a través de:

-Estudiar los efectos del 17B-estradiol y el Tam administrados los dias 4, 5 y 6 del

desarrollo por separado y combinados secuencialmente, observando los cambios

producidos en el embridn de pollo a los diecisiete dias de incubacion.

Verificar si los tratamientos disminuyen el peso del embrion, la presencia de

malformaciones externas y la viabilidad de los embriones.

-Evaluar la accién del 17p-estradiol y el Tam sobre la corteza y la médula subcortical del

ovario del embridn de pollo de 17 dias.
-Detectar la accién de los diferentes iratamientos al compararios contra el testigo en
relacién al numero de células de las subpoblaciones de: germinales (ovocitos), células

somaticas esteroidogénicas y células somaticas indiferenciadas.

_Analizar morfométricamente cambios en el tamafio y el nimero de celulas germinales y

somaticas en cortes histolégicos de ovarios testigos y tratados con Tam y 17-estradiol.

-Medir en animales testigos y tratados la secrecién de testosterona y 17f-estradiol por

ovario en condiciones basales y estimulados con HGC.
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MATERIAL Y METODO.
Se usaron huevos fértiles de gatiinas de raza White Leghorn, Babcock B 300, procedentes
de Alpes S.A. Tehuacan Pue. Para su desarrollo se utilizé una incubadora Jamesway con
circulacién de aire forzado a una temperatura de 37.8 °C y 80% de humedad relativa.
Se incubaron aproximadamente 160 huevos por experimento, a los cuales se les
administré el tratamiento en una dosis Unica depositada sobre la membrana corialantoidea
usando el procedimiento de camara falsa, en condiciones estériles bajo campana de flujo
laminar. La técnica de camara falsa consiste en perforar primero la camara de aire; con
una segueta se corta un pequefio tridngulo en la regién media de la cdascara del huevo. Se
coloca mediante una pipeta Pasteur una gota de agua estérii sobre la membrana
papiracea, perforando la membrana por medio de una aguja de diseccién, con un bulbo de
gotero se aspira el aire por el orificio practicado en la camara para hacer el vacio,
provocando que el embrién baje y se separe de la membrana papiracea, se remueve esta
membrana de la ventana y después dei tratamiento se cubren ambos orificios (el de la
regiéon media y la perforacion de la camara de aire) con cinta adhesiva transparente.
Para llevar un registro de la mortalidad se realizé ovoscopia durante la incubacion.
Los embriones fueron tratados con 17p-estradiol y Tam por separado y combinados.
La dosis de 17p-estradiol se calculé con base en la bibliografia consultada (Salzgeber y
cols.1981; Weniger y Samsel.1985 y Didier y Croisille,1989,) se fij6 en 600 ng por huevo
en solucion etanélica al 4%. Para determinar ta dosis de Tam se realizo un experimento
previo en el cual los embriones se dividieron en 4 grupos: un testigo y 3 problemas, al
testigo se le administré una solucién alcohédlica al 10%, y cada uno los tres grupos
problema fueron tratados con una concentracion diferente (0.1 pg 1100yl1, 1.0 pg /10041 y
10 pg /100ply de citrato de Tam (Steraloids- Inc.), en et 5° dia del desarrollo. La dosis de

Tam que se utiliz6 fue de 10ug /100pL.




Se incubaron huevos que fueron tratados los dias 4, 5, 6y 7 para establecer los tiempos
de mayor respuesta.

Los embriones se obtuvieron al dia 17 de incubacién y fueron sacrificados por
decapitacién procesandose $0lo las hembras con un peso de 10 gms. o mas, gque no
tuvieran malformaciones externas ni retraso en el crecimiento.

Con ayuda de un microscopio estereoscopico, los embriones fueron sexados y disecados
los ovarios izquierdos, de tal manera de no perder material gonadal, ni contaminar la

muestra con tejido mesonéfrico. Se colocaron en una caja de Petri con una solucion salina

de fosfatos libre de Ca “ y Mg = (PBS). Se hicieron grupos de tres ovarios, los cuales se
incubaron en viales de vidrio en 3 ml. (1ml.x ovario) en una solucién al 0.25 % de tripsina
(Sigma) en PBS, durante 20 minutos aproximadamente en un bafioc maria con agitacion
de 90 ciclos/min.

Todo en material de vidrio que se usé se siliconizé previamenle con Sigmacote, (Sigma).
Para disociar las células, el lejido se pasoé repetidamente duranie 5 min. a través de
pipetas Pasteur con la punta flameada, hasta su disgregacion total. A continuacion se
detuvo la accién enzimatica agregando a cada frasco inhibidor de tripsina de frijol de soya
(Gibco), disuelto en medio de cultivo Dulbecco modificado de Eagle (DMEM; Gibco} con
0.1% de albimina sérica bovina (BSA; Sigma), al doble de la concentracion de la tripsina.
Los volimenes se ajustaron hasta obtener una dilucion total de 4ml. de solucién por
ovario.

De las suspensiones se tomaron alicuotas para la identificacion y cuantificacion de las
células ovaricas por medio de un hemocitdmetro, resuspendiéndose las soluciones
inmediatamente antes de cargar la camara, se revisaron dos muestras de cada vial

utilizando un microscopio 6ptico, a un aumento de 40x. El conteo ceiular se realizé por el
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método de doble ciego, identificaindose y cuantificAndose tres tipos de poblaciones
celulares: germinales, con inclusiones de lipidos y sin inclusiones lipidicas.

Las células se identificaron tomando en cuenta las siguientes caracteristicas:

a) Células germinales: son de forma ovalada de mayor tamario (20p), nucleo excéntrico y
con un cuerpo de Balbiani en posicion yuxtanuclear.

b) Células sométicas: de menos de 25y de diametro con inclusiones de lipidos ( con méas

de cinco gotas de lipidos en el citopiasmay.

c) Células somaticas sin inclusiones de lipidos: de menos de 20 p de diametro.

Estudio morfométrico Los fragmentos de ovario se fijaron en glutaraldehide al 2.5%, se

postfijaron en tetréxido de osmio at 1% y se incluyeron en resinas plasticas (Poly Bed
812, Polysciences). Se hicieron cortes semifinos (0.5-ym de grosor) con un
ultramicrétomo Reichert-Jung, Ultracut (automético), y se tifieron con azul de toluidina.

La observacion se realizd a 1000x, el microscopio esta conectado a una camara de video
que manda la sefial a una computadora con monitor policromatico, las mediciones se
llevaron a cabo por medio del programa para digitalizacién de imagenes, Image Proplus
(version If).

Las mediciones se hicieron en 10 células de cada tipo por triplicado en campos diferentes
por laminilla y tres preparaciones de cada caso (total 90 células). En la corteza se
midieron ovocitos y células prefoliculares; en la médula subcortical, células indiferenciadas
con inclusiones de lipidos, e indiferenciadas sin inclusiones lipidicas.

Para evaluar el nimero de células se delimité el area promedio como estimacion del

2 = r
volumen celular de 2640 y , restando las areas ocupadas por los vasos sanguineos y
espacios lacunares y contando la cantidad de células por drea de las subpoblaciones de

células de 1a médula subcortical, los ovocitos y 1as células se midieron directamente.




Se hizo radioinmunoanalisis para cuantificar 1a produccién de 17B-estradiol y testosterona
en los ovarios izquierdos de embriones testigos y tratados incubados durante dos horas.

Los ovarios de embriones de 17 dias, testigos y grupos experimentales, se obtuvieron y
disgregaron segun la técnica ya descrita. Terminada la incubacidén, se pasaron las
suspensiones célulares por una malla de nylon; se lavaron las células centrifugando las
suspensiones, se desechd el sobrenadante, resuspendiendo el boton con medio de
cultivo. Este procedimiento se realizd tres veces; se hizo la prueba de viabilidad por

exclusion de azul de tripano. Se contaron las células y se calculé el volumen que contenia

6
1x 10 - Se trabajaron dos grupos de viales experimentales, uno en condiciones basales y

otro estimulado con 2 Ul/mi. de gonadotropina coriénica humana ( hCG, Sigma). Se

8
sembraron 1x 10 de células por vial en un medic de cultivo DMEM, suplementado con

BSA al 0.1 %, se agregd 1pg de MIX (metilisobuti-xantina) y se incubaron en una

atmoésfera compuesta por 95% de aire con 5% de CO2, a 37°C durante 2 horas. Se pasa
el contenido de los viales a tubos de vidrio y se centrifugan a 800g a 4°C durante 15 min.
El sobrenadante se mantuvo en congelacion hasta realizar e! radioinmunoanalisis y

cuantificar ias hormonas esteroides.

3
Se obtuvo el [ 1, 2, 8- H(N) ]-estradiol (98 pCi/mM) en New England Nuclear, Dupont y

el 17B-estradiol radioinerte de Steraloids Inc.,el anticuerpo utiizado fué de Radioassay

inc. La 1, 2, 6,7, 3H N-testosterona (99.3 CiymM), fué adguirida en Du Pont Co NEN
Research Product (Boston MA)). La cuantificacién de la hormona marcada unida al
anticuerpo se realizé por medio de un contador de centelieo Beckman Ls 6000 IC.

