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I. INTRODUCCION

A. FORMACION

DE LAS

GONADAS
EN MAMIFEROS

En el ratén el desarrollo gonadal comienza a los 9.5 dias post
coito (dpc) en la parte ventral de la regién mesonéfrica. Se

desconoce si en 'e‘stag_égién‘ existen genes determinantes de la
formacién de las’ gc"nféldas’, que regulen su especializacion
morfolégica vy fisiolégica (Jost y Magre, 1988). La génada
indiferenciada queda constituida a los 10 dpc y estd formada por
dos componentes, el germinal y el somaético.

Se sabe, que las células germinales primordiales tienen un
origen extraembrionario. Las celulas germinales provienen de la
regién del endodermo del saco vitelino (Jones y Scott, 1971 y
Merchant-Larios y Zamboni, 1973) y migran hasta las crestas
gonadales por mecanismos ain desconocidos (Zamboni et al.,
1979). La formacidn de la génada indiferenciada no depende de
la presencia de células germinales (Merchant, 1975), lo que
indica que ésta se lleva a cabo exclusivamente bajo la interaccién
entre células del componente somatico. Existe controversia con
respecto del origen de las células sométicas de la génada (Tabla
1). Witschi en 1951 propuso que el ovario se forma por una
proliferacién de la corieza (o epitelio celomico) y que el
testiculo se forma por el desarrollo de 1a médula (mesénquima
que se condensa del blastera mesonéfrico).

Gillman en 1948 en cambio, propuso que la génada
indiferenciada se origina exclusivamente por un engrosamiento
del epitelio celémico.

Finalmente se ha propuesto que tanto el epitelio celémico
como el mesénquima subyacente, participan en la formacion de
la cresta gonadal (Gruenwald, 1942; Pinkerton er al., 1961,
Merchant, 1979, Jost y Magre, 1988).



EPITELIO MESENQUIMA

Witschi, 1951

Su engrosamiento Su engrosamiento
forma ovarios forma testiculos

Gillman, 1948

Primera proliferacién forma
testiculos, la segunda ovarios.

Gruenwald, 1942
Pinkerton etal., 1961 | indiferenciada

Ambos componentes participan en la formacién de la génada

Tabla 1.-Teorias

de la participacién del epitelio celémico y mesénquima

del mesonefros, en Ia formacién de la génada indiferenciada.

B. DIFERENCIACION
DE LAS

GONADAS EN
MAMIFEROS

Por otro lado, la contribucién del mesonefros a la formacidn
de la génada indiferenciada no es clara. Algunos autores
proponen que los tibulos mesonéfricos aportan células a la
formaci6n del primordio gonadal, basdndose principalmente en
la evidencia histoldgica; microscopia de luz y electronica
(Witschi, 1951, Zamboni et al, 1979; Upadhyay et al, 1979;
Wartenberg et al, 1991).

Sin embargo Merchant et al. (1984), utilizando embriones de
pollo, demostraron que atin cuando se inhiba la formacién de los
tibulos mesonéfricos (por métodos mecdnicos), la génada
indiferenciada se desarrolla adecuadamente.

A los 12 dpc la diferenciacién sexual morfolégica de las
gbénadas del ratén es evidente. Los testiculos se reconocen
debido a que los cordones epiteliales internos se separan del
epitelio celémicopor el incremento del tejido estromatico como:
vasos sanguineos, células mioides y mesénquima (Witschi, 1951;
Merchant, 1975, 1984 y Lovell-Badge, 1992). En cambio, los
ovarios de la misma edad se mantienen histolégicamente
similares a la génada indiferenciada. La proliferacién del
estroma ocurre en etapas posteriores de su desarrollo (Witschi,
1951; Jost et al, 1973 y Merchant, 1984).




C. FACTORES
QUE INTERVIENEN
EN LA
DIFERENCIACION
DEL TESTICULO

Yaen 1988 Jost y Magre, encontraron que la
diferenciacién gonadal comprende dos fenémenos diferentes,
por un lado la morfogénesis y por el otro, la diferenciacién de
las células sométicas. Estos fenémenos pueden ocurrir por
syeparad‘o, es decir, puede haber morfogénesis sin diferenciacién
de céhilas somaticas o vice versa. La independencia de estos
p’roc_ésds’*hasido reafirmada por los estudios recientes de
culti;vbs‘;iri_ vitro de génadas de ratén de 11 dpc (génada

y i_h‘dife’r’en'ciada) (Merchant et al., 1993). En génadas aisladas,
. |después de 96 horas de cultivo se diferencian células de Sertoli y

de Leydig, atin en ausencia de la morfogénesis tipica del

“|testiculo (Merchant et al, 1993).

El primer tipo celular en diferenciarse dentro del testiculo
son las células de Sertoli (Jost et al, 1973; Merchant y Taketo,
1991), las cuales secretan la hormona antimtilleriana (HAM) que
provoca la regresion de los conductos de Miiller en el tracto
urogenital masculino (Jost et al, 1973; Kofman et al, 1982 y
Lovell-Badge, 1992).

En 1os mamiferos se ha identificado recientemente el factor

determinante del testiculo (FDT), que estd contenido en el brazo
corto del cromosoma Y, al cual se le ha denominado Sry (“sex
determining region of the chromosome Y”), en ratones y SRY
en humanos (Koopman et al.,1990; McLaren, 1990).

En los humanos se han reportado casos clinicos de hombres
genotipicamente XY pero con fenotipo femenino. En estos
pacientes se encontré que el gene SRY esta incompleto, lo que
aparentemente genera un producto no funcional (Jager et al,
1990).



En los ratones orxgmalmente se encontro que el gene Sry
se expresa en los primordios gonadales machos Q0. 5 dpc), y
deja de expresarse una vez que se ha dlferencmdo el testiculo
(12.5 dpc) (Koopman et al, 1990). Sin embargo, diferentes
estudios recientes indican que el gen Sry se expresa desde la
etapa de dos blastémeros (Zwingman et al, 1993).

Ademids se han generado ratones transgénicos para Sry,
utilizando como hospedero al cromosoma X, que originan
hembras transgénicas con fenotipo masculino (Koopman et al,
1991). Este tltimo experimento es el mds importante para
proponer al Sry como "factor determinante de testiculos”
(FDT).

*Se ha mostrado que Sry codifica una proteina que se une al
ADN, porque contiene sitios de homologia con las proteinas de
alta movilidad (HMG) (Koopman et al, 1991). Por su capacidad
de unién al ADN se ha propuesto que Sry inicia una cascada de
expresion génica, la cual trae como consecuencia la
diferenciacidn testicular (McLaren, 1990)

A pesar de que Sry pueda ser el FDT, los factores que siguen
en la cascada de expresién para promover la diferenciacién
testicular son axin desconocidos. Una de las primeras hipétesis de
cémo se diferencian las gdnadas, fue propuesta por Witschi en
1951. El pensaba que las diferencias morfogenéticas se
originaban por una competencia cortico-medular, dependiendo
de qué tejido se desarrollaba, la corteza o la médula, se generaba
un ovario o un testiculo, respectivamente.

Merchant-Larios et al en 1984 y 1993, proponen que la
gbnada indiferenciada macho secreta factores que promueven la
invasién tanto de mesénquima, como de vasos sanguineos



provenientes de la regién mesonéfrica, lo cual provoca la
morfogénesis del testiculo.

Buehr et al en 1993, demostraron que las células del
mesonefros invaden al testiculo durante su morfogénesis.
Ademds Merchant et al en 1993, utilizando mesonefros
marcados con timidina tritiada unidos a génadas aisladas sin
marcar, demostraron que al menos dos tipos celulares provienen
dela reglon mesonefrlca, las células mioides y los endotelios.

- |Por otro lado diversos autores (Mittwoch y Delhanty, 1969 y

o Zwmgrnan-ef al, 1993), proponen que el FDT (Sry) promueve

v un‘crec:lrruento acelerado en los embriones macho y en el caso
pafticular del testiculo esto provoca que atin en estado
indiferenciado, el primordio testicular tenga un volumen mayor
que la génada indiferenciada hembra de la misma edad. Por lo
que el crecimiento acelerado de todos los tejidos gonadales en el
macho, provoca la diferenciacién de éste érgano como testiculo.
Sin embargo, Merchant-Larios en 1978 propone que el
crecimiento acelerado en el testiculo, comparado con el ovario,
no es un crecimiento general del primero sino que se debe a un
aumento del componente estromatico. De manera que al inicio
de la diferenciacion del testiculo el componente epitelial
ocuparia el mismo volumen en ambos sexos.



II. HIPOTESIS

El presente trabajo se basa en la hipétesis de que la génada
indiferenciada macho secreta factores angiogénicos entre los
11y 12 dpc, los cuales actian como "morfégenos”. Se propone
que estos morfégenos promueven la invasién y/o proliferacién
tanto de vasos sanguineos como de mesénquima, provocando as{
la separacién de los cordones epiteliales del epitelio celémico
del testiculo (Merchant-Larios, 1984; Merchant-Larios et al.,
1993) (Figura 1).

