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RESUMEN

Los estrégenos son hormonas esteroideas que al unirse a su receptor pueden
participar en la expresion de genes durante el desarrollo del sistema nervioso.
En este trabajo se utilizaron embriones de pollo como modelo para el estudio de
la alteracién en expresion génica por efecto de estrogenos durante la
neurulacion, que es inicio de la formacion del sistema nervioso. Se utilizaron
huevos fértiles, para el disefio experimental que consté de un grupo control que
no fue inoculado; mientras que los grupos tratados se inocularon con el vehiculo
(grupo blanco) o con 0.125 mg, 0.250 mg y 0.375 mg de estrogenos a las 14hrs
en el estadio 4. A las 45.5hrs de incubacion se llevé a cabo la diseccion de los
embriones y fueron observados en el microscopio estereoscopico, para su
clasificacién como normales, anormales y resorciones. En cada grupo se estudi6
un minimo de 15 embriones por tratamiento y fueron reproducidos en tres
distintos lotes para obtener los resultados que fueron sometidos a un analisis
estadistico. Los resultados mostraron alteraciones morfoloégicas tales como
anencefalia, microcefalia, aplasia generalizada y vesicuias cerebrales
anormales. Ademas la exposicion a estrégenos durante la neurulacion genero
resorciones y se observo embrioletalidad dependiente de la dosis de estrégenos
administrada.




1. INTRODUCCION

El desarrollo del sistema nervioso inicia con la formacién de la placa neural que
'posteriormente se invagina para dar origen al surco neural, el cual una vez
fusionado se conoce como tubo neural. La division celular continGia en la parte
anterior del tubo neural y se forman las vesiculas cerebrales que mas tarde se

convertiran en el encéfalo.

Durante el desarrollo del sistema nervioso se activan distintos genes en el proceso
conocido como expresién génica que consiste en transcripcion y traduccién. La
expresion génica puede controlarse en diferentes procesos, como la transcripcion
la cual puede verse alterada por distintos quimicos, entre los que se encuentran los
estrégenos. Los estrogenos son hormonas esteroides cuyos receptores se
encuentran a nivel nuclear, el complejo hormona-receptor participan en la activacion

de genes que pueden alterar el desarrollo normal del sistema nervioso.

Es importante llevar a cabo estudios acerca de la toxicologia de los esteroides del
tipo estrégeno porque son utilizados como anticonceptivos y ademas se encuentran
quimicos de este tipo como contaminantes ambientales de tal manera que la

poblacién en edad reproductiva estaria potencialmente sujeta a un exceso de dichas

moléculas que pueden influir durante el desarrollo embrionario.




2. ANTECEDENTES.
2.1 Regulacion de la expresion génica.

En el niicleo de las células eucariotas se localiza el DNA que es el material genético
con la informacion necesaria para iniciar el proceso de transcripcién, el cual
formara los diferentes RNA y mas tarde las distintas proteinas que se expresan en
un organismo. Una vez formado el RNA mensajero en el nicleo es madurado por la
adicién de un residuo de 7 metilguanosina, una serie de adeninas en la parte final y
la escision de intrones. Los transcritos maduros atraviesan los poros nucleares

hasta el citosol donde se lleva a cabo la traduccién.

La expresién génica puede ser controlada en distintos puntos del proceso:

a) Regulando el momento y la frecuencia de la transcripcion de genes concretos
(control transcripcional).

b) Controlando la maduracion o procesamiento de los transcritos primarios de RNA
(control del procesamiento del RNA).

c) Seleccionando los mMRNA maduros que seran enviados al citoplasma.

d) Control de los mRNA citoplasmaticos que van a ser traducidos por ribosomas
(control traduccional).

e) Desestabilizando selectivamente algunas moléculas de mRNA (control de la
degradacion de los mMRNA).

f) Activando, inactivando o ubicando de modo selectivo las proteinas ya

sintetizadas (control de la actividad proteica).

En la mayoria de los genes los controles transcripcionales son los mas importantes
(Alberts y col., 2000).
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Figura1. Expresion génica. Ensamblaje de los factores generales de transcripcion
necesarios para la iniciaciéon de la transcripcion por la RNA polimerasa Ii. El primer
factor de transcripcién general que se une al promotor es el TFIID, que entra en
contacto directo con la caja TATA a través de la proteina fijadora de TATA (TBP).
Una vez unido el TFIIB los otros factores de transcripcién generales se unen
secuencialmente y por Gitimo se reclutan la ARN polimerasas Il y los factores
asociados (Darnell y col., 1990).




El paso inicial de la expresidn génica es la sintesis de los RNA, para lo cual se
ubican las RNA polimerasas entre otros factores junto a una secuencia del DNA a
la altura del denominado promotor del gen a ser transcrito. La RNA Pol Il transcribe
los genes que determinan los RNAm (Griffiths y col., 2000). Las RNA polimerasas
no pueden iniciar la transcripcién por si mismas, necesitan de unas

proteinas llamadas factores generales de transcripcion que se unen al promotor
para iniciar el proceso.