Los resultados fueron tratados estadisticamente, por medio de un analisis de varianza de
ANOVA seguido de la prueba de Tukey. Se considero una diferencia significativa con una

P <0.05%.
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RESULTADOS
Curva dosis-respuesta
Para elegir la dosis que se iba a utilizar, se realizé un experimento previo (referido en el
material y métodos) con Tam en tres diferentes concentraciones 0.1, 1.0y 10 pg /100,
obteniéndose con la dosis de 10 pg/100yl una mayor respuesta al presentarse un

aumento en el namero de células esteroidogénicas e indiferenciadas con respecto al
testigo no observandose cambios en la cantidad de células germinales con relacion al
testigo como se muestra en Jas Figs. 1, 2 y 3. (En los resultados el 17p-estradiol se
abreviara como E2)

Peso corporal.- En la evaluacién de los pesos de hembras y machos tratados (T5, T6, E2,
T-E) con respecto a los de los testigos, no se encontraron diferencias significativas con
cada uno de los tratamientos como se observa en las tablas |, | y Il

Porcentaje de embriones malformados.- En nuestros experimentos el Tam no mostro
actividad teratogénica como se puede concluir al evaluar el numero de embriones

procesados. Con el tratamiento con E2 al dia § se encontré una diferencia significativa

con una p de< 0.05 para la prueba de CHI2 (Figs. 4,5y 6).

Numero de células.- Al contar el nimero total de células por ovario se observd que en las
células germinales no hubo diferencia significativa ni en los tratados con Tam, ni con E2,
ni el tratamiento combinado con ambas sustancias (Figs. 7, 8 y 9; tablas IV, V y Vi),
comparados con el testigo.

En las células esteroidogénicas presentaron diferencias significativas con el testigo en los
tratamientos con Tam al dia 4 y 6, y al dia 5 de tratamiento combinado de Tam y EZ2, el

numero de células aumentd dando una p de < 0.05 (Figs. 10, 11y 12).




CURVA DOSIS RESPUESTA DE CELULAS GERMINALES

Numero de células (10%)

TESTIGO Tam 0.1 Tam 1.0 Tam 10

Fig 1.- Numero total de células germinales del ovario izquierdo de embrién de pollo de 17 dias de
desarrofio tratado en el 5% dia de incubacion con diferentes concentraciones de tamoxifén

CURVA DOSIS RESPUESTA DE CELULAS ESTEROIDOGENICAS

T UM T
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0.0

TESTIGO Tam 0.1 Tam 1.0 Tam 10

Fig 2.- Namero total de células somaticas esteroidogénicas del ovario izquierdo de embrion de pollo
de 17 dias de desarrollo tratado en el 5% dia de incubacién con diferentes dosis de tamoxifén
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CURVA DOSIS RESPUESTA DE CELULAS INDIFERENCIADAS

Numero de células (10%)

TESTIGO Tam 0.1 Tam 1.0 Tam 10

Fig 3.- Numero total de células somaticas indiferenciadas def ovario izquierdo de embrion de pollo de
17 dias de desarrollo tratado en el 5% dia de incubacién con diferentes concentraciones de tamoxifén

PORCENTAJE DE EMBRIONES MALFORMADQOS

TESTIGO T-4 5 T6

Tamaho de la muestra (n)

Fig 4.- Porcentaje de embriones malformados de 17 dias de desarrollo, testigo y tratados con
tamoxifén en los dias 4, 5y 6 de incubacion




PORCENTAJE DE EMBRIONES MALFORMADOS

e 1o TP U
- N O R RR LT
6
4 el

(398) (79)
2 4. q--------- i :
ol b
TESTIGO E4

Tamafo de la muestra (n)

Fig 5.- Porcentaje de embriones malformados de 17 dias de desarrollo, testigo y tratados con 178-
estradiol en los dias 4, 5 y 6 de incubacion. Se observa una diferencia significativa con el
tratamiento en el dia 5 con una *p ¢ 0.05, prueba de CH/?

PORCENTAJE DE EMBRIONES MALFORMADOS

NP

TESTIGO TE4 TES TEG

Tamafio de la muestra {n)

Fig 6.- Porcentaje de embriones malformados de 17 dias de desarrolfo, testigos y tratados con
tamoxifén y 17B estradiol combinados en los dias 4, 5y 6 de incubacion
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TOTAL DE CELULAS GERMINALES POR OVARIO
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Fig 7.- Numero total de células germinales del ovario izquierdo de embrion de pollo de 17 dias de
desarrollo, testigo y tratados con tamoxifén en los dias 4,5y 6 de incubacion.

TOTAL DE CELULAS GERMINALES POR OVARIO
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Las barras representan la media + DS

Tamafio de la muestra (n)

Fig 8.- Nimero total de células germinales def ovario izquierdo de embrion de pollo de 17 dias de
desarrollo, testigo y tratados con 17B-estradiol en los dias 4,5 y 6 de incubacion.
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TOTAL DE CELULAS GERMINALES POR OVARIO
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Fig 9.- Numero total de células germinales del ovario izquierdo de embrion de pollo de 17 dias de
desarrolio, testigo y tratados con tamoxifén y 17B-estradiol combinados en fos dias 4,5 y 6 de
incubacion.

TOTAL DE CELULAS SOMATICAS ESTEROIDOGENICAS POR OVARIO
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Fig 10.- Namero total de células somaticas esteroidogénicas de ovario izquierdo de embrion de
pollo de 17 dias de desarroffo, testigo y tratado con tamoxifén en los dias 4,5 y 6 de incubacién. Se
observé una diferencia significativa en el dia 4 y 6 con una p <0.05 vs el testigo
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TOTAL DE CELULAS SOMATICAS ESTEROIDOGENICAS POR OVARIO
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Las barras representan la media + DS Tamanho de la muestra (n)

Fig 11.- Nmero total de células sométicas esteroidogénicas del ovario izquierdo de embrién de
pollo de 17 dias de desarrolio, testigo y tratados 17B-estradiol en los dias 4,5y 6 de incubacion.
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Fig 12.- Namero total de célufas somaticas esteroidogénicas del ovario izquierdo de embrion de
pollo de 17 dias de desarrollo, testigo, tratados con Tamoxifén y 17B-estradiol combinado en los
dias 4,5 y 6 de incubacion. Se observé una diferencia significativa con una p <0.05de T-ES vs.
testigo 70




TOTAL DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS POR OVARIO

Namero de células {10%)

TESTIGO T-4

Las barras representan la media £ DS Tamano de la muestra (n)

Fig 13.- Nomero total de células somdticas indiferenciadas del ovario izquierdo de embrion de
polio de 17 dias de desarrollo, testigo y tratados con tamoxifén a los dias 4,5 y 6 de incubacién.
Se observo diferencia significativa con una * p <0.05 deT4 y T6 vs.testigo

TOTAL DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS POR OVARIO
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Fig 14.- Nomero total de células sométicas indiferenciadas del ovario izquierdo de embrion de
pollo de 17 dias de desarroflo, testigo y tratados con 17B-estradiof a los dias 4,5y 6 de
incubacion
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(Tablas VIi, VIl y 1X). No hubo aumento de células esteroidogénicas en los ovarios
tratados con E2 ni al dia 5 tratados con Tam.

En las células somaticas indiferenciadas se obtuvieron diferencias significativas con
respecto al testigo en los tratamientos de Tam al dia 4 y 6. A estas edades el nimero de
células se observo aumentado. En el tratamiento combinado de Tam y E2 se encontrd un
aumento significativo cuando el tratamiento se aplico al dia 6 de incubacion, con una p de
< 0.05. No se mostraron diferencias significativas en el nimero de células somaticas en
los tratamientos con Tam al dia 5 ni con E2 en los diferentes dias (Figs.13, 14 y 15

tablas X, XI, XII).

TOTAL DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS POR OVARIO
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Fig 15.- Numero total de células sométicas indiferenciadas del ovario izquierdo de embyrién de pollo
de 17 dias de desarrollo, testigo y tratados con tamoxifén y 17B-estradiol combinados en los dias
4,5y 6 de incubacién . Se observo diferencia sigrzw'ﬁcan‘va conuna * p <0.05 de T-E6 vs. testigo




Descripcién morfologica.

El ovario ‘del embrion de pollo de diecisiete dias de incubacién histoldgicamente presenta
dos areas definidas: corteza y médula.

La corteza estd formada por un epitelio germinal monoestratificado, el mesénquima
subyacente presenta un aspecto laxo formado por fibroblastos y escasos elementos
fibrilares. En la cara interna del epitelio se observan células que posteriormente se
encuentran como prefoliculares. Las células prefoliculares estan distribuidas entre los
ovocitos primarios, algunos de los cuales se encuentran unidos por puentes citoplasmicos
celulares (Fig.16). En la regién medular podemos encontrar ovocitos en la vecindad de fas
lagunas sanguineas o incluso en su interior, que al parecer estdn vias de degeneracion
(Fig.17).