Lo anterior tendrfa como consecuencia que el aumento en
volumen en los testiculos a los 12 dpc (comparado con los
ovarios), se deba principalmente a una proliferacién/invasion
del componente estromdtico y no a un aumento del componente
epitelial (Merchant-Larios, 1978).

Génada
indiferenciada.

.10-11 dpc

Mesonefros. Génada macho
secreta
factores
angiogénicos.

Vasos sangufneos.

Factores angiogénicos promueven
la invasién/proliferacién de
estroma

proveniente de la regién
mesonéfrica.

Se diferencia el testiculo.

Figura 1- Hipotesis sobre el posible papel de la angiogénesis en la diferenciacién
sexual de las génadas del ratén, acorde a lo propuesto por Merchant-Larios (1984,
Merchant-Larios ef al., 1993).



III.OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer el papel de la angibgéhesis y‘larelacié‘n'
epitelio-mesénquima en el inicio de la diferenciaci6n sexual de
las génadas del ratén.

Objetivos particulares:

A) Comparar la capacidad angiogénica de complejos
urogenitales y génadas aisladas de los dos sexos, en diferentes
estadios del desarrollo, cultivadas sobre matrices de coldgena
con endotelios.

B) Determinar el volumen ocupado por el estroma y el
componente epitelial en la génada indiferenciada y
diferenciada, haciendo uso de un sistema de andlisis de
imégenes, para determinar si en la diferenciacién del testiculo
el aumento en volumen se debe principalmente a una
invasién/proliferacién del componente estromatico.

C) Evaluar si la vascularizacién predominante en los
testiculos se debe a un aumento en el numero de vasos
sanguineos o bien a una hipertrofia de los mismos, esto se

intenta determinar con el sistema de anélisis de imdgenes.



IV.MATERIALES Y METODOS

A. EXTRACCION Y

CULTIVOIN VITRO
DE CELULAS
ENDOTELIALES
DE AORTA DE
BOVINO (CEAB)

Para este estudio se emplearon reses recién sacrificadas,
con apariencia sana , musculosas, de carne color claro y sin
parésitos evidentes. De stas se extrajo una porcidn de la aorta
dorsal de aproximadamente 30 centimetros (cm), obturando
previamente los extremos con hemdstatos, para asi evitar
contaminaciones por el contacto de la luz del vaso sanguineo

con el medio exterior.

La aorta se procesé sobre una charola metalica estéril,
retirando el tejido adventicio, para localizar y cerrar las
arterias laterales con hemostatos. Las aortas limpias se
desinfectaron (en su parte externa) con etanol al 70%.
Posteriormente se les inyecté 20 mililitros (ml) de medio de
transporte estéril (Na Cl 0.14 M, KC1 0.004 M, amortiguador
de fosfatos 0.001 M pH 7.4 y glucosa 0.011 M) (Jaffe er al,
1973).

Las aortas fueron transportadas dentro de una charola
metdlica estéril, en hielo para mantener frio al tejido y asf
procesarlo dentro de las tres horas siguientes.

Una vez en el laboratorio se preparé medio DMEM
(GIBCO) con colagenasa tipo 11 (SIGMA), 1 miligramo (mg)
por cada ml, y se esterilizé por filtracién (Millipore 0.25
micrémetros (Um) de poro)

En la campana de flujo laminar, se lavd el exterior del
tejido con etanol al 70%. Se cortaron los extremos de la aorta
con tijeras y se lavé la luz con 500 mililitros (ml) de PBS-
antibidticos (estreptomicina 100 microgramos (1g) y penicilina
100 unidades (U) por cada ml).

La extraccidn de células endoteliales de aorta de bovino
(CEAB) se realizé siguiendo la técnica de Madri ef al. 1988,
pero se utilizé medio DMEM en lugar de E199.

Las aortas lavadas se incubaron durante media hora con
DMEM-Colagenasa a temperatura ambiente. Posteriormente se



B. EXTRACCION DE

COLAGENA DE COLA

DE RATA

txro el medlo y se anadlo medlo completo (DMEM suero de
ternera al 10 %, estreptonucma—penlclhna y L-glutamina a 2

, mM) Con el medlo completo se dio un masaje suave, y el
mele con las CEAB se vertieron en cajas de 25 cm? (Costar,

Ma 'USA).

© Se dej6 que las células se adhirieran durante 24 horas (hr)
después de las cuales se les cambio el medio por medio fresco.
Las celulas endoteliales fueron cultivadas en monocapa en
medio completo, sobre portaobjetos multipozos de cultivo (Lab-
Tek Products, Naperville, I1.), hasta llegar a confluencia.
Para la verificacién de la identidad de los endotelios se utilizé el
lipopolisacdrido de baja densisdad, acetilado y acoplado al
fluorégeno Dil (Dil-AC-LDL, BTI, Stoughton, Ma), éste se
diluy6 asépticamente a una concentracién final de 10 pg/ml de
medio completo y se reemplazé por el medio contenido en los
portaobjetos multipozos. Se incubd a 37°C durante 4 horas.
Posteriormente se removi6 el medio con Dil-Ac-LDL y se lavé
tres veces con PBS. Se fij6 con formaldehido al 3% en PBS por
20 min a temperatura ambiente.

Se lavé con agua destilada por 5 segundos (seg) y se dejo
secar, Las laminillas se montaron en glicerol al 90% en PBS. Se
observaron al microscopio de fluorescencia con filtro de
rodamina (Nikon, Japén).

Modificado de Voyta er al en 1984,

Las colas de rata se esterilizaron por inmersién en etanol
a1 70% durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se extrajeron los tendones en campana de flujo
laminar. Se desinfectaron en etanol al 70%, 30 min.

La coldgena de los tendones estériles (5 gramos (gr) por
cada litro (It)) se extrajo por agitacion en acido acético 0.017 M
(1:1000), a 4°C durante 48 hrs.



C. CULTIVO Dii
CELULAS
ENDOTELIALES

EN MATRICES
TRIDIMENSIONALES
DE COLAGENA

D. ANIMALES

Fmalrnente se. centnfugo la solucxon de colagena en una

_ centrxfuga Sorvall a: 10 OOO revolucwnes por minuto (rpm) por

c_q gena se mezc]é un volumen de
men de medio DMEM 2X
e sodio 2X. A esta solucién
necesario de NaOH 0.34 N para tener
Se'd , Jésgelxﬁcar en una estufa de cultivo a 37°C,
sfera aire 95% y CO2 al 5%.

Las celulas endoteliales fueron cultivadas en monocapa y
tripsinizadas al llegar a confluencia, con tripsina al 0.25% en
PBS. Posteriormente fueron resuspendidas en DMEM ST
10%, con antibiéticos. De esta suspension se tomé una
muestra y se tifié con el colorante vital azul de toluidina. La
viabilidad y concentracion de CEAB se calculé en una cdmara
de Neubauer "mejorada” (Freshney, 1988).

Las celulas endoteliales se resuspendieron en una solucién
de coligena-DMEM en relacién 1:1 y ST 10%, a una
concentracién de aproximadamente 415,000 células por ml de
matriz de coldgena.

La suspension se transfirié a una caja petri de 35
milimetros (mm) de didmetro (Costar, Ma), la cual tenia un
volumen previo igual de coldgena sola.

La suspensién se dejé gelificar en una estufa de cultivo a 37°C,
con atmdsfera himeda y COz2 al 5%.

Los ratones CD1 (Miles, Quebec) adultos y las ratas

Wistar, se mantuvieron en un cuarto con fotoperiodo
controlado de 12 hrs de luz y 12 hrs de obscuridad, recibiendo
agua y comida ad libitum.

Para las cruzas, se puso 1 ratén (o rata) macho con 4
hembras por caja toda la noche. A la mafiana siguniente se
revisaron a las hembras. Las que presentaron un tapén de coito



E. DISECCION DE

GONADAS DE
EMBRIONES DE RATON

F. DETERMINACION

DE LOS ESTADIOS DEIL
DESARROLLO Y
SEXADO DE LOS
EMBRIONES

fueron separadas en ca_] as ethuetadas para tener control de la

fecha de cruza. Ese d1a ‘éomo 'dla cero de gestacmn

De ratonas pr adas de 11 y 12 dpc y sacnficadas por

co"el iitero con embriones. En la
campana de ﬂmo larm ar los embriones junto con las
estructuras extra embnonarlas fueron puestos en medio L15
(Microlab, Mex1co) con suero bovino fetal al 10% (GIBCO) y
antibiéticos (Microlab, México).

Bajo el microscopio estereoscopico (Nikon, Japdn), se les
extrajo el amnios para sexar a los animales (ver técnica de
sexado mds adelante). El estadio del desarrollo se determind
con la tabla de McLaren y Buehren de 1990, que se describe
mds adelante. Por otro lado se separé la regién dorsal posterior
con ayuda de un bisturi, para exponer los complejos
urogenitales, y disectarlos con tijeras de microcirujia. Los
complejos disecados se mantuvieron en L15 completo.

