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1. RESUMEN

La diferenciacion del sexo gonadal representa la primera manifestacion fenotipica de la
diferenciacion sexual durante el desarrollo. La diferenciacion de un ovario o de un
testiculo, depende de una serie de interacciones entre las células precursoras de los
diversos linajes celulares que forman la cresta genital. La identificacion del Sry como el
factor determinante del testiculo, ofrece nuevas oportunidades para entender los
mecanismos celulares y moleculares que llevan a la diferenciacion histologica de la
gonada. En el presente trabajo, disefiamos un método de disociacidn-reagregacién celular
a partir de gonadas indiferenciadas, las cuales son mantenidas en cultivo de drganos y en
donde se lleva a cabo una reconstruccion histotipica de la génada y una diferenciacién de
los diferentes tipos celulares de manera isocrénica con respecto a la gonada in sifu. Para
identificar a los diferentes tipos celulares que se diferencian en nuestras condiciones
experimentales, se emplearon los siguientes métodos: ultraestructural, deteccion
inmunohistoquimica de laminina, localizacion de la expresion de la Sustancia Inhibidora de
los conductos Miillerianos como del gene Sox9, determinacion de la actividad de la 3B
HSD y radioinmunoanélisis de testosterona. Después de 96 horas de cultivo, en
reagregados de génadas de machos se recapitulan los eventos que llevan a la
diferenciacion histologica del testiculo. Las células germinales (CG) en reposo mitdtico
junto con las células de Sertoli forman los cordones seminiferos. Las células mioides,
mesenquimaticas, endoteliales y de Leydig forman el compartimento estromatico. En
reagregados de gonadas de hembras, las células somaticas muestran pocos cambios, sin
embargo, las CG inician la profase de la primera division mei6tica. Se ha reportado que
CG localizadas fuera de la gonada son capaces de diferenciarse como ovocitos tanto en
machos como en hembras genéticas. Esto sugiere que CG XY localizadas fuera de los
cordones seminiferos, adquieren el fenotipo de las células XX e inician la meiosis, pero
son prevenidas de hacerlo por un factor inhibidor de la meiosis (FIM) probablemente
secretado por las células de Sertoli. En el presente estudio nos preguntamos si las células
de Sertoli inhiben el inicio de la meiosis en CG XX y XY disgregadas de goénadas
indiferenciadas. A diferencia de los reagregados de macho o hembra donde las CG
entraron en reposo mitdtico o en meiosis respectivamente, en reagregados de los dos
sexos, encontramos CG en meiosis dentro de los cordones seminiferos. La proporcién de
CG que inician la meiosis es cercana al 50%. Estos resultados sugieren que las CG XX se
encuentran determinadas para iniciar la meiosis desde la etapa de génada indiferenciaciada,
y que las células de Sertoli o el FIM secretado por éstas solo tiene efecto inhibidor sobre
las CG XY.



II. ABSTRACT

Gonadal differentiation is the first morphological feature of sexual differentiation in
eutherian mammals. With the identification of the SRY gene in humans (Sry in mice) as the
master switch for the differentiation of the mammalian testis, new opportunities opened
for the design of experiments that would enlighten the complex cell interactions leading to
the histological differentiation of the gonad. In this study, we designed a method that
allows dissociated cells from undifferent genital ridges to recapitulate gonad development
in vitro. Several criteria for gonadal differentiation were employed, including
ultrastructure, immunostaining of laminin, Mullerian inhibiting substance (MIS) and
SOX9, activity of 3HSD and radioimmunoassay of testosterone. In our reaggregates,
cell proliferation, cell migration, and deposit of an extracellular matrix occur in the
reaggregates of the two sexes. The transformation from an undifferentiated gonad to an
histologically distinguishable testis takes place after 96 h of culture. Here, germ cells (GC)
and Sertoli cells form the seminiferous cords. Leydig, mesenchymal, endothelial and myoid
cells form the stromatic region. On the other hand, in reaggregates from female gonads,
the GC appear associated to epithelial-like somatic cells with stromal tissue between them.
It has been reported that ectopic GC are capable of differentiate as oocytes regardles of
the genetic sex of the embryo. It is assumed that a short-range diffusible factor produced
by the Sertoli cells prevents GC from entering meiosis. In the present study, we wondered
if the fetal Sertoli cells were able to inhibit the onset of meiosis in both male and female
GC. It was found that in homotypic reaggregates of male gonads most germ cells were in
resting stage and in female reaggregates GC enter meiosis. On the other hand, in
heterotypic reaggregates of female and male cells, around 50% of GC entered meiosis.
These results suggest that XX GC are determined for enter meiosis at the stage of
morphologically undifferentiated gonad, and that a short-range diffusible factor produced
by the Sertoli cells prevents only XY GC from entering meiosis.