El ensambiaje comienza con la union de TFIID a la secuencia TATA formada
esencialmente por nucledtidos T y A que es un componente de casi todos los
promotores. El factor de transcripcion TFIID esta formado por muchas subunidades
Figura 1 entre ellas esta TBP que es la responsable de reconocer la secuencia
TATA, cuando se ha unido TFIID al DNA los demas factores de transcripcidén y la
RNA Pol Il también se unen, después de la unién al promotor, se separan del
complejo los factores generales de transcripcién para poder iniciar este proceso.
Una etapa clave de la transcripcion se realiza por el factor TFIIH que es una quinasa
cuya funcién es fosforilar la enzima RNA Pol [l, para dar inicio a la transcripcion.

En el proceso de ensamblaje la velocidad de inicio de la transcripcion puede
aumentar o disminuir como respuesta a sefiales de regulacion que son dadas por
proteinas reguladoras unidas al DNA que pueden actuar incluso cuando el
segmento de DNA se localiza a miles de nucleétidos de distancia del promotor que
regulan. Entre las proteinas que participan, unas ejercen la funcién de activadoras
del proceso, estas proteinas tienen al menos dos dominios; uno de ellos reconoce la
secuencia reguladora especifica del DNA, este dominio se activa presentando en la
superficie un grupo de aminodacidos cargados negativamente (acidicos), de tal forma
que aceleran el ensamblaje de los factores de transcripcién en el promotor. Se cree
que gracias a los activadores acidicos superan la etapa limitante a la entrada de
TFIIB para facilitar asi el ensamblaje. Otras proteinas ejercen la funcidn de

represoras génicas impidiendo la transcripcion ( Alberts y col., 2000).




Durante el proceso de regulacion, el DNA actiia como una cuerda ocasionando que
interactien las proteinas del incrementador y del promotor, de esta manera se
obtiene el efecto deseado de acelerar la transcripcion. EL DNA existente entre el
incrementador y el promotor se dobla, lo que permite a las proteinas unirse e
interactuar con los factores generales de transcripcion Figura 2 (Alberts y col.,
2000).

Figura 2. Fenémeno regulatorio a distancia. ElI DNA existente entre el
incrementador y el promotor se dobla permitiendo que las proteinas unidas al
incrementador interactian directamente con uno de los factores generales de
trascripcion o con la propia RNA polimersa (Alberts y col., 2000).




2.2. Mecanismo de accion de los estrogenos.

La expresion génica puede ser alterada por compuestos quimicos como hormonas
esteroideas del tipo estrégeno Figura 3. Estas hormonas al unirse a sus receptores,
acttian regulando la transcripciéon de genes especificos. Una vez que la hormona se
ha unido a su receptor se ensambla a la secuencia especifica del promotor de
genes responsables de la regulacién de la transcripcién. Una segunda familia de
esteroides es la familia de coactivadores del receptor (SRC), que han sido utilizados
para modular la actividad transcripcional de los receptores de la hormona.

El receptor nuclear para estrégenos, representa la familia mas grande de los
factores de transcripcién. La estructura de estos receptores contienen seis regiones
de homologia. Los dominios funcionales de los receptores son tres: El dominio
obligatorio del ligando (LBD), el dominio obligatorio de la DNA (DBD) y el dominio de
la activacion (AF). El DBD da los receptores especificos para los genes blancos que
el receptor regula y AF es responsable de ligar los receptores al mecanismo celular
transcripcional y regular la transcripcién de los genes blancos.

Los mecanismos moleculares por los cuales las hormonas esteroides ovaricas
regulan la transcripcion de los genes blanco son a través de sus receptores, que se
asocian a proteinas chaperonas en ausencia del ligando. El receptor esteroide de la
hormona se puede activar por dos mecanismos: El primero es un mecanismo

dependiente del ligando tradicional en el cual los receptores son activados por la

unién de la hormona al ligando LBD, Figura 4.
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Figura 3. Estrogenos. Estructura quimica de los estrégenos (Florez y Amado, 1997).




El segundo es un mecanismo independiente del ligando y es el resultado de la
integracién de otras vias de sefializacion y resulta de la activacion de kinasas y la
fosforilacién del receptor. El receptor activado entonces experimenta un cambio
conformacional que da como resultado la dimerizacién de los receptores.
Alternadamente, estos receptores logran la capacidad de unir el ERE (Elemento de
Respuesta a los Estrégenos) del DNA en el promotor del gen blanco. Una vez que
se ha unido el receptor activo interactta con coactivadores los cuales
posteriormente se uniran a la hormona esteroidea. Los coactivadores no solamente
unen el receptor a la maquinaria transcripcional si no que también modifican
covalentemente la estructura de la cromatina. Estos coactivadores acetilan las
histonas y sufren una cambio conformacional que permite al DNA que incremente la
accesibilidad del promotor del gen blanco al receptor activado. Estos coactivadores
incluyen los miembros de la familia esteroidea del receptor (SRC), una proteina
obligatoria de CREB, una proteina relacionada p300 (CBP/P300), una proteina de
grupos de alta movilidad (HMGs) y ligasas de la proteina del ubiquitina E3 (E6-ap y
Rpf-1). El Gltimo grupo de coactivadores dirigen al receptor activado de la hormona

esteroide al complejo del proteosoma para la degradacién del receptor (De Mayo y
col., 2002)




Figura 4. Interaccion entre una molécula esteroidea con su receptor. llustracion
sobre la manera como los receptores de estrégenos (RE) se acoplan a los
segmentos ERE (Florez y Amado., 1997).




