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RESUMEN

Se evalué la accion de un inhibidor de aromatasa de naturaleza esteroidal el 1, 4,
6-androstatriene-3,-17-diona (IA), sobre la determinacién sexual y sobre
cambios a nivel de las génadas femeninas en embriones de pollo. A los 5 dias de
incubacion, se inoculd sobre la membrana corioalantoidea (MCA) 20, 200, 1,000 y
2,000 ug de IA. Los parametros evaluados fueron: Peso embrionario; porcentaje
de machos y hembras en cada dosis; peso gonadal (seco y humedo); conteo de
poblaciones celulares en el ovario izquierdo; cuantificacion en la biosintesis de
estrégenos y andrégenos in vitro, morfologia gonadal del ovario izquierdo y
cuantificacion de la mortalidad embrionaria posterior a la inoculacion del 1A. Todo
lo anterior se realizd6 a los 17 dias de incubacion. L.os resultados obtenidos
demostraron un aumento significativo (P < 0.01) en el peso humedo del ovario
izquierdo al comparar la dosis de 20 pg versus el testigo; en el peso seco se
obtuvieron diferencias similares, al comparar los mismos grupos (P < 0.05). En lo
que se refiere a la relacidn machos - hembras los resultados demuestran una
diferencia significativa (P < 0.05) al ser comparados el grupo testigo vs 20 ug,
obteniendo un mayor porcentaje de hembras en el grupo tratado. La morfologia
gonadal no presento diferencia entre el grupo testigo versus el grupo tratado,
ambos demuestran el arreglo celular de un ovario de embrion de pollo al estadio
correspondiente, sin encontrar presencia de ovofestis.

En la cuantificacion hormonal, no se encontraroh diferencias significativas en la
biosintesis de estrégenos y androgenos. Hubo una respuesta estadisticamente
significativa (P < 0.05), en la produccién de estrégenos al estimulo con la
hormona gonadotropina coridnica humana tanto en el grupo testigo como en el
grupo tratado con 20 ug de IA. La mortalidad provocada por la inoculaciéon del 1A
de los grupos tratados versus el grupo control, no presentd diferencia
significativa, a excepcidn de las dosis de 1,000 y 2,000 ug que registraron 100%
de mortalidad en los embriones. En la dosis de 200 yg no se observaron

diferencias significativas en ninguno de los parametros anteriores.



SUMMARY

it was evaluated the action of an hibitor of sterold aromatase 1,4,6-
androstatriene-3,-17-dione (IA), on sexual determination and the female gonads
changas produced in chick embryos. Al the fifth day of incubation, 20, 200, 1,000
and 2,000 pg of 1A was inoculated on the chorlolantoidea membrane. The
parameters evaluated were. embryo weight, percentage of males and females,
gonads weight (dry and wet); count of cellular populations in the left ovary; in vitro
cuantification of androgens and oestrogens; morphology of the left ovary and
cuantification of embryo mortality. The evaluation were made at the 17th day of
incubation. The results show a significative increase (P < 0.01) in the wet weight
of the left ovary comparing the dosage of 20 ug versus. control group; in the dry
weight there was a similar difference when the same groups were compared (P <
0.05). In the male-female relationshiph the results showed a significative
difference (P < 0.05) when the control group was compared vs. 20 ug, obtaining a
biggest percentage of females in the treated group. There was no difference in the
gonads morphology between the control group versus the treated group, both
showed the cellular arrangement of an ovary of chick embryo in the corresponding
stage, without presence of ovotestis. In the hormonal cuantification there was no
significative differences in the biosynthesis of androgens and oestrogens. There
was a significative difference (P>0.05) in the production of oestrogens after the
application of human corionic gonadotropin, both in the control group and in the
group treated with 20 pg of 1A. There was no significative differences in the
mortality produced after the inoculation of 1A in the treated groups vs. control
group, except in the dosage of 1,000 and 2,000 ug where it was 100% of mortality
of chick embryos. There was no significative difference in the dosage of 200 g in

none of the anterior parameters.



INTRODUCCION

Durante los ditimos dos siglos se han desarrollado mas de 300 variedades y razas
puras de pollos. Sin embargo, son pocas las que han sobrevivido comercialmente

en la industria avicola para ser utilizadas por criadores en la actualidad (51).

En los primeros dias de la industria avicola comercial, la mayoria de los pollitos
que se vendian representaban razas puras o variedades de las mismas. Sin
embargo, gradualmente se fueron cruzando dos o mdas razas para mejorar |la
productividad, de manera especial en el caso de las aves criadas para produccién
de carne, se han desarrollado nuevas razas hibridas (51).

En los ditimos afios la avicultura ha constituido un ejemplo de eficiencia
productiva y cooperacion en los niveles de alimentacion de la poblacion del pais.
En el caso del poilo de engorda, la avicultura a evolucionado notablemente, asi,
tenemos que en el aino de 1950 se lograba en 12 semanas obtener un producto
terminado con una conversion alimenticia de 3.2 : 1, en la actualidad la avicultura
ha experimentado un notable desarrollo en la produccién de carne y huevo. El
incremento en la produccién de ambos se debe principalmente a los avances que
han ocurrido en materia de genética, nutricion y sanidad, asi como la creacién de
nuevos sistemas de maneje en la crianza y produccién de aves. (4,10,58).
Actualmente los sistemas de crianza de pollo de uno y otro sexo en el mismo
lugar durante ocho semanas hace que el promedio de peso vivo de la parvada
sea de 2.5 Kg, sin embargo el peso del macho es de aproximadamente 2.8 Kg y el
de la hembra de 2.2 Kg. Razén por lo cual, se obtienen mejores ganancias con la

crianza de machos. (58).



Crianza por sexos separados

Para la formulacion de alimento se debe tener un promedio de peso do machos y
hembras, por lo cual la dieta para la hembra es demasiada ¢ insuficiente parg o
macho. Segun este concepto, constituye un beneficio potencial reducir el coslo do
alimentacion, de manera que se proporcionen raciones alimenticias a machos y
hembras que sean mas reales a sus requerimientos nutricionales. Criar a las Avos
por sexos separados muestra menor variacion de pesos, por lo cual resulta

conveniente cuando la demanda de aves las exige del mismo tamario (61,68).

Ventajas de criar machos

El peso de los machos para mercado sera de 0.5% mas que las hembras, por
cada dia adicional que se mantengan con alimento. Los machos convierten el
alimento a carne mas eficazmente que las hembras; éste requiere 1.937 g de
alimento para producir un kilogramo de peso vivo, mientras que las hembras
requieren 2.150 g de alimento para producir el mismo peso. Esto indica una
conversion alimenticia de 1.94 y 2.15 respectivamente. A las cuatro semanas de
edad, los machos tienen 113% del peso de las hembras, y a las ocho semanas
tienen 127%, éstos aprovechan con mas eficacia las xantofilas del alimento que
las hembras y crecen mas rapido. Para producir 2.0 Kg requieren 49 dias
aproximadamente, mientras que las hembras requieren de 56 dias, lo cual hace
una diferencia de siete dias. Las necesidades de energia para un .crecimiento
6ptimo son mayores en machos que en hembras. Si-se complementa energia a
los machos, terminaran con mas de 100 g que las hembras, pues éstas no
responden igual al estimulo de energia; para un crecimiento 6ptimo, los machos

requieren mayor porcentaje de proteina y aminoacidos (51,58).



DESARROLLO EMBRIONARIO

Los huevos producidos por las aves poseen una gran cantidad de yema,
generalmente presente en grandes granulos llamados plaquetas de la yema. La
yema se concentra hacia el polo inferior o vegetal del huevo, mientras que el
citoplasma se concentra hacia el polo superior ¢ animal. Estos huevos se les
denomina telolécitos (yema terminal) (83).

E! desarrollo de un nuevo individuo comienza con la formaciéon de évulos y
espermatozoides en miembros de la generacidon anterior. Durante la
gametogénesis, la meiosis reduce el nimero de cromosomas del estadio diploide
al estadio haploide, y hay una seleccion al azar de los genes especificos que se
uniran en el nuevo individuo y guiaran su desarrollo (7,83). Después de la
ovulacién y la fertilizacion que ocurre en el infundibulo del oviducto, existe una
rapida division celular (mitotica, denominada segmentacion), esto ocurre
aproximadamente tres horas después de haber sido fertilizado e! huevo por el
espermatozoide. Asi, la divisidn celular inicia en: 2, 4, 8, 16, 32. (Figura 1)
(7,33,83). La segmentacion continua y da pronto origen a un proceso de
desarrollo embrionario llamado mdrula (del latin mora, por su aspecto' esférico y
segmentado), blastula (Figura 2) y gastrula, en ésta fase del desarrollo, el
blastodermo o embrioblasto, como se llama a la membrana formada por la
segmentacién, es mas delgado y mas transparente en su parte central,
denominada area pellcida, y mas grueso en sus bordes, que forman el area
opaca, y es visiblera simple vista cuando se abre un huevo fértil, (con un tamafio
aproximado de 3.5 mm) (Figura 3) (estadio 3) (7,29,33,58).

En los huevos telolécitos, al principio todos los planos de segmentacion celular
son verticales y todos los blastdmeros se encuentran en un solo plano, los surcos

de segmentacion separan los blastémeros entre si, pero no los separan de la




yema. Al continuar la segmentacion se desprenden mas células y se unen a las
del centro, pero los nuevos blastomeros continian también con la yema
subyacente no segmentada. Los blastdmeros centrales llegan a separarse de la
yema subyacente por divisiones celulares con planos de segmentacion
horizontales. Asi este tipo de segmentaciones (horizontales) separan un
blastémero superior que es una célula con una membrana plasmatica completa,
separada de sus vecinas y de la yema, y un blastomero inferior que permanece
conectado a la yema. Los blastémeros situados en el margen del disco y las
células inferiores en contacto con la yema pierden finalmente las hendiduras que
los separaban y se fusionan en un sincitio continuo con muchos nucleos, llamado
periblasto, que no participa en la formacidn del embrién pero que se cree que
divide la yema y pone su contenido nutritivo a disposicidon del embridn en
crecimiento (83).

Los blastomeros libres con membranas plasmaticas completas estan rodeados de
dos capas, un epiblasto superior, y debajo de él una delgada capa de células
epiteliales planas, el hipoblasto. Este esta separado del epiblasto por una
cavidad, el blastocele, y de la yema subyacente por otra cavidad, el espacio
subgerminal, este espacio sélo aparece debajc de la porcidon central del
blastodermo, (Figura 1) (83).

La gastrulacion en las aves se efectua por una forma de migracién celular, las
células del epiblasto se mueven hacia abajo aisladamente. Al principio, una
banda de epiblasto que se extiende hacia delante en la linea media del embrién,
desde el borde posterior del area pellucida, se engrosa como la linea primitiva,
con un surco estrecho, el surco primitivo, en su centro. en el extremo anterior de
la linea primitiva hay un nudo engrosado de células, el nudo de Hensen. El
engrosamiento del epiblasto en la faja primitiva es provocado por la migracién de

células procedentes de la parte lateral del epiblasto. Las células de éste se



invaginan en la linea primitiva, se desplazan al espacio situado entre el epiblasto
y el hipoblasto y llegan & este ultimo formando una masa de células moviles. Las
celulas continuan emigrando, moviéndose hacia los lados y adelante desde la
linea primitiva. Esta es una estructura dindmica y persiste aunque las células
comprendidas en ella estan cambiando constantemente al llegar procedentes del
epiblasto, se hunden en la linea primitiva, luego se desplazan lateral y
anteriormente en el interior. El mesodermo presuntivo crece lateralmente y
anteriormente desde la linea primitiva, entre el epiblasto que se convierte en
ectodermo, y el hipoblasto. Las células del hipoblasto original mas otras células
que emigran hacia la capa inferior desde la linea primitiva forman el endodermo

(estadio 5) (Figura 2,3,4 y 5) (7,29,33,83)



Figura: 1

Etapas sucesivas de la segmentacion de un huevo de gallina.
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Figura: 2

Blastulacién y gastrulaciéon de un huevo de gallina.
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Figura: 3

Embrioblasto visto dorsalmente
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Figura: 4

Embrioblasto visto lateralmente

Epiblasto

Hipoblasto
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Figura: 5
Embrioblasto visto lateralmente y con un corte longitudinal

Membrana cloacal

Ectodermo

esodermo

Membrana bucofaringea

Endodermo

Posteriormente las tres capas germinativas basicas pueden comenzar a formar
nuevos tejidos y la diferenciacion de organos. De esta manera, e ectodermo
formara la piel, plumas y el sistema nervioso;, el endodermo, originara el
revestimiento del intestino y las glandulas del aparato digestivo y el aparato
respiratorio; el mesodermo, dara origen a los musculos, el sistema vascular, los
érganos reproductores y el sistema éseo (estadio 7) (7,29,33).