INTERACCION ENTRE LAS CELULAS SOMATICAS Y GERMINALES AL
INICIO DE LA DIFERENCIACION SEXUAL DE LA GONADA DEL RATON

1. INTRODUCCION

Los estudios sobre diferenciacion sexual realizados en mamiferos han llevado al
reconocimiento de tres procesos secuenciales: el establecimiento del sexo cromosoémico en
el momento de la fertilizacion, el desarrollo de la gonada indiferenciada hacia un ovario o
un testiculo, y la subsecuente diferenciacion de los genitales internos y externos como
resultado de la funcién enddcrina asociada con el tipo de gonada presente. El desarrollo
del fenotipo sexual es el resultado de una serie de interacciones entre sefiales genéticas,
celulares y hormonales, las cuales participan en la cascada de eventos necesarios para
generar el fenotipo macho o hembra. Las diferencias fenotipicas entre machos y hembras
son el resultado de la correcta manifestacion de todos los procesos involucrados durante la

diferenciacion sexual gonadal.

La diferenciacion gonadal hacia un ovario o un testiculo es el punto de inicio en la
determinacion sexual de los mamiferos. Las hembras poseen dos cromosomas X y los
machos un cromosoma X y un cromosoma Y. Un sdlo gene ligado al cromosoma Y,
conocido como el factor determinante del testiculo (FDT) es necesario para comprometer
a la génada bipotencial a desarrollarse en un testiculo: Se ha logrado la identificacién de
un gene presente en el brazo corto del cromosoma Y, el cual reune todas las
caracteristicas esperadas del FDT. A este gene se le denomind SRY en humanos (Berta ef
al., 1990) y Sry en raton (Koopman ef al., 1990). En ausencia del cromosoma Y, el sexo
gonadal es dirigido hacia ovario, el fenotipo de hembra se lleva a cabo sin un
requerimiento de sefiales gonadales y por lo tanto, en mamiferos, la determinacién

testicular es equivalente a la determinacion sexual.

Durante el desarrollo de las gonadas, existe desde el inicio una interaccion entre dos
lineas celulares: las células germinales (de origen extragonadal) precursoras de los
ovocitos y los espermatozoides en hembras y machos respectivamente y las células
somaticas. De esta manera las gonadas presentan un modelo de morfogénesis con un
componente celular externo que interacciona con el componente local somatico. Asi, los
embriones machos y hembras inician su desarrollo en forma similar, de manera que en



ambos sexos se establecen estructuras idénticas a partir de las cuales s¢ formaran los
6rganos reproductores correspondientes a cada sexo.

Para entender el papel del Sry, asi como las interacciones celulares que se lievan a cabo
durante la diferenciacion gonadal, es necesario considerar las etapas por las cuales pasan
las gonadas durante su morfogénesis: i) Migracion y colonizacion del primordio gonadal
por parte de las células germinales primordiales (CGP), ii) Organizacion del primordio
gonadal como goénada indiferenciada y iii) Diferenciacién de la gonada en un ovario o en

un testiculo.
1.1 Origen de las células germinales primordiales (CGP)

Aunque el sexo del individuo y con esto el sexo de las gametas se establece en el
momento de la fertilizacion, existe un periodo inicial en el desarrolio embrionario en el
cual no es posible detectar diferencias entre las células precursoras de los ovocitos y de los
espermatozoides. Este periodo es el que corresponde al de las células germinales
primordiales (CGP).

El establecimiento de las distintas lineas celulares durante el desarrollo se lleva a cabo a
diferentes tiempos. En el caso de las CGP su determinacién parece ser uno de los mas
tempranos, lo cual ha sido motivo de profundas reflexiones desde el siglo pasado. August
Weisman (1892) postuld el concepto sobre "La continuidad del plasma germinal”,
dividiendo en dos tipos a las células de un organismo: las células somaticas y las células
germinales. Asume que ambos tipos se segregan desde las primeras divisiones del cigoto,
de manera que las células germinales que conservan el "plasma germinal" son inmortales,
en tanto que las somaticas, poseen los determinantes para los diferentes tipos celulares que
forman al organismo y cuya existencia no va mas alla de su periodo de vida.