2. 3 Formacion del Sistema Nervioso

La alteracién de la expresiéon genética por estrégenos puede modificar los procesos
de desarrollo del sistema nervioso que inician cuando se lleva a cabo la fecundacion
por la unién del 6vulo y el espermatozoide. Esta célula es totipotencial, es decir
capaz de generar un individuo completo. Aproximadamente cuatro dias después de
la fecundacion en humanos las células que se han dividido por mitosis se induce un
aumento de su tamafio. Estas células se denominan blastébmeras, las cuales
poseen la capacidad de generar todos los tejidos y 6rganos del individuo en
formacion (células troncales o progenitoras) pero no pueden formar todos los tipos
celulares necesarios para el desarrollo fetal y se les denominan pluripotentes. A
medida que estas células pluripotentes se van dividiendo y diferenciando van
perdiendo potencialidad evolutiva, esto es la capacidad de originar muchos tejidos
diferentes, cuando alcanzan el maximo grado de diferenciacién quedan circunscritas

a formar un Gnico tipo celular.

El huevo contiene la informacién genética necesaria para todo el desarrollo
embrionario asi como las sustancias nutritivas para el embrién. La mayoria de las
células huevo van a tener cierta polaridad cuando el vitelo se acumula en uno de los
polos del huevo. Se llama polo vegetativo donde se acumula el vitelo y polo animal
al contrario, hay varios tipos de huevo segtn la cantidad y localizacién de vitelo. El
huevo de pollo es telolecito Figura 5 es decir que la mayor parte del vitelo queda

localizado en un polo.
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CELULAS HUEVO

huevo poco ‘huevo muy
telolecito telolecito

Figura 5. Diferencias entre los tipos de huevo en las aves. Se determina el tipo de
célula al que pertenece el embrion de pollo ya que la ubicacién del vitelo es de
suma importancia para el desarrollo del sistema nervioso.

La segmentacién Figura 6 es una serie de divisiones mitéticas que no estan
acompariadas por crecimiento celular. La segmentacién termina en una morula, que

es un disco de 16 células que descansa sobre una masa de vitelo.

muy telolecito

Figura 6, Segmentacién de un huevo telolecito. Etapas de division por las que pasa
el huevo hasta llegar a formar lo que es la mérula.

11




La cantidad y localizaciéon de vitelo determina [a velocidad con que las células se
dividen. En las zonas donde hay mas vitelo la divisibn es mas lenta, los huevos se
pueden dividir en planos paralelos al eje de polaridad (plano. longitudinal). La
segmentacion que se lieva a cabo en el embrién de pollo es holoblastica, es decir
desigual Figura 7. La tercera divisidn es latitudinal (mas arriba de la ecuatorial)
debido a que el vitelo estd acumulado en el polo vegetativo y cuando ocurre la
division se hace por la zona de menor resistencia. La mérula tiene un polo animal
formado por muchas células pequefias y un polo vegetal con pocas células grandes.

La segmentacién puede modificarse por las diferentes cantidades de vitelo y los
patrones de divisién producen una masa de células llamada blastula (blastocisto en
mamiferos). En el blastocisto no hay aumento del tamafio simplemente hay mas
células pero son mas pequefias, lo que si aumenta es el material genético
(acumulacién de RNA durante la maduracion del ovocito) en muchos animales estas
células se disponen alrededor de una cavidad liena de fluido llamada blastocele. En
las blastulas que ocurre esto se les llaman celoblasticas (donde el blastocele es
excéntrico) (Salder, 1990)..

SEGMENTACION HOLOBLASTICA DESIGUAL

micrémeros blastocele

N
‘\. = j

huevo, macroémeros
poco _
telolecito

Figura 7. Formacion del blastocele. Representa como se llevan a cabo las
divisiones mitéticas, asi como la cantidad de segmentaciones debidas a la cantidad
de vitelo acumulado en cada polo.
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Los macrémeros del polo animal se multiplican por mitosis y son desplazados.
Puede dar como resultado que los micréomeros pueden o no llegar a unirse en el
polo vegetativo. En esta gastrula la capa de células exterior (micromeros) seran el

ectodermo y las células internas (macrémeros) seran el endodermo Figura 8.

