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RESUMEN

La progesterona suele ser administrada en dosis altas cuando
se presenta peligro de aborto en el humano., En el ovario fetal
puede ser utilizada comeo intermediaric en la sintesis de diversas
hormonas esteroides. Algunos autores le atribuyen a esta hormona
un efecte antiestrogénico y también se le asigna una accién
masculinizante en los embriones femeninos. EL objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto de la progesterona sobre la
diferenclacién celular del ovaric en el embrién de pollo.

Se aplicé una dosis fnica de progesterona de 800 ng/embribdn
en la cAmara de aire, a los 2, 3, 4, 5 y 9 dias de desarrocllo
embrionario. Los embriones fucron sacrificades a los 17 difas de
incubacién., Se disecé en las hembras el ovario izquierdo y se
someti® a disgregacién celular con tripsina. Se realizé el conteo
de las células ovAricas clasificadas en tres tipos: somiticas sin
inclusiones de lipidos, som&ticas con inclusiones de 1lipidos y
gaernminales.

En los embriones tratados el dia 2 de incubaciébn no se
observ6 diferencia en el nGmero de células con respecto a los
testigo. En los ovarios de los embriones inyectados a los dlas 3
Y 4 se dio un incremento celular, compardndclos con los testigo.
El mayor efecto se obtuvo en los tratados a los 5 dias de
dasarrollo, especialmente en las cé&lulas somiticas sin
inclusiones de lipidoes. El tratamiento al dia 9 mostrd un
incremento menor en la cantidad celular. EL anilisis de varianza
indics una diferencia significativa con P < 0.05 al comparar el
nimero de células somdticas sin inclusiones de lipidos, entre los
grupos tratados y los testigo, analizando los datos en forma
global. Se presenté una mayor proporcién de machos en al lote
inyectado al dia 5 de incubacifn, que no mostré significancia
mediante una prueba de Xi cuadrada,

Concluimos que en este trabajo la progesterona no mostréd
efecto antiestrogénico pues no inhibi6 la proliferacién celular
ovarica inducida por estrbgenos; mds bien tuvo una acclidédn andloga
con estas hormonas. Los datos indican que el efecto sobre la
proliferacién celular se fue haciendo mayor con respecto al
tiempo de incubacién en que se aplicé la inyeccidn, entre los
dias 2 y 5, siendo este Gltimo el de mayor efecto del
tratamiento. La progesterona pudo haber sido metabolizada a
estr6genos en las células del ovario, siendo estas hormonas las
que ejercieron su efecto. De los tres tipos celulares las c&lulas
sin inclusiones de lipidos mostraron ma&s sSensibilidad al
tratamiento.



INTRODUCCION

DESARROLLO EMBRICNARIO DE LAS GONADAS

Las génadas son los 6rganos reproductores en los cuales se
lleva a cabo la formacién de los gametos. El ovario produce los
6vulos en la hembra y el testiculo espermatozoides en el macho,
y ademds secretan hormonas sexuales.

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario la
formacién de las génadas es muy semejante en ambos sexos. En los
vertebrados se desarrollan a partir del mescdermo como un
aengrosamiento del epitelio celémico, constituyendo 1las crestas
genitales. Posteriormente el peritoneo se constrifie quedande la
futura gbénada suspendida de &ste. Estéan estrechamente
relacjonadas topogrificamente con el esbozo del mesonefros,
siendo ambos completamente independientes en las primeras fases
del desarrollo (Rulz, 1988). El epitelio de las crestas
genitales estd constituido por dos tipos celulares: el primero
lo forman las células germinales primordiales (CGP) que daran

origen a las futuras células sexuales, siendo éstas grandes, con

nficleos prominentes y vesjculares, el citoplasma tiene
propledades particulares de tincién debido a su gran
contenido de fosfatasa alcalina (Dollander, 1986); el
segundo, es el mas abundante, son de origen mescdérmico y se

diferenciarin en las cé&lulas somaticas de la gbnada adulta: las
células de Sertoli en los testiculos y cé&lulas foliculares en
ios ovariog; se ha sugerido un origen mesonéfrico para éstas,

aungue también se propone que las células del epitelio celémico



intervienen en su formacidn (Balinsky, 1978).

Witschi (1967) propusoe que el origen de las cé&lulas
germinales primordiales en humanos y en aves es endodérmico, a
partir del saco vitelino o bien de las células del tronco
primitivo.

En mamiferos en general las CGP se identifican en la potreién
caudal de la linea primitiva, mesodermo de la alantoides y
endodermo del saco vitelino. En el humano se ha sugerido
como (Gnico origen de estas células al endodermo de la
alantoides (Kofman-Alfaro et al, 1982). Estas células mnigran
desde la alantoides a través del mesodermo del intestino
posterior pasando por el mesenterio dorsal hasta las crestas
genitales. Al parecer las células somaticas que se encuentran en
1la zona de la futura cresta genital, emiten sefiales especificas
(agentes quimiotA&cticos) gque atraen y retienen a las cé&lulas
germinales primordiales (Rufz-Dura, 1988). En los mamiferos el
desplazamiento se hace por emisién de pseudébpodos (movinientoes
tipo amiboideo), y por los movimientos propios de las cé&lulas
intestinales durante la morfogénesis, mientras que en las aves el
desplazamiento de las CGP es por medio de la circulacién
sistémica (Ruiz~-Dur&, 1988). Las CGP aumentan cuantitativamente
por mitosis durante su migracién desde 1a alantoides hasta 1la
cresta genital. En el humano 1la formacién de las crestas
genitales se inicia alrededor del dia 32 de desarrollo

enbrionario.