Siguiendo el desarrollo embrionario, con constantes éptimas en lo que se refiere
al proceso de incubacion (temperatura, humedad, ventilacion y volteo), se inicia la
organogénesis aproximadamente entre 26 a 29 horas de vida embrionaria
(estadio 8) (29), iniciando con el desarrolio del neuroporo anterior como una
abertura del tubo neural, que se ha formado por el cierre de los pliegues
ectodérmicos. La parte anterior del cerebro a empezado a formarse en el extremo
capital del tubo neural. El corazén aparece al segundo dia, con una velocidad en
el latido de 220/minuto. Al final del segundo dia (estadio 12) (29), se forman

ciertos pliegues hacia arriba del embrion que se aproximan gradualmente unos a
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otros para formar un techo sobre dicho embrion. Cuando estos pliegues se unen,
las dos capas internas se fusionan y las dos capas externas lo hacen también, de
modo que la cubierta tiene una doble pared. La pared interna que rodea
directamente a la cavidad que encierra al embrién se llama amnios, la pared
externa se denomina corion. Durante el tercer dia de incubacion, el embridn
descansa sobre su lado izquierdo. Al llegar este momento, se ha formado la
alantoides como un desarrollo externo de la parte posterior del intestino (estadio
18) (5,7,29,33).

A medida que el embrion aumenta de tamano, la alantoides se extiende hasta que
su superficie externa se pone en intimo contacto con la superficie interna del
corion. Segun va reduciéndose la cantidad de clara del huevo, la alantoides se
adapta estrechamente a la superficie interna del corion, que a su vez se apoya
contra la membrana interna del cascardn (estadio 22) (29). De este modo, la
alantoides sirve de érgano respiratorio y excretor por medio del cual se recibe el
oxigeno y se elimina el anhidrido carbonico y recibe las excreciones de los
rinones del embrion. La alantoides absorbe los principios nutritivos de la clara y el
calcio de la cascara para la nutricion del embrién (7,29,33).

Hacia el quinto dia, en el embrién, se pueden cbservar varias caracteristicas
externas. La curvatura del embrién es tal que la cabeza y la cola se aproximan
(estadio 25) (29). El cerebro consta de tres partes, los ojos y el corazén son
claramente visibles. Ciertas protuberancias correspondientes a las patas y a las
alas indican los primordios de unas y otras. En esta época, el embrién del pollo es

muy similar al embridn de cualquier mamifero (7,33).
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LA DIFERENCIACION SEXUAL

Los mecanismos por los cuales se determina el sexo de un individuo ha sido una
de las grandes preguntas por los estudiosos de la embriologia desde Ia
antigliedad. Aristdteles, quien colectaba y disecaba embriones comentaba: “Entfre
mayor sea la pasién al momento de la cépula, mayor sera la probabilidad de
nbtener un macho", ademas recomendaba tratar de copular en la primavera y asi
obtener al heredero.

Sus hipétesis acerca de la determinacion sexual eran tres:

1.- La mujer fue un hombre en un estadio muy temprano de su desarrollo
embrionario, pero se detuvo su evolucion.

2.- La mujer es un hombre mutilado al que se detuvo su desarrollo, por que la
frialdad del utero supero la calidez del semen del hombre.

3.- La mujer fue enfriada pasivamente, y los 6rganos sexuales femeninos no

maduraron hasta el punto en que no son observables.

Galeno alrededor del afio 200 escribio: El género humano es el mas perfecto de
todos los animales, sin embargo el hombre es mas perfecto que la mujer, y la
razén de esta perfeccién es su excesiva “pasion”, esta condicion es el instrumento
primario natural... La mujer es menos perfecta que el hombre, respecto a sus
partes generativas. Estas partes fueron formadas en ella cuando era un feto, pero

no pudieron emerger hacia el exterior por falta de calor (63).

Sin embargo hoy en dia se conoce que la diferenciacién sexual de las génadas es
un proceso secuencial, ordenado que tiene diferentes niveles (13,27,53,63). El
sexo de un embrién es determinado en el momento de la fecundacion por el

mecanismo genético XX o XY en los mamiferos, y ZZ o ZW en las aves. En los
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mamiferos, el sexo homogametico (XX) se asocia a la diferenciacion ovarica, y da
lugar al fenotipo femenino; el sexo heterogamético (XY) se relaciona con la
diferenciacion testicular y por consiguiente, a la formacion del fenotipo masculino.
En las aves se encuentra el caso opuesto, las hembras desarrollan ovarios, sin
embargo sus cromosomas sexuales son heterogaméticos (ZW), mientras que los
machos desarrollan testiculos y son homogaméticos (ZZ) (22,34,35). Entonces el
genotipo del cigoto, determina la naturaleza de las gonadas, las cuales a su vez
determinaran el fenotipo macho o hembra. Aunque el sexo genotipico es fijado al
momento de la fertilizacion, el sexo fenotipico del embridn no se manifiesta hasta

pasado un tiempo (13,22,53).

El factor determinante de testiculos

Estudios hechos en humanos demostraron que el cromosoma "Y" existe un gen
denominado SRY (siglas de Sex determining Region of the Y chromosome o
regidn determinante del sexo en el cromosoma Y), (en ins demas mamiferos el
gen se le ha denominado Sry), éste se localiza en el brazo corto del cromosoma Y
en una region de 15 Kb, el cual al transcribirse produce el FDT “factor
determinante de testiculos" (11,13,22,24,27,30,65,71,77). EI FDT, juega un
papel importante y se le ha considerado como el “swifch” para otros genes
involucrados en la determinacion sexual (13).

Un principio general en el desarrolio del fenotipo macho requiere la accién de
sustancias producidas por los testiculos, en la ausencia especifica de estas
sustancias o la falta de capacidad de responder a éstas el fenotipo resultante sera
el de hembra (22,30,82).

Se ha mencionado que en las aves posiblemente existen genes remanentes con

homologia al FDT (13). Es posible que el FDT estimule algunos genes activando
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con elio la sintesis de la hormona anti mulleriana (HAM) y de algunas enzimas
(aromatasa P450 arom), que intervienen en la sintesis de esteroides gonadales.
Actuando sinergicamente con el FDT, para la determinacion sexual de machos, |a
HAM causa regresion de los conductos mullerianos en el embrién y puede actuar
como agente para la formacién de testiculos. Entre otras acciones puede también
regular los niveles gonadales de hormonas esteroides a traves de inhibir al
complejo enzimatico aromatasa (13,22,23,27,30,60,63,75,82,89).

Varios genes son los encargados de la determinacion sexual , la presencia de una
porcibn de el cromosoma Y, y otros genes son esenciales para iniciar el
desarrollo de cordones sexuales en el tejido conectivo de las génadas
indiferenciadas, que se uniran y formaran la rete testis en el testiculo ya
diferenciado (22,60,63,).

La parte codificadora de la informacion genética para ¢l FDT aparece por
separado del area del cromosoma que codifica para el antigeno H - Y, este es un
antigeno menor de histocompatibilidad, y que solamente se ha determinado en los

machos (46,53,70,78,80).

Formacion y colonizacion de la cresta urogenital

En las aves (Gallus gallus), a los 2.5 dias de incubacién (estadios 16 - 17) (29), el
epitelio dorsal, formado de 2 a 3 capas de células, da lugar a la cresta urogenital,
esta region es colonizada posteriormente por las células germinales primordiales,
las cuales se ubican inicialmente en el endodermo del saco vitelino.

En los embriones las células germinales primordiales se localizan en la pared del
saco vitelino cerca del alantoides (en los capilares, en la region posterior de la
arteria onfalomesentérica). Durante las primeras 23 a 29 horas de incubacién

(estadio 7 - 8) (29), las células germinales primordiales, se separan del
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endodermo y son acarreadas a través de los vasos sanguineos, en este trayecto

se dice que realizan movimiento pasivos, mas tarde aproximadamente a las 60

horas de incubaciéon (estadios 15 - 18) (29), las células germinales primordiales
salen de los vasos sanguineos en el mesodermo esplacnico posterior de la arteria
onfalomesentérica. Hacia los 3 y 4.5 dias de incubacion (estadio 20 - 24) (29), las
células germinales primordiales, migran rumbo a la cresta urogenital llevando a
cabo movimientos ameboideos; a esta forma de desplazamiento se le da el
nombre de movimiento activo.

Se ha propuesto que éstas células son llevadas a su destino a través de los vasos
sanguineos, y que posiblemente responden a un factor quimictactico emitido por
la gbnada indiferenciada. Aunque todavia no se han elucidado los mecanismos
que dirigen el trayecto de las células germinales primordiales, se ha observado
que la fibronectina, que es una glicoproteina de 220 Kilodaltons la cual forma
parte de la matriz extracelular, esta presente en las rutas migratorias de las
céluias germinales primordiales hacia la gonada indiferenciada y dependiendo del
lugar que colonicen (corteza = ovario o médula = testiculo), la goénada
indiferenciada, desarrollara la morfologia previamente implicita

(1,17,18,42,43,92).

El desarrollo gonadal y su situaciéon anatémica durante el
desarrollo embrionario

En las aves (Gallus gallus), 1as gdnadas inciferenciadas son un par de eminencias
longitudinales llamadas crestas o pliegues gonadales situadas a ambos lados de
la linea media entre el mesonefros y el mesenterio dorsal.

E! desarrollo del sistema genital, es una fase que ocurre en la diferenciacién de

todos los individuos. El desarrollo de las gbnadas es una situacién Unica en el
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desarrollo embrionario. Todos los demas 6rganos rudimentarios normalmente se
diferencian al érgano del cual ya existe uno determinado embrioldgicamente. Un
pulmén rudimentario o en desarrollo solamente podra convertirse en el érgane
definitivo pulmén, y un higado rudimentario unicamente se transformara en un
higado funcional, sin embargo las gdnadas rudimentarias se podran diferenciar
teniendo 2 opciones. Cuando este 6rgano se diferencie puede hacerlo hacia
ovario o hacia testiculo. Antes de que se determine la decisién se puede hablar
de que las génadas aln no han sido diferenciadas, durante este tiempo no
existen caracteristicas femeninas ni masculinas (63).

En el desarrollo embrionario de las aves la formacion de gonadas indiferenciadas
ocurre aproximadamente entre las 84 y 96 horas (estadios 22-23), y permanece
en su estado indiferenciado hasta el dia 5 6 finales de éste (estadios 25-27)
(29,33). Durante este estado indiferenciado, una vez que las células germinales
primordiales han llegado a la cresta urogenital, se establecen distintos grupos
celulares (gonocitos y células mesenquimatosas) de manera irregular, y son
rodeadas por células mesenquimatosas. Posteriormente hay una invasién de
vasos sanguineos que, junto con las células del mesénquima separan la génada
del tejido mesonéfrico. A continuacion se forma una lamina basal que rodea al
epitelio genital.