En contraste con los postulados de Weismann, encontramos el concepto de
“nangénesis" de Darwin, quien propuso que las células germinales se forman por la
agregacion de subunidades autoreplicables llamadas "gémulas”, provenientes de todos los
tejidos del organismo. Asi, después de la fertilizacion, las células germinales pasarian a la
siguiente generacion, dando origen a los diferentes tipos celulares por un proceso de
"desagregacion de las gémulas”, que a su vez repetirian el ciclo.



Estos dos conceptos a la luz de la Biologia moderna suenan discordantes en su
concepcion original, sin embargo, la idea de "continuidad” y "autoreplicacion” de
Weisman y Darwin respectivamente, son aplicables al ADN y a varios organelos celulares.

Actualmente podemos plantear el problema de las CGP en terminos de su
"determinacion”, es decir, si el ADN se replica en copias idénticas, jcOmo aparece la
diversidad celular? En el caso de las células germinales, encontramos al menos dos
respuestas posibles: una "preformista”, la cual implica la existencia de factores
determinantes del establecimiento de Ia linea germinal localizados en ciertas areas del
citoplasma del cigoto. Estos factores serian responsables de la regulacion del genoma para
que este exprese €l gen o los genes correspondientes a las CGP. Otra respuesta podria ser
"epigenética", donde hay una determinacion relativamente tardia de la linea germinal, de
manera que las CGP se establecen en el embrién multicelular segiin la posicion que ocupan

en el conglomerado.

En algunas especies de invertebrados, la formacion de las células germinales es
dependiente de la accion de factores citopldsmicos, presentes desde el momento de la
fertilizacion. En dichas especies, la manipulacion del "plasma germinal” identificado en
huevos de Drosophila (Ilmensee ef al., 1976), demostré que lo que esta “preformado” y
"localizado" en el huevo no son las CGP, sino los factores que reguilan su diferenciacion.
Sin embargo, existen organismos en los que la determinacion de la linea germinal ocurre
después de la gastrulacion, por lo que su establecimiento depende mas de un fendmeno de

"posicion”.

Una serie de experimentos clasicos llevados a cabo en anfibios y aves demostraron que
las CGP tienen un origen extraembrionario. La extirpacion quirtrgica, la cauterizacion o
irradiacion con un haz de luz ultravioleta (U.V.), o de rayos X o gamma de la "creciente
germinal”, region extraembrionaria en la que se detectan las primeras CGP, conlleva al
desarrollo de embriones estériles. Reynaud demostro el origen extraembrionario de las
CGP. Inyectd por via endovenosa, una suspension de células del endodermo de la
"creciente germinal" de guajolote a un embrién de pollo previamente esterilizado por
irradiaciéon U.V., y viceversa. Encontrd que los animales asi tratados, producen gametos
correspondientes a las CGP de la especie inyectada. En mamiferos, Gardner (1977)
transplanté células de la masa celular interna o del ectodermo embrionario de embriones
de ratones negros a blastocistos de ratones blancos. Estos se desarrollaron en madres



nodrizas. Después de cruzarlos observé que algunas de las crias fueron de color negro, lo

que demostré que las células transplantadas fueron capaces de dar origen a las CGP.

L.1.2 Migracion de las CGP

Chiquoine en 1954 identificd por primera vez a las CGP en el embrion de ratén, por su
gran actividad de la fosfatasa alcalina. Describi6 a las CGP en embriones de 8 dias
postcoitum (dpc) en tres sitios: En el extremo caudal de la linea primitiva, en el
mesodermo de la base de la alantoides y en el endodermo del saco vitelino. En base a estas
observaciones, propuso que estas células podrian originarse en el saco vitelino. Por otro
lado, Ozdzenski (1967) examinando embriones en etapas un poco mas tempranas (7 dpc),
encontrd que practicamente todas las CGP se localizan en el rudimento de la alantoides.