La médula se divide en dos areas, una subcortical y una profunda. En la primera se
observan islotes de células esteroidogénicas de distinta extension, caracterizadas por
presentar en su citoplasma inclusiones de gotas lipidicas de diferente didmetro, que
enmascaran a nucleos pequefios y oscuros, (su funcion es sintetizar andrégenos). El resto
de las células conforma una poblacién mixta de células indiferenciadas entre las que
encontramos células con ndcleo grande con dos o tres nucleolos y citoplasma sin
inclusiones lipidicas (que sintetizan E2), fibroblastos y células que limitan grandes
espacios lagunares. Las lagunas se observan de mayor tamano en la regién profunda de
fa médula (Fig.17).

Se observaron vasos sanguineos tanto en la corleza como en la médula pero en esta
Gitima son mas numerosos ( Fig. 18).

Los ovarios obtenidos de los embriones tratados con Tam sobre todo al dia 6 presentaron

a la observacién macroscopica, tamafio grande y aspecto esponjoso.
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Fig.16.- Corte semifino de ovario del grupo testigo tefido con azul de toiuidina, en el que se
observan la corteza y la médula subcortical en donde se sefialan: a) epitelio germinai. b) nidos de
células germinales. ¢) médula. d) lagunas, {400 x).

Fig. 16 A.- Corte semifino de ovario del grupo testigo, tefiido con azul de toluidina, en el que se
observan: a) nidos de células germinales. En las c{elulas geminales encontramos: b) nucleo
vesiculoso. ¢) cuerpo de Balbiani. d) células prefoliculares. e) puentes intercitoplasmicos.{1200x)
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Fig 17.-Corte semifino de médula del ovario del grupo testigo tefiido con azul de toluidina, en donde
se distinguen. a) islotes de células sométicas esteroidogénicas. b) células somaticas
indiferenciadas entre los islotes ¢) células somaticas rodeando a las lagunas d) células germinales
dentro de las lagunas en via de degeneracion (1200X).
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Fig.18.- Corte semifino de ovario tefiido con azul de toluidina, tratado con tamoxifén al dia 5 de
incubacion en la corteza se observa: a) epitelio germinal. b) nidos de células germinales. En la
médula c) islotes de células somaticas esteroidogénicas. d) células somaticas indiferenciadas. e)
vaso sanguineo. f) lagunas.(400X)
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Morfoldgicamente los diferentes tratamientos, tuvieron los siguientes efectos sobre la
histologia del ovario.

Los tratados con tamoxifén al 5° dia (T5), presentaron un epitelio celémico grueso, en los
ovocitos se observé un citoplasma vacuolado y algunos “nidos” aparencian vacios,
formados por células prefolicutares grandes con muchas ramificaciones ( Fig.18 ).

El los ovarios tratados con Tam a 6 dias (T6) encontramos la corteza desde un tamaiio
normal a hipertrofiada, con un epitelio celdmico de un grosor variable. Se observan
abundantes ovocitos con nucleos y cuerpos de Balbiani grandes (Fig.19) no se observan
los limites entre los ovocitos, y las células prefoliculares presentan el mismo aspecto
hipertrofiado que en T5.

En el ovario de los embriones tratados con E2 en el dia 5 del desarrollo (E-5),
encontramos un epitelio celémico engrosado con ovocitos que presentan grandes
cuerpos de Balbiani y células prefoliculares con nucleos grandes con uno a tres nucleolos
(Fig.20).

En los ovarios tratados con E2 y Tam al dia 5§ (T-E5), encontramos un epitelio celomico
semejante a T6, los ovocitos se asemejan a los de los tratamientos anteriores y las celulas
prefoliculares presentan un tamafio mayor a las del testigo (Fig.21)

En la médula de los ovarios tratados con T5 los islotes de células esteroidogenicas tienen
un aspecto parecido a los del testigo, los nicleos tienen aspecto normal y las inclusiones
lipidicas parecen ser de mayor tamafio. En T6 los islotes presentan el mismo aspecto que
en los grupos anteriores las gotas lipidicas parecen ser semejantes a las de TS pero las
células esteroidogénicas aparentemente presentan dos tipos de nlcleos unos pequefos
m4s condensados y otros de mayor tamano de color claro (Fig.22).

Los ovarios tratados con E2 presentan islotes de células esteroidogénicas grandes con
nucleos voluminosos que poseen de uno a tres nucleolos y en su citoplasma muestran

grandes gotas de naturaleza lipidica (Fig. 23).
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Fig.19.- Corte semifino de corteza de ovario tefiido con azul de toluidina, tratado con tamaxifén al
dia 8 incubacion en el que se observan: a) epitelio germinal. b) nidos de céluias gemminales c)

Fig. 20.- Corte semifino de ovario tefiido con azul de toluidina, tratado con 17p-estradiol al dia 5
incubacion en el que se observa: &) célula geminal. b} cuerpo de Balbiani. ¢} célula prefolicular,
d) laguna. e) vaso sanguineo. f) célula indiferenciada que delimita la laguna (1200 X)
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Fig. 21.- Corte semifino de corteza de ovario tefido con azul de toluidina, tratado con tamoxifén y
17f-estradiol al dia 5 incubacién, en el que se observan: a) epitelio genminal b) nido de células

ERA ; . _am:l:::-.
Fig. 22.-. Corte semifino de médula de ovario tefido con azul de toluidina, tratado con tamoxifén en
el dia 6 incubacion se observan: a) islotes de células somaticas esteroidogénicas. b) células

somaticas indiferenciadas. ¢) laguna. d) células hipertrofiadas que delimitan las iagunas.(1200 X).
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En T-E los islotes son de diferentes tamafios y las células esteroidogénicas muestran
como en los tratamientos anteriores células grandes con gotas lipidicas (Fig 24).

En el grupo testigo se observan células indiferenciadas grandes con nucleos de diferente
tamarfio y con algunas gotas lipidicas en el citoplasma, en TS y T6 el tamafio de las
células es variable pero también presentan gotas en el citoplasma. En los ovarios tratados

con E2, las células indiferenciadas parecen de mayor volumen con ndcleos de diferentes

tipos y sin gotas en el citoplasma (Fig. 24).

Fig. 23.- Corte semifino de médula de ovario tefiido con azul de toluidina, tratado con 17p-estradiol
en el dia 5 de incubacién, se observan. a) islotes de células somaticas esteroidogénicas. b)
células somaticas indiferenciadas. c) laguna (1200 X).
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Fig. 24.- Corte semifino de médula de ovario tefido con azul de toluidina, tratado con tamoxifén y
17p-estradiol en el dia 5 de incubacion, se observan: a) isloles de células somaticas

esteroidogénicas. b) células somaticas hipertrofiadas que limitan a ias lagunas.

¢) células
somaticas indiferenciadas. d) lagunas. (1200 X)

0

Fig. 25.- Corte semifinc de médula de ovario tefiido con azul de toluidina, tratado con tamoxifen y

17p-estradiol en el dia 5§ de incubacién se observan: a) islotes de células somaticas
esteroidogénicas. b} células en transicidn. ¢) vaso sanguineo. d) células sométicas hipertrofiadas
que rodean & las lagunas. ) células sométicas indiferenciadas (1200 X).
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Las células indiferenciadas que fueron tratadas con T-E son grandes, con nucleos que
presentan entre 1 y 3 nucleolos, algunas con gotas dentro del citoplasma, por lo que
pareceria ser estados de transicion entre células indiferenciadas y células
esteroidogénicas (Fig. 25).

El sistema lacunar tanto en embriones testigo como en los tratados presenta un aspecto
semejante, con espacios de diferente extension limitados por células. Los ovarios
tratados con Tam (T5 y T6) al igual que los tratados con Tam y E2 ( T-E), mostraron un

aumento de tamario en las células que rodean a las lagunas. (Figs. 16,17,18,22, 24 y 25)

Morfometria.

Al realizar la morfometria no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre
el tamafo de las células germinaies, esteroidogénicas e indiferenciadas del grupo testigo
y los diferentes tipos de tratamiento (Figs. 26, 27 y 28).

Para observar si habia incremento en el tamaio de las células prefoliculares se midieron
las areas de éstas por nido de ovocitos (10 células por nido). Se observé un aumento
significativo de tamario en éstas células en los tratamientos con Tam, E2 y combinado

al dia 5 (T-E5). El tratamiento con Tam al dia 6 no dio una diferencia estadistica

significativa (Fig. 29).
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Fig 26.- Tamario de las células germinales del ovario izquierdo del embrién de polfo de 17 dias de
desarrolio, medidas por morfometria, testigo de 5 dias de incubacion y tratados con tamoxifen af
dia 5y 6. con 17B-estradiol dia 5 y tratamiento de tamoxifén y 17B-estradiol al dia 5 de incubacion
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Fig 27.- Tamafo de las células sométicas estercidogénicas def ovario izquierdo de embrion de polfo
de 17 dias de desarrollo, medidas por morfometria, £l testigo de 5 dias de incubacion y tratados con

17B-estradiol y con tamoxifén y 17B-estradiol combinados en el dia 5 de incubacion
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TAMANO DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS
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Fig 28.- Tamafo de las células somaticas indiferenciadas del ovario izquierdo del embrién de polio de
17 dias de desarroflo, medidas por morfornetria. Testigo de 5 dias de incubacion y tratados con
tamoxifén en los 5 y 6 dias de incubacion y con 17B-estradiol y tamoxifén y 17B-estradiol combinados
al dia 5 de incubacion
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Fig 29.- Tamaiio de las células prefolicufares de ovario izquierdo del embrion de pollo de 17 dias de
desarrolio medidas por morfometria. El testigo de 5 dias de incubacion y tratados con tamoxifén a los
dias 5 y 6 de incubacién. Se observaron diferencias significativas con una *pc0.05de 75 E-5y TE-5
vs. testigo 83




Radioinmunoanalisis.-

Se evalud la secrecién hormonal de los ovarios in vilro midiendo la cantidad de
testosterona y de E2, en el grupo testigo, tratados con Tam, E2 y Tam- E2 en condiciones
basales y estimulados con hCG.