En el embridbn macho la diferenciacion gonadal se caracteriza por la separacion
qué ocurre entre el tejido medular y el epitelio celdmico. Las células germinales
primordiales migran hacia la zona medular, el mesénquima y los vasos
sanguineos provenientes de la region mesonefrica invaden la gonada, separan el
area medular del epitelio celdmico y se establece la tunica albuginea. Los
cordones sexuales se extienden dentro del tejido conectivo (médula), estos,
cordones se fusionan unos con otros para formar dentro de la médula la rete testis

y los tubulos seminiferos Durante el desarrollo fetal las células mesenquimales
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intersticiales de los testiculos se diferenciaran a células de Leydig, que son las
encargadas de producir testosterona. Las células de los cordones testiculares
procedentes del epitelio celomico se diferenciaran a células de Sertoli, las cuales
nutriran el esperma y son las encargadas de secretar la hormona antimulleriana
(22,26,30,63,68,82). Existen investigaciones que han demostrado que en el
cromosoma Y existen genes que determinan la presencia de la linea celular de
Sertoli, que es el primer tipo celular en diferenciarse (22,30,37).

En las hembras, las células germinales se instalan cerca de la superficie de la
gonada indiferenciada (corteza), los cordones sexuales machos empiezan a
degenerar, sin embargo el epitelio, inicia un nuevo tipo de cordones sexuales, los
cuales no penetran dentro del tejido mesenquimal, si no que permanecen cerca
de la superficie (corteza) de la gbnada, estos cordones se empiezan a ramificarse
formando esferas, las células germinales se convierten en ovos que son rodeados
por el epitelio de los cordones sexuales, que se diferenciaran en células de la
granulosa. Las células mesenquimales del ovario se diferenciaran en células de la
teca, juntas las células de la teca y las células de la granulosa formaran los
foliculos, que envuelven a las células germinales y secretaran hormonas
esteroides. Cada foliculo contiene una céluia germinal.

Una de las caracteristicas particulares de la clase aves presente en la mayoria de
las especies, es la asimetria ovarica (que inicia a partir del séptimo dia). El
epitelio de la génada derecha pierde su arreglo y se convierte en una capa de
células planas que se separan de los cordones epiteliales internos. El conducto
de Muller izquierdo queda intacto y seran diferenciados en oviducto, (infundibulo,

magnum, istmo, utero y cloaca), mientras que ios conductos de Woliff, empiezan a
degenerarse (5,41,63,71).
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La esteroidogénesis

La biosintesis de hormonas esteroides aparece unicamente en el phylum de los
vertebrados incluyendo los mamiferos, aves reptiles anfibios, teleosteos, peces,
elasmobranquios, y miembros del género Agnatha (lampreas). También ha sido
descrito en algunos protocordados como el Amphioxus.

Los esteroides son un grupo de compuestos que exhiben un amplio espectro de
efectos bioldgicos, entre los que destacan la homeostasis hidroelectrolitica el
dimorfismo sexual y la funcién reproductiva. Son lipidos no saponificables, poco
solubles en agua y que tienen en comdn el poseer como nucleo quimico basico el
ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 6), este hidrocarburo ciclico esta
constituido por diecisiete atomos de carbono dispuestos en tres anillos de seis
atomos de carbono y un anillo de cinco atomos de carbono. La introduccion de un
grupo metilo en el C-13 del ciclopentanoperhidrofenantreno constituye un
hidrocarburo de 18 atomos de carbono denominado estrano (figura 7), que es la
estructura quimica basica de las hormonas esteroides con actividad estrogénica.
la introduccién de un grupo metilo en el C-10 del estrano constituye un
hidrocarburo de 19 atomos de carbono denominado androstano (figura 7), que es
la estructura quimica basica de las hormonas esteroides con actividad
androgénica. La adicién de 2 atomos de carbono en el C-17 del androstano
constituye un hidrocarburo de 21 atomos de carbono denominado pregnano
(Figura 7), que es la estructura quimica basica de las hormonas esteroides con
actividad progestacional. Finaimente, la adicidn de una cadena lateral alifatica de
6 atomos de carbono en el C-20 del pregnano, constituye un hidrocarburo de 27
atomos de carbono denominado colestano (Figura 7), que es la estructura basica

del precursor comun de todas las hormonas esteroides, el colesterol.
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La mayor parte de estas hormonas sintetizan en las glandulas de secresion

interna (suprarrenal, ovario y testiculo)

(5,13,20,23,35,39,50,57,67,71,72,73,74,83).

Figura: 6

Representacién convencional del ciclopentanoperhidrofenantreno,

nucleo quimico basico de los esteroides.
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Figura: 7

Hidrocarburos basicos de las diferentes hormonas esteroicdes.
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Biosintesis de las hormonas esteroides

Como todas las hormonas esteroides, para poder iniciar la biosintesis de estas
necesitan de un precursor, que es el colesterol, después mediante catalizadores
se biosintetizaran progesteronas, andrégenos y por ultimo estrégenos.

Las hormonas esteroides involucradas en el desarrollo del fenotipo masculino
durante la vida embrionaria, de la virilizacion, espermatogénesis y desarrollo de
las estructuras sexuales secundarias masculinas en el adulto, son los
andrégenos. Su estructura quimica basica es la del hidrocarburo androstano,
constituido por 19 atomos de carbono, con sustituciones especificas (Figura 7).

El primer paso en ia ruta de biosintesis de los andrégenos lo constituye la
conversidn a nivel mitocondrial (Cuadro 1), de colesterol a pregnenolona, que
tiene como paso limitante Ia hidroxilacion enzimatica en C-20.

Los andrégenos inducen en el sistema nervioso central del embrién masculino un
fenébmeno conncido como virilizacion hipotaldmica, por medio del cual se
establece en el macho un patréon de secresidén tonica (no ciclica) de
gonadotropinas hipofisiarias y un patrén de conducta sexual masculina a partir de
la pubertad y durante la vida del adulto. (6,12,24,63,64,67,87).

Una de las areas mas controvertidas de la determinacion sexual secundaria
involucra el desarrollo y comportamiento especifico de cada sexo: En las aves
canoras la testosterona es la hormona involucrada en el crecimiento de racimos
de neuronas especificas en el encéfalo. Todos los machos cantan
elocuentemente, mientras que las hembras el canto lo desarrollan muy poco. La
capacidad de cantar es controlada por seis diferentes racimos de neuronas en el
encéfalo aviar, los axones de las neuronas conectan entre si a cada racimo. En
los machos se ha observado que estos nucleos de neuronas son mas grandes

que en las hembras. Entonces se ha demostrado que la testosterona se ve
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involucrada en el canto de las aves, y se ha observado que en adultos machos
existe una correlacion entre la “cantidad” de canto y la concentracién de
testosterona sérica (23,24,63,64,87).

Los andrégenos poseen, ademas, una gran actividad anabdlica y por lo tanto su
administracién es seguida de un incremento significativo en la sintesis proteica.
Los andrégenos auto-regu'an su sintesis testicular al modular la biosintesis y

liberacion de gonadotropinas hipofisiarias (20,23,63,85,87).
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Andrégenos, estrégenos y la enzima aromatasa

Como ya se habia mencioriado, la biosintesis de esteroides aparece unicamente
en el phylum de los vertebrados. Los estrogenos constituyen un grupo de
hormonas esteroides responsables de la construccion del fenotipo femenino en la
etapa pospuberal, al estimular el desarrollo de las estructuras sexuales
secundarias. La actividad biolégica de los estrégenos esta relacionada con el
establecimiento del aparato reproductor femenino de los vertebrados, asi como
con el desarrollo de los caracteres sexuales femeninos secundarios. Junto con los
péptidos liberados por el hipotdlamo y las hormonas hipofisiarias, los estrégenos
controlan la conducta reproductiva femenina de las aves (3,9,63,72,87).

La estructura quimica basica de los estrogenos es la del hidrocarburo estrano,
constituido por 18 atomos de carhono (Figura 7). L.a biosintesis de los estrégenos
se realiza a partir de acetato utilizando el colesterol, la androstenediona y la
testosterona como intermediarios obligatorios. A partir de los androgenos, la
biosintesis de estrogenos se efectia a través de una secuencia de reacciones
enzimaticas, genéricamente conocida como proceso de aromatizacion, indicando
la transformacion del anillo A neutro de los andrégenos en un anillo aromatico. La
biotransformaciéon de un androgeno a un estrégeno (aromatizacion) requiere tres
oxidaciones consecutivas, cada una de las cuales consume una mola de oxigeno
y una mola de NADPH. Este proceso que se inicia por la hidroxilacién enzimatica
en el carbono 19, constituye el paso limitante y es catalizado por la 19-esteroide
hidroxilasa de localizacion microsomal, a continuacion se introduce un segundo
grupo hidroxilo, con la consecuente eliminacién estereospecifica de un atomo de
hidrégeno y por la pérdida de una molécula del carbono-19, que se elimina como
acido féormico. Los complejos enzimaticos que participan en el proceso de

aromatizacion estan intimamente relacionados con el citocromo P-450. En efecto,
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la adminisrtracion experimental in vivo o in vitro de inhibidores de citocromo P-450

se ha utilizado para bloguear la bioconversion de androgenos a estrégenos

(13,62,67,79,82).

En muchas especies de vertebrados que han sido examinados, la expresion de la
aromatasa ocurre Unicamente en las gonadas y el encéfalo. La biosintesis de
estrégenos en el encéfalo esta implicada en el comportamiento sexual tales como
deseo de copular y la frecuencia de ésta accion, asi como un marcado dimorfismo
sexual.

La enzima aromatasa en pollos machos “normales”, la cantidad es expresada en
pequenas cantidades, mientras que en las hembras esta enzima se encuentra en
mayor proporcion, y no solamente se encuentra a nivel de las gonadas, sino que
también se localiza a nivel de encéfalo, barbillas, crasta, pulmon, bazo, buche
glandulas adrenales, corazén, molleja, tejido adiposo, glandula uropigea, rifidn,
intestino, musculo, higado, oviducto y piel, determinando asi el patrén de
emplume propio de las hembras y machos (64,87).

En el ovario los androgenos son sintetizados principalmente como intermediarios
de la sintesis de estrégenos. De ahi que los andrdgenos pueden ser divididos en
dos grupos, los aromatizables y los no aromatizables. Dentro del primer grupo se
encuentran la dehidroepiandrosterona (3R-hidroxi-5-androsten-17-ona), la
androstendiona (4-andrcsten-3,17-diona) y la testosterona (17R-hidroxi-4-
androsten-3-ona). Los andrégenos ovdricos no aromatizables incluyen a los.

5a -reducidos como la 5a -dihidrotestosterona, la 5 a -androstan-3,17-diona, la

- androsterona y la epiandrosterona, asi como el 5 « -androstan-3-17-diol y su

epimero & (12,83).
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Recientes investigaciones han demostrado que el gen que codifica la sintesis de
la enzima aromatasa se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 en la

posicion 0.16 (76).
Inhibidores de aromatasa y antihormonas

Hoy en dia existe una fuerte demanda en terapéutica endocrinoldgica, de
compuestos con actividad antagonista hormonal, lo que estimuld el desarrollo de
moléculas sintéticas esteroides y no esteroides que impiden los efectos adversos
de las hormonas esteroides naturales en ciertas condiciones patologicas
(produccién hormonal anormal, neoplasias hormono dependientes) (36,79).

Para su uso clinico, las antihormonas deben de poseer baja toxicidad y muy poca
0 nula actividad hormonal intrinseca. Ei mecanismo de accidbn de estos
compuestos antagonistas se ejerce atraves de su union a los sitios activos del
receptor, en forma competitiva con la hormona natural impidiendo asi su
expresion bioldgica (transcripcional y posttranscripcional). En efecto, el
antagonista se une al receptor, y, a nivel nuclear, se acumulan complejos
antagonista-receptor. Esta acumulacién produce una deplecidn sostenida de la
poblacion citoplasmatica de receptores y, ademas, altera las funciones del
receptor en el genoma celular.