De la base del alantoides, fas CGP migran o son acarreadas hasta la region urogenital
del embridén donde se formaran las gonadas. El desplazamiento de estas células se da por
dos tipos de movimientos: pasive y activo. El primero tiene lugar por una translocacion
de las CGP, localizadas en el endodermo y el mesénquima vecino del saco vitelino y de la
alantoides. Desde aqui, las CGP pasan al interior del embrion, junto con el endodermo y el
mesénquima que formaran al intestino primitivo posterior y al primordio del mesenterio
intestinal. Aqui se inicia la migracion activa de las CGP, es decir que tienen que valerse
de su propia capacidad de locomocion para salir del intestino y atravesar la lamina basal
que lo recubre. Este movimiento se manifiesta por emision de pseudépodos capaces de
romper la lamina basal del intestino y continuar su camino hacia las futuras crestas
genitales a través de células somaticas estaticas o que se mueven en direcciones diferentes.

A pesar de algunos estudios recientes en los que se observa el comportamiento de las
CGP in vitro, poco se sabe sobre los mecanismos que las guian hasta su ubicacion final en
las crestas genitales. Se ha observado que las CGP son incapaces de desplazarse sobre
vidrio, plastico, gelatina y colagena. En cambio se desplazan sobre una monocapa de
células mesenquimaticas y sobre colagena a la que se le agrega fibronectina (Alvarez-
Buylla y Merchant-Larios, 1986). Se observé que la fibronectina se encuentra concentrada
a lo largo del camino que siguen las CGP hacia las crestas genitales. Aunque la
fibronectina se ha asociado con el desplazamiento celular, el proceso que guia a las CGP
hacia las crestas genitales todavia se desconoce.



1. 1.3 Bases moleculares de las CGP

Hasta la fecha se conocen algunas moléculas que se expresan durante la migracion de
las CGP hacia las crestas genitales que pudieran jugar un papel importante en la
diferenciacion de este tipo celular. La fosfatasa alcalina es una enzima que se ha utilizado
como marcador de las CGP para determinar su origen y ruta de migracién. Esto ha llevado
a pensar que la expresion de la fosfatasa alcalina durante la migracién de las CGP juega un
papel importante en la biologia de este tipo celular. Sin embargo, mediante la mutacion
dirigida del gen que codifica para esta enzima en las CGP, se ha demostrado que su
ausencia no modifica la conducta migratoria de estas células (MacGregor ef al. 1995).

Oct-4, un factor de transcripcion que se une a motivos octameéricos, es otra de las
proteinas que se expresa en este tipo celular. El papel que juega este factor en las CGP
atin no se ha determinado, sin embargo, en embriones de ratén, se ha observado que se
expresa entre los 8.5 y 12 dpc en CGP de ambos sexos, en ovocitos no fertilizados y en
células pluripotenciales embrionarias. (Scholer ef al,, 1989). Recientemente, Pesce ef al.
(1998) analizando la expresion de Oct-4 en células germinales (CG) partiendo de los 11.5
dpc, encontraron que este gene se expresa en los dos sexos hasta los 13.5 dpe. A partir de
los 14.5 dpc la expresion de Oct-4 se mantiene sdlo en las CG de los machos, lo que
coincide con Ia entrada en reposo mitotico, mientras que en las CG de las hembras, las
cuales inician la meiosis, este gene es reprimido. Posteriormente, Oct-4 se detecta
nuevamente en ovocitos en crecimiento y dentro de foliculos primarios, mientran que en
los machos, este gene es reprimido durante la proliferacién y maduracion de las
espermatogonias. De esta manera, se propone que el gene Oct-4 pudiera jugar un papel
importante en el inicio de la meiosis de ambos sexos y en el crecimiento y detencién de la

meiosis en los ovocitos.

Durante la vida embrionaria las CGP expresan en su superficie una gran variedad de
determinantes antigénicos con una distribucién temporal muy especifica. A este tipo de
moléculas se les ha asociado en el proceso de migracion de estas células, como es el caso
del antigeno embrionario estado especifico-1 (SSEA-1), por ser muy abundante en este
tipo celular durante su periodo migratorio y desaparece gradualmente una vez que las
CGP han colonizado la gbnada (Gomperts ef al., 1994). Sin embargo, aun no se ha
establecido si ésta y otras moléculas relacionadas, realmente tienen un papel funcional en

la migracion de las CGP.



