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l. RESUMEN 

Se ha propuesto que el mesonefros juega un papel importante en el 
desarrollo de la gónada. Además de postular la existencia de un factor 
mesonéfrico, algunos autores proponen que al inicio del desarrollo gonadal, las 
células del mesonefros participan sustancialmente, por lo que se ha atribuido un 
origen mesonéfrico a las células somáticas de la gónada. Sin embargo, hasta ahora 
la mayoria de los estudios han sido puramente descriptivos. La reciente 
identificación del SRY en humanos (Sry en ratón) como el factor determinante del 
testículo en los mamíferos, da la oportunidad para estudiar los mecanismos 
moleculares y celulares que participan en la diferenciación testicular. 

En el ratón el Sry se expresa entre los 10.5 y 12.5 días postcoito (dpc) y 
desencadena una serie de interacciones celulares que llevan a la diferenciación de 
un testículo, a partir de la gónada indiferenciada. Durante estos procesos de 
diferenciación gonadal, las gónadas de ambos sexos se encuentran en íntima 
asociación con el mesonefros, de manera que en el presente proyecto nos 
propusimos investigar el papel de las células mesonéfricas en la diferenciación del 
testículo fetal, así como, los mecanismos celulares que controlan su morfogénesis 
a partir de la expresión del Sry. 

Mediante el empleando de la técnica de cultivo de órganos, en una primera 
etapa, se estudió la diferenciación sexual de la gónada indiferenciada ( 11.5 dpc) 
con y sin el mesonefros adyacente. En nuestras condiciones de cultivo, el tiempo 
de diferenciación tanto de las células de Sertoli como de las de Leydig, así como la 
formación de los cordones seminíferos, es similar al requerido in vivo. Se observó 
que la diferenciación de las células de Sertoli y Leydig es independiente de la 
presencia de células mesonéfricas, sin embargo, la formación de los cordones 
seminíferos requiere la presencia de células provenientes de la región mesonéfrica. 
Se identificaron células endoteliales y mioides pericordonales, ambas de origen 
mesonéfrico, como las responsables de la organización de los cordones 
seminíferos. Estos resultados nos sugirieron que la migración de las células del 
estroma desde la región mesonéfrica, puede deberse a una señal que viene de las 
células de la región de la gónada, probablemente controladas por el Sry. De 
manera que nos preguntamos si únicamente las células del estroma mesonéfrico 
responden específicamente a esta señal. 
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Cultivando gónadas aisladas junto con el esbozo de la extremidad anterior 
(EEA) del mismo embrión, se observó que las células estromáticas del EEA 
migraron también hacia la región de la gónada, y se llevó a cabo la fonnación de 
los cordones seminíferos. Estos resultados sugieren que las células del estroma 
mesonéfrico no son específicas para llevar a cabo la diferenciación histológica del 
testículo. Un hallazgo inesperado en este estudio, fue que encontramos que la 
cantidad de testosterona producida in vitro por los injertos difiere, dependiendo del 
sexo y del tejido injertado. Lo que sugiere que la producción de testosterona puede 
deberse a la presencia de genes en el cromosoma Y, necesarios para la actividad 
esteroidogénica de las células de Leydig fetales. Alternativamente, la presencia de 
células XX podría inhibir la producción de testosterona y metabolizarla hacia 
estradiol. 

En otra serie de experimentos, utilizarnos la técnica de disgregación
reagregación de gónadas embrionarias. Encontramos que aunque en gónadas 
aisladas de 11 dpc, mantenidas en cultivo individualmente, no se fonnan cordones 
seminíferos, en los reagregados de seis o más gónadas si lo hacen. 

Concluimos entonces que la fonnación de cordones seminíferos en los 
reagregados, se debe a la suma de células del estroma mesonéfrico presente en las 
gónadas disgregadas. En gónadas de esta edad, cultivadas individualmente, el 
estroma parece ser insuficiente para pennitir la organización de los cordones. 
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1 INTRODUCCION 

1.1 Determinación del sexo en mamíferos 

El sexo de un embrión es detenninado en el momento de la fecundación por 
el mecanísmo XX-XY, pero al principio del desarrollo el embrión tiene potencial 
de diferenciación en macho o hembra, pues los primordios de los sistemas 
masculino y femenino están presentes. 

Las observaciones de que la presencia del cromosoma Y es necesaria para 
la diferenciación testicular de la gónada primitiva, independientemente del número 
de cromosomas X presentes en el genoma de un individuo, hace evidente que en 
este cromosoma se encuentra el gen o los genes responsables de la diferenciación 
testicular a partir de la gónada indiferenciada. En humanos este gen se denominó 
TDF (Testis Determinig Factor) y en el ratón Tdy (Testis determining gene-Y). 
El producto del Tdy o los productos resultantes de la acción de éste, deben ejercer 
su influencia sobre las células de la gónada indiferenciada y desencadenar el 
proceso de diferenciación testicular. 

Recientemente se ha logrado un gran avance en la identificación de un gen .; 
localizado en el brazo corto del cromosoma Y, que parece contener al TDF. Este 
gen codifica para un transcrito específico del testículo con un "motivo" de unión al 
ADN. A este gen se le denominó SRY en humanos (Berta, et al. l 990) y Sry en 
ratón (Koopman et al. 1990). 

Está bien establecido que el Sry actua específicamente en células de la 
gónada indiferenciada donde lleva a cabo la diferenciación hacia testículo (Lovell
Badge, 1992; Koopman, et al. 1991). Para entender el papel del Sry en la 
determinación testicular, es necesario considerar su patrón de expresión en el 
contexto de cómo se desarrollan las gónadas. 

1.2 Moñogénesis gonadal 

El sexo gonadal es el conjunto de procesos de diferenciación tanto 
fisiológicos como morfológicos que lleva a cabo la gónada indiferenciada para 
transformarse en un ovario o en un testículo. 
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Durante la morfogénesis de las gónadas de mamíferos, existe una 
interacción entre dos líneas celulares que componen la gónada: las células 
germinales (de origen extragonadal) y las células somáticas. De esta manera las 
gónadas presentan un modelo de morfogénesis diferente al resto de los 
organismos, ya que en este caso existe la presencia de un componente celular que 
proviene del exterior y que juega un papel determinate en las dos principales 
estados por los cuales pasan las gónadas durante su desarrollo: la etapa 
indiferenciada y la etapa de diferenciación sexual. 

Durante los procesos de morfogénesis de la gónada se pueden observar tres 
etapas: La primera corresponde a la colonización del primordio gonadal por las 
células germinales primordiales (CGP). La segunda corresponde a la organización 
del primordio gonadal como gónada indiferenciada. Y la tercera corresponde a la 
diferenciación de la gónada en un testículo o en un ovario. 

1.2.lMigración y colonización de las CGP 

El establecimiento de las distintas lineas celulares durante el desarrollo se 
lleva a cabo a diferentes tiempos. En el caso de la línea germinal su determinación 
parece ser uno de los más tempranos. Aunque el sexo del individuo y con esto el 
sexo de las gametas, se establece en el momento de la fertilización, existe un 
período inicial en el cual no es posible detectar diferencias morfofuncionales entre 
las células precursoras de los ovocitos y los espermatozoides. Este período es el 
que corresponde al de las células germinales primordiales (CGP). 

Las CGP se pueden identificar porque contienen enzimas específicas, 
como: la fosfatasa alcalina, el glucogeno y las estereasas, así como, con 
anticuerpos específicos (Hannel y Eddy, 1986). 

Se ha reportado que las CGP, predecesoras de las células germinales (CG) 
en el adulto son de origen extragonadal (Brambell y Parkes, 1927; Everett, 1945; 
Merchant-Larios, 1975). 

En los mamíferos y en particular en el ratón, se sabe que las células 
germinales derivan del ectodermo embrionario. La etapa más temprana en la que 
se ha podido detectar a las CGP es en la formación del pliegue cefálico entre los 
7.5 y 8 dpc {Chiquoine, 1954). Estas se localizan en el endodermo del saco 
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vitelino y el mesodenno del alantoides, de donde migran hacia la región de las 
crestas gonadales. 

A los 9.5 dpc se forma el intestino por invaginación del endodermo, debido 
a movimientos morfogéneticos; dicho fenómeno lleva consigo primero a las CGP 
en un desplazamiento caudal por la parte ventral del intestino hasta la parte dorsal. 
A los 10 dpc , en la región ventral del mesonefros, se forma la cresta gonadal por 
un 
engrosamiento del epitelio celómico. Este evento coincide con la salida de las 
CGP del intestino y la migración de éstas por el mesenterio dorsal hacia la región 
de las crestas gonadales. Las CGP emigran desde su sitio de determinación inicial, 
hasta la región urogenital por dos tipos de movimientos: pasivo y activo. El 
primero tiene lugar por una translocación de estas células, localizadas en el 
endodermo y mesénquima del saco vitelino y el alantoides. De estas formaciones 
extraembrionarias, las CGP pasan al interior del embrión, junto con el endodenno 
y mesénquima que formarán al intestino primitivo posterior y al primordio del 
mesenterio intestinal. A partir de aquí se inicia la migración activa de las CGP. 

Se ha tratado de explicar el mecanismo por el cual las CGP llegan a su 
destino, la cresta genital. Witschi (1948) propuso que las CGP eran guiadas por un 
gradiente de concentración de algún factor secretado por las células del epitelio 
celómico situado en la región urogenital, por el cual las células se encaminarian 
por un proceso de quimiotaxis. Existen evidencias que indican que estas células se 
guían por agentes o factores difusibles producidos por las crestas genitales 
(Kuwana, el al. 1986; Godin, el al. 1990); sin embargo, no se han podido 
caracterizar dichos factores. Otra hipótesis denominada "guía por contacto" 
(Weiss, 1945) propone la existencia de caminos preestablecidos por tejidos 
circundantes, lo cual señala la existencia de receptores específicos en la superficie 
de las CGP, capaces de adherirse selectivamente a moléculas presentes en la 
superficie de las células mesenquimáticas y en la matriz extracelular. 

Otro mecanismo propuesto para la migración de las CGP, se refiere a la 
organización topográfica de las células somáticas del embrión, en el momento del 
desplazamiento de las CGP, donde estarían dispuestas en tal forma que no podrian 
salirse de la trayectoria que mecánicamente las dirigiría hacia la cresta genital. 
Alvarez-Buylla y Merchant-Larios (1986) observaron que la fibronectina, 
glucoproteina abundante en la matriz extracelular, es utilizada por las CGP para su 
migración. 
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Durante su migración, las CGP presentan moléculas de superficie, que se 
modifican o desaparecen gradualmente en diferentes etapas del desarrollo, lo que 
sugiere que las propiedades de la superficie de las células germinales depende de 
su ubicación en el embrión (Donovan, et al. 1986; Fazel, et al. 1987). 

1.2.2 Establecimiento de la gónada indiferenciada 

El estado indiferenciado de la gónada corresponde a la colonización de la 
cresta gonadal por parte de las CGP, y a la proliferación de células somáticas de la 
región urogenital, que darán origen tanto a los cordones sexuales, como al tejido 
estromático que constituyen a su vez los elementos histológicos precursores del 
ovario o del testículo en hembras o machos respectivamente. 

El origen de los componentes somáticos de la gónada ha sido motivo de 
gran controversia. Brambell y Parkes en 1927, al estudiar el desarrollo de la 
gónada del ratón, propusieron que las células somáticas se originan por 
proliferación del epitelio celómico. Witschi ( 1951) , con base en sus estudios en 
anfibios, llegó a la conclusión de que la gónada está compuesta por dos territorios: 
la corteza derivada del epitelio superficial y la médula derivada del mesonefros. 
Gillman (1948) y Burns (1961) describen un modelo de doble proliferación del 
epitelio superficial. Proponen que el testículo se diferencia por proliferación del 
epitelio celómico que origina a los cordones testiculares y en el caso del ovario, 
éste se diferencia por una segunda proliferación del epitelio celómico, lo que da 
origen a los cordones ováricos; paralelamente con esta segunda proliferación debe 
ocurrir una desaparición de los cordones producto de la primera. 

Por otro lado, Zamboni, et al. (1979), en ovejas, Upadhyay y Zamboni 
(1981), con el ratón, y Wartenberg (1981) con embriones de conejo y humano, 
sugieren que durante los procesos de diferenciación gonadal las células del 
mesonefros contribuyen sustancialmente a la estructura del ovario o del testículo. 
Postulan que la gran mayoría, si no es que en su totalidad, las células epiteliales de 
los cordones sexuales, son derivadas del epitelio de túbulos mesonéfricos. Esta 
idea se desarrolló con base en evidencias morfológicas, por lo que son necesarias 
evidencias experimentales para reforzar esta hipótesis. 

Otros autores mencionan que no existen evidencias claras para soportar la 
hipótesis de un origen mesonéfrico de las células somáticas (Deanesly, 1975; Dang 
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y Fouquet 1979; Merchant-Larios, 1979). Si se aceptara el origen mesonéfrico de 
estas células, también se tendría que aceptar que las células epiteliales 
mesonéfricas, con función excretora, tendrían que desdiferenciarse para pasar a 
formar parte de una estructura con funciones completamente diferentes. Por su 
parte Wartenberg ( 1981 ), sostiene que el origen es por contribución de ambas 
partes, epitelio celómico y mesonefros. 

Las diferencias en los patrones y mecanismos del desarrollo gonadal han 
sido atribuidas a diferencias específicas en la complejidad estructural , 
funcionalidad y estado de diferenciación-involución del mesonefros en los 
diferentes grupos estudiados (Y oshinaga et al. 1988). Cabe señalar, que durante el 
desarrollo embrionario, no en todos los mamíferos el mesonefros es funcional. En 
trabajos realizados con embriones de pollo, Merchant-Larios, et al (1984) 
provocaron agénesis unilateral del mesonefros y sugieren que no hay participación 
de las células epiteliales de este órgano para el establecimiento de los cordones 
sexuales de la gónada indiferenciada. Sin embargo, las células mesenquimáticas y 
vasos sanguíneos de la región mesonéfrica invaden la gónada. 

Dado que algunas observaciones en una misma especie son contradictorias, 
es probable que exista un patron único en la formación del tejido gonadal, pero 
que las diferencias en interpretación hayan producido esta diversidad de hipótesis 
sobre el origen de las células y forma en la que se establece la gónada. 