DIFERENCIACION DE LAS GONADAS

La diferenclacién gonadal a testiculo se inicia en etapas
_tempranas del desarrollo, (dia 40 de gestacién en el humano). El
epitelio internc de la cresta genital gue contiene a las CGP,
forma cordones sexuales que invaden 1la regién medular de la
cresta; este epitelio germinétivo se multiplica activamente al
tiempo que el mesénquima rodea a los cordones sexuales junto con
nunerc¢sos vasos sanguineos que provienen de la regidén
mesonéfrica. La regién cortical se hace fibrosa y origina 1la
tGnica albuginea que rodea por completo a la gbénada. Después, los
cordones sexuales se fragmentan formando cordones seminiferos gue
contienen a lac espermatogonias. Entre los cordones sexuales se
forma el tejido intersticial costituide por células de Leydig,
secretoras de testosterona. Se establecen conexiones entre los
tdbulos mesonéfricos y las gbnadas formdndose la rete testis.

La diferenciacién del ovario es mé&s tardia que la del
testiculo y su crecimiento mis lento, su volumen aumenta
bidsicamente por proliferacién de las células germinales
primordiales y del epitelio calémico. El ovario asti
constituido por las CGP rodeadas de células somidticas y estroma
que se diferenciari en tejido conectivo, vasos sanguineos y
tejido intersticial esteroidogénico (futuras células de la teca
interna y de la glandula intersticial). En la cresta genital
se van a organizar los cordones sexuales que se encuentran
conectados al epitelio superficial; en el caso de las hembras los
cordones sexuales son de gran importancia en el proceso de la

foliculogénesis. La formacién de estos cordones es



aproximadamente el dia 35 de gestacién en humano. Las CGP inician
luego la profase de la primera divisién meidtica, en el humano,
alrededor de la semana 18 de desarrollo embrionario. Durante
la diferenciacién ovdrica los foliculos se forman a partir de 1la
fragmentacidén de los cordones epiteliales; cada ovocito queda
finalmente rodeado por una capa de células epiteliales y
delimitado por una lamina basal, a éstos se les llama foliculos
primordialegs. En la etapa adulta, cuando ya se han formado las
tecas interna y externa alrededor de la l&mina basal de las
células foliculares, se les conoce como foliculos secundariocs y
terciarios.

El foliculo es la unidad funcional del ovario adultoc en los
vertebrados. Cada foliculo proporciona al ovocito el soporte
y los nutrientes necesarios para alcanzar su madurez hasta
el momento de la fecundacién. Las células som&ticas dal
foliculo (células de la capa granulosa) contribuyen de manera
importante en este proceso pues su fupnciédn principal as
provearlo de 1los requerimjentos nutritivos necesarios para su
crecimiento; para ello, estas células estadn provistas de
prolongaciones canaliculares para la transferencia de
sustancias nutritivas. Es probable que también les proporcionen
el estimulo que inicia su crecimiento (Gore-Langton, 1988);
ademds controlan la maduracién del nticleo y citoplasma del
ovocito seleccionado para la ovulacién, este proceso se lleva a
cabo mediante cambieos en el microambiente del foliculo,
ocasionados por las sustancias que secretan al fluido

folicular que bafia al ovocito. La granulosa tiene un



papel fagocitario después de la expulsiﬁn. del 6vulo o si
éste se hace atrésico, eliminando el vitelo, co&gulos sanguineos
y otras sustancias de desecho. Puede desarrollar también
funciones de gléndula endocrina (Hoar, 1978). Las células de la
granulosa son la fuente principal de secrecién de 178-estradiol
(Martin et al, 198s).

El estroma del ovario que rodea la capa granulosa se organiza
en capas de tejido conectivo formande 1la teca, cuya regién
interna se transforma en una capa glandular y vascular que
sintetiza hormonas esteroides (Hoar, 1978). Las células tecales
son la fuente principal de 17a-hidroxiprogesterona y de
androstenediona, el principal andr6genc producido por el ovario
{Martin et al, 1986).

En mamiferos, después de la ovulacién hay una proliferacién
de las células de la granulosa y de la teca interna que van a
constituir el cuerpo 1Gteo, que segrega fundamentalmente
progesterona.

En las aves s6lo el ovario 1izquierdo se desarrolla por
completo al entrar las CGP a la cresta genital izgquierda; 1ia
gbnada derecha permanece en estado indiferenciado conteniendo
cordones sexuales primarios. Las CGP de la gdénada derecha

degeneran.