El receptor tirosina cinasa c-kit, es otra de las moléculas que expresan las CGP. Se ha
demostrado este receptor tiene un papel muy importante en la sobrevivencia de las CGP.
En observaciones realizadas en ratones mutantes en el locus white-spotting (W), carentes
de CGP o con un nimero muy reducido de ellas, reveld que el proto-oncogen c-Ait era el
responsable de la esterilidad. Paralelamente, otra mutacion, la del locus Steel (S1), que
codifica para el factor de crecimiento Steel, presentaba un fenotipo en las CGP similar al
de la mutacion del c-kif (McCoshen y Mc Callion, 1975). Al establecerse que Steel es el
ligando del c-kit, se comprendi6 la similitud de ambos fenotipos ya que al no producirse el
factor de crecimiento, o al estar mutado su receptor, las CGP no pueden transducir la

sefial y por lo tanto no proliferan y/o son incapaces de migrar.

Ademas del Steel, existen otros factores que promueven la sobrevivencia y/o
proliferacion de las CGP in vitro. En experimentos realizados con el factor transformante
beta-1 (TGFB-1), se ha observado que éste tiene un efecto negativo sobre la proliferacion
de las CGP (Godin y Wilye, 1991), sin embargo, se desconoce si este factor tiene el
mismo efecto in vivo. Otra actividad que se ha postulado al TGFB-1 es la de ser un agente

quimioatrayente que pudiera dirigir la migracion de las CGP hacia la gonada.

La llegada de las CGP a la gonada y la pérdida de sus caracteristicas migratorias marca
el inicio de otra fase de su desarrollo. Las CGP junto con varios tipos de células somaticas
presentes en la cresta genital inician la formacion de la gonada indiferenciada.

1.2 Establecimiento de la gonada indiferenciada
1.2.1 Qrigen de las células somdticas

Cuando las CGP empiezan a llegar a la region urogenital, en ésta ya se encuentran
diferentes tipos de c€lulas somaticas, todas ellas derivadas del mesodermo. Entre ellas se
encuentran las mesoteliales, mesenquiméaticas, mesonéfricas y endoteliales. El origen de los
componentes somaticos que forman la gonada indiferenciada ha sido motivo de gran
controversia. Brambell y Parkes en 1927, propusieron que las células somaticas se
originan por proliferacion del epitelio celdomico. En estudios realizados en diversas
especies de mamiferos, Zamboni, ef a/ (1979), Upadhyay y Zamboni (1981), y Wartenberg
(1981), sugieren que las células epiteliales de los cordones sexuales, son derivadas del

epitelio de tibulos mesonéfricos.



Las diferencias en los patrones y mecanismos del desarrollo gonadal han sido atribuidas
a diferencias especificas en la complejidad estructural, funcionalidad y estado de
diferenciacion-involucion del mesonefros en los diferentes grupos estudiados. En
embriones de pollo, Merchant-Larios, et al (1984) provocaron agénesis unilateral del
mesonefros y observaron que no hay participacion de las células epiteliales de este érgano
para el establecimiento de los cordones sexuales de la gonada. Sin embargo, encontraron

que células mesenquimaticas y vasos sanguineos de la regién mesonéfrica invaden la

goénada.

Las observaciones realizadas durante el inicio de la formacion de la cresta genital en
mamiferos con periodos cortos de gestacion, revelan una condensacion de células
mesenquimaticas, que lleva a la organizacién de los tibulos mesonéfricos. La ldmina basal
del mesotelio es interrumpida en la regién de la futura cresta genital, la cual es mas densa
debido a la estratificacion de células mesoteliales. Debido a la gran invasion de vasos
sanguineos desde la region mesonéfrica, junto con la migracion de las CGP hacia la cresta
genital, da la impresion de que ¢l crecimiento de las crestas genitales se lleva a cabo por la

migracion de células provenientes del mesonefros.

Merchant-Larios (1979), en un estudio de autoradiografia de la region urogenital de
embriones de rata, propuso que la morfogénesis de la region urogenital en mamiferos con
periodos cortos de gestacion, como el ratdn y la rata, se lleva a cabo de la siguiente
manera: el canal mesonéfrico induce la organizacidn de los tubulos mesonéfricos. Al
mismo tiempo se da una condensacion de células epiteliales y mesenquimaticas en el
epitelio celomico para formar el "blastema gonadal", precursor de la génada

indiferenciada.

Como se vera mas adelante, estudios recientes en el ratén han demostrado que las
células del estroma mesonéfrico participan sustancialmente en la diferenciacion gonadal,

particularmente en la diferenciacion del testiculo.
1.2.2 La gonada indiferenciada

En el primordio gonadal se lleva a cabo una diferenciacion tisular que antecede a la
diferenciacion sexual gonadal. Dicha diferenciacidn tisular inicial es muy importante, ya
que de su correcta comprension dependera el entendimiento de los eventos tanto
estructurales como moleculares, que conducen a la diferenciacion sexual de la génada. Las



células somaticas son de tres tipos: mesenquimaticas (laxamente distribuidas), mesoteliales
(del epitelio celdmico) y endoteliales ( provenientes de los vasos que invaden la zona).