En estudios morfológicos a nivel de microscopia electrónica, se puede 
observar la fonnación de la lámina basal, lo cual puede servir como un criterio 
para evidenciar la presencia de células somáticas en diferentes sitios. Se ha visto 
que la lámina basal en el epitelio celómico es interrumpida en una región 
localizada en la cresta gonadal. En esta región, estas células son 
ultraestructuralmente idénticas al epitelio, pero diferentes del blastema 
mesonéfrico. Este proceso se ha descrito en el desarrollo gonadal de Xenopus 
laevis y Rana pipiens (Merchant-Larios y Villalpando, 1981 ). 

En mamíferos, no es claro que existan cambios en la lámina basal como 
ocurre en anfibios, esto se debe a que no han sido establecidas diferencias 
ultraestructurales entre las células mesoteliales, mesenquimáticas y mesonéfricas. 
Los nombres de estas células se derivan exclusivamente de su localización. 

Un criterio para identificar a las células mesonéfricas es la presencia de 
lisosomas autofágicos. Este fenómeno podría deberse a la intensa actividad 
degenarativa, resultante de una muerte celular programada común en otros órganos 
en desarrollo. 
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En las células de los túbulos mesonéfricos de la rata y el ratón se observan 
formas mitóticas con apariencia degenerativa, lo cual sugiere la desorganización y 
organización simultánea del mesonefros que nunca es funcional en estas especies. 
Sin embargo, forma parte integral del desarrollo del sistema excretor y juega un 
papel importante en la inducción del metanefros. 

Las observaciones realizadas durante el inicio de la formación de la cresta 
urogenital en mamíferos, con períodos cortos de gestación revelan una 
condensación de células mesenquimáticas. Esta condensación lleva a la 
organización de los túbulos mesonéfricos. La lámina basal del mesotelio es 
interrumpida en la región de la futura cresta genital, la cual es más densa debido a 
la estratificación de células mesoteliales. Esta es una región de gran actividad 
proliferativa y movimiento celular, lo que representa un alto consumo de energía. 
Debido a la gran invasión de vasos sanguíneos desde la región mesonéfríca, junto 
con la migración de las CGP hacia la cresta genital, da la impresión de que el 
crecimiento de las crestas genitales se lleva a cabo por la migración de células 
provenientes del mesonefros. 

Si las células de la región mesonéfrica están participando en el desarrollo 
gonadal, una pregunta importante sería ¿qué tipo de células?. Para responder a esta 
pregunta, primero es necesario considerar si el mesonefros funciona como un 
órgano de excreción en las especies estudiadas. En rata y ratón, en el mesonefros 
encontramos el conducto mesonéfrico o conducto de Wolffy los túbulos 
mesonéfrícos; la mayoría de los túbulos aún no se han formado cuando las crestas 
genitales inician su crecimiento. 

Los túbulos mesonéfricos se localizan cerca de las crestas genitales, y no 
hay lámina basal. Las células en la región ventral de los túbulos mesonéfricos se 
encuentran laxamente distribuidas. Todas estas características darian la impresión 
de que los túbulos están mandando células hacia la región de el epitelio celómico. 
Aquí la lámina basal es internunpida y se observa una gran actividad de 
proliferación. 

Merchant-Larios (l 979), en un estudio de autoradiografia de la región 
urogenital de embriones de rata, demostró que hay una gran actividad de 
proliferación en tres compartimentos; los túbulos mesonéfrícos, mesénquima y 
mesotelio. Debido a que existe una gran cantidad de muerte celular en el primer 
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·. 
compartimento, propone que la morfogénesis de la región urogenital en mamíferos 
con periódos cortos de gestación, como el ratón y la rata, se lleva a cabo de la 
siguiente manera: el canal mesonéfrico induce la organización de los túbulos 
mesonéfricos de células mesenquimáticas de la región urogenital. Al mismo 
tiempo, se da una condensación de células epiteliales y mesenquimáticas en el 
epitelio celómico. Al utilizar un marcador radioactivo encontró que las células de 
este "blastema gonadal" tienen un ciclo más prolongado que las células 
mesenquimáticas y mesoteliales, lo que se interpreta como una señal de 
diferenciación temprana. 

Las células mesenquimáticas de la región del mesonefros podrían ser 
inducidas a participar en la formación de la gónada. Este hecho, junto con la 
invasión de vasos sanguíneos y las CGP, desde la región mesonéfrica, podría 
sugerir un origen mesonéfrico de las células somáticas. Sin embargo, estas células 
son parte del mesénquima urogenital y su diferenciación ocurre simultáneamente a 
la formación del mesonefros. 

Los estudios de Humphrey (1933) en Rana sylvatica y de Cambar y 
Mesnage (1963) en otras ranas y sapos, demostraron que el mesonefros no es 
necesario para la formación de la gónada. Bishop-Calamé (1966), al trabajar con 
embriones de pollo, en los cuales inhibió la diferenciación del mesonefros, reportó 
la formación de una gónada, aunque más pequeña que las normales. 

En mamíferos, la contribución del mesonefros durante el desarrollo de la 
gónada aún no es claro (y./ artenberg, et al. 1991 ). Al estudiar el desarrollo de 
testículos fetales de rata in vitro, algunos autores proponen que la diferenciación 
de células de Sertoli y de Leydig, asi como la formación de los cordones 
seminíferos en testículos fetales de mamíferos, es controlada por mecanismos 
independientes (Magre y Jost, 1984; Patsavoudi et al. 1985). 

Algunos estudios experimentales recientes en el ratón han demostrado que 
las células del estroma (mioides, vasos sanguíneos, fibroblastos) tienen un origen 
mesonéfrico y que el testículo fetal en el ratón se desarrollo mejor cuando es 
cultivado junto con el mesonefros adyacente (Buehr, et al. 1993). 
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1.2.3 Diferenciación sexual de la gónada: diferenciación testícular 

La primera hipótesis para explicar la diferenciación sexual de la gónada de 
los vertebrados fue propuesta por E. Witschi en 1951. Se conoció como la 
hipótesis del antagonísmo corticomedular. Supone la existencia de dos substancias: 
una producida por la corteza (cortexina) y otra producida por la médula 
(medularina). Una de éstas, según el sexo genético, se sobreproduce y origina una 

proliferación del territorio correspondiente y una inhibición de la proliferación del 
territorio contrario. De tal manera que se diferenciará un ovario si la corteza tiene 
una proliferación más abundante o un testículo si la proliferación es mayor en la 
zona medular. 

Esta hipótesis prevaleció por más de 20 años y fue hasta 1975 cuando 
Wachtel et al, propusieron al antígeno de histocompatibilidad H-Y como el 
responsable de la inducción de la diferenciación testicular. Se observó que los 
individuos que presentaban testículos eran antígeno H-Y positivos 
independientemente de su cariotipo (Silver y Wachtel, 1977; Ohno et al, 1979). 
Sin embargo, al ampliar el número de casos se observó que existen individuos que 
presentan testículos y son antígeno H-Y negativo, y que mujeres con H-Y positivo 
presentan ovarios normales. Esto llevó a pensar que el papel de dicho antígeno en 
la morfogénesis de la gónada no es claro, por lo que finalmente se descartó a este 
factor como el responsable de la diferenciación gonadal. 

El gene Sry, recientemente identificado, reúne todas las propiedades 
biológicas y genéticas esperadas del gene determinante del testículo. En el caso del 
ratón su identidad se confinnó plenamente al transferir el gene hacia animales 
transgénicos (Kooprnan et al. 199 l ). Aunque el Sry consiste de una secuencia de 
35 Kb en humanos, un fragmento de sólo 14 Kb del Sry del ratón, fue capaz de 
inducir la formación de testículos en hembras XX. Como se sabe que el gene Sry 
codifica para una proteína que se asocia al ADN, se supone que su acción es 
intracelular y que no se difunde. Por lo tanto, es probable que controle la 
expresión de otros genes en la misma célula, modificando así su comportamiento 
fisiológico. Dicha modificación pudiera ser la producción de un factor o factores 
responsables de los diversos cambios morfogéneticos necesarios para la 
diferenciación del testículo a partir de la gónada indiferenciada. 
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En el ratón el Sry se expresa entre los 10.5 y 12.5 dpc cuando las gónadas 
de ambos sexos son morfológicamente idénticas (Koopman et al. 1990). 

En los mamíferos, el testículo es el primero en diferenciarse 
histológicamente, mientras que el ovario permanece un tiempo con la apariencia de 
gónada indiferenciada. En el caso del ratón, los primeros indicios de 
diferenciación ovárica se registran un par de días después de la diferenciación 
testicular, que en esta especie es a los 12 dpc. 

La diferenciación del testículo se inicia cuando los cordones epiteliales que 
contienen a las células germinales se separan del epitelio celómico como 
consecuencia de los arreglos producidos por una invasión de mesénquima y vasos 
sanguíneos que provoca la compactación de los cordones testiculares (formados 
por células del epitelio interno o células de Sertoli y las CG) y separación de estos 
del epitelio superficial lo que da lugar a la túnica albugínea. 

Las células que rodean a los cordones testiculares se aplanan en forma 
paralela a la lámina basal. Estas células al diferenciarse se les denomina células 
mioides, que son las encargadas de la fonnación de las membranas basales. 
UJtraestructuralmente se caracterizan por tener un retículo endoplásmico rugoso 
muy desarrollado y en el espacio extracelular adyacente a éstas, se observa gran 
cantidad de material fibrilar como colagena y fibronectina (Paranko et al. 1983). 

Las células del epitelio interno, es decir, las células de Sertoli, tienen dos 
funciones principales: el empaquetamiento de las CG y la síntesis de la hormona 
antimulleriana (Josso et al. 1977), responsable de la regresión de los conductos 
Mullerianos. Probablemente, las células de Sertoli intervengan en la producción de 
un factor inhibidor de la meiosis ( Byskov, 1978). Las células de Sertoli forman un 
epitelio de tipo columnar y presentan prolongaciones citoplásmicas que rodean a 
las CG. En el ratón, en etapa fetal, entre las células de Sertoli se encuentran 
uniones estrechas incompletas; éstas en el adulto se completan y forman las 
uniones intersertolianas que originan la barrera hematotesticular (Nagano y 
Zuzuki, 1976). Estas células sólo proliferan durante la etapa fetal y por un corto 
tiempo en el período postnatal. En la rata este lapso abarca hasta dos semanas 
después del nacimiento (Nagy, 1972). 
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La síntesis de la honnona inhibidora de los conductos mullerianos o 
sustancia inhibidora de los conductos Mullerianos (MIS), es secretada 
específicamente por las células de Sertoli en testículos fetales y adultos y por 
células de la granulosa en ovarios.postnatales (Cate et al, 1990). La 
citodiferenciación endócrina de estas células parece ser independiente de la 
formación de los cordones testiculares; lo anterior se desprende de los estudios 
realizados por Magre y Jost ( 1984 ), donde muestran que en testículos de rata, con 
ausencia de organización testicular, provocada por el cultivo en un medio 
suplementado con suero bovino fetal (Magre et al. 1981 ), las células de Sertoli 
desarrollan y conservan la capacidad de síntesis de la honnona antimulleriana. 

En el ratón, MIS es primero detectado por hibridación in situ en testículos 
fetales a los 12.5 dpc y en el ovario a los 6 días después del nacimiento 
(Münsterberg y Lovell-Badge, 1991). Después del nacimiento y en el adulto el 
MIS se continúa expresando en las células de Sertoli, aunque los niveles decrecen 
inmediatamente después del nacimiento (Josso et al. 1993). Este decremento 
coincide con la diferenciación tenninal de las células de Sertoli y el inicio de la 
espennatogénesis (Cate y Wilson, 1993). La especificidad del tipo celular y el 
tiempo de expresión del MIS sugieren que esta sustancia podria estar regulando la 
espennatogénesis (Jost et al. 1972). 

Durante el desarrollo fetal en machos, los testículos descienden desde el 
abdomen hasta la región inguinal y posterionnente hacia el escroto. Se ha 
observado que cuando los testículos no descienden, se detectan niveles bajos de 
MIS (Donahoe et al, 1977 -ratón-; Hutson y Donahoe, 1986 -humano-). Los 
ratones transgénicos que presentan muy bajos niveles de MIS humano circulante, 
no presentan descenso testicular (Behringer et al. 1990). Estos estudios sugieren 
que el MIS juega un papel importante en estos procesos. 

Burgoyne (1988) propone que el Tdy (ahora Sry) actua en las células de 
Sertoli para llevar a cabo su diferenciación, y todos los demas eventos del 
desarrollo del testículo son dirigidos por las células de Sertoli. 

Behringer et al. (1994), investigaron el papel de MIS en ratones 
transgénicos deficientes de esta honnona y encontraron que el MIS es importante 
para que se lleve a cabo la regresión de los conductos Mullerianos durante el 
desarrollo fetal del macho. Además, el MIS no es necesario para la gametogénesis 
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en machos y hembras, pero funciona en los testículos para regular la proliferación 
de las células de Leydig. 

Las células de Leydig se diferencían a partir del tejido intersticial y son las 
encargadas de la síntesis de andrógenos en el testículo. Estas células se diferencian 
poco tiempo después de la diferenciación de los cordones testiculares. Al igual que 
en las células de Sertoli, parece que la diferenciación endócrina de las células de 
Leydig es independiente de la organización del testículo. Patsavoudi et al. (1985), 
al inhibir el desarrollo del testículo, observaron que las células de Leydig 
desarrollan y conservan la capacidad de sintetizar esteroides. En el ratón, la 
diferenciación de las células de Leydig se hace evidente a partir de los 14 dpc; se 
caracterizan por presentar gran cantidad de mitocondrias de crestas tubulares, 
orgánelos característicos de células productoras de esteroides. También se observa 
a partir de este momento, un gran desarrollo del retículo endoplásmico liso, 
aparición de gotitas de Iípidos e inclusiones de glucógeno en el citoplasma (Russo 
y De Rosas, 1971). El origen de este tipo celular es muy controvertido, algunos 
autores proponen que su diferenciación es a partir del tejido mesenquimático, pero 
otros sustentan que tienen el mismo origen que las células del epitelio interno e 
inclusive se ha llegado a postular un doble origen. La función principal de este tipo 
celular, durante el periódo prenatal, es la producción de testosterona, que induce 
el desarrollo de los conductos de Wolf, que darán origen a los genitales internos. 
Para la formación de los genitales externos, sólo se requiere de la testosterona, la 
cual es biotransforrnada en 5-alfa-dihidrotestosterona por células del seno 
urogenital. 