BIOQUIMICA DE LAS HORMONAS OVARICAS
El1 colestercl es el precursor de todas las hormonas
esteroides. El ciclopentanoperhidrofenantrenc constituye la

estructura comin de todas las hormonas estercides; consta de 17



carbonos que se encuentran formando cuatro anillos a los que se
les designa de la A a la D. Pueden contener carbonos adiclonales
gue se encuentran unidos a las posiclones 10 y 13 o bien
constituir una cadena lateral a partir del carbono 17 (C17). Las
hormonas esteroides difieren de sus precursores y metabolitos en
el nGmero y ubicacién de las dobles ligaduras y en su
estereoquinmica. El estercoisomerismo de las moléculas estd dado
por los carbonos asimétricos. Los metilos angulares que se unen a
los carbonos 19 y 18 (Cl19 y Cl18) en las posiciones 10 y 13
respectivamente se utilizan como punto de referencia pues se
proyectan hacia el frente del plano; en este caso se dice que
estan orientados en beta (B), mientras que sl se 1localizan por
detrds del plano se dice que se orientan en alfa (a). En el
carbono % (C5) se localiza un &tomo de hidrégeno que, asi se
orienta en B, la molécula tiene una conformacién cis (como
sucede en todas las hormonas esteroides naturales), y en caso da
que se oriente en a, la molécula tendrd una conformacién trans.
Los esteroides se clasifican en base a su funcién biolégica
principalmente en tres grupos: progestinas con 21 S&tomos de
carboeno, andrégencs con 19 carbonos y  estrégenos con 18
carbonos. Los estrégenos se forman por aromatizacién de los
andrégenos. Dentro de estas hormonas las més importantes son
estrona y 178-estradiol; esta Gltimo es el mashactivo de los
esteroides producidos en el ovario, su funcién principal es
inducir la receptividad sexual (estrc) en hembras de mamiferos
ademds de otras funciones importantes en 1la fisiologla

reproductiva (Gore-Langton, 1988).



En el ovario también se producen andrégenos, en 1la teca
interna, principalmente androstenediona y testosterona que son
precursores en la biosintesis de estrégenos (estrona y 178-
estradiol).

Dentro de las progestinas la pregnenolona es la hormona més
importante producida en el foliculo. Es un precursor de todas las
hormonas easteroides. La progesterona es la mAs abundante de las
progestinas, es producida como un intermediario biosintético por
el foliculo en todos los estados de desarrollo y como un producto
final en los periodos periovulatoric y postovulatorio (Gore-
Langton, 1988). Por ser un intermediario en la biosintesis de
los corticosteroides adrenales, de la testosterona y del 178~
estradiol, estd presente en el cértex adrenal, la placenta y el
ovario asi como en el cuerpo lGteo (gl&andula transitoria de

gecresidn) (Bhagavan, 1974).

FUNCIONES DE LA PROGESTERONA
) Tracto Reproductive

Las principales células blanco de la progesterona son las del
revestimiento mucoso del tracto genital, pero es necesario que
estas cé&lulas previamente se hayan expuesto a e‘stradiol, el cual
induce la formacién de receptores a progesterona, para gque é&sta
pueda ejercer sus efectos (Niswender et al, 1988).

Los estrSgenos actGan sobre el epitelio del oviducto
induciendo 1la ciliogénesis y promoviendo el crecimiento vy
proliferacién de las células. Las células ciliadas después de la

ovulacién parecen dirigir al 6vulo en su descenso hacia la



ampolla. Bajo la influencia de estrbgeno el cérvix secreta un
mucus rico en glucoproteinas alineadas en filamentos, gque
facilitan el paso del esperma a través del canal cervical. La
consistencia del mucus cervical cambia y se vuelve altamente
viscoso por la accién de la progesterona (Niswender et al, 1988).
Tanto estrégenos como progesterona regulan las contracciones
vdel oviducto que intervienen en el transporte del 6vulo al Gtexo.
Estas contracciones s6lo ocurren cuando el itero estd apto para
recibir al évulo. .

La progesterona induce en el epitelio del oviducto 1la
secrecién de un fluido gque mantiene el desarrollo del &6vulo a una
edad muy temprana. También parece inducir 1la regresitn del
epitelio vaginal, caracterizado por un desprendimiento del
endonetrio.

Dentro de las funciones mis significativas de la progesterona
estd preparar al Gitero para la prefiez; en muchas especies también
actda sobre 1las células del miometrio bloqueando las
contracclones organizadas. Durante los ciclos no fértiles el
endomatrioc sufre deterioro al bajar los niveles de progesterona
en sangre, a medida que el cuerpo ldtec cesa su funcién; este
cambio se observa mas claramente en primates, en los que el
revestimiento del tGtero se desprende y resulta en menstruacién

(Niswender et al, 1988).

Gléndula Mamaria
Las gl&ndulas mamarias presentan receptores para progesterona

perc se sabea poco acerca de su papel en el crecimiento de éstas



(lactogénesis). Sin embargo se ha demostrado que la progesterona
juntoe con las hormonas de la pituitaria anterior actdan
promoviende el desarrollo lé6bulcalveolar de las gl&ndulas
mamarias, que previamente han sido expuestas a estrdgeno; cuando
hay una secrecién sostenida de progesterona, como sucede durante
la prefiez, hay un desarrollo considerable del sistema
l6bulcalveolar mientras que en ausencia de esa secrecién parece
no haber efectos de esa hormona sobre la glandula mamaria

(Niswender et al, 1988).

Hipotdlamo y Gl&ndula Pituitaria Anterior

Parece haber una influencia directa de la progesterona en el
pulso generador de hormena liberadora de gonadotropina (GnRH) en
el hipotdlamo. La secrecién de hormona foliculo estimulante se
altera poco con la progesterona. En primates, el cuerpo lGteo
también secreta estradiol y las concentraciones basales de esta
gonadotropina permanecen suprimidas durante la fase lGtea y no se
incrementan hasta después de la involucién del cuerpo 1lGteo
{Niswender et al, 1988).