La produccién de testosterona no dio ningin aumento significativo en los testigos ni en
ning(n tratamiento tanto en los ovarios en condiciones basales como en los estimulados
con hGC ( resultados no ilustrados).

La evaluacion del E2 en condiciones basales para el testigo y diferentes tipos de

tratamientos no dic diferencias significativas { Fig. 30 y tabla Xill).

En los ovarios estimulados con hGC al medir el E2 no se obtuvo un aumento significativo
entre el testigo y los tratados con Tam y E2 por separado. En los ovarios tratados con
Tam y E2 combinados at evaluar fa secrecién de E2 di6 un aumento estadisticamente

significativo con relacion al testigo ( Fig. 31 y tabla XIV}.

SECRECION DE 17R- ESTRADIOL DEL OVARIO EN CONDICIONES BASALES
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Fig 30.- Medicién por RIA de 17B-estradiol en condiciones basales en el ovario izquierdo del embrion

de polio de 17 dias de desarrollo. Los embriones fueron tratados con tamoxifén, 17B-estradiol y
tamoxifén y 17B-estradiol combinados en el dia 5 de incubacion
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SECRECION DE 178-ESTRADIOL EN EL OVARIO ESTIMULADO CON HGC
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Fig 31.- Medicién por RIA de 17B-estradiol en condiciones estimuladas en el ovario izquierdo del
embrién de pollo de 17 dfas de desarrolfo. Los embriones fueron tratados con tamoxifén, 17B8-estradiol
y tamoxifén y 17B-estradiol combinados en el dia 5 de incubacion. Se observé con el tratamiento de
tamoxifén y 17B-estradiol una diferencia significativa con una “p« 0.05 vs el testigo
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DISCUSION.
Los resultados obtenidos nos dan la evidencia de que para este modelo experimental el
Tam no tuvo un efecto antiestrogénico ni masculinizante, sino una accion estimuiante
sobre el ovario. Por otra parte dicho efecto es similar al del E2 sobre el ovario, ademas
tiene particularidades propias como se discutira mas adelante.
La casi totalidad de los embriones tratados no mostraron alteraciones morfoldgicas en su
desarrollo, por lo que podemos concluir que en este caso el Tam no tuvo un efecto
leratégeno sobre el desarrolic de los embriones, como han descrito Salzgeber y cols.
(1981), Scheib y Baulieu. (1981) y Koo y cols. (1985), quienes al usar Tam en sus
trabajos, no encontraron que este compuesto aumentara ia mortalidad ni produjera
malformaciones exiernas en los embriones.
La exposicién prenatal al Tam en los humanos, altera y desorganiza el endometrio uterino,
produce hiperplasia y modificaciones del epitefio en el oviducto. La mayor parte de las
alteraciones se producen cuando la exposicion es en etapa neonatal y postnatales
tempranas, probablemente periodos criticos para la accion del Tam.
Entre las alteraciones descritas estan la infertifidad por modificacion del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario, disgenesia ovarica, atrofia de la vesicula seminal. Ademas se han
encontrado alteraciones en tejidos no pertenecientes al sistema reproductor, como el
hueso en pelvis y femur (lguchi, 1992). A partir de la informacion anterior podemos
considerar que posiblemente la teratogenicidad de Tam depende del tipo de organismo en
que se utilice y seria importante conocer la dosis que se uso.
La mayoria de los datos en mamiferos se han obtenido en ralon, pero las evidencias
indican recomendar ante un embarazo, se detenga de inmediato el tratamiento y no se

exponga el producto a la droga (Jordan y Murphy,1990)
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La forma de administracién y dosis de Tam difieren segun lo revisado en la literatura.
Scheib y Baulieu (1981), utilizé una solucién alcohdlica de 400mg/100ml con la que tratd
por inmersion huevos de codorniz de 4 dias de incubacion. Salzgeber y cols. (1981}, lo
hizo sobre la membrana corialantcidea del embridn de pollo con una solucién de Tam en
aceite de oliva, a una concentracion de 10-40 mg/ml. Koo y cols. {(1985), introdujo en la
camara de aire una dosis de 0.25-2.0mg de Tam por huevo inmediatamente antes de la
incubacion. Didier y Croisille {1989), introduce en el saco vitelino de embriones de polio de
3.5 dias, 1.5 ml de Tam disuelto en aceite de oliva. Coco y cols. (1992), administré una
concentracién semejante a la de Koo de 0.2mg/mi por huevo al inicio de la incubacion en
albumina.

En nuestro experimento previo para fijar la dosis de Tam la concentracién en la que
encontramos un aumento en el nimero de las células esteroidogénicas e indiferenciadas
con respecto al testigo, fue la de 10ug / 100wl por huevo, que equivale a la mitad de la
usada por Cocoy cois.. (1992), 30 veces menor que la utlizada por Salzgeber y cols. -
(1981) y 25 veces mas pequena de aplicada por Koo y cols. (1985).

Nosotros usamos como técnica de administracién la de la camara falsa con aplicacion
sobre el disco vascular lo que asegura una buena absorcion ( Salzgeber y cols. 1981;
Mendez y cols.1993).

Las pruebas preliminares se realizaron en embriones de 5 dias con base en lo descrito
por Scheib y Baulieu (1981), quienes desde el dia 4 de incubacidén encuentran
modificaciones causadas por el Tam en el ovario izquierdo en embricnes de codorniz.

Los embriones se sacrificaron para estudiar los ovarios izquierdos a los 17 dias de
incubacién, ya que Hughes, (1963) describe en este dia el mayor nimero de ceélulas
germinales (ovogonias y ovocitos).

La técnica de disgregacién enzimatica y conteo celular que utilizamos fue previamente

validada (Pedernera y cols. 1988, Meéndez y cols.1993).
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Una vez fijada la dosis se inyectaron grupos de embriones de los 3 a los 7 dias de
incubacién eligiéndose los de 4, 5 y 6 dias para el modelo experimental, puesto que son
los dias previos a la diferenciacion del ovario que sucede a los 7 dias.

Dentro de nuestros grupos experimentales incluimos embriones tratados con Tam, E2 y
con la combinacion de ambos, lo cual nos permitid evaluar efectos agonistas y
antagonistas de estos compuestos sugeridos por estudios previos (Salzgeber y cois. 1981,
Scheib y cols. 1983 y Koo y cols.1985), los que sugirieron que el Tam actuaba inhibiendo
los estrogenos endogenos durante el desarrolio del ovario del embrion de pollo.

Nuestros embriones tanto testigos como fratados no dieron ninguna diferencia significativa
con respecto al peso corporal, por lo podemos suponer que no hay cambios importantes
en el crecimiento del embridn.

En estudios realizados con Tam en células MCF7 (células de cancer de mama), éstas
eran detenidas en fase S debido a lo cual se inhibia fa mitosis y la proliferacién celular
(Osbore y cols.1983), lo que eventualmente podria alterar el crecimiento del embrion, lo
cual no concuerda con nuestros resultados.

Los embriones tratados con Tam solo o combinado con E2 no mostraron malformaciones
externas significativas, pero si encontramos un aumento de embriones malformados en el
grupo tratado al 5° dia con E2 (ES5). Se han descrito alteraciones causadas por E2 en
sistema urogenital de primates y roedores { Henry y cols.1984).

Encontramos que los ovarios tratados con Tam presentan un aspecto mas voluminoso y
esponjoso que el de los testigos, esto no ha sido descrito en la bibliografia consultada.

En general la disposicion de las células en la corteza esta de acuerdo con lo descrito por
Romanoff en 1960.

Desde el punto de vista histolégico Koo y cols. (1985) al obtener ovarios izquierdos
tratados con Tam, indican que son morfolégicamente normales, formados por una corteza

consistente en un epitelic germinal monoestratificado. Nosotros diferimos con estos
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autores, ya que en los ovarios de grupo tratado con Tam y con el tratamiento combinado
observamos la corteza del ovario con un epitelio germinal de mayor grosor que el de los
ovarios del grupo testigo.

Debajo del epitelioc germinal encontramos abundantes ovocitos conectados entre si por
puentes citopldsmicos y células prefoliculares mas voluminosas que las observadas en los
testigos. Estas caracteristicas nos sugieren un efecto estrogénico del Tam ya que los
ovarios tratados con E2 muestran una morfologia semejante con células prefoliculares de
gran tamafio (Mendez y cols.1993).

En los ovarios tratados con Tam, los ovocitos presentan cuerpos de Balbiani
voluminosos, en ovarios tratados con E2 a los cuales se les realizd analisis morfométrico
indican que la estructura de éstos no se modifica (Greenfield, 1966, Mendez vy cols..
1993).