Las génadas se aislaron del mesonefros utilizando agujas
de jeringas de insulina (25 x 16mm) como microbisturis, bajo
el microscopio estereoscépico de luz transmitida (Nikon,
Japén).

Para tener un control mas preciso del estadio del

desarrollo en que fueron utilizados los embriones, se recurrié a
la serie de desarrollo embrionario de las extremidades
posteriores elaborada por McLaren y Buehr en 1990, la cual
cubre los distintos periodos comprendidos en la diferenciacién
sexual del ratén, entre los 10.5 y 12.5 dpc (Figura 2).

El método para el sexado fue tomado de Palmer y
Burgoyne de 1991. El amnios extraido de los embriones
disecados, se fij6é inmediatamente en metanol-acido acético 1:1,
teniendo cuidado de no dejar secar el tejido. Se mantuvieron a
4°C.




Figura 2- Estadios del desarrollo
embrionario en ratén, acorde con
la tabla elaborada por McLaren y
Buehr (1990), tomando como
referencia a la extremidad
posterior. 1 y 2, 10 dpc. 3, 4 y
5, 11 dpe. 6, 12 dpc.

Los tubos fueron centrifugados 3 minutos a 1,500 rpm; y
el sobrenadante decantado, procurando dejar el amniosal o2
centimetros de la base del tubo.

Se aplic6 una gota de acido acético glacial al 60% en agua,
directamente sobre el amnios, y con la ayuda de una pipeta
Pasteur, sellada por calor, se disocié el tejido durante 60
segundos, después de los cuales, la accidn del acido acético fue
bloqueada con 1 ml del fijador.

Las células fueron centrifugadas 5 min a 1500 rpm, y con
la ayuda de una pipeta, se removié el mayor volumen posible de
liquido, dejando tinicamente una o dos gotas aproximadamente,
con la cual el botén de nicleos fue resuspendido y puesto sobre
un portaobjetos limpio.

Al secarse el portaobjetos (al aire), se aplicé una gota de
solucién de azul de toludina al 1%, sobre el portaobjetos, y
posteriormente se cubrié con un cubreobjetos limpio, para
revisar las muestras al microscopio de luz (Nikon, Jap6n) y

determinar el sexo por la presencia de la cromatina sexual.

G. ENSAYO DE Las génadas de ratén (de 11 y 12 dpc) aisladas o los
ANGIOGENESIS complejos urogenitales, fueron bafiados en DMEM completo
con HEPES. Posteriormente se cultivaron en matrices de
coldgena con o sin CEAB, (Figura 3).




DISECCION DE
TENDONES DE
COLA DE RATA.

By AN EMBRIONES DE RATON
- - CON GONADAS

ENDOTELIOS DE ADRTA

BOVINO, TRATADOS CON INDIFERENCIADAS,

COLAGENASA.

ENDOTELIOS cuni'rxvu:o

\ EN E199+ST 10%, A 37 C
EXTRACCION DE

COLAGENA CON co, 5%

AC. ACETICO.

ENDOTELIOS SE

TRYIPSINIZAN DISECCION DE
COMPLEJO URO-
GENITAL 0
GONADAS,

ENDOTELIO:
SUSPENDIDOS EN
SOLUCION DE

COLAGENA

GEL!SICM

\ A37C

I

GONADAS SOBRE
LA MATRIZ DE
COLAGENA CON
ENDOTELIOS.,

Figura 3.- Ensayo de angiogénesis in vitro para evaluar la capacidad de inducciéon
de estructuras tipo capilar (ETCO), por gonadas aisladas o complejos urogenitales

de ratén de 11 y 12 dpe. Técnica modificada de Folkman et al, 1989

En los ensayos de angiogénesis, en el material fijado en
Karnovsky modificado por la técnica descrita mds adelante, se



H. PROCESAMIENTO
DE TEJIDOS PARA
INCLUSION EN EI'ON.
MICROSCOPIA DE LUZ
Y DE ALTA

RESOLUCION

cuantificé el numero de estructuras tipo capilar que se
formaron alrededor del tejido (ovario, testiculo o mesonefros),
con un método semiautomatico desarrollado por Alvarez-Buylla
y Vicario en 1988. El método consiste en sobreponer la imagen
de un monitor monocromético de una IBM PC-XT, que grifica
un eje de coordenadas, sobre la imagen de la preparacidn que se
esté observando bajo un microscopio Nikon, con ayuda de una
cdmara liicida. De esta manera se pueden marcar y cuantificar
las estructuras que se sefialen con el cursor de la computadora,

Las génadas o los mesonefros se fijaron en Karnovsky

modificado (glutaraldehido, paraformaldehido, cacodilato de
sodio) durante 1 hora a 4°C (Karnovsky, 1965). Se lavaron

una hora a 4°C con amortiguador de cacodilatos de sodio
(0.1M pH 7.3). Se post fijaron con tetr6xido de osmio 1%
(Zetterqvist, 1956), una hora a 4°C., y se deshidrataron en
alcoholes graduales (70 al 100%) (todos los pasos se realizaron
a temperatura ambiente excepto en donde se indica lo

contrario) 10 minutos en cada uno, se pasaron por 2 cambios de
éxido de propileno de 20 minutos, y se impregnaron en EPON
éxido de propileno, 1:1 y 2:1 una hora en cada proporcién,
para posteriormenle incluir los tejidos en EPON puro 812 a 60°
C durante 12 horas.

Para el andlisis histolégico de los cortes semifinos (1.5 pm
de espesor) y finos (de 60 a 90 nm) se obtuvieron en un
ultramicrotomo I 8800 LKB. Los cortes semifinos se tifieron
por flotacién en azul de toluidina al 0.5%, y se lavaron en agua
destilada o se destifié el exceso con etanol absoluto, para
montarlos finalmente en portaobjetos para su estudio en
microscopia de luz. Las observaciones y fotografias fueron
tomadas en un microscopio de luz OPTIPHOT (NIKON,
Japén).

Los cortes finos fueron montados en rejillas de cobre, y
contrastados 5 minutos con acetato de uranilo al 2.5% en agua



I. CRIOPRESERVACION

DE TEJIDOS Y CORTES
AL CRIOSTATO

J. INCLUSION EN
PARAFINA Y TINCION
CON EL FLUOROGENO
HOECHST 33258

desnlada y 1 rrunuto con cnrato de plomo alcahno Las rejillas
‘ "”tromco EM-9 (ZEISS,
os,‘ se r_eahz_é sobre las

se observaron '

Los exp limeras ta—raton se congelaron en

Tlssue-Tek
hicieron co

1elo seco en hexano Se

. en un crlostato Cryo -Cut (American
Optical, USA) y se montaron en portaobjetos cubiertos con
Vecta-Bond (Vector, USA). Se detectd la deposicién de
laminina con inmunohistoquimica (ver mas adelante).

Para 1a inclusién en parafina se fijaron los tejidos en

Karnovsky modificado por 1 hora a 4°C. Se lavaron durante 30
minutos en agua corriente. Se deshidrataron en alcohol
gradualmente (50, 70, 80, 90 y 100%). Se pasé el tejido por
las siguientes mezclas: alcohol:xilol (1:1) 1 hora, xilol puro 1
hora, xilol:parafina (1:1) 1 hora a 60°C, xilol:parafina(1:2) 1
hora a 60°C, parafina pura toda la noche a 60°C.

Se incluyeron en parafina y se hicieron cortes seriados en
un micrétomo (American Optical). Los cortes se flotaron en
agua con gelatina (1% aproximadamente) a45°C y se
montaron en portaobjetos.

Se desparafinaron a 60°C, con dos cambios de xilol de 10
minutos cada uno. Se rehidrataron en alcoholes decrecientes
(100, 90, 80, 70, 50 %) 10 minutos en cada uno. Se les dio un
paso rapido en agua destilada y finalmente se pasaron por
solucién Hanks por 10 minutos para continuar con la tincién
con Hoechst 33258.

El método de tincién fue modificado de Cunha y
Vanderslice de 1984. Los cortes obtenidos al criostato o de
parafina, se dejaron 10 min en la seolucién balanceada de Hanks
(SBH) sin rojo fenol, a 4°C. Se tifieron por 20 segundoé en
Hoechst 33258 (Sigma, USA) 4 1g/ml de SBH a 4°C. Se lavaron




K. QUIMERAS RATA-
RATON EN LA
DIFERENCIACIQN DEL
TESTICULO

en agua bldesulada co nente por 1 mmuto y se I ontaron en
amortlguador de" McIlvame (soluclon A' e amdo:’cftrlco 0.1 M,
la : '4 ”vmézclar 122.9 mi de
A y 77 1 m e B pH 5. 5) Los cubreob_]etos fueron sellados con
barmz de ufias transparente.