Un efecto importante de la progesterona en el sistema
nervioso central es inducir la receptividad sexuval de la hembra
en muchas especies de mamiferos y aves; provoca una respuesta a
ciertos estimulos ambientales gue se refleja en su actitud

positiva hacia el apareamiento.

Antagonismo a Estrégenos

Los niveles sanguineos de estrégenos fluctfan de acuerdo al
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estado del ciclo reproductivo de la hembra y van acompafiados de
cambios en el porcentaje de unién estrégeno-receptor, gque se
reflejan en el efecto fisiolégico que tienen estas
hormonas. Ademas del estrégeno mismo, otras hormonas alteran su
accién a nivel celular y modifican las funciones dirigidas por
éste (Clark and Markaverich, 1988).

Los progestigenos y alGn los mismos estrbgenos (en dosis
altas) han sido descritos como antiestrégenos; algunos muestran
efecto débil y otros fuerte cuande se aplican localmente al
tejido sensible (Goodman, 1986).

Estd ampliamente demostrade que la progesterona reduce la
capacidad del estrégeno de inducir crecimiento uterino, anula la
cornificacién y produce descamacién del epitelio vaginal, por lo
que se considera gue tiene efecto antiestrogénico (Drill, 1978).

La disminucién del efecto del estr6genc causado por la
progestercona (antagonismo) a nivel celular en el fdtero, se da
al competir ambas hormonas por el receptor citopldsmico a
astrégeno, por eso, podria considerarse gue no se trata de un
efecto antagénico, sino de una modjficacién en el
mecanismo de accién del estrégeno (Clark and Markaverich,
1988). Por efecto de la progesterona se cobserva un decremento en
el ndmero de complejos estrégeno-receptor tanto citoplasmicos
como nucleares, por lo que disminuye la sensibilidad del Gtero
al estradiol. Esto estd relacionado con cambios en la morfologila
del epitelio del 1ldmen uterino (cClark and Markaverich, 1988).
También inhibe 1la estimulacién causada por estr6genos de los

sitios de unién del complejo estrégeno-receptor en el ndcleo.
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Los efectos inhibitorios de esta hormona parecen estar
mediados por el receptor a estradiol, pues la accién de éste
es necesaria para observar el efecto inhibitorio de la

progesterona.

Masculinizacion

Por los efectos de la progesterona en el mantenimiento del
embarazo, se han usado progestdgenos para contrarrestar 1la
amenaza de aborto. Aunque los efectos secundarios de la
administracitn de progestigenos en la madre son minimos, esto no
se aplica al feto (Goodman, 1986). Los agentes progestacionales
administrados al principio del embarazo inducen anormalidades
congénitas (Mayers et al, 1980). En el feto por ejemplo, la
administracién de cantidades excesivas de progesterona produce
en la hembra atrofia suprarrenal, atrofia de mamas e hipertrofia
del clitoris, ademds de crecimiento excesive de pelo y voz grave
(Salter, 1953). También pueden causar malformaciones genitales en

fetos masculinos (Goodman, 1986).
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OBJETIVO

La progesterona es una hormona indispensable para el
mantenimiento y el desarrollo del embrién durante su gestacisn;
es comGn la administraci6én de esta hormona durante el embarazo
en caso de presentarse peligro de aborto, aumentando asi su
concentracién; pero al estar presente en dosis elevadas, pueden
haber efectos de esta hormona sobre el desarrollo del producto,
por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo es estudiar
el efectc de la progesterona sobre la proliferacién celular del

ovario en el embrién de pollo.
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HIPOTESIS

burante el desarrollo embrionaio los estrégenos estimulan la
proliferacién celular en 1la gbénada; sin embargo, algunos
autores han propuesto que la progesterona tiene un efecto
antiestrogénico (Goodman, 1986; Drill, 1978). Por lo tanto,
si se suministra progesterona exdgena durante el desarrollo
embrionaric del pollo, en la etapa de proliferacién celular
de la génada, entonces, ésta ejercerd un efecto
antiestrogénico interfiriendo asi en el desarrollo de 1la

g6nada, alterando la proliferacién celular.
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MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo se tomd como modelo el embrién de pollo
por ser un sistema cerrado en el gue no intervienen los
esteroides maternos durante el desarrollo embriocnario, como
ocurre en el caso de los mamiferos.

Se utilizaron huevos fértiles de pollo de la raza White
Leghorn Babcock 300, procedentes de la granja de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia; se mantuvieron en una
incubadora con circulacién forzada de aire y humedad contrclada
a 37.8°C con 80 % de humedad relativa, en grupos de 120,
distribuidos en lotes de 30 huevos cada uno.

Se probaron dos diferentes tratamientos con progesterona: por
inmersién y por inyeccién, en condicicnes estériles. El primero
de ellos consistié en sumergir los huevos al dia cero de
desarrollo embrionario en soluci6tn de progesterona (Sigma
Chemical Co.) a una concentracién de 80 mg/ml en etanol/agua
al 50 % V/V; los huevos se¢ sumerglieron por unos cuantos segundos
y se dejaron secar antes de iniciar su incubacién.

El otro tratamiento utilizado consistidé en inyectar a 1los
embriones en la cé&mara de aire. Para ello sc hizo en ésta un
orificio con la ayuda de una aguja de diseccién y se les inyecté
con 100 ul de una solucién de progesterona con 800 ng/ml en
etanol al 10 %. Después el orificio se sellé con cinta adhesiva,
Una vez asi, se colocaron de manera vertical en charolas
para continuar su incubacién.