Por otra parte nuestros resultados no estan de acuerdo con Salzgeber y cols. (1981),
Scheib y cols. (1983) y Didier y Croisille (1989) que en sus trabajos describen un efecto
inhibitorio del Tam nsobre el desarrollo de la corteza del ovario (ovocitos y células
prefoliculares) a la que describen como inexistente e inclusive con aspecto testicular,

La diferencia entre nuestros resultados y los de estos autores podria deberse a la dosis
puesto que las que usaron ellos fueron mucho mayores { 30, 300 y 10 veces), que la
utilizada por nosotros y pudiera ser que el Tam a dosis mas pequefias indujera una
accidon agonista.

Knecht y cols. en 1985, en estudios in vifro de células granulosas de rata, encuentra que
el Tam en forma semejante al E2, estimula la produccién de AMPc y receptores a HL en
una accién claramente estimulatoria y agonista. Altas concentraciones de Tam inhiben
este efecto y previenen la accion de otros ligandos, que activan a la adenilciclasa. El Tam
también reduce fa estimulacién del E2 bajo la accidén de {a hormona HFE. Esta hormena in

vitro produce un aumento en el nivel de AMPc asociado con el incremento de receplores a
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gonadotropinas y la esteroidogénesis, el Tam inhibe el aumento de AMPc. Lo anterior
puede explicarse por inhibicion del R-E, o por la presencia de sitios de unién a
antiestrogenos, aunque Knecht piensa que en este caso, el mecanismo de accion del
tamoxifén seria a través del R-E hacia el que presenta mayor afinidad.

Otro de los posibles mecanismos que pudiera expiicar la accion del Tam podria basarse
en la propiedad que tiene de formar un complejo R-E-AntiE. Estos se pueden unir a genes
de ERE con diferente grado de afinidad, que cuando es baja puede producir un efecto
inhibitorio, mientras que si es alta puede dar una accién agonista (Rochefort y cols. 1983).
Lo anterior nos indicaria considerar que probablemente en nuestro modelo que dio un
efecto agonista, si el mecanismo de respuesta fue mediante el R-E-AntiE, debié presentar
un alto grado de afinidad por los genes de ERE.

Estos estudios dieron lugar a2 la discusién, de si la capacidad de producir efectos
agonistas o antagonistas depende, de la velocidad de disociacion del receptor, que a su
vez esta determinada por la capacidad de la molécuta de transformar al receptor; el E2,
se disocia o separa rapidamente de un receptor no transformado. Un receptor
transformado tiene una baja velocidad de disociacion y por lo tanto una aita afinidad por el
estradiol.

La accién del Tam puede deberse, a que tienen acceso a sitios nucleares diferentes que
pueden transcribir mensajeros que codifiquen proteinas, que tengan efectos inhibtorios
sobre ia franscripcion de los genes regulados por estrégenos o directamente bioquear la
accidon bioquimica de las moléculas inducidas por éstos. La existencia de estos sitios de
unién a anti-E (RfantiE) en el nucleo, pueden explicar también la accién agonista de ellos
en tejidos que presentan R-E, ya que los anti-E, pudieran no actuar, al estar retenidos por
sus prbteinas especificas (Levin y cols.1990).

En este aspecto, revestiria gran importancia la dosis que se use, ya que para producir un

efecto antagonista, tendria primero que saturar sus sitios de unidn naturales y el exceso,
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entonces inhibiria la accion estrogénica via R-E (Lavin y cols.1988). Lo anterior podria
explicar los resultados antagonistas del Tam al ser usado en dosis altas (Salzgeber y col.
1981; Scheib, 1983} y los agonistas al usar dosis mas bajas como en nuestro modelo.
Seria importante profundizar en este tema, sobre todo en los antiestrégenos que como el
Tam se utilizan a nivel terapéutico (Duax 1985).

Coincidimos con Weniger y Zeis (1984), y con Weniger y Samsel (1985) y Koo y cols.
(1985) quienes indican que el ovario izquierdo sintetiza mas E2 y menos testosterona,
que €l derecho y los testiculos, los cuales producen la misma cantidad de testosterona
que los ovarios pero mucha menos cantidad de E2 y en distintos experimentos tampoco
observaron una accién antagonista det Tam con el E2 en el ovario del embrion de polio.

En e} grupo tratado con Tam y EZ combinados, también se aprecia un posible efecto
estrogénico y no una inversion del efecto del E2 como proponen Koo y cols.(1985).

La edad del embrién en la que se administré el tratamiento, pudiera ser otro factor que
condicionara la diferencia entre los resultados encontrados en la literatura y los nuestros.
Todos los tratamientos se administraron en distintas edades antes de los 7 dias que es
cuando se diferencia el ovario. Koo y cols. (1985) antes de la incubacién, Didier y Croisille
(1989) a los 3.5 y Scheib y cols. (1983) a los 4 dias de incubacion. En nuestro
experimento administramos el tratamiento de los 4 a los 6 dias de incubacion por lo tanto
coincidimos con e! trabajo de Scheib en este aspecto, aunque sus resultados son
completamente diferentes a los nuestros por lo que probablemente no tenga importancia
la edad en que se aplique el tratamiento, siempre y cuando sea antes de la diferenciacion
del ovario.

En los trabajos consultados los embriones fueron sacrificados a los 14 y 19 dias, nosotros
jos sacrificamos a los 17 dias, lo que posiblemente nos pudiera dar diferente nimero de

células pero no permitiria explicar una disminucion ¢ inexistencia de la corteza del ovario.
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En la regién medular cerca o en ef interior de las lagunas sanguineas encontramos
ovocitos con nicleo en degeneraciény citoplasma reducido como se observa en la Fig. 2.
Estas células parecen presentar un proceso de atresia ya descrito por Hughes, (1963},
Gondés, (1978) y Mendez y cols. (1993), el que todavia no se conoce completamente.
Probablemente sean ovocitos que se desechan at sistema lacunar de la médula ovarica
para ser desintegrados y sus componentes ser excretados o reciclados.

Nosotros también observamos en los ovarios tratados con E2 a los ovocitos en vias de
degeneracién en las lagunas medulares. Goldenberg y cols.(1972) trabajando en ratas
hipofisectomizadas inmaduras describe un efecto del E2 que disminuye la atresia
folicular. En los tratados con Tam solo y combinado con E2 las observaciones
microscépicas sugerian una disminucién de estas células, por lo que pudiera caber la
posibitidad de que el Tam tuviera un efecto mayor que el estrégeno sobre este fenémeno
y que en las aves fuera necesaria una accién estrogénica mayor para producir este efecto.
Las células somaticas observadas en la médula subcortical tanto la poblacion de
esteroidogénicas con inclusiones de gotas lipidicas, como la de células indiferenciadas sin
inclusiones lipidicas que rodean a las lagunas corresponden a la morfologia descrita por
Gonzalez del Pliego y cols.(1988 ).

La médula de los ovarios tratados con Tam al dia 6, no difiere en su aspecto con el testigo
pero en las células esteroidogénicas encontramos dos tipos de nucieos, unos pequefos
mas condensados y otros de mayor tamaiio de color claro, lo que no se observd ni en el
grupo tratado con E2 ni en los de tratamiento combinado con Tam, esto no lo hemos
encontrado descrito en 1a literatura. Es dificil hacer una interpretacién de la presencia de
estos dos tipos de ndcleos por lo que se necesitarian mas experimentos para determinar
si estas diferencias morfolégicas son causadas por el Tam.

Con relacion a las células esteroidegénicas Salzgeher y cols. (1981) y Scheib y cols.

(1983), describen grandes islotes de celulas esteroidogénicas que interpretan como una
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morfologia neutra e incluso testicular, nosotros le damos una interpretacion diferente ya
que pareceria que estas células estan estimuladas e hipertrofiadas por el Tam pero no
hacia una estructura testicular. Las dosis utilizadas son diferentes, esto podria sugerir
como ya dijimos al discutir fa estructura de la corteza ovérica una distinta accion del Tam
en diferentes concentraciones sobre los tejidos.

Las células esteroidogénicas tratadas con Tam y E2 combinados presentan grandes
vacuolas lipidicas en su citoplasma por lo que en este caso parece ser que el Tam no
revierte el efecto del E2 sobre esta subpobiacién celular sino que lo aumenta en lo que
también diferimos de lo encontrado por Koo y cols.(1985), Salzgeber (1981) que al
administrar Tam y E2 al mismo tiempo indican que el E2 no revierte el efecto
masculinizante del Tam |o que no encontramos en nuestros resultados.

Las células indiferenciadas constituyen una subpoblacién formada por células sin
inclusiones de lipidos (Gonzalez del Pliego y cols. 1988) que se disponen entre los islotes
de células esterocidogénicas. En los ovarios testigos las celulas indiferenciadas son
grandes con algunas gotas lipidicas en el citoplasma. La observacién de estas células en
ovarios tratados con Tam al dia 5 y 6 no sugieren ningan cambio con respecto a las del
grupo testigo. En los ovarios tratados con E2 solo y combinado con Tam, se aprecia un
aumento en el tamafio de los ndcleos gue presentan entre 1 y 3 nucleolos, en su
citoplasma es mas comun la presencia de gotas de lipidos. Lo anterior podria sugerir un
efecto que posiblemente aumenta la conversion de estas células en esteroidogénicas.