Las células germinales en el testículo temprano reciben el nombre de 
proespermatogonias (Hillscher y Hillscher 1978). Estas presentan características 
que indican que entraron a otra etapa de diferenciación, representada por un 
periódo de proliferación activa seguida por un periódo de reposo mitótico que 
mantienen hasta la pubertad. El inicio del reposo mitótico coincide con el inicio de 
la meiosis en el ovario. Se ha observado que en ocasiones, algunas CG en 
posición cercana al mesonefros, parecen entrar a la profase de la primera división 
meiótica (Byskov, 1978); lo mismo se observó en algunas células germinales en 
posición extracordal y cercanas al mesonefros. Con base en las observaciones 
anteriores, Byskov propuso la existencia de un factor inhibidor de la meiosis 
sintetizado por componentes epiteliales mesonéfricos. 
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Upadhyay y Zamboni (1982) encontraron que las CG, que quedan 
atrapadas en la región de la glándula suprarrenal, entran en meiosis sin importar el 
sexo genético del individuo, e incluso que éstas llegan a presentar características 
morfológicas muy similares a ovocitos primordiales. Con base en lo anterior, 
postularon que en la gónada debe existir algún factor inhibidor de la meiosis; sin 
embargo, tal como lo sugieren sus resultados, están en contra del factor inductor 
de la meiosis de origen mesonéfrico. 

Los mecanismos que regulan el compo1tamiento proliferativo de las 
proespermatogonias se desconocen, sin embargo se ha postulado que las células de 
Sertoli sintetizan un factor inhibidor del inicio de la meiosis embrionaria que 
parece coincidir con la entrada en reposo mitótico (Byskov y Saxen, 1976; Evans 
et al. 1982; Upadhyay y Zamboni, 1982; Dolci y De Felici, 1990). 

Otra característica importante que presentan las CG es la presencia de 
puentes citoplásmicos, producto de citocinesis incompletas. Estos puentes son 
conservados por las CG hasta su diferenciación en espermátidas y desaparecen 
cuando se diferencian en espermatozooides. Se postula que estos puentes 
participan en la sincronización de la maduración de las CG, divisiones mitóticas y 
regulación genética (Gondos, 1984). 

Finalmente, se sabe que la diferenciación testicular puede ocurrir en 
ausencia de CG (Merchant-Larios, 1975). Lo anterior indica que los fenómenos 
morfogéneticos que ocurren durante la diferenciación testicular están controlados 
por los componentes somáticos de la gónada. 

1.3 Interacciones y asociaciones celulares en la morfogénesis embrionaria 

En la secuencia de acontecimientos que se llevan a cabo durante el 
desarrollo embrionario (morfogénesis, proliferación y diferenciación celular), la 
superficie celular juega un papel importante. Es la estructura mediante la cual las 
células reconocen su ambiente, se comunican, reconocen a otras células y se unen 
para formar tejidos. Estos eventos recíprocos entre el interior y el exterior de las 
células, mediados por la superficie celular, dirigen a las células embrionarias en 
los procesos de morfogénesis y diferenciación celular. 

El arreglo espacial, el cambio de sitio de las células migratorias, el 
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ensamblaje y la agregación celular selectiva, son fenómenos muy importantes en 
los procesos morfogéneticos. Las células embrionarias son capáces de identificar a 
otras por medio del contacto y de asociarse selectivamente y así desarrollar tejidos 
y órganos. Los experimentos de reagregación de suspensiones celulares han 
demostrado que las células embrionarias poseen la capacidad propia de 
autoensamblarse en tejidos. La mayoría de las evidencias que apoyan lo anterior 
provienen de estudios de reagregación de suspensiones celulares de embriones de 
ratón y pollo. Sin embargo, este enfoque experimental se remonta hasta estudios 
realizados con esponjas y embriones de equinodermos a principios de este siglo 
(Faure-Fremient, 1932; Brien, 1937). 

Este modelo experimental se ha utilizado para tratar de entender los 
mecanismos de regulación que participan en la diferenciación sexual de las 
gónadas de aves y mamíferos (Muller, et al. 1982; Zenzes y Engel, 1981; Grund, 
et al. 1986), en función de que los fenómenos que ocurren durante la reagregación 
de suspensiones celulares recapitulan los que ocurren durante la morfogénesis 
normal de la gónada. 

Escalante y Merchant-Larios ( 1992), realizaron un estudio de los patrones 
de agregación histotípica de testículos embrionarios de ratón partiendo de los 12.5 
dpc. Utilizaron el método de agregación en cultivo de órganos, y observaron que 
las células somáticas formaron patrones histotípicos semejantes a los de gónadas 
intactas, es decir, la estructuración de cordones seminíferos segregados del 
compartimento estromático. Con este modelo de disgregación-reagregación es 
posible analizar varios tipos de interacciones celulares durante el desarrollo 
gonadal temprano, al partir de etapas indiferenciadas de la gónada, cuando el Sry 
se está expresando ( 10.5-12.5 dpc), hasta etapas de diferenciación gonadal. 
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20BJETIVO 

Estudiar el papel del mesonefros en el desarrollo de la gónada indiferenciada 

Objetivos particulares: 

A) Analizar el efecto del mesonefros en el testículo: 
- Sobre la diferenciación de las células de Sertoli 
- Sobre la diferenciación de las células de Leydig 
- Sobre la formación de los cordones seminíferos 

B) Estudiar la especificidad del estroma mesonéfrico comparandolo con el 
proveniente de otros órganos en la diferenciación del testículo. 

C) Analizar el comportamiento de las células gonadales en etapa 
indiferenciada disgregando-reagregando. 
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3 METODOS Y RESULTADOS PUBLICADOS 
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The role of the mesonephros in cell differentiation and 
morphogenesis of the mouse fetal testis 
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ABSTRACT In mouse fetal gonads, the adjacent mesonephros is required for seminiferous cord 
formation in vitro (Buehr et al., Development 117: 273-281, 1993). Here, we have investigated the role 
of mesonephric cells in seminiferous cord formation and in differentiation of Sertoli and Leydig cells. 
Undifferentiated male gonads with and without mesonephros at 11.5 dpc were cultured and 
immunocytochemical staining of Müllerian-inhibiting substance (MIS) was used as the criterion for 
Sertoli cell differentiation. For Leydig cells, testosterone (TI radioimmunoassay and cytochemical 
detection of "15-3B-hydroxysteroid-dehidrogenase (HSDI were undertaken. An ultrastructural study 
was also performed. In our culture conditions, the timing of differentiation of both Sertoli and Leydig 
cells was similar to that in the fetus. Although mesonephros is required for seminiferous cord 
formation, differentiation of Sertoli and Leydig cells proceeds in its absence at 11.5 dpc. Moreover, 
when 3H·thymidine labeled mesonephroi were graftedto unlabeled gonads, endothelial and peritubular 
myoid-like cells migrated into the gonad. We propose that these cells might be the mesonephric cells 
required for seminiferous cord formation. 
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lntroductlon 

The recent demonstration of Sry as the testis·determining factor 
(Tdy) (Koopman et al., 1991), and that its encoded product is likely 
a DNA·binding protein (Harley et al., 1992) which cannot function as 
a diffusible morphogen, emphasizes the importance of short range 
cell interactions at the onset of male gonad differentiation. Sry is 
expressed at 1D.5 and 11.5 days post coitum (dpc), when gonads 
of both XX and XY embryos are morphologically alike (Koopman et 
al .. 1990). Two main processes characterize the onset of testis 
differentiation: seminiferous cord formation, and differenliation of 
Sertoli and Leydig cells. Since these processes immediately follow 
Sry expression, knowing the relationship between the two proc
esses is required for an understanding of the cascade of events 
switched on by Sry. 

At the sexually undifferentiated stage, the mammalian gonad Is 
already a complex structure formed by diverse cell lineages (see 
Wartenberg et al., 1991 for a recent review). Briefly, most primordial 
germ cells (PGCs) appear closely assoclated with epithelial-llke 
cells which begin to deposit basal lamina leading to the segregation 
of two tissue compartments: epithelial and stromal, (Merchant
Larios and Taketo, 1991). 

At the onset of test is differentiation, the epithelial compartment 
becomes organized as semlniferous cords, dué mainly to an 

increased amount of stromal tissue. Mesenchymal. endothelial and 
myoid cells form the latter tissue at this stage of development. 
Since Sry Is expressed al the undifferentiated stage, it might be 
responsible forthese changes. Burgoyne (1988) has proposed that 
Tdy (now Sry) acts cell-autonomously to bring about Sertoll cell 
differentiation and t11at ali other aspects of fetal testicular develop
ment are directed by Sertoli cells. Experimental evidence obtained 
from rat fetal gonad in organ culture, however. has led other authors 
to the concept that cell differentiation and morphogenesis in the 
mammalian gonad might follow separate control mechanisms 
(Magre and Jost, 1984; Jost and Magre, 1988). 

Although the mesonephric contribution to preSertoli cells in the 
gonad still remains controversia! (Wartenberg et al., 1991), a recent 
experimenta! study in the mouse has demonstrated that at Jeast 
sorne stromal cells(myoid, fibroblast·like cells) have a mesonephric 
origin (Buehr et a/,.1993). Moreover, in this work, it was found that 
seminiferous cord formation in vitro apparently requires the at· 
tached mesonephros, since isolated male gonads at 11.5 dpc fail 
to differentiate cords. 
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In t11e work presented here, we llave extended t11e analysis ofll1e 
role played by the rnesonephros in testis ditferentiation. Tl1ree 
criteria were considered: forrnatlon of serniniferous cords and 
ditferentiatlon of Sertoli and Leydig cells. Af\er undifferentiated 
gonads with ar without mesonephroi were placed in organ culture, 
imrnunohistochemical staining far Müllerian·inl1ibiting substance 
(MIS) and laminin were used to assess Sertoli cell ditferentiation 
and cord formation, respectively. Far Leydig cell ditferentiation, bot11 
cytochernical detection of ~5-3B-hydroxysteroid dehydrogenase 
(HSD) activityand radioimmunoassay (RIA) of testosterone (T) were 
undertaken. Moreover, cells in the isolated mesonephros were 
labeled with H3-thymidlne, and their penetration into graf\ed testis 
was studied by autoradlography. 

We found that although the mesonephros is required far 
serniniferous cord formation, Sertoli and Leydig cells ditferentiate 
in the gonads without mesonephros. Moreover, since labeled 
endothelial and myoid cells were detected around t11e serniniferous 
cords in graf\ed gonads, we postulate an active role of these 
mesonephric cells in normal semlniferous cord formation. Further-' 
more, slnce no labeled Leydig cells were found in lsolated gonads, 
we suggest that their precursors are present In the gonadal anlage 
at 11.5 dpc when the Siy is still belng exp'.essed. 

Results 

Morphotogy of urogen/tal comp/exes at 3.3..5 dpc 
When male urogenital complexes were isolated from embryos at 

11.5 dpc. when the hind·limb was at stages 4 and 5 (Melaren and 
Buehr, 1990), the mesonephric and gonadal regions were already 
clearly distinguishable (Fig. 1). In the former, the Woltfian duct, 
mesonephric tubules, loase mesenchymal cells and blood vessels 
were the mostconspicuous tissues. On the other hand, the gonadal 
anlage was formed by a heterogeneous population of densely 
packaged cells through which some blood vessels from the 
mesonephric reglan penetrated (Fig. 2). Far cultures of isolated 
testes, they were separated from the mesonephros and only the 
densely packaged gonadal tissue was cultured. Observation ofthis 
regían under the electron microscope revealed that epithelial-like 
cells closely attached to primordial germ cells began to deposit thin 
basal lamina which separated them from a densely arranged 
stromal tissue (data not shown). In the latter, blood vessels and 
spindle shaped cells were beginning to delineate the epithelial 
cords. 

Time course of ganada/ development In culture 
Table 1 summarizes the time course of development from mouse 

testes at 11.5 dpcwith orwithout mesonephros. Seminiferous cord 
formation detected In semithin sections was clearly defined in the 
testis with mesonephros after 24 h in vitre (Fig. 3). Thereafter, 
seminiferous cords became completelysurrounded by basal lamina 
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TABLE 1 

DEVELOPMENT OF FETAL MOUSE.TESTIS AT 11.5 dpc 
. IN ORGAN CULTURE 

Time in Condition MIS ,~53~-HsD· Seminiferous 
culture cords 
lhours) 

. --·· --------- _________ ,. 
·-·-·-··-·--··-· 

12 MG J+) n= 4 (-) n= 2 (+) n= 4 
G 

24 MG (+) n= 5 (-) n= 2 (+) n= 5 
G {+) n= 5 (-) n= 2 (+) n= 5 

48 MG (+) n=3 (-) n= 2 (+) n= 3 
G (+) n= 2 (-) n= 2 Hn=2 

72 MG {+) n= 4 {+) n= 4 (+) n= 3 
G (+) n= 4 (+) n= 4 (-) n= 3 

96 MG {+) n= 8 {+) n= 8 {+) n= 6 
G (+) n= 5 (+) n= 5 Hn=4 

MG, urogenital complexas; G, isolated ganad; n, number of testes. 

to which early myoid-like cells were attached. Blood vessels, 
flbroblasts and mesenchymal cells in the stromal compartment 
made the seminiferous cords more conspicuous (Fig. 4). Laminin 
was strongly detected in basement membranes around the 
seminiferous cords and irregularly distributed in the stromal com
partment (Fig. 5). 

On the other hand, in the testis without the mesonephros, cord
like formation was rarely found. When it occurred, the presence of 
stromal tissue was evident (probably dueto .. mesonephric contami
nation"). Observations under the light microscope revealed that 
although sorne prospermatogonia remained among somatic cells of 
different sl1ape and density, neitl1er endothelial nor myoid-like cells 
could be identified (Fig. 6). Laminin was detected in random 
distribution and no signs of epithelial formation were present (Fig. 
7). 

Although immunocytochernical staining far MIS was negative in 
testes at 11.5 dpc befare culture and af\erthe first 4 hin vitro, low 
intensity of MIS staining was first detected in Sertoli cells after 12 
h of culture (Fig. 8). Thereaf\er, from 24 h onwards, MIS staining 
intensity increased and remained intense until 96 h, the time limit 
in which fetal testes were maintained in culture (Fig. 9). 

As lndicated in Table 1, the ontogeny of MIS stained cells was 
similar between the testes cultured with or without the adjacent 
rnesonephros. Distribution of MIS positive cells, however, was 
ditferentdependingupon the presenceofmesonephros. In urogenital 
complexes, MIS positive cells were organized regularly into cord-like 
formations in the ganada! regían (Fig. 9). In isolated testes, by 
contras!, MIS positive cells appeared as irregular clusters in 
random distribution (Fig. 10). 