Las blastulas se convierten en gastrulas durante el proceso de gastrulacién que
implica un crecimiento embrionario. También se lleva acabo una reorganizacion
celular que induce la aparicion de las capas germinales. Ahora aparecen dos de
estas capas, el endodermo y el ectodermo, los primeros movimientos celulares de la

gastrulacion son muy parecidos en todos los animales.

En la gastrula aparece una tercera capa germinal entre el ectodermo y el
endodermo a partir del ectodermo y se le conoce como ectomesodermo o
mesénquima si se forma a partir del endodermo se le llama endomesodermo o

mesodermo verdadero.

GASTRULACION POR EPIBOLIA

ectodermo

endodermo
arquénteron

blastoporo

Figura 8. Gastrulaciéon. En la cual implica un crecimiento embrionario a diferencia
de las demas etapas en esta se observa el desarrollo de las capas germinales que
daran origen a todos los 6rganos tanto internos como externos, ademas de la
formacién del SNC.
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El destino de las capas germinales es: A) El mesodermo da origen a la mayoria de
los organos internos, revestimiento de las cavidades toracica y abdominal, los
organos del sistema urogenital, el rifién, las génadas, el sistema circulatorio, la
sangre, la médula 6sea, el tejido linfatico, el misculo esquelético, el hueso y el
tejido conjuntivo. B) El endodermo que forma parte del tubo digestivo, el epitelio del
tracto respiratorio, la faringe, la tiroides, el higado y el pancreas. C) El ectodermo
cubre el exterior del cuerpo, el tegumento y otras estructuras derivadas como pelo,
ufas, glandulas epiteliales. revestimiento de la boca, esmalte dental, oido interno,
epitelio nasal y olfativo, tubo neural a partir del que se forma el encéfalo, la médula
espinal y los nervios motores; la cresta neural a partir de la que se forman: los
ganglios sensoriales y los nervios, la médula adrenal, los ganglios simpaticos, el

craneo y los arcos branquiales. (Nolte, 1998).

La formacién del tubo neural en el embrién ocurre cuando los bordes laterales de la
lamina se curvan dorsalmente y se forman los pliegues neurales, estos se elevan
cada vez mas, acercandose a la linea media y finalmente se encuentran y fusionan
para originar el tubo neural. La fusién de los pliegues comienza en la regién de la
lamina en la zona limitrofe de la médula espinal y el encéfalo, progresando hacia
adentro y hacia atras. Las ultimas porciones que se cierran estan situadas en los
extremos cefalicos y caudal y las aberturas son conocidas como neuroporo anterior
y posterior respectmamente Al desaparecer los neuroporos, los pliegues neurales
se han transformadq completamente en un tubo neural cerrado. El tubo formado
tiene una porcién anterior agrandada, el encéfalo y una porcion mas angosta, la
médula espinal. En la pared epitelial del tubo neural se pueden distinguir cuatro
laminas o zonas; una ventral media, lamina del piso; una dorsal media, [amina del
techo donde se hizo la fusién y dos laminas laterales. A medida que las paredes se
engrosan, el surco limitante aparece entre el techo y el piso, dividiéndola en una
porcion dorsal y otra ventral, las laminas alar y basal, respectivamente. Los grupos
de las células motoras se desarrollan en la lamina basal las receptoras o

sensoriales en la lamina alar.
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Al cerrarse la lamina neural tiene lugar una diferenciacién de células a lo largo de
cada borde lateral y se forma una zona intermedia entre la lamina neural y el
ectodermo cutaneo. Cuando la placa se convierte en un tubo, estas zonas se juntan
naturalmente en el punto de unién de los pliegues neurales, se fusionan asi mismo y
se desprenden del ectodermo que los cubre. La cresta neural se ubica a lo largo de
la superficie dorsal del tubo neural y es acuiiada entre los pliegues neurales que se
fusionan. Como resultado de la desigualdad de la proliferaciéon celular, dichas
eminencias originariamente indivisas, se fragmentan en una serie de masas o
bloques celulares situados a ambos lados del tubo neural, estas masas o acimulos
corresponden al metamerismo de las somitas primitivas. Son los rudimentos de los
ganglios cerebroespinales, los cuales dan nacimiento a las neuronas aferentes
periféricas y por lo menos en parte a las neuronas simpaticas eferentes y a algunas

otras estructuras (Truex, 1963).

El cierre defectuoso del neuroporo origina la mayor parte de las malformaciones
congénitas del cerebro que pueden ser ocasionadas tanto por factores genéticos
como por ambientales, entre ellas se encuentran la exencefalia, meroencefalia y
anencefalia. Estas graves malformaciones se producen cuando el neuroporo
anterior no se cierra en forma adecuada, por consiguiente el primordio del
prosencéfalo es anormal o se encuentra ausente y la béveda craneana es

defectuosa o falta por completo.