"Las muestras se observaron con epifluorescencia en un
frucroscoplo OPTIPHOT (Nikon, Japén), con un filtro UV2A,
Las células del ratén se identificaron debido a la presencia de
abundantes grinulos fluorescentes en el nicleo, a diferencia de
las células de otras especies de mamifero (bovino, rata o
humano) que tienen un patrén de tincién homogéneo. Los
nucléolos se distinguieron por su gran tamafio y su baja
intensidad de fluorescencia. ‘

L as génadas y los mesonefros de ratén (de 11 dpc) y de

rata (de 12 y 13 dpc) se disectaron bajo el microscopio
estereoscdpico por la técnica descrita anteriormente.
Brevemente: se sacrificaron por dislocacién cervical ratonas
prefiadas de 11 dpc y ratas de 12 y 13 dpe, de las cuales el ttero
fue disecado. Dentro de la campana de flujo laminar, los
embriones fueron separados del titero y la placenta, dejando el
amnios para el sexado.

Bajo el microscopio estereoscépico (Nikon, Japdn), se
separd el amnios para sexar a los embriones, el estadio del
desarrolio de los embriones fue verificado conforme a la tabla
elaborada por McLaren y Buehr en 1990, La regidn dorsal
caudal fue separada con bistur{ para exponer las génadas y los
complejos urogenitales fueron disecados.

Posteriormente las génadas fueron separadas del
mesonefros con la ayuda de agujas de jeringas de insulina,
apoyando los complejos urogenitales sobre silicones
transparentes, bajo el microscopio de luz transmitida, lo cual
permitié diferenciar ficilmente a la génada del mesonefios,




L. INMUNOHISTO-

QUIMICA PARA LA
DETECCION DE
LAMININA

M. CITOQUIMICA

PARA LA DETECCION
DE AS5-38-HSD

debido a que este dltimo tejido es un poco mds opaco que las
génadas (Buehr et al, 1993)

Las génadas o los mesonefros aislados de rata se unieron
con las g6nadas o los mesonefros de ratén y se cultivaron sobre
filtros de policarbonatos, flotando sobre medio McCoy con SBF
al 10%, en una estufa de atmésfera controlada con CO2 al 5%
a37°C, durante 96 horas. Después de este tiempo el tejido se
congel6 en Tissue Tek, se corté al criéstato y se determiné la
formacion de cordones epiteliales por inmunohistogquimica
contra laminina, ademads se determiné el origen del estroma que
separa a los cordones epiteliales utilizando la técnica de tincién
con Hoechst 33258.

E1 método fue tomado de Merchant et al, 1993. Los cortes

hechos al criostato de tejidos sin fijar, se secaron a temperatura
ambiente, después se colocaron en una cdmara de vacio a 4°C
por 1 hora. Los cortes fueron lavados 4 veces en amortiguador
de fosfatos (AF) (NaH2PO4-H20 1.38%, Na2HPO4-7H20
5.37%, total al 1% pH 7.4) con albiimina sérica bovina (ASB)
(Sigma) al 1% (AF-Albumina). Se incubaron con anticuerpo
policlonal de conejo antilaminina (Sigma), en AF-Albtimina al
0.5 % (1:500) por 2 horas. Se lavaron 4 veces en AF y se
incubaron en reactivos Vectastain ABC kit (Vector, USA)

acorde con el instructivo del proveedor.

El procedimeinto fue tomado de Merchant et al, 1993.

Para la deteccién de células de Leydig, se utilizd el substrato
dehidro-epiandosterona, la cual da una reaccién de color azul
en presencia de la enzima AS5-38-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, enzima caracteristica de las células
esteroidogénicas como las células de Leydig (Levy et al, 1959).
Con este substrato se incubaron los cortes al cridstato a 37°C
durante 1 hora.



N. ANALISIS
MORFOMETRICO DE
COMPLEJOS
UROGENITALES

Se analizaron los cortes longitudinales seriados de

complejos urogenitales de embriones de ratén de 11, 12y 13
dpc, incluidos en EPON, en un sistema de andlisis de imégenes
HISTOSCAN.5 (BIOCOM, Francia) descrito por Corkidi en
1989 y Hirsh et al en 1992, en el cual se capturaron de manera
semiautomatizada las imdgenes de uno de cada diez cortes de los
complejos urogenitales de embriones de 11y 12 dpc y uno de
cada veinte de los complejos urogenitales de 13 dpc. En la
captura se marcaron y cuantificaron tres componentes: epitelio,
estroma y vasos sanguineos. Los datos obtenidos se editaron en
el procesador de textos Word (IBM), se analizaron en una hojas
de célculo Quatro Pro (IBM) y Claris (Macintosh).



V.RESULTADOS

A. EXTRACCION Y
CULTIVO IN VITRO DE
CELULAS
ENDOTELIALES- DE
AORTA DE BOVINO

Las aortas de bovino fueron disecadas de reses sanas del

rastro de Milpa Alta, y se transportaron al laboratorio en
medio detransporte a 4°C, con ligeras modificaciones al
protocolo deJaffe et al (1973). Una vez en el laboratorio las
células endoteliales de aorta de bovino (CEAB), fueron
obtenidas tratando la luz de la arteria con colagenasa tipo I
(Madri et al, 1988). Las células recuperadas fueron cultivadas
en medio DMEM completo con suero de ternera inactivado al
10%. Se observd que las células obtenidas formaron pequefias
colonias. Las células proliferaron lentamente durante los
primeros 2 dias y alcanzaron la confluencia entre los 3 y 4 dias
de cultivo.

Las celulas endoteliales de cultivos primarios hasta €l
segundo pase, mostraron un crecimiento rdpido y en
confluencia presentaron una morfologia hexagonal o cuboide.
En cultivos post confluentes se observé la aparicién de una
"red" de células endoteliales alargadas e interconectadas como
las descritas por Schor er al (1983).

En el presente estudio tinicamente se lograron cultivos de
las CEAB por lapsos de un mes, correspondiente a 3
resiembras. Las células después de la tercera resiembra podian
mantenerse vivas durante semanas. Sin embargo si se realizaba
una resiembra mds, la mayoria de las células resembradas no
llegaban a adherirse al substrato y las pocas que lo hacian
dejaron de proliferar, se extendieron y se observé la formacidén
de un gran numero de vacuolas en el citoplasma.Eventualmente
morian.

En los experimentos de angiogénesis se utilizaron CEAB
correspondientes a la primera resiembra, para asi asegurar su
crecimiento. Adicionalmente esto garantizaba que fueran
principalmente endoteliales, ya que asi no se permitié que
sobrecrecieran otras células como los fibroblastos.



Figura 4- A) CEAB cultivadas en monocapa. Auto fluorescencia. B) CEAB
marcadas Dil-Ac-LDL. C) Células 3T3 marcadas con Dil-Ac-LDL. Doble exposicion
Nomarsky-epifluorescencia.  Aumento 20X,

Utilizando como marcador especifico de células
endoteliales al lipopolisacarido de baja densidad, acetilado y
acoplado al marcador fluorescente Dil (Dil-Ac-LDL, BTI,
Stoughton, Ma.), se verific6 que la mayoria de las células
obtenidas en los cultivos primarios eran endoteliales. Este tipo
celular se marca intensamente en forma de granulos
citoplasmadticos, que dan una sefial muy intensa al observarse
bajo el microscopio de fluorescencia, acorde con lo descrito
por Voyta et al en 1984 (Figura 4B). Como controles se
utilizaron celulas endoteliales sin marcador para verificar la
auto fluorescencia (Figura 4A), ademds de c€lulas 3T3 (Figura
4C) y HeLa (amablemente proporcionadas por el Dr. Alejandro
Garcia Carrancd). Estas dos ultimas al observarse en
microscopia de fluorescencia presentaron sefiales muy débiles
(comparadas con las de las celulas endoteliales), en el
citoplasma (3T3) (Figura 4C) o bien en el citoplasma y nicleo
(HeLa). (Datos no mostrados).



Figura 3- CEAB cultivadas en matrices tridimensionales de coligena de cola de
rata. A) Células separadas. B) Células formando redes interconectadas. Aumento
6.3X.