En la actualidad no se dispone aun de compuestos con actividad antihormonal
ideales, debido esencialmente a que su comportamiento farmacolégico puede
variar en funcion de la dosis, via de adrinistracion, modo de empleo y aln de
variaciones interespecie. Por ejemplo, el tamoxifen es un potente antiestrégeno
en aves y anfibios, mientras que en el humano, segun la dosis, tiene efectos
antiestrogénicos pero también estrogenicos y, por el contrario, en roedores y en el

perro, su actividad es completamente estrogénica (12).
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Los inhibidores de aromatasa actian de 2 formas: Pueden actuar inhibiendo la
enzima aromatasa por la unién en el sitio activo, o bien pueden interferir con la
reaccion de hidroxilacion por la unién del citocromo P-450.

La inhibicion de la enzima P-450 arom, es la reconstruccion de un extenso
sistema de esteroides sintetizados de isémeros 19R.

Algunas caracteristicas de los inhibidores de aromatasa es que deben de ser muy
similares a los esteroides naturales y deben de poseer las caracteristicas de ser
lipidos no saponificables, poco solubles en agua (hidrofébicos), solubles en

solventes organicos (49).
Administracion exdgena de esteroides

Esta técnica ha sido utilizada en diferentes especies de anfibios, mediante la
inyeccién hormonal en la cavidad corporal de las larvas, o al sumergirlas en una
solucién hormonal acuosa. Los resultados logrados variaban de acuerdo ¢on la
especie animal, con el tipo de esteroide y la dosis aplicada. Asi, por ejemplo, al
administrar la testosterona, se obtuvo la total reversion sexual sobre las hembras
de las especies Rana temporaria, (19), y Rana Sylvatica (44). El efecto del
estradiol fue radical sobre la especie Rana temporaria al ser aplicado en dosis
altas (19), mientras que en la Rana esculeta se requeria de dosis bajas para
lograr el efecto feminizante (54).

Uno de los trabajos mas relevantes con mamiferos es el que se realizé en
'marsupiales. Debido a que en este orden la diferenciacién gonadal se lleva a
cabo después del nacimiento, se aplicé dipropionato de estradiol a e‘mbriones
machos de la especie Didelphis virginiana y observé la diferenciacién gonadal

hacia ovotestis u ovarios, dependiendo de la dosis de la hormona administrada

(8).
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Los esteroides exégenos como moduladores del sexo gonadal en
las aves

Existen trabajos en los cuales se observa el papel fundamental de las hormonas
esteroides en la diferenciacion gonadal de las aves.

Wolff y Ginglinger en 1935 (88), administraron 17R- estradiol a embriones de
pollo y observaron la feminizacién de las gbénadas y estructuras sexuales
accesorias.

Wolff en 1951, al castrar embriones de pato, vio que éstos desarrollaban un
fenotipo masculino independiente del sexo genético.

Wolif en 1979 administro estradiol a embriones de polio machos y obtuvo como
resultado ia formacién de ovotestis y una aiteracion en la secresion de esteroides

por las gonadas (88).

Maraud y Vergnaud en 1986, realizaron un experimento en el cual administraron
su proyecto experimental en 4 grupos, de embriones de pollo de tres dias de
incubacion: E! primer grupo consistid6 de embriones de pollo fenotipicamente
hembras a las que se les realizo un injerto celémico de 2 testiculos donados de
un embrién de polio de 13 dias de incubacion,; el segundo grupo experimental fue
igual que el primero, ademas se le administro una dosis de tamoxifen diluido en
un medio oleoso; al tercer grupo Unicamente se la administro tamoxifen
(igualménte diluido en el medio oleoso); y el cuarto y ultimo grupo fue el testigo al
que solamente; se le aplico el medio oleoso. Todos los embriones fueron
sacrificados antes de terminar el periodo de incubacion. Los resultados fueron los

siguientes:

Los embriones del grupo que recibio el injerto de los testiculos, presento un alto
porcentaje de células intersticiales y sus goénadas fueron fuertemente
masculinizadas, en comparacion con los embriones hembras a los que

unicamente se les aplico el medio oleoso (grupo testigo). Comparando el grupo
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testigo y los embricnes a los que se les aplico el tamoxifen unicaments, no
presentaron diferencias significativas en lo que se refiere al porcentaje de células
intersticiales y el volumen gonadal.

La influencia masculinizante de los testiculos injertados fue interpretada como una
consecuencia de la inhibicion de estrégenos debido a la hormona antimullieriana

secretada por los testiculos injertados (38).

Koo y col; aplicaron tamoxifén (un antagonista estrégenico) en huevos fértiles,
antes de ser incubados, la dosis que utilizaron fue 0.25 a 2.0 mg/huevo, de esta
manera los resuitados que obtuvieron fue el bloqueo de la regresion de la génada
derecha y su respectivo conducto de Muller, sin alterar la histologia interna de la

- gbnada (34).

Scheib y col, (1984), aplicaron tamoxifen en huevos embrionados de codorniz con
genotipo hembra a los 15 dias de incubacion y observé que en el ovario izquierdo
hay una marcada inhibicion del epitelio germinal de la corteza, mientras que en la

médula de ambas gonadas se desarrolla un arreglo cordonal (61).

Vigier y col; trabajando con ovarios fetales de oveja, expuestos a dosis de
hormona antimulleriana, observaron que estos secretaron testosterona en lugar
de estradiol. De ésta manera provocaron una reversién sexual debido a la
supresién de la actividad de la aromatasa. La hormona antimulleriana actia
provocandc un descenso de la biosintesis de la aromatasa, bIQqueando de esta
manera la actividad de esta enzima. Asimismo la hormona antimulleriana bloquea

completamente los efectos del AMPc.
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Otras investigaciones de estos mismos autores indican que la actividad
estercidogénica basal de los ovarios fetales de conejo es extremadamente baja,
pero esta puede ser incrementada por el AMPc (82).

Estudios hechos por Elbrecht (1992), utilizando un inhibidor de la enzima
aromatasa ( (t) 5 - (p-cy-anopherniyl)-5,6,7,8-tetrahydroimidazol [1,5-]pyridine
hydrochloride)], producto que impide que se catalice la conversién de
testosterona a estradiol (durante los primeros 7 dias del desarrollo embrionario);
provocd un nacimiento de 100% de machos. Lo que sugiere que la reversion
sexual solamente se puede llevar a cabo durante los primeros 7 dias de
desarrollo embrionario, tiempo durante el cual las génadas se encuentran en

estado indiferenciado y con capacidad bipotencial (13,63).

Entonces se puede resumir que el tratamiento de hormonas, antihormonas e
inhibidores de aromatasa inyectadas en la albimina durante el desarroilo
embrionario han demostrado alterar morfolégicamente algunos érganos con
efectos tales como: La reversion sexual de hembras a machaos; virilizacion del
encéfalo, los conductos de Wolff y del hipotdlamo;, asi como atrofia de los
conductos de Muller; presencia de espermatogénesis en animales
genotipicamente hembras y con bajas concentraciones séricas de estradiol y altos

niveles de testosterona, que persisten hasta su estado aduito (6,11,82,84).

Los resultados anteriores soportan la hipdtesis que el balance de los esteroides
gonadales es necesario en ciertos tiempos del desarrollo, para obtener la

diferenciacion morfoldgica adecuada (53,63).

Lo que permiten suponer que el potencial resultante de la manipulacion de

sustancias endocrinas “in ovo”, pueden resultar en un alto beneficio econdmico
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para la avicultura, ya que es posible tratar a embriones en estadios tempranos del
desarrollo y modificar el fenotipo sexual obteniéndose asi mejores parametros

productivos, en menor tiempo y a precios de produccién mas bajos.
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JUSTIFICACION

Debido a la gran explosién demografica que sufren los palses del mundo y alto
costo al que se produce un kilogramo de proteina de origen animal, se pretende
que esta investigacion ofrezca resultados que ayuden a la industria avicola a
producir mejores parvadas, con costos mas bajos y con mayores indices de

productividad, al obtener en su mayoria pollos fenotipicamente machos.
Esto, de igual manera, podria asegurar a la industria avicola nacional un nivel de

competividad internacional, en lo que se refiere al mercado del polio de carne,

satisfaciendo las necesidades internas del pais.
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HIPOTESIS

La diferenciacién sexual de los vertebrados es un proceso que involucra una serie
de mecanismos los cuales se inician con la determinacion genética: Se ha
planteado que en los mamiferos, el producto del gen SRY podria actuar como
factor de transcripcion en la regulacion de otros genes en la cascada de eventos
que conduce a la diferenciacion del testiculo. Ademas se ha propuesto que
existen genes que se activan a partir del SRY, capaces de codificar para la
expresion de la hormona anti Mulleriana, y ciertas enzimas que intervienen en la
sintesis de hormonas esteroides. Investigaciones anteriores han demostrado que
los estrogenos son requeridos para que se lleve a cabo la diferenciacion sexual
del ovario.

De acuerdo a los antecedentes se propone que la enzima aromatasa P-450,
catalizadora de estrégenos, podria estar regulando la diferenciaciéon gonadal del

ovario.

Razén por lo cual se propone que la administracion de Qn inhibidor de aromatasa
1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), a los 5 dias de incubacién (estadio 26)
(29), en huevos fértiles, (via membrana corioalantoidea) (15,32,45), provocara
una reversion sexual hacia el fenotipo macho, obteniéndose un porcentaje mayor

al 50%, de embriones con caracteristicas del sexo masculino.

- 2



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona
(62), aplicado via membrana corioalantoidea en embriones de 5 dias de
incubacién (estadio 26) (29).es capaz de producir reversion sexual en embriones
de pollo, obteniendo asi un porcentaje mayor al 50% en el fenotipo macho de |a

poblacién.
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OBJETIVOS PARTICULARES

* Cuantificar la dosis necesaria del inhibidor de aromatasa 1,4 ,6-androstatriene-

3,17-diona (62), para poder producir la reversion sexual, de hembras a machos.

* Determinar posibles cambios de peso en los embriones tratados con el inhibidor

de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona {62).

* Cuantificar la relacion embrionaria de hembras - machos, en los grupos testigo y
tratados con diferentes dosis del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-

3,17-diona (62).

* Cuantificar el peso gonadal (peso himedu y peso seco), en los embriones
testigo y tratados a diferentes dosis del inhibidor de aromatasa 1,4,6-

androstatriene-3,17-diona (62).

* Cuantificar la poblacion celular de las génadas embrionarias, de los grupos
testigo y tratados con diferentes dosis del inhibidor de aromatasa 1,4,6-

androstatriene-3,17-diona (2,40,62,81).

* Observar las caracteristicas morfologicas de las génadas de los embriones de

los grupos testigo y tratados (14,16,21,28,47,55) con el inhibidor de aromatasa
1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62).



* Cuantificar los niveles de hormonas esteroides (testosterona y estradiol) de los
embriones de los grupos testigo y tratados con el inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona (62), por medio de la técnica de radioinmunoanalisis
(25,56).

* Cuantificar la mortalidad embrionaria posterior a la inoculacion del 1,46-

androstatriene-3,17-diona (62), en cada uno de los grupos (testigo y tratados).
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MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo la presente investigacion y obtener resultados confiables se
utilizaron 2790 huevos fértiles de gallina de la raza Leghorn, que fueron obtenidos
del Centro de Ensefanza, Investigacion y Extensionismo en Produccién Avicola
(C.E.LE.P.A), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

Posteriormente para poder permitir el desarrollo embrionario, los huevos fueron
incubados a 37.7°C, con una humedad relativa de 60%. Al dia 5 de incubacién
(estadio 26) (29), se verifico la viabilidad de los huevos embrionados con la
técnica de ovoscopia, desechando los huevos no fértiles o con mortalidad
embrionaria. Los huevos del grupo 1, fueron el grupo testigo, a los cuales se les
inyecto 100 ul de etanol al 10%.