-----------------------------·------·---------·· 
Fig. 1. Longitudinal section of the urogenital ridge at 11.5 dpc befo re culture. Pare of the Wolffian duct (WJandsome mesonephric tubules (ml}among 
loase mesenchymal ce/Is are seen in the mesonephric region (M). The gonadal anlage (G) appears as a compact arrangement of soma tic and germ cells. 
(x200). 

Fig. 2. A blood vessel {bv) penetrating into the gonad {G) from the mesonephric region IM). Par/ of two mesonephric tubules /mi} can be seen. 
(x600). 

Fig. 3. Urogenital ridge alter 24 h of culture. Seminiferous cords (Si star/ to be evidenl by the presence of stroma/ tissue (si} around them. The /unica 
afbuginea (ta) and severa/ mesonephric tubules (mi} are a/so shown. (x200}. 

Fig. 4. Well-formed seminiferous cords ISCJ in a testis cultured 96 h with the adjacent mesonephros. Germ ce/Is /gi, Serlofi cefls /Se), myoid-like 
ceffs (mi} and Leydig ceffs /LJ are shown. (x750}. 
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'15-3B·HSD activity was first histochemically detected after 48 h 
of culture in both urogenital complexes and isolated testes. This 
enzymatic activity remalned positive In all organs cultured for 72 
and 96 h (Table 1). As In the case of MIS, distribution of ¿\5·3B·HSD 
activitydiffered between testes cultured with orwithoutmesonephros. 
In the former, il5·3B-HSD positive cells were localized in stromal 
cells among the seminiferous cords (Fig. 5). In isolated testes, il5· 
3B-HSD positive cells appeared to be randomly localized and often 
formed a cluster on one side of the explant (Fig. 7). 

Examinatlons of the explants at the electron microscope level 
reaffirmed and extended the observation at the light mlcroscope. 
Although deposition of basement membrane components around 
the seminiferous cords began by 11.5 dpc (stages 4-5), its comple
tion occurred in vitro only when the adjacent mesonephros was left 
in the explant (Fig. 11). Otherwise, only uncompleted basement 
membrane or irregular deposits of its components appeared be
tween somatlc cells (Fig. 12). In the explants of urogenital com
plexes, Sertoli and myoid-like cells were well differentiated after 96 
h in culture (Fig. 11). In the isolated testes maintained for the same 
period in vitro, only Sertoli-like and Leydig cells distributed among 
undifferentiated stromal cells were seen, endothelial and myoid
like cells were not found (data not shown). 

Test/s-mesonephros grafts 
After 4 h exposure to 3H-thymldine In the culture medium, around 

30% of cells in the isolated.mesonephros were labeled. The leas! 
number of labeled cells was foimd among the epithelial cells of 
mesonephric tubules (aiound 10%¡: Nuclei of mesenchymal and 
endothelial cells appeared densely labeled (Fig.13). After 4-6 days 
of culture, less than 5% cells remained labeled in the grafted 
explants. Sorne stayed in the mesonephros and others penetrated 
into the grafted ganad (Flgs; 14 arid 15). 

The labeled cells weíé distributed in the stromal compartment 
and identified as mesenéhymal, peritubular myoid-like cells and 
endothelial cells. The perltubuÍarmyoid cells were identlfied bytheir 
attachment to the basement membrane of the semlniferous cords 
(Fig. 14). Endothelial cells were identified as elongated cells 
forming blood vesselswith a cavitysometimes filledwith erythroblasts 
(Fig. 15). 

Radlolmmunoassay of testosterone 
The levels ofT accumulated in culture media steadily increased 

during incubation from 48 to 96 h (Fig.16). The effect of mesonephros 
on tes toste ron e production statistically was not significan! (F ratio= 
2.86; d.f.= 5.64; P<0.05). 

M l!Sllll<'f'/lros m1d /l'.\'fi.1· dt'l'eloplll<'lll 411 

Discussion 

Studying the development of rat fetal testis in vitro, sorne 
authors l1ave proposed that differentiation of Sertcili cells; Leydig 
cells and seminiferous cords in mammalian fetal ·testis might be 
controlled by independent mechanisms (Magre and Jost, · 1984; 
Patsavoudi et al .. 1985). When rat fetal gonads were cultured In the 
presence of fetal calf serum, Sertoll and Leydlg cell differentlated 
but seminiferous cords failed to form (Magre et al.,· 1981). In the 
mouse fetal gonads cultured in presence of the'alpha'globin fraction 
of human serum, Sertoli cells differentiated, bút Leydig cells and 
seminiferous cords were not formed (Jost ·and Magre,,· 1988). 
Furthermore, Taketo et al. (1984), studying mouse fetal ganad 
development in organ culture, found that addition of dibutyryl·cAMP 
prevents seminiferous cord formatioll without affecting the physi
ological differentiation of Leydig cells. Although th'ese observations 
suggest that differentiation of Sertoli cells, Leydig cells and 
seminiferous cords can be inhibited independently in vitro, the role 
of the adjacent mesonephros was not considered. 

On the other hand, it has been recently found that mouse fetal 
testes develop better when they are cultured with the adjacent 
mesonephros than without. lt was suggested that thls organ may 
play an importan! role in differentiation of the mal e ganad, sin ce 
isolated male gonads fail to form seminiferous cords in the absence 
of the attached mesonephros (Buehr et al., 1993). 

In the present study it was confirmed that the adjacent 
mesonephric region is required for the morphogenetic process 
leading to formation of seminiferous cords In the mouse ganad in 
vitro. Moreover, ourautoradiographic analysis demonstrates that at 
least two klnds of stromal cells penetrate the testis from the 
mesonephric region: peritubular myold-like and endothelial cells. 
Therefore it Is rea sonable to pos tu late that these cells and/or their 
extracellular products are the mesonephric contribution to 
semlniferous cord formation and indicate why at the onset oftestis 
differentiation this region is required far normal segregation of 
epithelial and stromal compartments in vitro. lt would be interesting 
to see if factors such as alpha globin (Jost and Magre, 1988) and 
dibutyryl-cAMP (Taketo et al., 1984), which prevent seminiferous 
cord organization in mouse fetal testis, also disturb the migration 
of mesonephric stromal cells onto the ganad. Moreover, it has been 
observed that seminiferous cords form in vitro even after dlssocia
tion-aggregation of isolated testes at 12.5 dpc (Escalante-Alcalde 
and Merchant-Larios, 1992). Therefore, the presence ofmesonephric 
cells in the male ganad necessary for cord formation appears to be 
critical at 11.5 dpc. 

Fig. 5. Testis cultured 96 h with the adjacent mesonephras (M). Detection of laminin (a) and t.5313-HSD lb) were performed in the same section. 
Laminin appears around the seminiferous cords (5} and in sorne regions of the stroma/ compartment. Formazan deposits revea! the presence of Leydig 
ce/Is in the stroma. (x200). 

Fig. 6. Semithin section al a ganad cultured 96 h without the adjacent mesanephras. Some germ ce/Is lgl randomly distributed among a 
heterogeneous mass of somatic ce/Is are shown. (x600). 

Fig. 7. Detectian al laminin (a) and Ll53B-HSD actlvity (b) in an isalated ganad alter 96 h al culture, Irregular deposits of both /aminin and 
steroidogenic ce/Is can be seen. (x200). 

Fig. 8. MIS detectian in amale ganad cultured 12 h. Positive Sertoli ce/Is are in the ganada/ region IGJ between the mesonephros IMJ and the forming 
tunica albugínea (ta}. (x200). · 

Fig. 9. Uragenital complex cultured 96 h. lmmunahistachemical staining far MIS reveals well-arganized seminiferaus cards (S) in the ganadal 
region (G). In the mesonephric region IMJ sorne mesonephric tubules (mi) cai1 be seen. (x 100). 

Fig. 10. lmmunahistachemical staining far MIS in an isolated testis cultured.96 h. Positive ce/Is appear irregular/ydistributed. (xlOOJ. 
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In t11e present study it was found that around 35% of cells in the 
isolated mesonephros were labeled with 3H-thymidine in culture. 
Only a few cells remained labeled (less !han 5%) in t11e grafts after 
4-6 days of culture, probablybecause either most labeled cells died 
orthe label was diluted bycell proliferation. In anycase, the fact that 
the majority of cells that remained labeled in the graft were 
endothelial indicates that their proliferation occurred in the 
mesonephric region and that after they penetrated into the ganad 
they divided less frequently than other labeled mesonephric cells. 
This interpretation Is in line with the concept that the angiogenic 
process involves at leas! two majar independent components: 
locomotion and proliferation of endothelial cells (Foll<man and 
Klagsbrun, 1987). Thus, at the onset of testis differentiation, a 

Fig. 11. Electron micrograph taken from 
a testis cultured 96 h with the adjacent 
mesonephros. The deposit of basement 
membrane (bm) bet1veen well-ddferenti
ated Serto!t ce/Is (Se) and a peritubular 
mvo1d-hke ce// rmiJ is sl10wn. f.\"7500). 
Tl1e mset 1s a l11gher magnif1cat1011 of the 
.nea labeled by a recwng!e 111 tl1e lower 
tef¡ comer. lt sl1ows the deposit of 
1111crofdaments tmfJ m the cytoplasm of 
rhe nwo1d-l!f..e ce// (\25,000). 

Fig. 12. Electron micrograph showing 
an irregular depositof basementmem· 
brane material (starl between the cv· 
toplasm of somatic cells. lsolated ga
nad cuf/ured 96 h. (x24.000J. 

signal from t11e as yet morphologically undifferentiated male ganad 
might induce penetration of blood vessels, wllich in turn mightguide 
other cells such as myoid precursors from the mesonephros into the 
ganad in arder to shape the seminiferous cords. Two other lines of 
circumstantial evidence support our interpretation: i) At the onset 
of sex differentiation (12.5 dpc), amale ganad is first distinguished 
from a female by its higher vascularisation (Merchant-Larios and 
Taketo, 1991). ii) Endothelial and myoid cells were absent in 
cultures of isolated gonads which failed to form seminiferous cords 
(Buehr et al .. 1993; and present observations). 

In t11e rat testis, it has been found that the basement membrane 
surrounding the seminiferous tubules is probably produced in 
concert by t11e Sertoli and peritubular rnyoid cells (Skinner et al., 



1985). Under culture conditions peritulJular 111yoid cells produce 
both laminin and fibronectin, whereas Sertoli cells produce only 
laminln (Davis et al .. 1990). In the present study we found that 
although lamlnin was produced In isolated testis, formation of a 
basement membrane was impaired. Therefore, tl1is failure might be 
dueto the absence of peritubular myoid cells fro111 tl1e mesonepliric 
regían. 

Our time course study has shown t11at Sertoli cells and Leyclig 
cells differentiated in vitroalmost at the same age as in the cmbryo. 
Moreover, the presence of tl1e adjacent mesonepl1ros did not l1avc 
any influence on either t11e timing ar differentiation of tllcse two 
important cell lineages. In our study. in t11e urogenital complexos ar 
isolated gonads al 11.5 dpc (stages 4-5; Melaren and Buclir. 
1990), the first Sertoli cells detected by i111111unol1istoche111ical 
staining far MIS appeared very sean, alter 12 hin culture. This time 
course appears to be comparable to that of the mal e gonads in vivo. 
lntensity of the staining increased alter 24 h both i111,ivo ancl in vitro. 
the only remarkable difference being that in isolated gonads. Sertoli 
cells were distributed as irregular clusters of different sizes and 
cord-like formations were rarely found. 

Using in situhybridization, Münsterbergancl Lovell·Baclge (1991) 
have shown that MIS transcripts are present in Sertoli cells of 
mouse fetal testis al 12.5 dpc. Taketo (1991) using im111uno
cytochemical staining also has demonstrated that MIS is first 
detected at 12.5 dpc. Hence, it appears t11at translation of MIS 
closely follows transcription of its gene. Taking MIS expression as 
evidence of Sertoli cell differentiation, our present study dcmon
strates that seminiferous cord organization is not required far 
Sertoli cell differentiation. 

Leydig cell differentiation in mouse fetal testis has been studied 
by several criteria: cytochemical (Hitzemann, 1962), ultrastructural 
(Russo and de Rosas, 1971) and morphological (Vergouwen et al .. 
1991). In ali these reports, Leydig cells appear in the stromal 
compartment alter seminiferous cord formation. Moreover, al
though Taketo et al. (1991a) have reported that mouse fetal testis 
secrete significant amounts of testosterone at 12.5 dpc, a correla
tion between morphological and physiological differentiation of 
Leydig cells during ontogeny of mouse testes has not been 111ade. 

Although Leydig cells appear in the stromal compartment, our 
present observations suggest t11at t11eir precursors did noten ter the 
ganad from the mesonephric regían alter 11.5 dpc as other stromal 
cell precursors do. Thus, Leydig cell precursors are among t11e 
densely packaged cells ofthe gonadal anlage al 11.5 dpc, when Sry 
is still being expressed (Koopman et al .. 1990). 

lt has been established that .. sry acts specifically within cells of 
the developing indifferent gonads to cause their differentiation 
along the testicular pathway" (Lovell-Badge, 1992). PreSertoli cells 

Fig. 13. Autoradiography of an isolated mesonephros cultured 6 h 
with 3H~thynidine. A lugh percentage of ce/Is are /abeled. Some ep1theltal 
cells in themesonephric tubLJ/es (mtJ. mesencl1ymalcells (mJandendothe/Ja! 
ce/Is len! can be identd1ed. (x200J. 

Fig. 14. This graft shows severa! labeled cells in the stromal tissue. 
Endothelial (en), mesenchymal (mJand peri tubular myoid-like celfs (mil ca11 
be identified. Seminderous cord (SJ. (x 750). 

Fig. 15. Autoradiography of amale ganad gralted to a 3H-thymidine 
labeled mesonephros and cultured 96 h. A labeled endotl1elial-/1ke ce// 
len) appears asan elongated ce// facing a cavity. (x900J. 
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Fig. 16. T production from testicular explants at 11.5 dpc. G:::: isolared 
ganad. MG= gonad+mesonephros. Eac/J co/umn indicates the mean 
value+SD. The number in parenthesis indicates t/Je number of evpl;mts 
examined. Statistical parameters: F. ratio= 2.86; d. f.= 5.64; P<0.05 

have been proposed as t11e ganada\ cells in wl1ich Sryis expresscd 
and regulates the production offactors (ligand or receptor) required 
fordifferentiation of Sertoli cells. According to the present results. 
expression of angiogenic ractors in male undifferenliated gonads 
maybe an importan! event in the cascade initiated bylhe S¡ygene. 