C. CULTIVO DE CEAB Se obtuvieron células endoteliales en suspensién por

EN MATRICES tratamiento de cultivos confluentes con tripsina, y se
TRIDIMENSIONALES  jincorporaron en una mezcla de coldgena de cola de rata con
DE COLAGENA DMEM, para su-cullivo en tres dimensiones. Se encontrd que

la morfologfa de las celulas endoteliales contenidas en la matriz
dependia dé‘la;cri‘e‘nSidad a la que eran cultivadas. A densidades
ménbré_é de 52,000 ‘célhliiéviables (verificado por tincién con”
azul tripén)‘p'or' ni,ly de mat:iz de coldgena, la mayoria de las
células se encontraban aisladas y en forma esférica sin procesos
celulares evidentes. A partir de-una densidad de 100,000
celulas/ml de colégena; las células siguieron como una
suspensién de células aisladas, sin embargo, la mayorfa adopté
una forma de uso bipolar, con un engrosamiento en el centro
correspondiente al niicleo. Ademés presentaron pseudopodios
que en su mayoria terminaban en prolongaciones muy finas
(Figura 5A). A densidades mayores de 415,000 celulas/ml, se
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Figura 6- Micrografias de CEAB cultivadas en matrices tridimensionales de

coligena de cola de

rata. A) Células formando lumen (L). B) Células con zona de

anclaje (ZA) a fibras de coligena (F). Amplificacién 7,500X,

C. CULTIVO IN" VITRO
D GONADAS DE
EMBRIONES DERATON
SOBRE MATRICES DE
COLAGENA

formaron redes complicadas de celulas endoteliales
interconectadas entre ellas en diferentes puntos (Figura 5B). En
el andlisis de cultivos de CEAB a nivel de cortes histolégicos
para microscopia de luz y electrénica, se demostrd que las
células se encuentran en contacto muy estrecho y
frec'u'ent_emente encierran espacios con lumen, (caracteristica

, par;icular de los endotelios) (Figura 6A). Adicionalmente se
| observaron las zonas de anclaje de las CEAB a las fibras de
‘|coldgena (Figura 6B). B '

En el presente estudio se utilizaron Rétdnes CD-1.
Los machos sementales se dejaron en cajas con dos a cuatro
hembras durante toda la noche. A la mafiana siguiente se
verificé la presencia del tapén de copulacidn. El dia en que se
encontré el tapdn de cépula se tomd como el dia cero de

gestacion.



D. ENSAYO DE

ANGIOGENESIS

Se thu\ji‘eron’, embfiqnes de diferentes edades de hembras
pr'eﬁadas,f‘gorfcspondientes alos '11 de o en etapa de génada
ihdifeténciada; De estos embriones se recuperé el amnios para
el'sexado poi‘ ﬁhcién de niicleos con azul de toluidina (Palmer y
Burgoyne, 1991).

"Debido a que la hora en que copularon los ratones se
desconoce, el control exacto de la edad de los embriones que se
disecaban era desconocido. Para tener un control del estadio del
desarrollo ‘se utilizé la tabla generada por McLaren y Buher en

| 1990; 1a cual se basa en la morfogénesis de las extremidades

posteridreé' (Figura 2).

-.2~Los f:omplejos urogenitales indiferenciados de machos y
hembi‘as (de 11 dpe), cultivados sobre matrices de coldgena in
vitro,b a los 3 dias de cultivo se diferenciaron como testiculos u
ovarios, respectivamente, y presentaron una estructura
histolégica muy parecida al tejido desarrollado in vivo (datos
no mostrados) .

Las génadas o complejos urogenitales de los estadios
estudiados en estas condiciones de cultivo se mantuvieron
compactos (Figura 7B), a menos que en el momento de ser
disecados se dafiaran mucho, lo cual evitaba una cicatrizacién
adecuada lo que provocaba una gran migracién de células
sobre la superficie de la colagena.

Es importante sefialar que en estas condiciones la
vascularizacién del explante se desarrolla adecuadamente (datos
no mostrados).

Se cultivaron génadas, mesonefros o complejos
urogenitales deembriones de ratén, sobre matrices de coldgena
que contenian celulas endoteliales, para verificar la capacidad
de estos 6rganos para inducir atraccion o formacidn de
estructuras tipo capilares orientadas (ETCO) (Figura 3). O bien

se cultivaron sobre coldgena sola como control (Tabla 2).
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Figura 7- Experimento de angiogénesis in vitro sobre matrices de coligena. A)
Corte grueso de compiejo urogenital macho sobre coligena con CEAB (E).B) Corte
grueso de complejo urogenital macho sobre coligena sola. Génada (G). Tabulos
mesonéfricos (TM). Matriz de coligena (MC). ETCO (E).20X

Se observé que al cultivar complejos urogenitales en estas
condiciones se generan estructuras "tubulares” orientadas hacia
los complejos tipo vasos sanguineos (Figura 7), los cuales a .
nivel de cortes semifinos y gruesos (estos dltimos realizados a
mano), se encontrd que estdn formados por hileras de células
(Figuras 7TA, 8 y 9).




Angio # Dpc/est Cel/ml s cond. Dias cult.
1 1177 EAB/? 2 3
11/4,5 | MES/H.5E5 0 3
6 10/1,2,3 | EAB/0.9-7E5 a 1
16 12/8 EAB/4.2ES 3 1
17 1174 EAB/4.5E5 a 1
18 11/5 EAB/4.6ES 3 1

Tabla 2- Experimentos de angiogénesis. Angio #, Experimento de angiogénesis
numero. Dp¢, dias post coito. Est, estadio de desarrollo segiin Buher y McLaren
(1990). Cel, tipo celular en la colagena. EAB, endotelios. Mes, mesonefros
disgregado. ml, numero de células viables por ml de matriz de colagena. Dias de
cond, dias de condicionamiento de la coligena con las células que contiene. Dias de
cult, dias de cultivo.

En el experimento # 5 (Tabla 2) se observé que la
densidad de las células en cultivo (células de mesonefros de
embriones de ratén de 11 dpc), afectaba drasticamente la
estabilidad de la matriz de coligena. Aparentemente esto se
debié a un cambio en el pH, evidenciado por el cambio en el
color del rojo fenol del medio de cultivo, que viré de rojo a
amarillo. Lo que provocé a su vez la depolimerizaci6n de la
colagena.

Por lo anterior se probé el efecto de la densidad de las
celulas endoteliales en la estabilidad de 1a matriz de coldgena. A
la densidad mas alta, en los tiempos de cultivo estudiados, la
matriz fue muy estable a diferencia de lo ocurrido con células
de origen mesonéfrico (Angio # 6, Tabla 2).

Por otro lado, se observé que la zona de los complejos
urogenitales cultivados, donde sélo habia mesonefros, presenté
una fuerte respuesta en la formacién de ETCO (Fig 8 y 9). Lo
anterior podria significar que el mesonefros oculta la respuesta
inducida por las génadas solas.

Debido a lo anterior en los experimentos de angiogénesis
16, 17 y 18 (Tabla 2) se cultivaron génadas aisladas y por otro
lado mesonefros aislados. En estos ensayos se cuantificaron las
ETCO, en un sistema de andlisis de imdgenes semiautomético
desarrollado por Alvares-Buylla y Vicario (1988). En la figura

10 se muestra un ejemplo de las estructuras cuantificado.



Figura 8- Corte semifino de complejo urogenital mach

(Estrella) con CEAB (Asterisco chico). Se observa solo parte del mesonefros
(Asterisco grande). 20X,

AGAIVAD
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o cultivado sobre coldgena

Figura 9- Corte grueso de mcsonéfros macho cultivado
CEAB. ETCO (E). Tubulos mesonéfricos (TM). 20X.

sobre coligena (MC) con



Figura 10- Experimento de angiogénesis in vitro sobre matrices de coligena (MC).
A) Mesonefros (M) cultivado en el ensayo de angiogénesis formando estructuras
tipo capilares orientados (E) 6.3 X. B) Detalle de A, en el que se observa como las
ETCO estin formadas por hileras de células. 60X.

Ademds se cuantificé el perimetro y el drea de los explantes
estudiados. Los resultados se muestran en las graficas 1,2 y 3.

Se observé en los estadios 4 y 5 (a‘ngviio 17y 18

respectivamente), correspondientes a génada indiferenciada

;tem‘p_r’an‘; y ,tard;"a,v‘quge 6rgano mds angiogénico fue el
mesonefros aislado, independientemente del sexo. Los ovarios

| enesta edad indujeron-una mayor formacién de capilares

orientados, comparado con los testiculos (Grafica 1 A y B),

contrario a lo esperado.

Bl setco
D Casnacin

Grafica 1- # ETCO para los
estadios A) 4 y B) 5. M,
mesonefros. , ovarios. T,
testiculos. Solo se
cuantificaron 2 mesonefros.




.#ETCO

Desviacién

Grifica 2.- # ETCO para el estadio 6.
M, mesonefros. O, ovarios. T,
testiculos.

E. IDENTIFICACION

DEL ORIGEN DE LAS
CELULAS PRESENTES
EN LAS ESTRUCTURAS
TIPO CAPILARES
ORIENTADAS (ETCO)

En cambio en el estadio 6 (angio # 16), o génada
diferenciada, la relacién de induccién de estructuras capilares
orientadas entre ovarios y testiculos se invirtié, comparado con
los estadios 4 y 5. Los mesonefros a esta edad fueron
nuevamente los inductores més fuertes de estas estructuras
(Griéfica 2).

Al graficar el perimetro de los 6rganos en cultivo
(ovarios, testiculos o mesonefros), contra el nimero de
estructuras tipo capilar orientadas, para los tres estadios
estudiados (4, 5 y 6), se encontré que el mimero de estructuras
dependia del perimetro que presentd el érgano en cultivo
(Grifica 3) y no de sexo del érgano en cultivo como se presenta
en las gréificas 1 y 2.