La inyeccién de progesterona en la cédmara de aire se aplicd

15



como dosis finica a embriones de 2, 3, 4 6 5 dias de incubacién
(etapa de diferenciacién ovarica en el pollo) o de 9 dias de
desarrollo embrionario (etapa de proliferacién de ovogonias).

Para e} lote testigo, se inyectaron en la céamara de aire 100
ul de etanol al 10 %.

Durante la incubacién se hizo ovoscopia para eliminar los

huevos abortados y registrar la mortalidad.

OBTENCION DE GONADAS

Al dfa 17 de incubacién se obtuvo el peso de los huevos
Y de los embriones para analizar m&s adelante una posible
correlacién entre estos parametros; so6lo se disecé el ovario
izquierdo de las hembras gque tuvieron un peso cprporal igual o
mayor de 14 gramos. Los embriones fueron sacrificados por
decapitacién; se disecaron para observacién de las goénadas,
se determniné el sexo con la ayuda de microscopio
estereoscépico. Se eliminaron los embriones de menor peso asi
como los gque presentaron malformaciones.

Los ovarios obtenidos por diseccién cuidadosa se colocaron en
solucién salina balanceada (SSB) libre de Ca2+ y Mg2+
(ver apéndice) separados por grupos experimentales. Los ovariocs
se trabajaron en pooles de 3 6 4 cada uno, distribuidos de

forma homogénea en tamafio, para realizar el conteo celular.
DISGREGACION CELULAR
Los ovarios fueron colocados en frascos pequefios con

tripsina (Grand Island Biological Co.) al 0.25 % en SSB libre
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de Ca2+ y Mg2+ (ver apéndice) utilizando 1 ml de esta solucitn
por ovario. Los viales se colocaron en bafic de incubacidn con
agitacién de 30 cicles/minuto a 37°C durante 15 a 20
minutos. Luego se disociaron las células mecanicamente con la
ayuda de pipetas Pasteur siliconizadas y flameadas. Una vez
disgregadas las células se agregaron 2 ml por ovario de inhibidor
de tripsina (Grand Island Biological Co.) al 0.25 %, disuelto
en medio Dulbeco + AlbGmina 0.1 % (Grand Island Biological
Co.). Los volGmencs fueron llevados todos a L] ml por

ovario con el medio de cultivoe para ajustar las diluciones.

CONTEQO CELULAR

El conteo celular se hizo por el nétodo de dobles ciegos. Se
resuspendieron las células con pipeta Pasteur inmediatamente
antes de cargar la camara cuentaglébulos con una muestra de la
suspension celular. Se dejd reposar por unos minutos y se conté
el nGmeroc total de las células en microscopico Fotdénico a 40X de
aumento. Estas se clasificaron de acuerdo a su tipo en:
a) Células somdticas con inclusicnes de lipidos, son células de
menos de 25 um de di&metro con mi&s de 5 gotas de lipidos en su
citoplasma.
b) Cé&lulas somidticas sin inclusiones de lipidos, son células de
menos de 20 um de didmetro.
¢) Células germinales, 8son ovocitos primarios, de foma ovalada,
con nicleo excéntrico y presentan el cuerpo de Balbiani en
posicién yuxtanuclear; se reconocen facilmente por ser las de

mayor tamafio.
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ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se evaluarin por medio de analisis de
varianza (ANOVA) y por la prueba "t" gde Student. También se

aplicaran pruebas de Xi cuadrada y de regresién lineal.
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RESULTADOS

En anteriores trabajos se han registrado los pesos del huevo
y del pollo recién nacido, estableci&ndose una relacién entre
ambos pardametros; por tal motivo en este trabajo se tomaron los
pesos del huevo y del embrién a los 17 dias de incubacién.
Aplicando un an&lisis de regresién lineal a nuestros datos, no
se encontrd ninguna relacién entre los dos parimetros (griafica
I). La regresion lineal tampoco tuvo significado analizando los
resultados separados por sexo (controles o experimentales).

En la misma grafica se observa un agrupamiento de datos
aproximadamente a partir de los 14 gramos de peso del embrién,
por lo que se establecié, a nuestro ériterio, que se utilizarfan
para el estudio a los embriones hembra que tuvieran un peso
corporal de 14 gramos o mis, descartando también aquellos que
presentaran malformaciones fisicas externas.

Se esperaba una proporcién similar para ambos sexos en
los diferentes dias de tratamilento; observando la incidencia
para cada sexo en la tabla I, se observa que se presentaron
proporciones similares en los diferentes lotes experimentales,
excepto en el inyectado al dia 5 de incubaci6n, en donde se dio
un mayor nfimero de machos que de hembras. Analizamos estos datos
mediante una prueba de Xi cuadrada para ver si el sesgo hacia
los machos se debi6 al azar o a la accién del tratamiento. Esta
prueba no indicé diferencias significativas entre las
proporciones de sexo para los distintos dias de tratamiento.

Para comparar la incidencia de malformaciones entre amhos
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grupos, se realizé una prueba de Xi cuadrada, (tablia II) que
indicé que no se present6 mayor proporcién de alteraciones
morfolégicas externas debidas al tratamiento.

Por haberse inyectado a los grupos testigo en un lapso
intermedio entre los grupos experimentales, no obtuvimos datos de
inyeccién a los grupos testigo los dfas 2 y 5 de desarrollo.