Materials and Methods 

Anlmals 
Two mouse strains. CD·1 and MF1 were uscd in tllis study. Tile léltter 

strain was used only for the grafting experiments. Females werc sacrificcd 
at mid-day ar the 11th day aftcr the vaginal plug was found jthc day of lile 
vaginal p/ug was deíined as day postconccptlon, dpc) and so thc cmbryos 
were considered to be at 11.5 dpc. The hind-limb bud was u sed as a critcrion 
of developmenta/ stage according to Melaren and Buet1r \1990), and 0111}1 

cmbryos at stages 4 and 5 were used (stage 19 of Tt1cilcr.1989J. Sincc at 
11.5 dpc mouse gonads were as yet rnorphologica//y undiffcrcntiatcd, scx 
was determined by the presence ar absence of the sex chromatin in amniolic 
cells. following the mel11od or Burgoyne et al. 11983¡. 

Organ culture 
Eachgonadal explant frorn male emb¡yos was cu/tured wit11 orwithout t11c 

adjacent mesonephros on a Nucleopore filter floating on 0.5 mi culture 
mediurn as described previously {Taketo and l~oide, 1981). The basic 
culture rnedium was McCoy 5a modified (Microlab. Mdxico) containing 10% 
retal ca/f serum (Sigma. USA), 200 Ul/ml penici//in G sodiurn, and 200 ¡1g/ 
mi streptomycin st1/fate. 

Cultures were maintained forintervals of 12. 24, 48, 72 and96 /1at37' C 
in 0.5% C02/95% air. The number oí explants used for the different 
determinations is shown in Table 1. 

Light and e/ectron m/croscopy 
At the end of the culture U1e explants were fixcd in Karnovsky's aldehydc 

solution(1965) without Ca" (pH 7 .4 ), postfixed with 1% Os04 in Zetterqvist's 
buffer (1956\, and embedded in Epon 812. Se111it11in (1 pm) and thin (60-
90 nm) sections were stained with toluidine blue and urany/ acetate and Jead 
citrate, respective/y. 

Hlstochemistry and lmmunocytochem/stry 
Cultured explants were embedded in O.C.T. medium (Tissue·tek), frozen 

at · 70ºC (dry·ice/acetone), and serial sections of 7 Jllll thickness were cut 

wilh a cryostal. Al ter air-cJrying on 1nicroscopc s/kJes l covercd with Vcctabond, 
Vector, USI\) ovcrnight. sectrons wcrc incu/JatC!d at 37"C with cJchycJro
cpiandrostcronc as a substrato (lcvy et ni .. 1959). Aftcr washing in PBS, 
lhc slides werc mounted in glycerol nnd cxamincd IJy lig/H microscope. To 
vcrify the fornrntion oí scminifcrous cords in lhc samc scclions, the 
covcrs/idc was carcfu//y rcmovccJ ancJ lhcn proccsscd far 
inummohisloc/iernicnl lleteclion of lm111nin, as follows: thc scctions wcrc 
incubalcd far 30 min in 0.3'.Vi, t·LQ,, rn 11wl/1m1ol nncJ trélnsferrcd to ttic 
rcagents far 1mmunoC}1tochemisl ry-<:1~cord111g lo llw instructions of Vcctüstain 
ABC Kit (Vcclor, USA). Tite pnmary antr/Jocly ugflinsl lm11inin was dilulcd 
1:500 with bovinc serum nllmmm in PGS. 

For MIS cJclccUon. llic cxplr1nts wcre f1xecJ m Zdmboni's so/ution 
(Zamboni nncl OcMé1rt1no.19G7> ;ind proccssecJ riccord1ng to thc mcthod of 
Takcto et al. (l991b>. Brrcf/y, arlcr fi>.ci!ron. ltssucs werc washcd nncJ stored 
in 7%sucrosc m POS (0.1 M. pH 7 AJ al 11 C ovcmight. Tllc tissuos wcrc thcn 
inculJaled in incrcasing concenlrnlrons of po/yot11ylcncglycol (PEG, mol wt, 
400) at room tcmpemturc. l\f tcr four changos Hl PEG (mal wt. 1000) at 4 7' C, 
the explcuits wcrc e111bedded in PEG 111101 wt. 1450). F1vc to eighl sections 
(7 prn thick) fron1 cach Silmp/c were floatccJ on distilled water and trcatcd 
with 0.1% Triton X-100 in water far 5 rnin. and Uicn transforrecJ to t11c 
rcrngcnts f or immunocytocllemist1y according to thc instructions of Vectastain 
/\BC l<it (Vcctastain lilb, USAJ. As ncgativc controls, scctions wero incu
IJatcd in non-immunc ratJ/Jit scrurn instcad of primmy antiserum. 

Antlbodies 
Polyclonal anli-larninin mltibody was purchased rrom Sigma (USA). 

Rabbit polyclonar antibody riga1nst MIS was prcpflrcd fro111 human recombinanl 
MIS, according to lile mcthod previously clcscribcd (Ucno et al .• 1989). 

Grafting experlments and autoradiogmphy 
TllD rncsonephric rcgion was cut away from t11c gonadal region wit/1 a fine 

needlc, fol/owing thc mcl/10cJ descnbecJ lly Buel1r et al.~ 1993). 
Carc w¡¡s tahcn to cut suffic1cntly proximal to cnsurc t11at no gonadal 

Ussue rcmained ntlilc/1ccJ to l/1c n1csoncphros. For lalwlmg tt1e mesoneptuic 
cells, isolalcd 111esonenflroi wcrc placed in 2.5 uCi/mJ of 5'-3H-thymidinc 
(Amcrslmm. UI<) in culture med1u111 far 4-G h. · Aftcr washing twice with 
culture rncclrum contrnnrng 0.1 rng/rnl of cold thymiclinc. !lle mcsoncp/lroi 
wcrc graftcú to unlílbclcú 1solatccl gonélds. Thc two organs were laid side by 
sicJc anc/ µrossed gcnlly rnto a narrow groove cut in the élgar tJlock on which 
thc tissuc rcstccJ. Any gran ¡Jilir t11at héld not fuscd arter 24 hin culture was 
discurcJed. Grrifts wcrc curturecJ at 37 C 111 r:in atmosp'1cre of 5% C02 in air 
far 4-G clílys, ¿mcf t11cn füccJ ami cm!Jeddccl far higl1 rcsolution microscopy 
as ttw culturcd c\plants clcscribccJ alJOvc. 

For autoracJiograplly, scmitllin scctions (1.5 im1) were placed en slides, 
and tt1011 covcrecJ with llforcJ 1~50 l1qulcl cmulsion. After exposure far thrce 
weeks. they wcrc dcvcroped wilh Kodal~ D-19 and stained after fixatlon 
(J<odal{ rapid fixativc). Gerrnsa stain diJutccJ 10% in PBS at so· C far 20 sec 
was usccJ to stain thc scctions througl1 thc photographic crnulsion. 

R,1dlolmmunoassay for T 
Tcstosterone secreled far cac/1 cxplant into culture medium was deter· 

mmed by radmimmunoassay using a kíl from Diagnostic Systerns La borato· 
rics. lnc. (USAJ. Thc lifllit of scnsitivity of testosterone assay was 0.01 ng/ 
mi. StatisticCJI analysis was pcrformcd using onc-way analysis of variance. 
Tukey test wéls uscd to compare individual mean clifferenccs. 
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Limb Bud Mesenchyme Permits Seminiferous Cord Formation in the 
Mouse Fetal Testis but Subsequent Testosterone Output Is 
Markedly Affected by the Sex of the Donor Stromal Tissue 

NORMA MolmNO-Ml~NflOZA,* JOAQllJN 1-llfüRl•:HA-MJJÑO:t.,t ANIJ Hol!ACJIJ M1·:11c1 IAN'l'-LAHIO~*·' 

• Jm~fif ufu tlt• /111'1'."ifi1111t'iu1u's /Jiuuu~dif'll,"l, UNAM . ..t¡111rfmlo /'1mlul ifJ,!,.!,\', M1!.1•irn, /J. !·~. ,\11'.l'irn O~:i/fJ,· 11111/ 
t Luboruforfo t/1• A wlmloaíu, J /os¡n'tu/ /,ui."i Castf'lu::11 A1111/a IMSS, ,\/t~l'im, I J. /<1, 

the hiHtoloµ;ical clifferentiation of lhe male gonad re
Mesonephric stromnl cells hove prcviously been shown to 111ain. unclear. Gcr111 cell~ are not requircd for 111'imary 

migrnte into the genital ridge and to be necessary for.semi-,-- scx ... cle.ttir111ination .. (1'1.1._erclrnnt;. 1075;.· ·1.·c.•viewed. by 
nifcrous cord formation in orgnn culture. Hcrc,.wc iiSkCd'> · · · - · · · " · · · McLarcn, l!lSii).iimplyinµ;.•a role of lhe gonaclal somatic 
whether there is a specific requircment for mcsonéphric • cells in histofoµ;icúl tes lis clitrer;éntiÍlliÓn. 
stromal cclJs or whether anothcr sourcc of mesoiicPhl-ic ~-~· - · -
stromnl cells can be substituted. Hindlimb buds werc)m:. Récerill)'. iC\va's fÓtm<fthal in thé isolalcdgonad pri-
mersed in a vital stain and then grafted to male gonad pri- rí1ordia inorµ;an cu!Úrrc, Ser.toli and Lcyclig cclls differ
mordia nnd cultured for !l6 hr. Jmmunocytochemicul stnin- ·eritiatc,hut lhey fáiLlo forn1 seminiferous cords (Mer
ing of lnminin was used to identify seminiferous cord_for- _- chanlcLariose/ 11/., -l!l93). Howcvcr, when the gonad pri
mntion. For Sertoli und Leydig cell differentiution, -mordiawel;e_cullurccl_with the acljaccnl mesonephros, 
Müllerian inhibiting substance nnd L\5-:!,B-hydroxysteroid scminiferous cords wcrc formad (Buehr et. 11/., l!l93; Mer
dehydrogenase were used, respectively. 'l'estoslerone se- chanl-Larios el 11/., l!J!l3). Morcover, il was observecl that 
creted in to the culture medium wns nssessed by rndioimmu- stromal cells from the adjacenl mesoncphros penetra te 
nonnalysis. lt was found thnt hindlimb stromal cells, like the genital ricll{c, suµ;gestinµ; lhat a sil{nal from the l{O
mesonephric stromnl cells, migrate into the genital ridge nada! cells may induce thc mig;ration of mesonerihric 
and allow scminiferous cord formation. Thcse rcsults indiw cells into lhe gonad. This putaiivc signal may be a stcp 
cate that mesonephric stromal cells are not spcciflcally re- subsequcnt to Sr11 exprcssion. Thesc rcsulls suggest lhat 
quired for scminifcrous cord formation in thc mousc fctul 
gonnd. Furthermore, although Sertoli and Leydig cells scminifcrnus cord formalion rcr¡uircs inleraction be
differentiate in the gonads grafted to hindlimbs from either twecn epilhelial and slromal cclls ancl lhat the lattcr 
mole or femule embryos, testosterone production wus con- originate from thc mesoncphros. In lhe prcsent stucly 
siderably higher with hindlimbs from males. A similar stro- we ask whcther slromal cclls from lhe limb bucl are.also 
mal sex effect on subsequent testosterone outpUt wás also ablc lo responcl to fhe putalive signa! ancl lo pai'ticipatc 
seen with rnesonephric stromal cclls. •Pl9~s,\ci1dl•nil~P;ci;11,"1n·c. in testis corcl formation. "·- · ' -

In cuthcrian mammals, thc p·racess of sex differcnti
ation is a model for a genetic s\vitcnllcil\vecn-altc1;naiive 
programs during cleveló¡Írnent;· The master gene that 
initiates thc morphogenetic evcnts leading lo testicular 
differentiation in the moúác has bcen iclentified as Sr¡¡ 
(Koopman e/, al., 1990, 1991). At lhc hislological levcl, 
seminiferous cord format,ion ancl Sertoli ami Leydig ccll 
differentiation are the most cviclenl conser¡ucnces of Sn1 
cxpression in normal XY gonacls. Although this gene ap
pcars to be cxpressed in' lhc morphologically undiffer
enliated gonacl, the molecular mechanisms underlyinµ; 

1 To whom corrcspondencc shoul1l !Je nddrcsscd. 
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MATEl!IALS AND METHODS 

A11im11IN. CD! strain of mice from Charlés River (Wil
mingtón, MA) was usecl in this slucly.- Urcigenital con1-
plexcs ancl hincllimb buds Wcrc dissected from embryos 
at 11.5 cla~·s poslcoitum (clpc). The da~'. o!' 1•aginal plug; 
was takcn lo be 0.5 clpc, ancl the hinclii1!1b bucl at stages 
4 ancl 5 was assessecl as a furlhcr criterion of develop
mental slaµ;c accorcling lo McLaren ancl Buchr (1990). 
Scx was clcterminecl by clctection of sex chromalin in 
amnion cclls (Palmer ancl Burgoync, 19!lla). 