En la excencefalia parte del encéfalo del embrién tiende a salir del craneo y se
induce una mayor vascularizaciéon. Debido a la estructura y vascularizacion
anormal del cerebro en un embridn exencefalico, el tejido nervioso se degenera y
los residuos del cerebro aparecen como una masa esponjosa y vascular que
contiene principalmente la estructura del romboencéfalo. Aunque esta condicién se
denomina anencefalia (del griego, an, sin + enkefalos, cerebro), suele estar

presente un tronco cerebral rudimentario.
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2.4

Efectos de los estrégenos durante el desarrollo.

Los estrogenos son hormonas esteroideas que entre otras funciones participan en la
regulacion de la reproduccion de mamiferos, asi como en la expresiéon genética a
través de su participacién en la transcripcion de genes. La accién de los estrégenos
esta mediada por receptores especificos que actian como factores de transcripcion.
Una vez que los receptores se unen a la hormona interactiian con secuencias en cis
en la regién del promotor responsable de la transcripciéon de genes (De Mayo y col.,
2002).

Los estréogenos alteran el desarrollo del sistema reproductivo de mamiferos, por
ejemplo en ratones machos expuestos prenatalmente a diestribestrol u otros
estrogenos se han reportado malformaciones estructurales en la formacién de
o6rganos sexuales (McLachlan y col., 2001). En diferentes especies como ratén y
rana ha sido revisado por (Taisen y col., 2001) quienes reportaron que los roedores
expuestos a hormonas sexuales durante el periodo prenatal y el postnatal temprano
causan alteraciones permanentes e irreversibles de los érganos endocrinos y
reproductivos como el ovario, Utero, cérvix, vagina y glandulas mamarias en
hembras, asi como testiculos, préstata y vesiculas seminales en machos y otros
organos entre los que se incluyen los del sistema inmune y del sistema nervioso de

ambos sexos.

En otras especies como los changos rhesus se observé que al aplicar dosis de
estrégenos de 10, 100 y 1000 veces las de humanos en edades tempranas del

desarrollo se presentaban efectos embriotéxicos (Hendrickx y col. 1987).
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Se ha estudiado el efecto de estrégenos asociados a otros compuestos como la
nicotina en los ratones y se observé que estas hormonas participan en el desarrollo
del encéfalo aunque no se encontraron diferencias en la asociacion con nicotina.

(Fujii-Hannamoto y col., 1999).

En ratones se estudié el efecto de la administracion de 20 ug de estriol en
embriones estadio 3 de ratén aplicandolo por via intramuscular por cuatro veces
durante el periodo prenatal. Los resuitados indican que los estrégenos afectan el

desarrolio del encéfalo fetal (Seiki y col., 1997).

En hamsters se aplicaron estrégenos a machos el dia de nacimiento y se indujeron
cambios en los tractos reproductivos, en estos experimentos se encontré que el
diestribestrol es mucho mas potente que el estradiol (Shafiq y col., 1998).

(Berg y col., 1999) realizaron estudios utilizando huevos de codomiz y en base a los
resultados obtenidos proponen que este sistema puede ser utilizado como una
prueba in vivo para evaluar el efecto de los compuestos estrogénicos, en los que se
presentan cambios morfoldgicos dosis dependientes. En especies acuaticas se ha
observado que la exposicion a estrogenos provoca cambios durante la

gametogénesis (Weber y col., 2003).

Los estrégenos son morfégenos que regulan directamente el patrén de expresion de
genes Hox posteriores en una manera andloga a la regulacion inducida para genes
Hox por el acido retinoico. Las alteraciones en la expresiébn de genes Hox son un
mecanismo molecular por el cual DES afecta el desarrollo del tracto reproductivo.
Por lo que cambios en la expresiéon de los genes Hox son un marcador potencial
para los efectos de la droga en Gtero que aparentemente actia solo en periodos
tardios del desarrollo (Block y col., 2000).
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Por tal motivo se plantea que la administracién de estrégenos durante el embarazo
se relaciona con algunas malformaciones congénitas, ya que una vez dentro de las
células los estrogenos se unen a sus receptores nucleares que actian como
factores transcripcionales especificos y asi los cambios en la expresion genética
pueden afectar el desarrollo del sistema nervioso, para tal efecto se plantea la

siguiente hipétesis.
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3. Hipdtesis:

Los estrégenos inducen cambios fenotipicos durante la neurulacién en embriones

de pollo.
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4. OBJETIVOS

General.

Estudiar los cambios fenotipicos durante la neurulacion de embriones de pollo por la

administracion de estrégenos.

Especificos.

R/
L %4

Explorar la dosis minima a la cual los estrégenos inducen efecto teratogeno

en embriones de pollo.

K2
o

Estudiar los cambios morfolégicos asociados a la dosis-respuesta.

& Clasificar las diferentes anormalidades a los embriones de pollo por efecto de
estrégenos.