Los grupos de huevos "tratados”, con el inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona (62), (el cual fue adquirido de Laboratorios
STERALOIDS, INC. Wilton, New Hampshire 03086 U.S.A.), fueron el 2, 3, 4y 5,
los cuales fueron inyectados via membrana corioalantoidea (15,32,45) con dosis

de 20, 200, 1,000 y 2,000 pug respectivamente.



Disefio experimental:
El experimento se realizd 10 veces. Cada experimente estuvo formado por 3
grupos de 30 huevos cada uno, y cada grupo experimental fue procesado de la

siguiente manera:

Testigo 100 i de etanol 5° 30
al 10%
1 2 pg/100ul 50 30
de etanol al 10%
2 20 pg/100 ul | 50 30
de etanol al 10% N
3 200 ug/100 pl 5° 30

de etanol al 10%

4 1,000 pg/100 ul 5° 30

de aceite de cacahuate

5 2,000 g/100 5° 30

de aceite de cacahuate

Posteriormente al dia 17 de incubacion (estadio 43) (29) los embriones fueron

recolectados de la incubadora para realizar los siguientes estudios:



1) Determinacion del peso de los embriones a los 17 dias de
incubacién en los diferentes grupos experimentales

Esta determinacion se realizé en todos los embriones de pollo a los 17 dias de
incubacién, (estadio 43) (29), con la finalidad de determinar posibles cambios de
peso en el embrion por causa de la accién de las dosis de 2, 20, 200, 1,000 y
2,000 ug del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62).

Para esto se procedid a abrir la cascara del huevo, primero se fracturd el
cascaron, posteriormente se corté éste con la utilizacién de unas tijeras de
diseccién, se localizd el embrién y se tomo del cuello con la ayuda de unas
pinzas, posteriormente se corté los residuos del vitelo y las membranas
adheridas. El peso individual de cada embrion se realizd6 en una bascula

granataria (marca Mettler tipo P-120 de origen Suizo).

2) Determinacion dél sexo fenotipico de locs embriones a los 17
dias de incubacién

La determinacion del sexo fenotipico de los embriones a los 17 dias de
incubacion, se realizé por medio de la observacion macroscépica de las génadas
“in situ”.

Una vez que los embriones llegaron al estadio 43 (29}, (17 dias de incubacion), y
después de realizar el peso de los embriones, éstos se decapitaron por médio del
corte de cuello con la ayuda de una tijeras de diseccion, posteriormente se
procedié a realizar una laparotomia exploratoria de todos los embriones para

poder determinar el sexo fenotipico de cada uno. La determinacién del sexo

fenotipico se realizé con la ayuda de un microscopio estereoscopico.



3) Peso de las gonadas femeninas (Peso seco y peso humedo)

Posterior al sexado fenotipico de los embriones se realizé una ovariectomia
unilateral izquierda, verificando no maltratar a la génada. El ovario una vez
disecado fue sumergido en una caja de Petri conteniendo solucion salina fosfato

amortiguada (libre de calcio y magnesio) con un pH de 7.4.

Peso hiimedo.

Después de acabar de disecar cada uno de los ovarios fueron depositados en el
interior de tubos Eppendorf sellandose asi herméticamente, para evitar una
posible desecacion.

Los tubos Eppendorf fueron pesados antes y después de haber introducido el
ovario en su interior.

El pesado de los tubos antes y después se realizé con la ayuda de una balanza
analitica (marca Mettler tipo B-5 de origen Suizo). De esta manera el peso exacto

de cada ovario fue cbtenido por una sustraccién.

Peso seco.

La técnica para determinar el peso seco de los ovarios se realizé de la siguiente
manera: Después de la ovariectomia unilateral izquierda, y posterior al disécado
total del oVario, cada uno de éstos fue colocado sobre un trozo de papel aluminio
limpio y previamente pesado en una balanza analitica (marca Sartorius GMBH
tipo 7085-011, de fabricacion Alemana).

Posteriormente los trozos de papel conteniendo a los ovarios fueron introducidos
en una estufa a 110°C (Marca National Appliance Co. modelo 310 USA) durante

un tiempo de 24 horas. Al termino de las 24 horas los trozos de papel fueron



nuevamente pesados. Asi por medio de una sustraccién se pudo conocer el peso

exacto de cada una de las génadas deshidratadas.

4) Cuantificacién celular de las génadas femeninas

La técnica de cuantificacion celular de los ovarios se realizd en los embriones
hembra a los 17 dias de incubacién, (estadio 43) (29).

Después de la laparotomia exploratoria en todos los embriones se inicid la
ovariectomia unilateral izquierda; una vez realizada la extraccién del ovario
izquierdo éste fue totaimente disecado. La disociacién enzimética del ovario fue
realizada en 1 ml de una solucién de tripsina al 0.25%, siendo el solvente una
solucion salina fosfato amortiguada (libre de calcio y magnesio) con un pH de 7.4,
postericrmente el vial conteniendo a los ovarios se colocd en una incubadora con
agitacion con una temperatura de 37°C y 90 ciclos por minute durante 10 minutos.
Al término de éste tiempo los ovarios fueron disociados con la ayuda de
aspiracién por medio de pipetas Pasteur durante un lapso de 10 minutos, hasta
que el ovario fue totalmente disociado a células.

La acciéon de la enzima ftripsina fue detenida por medio de la adicién a la
suspension celular de un inhibidor de tripsina al 0.50% disuelto en medio de
cuitivo Eagle modificado por Dulbeco suplementado con albuimina sérica bovina al
0.1%. Muestras dobles de la suspension celular fueron contadas con la ayuda de
una camara cuenta glébulos rojos Newbauer.

Las células fueron clasificadas como:

a) células germinales teniendo un diametro mayor a 25um, este tipo de células

poseen su nucleo excéntrico

42



b) Células somaticas con inclusiones lipidicas con un diametro de 20 pm o menos,
éstas células poseen dentro de su citoplasma 5 6 mas vesiculas lipidicas, y
c) Células somaticas con un didmetro menor a 20 um sin inclusiones lipidicas

(2,40,56,81).

5) Estudio morfol6gico gonadal

Se realizé un estudio morfoldgico por medio de microscopia éptica, en la cual se
trabajo a las génadas de los embriones de 17 dias de incubacion (estadio 43)
(29). Después de la laparotomia exploratoria en todes los embricnes se inicio la
ovariectomia unilateral izquierda; una vez realizada la extraccién del ovario
izquierdo éste fue fragmentado con la ayuda de navajas limpias (el tamafio de
cada muestra fue de 1 mm aproximadamente), los fragmentos se fijaron con
glutaraldehido al 3%, en buffer de cacodilato de sodio 0.15 M (Electron
Microscopy Sciences USA) por un lapso de 1 hora a temperatura ambiente,
posteriormente las muestras fueron lavadas 3 ocasiones por un tiempo de 15
minutos cada uno con cacodilato de sodio 0.15 M La deshidratacion, se realizé
mediante etanol en concentraciones crecientes que van de 10 en 10%, iniciando
en 40%, pasando por etanol al 96% hasta llegar al etanol absoluto, los cambios
se realizaron cada 15 minutos. La ultima deshidratacion se realizér en o6xido de
propileno (Electron Microscopy Sciences USA) duianie un tiempo de 15 minutos.
La preinclusion se efectué cOn mezcla de resina epéxica (poly/bed 812) y Oxido
de propileno 1:1(Polysciences Inc. Warrington) durante 24 horas y 3:1 de 24 a 48 -
horas. Antes de realizar la inclusién definitiva, las muestras se cubrieron en resina 7

epoxica fresca durante 2 horas para déspués incluirlas en moldes pianos. La
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polimerizacion de la resina se efectu6 a temperatura de 35°C, 45°C y 60°C, con
un tiempo de 12 horas en cada temperatura.

Posterior a esto se realizé corte semifinos (0.5 - 1.0 um) en el ultramicrotomo
(marca Reichert Jung tipo 701201 de origen Aleman), los cortes se tifieron con
azul de toluidina, se fijo con calor y se observdé al microscopio de luz, para
localizar areas representativas de las muestras (40,47,55).

Ademas se tomaron fotografias representativas de cada muestra en un
microscopio con camara integrada (marca Reichert Jung tipo 6526-01 de origen

Austriaco)

6) Radioinmunoanadlisis

Esta técnica se realizd de manera similar a la cuantificacion celular de las
gonadas, después de la disociacion celular, ia accion de la tripsina se detuvo
lavando las células con inhibidor de tripsina al 0.50% disueito en medio de cuiltivo
Eagle modificado por Dulbeco adicionado’ con albumina sérica bovina al 0.1%, y
0.1 mM de metil - isobutil - xantina. La suspension celular fue filtrada en una malla
de nylon, para evitar el paso de particulas mayores a 25 um. Posteriormente se
centrifugd a 1,000 rpm durante 15 'minutos, al finalizar, se decanté el
sobrenadante y se agregd 5 ml de medic de cultivo modificad_o por. Dulbeco
adicionado con albumina sérica bovina al 0.1%, y 0.1 mM de metil - isobutil -
xantina, se resuspendio el boton de células y otra vez se centrifugd a 1,000 rpm
durante 15 minutos, después de esto se decanté el sobrenadante y‘se agrego6 400
ul de medio de culiivo modificado por Dulbeco adicionado con albtmina sérica
bovina al 0.1% y 0.1 mM de metil - isobutil - xantina con. Para el control de la

vialidad de las células se realiz6 con la prueba de exclusién de azul tripano. (100 =
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Wi de azul tripano, mas 90 ul de medio de cultivo modificado por Dulbeco
suplementado con albumina sérica bovina al 0.1% y adicionado con 0.1 mM de
metil - isobutil - xantina, y 10 ul de la suspension celular.

La incubacion se realizé en viales (muestras por triplicado de cada grupo
experimental, mas un vial como blanco con 1,000 pl de medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbeco adicionado con albumina sérica bovina al 0.1% y con 0.1
mM de metil - isobutil - xantina) a 37.0°C en un bafio con agitacion continuo a 90
ciclos por minuto, con 5% de CO2 y 95% de aire, durante 120 minutos. Para
estimular la secrecion de las hormonas se afadié 1.0 Ul/ml de gonadotropina
coriénica humana al medio de incubacién (25,56).

Al final de la incubacion se colecté el medio y se cuantific el contenido de las
hormonas esteroides (estradiol y testosterona) en el medio por

radioinmunoanalisis que a continuacién se describe:

CURVA ESTANDAR.
1) Pipetear por duplicado 200 pl de muestra titulada de testosterona o estradiol
segun sea el caso a cada tubo de ensaye. Preparar el tubo control de cuentas

totales, el de unién no especifica y el de unién en presencia de un estandar.

2) Pipetear por duplicado 200 pl de las muestras problema.

3) Afiadir 100 pl del esteroide tritiado a todos los tubos (aproximadamente 4,000

cuentas por minuto).
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4) Anadir 200 ul de antisuero antiesteroide (testosterona o estradiol) (DU PONT,
USA) a todos los tubos excepto al tubo de cuentas totales y al de fa unién no

especifica, a estos ultimos afiadir 200 pl de buffer RIA.

5) Agitar rapidamente y tapar.

6) Llevarlos al bafio maria a 37.0 °C por una hora.

7) Incubarlos otra hora mas en el cuarto frio a 4.0 °C, agregar a todos los tubos
(menos a los de las cuentas totales), 500 ul de carbén activado que se prepara al

momento de usarse y mantener en suspensién con agitacién (25,56).