Las células mesenquimaticas y mesoteliales inician una gran actividad al llegar las CGP.
Despues de administrar [*H]-Timidina, se detecta una proliferacion activa de todas las
células somaticas en la region de la cresta genital. Se observa entonces una condensacion
de células de origen mesotelial y mesenquimatico fundamentalmente, de manera que
forman un agregado compacto que se denomina "blastema gonadal". A partir de este
primordio embrionario, se diferencian dos tejidos gonadales importantes: los cordones
sexuales y el estroma. Los cordones sexuales son arreglos epiteliales que se encuentran
delimitados por una lamina basal y dentro de ellos encontramos a las CGP. Por otro lado,
en el estroma se encuentran células de tipo mesenquimatico y vasos sanguineos que irrigan
a la génada indiferenciada. Cabe mencionar la presencia de algunos tubulos del
mesonefros vecino, que desde esta etapa inicial mantienen estrecha relacion con la génada.

Por lo tanto, el estado indiferenciado de la gonada corresponde a la colonizacion de la
cresta gonadal por parte de las CGP y a la proliferacion de células somaticas de la region
urogenital, que daran origen tanto al tejido epitelial, como al tejido estromatico, que
constituyen a su vez los elementos histologicos precursores del ovario o del testiculo en

hembras o machos respectivamente.

1.2.3 Genes involucrados en el desarrollo de la gonada (Tabla 1)

Sry

En el raton de 11 dpc, las gonadas de ambos sexos son morfoldgicamente idénticas,
pero en el caso de los machos genéticos ya existe una diferenciacion de 1a gonada a nivel
molecular. Es decir, a partir de los 10.5 dpc se inicia la expresion del gen determinante del
testiculo, denominado Sry en raton (Koopman et af., 1990) y SRY en humanos (Berta ef
al., 1990) y se continua hasta los 12.5 dpc, momento en el cual se inicia la diferenciacion

histologica del testiculo.

Este gen retine todas las propiedades biolbgicas y genéticas esperadas del factor
determinante de la diferenciacién testicular. En el caso del raton su identidad se confirmo
plenamente al generar ratones transgénicos a los que se les introdujo un fragmento de
ADN con el gen Sry. Aunque el SRY consiste de una secuencia de 35 kb en humanos, un
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fragmento de sélo 14 kb del Sry del raton, fue capaz de inducir la formacion de testiculos
en hembras genéticas (Koopman et al., 1991). Como se sabe que el gene Sry codifica
para una proteina que se asocia al ADN, se asume que su accion es intracelular y no se
difunde. Por lo tanto, es probable que controle la expresion de otros genes en la misma
célula, modificando asi su comportamiento fisiolégico. Dicha modificacién pudiera ser la
produccioén de un factor o factores responsables de los diversos cambios morfogéneticos
necesarios para la diferenciacion del testiculo a partir de la génada indiferenciada.

Sox9

Los estudios en humanos que muestran diferentes tipos de reversion sexual han sido
uno de los caminos mas existosos para el hallazgo de genes importantes para ¢l desarrollo
sexual. El anélisis de mutaciones de pacientes que presentan displasia campomélica, un
sindrome de malformacion de los huesos y reversion sexual, indico que un gene
relacionado con el SRY, el SOX9 se encuentra involucrado con el desarrollo de los huesos

y la determinacion del sexo (Foster ef al., 1994).

Para establecer el papel del SOX? en la determinacion del sexo en los vertebrados, Kent
et al. (1996) analizaron su patron de expresion durante el desarrollo de las génadas en el
raton. El RNAm de Sox? se encontro en las crestas genitales de ambos sexos (10.5 dpc).
Sin embargo, a los 11.5 dpc, la expresion de Sox9 difiere entre los dos sexos
observandose s6lo en los machos. Su distribucion se observa en los cordones sexuales de

los testiculos en desarrollo.