Las lagunas medulares son de diferentes tamanos tanto en los ovarios testigos como en
los tratados, las células que las rodean, en los testigos son aplanadas de aspecto
alargado con nucleos que sobresalen hacia la luz de las lagunas. En los ovarios tratados
con Tam al dia 5, estas células presentan un aspecto semejante a las de los testigos, en
los grupos tratados al! dia 6 solo con Tam y con Tam y E2 se observa un claro efecto de

estimulacién, ya que los nucleos son de mayor tamafno y aumenta la cantidad de
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citoplasma, saliendo la mayor parte de la célula hacia la luz de la laguna. Este efecto
posiblemente, propio del Tam no lo hemos encontrado descrito en la bibliografia
consultada.

Varios investigadores han cuantificado células germinales en el ovario como Hughes,
(1983) y MacCarrey y Abbout (1982), el nimero de células fue semejante al obtenido por
Mendez y cols.(1993). Estos autores estudiaron el efecto del E2 sobre las subpoblaciones
celulares del ovario del embrién de pollo, no encontrando ningun efecto del sobre las
células germinales ( ovocitos ). Nuestros resultados concuerdan con los de estos autores
ya que en ninguno de los tratamientos con E2, Tam y Tam con E2 en las distintas edades
encontramos una diferencia significativa entre los testigos y los tratados. E! Tam tampoco
en este caso produce un efecto inhibitorio como el descrito por Salzgeber y cols. (1981) y
Scheib y cols. (1983) quienes describen una disminucién del nimero de ovocitos y adn
ausencia de ellos en una corteza ovarica muy delgada o sin formarse. En este caso el
Tam no interfiere con el numero de ovocitos.

Las células esteroidogénicas forman una subpoblacién pura de la médula ovérica, al
contarlas encontramos que presentaban diferencias significativas con respecto al testigo
en los tratamientos con Tam al dia 4, 6 y con la combinacién de Tam y E2 en el dia 5.
Este aumentoc de células esteroidogénicas nosotros lo consideramos como un efecto del
Tam, puesto que aumenta el nimero de células y por consecuencia el crecimiento del
lejido. Posiblemente este sea un efecto no mediado por el receptor a estrogenos (R-E)
pues se ha comprobado que el Tam al tener un efecto inhibitorio sobre el R-E detiene la
actividad de enzimas como la ADN polimerasa y la ATPasa transportadora de Na y K, que
son indispensables para la duplicacion del ADN y el metabolismo celular (Osborne y

cols.1983).
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En estos casos y en el aumento de células esteroidogénicas que se observd en los
ovarios tratados con Tam en nuestros experimentos es posible se una a sitios receptores
a antiestrogenos (Sudo y cols. 1983).

Las células esteroidogénicas tratadas con E2 al dia 5 de incubacion no mostraron
aumento significativo con respecto al testigo con lo que concordamos con lo observado
por Mendez vy cols. (1993) que no encontraron diferencias significativas en esta poblacion
después de la administracion de E2. En los grupos tratados con Tam en ¢l dia 4 y 6, como
ya diimos, encontramos un aumento de las células esteroidogénicas con respecto al
testigo, esto no se detecto con el mismo tratamiento en el dia 5, lo que nos llamé la
atencion de la necesidad de un mayor nimero de experimentos, para explicar esa
aparente disminucién de respuesta al Tam en este dia. También observamos un aumento
significativo en estas mismas células en el grupo tratado con los dos compuestos
combinados (T-E) en el dia 5 por lo que parece ser que el aumento de celulas se da por fa
accién agonista del Tam sumada a la det E2, lo que refuerza la necesidad de investigar el
efecto del Tam y el E2 a esta edad.

La subpoblacidon de células somaticas indiferenciadas es una poblacion mixta ya que
contiene fibroblastos, c¢élulas epiteliales poco diferenciadas de la medula y células
pregranulosas. Al contar estas células se encontré un aumento de los grupos tratados con
relacion a los testigos. En los tratamientos con Tam al dia 4 y 6, lo mismo que con la
administracién combinada de Tam y E2 pero en el dia 6 de incubacidn, por lo que parece
que el efecto del Tam sobre el ovario es semejante en las dos poblaciones celulares de la
médula, por lo que insistimos que el efecto del Tam en este caso no es inhibitorio del
desarrollo del ovario ni masculinizante como afirman Salzgeber y cois. (1981) y Scheib y
cols.(1983).

En experimentos llevados a cabo por Mendez y cols. (1993), encontraron que en pollos

recién nacidos hay un aumento de células somaticas indiferenciadas en ovarios tratados
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con E2 nosotros diferimos con estos resultados, ya que en nuestros experimentos los
ovarios tratados con este mismo compuesto no presentaron un aumento en el nimero de
estas células, aunque esto podria deberse a que nosotros disociamos los ovarios a los 17
dias de incubacién y pudiera haber un efecto mayor del E2 sobre esta subpoblacion
celular entre el dia 17 de incubacién y el de la eclosidn. Cuando el Tam se administré en
el dia 5, al igual que en las células esteroidogénicas no hubo un aumento significativo con
respecto al testigo.

Al medirse el tamaiio de los ovocitos, células esteroidogénicas y células indiferenciadas
en los distinlos tratamientos, no se encontraron diferencias significativas con el grupo
testigo, lo que sugeriria que en este caso ni el E2 ni Tam tienen efecto sobre Ia sintesis
protéica en estos tipos celulares.

Se midieron las células prefoliculares y se observd un incremento en su tamafo en los
grupos tratados con E2, Tam y combinados (T-E) en el dia 5. Investigaciones previas
realizadas por Mendez y cols.(1993) en embrién de pollo describen a la poblacion de
células prefoliculares como células sensibles a la accion del E2, que induce en ellas una
marcada hipertrofia del citoplasma. Ei grupo tratado con E2 confirmaria los resultados de
esta autora, en los otros tratamientos las células prefoiiculares también estan aumentadas
de tamario, esto sugeriria un efecto agonista del Tam al E2.

No se conocen bien todavia la forma en que influyen el E2 y el Tam sobre el crecimiento
de las células prefoliculares por lo que seria necesario un mayor nimero de experimentos.
Los trabajos desarroflados por Pasqualini y cols. en 1986 en hamsters tratados con Tam,
E2 y tratamiento combinado, muestran un aumento de peso del dtero y de la cornificacién
del epitelio vaginal que son efectos claramente estrogénicos; el tratamiento combinado
fue mas efectivo y agonista respecto a los de Tam y E2 por separado. Aunque el modefo

experimental es en mamiferos, sus resultados se asemejan a los encontrados por
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nosofros con ese mismo tratamiento, lo que sugeriria que el Tam incrementa la accion del
E2 y en este caso podria inclusive inducir un desarrollo tumoral.

£l uso cada vez mayor de! Tam en la terapia del cancer mamario, ha creado la necesidad
de conocer la accion que tiene sobre los 6rganos del sistema reproductor. Los estudios
que se han realizado, han sido en su mayoria en modelos in vitro de células de lineas
tumorales. Se investigan los efectos colaterales del tratamiento del cancer mamario, sobre
las funciones del ovario y su influencia sobre el cancer ovérico, a traves del efecto
inhibidor que tiene sobre la protein-quinasa C ( PKC). Esta interviene en la migracion y
capacidad invasiva de las células tumorales. Szaniawska, y cols. (1998) experimentaron
en ellas, y encontraron que el Tam actdia como inhibidor de los tres procesos involucrados
en ia invasion tumoral; la adhesién, la migracion y la degradacion de la matriz extracelular.
Sin embargo estudios m&s detallados muestran que las habilidades de adhesién y
degradacion no son anuladas por los inhibidores de la PKC (O'Brian y cols.1990). Se ha
especutado con la posible accién cancerigena del Tam sobre el ovario en pacientes con
cancer de mama, sujetas a una terapia prolongada con este farmaco. La investigacion de
este aspecto del Tam, presenta la dificultad de la baja incidencia de cancer de ovario. En
las pacientes jovenes existe discrepancia por las diferentes formas en que se heredan el
cancer de ovario y el de mama. Los resultados que relacionan el uso prolongado del
Tam, con el carcinoma endometroide de ovario (Kuo et al, 1997), no son hasta ahora
significativos (por la cantidad de casos reporiados), pero constituyen una lamada de
atencion sobre los efectos que producen estos tratamientos, aunque también se han
reportado casos con poco tiempo de medicacién (Gherman y cols.1994), de todas
maneras son un indicio de la influencia que pudiera tener el Tam sobre 1a proliferacion y
crecimiento del ovario y seria interesante hacer un estudio epidemiolégico para conocer

realmente si son poco frecuentes 0 no son reportados.
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El Tam presenta acciones independientes del R-E  como la capacidad de disminuir la
fluidez de la membrana, esta modificacién de la membrana produce un efecto invasivo
que en células tumorales puede favorecer ia metastasis (Clarke y cols.1990).