8) Diez minutos después del Ultimo tubo al que se le aadi6é carbén activado, se

centrifuga a 1,500 rpm durante 15 minutos.

9) Vertir el sobrenadante en viales y agregarles 6.4 ml de liquido de centelleo,

tapar y agitar 30 segundos en vortex.

10) Limpiar los viales con alcohol y colocarlos en el contador de centelleo:

(Beckman LSB60001C) para ser leidos durante 4 minutos cada uno.
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CURVAS DE COEFICIENTE DE VARIACION INTRA E INTERENSAYO.

Se utilizaron las curvas estandar derivados de 4 radioinmunoanalisis para estimar
los coeficientes de variacién; la figura 8 representa la curva estandar de los
radioinmunoanalisis donde se muestra el porcentaje de unién con respecto a la
cantidad de testosterona, expresada en picogramos por tubo, detectandose la
sensibilidad del mismo.

El radioinmunoandlisis presenta un coeficiente de variacion interensayo de 12.9%
y un coeficiente de intraensayn de 4.6%

La figura 9 representa la curva estandar de estradiol y su coeficiente de variacion
interensayo es de 11.035 y el coeficiente de variacién intraensayo es de 4.9%,

por lo que se consideran modelos confiables y reproducibles.
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Figura 8
Curva estandar de testosterona de los radioinmunoanalisis

donde se muestra el porcentaje de uniéon
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Figura 9
Curva estandar de 178 estradiol de los radioinmunoanalisis

donde se muestra el porcentaje de union




7) Cuantificacion de la mortalidad embrionaria a los 17 dias de
incubacioén (post inoculacion del inhibidor de aromatasa)

El criterio utilizado para la cuantificacion de la mortalidad embrionaria debida a la

inoculacion del inhibidor de aromatasa fue el siguiente:

La mortalidad embricnaria antes de los 5 dias (estadio 23) (29), no fue tomada en
cuenta, de igual manera los huevos no fértiles fueron desechados por medio dela
técnica de ovoscopia, de esta manera unicamente se cuantifico la mortalidad
embrionaria posterior a la inoculacién (hasta el dia 17 de incubacion, estadio 43)

(29), del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62).

8) Analisis estadistico

Los resultados obtenidos seran analizados por medio de la prueba de ana'liéis de
varianza (ANDEVA), y la prueba de comparaciones multiples de Tukey, ,'que
permitird la comparacién de los todos los grupos. Péra anéflizar cambios en 'el :
‘porcentaje de machos y hembras se utilizara 1a prueba . dé-k Chi "cuadfada

(66,69,93).




ENSAYOS PRELIMINARES

Para determinar la dosis necesaria capaz de provocar una reversion sexual en los
embriones de pollo, se inocularon dosis crecientes de inhibidor de aromatasa
1,4 6-androstatriene-3,17-diona (62). Las dosis que se inocularon fueron las
siguientes: 2, 20, 200, 1,000 y 2,000 ug de inhibidor de aromatasa / embrién de
pollo. Posterior a la inoculacién se favorecié el desarrollo de los embriones (por
medio de la incubacién artificial, con sus constante ya sefaladas), al llegar a los
17 dias de incubacién (estadio 43) (29), se procedio a sacrificar a los embriones
de pollos de cada grupo.

Por medio de la inspeccién morfoldégica macroscépica de las génadas se encontré
lo siguiente:

A dosis de 2.0 ug, no se identificaron cambios en la morfologia (reversién sexual
indicada por a presencia de ovotestis, o bien cambios de coloracién y tamaiio) de
ovarios o testiculos segun fue al caso.

A dosis de 20 g, se encontré aumento del tamaiio de los oyarios, otro fenbmeno
que llamé la atencién fue el porcentaje de hembras superior al de machos, y
siempre mayor que en los otros grupos (testigo y tratados con 2.0 y 200 ug)

Al inocular 200 u del inhibidor de aromatasa / embridn, no caus6 efectos como los
mencionados en la dosis antes descrita. |

Las dosis de 1,000 y 2,000 ug registraron mortalidad de 100% en los embriones
inuculados. »

Con base en los: resultados obtenidos y la repetibilidad de los fenémenos,
demdumos trabajar con los s:gunentes ‘grupos expenmentales |
Grupo testigo, grupo: moculado con 20 ug y grupo tratado con 200 ug de mhlbldorﬂ- :

de aromatasa.



RESULTADOS

Efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,
en el peso de los embriones.

Para determinar posibles cambios de peso en el embridn por causa de la accidn
de las dosis de 20 pg y 200 ug del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-
3,17-diona (62), con respecto al grupo testigo, se realiz el peso individual de los

embriones de pollo.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias numéricas, pero sin valor
estadistico entre los tres grupos de embriones ( el grupo testigo y los grupos a los
que se les administr6 20 pg y 200 pg de inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona (62) (Tabla 1; Figura 10).

Grupo testigo
En el grupo testigo el peso promedio de ambos sexos fue: 17.11 gramos, con una
desviacién estandar de: 3.45 gramos. (La poblacién total de este grupo fue 286

embriones) (Tabla 1 Figura 10).

Los pesos promedio por sexo del grupo testigo fueron:
Machos: 17.18 gramos, con una desviacién estandar de: 3.43 gramos.

Hembras: 17.09 gramos, y una desviacion estandar de: 3.11 gramos (Tabla 2

Figura 11).
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Grupo 20 ug

Al realizar el andlisis estadistico, este grupo no mostré diferencia estadistica
significativa. Los pesos promedio de los embriones en ambos sexos fue de: 17.00
gramos, ¥ una desviacion estandar de 3.23 gramos, (el numero de embriones en

este grupo fue de 303 embriones) (Tabla 1 Figura 10).

Los pesos promedio por sexos de este grupo fueron:;
Machos : 17.23 gramos, con una desviacién estandar de: 2.87 gramos.
Hembras: 16.56 gramos, y una desviacién estandar de: 3.46 gramos (Tabla 2

Figura 11).

Grupo 200 ug

Este grupo no presenté diferencia estadistica significativa, siendo el promedio de
peso de los embriones en ambos sexos fue: 17.72 gramos, y su desviacion
estandar fue de: 3.60 gramos (la poblacién total de este grupo fue: 165

erﬁbriones) (Tabla 1 Figura 10).

El promedio de peso en cada sexo, de este grupo fueron:
Machos: 17.91 gramos, y su desviacion estandar de: 3.59 gramos.

Hembras: 17.5Z gramos, y una desviacion estandar de: 3.59 gramos (Tabla 2

Figura 11).
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Efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,

en el sexo fenotipico de los embriones.

Cuando se compard, el grupo testigo con el grupo tratado con 20 g de inhibidor
de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05), en la relacion de embriones hembras y
machos. Obteniéndose un porcentaje mayor al 50% (56.76%) en la cantidad de
hembras en el grupo tratado con 20 pg del inhibidor de aromatasa 1,4,6-

androstatriene-3,17-diona (62) (Tabla 3 Figura 12).

Con una dosis 10 veces mayor (200 ug del inhibidor de aromatasa), se obtuvo
mayor porcentaje de rﬁachos, siendo los resultados similares a los del grupo

testigo (Tabla 3 Figura 12).

Es pertinente mencionar que en todos los experimentos hubo siempre una
tendencia positiva a encontrar mayor porcentaje de hembras que de machos en el
grupo tratado con 20 ug del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-

diona (62).



Efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,
en el peso de las génadas femeninas (peso seco y peso humedo).

Peso humedo

Los resultados obtenidos al realizar el andlisis estadistico del peso humedo de las
gbénadas femeninas de los embriones a los 17 dias de incubacién, (estadio 43)
(29), de los grupos testigo y tratado con 20 pg del inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona  (62), demostraron una diferencia altamente
significativa, registrando el grupo tratado con 20 ug del inhibidor de aromatasa, el
mayor peso (498 + 140 mgn =20 vs3951+096 mgn=20)(F=742,P =
0.0097). (Tabla 4 Figura 13).

Al realizar el estadistico comparativo entre el grupo testigo y los grupos tratados
con 20 y 200 pg del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62),

nuevamente el grupo de 20 ug demostrd tener el mayor peso con una diferencia

significativa ( P < 0.05 ) (Tabla 4 Figura 13).

El menor peso humedo del ovario lo registré el grupo testigo, por el contrario el
mayor peso humedo lo obtuvo el grupo tratado con 20 ug de inhibidor de
aromatasa, registrandose una diferencia entre ambos grupos de 1.03 mg
indicando que el grupo tratado presento un peso de 26.07% mayor al grupo
testigo (Tabla 4). !

Y

El peso humedo del grupo tratado con 200 pg de inhibidor de aromatasa (62), no

mostré diferencia significativa, presentando valores muy similares a los del grupo

testigo, con una diferencia de peso de 0.01 mg para el grupo tratado.
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Peso seco.

Al realizar el andlisis estadistico del peso seco de los ovarios, se observé que al
ser comparados el grupo testigo, con el grupo tratado con 20 pg de inhibidor de
aromatasa, existe diferencia estadisticamente significativa, registrando un mayor
peso el grupo tratado, (0.70 £ 0.16 n=20 vs 060+0.14 n=20))(F=5.18,P
= 0.0285) (Tabla 5 Figura 14).

E! grupo tratado con 200 pg de inhibidor de aromatasa (62), presenté un valor de

0.57 mg y un desviacion estandar de 0.13 mg, valores muy similares a los del

grupo testigo (Tabla 5 Figura 14).
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Efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,
en la poblacién celular de las génadas.

Los resultados obtenidos al realizar el analisis estadistico en el conteo de células
que componen al ovario izquierdo de los embriones de pollo a los 17 dias de
incubacién, en los diferentes grupos experimentales mostraron diferencias

numéricas pero sin significado estadistico (Tabla 6 Figura 15).

Cabe mencionar que el grupo tratado con 20 pg de inhibidor de aromatasa
demostré poseer el mayor nimero de células, pero este incremento no supera el

5% respecto a los valores del grupo testigo (Tabla 6 Figura 15).
Los resultados del conteo celular para el grupo tratado con 200 pg, demostraron

que este grupo presento el menor porcentaje de células siendo menor adn que el
valor del grupo testigo (1.43%) (Tabla 6 Figura 15).
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Efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,
sobre la morfologia ovérica en los grupos testigo y tratado con 20

ug.

Al realizar la observacion (en un microcopio de luz) detallada del montado de los
cortes semifinos tefidos con azul de toluidina, se localizaron é&reas
representativas (panoramica, corteza y médula) de cada una de las muestras
tanto del grupo testigo, como del grupo tratado con 20 ug del inhibidor de

aromatasa (Figuras 16 y 17).

Los cortes histoldgicos de ambos grupos demostraron poseer una morfologia
similar, con células propias de un ovario izquierdo de embrion de pollo en su
estadio correspondiente (43) (21,28,29). La células observadas fueron: Ceélulas
germinales u ovocitos, células indiferenciadas con inclusiones lipidicas en su

citoplasma (células tipicamante esteroidogénicas) y células indiferenciadas o

mesenquimatosas (sin inclusiones lipidicas) (56) (Figuras 16 y 17).

A nivel de corteza se encontraron tanto células epiteliales, como células
germinales u ovocitos formando “nidos” de ovocitos, rodeados por un epitelio
simple, ademas de tejido conectivo, mas abajo hacia la zona medular se
encuentran islotes células indiferenciadas con inclusiones lipidicas (células
tipicamente esteroidogénicas productoras de andrégenos) (21,56), que aparecen
dispersas enire las células mesenquimatosas sin inclusiones lipidicas, células

pregranulosa, ademas se observan espacios lagunares propios de esta zona

(Figuras 16y 17).