En 10s experimentos de angiogénesis antes mencionados,

sedesconocia cuales de las ETCO estaban formadas por las
CEAB y cuales por células de los tejidos de ratén que pudieran
estar internalizandose en la matriz de coldgena. De los
experimentos de angiogénesis 17 y 18 de los estadios 4 y 5 (11
dpc), se determiné el origen de las estructuras por medio de la
tincién con Hoechst 33258. Los tejidos estudiados con esta
técnica, fueron incluidos en parafina, cortados en serie y
tefiidos con el fluorégeno. Con esta tincién fue posible
identificar las estructuras generadas por células de ratén,
debido a que los niicleos de estas células presentan un gran
numero de pequefios granulos de cromatina. En cambio los
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mticleos de células de bovino (al igual que en larata y el
humano) 1a tincién del micleo es homogénea (Figura 11).

Se encontré que las células de ratén en cultivo sobre
coldgena con celulas endoteliales migran por la matriz de
coldgena formando ETCO, este tipo de formaciones no se
generan en los cultivos control de génadas o mesonefros sobre
matrices de coligena sin células (Figura 7B) debido a la
cicatrizacién del tejido.

Posteriormente fueron cuantificados los nicleos de las
células que formaron las ETCO de origen bovino y murino
{Datos no mostrados). En resumen se encontré que la tendencia
en el numero de células de ratén que migran del tejido al

interior de la matriz de coldgena es muy parecida a la tendencia



Figura 11- Ensayo de angiogénesis teiiido con Hoechst. A) ETCO formadas por
células de raton (R), caracterizadas por los numerosos grinulos de cromatina. B) El
mismo campo que A. Se distingue una célula de bovino (B)  con el nicleo tenido
homogéncamente, 40X.

Figura 12- Quimera testiculo de rata 13 dpe. ovario de raton 11 dpe.

- Inmunohistoquimica para la deteccion de Lumining ¥y posteriormente tefiido con
Hoechst, Doble exposicion luz-epiffuorescencia. Se distinguen claramente las
cclulus de ratan (Circulosy fuera de tos tubulos seminiferos (1), Estroma (7)., 20X.




F. QUIMERAS

RATA-RATON.

G. MORFOMETRIA DE

GONADAS DE RATON
DE 11, 12 Y 13 DPC

de las celulas endotehales a onentarse a los explantes para
formar estructuras tipo capllar orientadas .

Se estudi6 1a diferenciacién sexual in vitro de génadas
aisladas de ratén o rata, unida a un mesonefros de la especie
contraria (Quimeras).

Se encontr6 en estas quimeras que las génadas y
mesonefros se fusionaban en menos de 24 horas de cultivo.
Ademis las células de ratén (11dpc) llegaron a penetrar en el
tejido de los testiculos de rata (13 dpc), cultivadas por 96 horas
(Figura 12), pero inicamente en zonas intersticiales.

Sin embargo, las génadas aisladas de macho s6lo fueron
capaces de formar cordones individualizados tipicos de
testiculos; si la génada en cultivo estaba contaminada con
mesonefros de su propia especie al momento de unirse a un
mesonefros de la especie contraria (Figura 13A). Si por el
contrario la génada indiferenciada de rata (12 dpc estadio 5) o
de ratén (11 dpc estadio 5), estaba bien aislada, al unirse con el
mesonefros de la especie contraria (de estadio equivalente), se
formaron cordones marginales, esto quiere decir que no se
separaban del epitelio celémico (Figura 14 A y B) pero
ocasionalmente se formaron cordones internos (Figura 14B).
Es importante sefialar que el estroma del testiculo y de los
ovarios proliferé abundantemente (Figura 15). Al estudiar la
actividad esteroidogénica cualitativamente con la enzima A5-38-
HSD se observ( reaccion positiva tanto en las regiones
epiteliales como en la estromética del testiculo correspondiente
al ratén (Figura 14B).

Con ayuda de un sistema de andlisis de imagenes

(BIOCOM, Francia), en colaboracién con el Dr Corkidi del
Centro de Instrumentos de la UNAM, se cuantificaron
diferentes componentes de las génadas de embriones de ratén,

en cortes seriados de tejidos incluidos en EPON.



‘(B)"de"F:i(';'jglvfup'c‘(cumuiuu'muu;- i
propio mesonefros (M) unido a mesonefros de ratén 11 dpc. Inmunohistoquimica

para la deteccién de laminina (L). Se distinguen claramente los cordones epiteliales
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Figura I4- Quimera testiculo de rata 13 dpe (sin contaminacién de su propio
mesonefros) unido a mesonefros de raton 11 dpe. A) Inmunohistoquimica para la
deteccion de laminina. Cordones epiteliales marginales (EM). Estroma (E). B)
Reaccion AS (3). Cordones epiteliales internos (CI). Tabulos mesonéfricos (TM).
10X,




Fl;,ura.la- Cortes semmnos dc qunmerns mesonefros de ratén 11 dpc, gonada de
rata 12 dpc, cultivadas por 96 hrs in vitro. A) Machos. B) Hembras. Cordones

epiteliales (ce).

Estroma (E). Tdbulos mesonéfricos (TM). 10X.

Se obtuvieron cuatro complejos urogenitales de cada _sexo,~

_ sm dndllzar el componente estromdtlco, debldo a: la-dxflcultad.»'
- para determmar los limites de este tejido. Tamblen se cuantlflco 7

‘ el volumen ocupado por los endotelios (qura 16A y B). Es
xmpo:tante sefialar que la vascularizacién a esta edad, estd

complendldd casi en su totalidad por cordones endoteliales

compactos, que no presentan luz, por lo que se considerd que se




Figura 16- Complejos urogenitales de raton 11 dpe. A) Machos. B) Hembras, C)
Detalle de la region mesondéfrica en donde se observan vasos sanguineos en
formacion. Gdnada (). Vasos Sanguincos (VS). Tibulos mesoncfricos (TM).
Mesénquima (M),
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encuentran en las primeras etapas de la angiogénesis (Figura
16C).

"~ -En génadas de 12 y 13 dpc, se cuantificaron el epitelio
celémico y el epitelio interno por separado, debido a que en
esta edad estos tejido se separan por la invasion/proliferacién de
estroma.

En resumen se encontrd que en las génadas de machos y
hembras de 11 dpc, el componente epitelial ocupan el mismo
volumen. El componente estromdtico no fue cuantificado y no
se puede descartar la posibilidad de que en el componente
epitelial se encuentren contenidos precursores del componente
estromdtico. El aumento en volumen total observado a los doce
dias de los testiculos con respecto a los ovarios, se debe a un
aumento en el componente estromatico. El componente
epitelial ocupa un volumen igual si se comparan testiculos y
ovarios de esta edad (Figura 17).

La mayoria de los vasos observados alos 12 dpc estin
asociados al estroma, y presentan luz (Figuras 18Cy D), a
diferencia de lo observado a los 11 dpc, aun cuando algunos se
observan como cordones compactos, posiblemente estos son
vasos generados de novo (Figura 18), o bien estdn asociados al

componente epitelial (Figura 18 D). Los vasos sanguineos
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Figura 18- Corte semifing de complejos urogenitales de raton de 1

Testiculo (20X). B) Ovario (20X). C) Testiculo (10X). D)Detalle del ovario (40X).
Cordones epiteliales (CEo Estroma (1), Vasos Sanguineos (VS Mesonefros (M),
Mesénquima (my, Rete restis ety Rete ovari itron.
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presentaron una tendencia a tener un numero mayor en los
testiculos que en los ovarios. Pero si comparamos el volumen
ocupado la diferencia es todavia mas marcada (Figura 19).

La formacién de cordones epiteliales fue en un plano
perpendicular al eje del mesonefros (a los 12 dpe), esto quiere
decir en direccién dorso ventral y ventro dorsal, observindose
numerosas interdigitaciones de estroma que va separando a
los futuros cordones (Figura 18A y C). Las regiones menos
diferenciadas fueron la cefélica y la caudal (Figuras 18A y C),
ya que en estas zonas se separan totalmente el epitelio celémico
y los cordones internos, hasta el dia trece (Figura 20).

Es importante recalcar el hecho de que en los cortes mas
laterales del testiculo, se observa claramente la orientacién
dorso ventral de los tibulos seminiferos en formacién (Figura
18 A). En cambio en los cortes mis centrales del testiculo se
pierde este arreglo, lo cual da la impresién de un desarrolio en
“red” sin organizacién (Figura 18C).

Los ovarios en cambio permanecen compactos. Incluso los
vasos sanguineos no presentan hipertr6fia en su luz, al
compararlos con los testiculos, sélo las regiones asociadas al
estroma presentan una luz muy desarrollada (Figuras 18 C
y D).

A los trece dpe, los cordones epiteliales del testiculo ya se

encuentran individualizados (Figura 20A), formando arcos, con



zonas centrales ricas en estroma (Figura 20B). Estos arcos se
unen en ambos extremos al blastema del rere testis que estd en
formacién (Figura 20 A y C).



Figura 20- Cortes semifinos de
complejos urogenitales de ratén de 13
dpc. A) Testiculo (10X). B) Testiculo
(10X). C) Ovario (10X). Tibulos
seminiferos (TS). Estroma (E).
Mesénquima (m). Rete testis (rt). Rete
ovari (ro).