Orr1a-11 culture. Morphologically unclifforentiatecl µ;o
nacls were separalecl from the mesoncphros with a fine 
nccdlc, followinµ; thc lechniquc clescribed b~· Buehr e/, al. 
(19!l3). Thc lissucs were clissectcd under a slereomicro
scope in medium L15 (Gifco) ancl processccl as clescribccl 

UO 12- l li0(;/!15 $1i.00 
Co¡1yrlt.:hl •í;i l!l!lil hy Al·1ull'mic l'rl'HH, lnc. 
Al! rit.:h1H o( n•¡1r11tluctiun 1111my furm tt•st•n·cd. 
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below. When individual gonads and hindlimb buds or from each explant in to culture medium was cletermined 
mesonephroi were to be grafted together, they were laid by radioimmunoassay using a specific RIA (Herrera et 
side by side and pressed to each other gently on the sur- nL, 1983). Brielly, 1000 cpm H3-'r2 (tracer) was added lo 
Cace of a Nucleopore filter(Costar, Co:) tloating on,0.5 mi· éach sarnple and extracted with 2 X 5 mi of diethyl ether. 
of McCoy 5a modified culture mediuni (Mierofab, Méxc' The organic phase was separated and evaporated until 
ico), containing 10% · fefal eálf serurn(FCS) (SiglTJª• .st: .dry ami• tlie extract. was applied to silica gel ch roma
Louis, MO), 200 )lmlml penicillin.G sodium; áiúl 20,0'¡ig/ top lates arid siiparatecl with the solvent benzene, ben
ml streptomycin sulfate: Cultures were nfaintairied for zene..'.ethyl ácetate, ancl benzene-methanoL The purified 
intervals of 24; 48, 72, and 96 hr at 37~.c in 5%.·c::o~/95% .·• exfrachvas analyzed using a highly specific antibody. 
air. The total cultures iindi!r dlffere;.¡fcón'iliti~ns·~vere:· · · The percentage ofbound radioactivity was interpolated 
male hindlimb+ gonad,'66;ferri'ale hindliiñb•+. gollad~ .. in 11 standard curve andtracer recovery was correctcd 
54; male mesonephros ;t-:'gónad) 24;f.emale'Í\les'orlephrós'. • forcácli sa'mplc. Intra~assay coetlicient of variation was 
+ gonad, 24; and isÓlated 'gonád;'26. ';;;;, /; · :• '..i: ; . : ... ~. lcs's than l0% for ali samples. Stuclent's t test was u sed 

Cell lnbeling. To.'demonstrate7the i'iiig'rátion· of .célls ' f.of statistical analysis. 
from the hindlimbhud'fotó'.tlie go11~c1; the)o'rmer.\vas . 
split along the pro~imo'disfal axis and,incubated forJ5 RESULTS 
min in PKH26 red usin'g'.theiliiorescenfSigma'stáining 
kit for generaL!abeling. Th'ereafter,:the\tissúes were Isolated gonads graftecl to hindlimb bucls appeared to 
washed once in FCS; then in McCoy' mediÜ.m'plus)o%: : be fused together after 24 hr of culture. Although care 
FCS, grafted to imlábeléd gÓnads, and cÜltured a~ ex~ was taken to place the two primo~clia in contact on the 
plained above. After 13.:.48 hr in cultüré; the'grafts.wére .· cut open surfacc, in sorne cxplants, ho\vcver, thc contacl 
embedded in Tissue Tek and frozen; aild 10:µm sections was establishecl betwecn thcir surfacé epitli'elia.'In these 
were observed in a fluorescence microscope llsing a G- cases (around lO'fo) thc fusion was consiclcr.ably clelayed 
2A fil ter from Nikoii. . · . - .... · ·· ·· ······ · or clid not occur at ali. Two mo.r¡ihologiéái'criteria were · 

Electron microscopy, liistoche1nistry, and i11i'iii1¿?1oliis~ used to consider that genital· ridge imd hincllimb wcre 
tochemistry. After culture, organs wére•ilrocessed for fused: a common surface cpithelillril•suri:ounding the 
microscopic examination'acccírdiÍlg to .the techniques two primordia and continuity bctwcen the mcscnchyme 
described previously (Merchant~Larios¡;ét?ÜL;.1993). of thc two organs. Whcn piiicesof hindlimb bucls to be 
Briefly, Cor electron microséopy;:siiniples';\Vere,,fixed in grafted were labelcd with PKH26, severa! layers of ce lis 
Karnovsky solution (1965) withoútCá~j •. pós.tflxed in 1%,' on the .· surface,,appeáred .· cvenly stainecl (elata not 
Os04 in Zetterqvist's b"úffer'.(1956),' and~.énibeddéd in . sliown). After 24 hr of cultur'e hibeled ce lis either in clus
Epon. For histochemiéal déteétion óft.5-3(3-hydroxyste:, '·. ters: or scaÜcred · hacl móved further in to clecpcr loca
roid dehydrogenáse;(c.5~3,8-HSDH) áctivity and imÍnu- ; tio~s '.(Fig.:::;l):: On • the surface where thc gonad was 
nohistochemical staining of Iaininin; the samples \Vere 'gr'af'tec!;Ínigration cir labelecl hincllimb cells in to the go
embedded in Tissue Tek and frozen at -70ºC, and 'sec:C, '. nad was clearly deteCted (Figs. 1 and 2). 
tions of 7 µm were air-dried on microscope slides: After · 'i'Lamininstainingrevealed the basemcnt membrane of 
incubation in a reaction mixture (Levy et.aL,,l959)Cor . bliiodyiissels'distributedamong the hindlimb cells (Fig. 
C.5-3,8-HSDH histochemical detection, laminin was,im~ ·~aj'.In the g~afted gonads; thc basement mcmbrane sur
munocytochemically detected with a primary. á'ntibody'. · :roÍ!nc!ingth.~ seminiferous cords was clearly seen at 24 
(Sigma) diluted 1:500 in PBS. The Vectastairí,ABC,kit ;h,rof culturé ancl thereafter (Figs. 3 ami 4). Immunohis
(Vector) was used for color development according .tci · : tocheiniéal detection of MIS was positive only in clusters 
the instructions of the manufacturer. . . . . .. . . · of ·cellsinthe grafted gonads, corresponcling to Sertoli 

For Müllerian inhibiting substance (MIS) detectiori;~--cellS"Ió'catccfwifh.frlseminlfcrous corcls (Fig. 5). 
the explants were fixed in Zamboni's solution (Zaniboni "Afte'r. 96 h'r· in organ culture, the histochemical activ
and DeMartino, 1967) and embedded in .polyethyleiie ,. itYof 3B-HSDH was detectecl in clusters of cells in the 
glycol following the technique described by Tak:eto et aL ·· gráfted gonacls (Fig. 6). In serial sections of the same 
(1991). Rabbit polyclonal antibody against MIS pre- grafiéd gorfads, it was cvidcnt that positivc cclls were 
pared from human recombinant MIS (Ueno·et al, 1989) · ani'óngstió'mál tissue, located between the seminiferous 
was a gift from Dr. P. Donahoé. · cofds}Figs. 6 aiid 7). In plastic-embecldecl sections, well-

Radiohnmunoassay (RIA) fo1· testosterone (T2). !so- differentiated Sertoli cells ancl a few germ cells formccl 
lated male gonads, male gonads grafted to male or fe- th'íúieminiferous.cords. Differentiatecl chondrocytes em
male mesonephros, and male gonads grafted to male or be'dded in ac metachromatic matrix wcre present within 
female hindlimbs were cultured for 96 hr to compare thé liindlimb tissue (Fig. 8). Although in gonacls graftecl 
testosterone production. Ten cultures from each experi- tofen°iále hindlimbs seminiferous cord formation was 
mental condition were assessed. Testosterone secreted. somewhat delayed, they wcre well organized at 96 hr of 
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l"u:. l. A lalwlt·tl hintllimh hutl lllL.1 gr:1ft1·d toan unlah1•lt·cl gonlltl 
((;¡ afll•r 2.1 hr oí l'llitlll'l'. Allhough lill' fornwr rl'main~ intt1ns1•ly 
~t11i1wd on tlll' ¡ieriplwry, se\'L'ral lluorl'Sl'l'IÜ l'l'll~ t•illwr in clustl•r:-; or 
Sl'llltt>rt•tl hm'l' 1110\'l'il in to tleepl•r locations larro\\'S). Har, 11111 µ111. 

I•'!li. :!. l liJ.ther magnifkntinn of the s:une tissue ~t·ction shown in Pi!.{. 
l. 8l•veral laheled cells IHl\'l' m11veil from tlw hindliml1 liud (lll..) intu 
tlll' gon:ulal re1.don tG ). Bar, ;,o µ.m. 

culture (Fig. fl). lt is worth noting that in thcse few 
grafts where the hindlimb bud ami the genital ridge 
maintained their own surfacc epithclium, thcy did not 
fuse: Sertoli and Le~·dig cells di!Tcrentiatcd but seminif
erous cords were not formed (elata not shown). 

Secrction of lestosterone inlo thc culture mcclium 
from cliffcrent cultures is summarizcd in Fig. 10. 'rhere 
was a higher amount of testosterone secreted into the 
culture meclium when the ganada! primonlium was 
gmftucl to cither mesonuphroi or hincllimb buds from 
male cmhryos than thosc fuscd lo mcsonuphroi or hind
limh hucls from females. Although tlrn grafts with fe
male hincllimbs sccretccl an amountof teslostcrone com
parable to that produced by isolnted gonads, grafls with 
fcmale mesonephroi secreted lcss than half that in iso
lated gonads. 

DISCUSSION 

Organ culturn studies have established that from Day 
11.5 pe, tlw control of testicular diffcrenliation is an in
hcrcnt property of thc urogenital ridge (McLarcn and 
Buehr, l!l!JO). Whcn isolatccl genital ridges are cultured 
without lhe adjaccnt mesonephros, Sertoli and Leydig 
cclls differentiatc hut seminiferous corcls are not formcd 
(Merchant-Larios el. al., l!lfl3). lt was concluded that the 
stromal cclls which migrate from the mcsoncphric re
gion in to thc i,:cnital ridgc are nccessary for morphogen
esis of scminifcrous cords (Buehr et cr/., 1993). Sincc mi
gration of mesonephric cells may be tissuc specific, that 
is, a diffusihle scminifurous-organizing moleculc locally 
prmluced b~· the genital ridgc acts on reccptors prescnt 
onl~· in mesonephric cclls, we asked if stromal cells from 
othcr organs, such as the hindlimb bud, were also able 
to support seminifcrnus cord formation. 

Herc, we found that, likc mesonephric cclls, stromal 
cells from the hindlimb hud also migrate in to the genital 

... 

Fin. a. lmmunohistoclwmical staininl-!; of laminin in a section írom 
a hindlimh-gonad graft. ln the hindlimh region (HL) blood vussels (ar
rows) appear stained in a clcar stromal background whereas in thc 
gonadal region (G ), laminin is detccted in the strornal tissue. Bar, 100 
µm. 

FJG. 4. Smniniícruus cords (SC) uro delincalcd by a basement mcm
hrnnc stnined for laminin. Magnilication of the ganad (G) shown in 
Fig. 3, Bar, 50 µrn. 
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Pin. fi. J111111unohistod1l'mil'al slaininJ.! of i\118 showinµ; st~minifcrous 
l'ords tarrowsJ 1wnr differcntiating chondrol')'lt•s (COI in a graft aft1•r 
!Hi hr in t·ulturl'. Bar,;)() µm. 

Pin. H. Cytoclwrnical detuctinn uf .lli-!J¡J-J fSDJ-l (arrowsJ in a gon:ul 
J.!rafted to a hindlimli hucl. Spati:il distriliution uf formazun de1msils 
t•orrespornh; to Le:,·cliJ.! ce lis located hetwt•et1 scrniniforus conls. H:tr, fin 
µ111. 

ridJ.(e, ancl seminiferous cords are formed as well. lt is 
conceivable that stromal cells from both embryonic pri
mordial tissues are able to resíioncl ·to the same putative 
signa! producccl b~· the genital Í·idge át 11.5 clpc. l\'lore
over, it was observecllhat clifl'erimtiaÜon of Serloli and 
Le~·cliJ.( cells in thc hincllimb bud~l!;on·:\dgmfls proceecls 
normally ancl is not afl'eclecl:b~··ºfoi'eign" factors in
volvecl in the processes ·or morphogcnesis of thc hincl-
limb (Dalle e/. al., 1990). · · · 

Our present results clifl'cr from thc previous report in 
which fragments of. limb uucl 01' heart graftccl to male 
J.(cnital riclgcs did nofsucceecl in supportinJ.( seminifer
ous cord formation (Bllehr el al., 1993). An explanation 
may he found in lhe clilferent culture meclium ancl suh
stratc uscd or, more imporlanlly, thc lenglh of culture. 
Buchr el al. (1993) obsci•\•ecl the J.(raftecl tissues after cu!-

turc fnr 7 days. Unclcr· our culture condilinns, we f'ound 
in hoth mcsonephros-gonacl (Merchant-Larirrn el u/., 
l!l!l:l¡ ancl hindlimh-µ;onacl J.(ral'ts (prcscnt rcsul ls), scm
inifcrous cords slart to form at 2•1 hr. In the hincllimb
J.(orrnd gmf'ts, howcver, although lhc,yremain well orJ.(a· 
nizecl up lo !Hi hr, ;¡ days lalcr, thc µ;cnitúl ridgc \Vas in
corporalcd inlo the hindlimh ancl lhc seminiferous coi·ds 
outgrown hy cclls of lhc hinclliÚ1h lene! lo dcsintegrale 
(elata not shown). 'l'his ma,\' explain wh~· Buehr el 11/. 
(l!l!l:l) failed lo delccl testis cords in lhc limh hucl-gonad 
J.(rafl after 7 da~·s of' culture. 

\Vhclhcr llw inlernction hctwecn lhe slromal cclls 
and thc supporting cclls ol' thc wmad involvcs ccll-ccll 
conlact nr a ditrusahle J'actor(s) is not ,\'et known. How
cvcr, two lincs of m•idencc suppor'l thc former possihil
ity. \Vhcn a pcrmcahle filler· \\'as placed hctwcen lhc 

7 

...: ....... 

1"11;. 7. Im111111whist11l'lwmi1·:1I d1•lt•1·t ion of la111i11in in a st>rial st.•ction 
of the sa111plt• sho\\'ll in l•'ig. li. S1•minif11ro11s 1·ords (8{'.1 :11·11 t'\'ident. 
Bnr,fiOµm. 

Fu:. S. 81•111ithin St'l'tion uf a mall' gonad graftt•d to :1 nrnle hindlimh. 
Jlarl of a seminiferous 1·ortl íSC1 fornwd hy 8ertoli (si :11111 i.term cclls 
(GC) is shown. i\h•st•rwhynml 1·1·lls su1·rou111ling the seminiferous cord 
ami d10111lrucrtl's (CO) :ln• t.'\'idt•nt lo tht• right. lhir. lfi 11111. 
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mesonephroi, on the olher han el, secrete similar or lower 
amounts of lestosterone than isolatecl gonacls, rcspec
tively. These unexpected observations suggest lhal the 
difference in testosterone production bclween grafts of 
different sexes may be duc lo the presence iri thc Y chro~ 
mosomc of genes rcquired for corrcct Lcyclig ccll ftinc
tion (Jutley ancl Stewart, 1985; Patck et al., 1991): 

In the present study, it has bcen found that niigration 
of stromal cells into .the genital riclge occurs.'rc'garcllcss 
of the sex of thc graft; howevcr, a dÍr¿ct demonstration 
that sorne of thc entcring cells becomc Lcydig cells still 
has to be madc. Thcrcforc, il rcmáins tobc sccn \i•hcthcr 
XX cells are able to diffcrcnliatc in to Lcycligcclls miel, if 
they can, are thcy lcss cfficicnt for tcsfostcronc produc
tion? A study using a transgcnic strain carrying (3-ga
lactosidase as a ubiquitousb• cxpressccl markcr is in 
progress in our laboratory. 