Se han realizado estudios in vitro en lineas de célulares de tumores cancerigenos de
endometrio y mama, utilizando células de la linea Ishikawa (cancer endometrial), tratadas
con el isémero trans del 40H-Tam que induce un gran incremento celular en relacion al
grupo R-E testigo, similar a! producido por E2. Por ofra parte, en una variante de esta
misma linea celular, el efecto proifferativo del 40H-Tam fue muy intenso mientras que este
efecto no se obtuvo con E2; asimismo se encontrd que la composicion del medio de
cultivo tiene efecto sobre la actividad agonista o antagonista del Tam. En otras lineas
celulares de cancer endometrial UMC-1, RL95-2, HEC-1 y KLE el Tam inhibi¢ la
proliferacion, este efecto fue reversible cuando se administré £2, o combinados el Tam y
el E2 (Grenman y cols.1988). EI Tam es capaz de a bajas dosis producir un efecto
proliferativo en células de cancer cervical (SFR) y también de estimular la transcripcion del
gen de la proteina E7, que produce el tipo 16 de! virus del papiloma humano (Hwang y
cols.1992), que son efectos totalmente agonistas al £2 y pueden producir tumores
cancerosos secundarios.

Por medio de técnicas inmunocitoquimicas se demostré la presencia de andrégenos y
estrogenos en las gonadas de fos dos sexos entre los 3.5 y los 8.5 dias antes de que
ocurra la diferenciacion histoidgica (Woods y cols., 1978; Weniger y cols. 1971; Scheib y
cols. 1983) apoyan estos resultados al comprobar la presencia de E2 en embriones de 5
y 6 dias de incubacion cuando la génada no se ha diferenciado todavia.

Koo y cols. (1985) al evaluar la secrecién de esteroides gonadales en embriones de pollo
de 14 dias, testigos y tratados con Tam no encontraron cambios en la testosterona,

coincidiendo sus resultados con los de Weniger y cols. (1982) ya que no hay diferencias
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en la produccién de esta hormona, tanto en las génadas del grupo testigo y de los que
recibieron tratamiento.

Nosotros evaluamos la secrecidon hormonal de la testosterona y el E2 en condiciones
basales y estimulados con hGC. La produccién de testosterona no dio ningdn aumento
significativo en los testigos ni en ningun tratamiento en condiciones basaies o
estimulados, esto confirma los resultados de Koo y cols. (1985).

En la evaluacién de E2 en los testigos y diferentes tratamientos no produjo ningin
incremento en condiciones basales. En los estimuiados con hGC, los tratamientos por
separado tampoco nos dierdn diferencia significativa, pero si ef tratamiento combinado de
E2 y Tam; estos resultados no concuerdan con los de Koo y col. (1985) que encuentran
un aumento en la secrecién de E2 en el ovario tratado con Tam. Estos autores con base
en sus resultados indican que el Tam no tiene ningdn efecto sobre la concentracion de
ningan esteroide.

Nosotros encontramos que en el grupo tratado con Tam y E2 combinados al evaluar la
secrecion de E2 en condiciones estimuladas,hube un aumento significativo; lo que sugiere
en este caso que el Tam en el tratamiento combinado tiene un efecto agonista al E2; esto
no fue evaluado por Koo (1985) ya que el tramiento fue solo con Tam.

Estudios mas recientes, desarrollados por Coco y cols. (1992), buscan conocer la accion
det £2 y del Tam sobre fa diferenciacion sexual y los genitales externos. Para su modelo
experimental, se basan en el conocimiento de que el desarrollo morfolégico y
neuroendéerino, estan bajo el control de la secrecion de hormonas del embrién; éstas en
etapas especificas del desarrollo, controlan la diferenciacion de la conducta sexual.
Existe la evidencia de un periodo critico, que se define como el periodo en el cual ios
esteroides pueden eliminar el patron de conducta masculina para el apareamiento, en el
desarrolio de! pollo. Se identifica un periodo anterior a la diferenciacion sexual completa

durante el cual, se puede manipular el hipotalamo para abolir las funciones sexuales. Este
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periodo termina en el embrion de pollo a los 13 dias del desarrollo, despues ya la
manipulacion endocrina no afecta la conducta sexual, por lo que se diferencia la
posibilidad de cambios al inyectar E2, en los dos diferentes periodos. Estos investigadores
eligen el Tam ya que Koo y cols.{1985) indican que baja el nivel del antigeno H-W (H-Y) a
niveles masculinos, lo que que se traduciria en una alteracion importante en el fenotipo,
tanto en las génadas como en los genitales externos, desviacidn en el sexo genético y
manifestacidn de otros parametros caracteristicos del dimorfismo sexual como son el
depbsito de grasa y crecimiento. Coco y cols. (1992) consiguen con el uso de hormonas
seleccionar el sexo y proponen su uso para incrementar la economia de la produccién de
los poflos. Realmente no consideramos que lo anterior sea una opcion por todos los
efectos colaterales que conllevan los tratamientos hormonales, por ser esta produccién
para el consumo humano.

A partir de la importancia que tiene el Tam, nuevos estudios y la bisqueda de un
metabolito analogo natural que se una a los R-Anti-E han dado lugar al desarrollo de los
siguientes proyectos de investigacion.

La Vitamina D3 también presenta accién antiestrogénica pero su uso terapeilico esta
limitado por su fuerte accién calcemiante, debido a esto se desarrollaron analogos
(CBg966, EB1089, KH1060 y 22-oxa calcitriol) con el mismo poder inhibitorio del
crecimienio , pero con un efecto calcémico menor. Estos analogos se han utilizado en
dosis bajas, combinados con Tam, en células MCF-7 (cancer mamario humano). Para
conocer los efectos independientes de los dos tipos de antiestrégenos se experimentd en
clonas de células ZR-75-1 ( resistentes al Tam), la cuales, si responden a la accion de los
compuestos analogos de la vitamina D. Se pensé que estos compuestos actuaban sobre
la regulacién del crecimiento tumoral en dos niveles: en el ARNm del oncogen c-myc, o

sobre el R-E; los resultados indican, que al parecer ninguno de estos mecanismos esta
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relacionado con la accién antiproliferativa de la vitamina D3 y sus analogos (Vink-van
Wijngaarden y cols. 1994).

Usando tecnologia basada en la estereoquimica del ADN, y la producciéon de modelos por
computadora, se ha podido disefiar un nuevo compuesto ltamado piperidinedione (PP); al
examinarse el complejo PP-ADN, se encontré que el Tam puede fijarse al ADN en el
mismo sitio que el PP (Hendry y cols.1994 a y b). Es importante esta nueva tecnologia en
el estudio de los anfiestrégenos, ya que da mayores posibilidades sobre el disefio vy la
investigacion de nuevos antiestrégenos que se puedan usar enla terapia del cancer.

Se ha comparado ta actividad de compuestos estercides con aclividad antiestrogenica
como el EM-139, con nuevos compuestos antiestrégenicos , no esteroides,derivados del
17diarylthioether, encontrandose que tiene aproximadamente 100 veces menos afinidad
por el R-E (Poirier y cols. 1994).

Investigaciones de la accién de nuevos antiestrogenos no esteroides,como el ZK119010
combinado con Tam,en células de cancer mamario (MCF-7): con o sin tratamiento previo
de E2, muestran el grado de inhibicién que pueden ejercer sobre fa expresion del gen
pS2, inducido en gran parte por accién de los estrégenos en estas células tumorales
(Shutze y cols.1984).

Se han ensayado los antiestr()gerios en otros tipos de carcinomas ademas del mamario;
en el neuroblastoma se han usado experimentalmente Tam y su anaiogo Toremifene
(Diaz y co0ls.1998), lo cuai abre camino para investigacion de la accion de los
antiestrégenos en otros tipos de tumoraciones.

E! MDL 101 905, es un nuevo antiestrogenc que se ha probado en células CMF-7,
encontrandose que existia un decremento de ia unién del R-E a sus ERE, sin que otros
factores de transcripcion se vieran afectados; se probé ia disminucion, al unir a los ERE

un gén reportero para la luciferasa ( Bitonti. 1996).
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E! estudio de los antiestrogenos tiene un gran futuro, no solamente para encontrar
compuestos menos citotdxicos, sin reacciones colaterales y mas efectivos en su accion
antitumoral, sino para poder descubrir muchas incégnitas que todavia rodean a estos
compuestos y su papel en el control del metabolismo celular.

£l uso del tamoxifén con sus propiedades agonistas y antagonistas al E2, abre un amplio
campo de investigacion sobre el conocimiento de los procesos metabdlicos mediados por
E2 y por un ligando natural, andlogo al Tam, que pudieran influir en la cascada de eventos

gue producen el desarrollo del ovario.
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CONCLUSIONES.

La aplicacion del tamoxifén tiene efecto sobre la poblacidon de células somaticas,
esteroidogénicas e indifenciadas del ovario del embrién de pollo. Estas celulas
aumentan en numero cuando el tratamiento se realiza en los dias 4 y 6 del
desarrollo, sin embargo el 17p-estradiol en estos mismos dias, no produce ninguna
accion sobre {as células somaticas esteroidogénicas e indiferenciadas.