Los resultados del conteo celular en los grupos testigo
Y los tratados por inyeccidén se muestran en la tabla III. Los
embriones tratados con hormona el dia 2 de desarrollo, tuvieron
una cantidad de células muy similar a lo observado en los
embriones de los grupos testigo promediados; con la inyeccién al
dia 3, hubo un aumento ligero con respecto a los antericres, lo
mismo que en los lotes tratados al dia 4 de incubacién. Los
datos muestran un mayor nGmero celular en los ovarios de los
embriones inyectados con progesterona el dia 5 de desarrollo. De
acuerdo con los datos obtenidos, la proliferaciédn celular
aumenta de forna progresiva con respecto al tiempo de
incubacién en que se aplica la inyecci6bn (grafica II). Para el
tratamiento a los lotes el dia 9 de desarrollo, los resultados
mostraron un aumento menor en el nmerc de células respecto de
los lotes testigo.

Se observaron incrementos en los tres tipos celulares
cuantificados {células somiticas con 1lipidos, sowmaticas sin
lipidos ¥y germinales), en los distintos dias de tratamiento,
siendo m&s claro en las c&lulas sin inclusiones de 1lipidos
(graficas I1I, IV y V).

Se practicé un andlisis de varianza (tabla IV) para comparar
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la cantidad de células somsticas sin  inclusiones de 1lipidos
entre los grupos tratados y los testigos, en este caso se
obtuvo diferencia significativa (P < 0.05).

Con este andlisis no se encontraron diferencias en cuanto al
némero de células con relacién al dia de tratamiento, incluyendo
todos los datos experimentales. Realizando un segundo
anélisis de varianza que inveolucrd a los grupos experimentales
con un mayor nimero de datos (dias 3, 4 y 9), se reafirma esta
diferencia significativa entre loa lotes tratados con respecto a
los testigos (tabla V).

No se practicaron anslisis de varianza con los otros dos
tipos celulares (somiticas con inclusiones de 1lipidos vy
germinales) porque el incremento celular fue menor, comparé&ndolos
con las células sin inclusiones de lipidos.

Se aplicaron pruebas de "t" de Student contrastando cada uno
de los grupos experimentales con los grupos testigo, no
obteniéndose en ningtn caso diferencia significativa. También se
realizaron pruebas de "t" para comparar entre si las distintas
edades de tratamiento; se encontr6 un valor para "t" de 2.0309
contrastando los grupos experimentales tratados los dias 2 y 5,
que aunque no arrojé diferencia significativa, se acerca mucho al
valor establecido, indicando una tendencia al aumento en la

celularidad hacia el quinto dia de desarrollo.
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Relacion de peso entre huevo y embrién

PESO HUEVO (gn)

65 B S

|
35 — a —
5 10 15 20

GRAFICA 1. No hay correlacién itneal
entre las variables. R=0.027
R =0.0007

PESO EMBRION (gr)
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Células totales
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Células somaticas
Sin inclusiones de lipidos
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Células soméaticas
Con inclusiones de lipidos
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PRUEBA DE X° PARA PROPORCION

DE SEX0S
FRECUENCIAS OBSERVADAS

MACHOS HEMBRAS TOTAL
TESTIGO 108 111 219
DIA 2 43 44 87
DIA 3 53 56 109
DIA 4 55 59 114
DIA 5 44 30 74
DIA 9 27 25 52
INM 31 28 59

HIVEL DE SIGNIFICANCIA  0.05
CRADOS DE LIBERTAD 6
X, CALCULADA  3.0686
X DE TABLAS  12.592

TABLA I. NO HAY DIFERENCIAS EN LA PROPORCION
DE SEXOS CON RESPECTO AL DIA DE
TRATAMIENTO,
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PRUEBA DE X® PARA PROPORCION DE

HALFORMACIOKES
FRECUENCIAS OBSERVADAS

MALFOR.| NO MALF.| TOTAL
TESTIGO 17 202 219
DIA 2 7 80 87
DIA 3 e 100 109
DIA 4 13 101 114
DIA S5 S 69 74
DIA 9 5 47 52
INM 3 56 59

NIVEL DE SIGNIFICAKCIA  0.05
GRADOS DE LIBERTAD 6
x: CALCULADA  2.6941
X" DE TABLAS  12.592

TABLA II. NO HAY DIFERENCIAS EN LA PROPORCION
DE MALFORMACIONES.
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TABLA IXI. DATOS DEL CONTEO CELULAR