< Comparar el nimero de resorciones en los grupos tratados y controles al

aplicar la correccion de Abbot.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiales.

e Camara digital
¢ Analisis de imagen
e Bioscopio
e Microscopio estereoscopico
e Incubadora: incumatic 2000
¢ Micropipeta
o 1000 pl
e Estuche de diseccién
e Tijeras:
o curvas

o rectas

e Pinzas para micro diseccion
o curvas
o rectas

» Espatula de diseccion

Microtijeras para diseccion
Embriones de pollo
Jeringas de:

o 5ml

o 1ml

Cinta adhesiva

Cloruro de sodio 0.9%

Agua destilada

Estrogenos: benzoato de estradiol
5 mg en solucion inyectable
BENZO - GINESTRYL

Hoechst Marion Roussel

23




5.2 Método.

El presente trabajo se realizo en embriones de pollo libres de patdogenos y se
analizaron 15 embriones. Los huevos se mantuvieron a 20°C durante el periodo

previo a la incubacion.

Los embriones se incubaron un total de 45.5 h que corresponde al estadio 13 a 37
°C y una humedad de 55 % (estas condiciones permanecen siempre constantes). A
las 14 h (estadio 4) después de la incubacién se sacaron de la incubadora para ser
inoculados con la ayuda de una micropipeta; previo a esto se realiz6 un pequefio
orifico con una aguja, para permitir el paso de la punta de la pipeta de tal forma que
se inoculen los estrégenos, una vez terminado esto se sellé con cinta adhesiva y se
volvieron a incubar, para completar el periodo de tiempo, el grupo utilizado como

control también fue sometido a los diferentes cambios de condiciones.

Trascurridas las 45.5 h, (estadio 13) de incubacion se procedio a abrir el cascarén
del huevo por la mitad con ayuda de unas tijeras de diseccion, para observar la
ubicacién del embrién y extraerlo, con unas micro tijeras, se corta el vitelo (una
membrana muy permeable que permite el paso de los nutrientes, y ademas

protege), esto permiti6 maniobrar el embrion sin riesgo de que se rompa.

Una vez realizada la extraccion del los embriones se colocaron en una caja petri con
solucion salina y se examinaron en el microscopio estereoscopico, para contar el
nimero de somitas; se midi6 la longitud craneo-caudal y caudal, asi como el ancho
y la apertura del tubo neural, para encontrar modificaciones en la expresion génica

por los cambios fenotipicos.
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La morfologia de cada uno de los estadios en relacién a las horas de incubacién fue

comparada con la reportada por Hamburger y Hamilton 1951.

Etapa 1 (4 h): Un protector embrionario puede ser visible hacia la mitad posterior del

blastodermo (es una masa de células).

Etapa 2: (6-7 h) Laraya inicial primitiva es corta'y conica mide (0.3-0.5 mm).

Etapa 3: (12-13 h) la raya primitiva (conocida como la placa neural) extiende sobre

el centro de la raya definitiva (denominada surco neural) Figura 11.

Etapa 4: (18-19 h) La raya primitiva (cuando los bordes laterales de la lamina se
curvan dorsalmente) ha alcanzado su maxima longitud 1.88 mm. El surco primitivo
(es la fision de la lamina limitrofe de la médula espinal y el encéfalo), y el nodo de
Hensen esta presente (que es una abertura situada en los extremos cefalicos y

caudal).

Etapa 5: (19-22 h) El proceso de neurulacién se extiende hacia el nodo de Hensen.
Etapa 6: (23-25 h) Los somitas alin no son visibles.

Etapa 7- 14: Se basa sobre todo en los nimeros de pares de somitas visibles.
Etapa 7: Un par de somitas visible (23-26 h) que es reaimente el segundo par del
somitas, los primeros no se observan todavia claramente. Los dobleces de los
nervios son visibles en la regién principal.

Etapa 8: Cuatro pares de somitas (26-29 h) los dobleces de los nervios satisfacen

el nivel de las islas de la sangre del cerebro medio, estan presentes por la mitad

posterior del blastoderrmo.
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Etapa 9: Siete pares de somitas (29 — 33 h) presentan las vesiculas Opticas

primarias. El primordio del corazén comienza.

Etapa 10: Diez pares de somitas (33-38 h) primera indicacion de la flexion craneal.
Tres vesiculas primarias del cerebro son claramente visibles. Coraz6n doblado

levemente.

Etapa 11: Trece pares de somitas (4045 h) leve flexion craneal. Cinco neuronas
del cerebro posterior, el neuroporo anterior se esta cerrando. En la base las
vesiculas opticas se estrechan; el corazon inicia su formacién y se dobla a ia

derecha.

Etapa 12: Dieciséis pares de somitas (45-49 h) la cabeza se inclina sobre el lado
izquierdo. El neuroporo anterior se cerrera, el telencéfalo indica las vesiculas
opticas primarias y el tallo éptico en desarrollo. El primordio 6tico es profundo pero

se abre de par en par.

La etapa 13: Diecinueve pares de somitas (48-52 h). Las flexiones craneales y
cervicales hacen amplias curvas. Ampliacion del telencéfalo, el canal atrio-
ventricular indicado por la constriccion cubre el cerebro posterior, el cerebro medio

y partes anteriores del cerebro anterior.