Con el tratamiento combinado de tamoxifén y 17R-estradiol aplicado a los 5 dias
se produjo un aumento de células esteroidogénicas. Con el mismo tratamiento
aumentaron las células somaticas indiferenciadas en embriones tratados al dia 6
del desarrollo.

Las células germinales no respondieron a ninguno de los tratamientos en las
edades estudiadas y en las concentraciones utilizadas.

Las células prefolicutares se encontraron hipertrofiadas en los embriones tratados
al dia 5 con tamoxifén, 17B-estradiol y con los dos compuestos combinados. Los
demas tipos celulares no mostraron cambios en su tamano.

La secrecién del 17p-estradiol en los ovarios aumentd en los embriones tratados

con tamoxifén mas 17B-estradiol en el dia 5 de incubacion.

Nuestros resultados indican que el tamoxifén en la dosis usada no produce un
efecto masculinizante, por el conirario tiene un efecto propio o agonista a ios
estrégenos sobre las células somaticas de la corteza y la médula del embrién de

pollo.
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PERSPECTIVAS.

La accién del tamoxifén descrita sobre el desarrollo de las subpoblaciones celulares del

ovario del embrién de pollo, en este estudio fue agonista al 17f-estradiol. De estos

resultados surgen varias preguntas, que pueden originar otros proyectos experimentales,
para conocer mejor el mecanismo de accién antagonista y agonista det tamoxifén.

Para complementar la observacién morfoldgica y morfométrica, seria importante hacer la
microscopia electrénica de las subpoblaciones ovéricas estudiadas para observar si el
tamoxifén no modifica ta estructura de los organelos celulares.

Por otra parte seria interesante por medio de técnicas de biologia molecular discriminar en
que dia dei desarrollo del ovario del embrién de polio y a que dosis el tamoxifén desplaza
al 17p-estradiol de su receptor, asi como conocer la union del tamoxifén a los sitios

R-AntE y en que dia y a que dosis se lleva a cabo. Esto se podria complementar
disediando un experimento para conocer el efecto del tamoxifén en céiulas en que este
inactivado en gen que codifica el R-E.

Nuestro modelo muestra una accién proliferativa sobre las subpoblacionies estudiadas del
ovario, que podria reproducirse en un mamifero como el raton, para conocer si la accion
del tamoxifén es semejante, e investigar algunos aspectos que permitieran comprender
mas claramente el efecto proliferativo y tumoral, que en algunas pacientes produce un

tratamiento a largo plazo con tamoxitén.
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TABLA I

PESO HUMEDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS
DE INCUBACION TESTIGOS Y TRATADOS CON TAMOXIFEN

TESTIGO T4 T5 T6
HEMBRAS 14.27+2.25 12.05£1.96 14.55+2.38 14.156 £ 2.62
(182) {36) (192) (36)
MACHOS 15.14 £2.54 13.39£2.35 14.76 +2.46 14.08 £x2.19
(216) {43) (254) (54)

Media + desviacion estandar

{n).

TABLA 11

PESO HU!VIEDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS
DE INCUBACION TESTIGOS Y TRATADOS CON 17R- ESTRADIOL

TESTIGO E4 ES E6
HEMBRAS 14274225 13.46+2 31 14.55+2.38 13.44 + 2.90
(182) (411) (192) (48)
MACRHOS 15.14 +2.54 13.39 +£2.35 14.76 £2.46 14.39 +£2 .47
(218) (43) (254) (42)

Media + desviacion estandar

(n).
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TABLA TN

PESO HUMEDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS DE INCUBACION
TESTIGOS Y TRATADOS CON TAMOXIFEN Y 178- ESTRADIOL

TESTIGO TE4 TES TE6

HEMBRAS 14.2742.25 13.47+2541 14.55 +2.38 13.02+ 2.01
{182) (411) (192) {17)

MACHOS 16.14 £2.54 12.22 +2.51 14.76 12.46 14.39 +2.47
(216) (30) (254) {12)

Media + desviacion estandar

(n).

TABLA IV

NUMERO TOTAL DE CELULAS GERMINALES EN EL ]
OVARIO IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS
DE INCUBACION TRATADOS CON TAMOXIFEN

TESTIGO T4 T5 T6

MEDIA 0.33 0.34 0.35 0.40
DESV. STD 0.13 0.12 0.14 0.11
31 18 22 22

Numero de células (105)
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TABLA V

NUMERO TOTAL DE CELULAS GERMINALES EN EL
OVARIO 1IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS DE
INCUBACION TRATADOS CON 17R-ESTRADIOL

TESTIGO E4 ES £6 §
1
MEDIA 0.33 0.29 0.39 0.41
DESV. STD 0.13 0.07 0.11 0.10
n 31 14 19 15

TABLA VI

Numero de células (108)

NUMERO TOTAL DE CELULAS GERMINALES EN EL

OVARIO IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DiAS DE
INCUBACION TRATADOS CON TAMOXIFEN Y 178-ESTRADIOL

TESTIGO TE-4 TE-5 TE-6
MEDIA 0.33 0.28 0.37 0.33
i
?
DESV. STD 0.13 0.05 0.12 0.09 |
z
n 31 5 14 1

-meero de células (108)
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TABLA VII

NUMERO TOTAL DE CELULAS SOMATICAS ESTEROIDOGENICAS EN
EL OVARIO IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS DE
INCUBACION TRATADOS CON TAMOXIFEN

TESTIGO T4 TS5 T6

MEDIA 34 S1* 45 .56*
DESV. STD . 22 14 .18
n 31 18 22 22

Numero de células (108).

TABLA VIiI

p« 0.05de T4y T6 vs. TESTIGO

NUMERO TOTAL DE CELULAS SOMATICAS ESTEROIDOGENICAS EN
EL OVARIO IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS DE

INCUBACION TRATADOS CON 17R-ESTRADIOL

TESTIGO E4 ES E6

MEDIA .34 31 3 .33
DESV. STD M .09 15 .14
n 31 14 19 15

Numero de células (10°)
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TABLA IX

NUMERO TOTAL DE CELULAS SOMATICAS ESTEROIDOGENICAS
EN EL OVARIO IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS
DE INCUBACION TRATADOS CON TAMOXIFEN Y 178-ESTRADIOL

TESTIGO

TE4

TES

TEG

MEDIA

.34

.33

48"

46

DESV. 8TD

.1

A2

21

A7

Ry

14

11

Nomero de células (109) * p0.05 T-5 vs. TESTIGO

TABLA X

NUMERO TOTAL DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS EN EL
OVARIO 1IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS DE
INCUBACION TRATADOS CON TAMOXIFEN

TESTIGO T4 T5 T6
MEDIA 6.58 7.60* 6.92 7.99*
DESV. STD 1.28 1.86 1.54 1.45

3N

14

19

15

Namero de células (108)

*pc0.05 T4y T6 vs TESTIGC
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TABLA XI

NUMERO TOTAL DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS EN EL
~ OVARIO IZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIAS DE
INCUBACION TRATADOS CON 178-ESTRADIOL

TESTIGO E4 ES EG

MEDIA 6.58 6.14 6.26 6.96
DESV. STD 1.28 1.31 1.35 1.14 |
|
!

n 31 14 19 15

Numero de células (108)

TABLA X1I

NUMERO TOTAL DE CELULAS SOMATICAS INDIFERENCIADAS EN EL
OVARIO iZQUIERDO DE EMBRIONES DE POLLO DE 17 DIiAS DE
INCUBACION TRATADOS CON TAMOXIFEN Y 178-ESTRADIOL

TESTIGO T-E4 T-E5 T-E6 ’
MEDIA 6.58 6.39 7.51 762"
DESV. STD 1.28 1.18 1.76 1.08
n 31 5 14 11

Numero de células (108) * pt 0.05 T-EB vs TESTIGO
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TABLA XIII

RESULTADOS DE RIA PARA E2 EN CONDICIONES BASALES EN OVARIQ
[ZQUIERDO DEL EMBRION DE POLLO DE 17 DIAS DE DESARROLLO DE

TESTIGOS Y TRATADOS CON TAMOXIFEN, 17B ESTRADIOL Y
TRATAMIENTO COMBINADO AL DIA 5 DE INCUBACION

TRATAMIENTO Co TS ES T-E5

0.06 0.71 0.58 2.86

0.71 0.39 0.37 2.7

0.48 0.87 277 0.95

0.63 0.82 2.08 0.97

1.65 1.85 1.28 2.74

MEDIA 0.75 0.93 1.42 205

DES.STD 0.60 0.49 0.90 0.89
TABLA X1V

RESULTADOS DE RIA PARA E2 ESTIMULADO CON HGC EN OVARIO
IZQUIERDO DEL EMBRION DE POLLO DE 17 DIAS DE DESARROLLO
DE TESTIGOS Y TRATADOS CON TAMOXIFEN, 17B ESTRADIOL Y
TRATAMIENTO COMBINADO AL DiA 5 DE INCUBACION

TRATAMIENTO Testigo T5 ES T-E5
1.70 1.49 1.26 3.86

2.20 1.57 1.07 14.49

0.87 0.87 2.93 204

0.78 2.81 2.18 2.18

1.62 2.28 1.59 4.00

MEDIA 1.43 2.27 1.81 3.31*

BBHOGRAFA

DES.STD 0.54 0.67 0.68 1.01
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