VI. DISCUSION

A. ANGIOGENESIS

En el presente trabajo se logré realizar el cultivo de

celulas endoteliales. Su identidad fue verificada por dos
criterios diferentes: Fisioldgicamente, por su gran capacidad de
captar lipoproteinas de baja densidad acopladas al fluorégeno
Dil (Figura 4B) y por criterios morfolégicos, tales como la
capacidad de estas células, al cuitivarlas en monocapa, de
formar colonias en forma de remolino (Folkman et al, 1979).
Ademds, al utilizar matrices de coldgena (Wood y Keech, 1960; .
Elsdale y Bard 1972; Kleinman et al, 1981), para el cultivo de
las celulas endoteliales se observé que tenfan la capacidad de
reorganizarse en redes de capilares, similares a las descritas por
otros grupos (Delvos et al, 1982; Montesano ef al, 1983;
Nicosia y Ottinetti, 1990). Adicionalmente en estas condiciones
llegaron a formar lumen (Madri et al, 1983; Schor et al, 1983).

En el ensayo de angiogénesis, se utilizaron diferentes
cultivos primarios de celulas endoteliales para cada
experimento; para asi asegurar que la poblacién de células era
predominantemente endotelial. Lo anterior podria afectar los
resultados de los bioensayos debido a la heterogeneidad de las
poblaciones utilizadas. Sin embargo, los resultados obtenidos
fueron consistentes, acorde con el comportamiento descrito por
otros grupos {Canfield et al, 1992).

Al andlizar los experimentos de angiogénesis, se encontrd
que la capacidad angiogénica varfa dependiendo del tamafio del
6rgano en cultivo y no parece estar relacionada con el sexo o la
edad del explante. Esto quiere decir que la invasién de vasos
sanguineos observada en los testiculos a partir de los 12 dpc, se
debe principalmente al aumento de tamafio del érgano, y
sugiere que el proceso de angiogénesis, como lo propuso
Merchant-Larios et al en 1993, no es uno de los mecanismos
que promueve la morfogénesis de los tibulos seminiferos en el
testiculo. La angiogénesis parece ser una consecuencia de su
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crecimiento acelerado y se da al inicio de la diferenciacién
como una hipertréfia de los vasos sanguineos.

Por otro lado, se observd que gran cantidad de células
(tanto de complejos urogenitales, como de génadas y
mesonefros aislados) migraron hacia el interior de la matriz de
coldgena (Figuras 7, 8 y 9). Esto se debe probablemente
a dos factores: En primer lugar se ha reportado que diferentes
tipos celulares (HeLa, notocorda, ectodermo de apéndices y
c6rnea) tienen la capacidad de migrar en matrices de coldgena
en cultivos in vitro (Schor, 1980; Greenburg y Hay, 1982). Se
encontrd incluso la formacién de estructuras tipo capilar
orientadas provenientes del explante, de génadas aisladas
indiferenciadas de ambos sexos, las cuales estan compuestas
principalmente por células epiteliales (Figura 11). Se ha
reportado cémo es que células epiteliales cultivadas en matrices
de coldgena, adquieren caracteristicas de células tipo
mesénquimatico, evidenciado principalmente por que en estas
condiciones migran a través de la matriz (Greenburg y Hay,
1982) y adicionalmente presenta un patrén de expresion de
filamentos intermedios tipicos de las células mesenquimaticas
(Frojdman et al, 1992).

La alta migracién de células del explante al interior de la

matriz de coldgena, fue promovida posiblemente por el

condicionamiento del medio de cultivo, por los diferentes
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factores de crecimiento que secretan las celulas endoteliales in

vitro (Schor et al, 1983; DiCorleto, 1984, McNeil ef al, 1989).

En los bioensayos de angiogénesis presentados en este trabajo,
no s6lo se observé el efecto que ejercen las génadas sobre las
celulas endoteliales en la formacién de las estructuras capilares.
Adicionalmente se encontré que también las celulas endoteliales
afectan el comportamiento de las células embrionarias del ratén
(Figura 20).

E1 uso de quimeras interespecies ha permitido el estudio

detallado de las interacciones entre diferentes tejidos,
principalmente para detectar la migracién de células, que
ocurren normalmente durante los movimientos morfogenéticos
en el desarrollo embrionario (Le Douarin y Teiillet, 1974;
Cunha y Vanderslice, 1984),

Por otro lado, algunos estudios previos demuestran que las
células de la regién mesonéfrica migran al interior del testiculo
y contribuyen con células para la formacién del componente
estromatico gonadal, aportando células mioides, endoteliales y
mesenquimaticas, durante la formacidén de los cordones
seminiferos (Merchant-Larios ef al, 1993; Buehr et al, 1993).

Con base en lo anterior se realizaron cultivos in vitro de
quimeras rata-ratén, para el estudio de la interaccién
mesonefros-génada en la diferenciacién temprana del testiculo,
con ¢l objetivo original de determinar el porcentaje de células
que aporta la regién mesonéfrica al componente estromatico
gonadal. Sin embargo, se encontrd que los testiculos no
diferencian cordones tipicos, al cultivar mesonefros de ratén
con génadas de rata. Los testiculos en su mayorfa formaron
cordones marginales que no llegaron a separarse del epitelio
celémico (Figura 14A). Adicionalmente la invasién de células
mesonéfricas a la génada fue muy escasa (Figura 12). A pesar
de lo anterior, el componente estromético de la génada
proliferé intensamente (Figura 14 y 15).
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Los resultados anteriores muestran que en las quimeras
rata-ratén no se forman cordones seminiferos tipicos, esto
parece que no esti realcionado con las condiciones de cultivo
puesto que en los controles en los cuales se cultivaron complejos
urogenitales de rata o de ratén su morfogénesis fue muy
parecida a la que ocurre in vivo, parece que las alteraciones
observadas se deben a una forma de incompatibilidad entre los
tejidos de rata y de ratdn. Sin embargo, estos cultivos tienen la
capacidad de promover la proliferacién del componente
estromético contenido en la génada indiferenciada, el cual
normalmente no prolifera en cultivos de génada indiferenciada
aislada (Merchant-Larios et al., 1993). Adicionalmente se
encontrd que la proliferacién del estroma se estimula tanto en

testiculos como en ovarios (Figura 15).

Mittwoch y Delhanty en 1969, propusieron que los
testiculos se diferencian, debido a que el cromosoma Y, acelera
la tasa de crecimiento de las génadas indiferenciadas macho, lo
que provoca que tengan un volumen mayor a su contraparte
hembra, adn en etapas indiferenciadas (Figura 21).

Merchant-Larios en 1978, propuso que el volimen que
ocupan las génadas indiferenciadas, es similar en ambos sexos,
y €l aumento observado en el testiculo durante su diferenciacién

temprana, se debe principalmente al incremento del componente



estromético. Por su parte el componente epitelial permanece
con un volumen similar en los dos sexos, por lo quela.

‘ vdifeifencia.jobéervada en el crecimiento entre testiculos y
ovaridé‘, no se debe al incremento indiscriminado de todos los

» teji_d_os que domponen alos testiculos, como lo propone

- Mittwoch y Delhanty en 1969.

| - Los resultados obtenidos en el presente trabajo corroboran
la propuesta hecha por Merchant-Larios en 1978. Difieren con
los datos de Mittwoch y Delhanty, en primer lugar por que el
volumen total de las g6énadas indiferenciadas es igual en los dos
sexos, acorde con lo descrito anteriormente en el ratén (Palmer
y Burgoyne, 1991). En el presente trabajo se encontré que el
crecimiento observado en los testiculos a los 12 dpc se debe
principalmente al aumento del componente estromético

(Figura 17).

Las diferencias observadas pueden deberse en primer
| lugar, a que Mittwoch y Delhanty, midieron por un método
indirecto los diferentes componentes (epitelial y estromatico) de
las génadas, asf como el volumen total. En el presente trabajo se
midieron con un método semiautomadtico, directamente sobre
los cortes seriados, lo que posiblemente disminuyé el error en
Ia estimacion de volimenes. Otra posibilidad es que existan
diferencias entre especies.