Etapa 14: Veintidos pares de somitas (50-53 h). La flexién craneal del cerebro
posterior y del cerebro anterior casi forman un angulo recto. La flexién cervical es

una amplia curva.
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5.3 Método estadistico.

El método utilizado fue la diferencia entre dos proporciones y se considera como
una prueba de analisis de datos de un experimento comparativo, en el que se esta
interesado. Se realizaron experimentos entre los tratamientos y el grupo control y la
finalidad es probar hipétesis con respecto a los parametros de las poblaciones

(Montgomery y Runger. 1996).

En general se desea probar la hipétesis nula de que dos proporciones o parametros
binomiales son iguales. Esto es, probar que p1 = P2 en contraposicion a las
alternativas pi< p2, P1> P2 0 P1 # P2, esto equivale a probar la hipotesis nula de que
p1 — p2 = 0 en contraposicién a las alternativas p1 — p2 < 0,p1—p2>00p1—p220.
El estadistico sobre el cual se basa la decision es la variable aleatoriap” 1Y p ™,
se seleccionan al azar muestras independientes de tamafio n1 y n2 de dos

poblaciones y se calcula las proporciones de éxito P* 1 y P" 2 para ambas muestras.

Bpy-p, = P1 — P2

Por lo tanto la region de aceptacion y critica pueden establecerse mediante la

variable normal estandar:

Z = PP )
Jpal(i/n,) + (1/ny)]

(Walpole y Myers. 1992).
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Sean p1 y p2 las proporciones de anormalidades encontradas en los tratamientos y
en el grupo control respectivamente, se determina si hay diferencia significativa
entre la proporcién de anormalidades encontradas mediante la decision de la

hipétesis:
En donde:

Ho: p 1 = p2 (la proporcion de anormalidades encontradas es igual para los

tratamientos como para el grupo control).

H1: p 1 > p2 (la proporciéon de anormalidades encontradas es mayor para los

tratamientos comparada con el grupo control).

De esta forma al caer z en la regién de rechazo, no se acepta la hipétesis de
p1 = pz2 Y concluimos que los datos presentan suficiente evidencia para decir que el
porcentaje de anormalidades de los tratamientos es mayor que el de los controles
(Mendenhall W. 1987).

Se utilizé la correccion de Abbott como una prueba complementaria, la cual consiste
en ajustar los datos de los tratamientos con el control y eliminar las anormalidades
consideradas como permitidas dejando solo las que se presentaron por el farmaco

de acuerdo a la siguiente formula:

1 Pno_ afectados_en _el_TRATAMIENTO
% Correccion = 100 * - Pno_afectados_en_el_CONTROL
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5.4 Disefio experimental.

Cuadro 1. Diagrama de los grupos experimentales.

Grupo |Estadiode |Tiempo de |Estadiode Tiempo de |Tratamiento
inoculacién |incubacion |Observacion |incubacién
Control 14 h 13 45 h
Blanco 4 14 h 13 45 h H20 Estéril
1 4 14 h 13 45 h 0.125
pg/estrégenos
2 4 14 h 13 45 h 0.250
ug/estrégenos
3 4 14 h 13 45 h 0.375
ug/estrégenos
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6. RESULTADOS

Control

Con objeto de conocer los cambios fenotipicos que ocurren durante la neurulacion
de los embriones de pollo de manera espontanea, se realizaron tres experimentos
en los cuales se analizaron en promedio 15 embriones. En este y todos los grupos
subsiguientes las condiciones de temperatura y humedad se mantuvieron

constantes de acuerdo a lo planteado en la metodologia.

El resultados del total de embriones 14.50 + 0.84 ee se obtuvieron medias de 12.33
+ 0.71 ee embriones normales Figura 14 de 1.83 + 0.47 ee embriones anormales y
0.33 + 0.21 ee corresponde a las resorciones. La suma de los embriones anormales

mas las resorciones es 2.16 + 0.40 ee, ver Figura 12.

Blanco

Para controlar el efecto del vehiculo se plantearon experimentos con un grupo

blanco en el que se les administré agua a los embriones de pollo.

Los resultados indican que del total de embriones 14.33 + 0.33 ee se obtuvieron
medias de 12.33 + 0.33 ee embriones normales, el 1.33 + 0.33 ee embriones
anormales y 0.33 % 0.33 ee corresponde a las resorciones . La suma de los

embriones anormales mas las resorciones es 1.66 + 0.33 ee, ver Figura 13.