Finally, the inhibitory effect on teslosterone procluc
tion shown by the fema le mesonephroi'suggcsts lhat fc
male mesonephros may play a role in regulation of sle
roiclogenesis in the ovary at thc onsel of gonadal sex 
differentiation. 
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bers of our group, in particular Alejn11clro Marmolcjo nnd Jos~ G. Bal
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Fu:. ~l. Par! uf a malc ~on:ul grafh·d 111 tht• hindtimh tak4 1 ll frorn a 
frmale l!lllhryo. Ahundant Hln1111a (si 1 ~urrourul~ tlw Sl'llliniferous 
l'Ol'fls (8CJ fornH•d hy Sl1rtoli (¡.;) and gt'l'lll ({jC¡ 1·l'lls. Bar, 2t1 µ111. 

mesoncphros ancl the gonacl, formation of scminifcrous 
corcls was prcventcd (Buehr el o/., 19fJH). In thc present 
stucly, when both the hincllimh bucl ancl the genital ridge 
kept their own surface epithelia ancl did not sharc stro
mal cells, no seminifcrous cords were formecl even if the 
two primordia were in contact (dala not shown). 

At the onsct of sex differentiation, male gonads show 
higher vascularization ancl more abunclant stromal tis·
sue than female gonads iu vivo (rcview Merchant-Larios 
ancl Takelo, 1991). This observation makcs it reasonable 
to poslulate a diffusible factor from the male genital 
riclge involvecl in thc migration ancl proliferation of 
bloocl vessels ancl mesenchymal cells. Since Sr11 sequence 
analysis suggcsts that it encades a DNA-bincling prolein 
ancl thereforc acts cell autonomousl~· (Guhha~· el rtl., 
1990), the procluction of a diffusiblc factor rec¡uirccl for 
mcsenchymal migration ancl proliferation may he a slcp 
suhsec¡uent to Sr¡¡ expression. 

The onset of seminifcrous carel formation closely fol
lows MIS expression in Sertoli cells (Míinslerberg and 
Lovell-Baclge, 1991; Takelo e/. al., 1991), suggcsting that 
this molecule might he involvecl in this morphogenetic 
process. Recently, however, it was founcl that male mice 
deletecl for MIS (by gene targeting) have unperturbed 
lestis clcvelopment (Behrinf.(er el a/., 19fl4). Other factors 
rec¡uirml for migration and/or prolifcration of stromal 
cells ma~· be controlled direclly hy Sry. Severa! ubiqui
tous growth faclors may be involvecl in the ohservcd mi
gration of bloocl vessels ancl mesench~·mal cells in lo the 
malc ganad (Nilsen-I-Iamilton, lfJfJO). Since in the female 
f.(onad lhc amount of stromal tissue increases until the 

peri natal stagc, it is possihle that sex dill'er·cnces depencl 
u pon an exprcssion timing of' t.he samc faclor(s). A lime 
coursc Htudy of cxru·ussion of various g-rowth f'aclors 
comparin~ mal e and fema le g-onads during thc peri natal 
period may claril'y tliesc possiliilities. 

It is intcresting to know whetlier lhe ccll t,vpe that 
produces thc pula ti ve difl'usihle factm· is lhc samc as lhe 
somatic cclls t.hat express 81°(/. J~Jectron microscopc 
studics haw shown that at 11.5 dpc lhc genital ridge 
conlains, in acldition lo germ cclls, epithclial-likc cclls, 
endothelial cells, and somc mesenchymal cells, ali 
tif.(htly 1t1Tanf.(ecl. Sincc in cultures of isolalecl f.(enilal 
ridf.(es Scrloli and Le,vrlif.( cells diffcrentiatcd; it was sug
gcsted that their cell ¡11·ccursors 1i1t1st he alrcacly prcsent 
at 11.ii dpc and tlmt thc Sr¡¡ gene may he expressed in 
hot.h or cithcr of them (Mcrchant-Larios el itl., 199:3). 
Burgo~·rie (1!188) has proposcd that thc Y-chromosomal 
tcstis detcrminant (now Sr¡¡ gene) is exprcssed only in 
thc Scrt.nli cell precursors of thc cmhryonic f.(onad and 
that the commitment of' ali other f.(onadal ccll typcs lo 
testicular difl'erentiation is clirectcd by thc Sertoli cclls. 
This proposal is supported h.1; a.suhsequent a1ialysis of 
the sex chronwsomal complcment oflhc.ccll t~·p.es XX
XY chimcric tcstis, which showC!d thi1t onl~· the Serloli 
cell lineaf.(e has a hias in favor ofXY_cells (Palmer ancl 
Burgoync, l!J!JI h). If Burgo,vnc's thcm·y is correcl, dcter
minalion of Lc~·dig cclls h¡; Serloli cclls n1usl occúr be
tween 10,5 and 11.5 dpc; wlwn ali the cells in the isolalcd 
genitalridf.(e appéar_ tigh ti~· ·mTanf.(ecl. 

Hcrc0we havü found that thc 1Ímount of.lestostcrone 
prodií~ed dlffc1·s depencling u pon the sex ancl the typc of 
the grafled tissue. 'l'eslosleronc production is signifi
cantl~· cnhanced wilh malc graf'ts frnm eilher mcso
ncphroi or hindlimbs. Gr11fls from female hindlimbs ar 
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4 METODOS Y RESULTADOS ADICIONALES 

4.1 Disgregados-reagregados 

Basados en los resultados obtenidos anteriormente al investigar los 
mecanismos celulares que controlan la morfogénesis del testículo, a partir de la 
expresión del gene Sry, se estableció que el mesonefros adyacente es necesario 
para la formación de los cordones seminíferos (Buehr, et al 1993) y la 
diferenciación de las células de Sertoli y de Leydig se lleva a cabo en gónadas 
aisladas (Merchant-Larios, et al. 1993). En otra serie de experimenos utilizamos la 
técnica de disgregación-regregación para establecer la capacidad histogénetica de 
las células somáticas y germinales en presencia y ausencia del mesonefros 
adyacente en etapas anteriores de la diferenciación gonadal (11 dpc). 

4.2 Metodos 

Se sacrificaron hembras gestantes de la cepa CD-1 con 11.5 dpc (etapa 
indiferenciada) por dislocación cervical, se colocaron en un campo estéril y se les 
aplicó en el abdomen una solución antiséptica de benzal-alcohol al 70% en una 
proporción de l: l. Los productos se aislaron con el útero y se colocaron en una 
caja de Petri. Los fetos se aislaron del útero en una campana de flujo laminar, se 
dejó expuesto el conjunto placenta-feto y se colocaron en medio de Leibovitz's L-
15 suplementado con 200 U/mi de penicilina y 200 g/ml de estreptomicina, 
ajustado a un pH de 7.4 y esterilizado por filtración, en un sistema Millipore {0.45 
uM). 

La edad de los embriones se determinó de acuerdo a la etapa de desarrollo 
del esbozo de la extremidad anterior, propuesta por McLaren y Buehr {1990) y 
sólo se emplearon los embriones en etapas 4 y 5 correspondientes a 11 y 11.5 dpc 
respectivamente. El sexo de los embriones se estableció por presencia o ausencia 
de cromatina sexual en células amnióticas de acuerdo a la técnica de Palmer y 
Burgoyne (1991). Brevemente, se aislaron los amnios y se colocaron en una 
solución de ácido acético-metano! 1: 1 (fijador), se centrifugaron a 1,000 rpm 
durante 5 minutos y se decantó el sobrenadante. Los tubos se invirtieron sobre una 
toalla de papel y se colocó el amnios a unos 2 cm de la base del tubo. Se aplicó 
una gota de ácido acético glacial al 60% en agua, directamente sobre el amnios, y 
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con ayuda de una pipeta Pasteur sellada por calor, se disociaron las células. Se 
bloqueó al ácido acético agregando aproximadamente 1 mi de fijador, y se 
centrifugó al,000 rpm durante 5 minutos. Se decantó el sobrenadante, y se dejaron 
aproximadamente 0.5 mi de medio para resuspender el boton de núcleos, los 
cuales se colocaron sobre un portaobjetos y se tiñeron con azul de toluidina al 1% 
en agua. 

Los embriones ya sexados, se colocaron en una plancha de hule donde se 
les realizó un corte diagonal que abarcó la región media caudal del embrión y dejó 
expuesto el sistema urogenital. Ambas regiones urogenitales se disectaron y se 
dejaron con el mesonefros o se aisló la región de la gónada con ayuda de agujas de 
insulina. Los órganos se disgregaron de acuerdo a la técnica de Escalante y 
Merchant-Larios (1992). Tres complejos urogenitales o seis crestas genitales 
aisladas se colocaron en tripsina al 0.25% en solución de Rinaldini durante 10 
minutos a 37ºC. La enzima se inactivó con JO% de suero bovino fetal en medio de 
cultivo McCoy 5a modificado. Las células gonadales se centrifugaron por 3 
minutos a 1,500 rpm y se resuspendieron en medio de cultivo McCoy. Las células 
disociadas se centrifugaron por 7 minutos en un tubo Eppendorf de 400 ul. El 
botón celular se obtuvo cortando el extremo posterior del tubo y se colocó en 
cultivo de órganos sobre un filtro de policarbonatos flotando sobre 0.5 mi de 
medio de cultivo con los siguientes componentes: Medio 5a modificado, 10% de 
suero bovino fetal, 200 U/mi de penicilina y 200 ug/ml de estreptomicina. Los 
cultivos se mantuvieron por 96 ha 37ºC con atmosfera húmeda y 5% de bióxido 
de carbono. 

Para establecer el papel de las células del mesonefros en la diferenciación 
testicular, utilizamos los mismos criterios empleados en nuestro estudio de cultivo 
de órganos de gónadas aisladas y con mesonefros (Merchant-Larios et al, 1993), a 
saber: 

1) Para la organización de los cordones seminíferos, los órganos se 
incluyeron en Epón para su analisis a nivel de microscopía de luz, o se 
evidenciaron por inmunohistoquímica de laminina. 

2) Para determinar la diferenciación de las células de Sertoli, los órganos se 
incluyeron en Polietilenglicol (PEG) para la detección de la honnona 
antimulleriana (MIS). 

3) Para la detectar las células de Leydig, los órganos se congelaron para la 
detección de la delta-5-3beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y testosterona se 
detecto en el medio de cultivo por Radioinmunoanálisis. 
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4.3 RESULTADOS 

4.3.l Disgregación celular 

Los botones celulares procesados después de su disgregación y antes del 
cultivo en fonna organotípica, mostraron que todas las células se encuentran 
separadas y distribuidas de una manera aleatoria. Se observaron los principales 
componentes celulares que constituyen al órgano en esta etapa del desarrollo de la 
gónada como las células germinales y las células somáticas (fig. 1). 

A nivel del microscopio electrónico se observó que la superficie celular de 
las células somáticas presenta gran actividad, debido a la fonnación de multiples 
prolongaciones citoplasmáticas de tipo filopodio, es decir, filamentosas. También 
se observaron pseudopodos gruesos de tipo lobopodio (fig. 2). 

4.3.2 Disgregación-reagregación 

4.3.2.1 Gónadas con mesonefros 

Al realizar el análisis histológico de los reagregados, se observó que 
después de 96 h de cultivo en forma organotípica, se reconstituyeron las 
características principales que identifican a cada órgano en condiciones de 
desarrollo nonnal. De aquí se desprende que durante este tiempo de cultivo se 
lleva cabo un desplazamiento celular en el interior de los botones, que parecen 
recapitular la morfogénesis del tejido gonadal. 

Se puede observar que se lleva a cabo la segregación del compartimento 
epitelial del compartimento estromático. Las células epiteliales de la región del 
mesonefros se reagregan formando los túbulos mesonéfricos (fig.3). Las células 
germinales y de Sertoli se encuentran segregadas formando los cordones 
seminíferos, los cuales están rodeados por células mioides y vasos sanguíneos (fig. 
4). 

Tanto la diferenciación de células de Sertoli como de Leydig se lleva acabo 
en los reagregados. Las células de Sertoli se encuentran organizadas dentro de los 
cordones seminíferos (fig.5). Las células de Leydig se detectaron en el 
compartimento estromático rodeando a los cordones seminíferos evidenciados por 
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la detección de laminina (fig. 6), tal como se lleva cabo en la diferenciación 
testicular in vivo. 

4.3.2.2 Gónadas Aisladas 

En los reagregados de seis gónadas aisladas, después de 96 h de cultivo 
parece ser que las células se encuentran compactadas, semejante a lo que ocurre en 
cultivos de gónadas aisladas individualmente donde no hay formación de cordones 
seminíferos (fig. 7). Sin embargo, al emplear mayor resolución se puede detectar 
que las células genninales y de Sertoli se encuentran agrupadas dentro de cordones 
de tipo seminífero. Las células del estroma, a diferencia de los reagregados con 
mesonefros, mantienen un arreglo compacto (fig. 8). 

La tinción inmunohistoquímica de MIS revela que la organización de los 
cordones seminíferos se lleva cabo, ya que las células de Sertoli se detectan bien 
organizadas dentro de estos. Sin embargo, la detección de MIS es más débil que en 
los reagregados de gónadas con mesonefros (fig. 9). 

La detección inmunohistoquímica de lamínína claramente confirma que en 
los reagregados de gónadas aisladas la formación de los cordones seminíferos se 
lleva a cabo. Las células de Leydig se localizaron en la región estromática 
rodeando a los cordones seminíferos (fig. 10). 

Con los ensayos de radioinmunoanálisis se detectó que las células 
mesonéfricas en los reagregados, incrementan la producción de testosterona. Las 
pruebas estadísticas confirmaron que existen diferencias significativas en 
reagregados de gónadas con mesonefros con respecto a reagregados de gónadas 
aisladas (fig. l l ). 
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Figura 1 
Micrografia de luz del botón celular obtenido de la disgregación de 
gónadas de 11.5 dpc. Las células germinales (ge) y las células somáticas 
(S) se encuentran separadas y distribuidas de una manera aleatoria 
(312x). 

Figura 2 
Micrografia electrónica de células disgregadas obtenidas de gónadas 
fetales de 11.5 dpc. Se observa la presencia de procesos 
citoplásmicos de tipo tilopodio (t), y pseudopodos gruesos de tipo 
lobopodio (flechas) (7800x). 
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Figura 3 
Disgregado-Reagregado de gónadas con mesonefros de machos de 11.5 
dpc cultivados 96 h. Las células germinales y las células de Sertoli se 
incorporan dentro de los cordones seminíferos (se). Las células 
epiteliales de la región mesonéfrica se reagregan como túbulos 
mesonéfricos (mt). Las células endoteliales reconstituyen a los vasos 
sanguíneos (bv) que se observan entre el tejido estromático (250x). 