58



Etecto del inhibidor de aromatas 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,
en la produccion de hormonas esteroides (testosterona y
estradiol), en cultivos celulares in vitro con y sin estimulacién de ia
hormona gonadotropina coriénica humana en los grupos testigo y
tratados con 20 ug.

Los resultados obtenidos al realizar el andlisis estadistico de la produccion de
estradiol, por los cultivos celulares in vitro de los grupos testigo y tratadoe con 20
Mg de inhibidor de aroimatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), demostraron

diferencias numéricas, pero sin valor estadistico significativo (Tabla 7 Figura 18).

En lo que respecta al analisis estadistico en la produccidn de testosterona, por los
cultivos celulares in vitro en los grupos testigo y tratadc con 20 ug de inhibidor de
aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), no fueron analizados
estadisticamente ya que sblo 2 valores de 21 analizados presentaron valores por
arriba de 5.0 picogramos (siendo el valor limite inferior para ser detectado), estos
2 valores presentaron un valor superior a 5.0 picogramos debido a la estimulacién

de la hormona gonadotropina coriénica humana (Tabla 8; Figura 19).

Los datos anteriores demuestran que la biosintesis de andrégenos por los cultivos
celulares in vitro de ovario de embrion de pollo, de los grupos testigo y tratado con
20 ug de inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), es

aproximadamente 10 veces menos a la biosirtesis de estrogenos

Cuando se realiz6 el analisis estadistico de la produccion de estradiol por los

cultivos in vitro de los ovarios de embrién de pollo de los grupos testigo y tratado

con 20 ug de inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), con la
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estimulacién ds la hormona gonadotropina coriénica humana versus, los grupos
testigo y tratado con 20 pg de inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-
diona (62) sin estimulacién con la hormona gonadotropina coriénica humana, se
observd diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05), detectandose mas

concentracion de estradiol en los grupos testigo y tratados con estimulacién de la

hormona gonadotropina coriénica humana (Tabla 7 Figura 18).
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Efecto del inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona,
sobre la mortalidad embrionaria a la post inoculaciéon

La cuantificacion de la mortalidad provocada por el efecto de la inoculacion del
inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona (62), aunque mostré
diferencia numérica, no presento diferencia estadistica significativa entre los
grupos testigo y tratados con 20 y 200 g del inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona (62), a excepcion de los grupos tratados con 1,000 y
2,000 pg.

La mortalidad para el grupo testigo fue de 26.06 + 7.33 %, para el grupo tratado
con 20 ug presentd una mortalidad de 24.19 + 3.35%; y el grupo inoculado con
200 pg tuvo una mortalidad de 22.19 £ 4.30% (Tabla 9; Figura 20).
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DISCUSION

En la presente investigacion se evalud el efecto de la inoculacion del inhibidor de
aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona, via membrana corioalantoidea a los 5
dias de desarrollo embrionario (estadio 26), y a los 17 dias de incubacién (estadio
43) se evaluaron los siguientes parametros: Peso embrionario; porcentaje de
machos y hembras en cada dosis, peso gonadal (seco y humedo); conteo de
poblaciones celulares en el ovario izquierdo; cuantificacion en la biosintesis de
estrégenos y andrégenos in vitro; morfologia gonadal del ovario izquierdo y
cuantificacion de la mortalidad embrionaria posterior a la inoculacién de inhibidor
de aromatasa. De estudios previos (88) sabemos que en las aves los estrégenos
son la hormona dominante, razdén por lo cual surgié la hipétesis de esta
investigacion, “Al inocular el inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-
diona via membrana corioalantoidea a los 5 dias de desarrollo embrionario
(estadio 26), se inhibirfla la reaccidn catalizadora necesaria para convertir
andrégenos aromatizables a estrogenos, obteniendo un porcentaje mayor al 50%

de embriones de pollo fenotipicamente machos”.

Para este estudio se eligi® el estadio 26 del desarrollo embrionario que
corresponde a los 5 dias de incubacién, edad que corresponde a la etapa de
génada indiferencia. Se presumia que al no haber estrégenos circulantes el
embrién de pollo encausaria su diferenciacién sexual hacia el fenotipo masculino,
sin importar el sexo genotipico ya implicito, sin embargo los resultados fueron
contrarios a los esperados, y al analizar el porcentaje del sexo fenotipico de los
embriones a los 17 dias de incubacion, (estadio 43) con la finalidad de determinar
posibles cambios en la relacién machos - hembras de los embriones por causa de

la accién de las dosis de 20 ug y 200 g del inhibidor de aromatasa 1,4,6-
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androstatriene-3,17-diona se encontré un aumento en el porcentaje de embriones
hembras (56.76%) en el grupo tratado con 20 pg de inhibidor de aromatasa
versus el grupo testigo (45.10%), al inocular una dosis 10 veces mayor (200 ug),
el efecto no se observa presentando resultados similares a los del grupo testigo.
Este resultado nos sugiere que el fendmeno descrito se observa a una dosis
determinada (20 ug), que es dos ordenes de magnitud menor a lo reportado por
otros autores como la dosis que produce reversion sexual (13). En esta
investigacion no obtuvimos evidencias de este fendmeno, ya que de haberse
producido el porcentaje de embriones con caracteristicas masculinas seria mayor,

o bien se hubieran encontrado ovotestis.

Una explicacion de nuestros resultados podria obtenerse de estudios previos.
North y Bell {§1), mencionan algunos de los factores que favorecen la viabilidad y
nacimientos de un sexo especifico, estos investigadores hablan de la proporcién
primaria del sexo “la proporcion de machos y hembras es casi igual en el
momento en que se fertilizan los 6vulos”, pero la desigual mortalidad durante el
desarrollo embrionario causa, generalmente, una variacion preponderante de
machos sobre hembras en el momento del nacimiento (proporcién secundaria de
sexo). Las siguientes son causas de proporcion secundaria del sexo:

Letales: Algunos genes letales estan relacionados con el sexo y reducen la
incubabilidad en un sexo mas que en otro.

Factores fisicos: Un sexo tiene mayor poder de adaptacién a las condiciones
ambientales y de incubacion.

En consecuencia el tratamiento con 20 pg de inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona crea un microambiente que favorece la sobrevivencia

de las hembras.
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Se demuestra que el inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona no
produce cambios significativos en el peso de los embriones de los grupos tratadcs
con 20 pg y 200 ug al ser comparados con el grupo testigo. Sin embargo en lo
que respecta al peso hiumedo del ovario de los grupos testigo y tratado con 20 ug
existe una diferencia significativa, registrando el grupo tratado el mayor peso, esta
diferencia representé un aumento de pesc humedo de 26.07%.

En lo que respecta al peso seco de los ovarios, el grupo tratado con 20 ug fue
superior al ser comparado con el grupo testigo, esta diferencia de peso secc
resultd ser de 16.66%. El hecho de que se produzca un fendmeno de aumento en
el peso humedo y seco en las gonadas izquierdas de los embriones permite
suponer q(:e la inoculacién con 20 ug dei inhibidor de aromatasa causa una
hipertrofia en el ovario izquierdo. Se puede descartar que el aumento de peso
humedo en el grupe tratado fuera debido a una acumulacion de agua en el ovario,

ya que el peso seco de la gonada izquierda del mismo grupo presentd de igual

manera diferencia significativa.

Cuando se realiz6 el conteo total de las células del ovario izquierdo de los grupos
testigo y tratados con 20 y 200 ug del inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona, no hubo diferencias significativas, sin embargo el
grupo tratado con 20 ug presentd un ligero aumento de 4.37% en el numero de
células totales con respecto al conteo del grupo testigo, contrariamente el grupo
tratado con 200 pg presentd 1.43% menos células cuando se compar6 con el
grupo testigo. Esta pequefia diferencia no explica el aumento en el peso hiimedo
y seco del ovario. Sin embargo no se puede descartar totalmente que el 1,4,6--
androstatriene-3,17-diona a dosis de 20 ug produzca un efecto a nivel celular en

la génada femenina izquierda.
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La produccién de estradiol en las incubaciones in vitro de los grupos testigo y
tratado con 20 pg de inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona, no
mostré diferencias significativas; y la biosintesis de estrogsnos y andrégenos por
la incubacion in vitro de los ovarios de embridn de pollo del grupo testigo
resultaron similares a lo reportado por Guichard y col (1977), Pedernera y col
(1988) y Teng y col (1982) (25,56,75), asi estos resultados sirven para demostrar
que la produccion de andrégenos nunca es mayor que la biosintesis de
estrégenos, de esta manera al no detectarse cantidades altas de testosterona en
las incubaciones celulares in vitro se vuelve a corroborar que no existe un efecto
virilizante en las génadas tratadas con el inhibidor de aromatasa. Cuando se
adicion6 hormoria gonadotropina coriénica humana al medio de cultivo de los
grupo testigo y el grupo tratado con 20 ug dea inhibidor de aromatasa, ambos
responden al efecto de ésta, fendmeno ya descrito por Guichard y col (1977),
Pedernera y col (1988) y Teng y col (1982) (25,56,75). Lo que demuestra que en
ambos grupos existen receptores para la hormona gonadotropina coridnica
humana y que el 1,4 6-androstatriene-3,17-diona a dosis de 20 ug no afecta los

receptores para esta hormona.

El estudio morfolégico del ovario izquierdo de los grupos testigo y tratado con 20
Hg de inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona, demostré que las
goénadas de ambos grupos presentan la morfologia y el arreglo celular propio de
un ovario a los 17 dias de incubacién (14,21,28). Nunca hubo indicios que
demostraran ia presencia de cordones seminiferos, fibroblastos y células de .
Leydig; estructuras que componen la arquitectura histolégica de un testiculo

embrionario (55,68), tal como lo reportan otros investigadores {13).
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Después de analizar los efectos por la inoculacion del inhibidor de aromatasa
1,4,6-androstatriene-3,17-diona, se demuestra que a la dosis de 20 ug se
desarrolla un microambiente con caracteristicas favorables para el buen
desarrollo de los embriones hembras. Los embriones femeninos se encuentran en
mayor proporcién y sus respectivas génadas (izquierdas) a los 17 dias de

incubacién (estadio 43), presentan una hipertrofia.

Aunque no se encuentra una clara explicacion a este fendbmeno, pueden existir
varias explicaciones:

La primera posibilidad es la siguiente:

Sabiendo que el inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona actta
inhibiendo a la enzima P450 arom, por la unién en el sitio activo de ésta
(12,49,67), y conociendo la investigacion de Sanchez y col (1995) (59) en la cual
demostraron la expresion del ARNm a P-450 aromatasa en embriones de 14, 16y
19 dias de incubacion, ésta no se detectd al dia 6 de incubacion. Considerando
ésto, y que nosotros inoculamos el inhibidor de aromatasa a los 5 dias de
desarrollo embrionario, es muy probable que el inhibidor de aromatasa
permanecié latente hasta la expresion de la enzima, uniéndose al sitio activo de
esta proteina catalizadora, impidiendo asi la produccion de estrégenos. La falta
de éstos podria generar una retroalimentacién positiva para la biosintesis de mas
enzima P450 aromatasa, y asi en una etapa posterior, los androgenos ser

aromatizados en forma compesadora.