Al comparar los resultados de embriones anormales, resorciones y de la suma de
los embriones anormales con las resorciones del grupo blanco contra el grupo
control no se encontré diferencia significativa en ninguno de los parametros

estudiados.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Con los resultados de parametros morfol6gicos del presente estudio, se puede decir
que los embriones tratados y controles se encontraban en la misma etapa de

desarrollo, por lo cual los cambios encontrados son efecto del quimico

Las anormalidades observadas en el grupo control pueden estar asociadas a
mutaciones espontaneas en los que se ve alterado el programa genético originando
un error en la replicacién del DNA (Griffiths y col., 2000). Otra posibilidad puede
relacionarse con los cambios durante la traduccién o bien por efecto de algun
elemento génico transponible, otra posibilidad seria asociada a la perdida de la
funcién de un gen responsable de la activacion de otros genes o la ganancia de
funcién de un gen que inhibe la activacién del gen o genes que participan en el
desarrollo del embrién durante la neurulacidn. De acuerdo a lo anterior las
anormalidades que presenta el grupo control pueden ser dadas por una gran gama
de cambios hereditarios que inducen modificaciones fenotipicas, no obstante la
diversidad de factores que pueden intervenir durante el desarrollo, en todos los
grupos control del presente estudio los resultados fueron consistentes como lo

indican los resultados.

Entre los mecanismos de accién que pudieran explicar el efecto de los estrégenos
en los embriones de pollo esta la afirmacién de Yager, y col., 1991 quien lo asocia a
la interaccion con factores de crecimiento y su participacién en la actividad mitégena
celular, dicho efecto puede incrementar una vez metabolizado el quimico como lo

proponen Niy Yager en 1994.
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Con los resultados de este trabajo se puede sugerir que los estrégenos se unen
eficazmente a sus receptores nucleares y esta union hormona receptor interacciona
con diferentes genes, los activa a nivel transcripcional y forma proteinas que acttan
regulando su funcién, o reprimiendo la unién del complejo de transcripcion de los
genes, induciendo asi la expresion en esta etapa del desarrollo generando
anormalidades en el embrion. Es importante considerar que no todos los estrégenos
actian de manera similar como el dietilbestrol que es 100 veces mas potente que el

tamoxifen y la union a los receptores puede ser distinta (Beyer y Juchau, 1988).

Es posible que las anormalidades encontradas puedan asociarse a que la
concentracién de estrégenos se acumulen en la célula y aumenten los receptores
ocupados por este teratégeno de tal forma que se potencializa la accion de los
estrégenos al permanecer mas tiempo en el nicleo el complejo hormona receptor,
provocando asi dafios severos a los tejidos en donde se presentan estos receptores

estrogénicos.

Otra posible explicacion de los resultados encontrados en este trabajo puede
deberse a que la hormona y el receptor aumenten la susceptibilidad del tejido a ser
afectados por la unién a proteinas chaperonas que son transcripcionalmente activos
impidiendo la unién del complejo de transcripcion de los genes que son expresados
en la etapa del desarrollo, provocando asi anormalidades morfologicas en el

embrién.

Tal como lo menciona Kolja Paech, 1997 los dos receptores descubiertos hasta el
momento, desempefian muitiples funciones de regulacién de la transcripcion
genética, dependiendo de la sustancia o ligando asociado a ellos, y de la via de

induccién que utilicen
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Los receptores estrogénicos unidos a su receptor pueden actuar como reguladores
de la transcripcion del ADN lo que puede relacionarse con la presencia de

anormalidades Figura 18, 19, 20 y 21.

El problema del efecto de embriotoxicidad de los estrégenos es importante por el
uso de anticonceptivos asi como los quimicos liberados al medio ambiente que
presentan efecto estrogénico y puede influir en los procesos tanto del desarrollo del
sistema nervioso como del funcionamiento del sistema endocrino (Nishimura y col.,
1997, Thorpe y col., 2003).

La actividad de los estrégenos en los cambios fenotipicos de los embriones
estudiados puede asociarse a su participacion en el crecimiento y diferenciacion de
neuritas durante el desarrollo del sistema nervioso por la mediacion directa o
indirecta de respuestas autécrinas o mecanismos locales paracrinos a través de
interacciones con factores de crecimiento como las neurotrofinas y sus receptores,
esto se ha comprobado por la coexpresién de los mensajeros que codifican para
receptores de estrogenos y los mensajeros tanto de neurotrofinas como sus
receptores. Los estrogenos y los factores de crecimiento pueden influenciar otras
acciones por la regulacion del receptor y su disponibilidad para unirse al ligando asi
como la regulacién reciproca de los niveles de las sefales de transduccién o
transcripcion de genes. Las neurotrofinas pueden servir como “switches” para

regulacion de los receptores a estrogenos (Toran-Allerand CD. 1996).
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8. CONCLUSIONES

/
o?

&,
%

Hay cambios fenotipicos durante la neurulacién de embriones de pollo por

efecto de hormonas estrogénicas.

Entre las anormalidades encontradas se tienen: la anencefalia, la

microcefalia, la aplasia generalizada.

Los cambios severos por efecto de los estrégenos inducen la resorcién de los

embriones.

Los efectos de los estrégenos aumentan en los embriones conforme se

aumenta la dosificacién del compuesto.
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