Figura 4 
A un mayor aumento de la figura 3, se observan a las células germinales 
(ge) y a las células de Sertoli (S) dentro de los cordones seminíferos, los 
cuales se encuentran rodeados por células mioides (me) y vasos 
sanguíneos (bv). (600x). 
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Figura 5 
Detección inmunohistoquímica de la hormona antimulleriana (MIS) en 
disgregados-reagregados de complejos urogenitales de machos de 11.5 
dpc cultivados durante 96 h. La presencia de MIS hace evidente la 
organización de los cordones seminíferos (se), asi como la diferenciación 
de las células de Sertoli (S) (250x). 

Figura 6 
La detección inmunohistoquímica de laminina en disgregados
reagregados de complejos urogenitales de machos de 11.5 dpc y 
cultivados por 96 h, claramente demuestra la presencia de cordones 
seminíferos (se). En el compartimento estromático, la reacción 
histoquímica de la delta-5-Jbeta-HSD revela la presencia de células de 
Leydig (le), localizadas en la periferia del reagregado (600x). 
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Figura 7 
Disgregado-reagregado de gónadas aisladas machos de 11.S dpc 
cultivado por 96 h. Las células se observan compactadas como se 
observó en cultivos de gónadas aisladas (2SOx). 

Figura 8 
A un mayor resolución de la figura 7 se puede observar que las células 
de Sertoli y las células germinales (ge) se encuentran incorporadas 
dentro de los cordones seminíferos. Las células del estroma, mioides 
(me) y vasos sanguíneos (bv) mantienen un arreglo compacto (600x). 
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Figura 9 
Detección inmunohistoquímica de la hormona antimulleriana en 
disgregados-reagregados de gónadas aisladas cultivadas por 96 h. La 
reorganización de los cordones seminíferos se ha llevado a cabo (se), asi 
como la diferenciación de células de Sertoli (S)(250x). 

Figura 10 
La detección inmunohistoquímica de laminina confirma la formación de 
los cordones seminíferos (se) en reagregados de gónadas aisladas. El 
depósito de formazan revela que la diferenciación de células de Leydig 
(Le) se lleva a cabo en estos reagregados, y su localización es igual que 
reagregados de gónadas con mesonefros (600x). 
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Figura 11 
Radioinmunoanálisis de Testosterona en el medio de cultivo. 
En la gráfica se observa que la presencia de células mesonéfricas en los 
reagregados, incrementa la producción de testosterona. Aunque las 
desviaciones estandar se sobrelapan, las pruebas estadísticas indican 
que existen diferencias significativas en la producción de testosterona 
(t =prueba de t para grupos independientes; d f= grados de libertad). 
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5 DISCUSION GENERAL 

Al estudiar el desarrollo de las gónadas fetales in vi/ro, algunos autores han 
sugerido que la diferenciación de las células de Sertoli y de Leydig, así como, la 
fonnación de cordones seminíferos en el testículo pudieran estar controlados por 
mecanismos independientes (Magre y Jost, 1984; Patsavoudi et al. 1985). 

Algunas obseivaciones en cultivos de gónadas fetales sugieren que la 
diferenciación de células de Sertoli, células de Leydig y la fonnación de cordones 
seminíferos puede ser inhibida independientemente in vitro (Magre et al. 1981; 
Jost y Magre, 1988; Taketo et al. 1984). Sin embargo, no se consideró en ningún 
caso el papel del mesonefros adyacente en la organización testicular. 

Recientemente Buehr et al (1993), encontraron que el testículo fetal en el 
ratón se desarrolla mejor cuando es cultivado junto con el mesonefros. Esto 
sugiere que este órgano puede jugar un papel importante en la diferenciación de la 
gónada del macho, ya que en cultivos de gónadas sin mesonefros no se llevó a 
cabo la formación de los cordones seminíferos. 

En el presente estudio se confirmó que la región del mesonefros adyacente 
es necesaria para que se lleven a cabo los procesos morfogéneticos que conducen a 
la fonnación de los cordones seminíferos en gónadas de ratón in vitro. Sin 
embargo, en los experimentos de disgregación-reagregación, se encontró que la no 
formación de cordones seminíferos en cultivos de gónadas aisladas, se debe a la 
escasa cantidad de células estromáticas presentes en la cresta genital a los 11 dpc. 

En los reagregados en cambio, se suman las células estromáticas de seis 
gónadas, de manera que la activa proliferación de esas células permite la 
organización de los cordones seminíferos, asi como la diferenciación de las células 
de Sertoli y de Leydig. Por lo tanto, se puede decir que a los 1 1 dpc existe una 
activa proliferación de células mesonéfricas hacia la región de la gónada, donde 
aún la cantidad de tejido estromático no es suficiente para llevar a cabo su 
diferenciación. 

Los análisis de autoradiografia demuestran que dos tipos de células 
estromáticas penetran a la región del testículo desde la región mesonéfrica: células 
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mioides peritubulares y células endoteliales. De este hecho se podría postular, que 
estas células y/o sus productos extracelulares serían la contribución del mesonefros 
para la fonnación de los cordones testiculares. Asimismo, se establece porqué al 
inicio de la diferenciación testicular, la región mesonéfiica es necesaria para la 
segregación nonnal de los compartimentos epitelial y estromático. 

En este trabajo, la mayoría de las células marcadas por autoradiografia son 
células endoteliales, lo que podría sugerir que estas células proliferan en la región 
mesonéfrica y posteriormente penetran a la región de la gónada. En la etapa inicial 
de la diferenciación testicular, una señal proveniente de la gónada parece inducir la 
penetración de vasos sanguíneos, lo que en un momento dado podría guiar a otras 
células hacia la gónada. Existen evidencias que apoyan esta interpretación: En el 
punto de inicio de la diferenciación sexual (12.5 dpc), las gónadas de machos se 
distinguen de las de hembra por que se encuentran altamente vascularizadas 
(Merchant-Larios y Taketo, 1991). En cultivos de gónadas aisladas 
individualmente, en las que no se forman cordones seminíferos, no se detectan 
células endoteliales ni células mioides (Buehr et al. 1993). 

En testículos de rata, por otra parte, se encontró que las membranas basales 
que rodean a los cordones seminíferos son producidas en colaboración por las 
células de Sertoli y las células mioides (Skinner el al. 1985). En condiciones de 
cultivo, las células miodes peritubulares producen tanto fibronectina como 
laminina, mientras que las células de Sertoli producen sólo larninina (Davis el al. 
1990). En este estudio encontramos que aunque en gónadas aisladas se produce 
laminina, la integración de membranas basales es incompleta. Esto podría deberse 
a la ausencia de células mioides peritubulares y fibroblastos provenientes de la 
región del mesonefros. 

En el caso de los reagregados, la cantidad de células mioides, fibroblastos y 
células de Sertoli se incrementa, con lo cual aumenta su actividad para secretar 
componentes extracelulares como laminina, fibronectina, colágena, etc. 

La diferenciación de células de Sertoli y de Leydig in vilro coincide con la 
diferenciación de estos tipos celulares in vivo. La presencia del mesonefros no 
influye en el tiempo de diferenciación de estos dos linajes celulares. En nuestras 
condiciones de cultivo, tanto en complejos urogenitales como en gónadas aisladas, 
las células de Sertoli se detectan por inmunohistoquímica del MIS después de 12 h 
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de cultivo, lo que es comparable con gónadas de macho in vivo. La detección de 
MIS después de 24 h se incrementa tanto in vivo como in vi/ro, y sólo se observan 
diferencias en cultivos de gónada aislada donde las células de Sertoli se encuentran 
distribuidas formando grupos irregulares de diferente tamaño y rara vez se 
encontraron estructuras parecidas a cordones. 

Al tomar la expresión de MIS como una evidencia para la diferenciación de 
las células de Sertoli, el presente estudio demuestra que la organización de los 
cordones seminíferos no es necesaria para la diferenciación de estas células de 
Sertoli. 

La diferenciación de células de Leydig en testículos fetales de ratón se ha 
estudiado por medio de los criterios de citoquímica (Hitzemann, 1962), 
ultraestructura (Russo y de Rosas, 1971) y morfología (Vergouwen el al, 1991 ). 
En todos estos estudios, las células de Leydig se localizan en el compartimento 
estromático después de la formación de los cordones seminíferos. Por otro lado, 
aunque Taketo, et al (1991) han reportado que los testículos fetales de ratón 
secretan testosterona a los 12.5 dpc, una correlación entre la diferenciación 
morfológica y fisiológica de las células de Leydig durante la ontogenia del 
testículo no se ha evidenciado. 

Los experimentos de gónadas aisladas indican que los precursores de las 
células de Leydig estarían formando parte de la gónada a los 11.5 dpc, cuando el 
Sry se está expresando (Koopman, el al. 1990). 

Se encuentra bien establecido que el Sry actua específicamente en células 
de la gónada indiferenciada y lleva a cabo su diferenciación hacia testículo 
(Lovell-Badge, 1992). Se ha propuesto que en las células de Sertoli se expresa el 
Sry y regula la producción de factores necesarios para la diferenciación de las 
células de Sertoli. De acuerdo a los presentes resultados, la expresión de factores 
angiogénicos en las gónadas indiferenciadas de machos se podría considerar como 
un fenómeno importante en la cascada de eventos iniciada por el Sry. 

En estudios recientes en el ratón, se encontró que los animales desprovistos 
de MIS presentan un desarrollo de cordones seminíferos normal (Bheringer et al. 
1994). Por lo tanto, esta molécula puede descartarse como el factor angiogénico 
responsable de la invasión de células mesonéfricas hacia la gónada. 
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La migración de células de la región del mesonefros hacia la región de la 
gónada, puede deberse a una señal que viene de las células de la gónada, 
probablemente controladas por el factor determinante de la diferenciación 
testicular (Sry}, por lo que nos preguntamos si sólo las células del estroma 
mesonéfrico responden específicamente a esta señal. 

Nosotros encontramos que, células del estroma del esbozo de la extremidad 
anterior (EEA) migran hacia la región de la gónada, y se lleva a cabo la formación 
de los cordones seminíferos. Por lo que es claro que ambos tejidos primordiales 
embrionarios responden a la misma señal producida por las células de la cresta 
gonadal a los 11.5 dpc. También se observó que la diferenciación de células de 
Sertoli y de Leydig en estos injertos se lleva a cabo normalmente y no se ve 
afectada por factores extraños en los procesos de morfogénesis de las 
extremidades. 

Estos resultados contradicen reportes previos en donde los fragmentos del 
EEA o corazón se injertaron con crestas genitales y no se observó la formación de 
los cordones seminíferos (Buehr et al. 1993). Las diferencias pueden estribar en 
las condiciones de cultivo, es decir, el sustrato utlizado para el cultivo de órganos 
y el tiempo de cultivo. Buehr, et al. {1993), observaron sus injertos después de 7 
días de cultivo. En nuestras condiciones de cultivo, tanto en injertos de 
mesonefros-gónada como EEA-gónada, se pudo observar la formación de cordones 
seminíferos después de 24 h de cultivo, y permanecen bien organizados hasta las 
96 h. Tres días más tarde, la cresta genital se incorpora dentro del EEA el cual 
tiende a desintegrarla. 

Aunque se podría argumentar que el papel del mesonefros en la formación 
de los cordones seminíferos podría deberse a que en esa región se produce algún 
factor difusible que induce la organización de los cordones, dos evidencias 
experimentales indican que se trata de interacciones celulares directas: i) cuando 
se colocó un filtro permeable entre el mesonefros y la gónada, se previno la 
formación de los cordones seminíferos (Buehr et al. 1993). ii) En el presente 
estudio se observó que si tanto el EEA como la gónada se injertaban en extremos 
donde coincidian con su superficie epitelial, y no donde se escontraban expuestas 
las áreas donde se realizó la disección, no se llevaba a cabo la formación de los 
cordones seminíferos. 
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Por otro lado, la producción de un factor difusible requerido para la 
migración de células del estroma mesonéfrico, puede ser un paso subsecuente a la 
expresion del Sry. Sería interesante conocer si el factor difusible putativo es 
producido por las mismas células somáticas que expresan el Sry. A nivel de 
microscopia electrónica, la cresta genital a los 11.5 dpc está formada por células 
germinales, células epiteliales, vasos sanguíneos y algunas células 
mesenquimáticas. En el presente estudio encontramos que en gónadas aisladas se 
llevo acabo la diferenciación de células de Sertoli y de Leydig, lo que sugiere que 
las precursoras de estas células están ya presentes en la cresta genital desde etapas 
muy tempranas. De modo que el gene Sry se puede estar expresando en cualquiera 
de estos tipos celulares. 

Un hallazgo interesante en el presente estudio fue el encontrar que la 
cantidad de testosterona producida en los cultivos, difiere dependiendo del sexo 
del tejido injertado. La producción de testosterona se ve aumentada 
significativamente cuando se injerta al primordio testicular con un mesonefros o 
un EEA de un embrión macho. En los injertos de mesonefros o EEA de hembra, se 
secretan niveles de testosterona similares a las secretadas por gónadas aisladas. 
Esto sugiere que la diferencia en la producción de testosterona puede deberse a la 
presencia de genes en el cromosoma Y importantes para la función 
esteroidogénica de las células de Leydig (Jutley y Stewart, 1985; Patek et al. 
199 l). 

Como en este estudio se encontró que las células mesonéfricas migran hacia 
la región de la gónada independientemente de su sexo genetico, queda por 
dilucidar si las células XX son capaces de diferenciarse como células de Leydig. 
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6 CONCLUSIONES 

1) Las crestas genitales de macho tienen la capacidad para autodiferenciarse 
in vitro. Sin embargo, cuando son cultivadas en etapas muy tempranas, no 
poseen suficiente tejido estromático para formar a los cordones seminíferos. 

2) La formación de los cordones seminíferos requiere la migración de células 
provenientes de la región mesonéfrica. 

3) Se identificaron células endoteliales, mioides y fibroblastos de origen 
mesonéfrico, como las responsables de la moñogénesis de los cordones 
seminíferos. 

4) La diferenciación de células de Sertoli y de Leydig es independiente de la 
migración de células mesonéfricas. 

5) El sexo cromósomico de las células que migran del mesonefros o del EEA 
determina el nivel de testosterona secretado por el testículo fetal. 
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