CGP purificadas no expresan Sox9, por lo que su expresion se restringe a las células de
Sertoli. El patron de expresion se mantiene en el testiculo durante la vida fetal y adulta y
también se detecta en células que rodean a los conductos Miillerianos y en el epididimo. El
tiempo y especificidad det tipo celular en que se expresa Sox9 sugiere que puede ser
regulado por el Sry. Al ser Sox9 un factor de transcripcion con un motivo de unién al
ADN es probable que active genes involucrados en el desarrollo testicular,

wi-1
El gen Wt-1, codifica para un factor de transcripcién por sus dominios de dedos de Zinc

y regiones ricas en prolinas y glutaminas. Las evidencias de que Wi-1 es importante para el
desarrollo gonadal se desprenden de estudios realizados en humanos. Individuos
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heterozigotos con malformaciones genitales presentan mutaciones en el gene Wz-1 (Hastie,
1992). En estudios realizados por Armstrong ef al. (1992) en el raton, se demostré que el
sitio predominate de expresion de este gene en el embrion esta confinado al rifidn y la
goénada. Su expresion se detecta primero a los 9 dpc y es mas evidente a los 12 dpc, en
esta etapa, en individuos homozigotos a la mutacion de Wr-1, el desarrollo gonadal es
inhibido. A los 12.5 dpc no se detecta expresion de W#-7 en el tejido gonadal (Kreidberg ef
al., 1993), lo cual sugiere, que el Wi-1 esta involucrado en algunas vias que llevan a la
transformacion de las células somaticas del blastema gonadal en células epiteliales, las
cuales mas tarde daran origen a las células precursoras de Sertoli o foliculares en machos

o hembras respectivamente.

Existe la posibilidad de que ##-7 actie como un factor de transcripcion regulando la
expresion del Sry. No obstante, la expresion temprana de W-1 a los 9 dpc y su
distribucion en el complejo urogenital, sugiere que otros genes pudieran estar involucrados

durante el establecimiento y diferenciacion de la gonada.

SF-1

El factor esteroidogénico 1 (SF-1), inicialmente se aislé como un regulador de la
expresion de hidroxilasa en células corticales de la adrenal y células de Leydig (Luo et al,
1994). Sin embargo, en otros estudios la expresion de este factor se detecté entre los 9.5
y 12.5 apc en las génadas tanto de machos como de hembras . Entre los 13.5y 16.5 dpc,
los niveles de expresion de SF-1 se detectan en el intersticio y en los cordones seminiferos
de los machos. En contraste, en el caso de las hembras no se detecta ninguna sefial de
expresion (lkeda et al., 1993). Estos resultados demuestran que SF-1 se expresa en la
gonada bipotencial, lo cual sugiere que este gene puede jugar un papel importante durante
las etapas tempranas del desarrollo gonadal .

En estos mismos estudios se realizd mutacion dirigida del gen Ftz-F 1, el cual codifica
para SF-1, y se observo que todos los ratones deficientes de SF-1 muestran genitales
internos y externos de hembra y no hay presencia de tejido gonadal o glandulas adrenales
independientemente de la presencia del cromosoma Y. A los 10.5 dpc, la cresta genital se
observa con apariencia normal, aunque la region de la gonada es mas pequefia comparada
con los animales normales. A los 12.5 dpc el tejido gonadal es escaso y las pocas células
que permanecen muestran caracteristicas de células apoptoticas. Estas caracteristicas
sugieren que el SF-1 actlia de una manera similar a -/ (Kreidberg ef al., 1993). En base
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a esto, es probable que SF-1 active la expresion de otros genes durante el desarrollo

gonadal temprano.

Zfy-1

El gene ZFY (zinc-finger gene on the Y chromosome), inicialmente se identificé como
el factor determinante del testiculo (TDF) por presentar un dominio similar a los
reportados en factores de transcripcion, sugiriendo que la proteina interactuaba
especificamente con el DNA regulando la transcripcion de otro gene en la via que controla
la diferenciacion de la gonada masculina (Page ef a/., 1987). Sin embargo, en afios
subsecuentes se acumularon evidencias que excluyeron a ZFY como TDF (Bull et a/.,

1988; Sinclair ef al.,1988).

Posteriormente, se descubrieron cuatro genes homodlogos a ZFY en el raton: Zfy-1 y
Zfy-2 localizados en el cromosoma Y, Zfx en el cromosoma X y Zfa en el cromosoma 10
(Koopman et al., 1990). El patron de expresion de estos genes ha sido parcialmente
establecido. Zfx es expresado en todos los 6rganos examinados (Mardon et al., 1990),
mientras que los otros miembros de esta familia presentan un patron de expresion méas
restringido. Zfa solo se expresa en el testiculo adulto (Ashworth et al., 1989). Zfy-1 y Zfy-
2 se expresan en células germinales del testiculo adulto (Zwingman ez al., 1993).