TRATAMIENTO DIA TIPO CELULAR MEDIA * DS N
3 SIN LIPIDOS 6518.9 £ 1106.0 9

TESTIGO 3 CON LIPIDOS 478.3 99.2 9
3 GERMINALES 370.0 & 143.1 9

3 TQTALES 7367.2 * 1125.1 9

4 SIN LIPIDOS 6745.8 * 1045.6 6

4 CON LIPIDOS 358.3 * 117.6 6

4 GERMINALES 405.0 + 148.5 6

4 TOTALES 7509.2 * 1193.7 6

9 SIN LIPIDOS 6902.9 = 639,9 7

9 CON LIPIDOS 382.9 ¢ 79.6 7

9 GERMINALES 345.7 ¢ 90.5 7

2 TOTALES 7631.4 & 733.4 7

2 SIN LIPIDOS 6603.3 + 1045.7 9

PROGESTERONA 2 CON LIPIDOS 369.4 74.6 9
INYECCION 2 GERMINALES 435.0 ¢+ 1a4.4 9
2 TOTALES 7407.8 * 1130.9 9

3 SIN LIPIDOS 7183.6 t 1491.6 11

3 CON LIPIDOS $20,0 ¢ 154,6 11

3 GERMINALES 343.6 £ 136.1 11

3 TOTALES 8047.3 + 1624.8 11

4 SIN LIPIDOS 7164.1 2 1452.7 11

4 COH LIPIDOS 454.5 £+ 138.3 11

4 GERMINALES 484.5 & 153.4 11

4 TOTALES 8130.5 ¢ 1593.6 11

5 SIN LIPIDOS 7740.0 ¢ 979.1 5

5 CON LIPIDOS 458.0 + 154.7 5

S GERMINALES 566.0 £ 130.2 5

5 TOTRLES 8764.0 + 1212.6 5

9 SIN LIPIDOS 7204.0 ¢ 562.2 5

9 CON LIPIDOS 356.0 ¢+ 126.7 S

9 GERMINALES 348.0 + 125.0 5

9 TOTALES 7908.0 * 739.9 5

133 Pesviaclén estandar
N Ndmoero de pooles de ovarios

ST TESS 38 BERE
SR ® U BEEmA

29



CELULAS SOMATICAS SIN INCLUSIONES DE LIPIDOS

FUENTE SUMA GL CUADRADOS VALOR PROBABILIDAD
CUADRADOS MEDIOS F UNA COLA
CON HORMONA 6826377 1 6826380 6.77 0.0113
DIA TRATAM 3139528 4 784882 0.78 0.5426
INTERACCION 4369248 4 1092310 1.08 0,3711
ERROR 70535778 70 1007650

TABLA IV. ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VIAS, DATOS COMPLETOS.

SE OBSERVAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS
GRUPCS TRATADOS Y LOS TESTIGO.

CELULAS SOMATICAS SIN INCLUSIONES DE LIPIDOS

FUENTE SUMA GL CUADRADOS VALOR PROBABILIDAD
CUADRADOS MEDIOS F UNA COLA
CON HORMONA 5575351 1 5575350 4.21 0.0463
DIA TRATAM 15488 2 7744 0.01 0.9942
INTERACCION 1628209 2 814104 0.62 0.5452
ERROR 556565081 42 1322980
TABLA V. ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VIAS, DIAS 3, 4 Y 9.

SE DIERON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS
GRUPOS TRATADOS Y LOS TESTIGO.
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TABLA VI. PESO (gr)

HEMBRAS MACHOS
EMBRIOR EMBRION
CONTROL MEDIA 15.01 15.64
DESVIACION 2.72 1.66
HO. DATOS 32 23
R
TRATADOS MEDIA 16.39 16.02
DESVIACIOH 2.45 2.60
NO. DATOS 60 €8
R

EL TRATAMIENTO CON PROGESTERONA NO AFECTO EL PESO TOTAL
DEL HUEVO NI EL PESO CORPORAL DEL EMBRION.
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DISCUSION

El andlisis de regresién lineal entre el peso del huevo y el
embrién sugiere que el peso corporal no esti en relacién con el
peso del huevo en los embriones de 17 dias de incubacién, de tal
manera gue esto no puede utilizarse para establecer un criterio
de seleccién de embriones.

Bas&ndonos en esa grafica de correlacién fue como se
establecié un limite inferior de peso (14 gramos) de 1los
embriones gue se tomaron para el estudio de las poblaciones
celulares del ovario; esto se realiza para descartar los
embriones que estuvieran retrasados en su desarrollo. Hay que
sefialar que el tratamiento no afectd el peso.corporal de la
totalidad de 1los embriones estudiados (tabla VI)

La proporcién de sexos en los distintos dias de tratamiento
mostré un 1ligero sesgo hacia los machos, principalmente
en el grupe tratado el dia 5 de incubacién; pero ccmeo se
demostré a través de una prueba de Xi cuadrada, no hay
diferencia significativa. Serfa interesante analizar mis
detalladamente la proporcién de sexos aplicando el tratamiento
por inyeccién, al dfa 5 de desarrollo embrionarie, para explorar
si la tendencia a un mayor nGmero de machos registrada en el
presente trabajo, puede deberse a un efecto masculinizante de la
progesterona, como lo describieron otros autores (Goodman, 1986;
Salter, 1953).

No hay diferencias en las proporciones de embriones

malformados para ambos sexos comparandolos con una prueba de Xi

32



cuadrada, lo que estd indicando que 1la dosis elegida no afecté
el desarrollo embrionario. Algunos autores describen una mayor
incidencia de malformaciones, pero utilizan dosis mayores de
progesterona (Salter, 1953; Mayers et al, 1880).

Se probaron dos vias de administracién con el fin de
determinar cuidl de ellos, inmersidén o inyeccién, era mas
confiable para estudiar el efectec de 1la progesterona. Los
embriones tratados por inmersién no mostraron claramente el
efecto de la hormona, mientras que en los tratados por
inyeccién se observé mejor la diferencia. Por esta razén se
eliminté el método de inmersi6én y se prosiguié con el de
inyeccién.

El conteo celular se realiza a los 17 difias de incubacién
porque es el momento en que la ovogénesis ha llegado al miximo de
su desarrollo y todavia no se inicia la atresia de células
germinales que ocurre en la mayoria de los vertebrados (Hughes,
1963) .