La segunda causa posible podria ser la siguiente: Hutz y col (1987), observaron

que el proceso de aromatizacion en mamiferos es inducido o activado a través de
la FSH (31). En los embriones de pollo aunque se encuentra FSH a los 4 dias de

incubacién (86,90), no se conoce a ciencia cierta a que edad de desarrolio
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embrionario se encuentren receptores para esta hormona. Por otra parte se ha
visto que los andrégenos pueden estimular la aromatizacion (31). El ambiente
creado por los andrégenos mas la aparicién de receptores especificos para FSH
podrian hacer que el ovario sea estimulado en su capacidad de aromatizacion,
generando una biosintesis de estrogenos de nueva formacion y de esta manera
un microambiente estrogénico. L.a produccién de estrégenos, en respuesta a FSH,
esta limitada por la cantidad de receptores a FSH. La hormona foliculo
estimulante junto con los estrogenos, tienen un efecto mitogénico en las células
del ovario estimulando su proliferacion, por lo que ambos promueven una rapida
acumulacion de receptores a FSH. Al producirse un efecto mitogénico por la
biosintesis de estradiol, producto de la aromatizacién de los androgenos,
ayudaria a explicar el efecto de la hipertrofia ovarica, tal como lo describio
Méndez y col (1993), los cuales inocularon 200 ng de 178 estradiol en embriones
de pollo a los 11, 13 y 15 dias de incubacion, 24 horas después de nacer los
embriones, se realizé la morfometria de las génadas izquierdas, de esta manera
el grupo tratado presentd un incremento en el ntmero de células somaticas, e

hipertrofia en las células de la pregranulosa {40).

Seria interesante realizar trabajos posteriores que complementen esta
investigacion y conocer con exactitud la razén por la cuai se ve aumentado el
nimero de embriones hembras a la inoculacién de 20 pg de inhibidor de
aromatasa, asi como tambiéh conocer a que edad embrionaria se sintetiza la

enzima aromatasa catalizadora de andrégenos a estrégenos.



Una posible utilidad de esta investigacién serfa el abrir nuevos senderos del
conocimiento en la endocrinologia embrionaria con la finalidad de conocer mas
acerca de esta rama de la medicina.

El obtener mas hembras podria ser ensayado en las especies aviares en peligro

de extincién bajo la asesoria de cientificos interesados en el area.
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CONCLUSIONES

El inhibidor de aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona a dosis de 20 uy:

1.-  No provocé reversion sexual hacia el fenotipo macho.

2.- Favoreci6 el microambiente para el desarrollo de embriones hembras.
3.-  Provocé una hipertrofia de la génada funcional en las hembras.

4.- En cultivos celulares de ovario izquierdo, no alterd la biosintesis de

estradiol y testosterona.

5.- Las células ovaricas de los grupos testigo y tratado con 20 ug de inhibidor
de aromatasa presentaron respuesta a la hormona gonadotropina coridnica

humana.
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Tabla 1

Peso promedio de los embriones de ambos sexos, en los grupos
testigo y tratados con 20 ug y 200 ug del inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona

Peso promedio y

Grupos n desviacién estandar
Testigo 286 17111+ 345¢g
20 g 303 17.00+323g

200 ug 165 17.72+3.60 g
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o
Tabla 2 -*%gf e ;lr.f,

Peso promedio de los embriones hembras y machos en los grupos
testigo y tratados con 20 ug y 200 ug del inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona

Grupo Peso promedio hembras | Peso promedio machos

y desviaciéon estandar y desviacién estandar

Testigo 17.09 % 3.11g 17.18 + 3.43g

20 pg 16.56 + 3.46g 17.23 + 2.87¢g

200 pg 17.52 + 3.59g 17.91 t 3.59g




Tabla 3

Porcentaje y nimero de machos y hembras obtenidos en los grupos
testigo y tratados con dosis de 20 yg y 200 pg del inhibidor de
aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona

Numero de | Niimero de| Porcentaje | Namero de | Porcentaje de
Tratamiento | embriones | machos | de machos | hembras hembras
Testigo 286 167 54.89 129 45.10
20 ug 303 131" 43.23" 172* 56.76"
200 ug 165 85 51.51 80 48.48

El superindice *, indica diferencia estadistica (P<0.05) entre el grupo testigo

versus el grupo tratado con 20 ug.



Tabla 4

Valores de peso humedo de los ovarios izquierdos de embriones de los
grupos testigo y tratados con dosis de 20 ug y 200 pg del inhibidor de

aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona

Peso promedio y
Grupos n desviacién estandar
Testigo 20 3.95+0.96 mg
20 pg 20 498+1.40mg™*
200 ug 20 3.96 £ 0.79mg

El superindice *, indica diferencia estadistica (P<0.01) entre el grupo testigo y el

grupo tratado con 20 pg.



Tabla 5

Valores de peso seco de los ovarios izquierdos de embriones de los
grupos testigo y tratados con dosis de 20 ug y 200 pg del inhibidor de
aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona

Peso promedio y
Grupos n desviacion estandar
Testigo 20 0.60+0.14 mg
20 pg 20 0.70 £0.16 mg *
200 ug 20 0.57 £+ 0.13mg

El superindice *, indica diferencia estadistica (P<0.05) entre el grupo testigo y el

grupo tratado con 20 pg.
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Tabla 6

Conteo celular de los ovarios izquierdos de embriones de los grupos

testigo y tratados con dosis de 20 ug y 200 ug del inhibidor de

aromatasa 1,4,6-androstatriene-3,17-diona

Células Células Total
Grupo Células somadticas con| somaticas sin celular del
germinales | inclusiones inclusiones ovario izquierdo
lipidicas lipidicas
Testigo | 431,666 + 128,830 | 306,666 + 100,609 | 5,702,500 + 931,599 6,440,832
n=24
20 yg | 455,000 & 141,244 | 310,625 154,407 | 5,956,875 & 1,004,267 6,722,500
n= 32
200 pg | 387,142 1 130;407 | 309,514 + 85,634 | 5,652,357 & 1,243,707 6,349,013
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Tabla7

Cuantificacién de estrégenos por los cultivos celulares in vitro de los
grupos testigo y tratado con 20 ug de inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona, con y sin estimulacion por ia hormona

gonadotropina coriénica humana

Grupo Promedio
y desviacion estandar
Testigo basal 1.19 £ 0.30 ng.
Testigo HCG 1.8310.49 ng.*
Tratado basal 1.02 £ 0.10 ng.
Tratado HCG 1.9910.77 ng.*

El superindice *, indica diferencia estadisiica (P<0.05) entre los grupos basal

versus tratado

84




Tabla 8

Cuantificaciéon de andrégenos por los cultivos celulares in vitro de los
grupos testigo y tratado con 20 ug de inhibidor de aromatasa 1,4,6-
androstatriene-3,17-diona, con y sin estimulacion por la hormona

gonadotropina coriénica humana

Grupo Promedio

y desviacién estindar

Testigo basal 0.02 ng.
Testigo HCG 0.23 ng.
Tratado basal ' 0.08 + 0.04 ng.

Tratado HCG 0.11 £ 0.08 ng.




Tabla 9

Porcentaje de mortalidad embrionaria en los grupos testigo y tratados
con 20 ug y 200 pg post inoculacién al inhibidor de aromatasa 1,4,6-

androstatriene-3,17-diona.

Porcentaje del promedio
Grupos de mortalidad embrionaria

y desviacion estandar

Testigo 26.06 £7.33

20 ug 2419+3.35

200 pg 22.19 £ 4.30




Figura 10
Peso embrionario de ambos sexos a los 17 dias de incubacién en los

grupos Testigo, 20 y 200 pg de inhibidor de aromatasa

25

15 +

gramos

L

grupos

[ ] Testigo L 20 ug NN 200 ug

(P> 0.05)
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Figura 12

Porcentaje de sexos a los 17 dias de incubacién en los grupos

80 -
70 -+
60 -+
50 -

20 -+

Testigo, 20 y 200 ug de inhibidor de aromatasa

porcentaje

Testigo

(P < 0.05)
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Figura 13
Peso hiumedo del ovario izquierdo, a los 17 dias de incubaclén en los

grupos Testigo, 20 y 200 ug de inhibidor de aromatasa

miligramos

grupos

[__] Testigo 20 ug @/} 200 pg

(P < 0.05)
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Figura 14
Peso seco del ovario izquierdo, a los 17 dias de incubacién en los

grupos Testigo, 20 y 200 ug de inhibidor de aromatasa

miligramos
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Figura 15
Conteo celular del ovario izquierdo, a los 17 dias de incubacién en los

grupos Testigo, 20 y 200 ug de inhibidor de aromatasa
10(6)

8

Control 20 ug 200 ug
grupos

[ ] c. germinales c. con lipidos

c. sin lipidos

(P > 0.05)



B Fotografia {100 X)
de la corteza de un ovario
de embridén de pollo alos 17
dias de incubacién (grupo

testigo), en la que se muestra
con las flechas, las células
germinales u ovocitos (Q), y
las células pregranulosa (G)

.....

Figura 16

A Fotografia (40 X)
panoramica de un
ovario de embrion de
pollo de 17 dias de
incubacion {grupo
testigo), en la que se
se muestra la corteza
(c) y la medula {m)

C Fotografia (100 X)
de la médula de un
ovario de embrién de
pollo a los 17 dias de
incubacién {(grupo
testigo) en que se
muestra con las flechas,
las células tipicamente
esteroidogeénicas  (S),
las células
indiferenciadas (1) vy
los espacios lacunares

(L)




A Fotografia (40 X)
panoramica de un
ovario de embrion de
pollo de 17 dias de
incubacion (grupo
testigo), en la que se
se muestra la corteza
(c) y la meédula (m)

*

4

Bes - NI
B Fotografia (100 X)
de la corteza de un ovario
de embrion de pollo alos 17
dias de incubacién (grupo
testigo), en la que se muestra
con las flechas, las celulas
germinales u ovocitos (Q), v
las células pregranulosa ()

C Fotografia (100 X)
de la médula de un
ovario de embrion de
poilo a los 17 dias de
incubacion (grupo
testigo) en que se
muestra con las flechas,
las células tipicamente
esteroidogénicas  (S),
las celulas
indiferenciadas (1) vy
los espacios lacunares

(L)
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Figura 18
Biosintesis de estrégenos en cultivos in vitro, grupos

Testigo y 20 ug de inhibidor de aromatasa

nanogramos
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Figura 19
Biosintesis de andrégenos en cultivos in vitro, grupos
Testigo y 20 pg de inhibidor de aromatasa

nanogramos
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Figura 20
Porcentaje de mortalidad embrionaria post inoculacién en los grupos
Testigo, 20 y 200 pg de inhibidor de aromatasa

porcentaie
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ANEXO
1.- SOLUCIONES Y REACTIVOS

A) Solucién amortiguadora de fosfatos libre de calcio y magnesio

NaCl 80g

KH2POQ4 20g
KCI 02¢g
Na2HPO4 115 ¢
Agua bidestilada 1,000 mi

B) Medio de cultivo minimo de Eagle modificado por Dulbeco + albdmina

Medio de cultivo 10.3 ¢ Sigma Chemical Co, St Louis Mo.
Albumina bovina 10¢ Sigma Chemical Co, St Louis Mo.
Agua uiltrapura 1,000 ml

Se ajusta el pH a 7.4 con bicarbonato de sodio al 5.0% y se afora a 1,000 ml|

C) Tripsina al 25%
Tripsina 0.062 g Grand Island Biological Co
Disolver en 25 mi de solucion amortiguadora de fosfatos libre de calcio y

magnesio

D) Inhibidor de tripsina al 50%
Inhibidor de tripsina 0.120g | Sigma Chemical Co, St Louis Mo.
Disolver en 25 ml de Medio de cultivo minimo de Eagle modificado por Du_lbeco +

albumina



E) Liquido de centelleo

PPO (2,5-diphenyl-oxazole) 40 g
Dimethyl popop
(1,4-bis-{4-methyl-5-phenyl-2-oxazolyl]benzene 02 g
Tolueno 667 ml
Tritén X 100 333 ml

F) Solucién azul tripano

Azul tripano 400 mg
NaCl 810 mg
KH2PO4 60 mg
Metil p-hidroxibenzoato 50 mi
Agua destilada 90 ml

Calentar a punto de ebullicion y enfriar a temperatura ambiente, ajustar el pha 7.4

con NaOH 1N y ajustar el volumen a 100 mi
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