Por otro lado Wartenberg et al en 1991, reportaron que la
morfogénesis temprana de los cordones seminiferos, es de
manera irregular, en forma de “redes” y posteriormente se
reorganizan en cordones tipicos semejando “arcos”, con
orientacién perpendicular al plano del mesonefros, similar a lo
reportado por Roosen-Runge en 1961. En el presente trabajo se
observé que la mayoria de los cordones se forman de manera
organizada desde el inicio de su morfogénesis (12 dpc), por
medio de interdigitaciones del mesénquima, en orientacién
dorso ventral y ventro dorsal con respecto al eje del
mesonefros. Las discrepancias observadas pueden deberse a



dlferencms emIe espec:1es, ya que el grupo de Wartenberg
reporta sus resulta "os en conejos Otra posibilidad es que
estudla:on umcamente una porcién limitada del testiculo, por lo
Jque tuweron una impresion incompleta, de la formacién de una
“red irregular”. En el presente trabajo si se toma como
referencia la figura 18C, se puede decir que los cordones
seminiferos tienen un arreglo irregular. Sin embargo, se debe
tomar en cuenta que esta es una zona “medular” del testiculo
que dara origen a la zona rica en estroma que se observa a los
trece dias de gestacién (Figura 19B). Es muy probable que esta
zona a los 12 dpc, sea una zona de alta proliferacion del
componente estromético, en la cual se estdn formando la
separacién de los arcos epiteliales. Lo irregular que se observa
se debe a que aiin es incompleta la separacién de los tubulos
seminiferos, por lo que es una zona con numerosos puntos de
contacto entre los extremos de los tibulos o “arcos”
seminiferos. En los extremos de los “arcos” en formacién se
aprecia claramente su orientacién dorsoventral (Figura 18A).
Lo antes expuesto quiere decir que sélo si se toma al érgano
completo, se puede considerar que la morfogénesis de los
tibulos seminiferos sigue un patrén organizado, desde el inicio.

Con respecto a la angiogénesis, desde 1951 Witschi
reporté como el mejor indice de medularizacién o
diferenciacion testicular, su prominente vascularizacion,
comparada con la observada en los ovarios de la misma edad.
Con base en esto Merchant-Larios er al en 1993, proponen que
las gonadas macho secretan factores tipo angiogénicos, los
cuales promueven la invasién de células del mesénquima y de
los vasos sanguineos provenientes de la regién mesonéfrica,
durante la formacién de la tinica albuginea. Para probar esta
hipétesis se realizaron ensayos de angiogénesis, en los cuales se
encontrd que la capacidad de promover la formacién de ETCO,
no dependia del sexo o la edad sino del tamafio del explante.

Esto indica que el epitelio de la génada indiferenciada macho,



no tiene una capacidad de induccién angiogéhica mayor que el
epitélio del la gonada hembra indiferenciada: La capacidad de
induccién de estructuras capilares parece depender del tamafio
de la génada en cultivo (Grifica 3). '

En los estudios de morfometria de génadas de 11y 12
dpc,se esperaba encontrar un mayor numero de vasos en los
machos que en las hembras. Sin embargo, se observé en los
testiculos de 12 dpc, que los vasos sanguineos ocupan un
volumen mayor que en los ovarios y en menor medida se
observaron diferencias en el nimero de ramificaciones. Se
considerd que el aumento en volumen observado en los
testiculos in vivo alos 12 dpc, estd relacionado con el aumento
del mesénquima que es parte del componente estromético y no
depende del componente epitelial, ya que este dltimo se
mantiene similar en ambos sexos (Figura 17). Incluso algunos
estudios de marcaje con timidina tritiada de génadas, indican
que el componente estromidtico prolifera con mayor velocidad
que el epitelial (Merchant-Larios, 1979).

Lo anterior quiere decir que la angiogénesis que se
observa en los testiculos durante su morfogénesis, es inducida
de manera indirecta por la invasién/proliferacién del
mesénquima, y no por 1a secrecidn de factores provenientes del
componente epitelial en la génada macho a los 11 dpc. Se
propone que en el testiculo hay una respuesta tipo fibrética
durante su morfogénesis, esto quiere decir que el testiculo atrae
y promueve la proliferacion del mesénquima, el cual a su vez es
el responsable de atraer vasos sanguineos asi comoel de
provocar su hipertrofia principalmente. Esto significa que la
angiogénesis no es la causa de 1a diferenciacidén del testiculo,
sino que ocurre como consecuencia de su morfogénesis.

Cabe sefialar que en ovarios de 12 dpc los vasos sanguineos
asociados al componente epitelial, se mantienen como cordones
compactos o con un lumen casi imperceptible (Figura 18 B), y -

s6lo los vasos asociados a regiones ricas en mesénquima,
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presentan un lumen bien desarrollado (Figura 18 D). Incluso en
los testiculos sélo las regiones de la tiinica albugiriea ricas en
estroma, presentan vasos hipertroﬁadbs (Figura I18AyOC).

Esto sugiere que el mesénquima conténidd en los testiculos
promueve la diferenciacién de los vasos sanguineos, tomando
como punto de referencia a la secuencia que sigue el proceso de
la angiogénesis propuesta por Folkman en 1985 y la
clasificacién de Rhodin de 1968.

Por otro lado, se sabe que el mesénquima embrionario es
capdz de provocar la neovascularizacién durante la
morfogénesis falica en ratén, por el proceso de vasculogénesis,
que es la diferenciacién de células endoteliales a partir de
precursores mesenquiméticos (Hara er al, 1994). En el caso
particular del testiculo, es posible que el mesénquima que
invade y prolifera, no sélo sea capaz de atraer vasos sanguineos
y de promover su diferenciacién en una respuesta tipo fibrética
(Roberts et al, 1986; Pedo et al, 1994), probablemente también
aporta precursores mesenquimaticos que se diferencian como
células endoteliales dentro del componente estromatico
intratesticular.

Es posible que la respuesta fibrética sea promovida por un
factor de crecimiento tipo TGF-8, ya que se ha observado que
in vivo este factor de crecimiento promueve angiogénesis de
manera indirecta a través de respuestas fibréticas (Roberts et al,
1986). En gdnadas de ratén Behringer er al en 1990, reportaron
c¢6mo en hembras transgénicas que expresan créonicamente la
substancia inhibidora de los conductos de Miiller (MIS) el cual
es miembro de la familia de factores tipo TGF-8, desarrollan
tibulos seminiferos. Posiblemente la sobreexpresién de MIS,
interactia con los receptores del TGF-8, ya que se ha sugerido
que otros miembros de esta familia pueden interactuar con su
receptor (Baarends e al, 1994). Es interesante el hecho que en
los embriones el tipo celular que predominantemente expresa

receptores para TGF-§ son las células mesenquimaticas, en



zonas de fuerte interaccién epitelio- mesenqmma (Lawler etal,

1994) Incluso es p051b1e quela propla homona antimiileriana

part101pe enla morfogene51s de los tubulos sermmferos
Auncuando se ha demostrado‘que elifactor determinante

del testiculo (FDT) es el gene Sry se desconoce la (s) respuesta
(s) que desencadena su expresién para promover la
morfogénesis del testiculo. Una de las posibles respuestas que
desencadena la expresion de Sry es la invasién de tejido
estromdtico proveniente de la regién mesonéfrica (Merchant-
Larios, 1978 y 1984; Merchant-Larios et al, 1993; Buehr et al,
1993). Sin embargo, parece que el mesonefros no sélo aporta
células al componente estromatico del testiculo, es posible que
también induzca la proliferacién de precursores de células
estromdticas las cuales se encuentran dentro de la génada ain en
la etapa indiferenciada. Los experimentos de quimeras apuntan
a favor de esta suposicién ya que se observd proliferacién del
estroma gonadal, atin cuando no se observé una invasién masiva
de células provenientes de la regién mesonéfrica (Figuras 12,
14 y 15). Aunado a lo anterior, recientemente, en el laboratorio
se cultivaron reagregados de génadas indiferenciadas de macho
in vitro, en los cuales se observé la diferenciacién de cordones
seminiferos aun en ausencia de mesonefros, esto puede indicar
que en la génada indiferenciada de ratén existen precursores de
estroma, que solo proliferan si llegan a una densidad critica en
la cual pueda ocurrir un efecto de comunidad (Moreno-
Mendoza y Merchant-Larios, comunicacidn personal).

Ademds se sabe que a nivel molecular la génada
indiferenciada, tiene un patrén de expresién de filamentos
intermediarios tipico de células mesenquimaticas (Fréjdman et
al, 1992). Por lo que es posible que los precursores del
componente estromético sean inducidos a proliferar, o bien a
sufrir una transicién epitelio-mesenquimatica, al ocurrir la
invasién de los diferentes tipos celulares provenientes de la

regién mesonéfrica.



VII. CONCLUSIONES

1- De acuerdo con el objetivo general se concluye que la
angiogénesis prominente del testiculo es una consecuencia de su
morfogénesis y no una causa. Ademés el aumento de volumen
en el testiculo al inicio de su diferenciacién se debe al aumento
del componente estromético (mesénquima y vasos sanguineos) y
no al aumento generalizado de sus tejidos.

2-Respecto a los objetivos particulares se concluye que:

A- Larespuesta angiogénica parece estar correlacionada con
el tamaifio del 6rgano en cultivo y no con el sexo o la edad de
los complejos urogenitales o génadas aisladas.

B- Entre los 11 y 12 dpc el componente epitelial ocupa un
volumen comparable entre ambos sexos. En cambio el
componente estromético aumenta més rapidamente en los
testiculos que en los ovarios y es el que provoca el aumento del
tamafio de los primeros.

C- Al inicio de la diferenciacién testicular el aumento de la
vascularizacién se debe pricipalmente a una hipertrofia de los

vasos sanguineos y en menor medida al aumento en su nimero.
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