Con base en otros trabajos experimentales que se llevan a
cabo en nuestro laboratorio administrando estrégenos, se eligié
la dosis de 800 ng de progesterona por ser la dosis doble a
la eguivalente con la cual se obtiene efecto m&ximo con el
178-estradiol. )

Se inyecté a los enmbriones con 800 ng de progesterona los
dfas 2, 3, 4 y 5 de desarrollo embrionario porque en esta
etapa se lleva a cabo la diferenciacién ovarica en el pollo
(entre los dias 3 y 4) Y el dia 9 porque se inicia la etapa de

proliferacién de las ovogonias en el ovario ya formado.

33



Los inyectados el dia 2 de desarrollc no mostraron efecto del
tratamiento pues la cantidad de células es similar a la de
los 1lotes testigo. La diferencia en nGmero se fue haciendo
mayor al ir "avanzando el desarrollo. En 1los ovarios de los
lotea tratados 1los dias 3 y 4 se observé mAs claramente
el incremento celular, comparandolos con el lote testigo. Pero
el mayor efecto se obtuvo en los embriones de 5 dias de
incubacién, y se reflej6 en la cantidad de cé&lulas ovaricas,
lo que sugiere que durante la etapa de diferenciacién de 1la
génada el futuro ovarioc es sensible a las homonas esterroides y
el efecto de las mismas persiste durante un periodo polongado (12
a 14 dias).

Aunque se obtuvo diferencia significativa estadistico
mediante el andlisis de varianza, las pruebas der"t“ no dieron un
resultado similar. El1 que la comparacién entre los grupos
tratados los dias 2 y 5 se acerca a la diferencia significativa,
sugiere que tal vez aumentando el tamafio de muestra se podria
esclarecer la tendencia al aumento en la celularidad. También
seria interesante analizar el efecto de la progesterona entre los
dias 5 y 9 de incubacién para hacer un sequimiento continuo del
efecto de esta hormona.

Se ha demostrado que la proliferacién cortical del ovarioc es
dependiente de estrégenc {Scheib, 1983); pero sl se tiene en
cuenta que la progesterona ¢s considerada como un antiestrégeno
{Goodman, 1986), nosotros esperarfiamos gue esta hormona inhibiera
la prolifeacién celular, sin embargo &ste no fue lo observado. El

presente trabajo demuestra gque la progestercna en nuestras
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condiciones experimentales no estd ejerciendo una accién
antiestrogénica; al contajo, parecerfa que la hormona esta
actuando de manera similar a los estrégenos. Una explicacién
alternativa seria que, al ser la progesterona un intermediario
bicsintético para hormonas esteroldes, la misma pudo haber sideo
metabolizada por el ovario a otres compuestos, entre los que se
podrian encontrar la testosterona y el 17B8-estradiol (Bhagavan,
1974; Gore-Langton, 1988) . Es posible que el efecto de
esos metabolitos, principalmente el 17B-esradiol, sea el que
gse reflejs, promoviendo el incremento de cé&lulas ovAricas y no

la progesterona como tal.
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CONCLUSIONES

La progesterona no mostré efecto inhibitorio en el

desarrollo embrionaric del ovario; su accién promovi6 la

proliferacion de las células ovidricas.

De los tres tipos celulares que conforman el ovarilo,
células somaticas sin inclusiones de lipidos fueron las
sensibles al tratamiento, aumentando en cantidad.

La comparacién entre los grupos tratados y los testigo
estadisticamente significativa, siendo mayor el efecto
tratamiento aplicado a los 5 dias de desarrollo embrionario.

La progesterona no ejercié una accién clara sobre

las

mas

fue

del

la

proporcién de sexos y no aumentd la incidencia de malformaciones

congénitas.
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APENDICE

SOLUCIONES EMPLEADAS:
Dulbeco+AlbGmina

1.34 g Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Grand Island Biological
Co., New York, U.S.A. No. Cat. 430-2100).

0.10 g Albumin Bovine (Sigma Chemical Co., S5t. Louis, Mo., U.S.A.
No. Cat. A-7888).

Se disuelven en agua destilada, se ajusta el pH a 7.5 con

Bicarbonato de Sodio al 5% (coloracién rojiza, espuma rosada), y

se afora a 100 ml.

Solucién salina balanceada libre de Ca+ y Mg+

BaCl..eseoeressa8.0 g (J. T. Baker S. A. de C. V., México.
Ro. Cat. 3624).

KH2POdeioveeeass0.2 g (J. T. Baker S. A. de C. V., México.
No. Cat. 3246).

KCl..iiisavessa.0.2 g (Quimica Dind&mica, 8. A. de C. V.,
Monterrey, N. L., México. No. cCat. P4900).

Na2HPO4..:444...2.15 g (J. T. Baker S. A., México. No. cCat.
3828) .

H20 destilada...1000 ml

Disolver en el agua y ajustar el pH con Rojo Fenal, coloracién

rojiza.
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Tripsina
Tripsin (Grand Island Biological co., New York, U.S.A. No. Cat.
840-70721IL) .
Al 0.25%, adisuelta en solucion salina balanceada 1libre de

caz+ y Mg2+.

Inhibidor de Tripsina

Tripsin Inhibitor (Grand Island Biclogical Co., New York, U.S.A.
No. Cat. B40-707SII).

Al 0.25%, disuelto en solucién Dulbeco+AlbGnina.
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