En estudios realizados por Zambrowicz ef al. (1994) observaron que Zf)-1 se expresa
en la cresta genital tanto de machos como de hembras iniciando entre los 10 y 11 dpc,
aumentando entre los 12 y 13 dpe y disminuyendo hacia los 15 dpc. Su expresion en la
cresta genital se restringe a las células somaticas, probablemente en las mismas células
donde se expresa el Sry, células precursoras de las células de Sertoli del testiculo adulto y

células de la granulosa del ovario adulto.

Hox 5.2

Los genes Hox, presentan secuencias conservadas de ADN y se han relacionado con
mutaciones homeoéticas y de segmentacién en Drosophila, pero también se han detectado
en el genoma de los vertebrados. En el ratén se han agrupado en cuatro complejos: HOX-
1, HOX-2, HOX-3 y HOX-5, localizados en los cromosomas 6, 11, 15y 2
respectivamente. El patron de expresion de estos genes se ha estudiado por hibridacion in
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situ ( Dollé y Duboule, 1989 ) y la observacion general es que la transcripcion de los genes
Hox se inicia muy temprano en el desarrolio desde los 7.5 dpc.

Featherstone ef al., (1988) clonaron cuatro genes pertenecientes al complejo HOX-5y
mostraron que éste contiene tres homeogenes: Hox-5. /, Hox-5.2 y Hox-3.3. Estudiando
los dominios de expresion tanto de Hox-5.2 y Hox-5.3 se encontrd que ambos se
encuentran en el sistema nervioso central y en células mesenquimaticas del esbozo de las
extremidades en etapas tempranas del desarrollo (9 dpc). Sin embargo, Hox-5.2 es
expresado especificamente en gonadas de machos y hembras desde los 10 dpc en las
células somaticas. A los 12 dpc en el caso de los machos, la marca se detecta en la
corteza, mientras que en los cordones seminiferos es negativa. En el caso del ovario, el
patron de hibridacion se encuentra distribuido completamente en la corteza ovarica. La
expresion de Hox-3.2 permanece en las células somaticas de machos y hembras en la edad
adulta, y en el caso de los machos es restringida a las células de Leydig (Dollé y Duboule,
1989). Estas observaciones sugieren que la proteina Hox-3.2, ademas de su probable papel
posicional en el eje rostro-caudal, pudiera estar involucrada en otros procesos tales como
la regionalizacion de la especificacion del tipo celular durante la diferenciacion gonadal, asi
como durante procesos inductivos o de determinacion del linaje celular.

Daxl

El cromosoma X también se ha implicado en la determinacion del sexo con la
identificacion de individuos con reversion sexual de macho a hembra, los cuales acarrean
duplicaciones del brazo corto del cromosoma X (Xp) (Bardoni et al., 1994). Los genes
que se localizan en esta region duplicada escapan a la inactivacion de uno de los
cromosomas X y por lo tanto, estan presentes en una dosis doble y funcional. La regién
duplicada de Xp parece contener un gen (o genes) que interfieren con la formacion del
testiculo cuando su producto esta presente al doble del nivel normal -¢l locus se denominé
DSS (reversion sexual sensible a la compensacién génica)-. DSS se ha mapeado para una
region de 160 kb del cromosoma humano Xp21, el cual incluye el locus de la hipoplasia
congénita adrenal (AHC). Aunque éste puede interferir con la determinacion testicular
cuando esta duplicado, no es esencial para la diferenciacion del testiculo. Sin embargo,
puede ser requerido para el desarrollo del ovario y para promover tanto la diferenciacion
de células ovaricas como para reprimir la diferenciacién de tipos celulares testiculares.
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Un gene aislado del locus DSS (DAX-1) se encontrd que codifica para un nuevo
miembro de la familia de receptores de hormonas nucleares (Muscatelli ef al., 1994). La
expresion de Dax1 se detectd primero en las células somaticas de la cresta genital a los
11.5 dpc tanto en machos como en hembras. Los niveles de expresion decrecen conforme
se forman los cordones testiculares (12.5 dpc). En el caso de las hembras, Dax1 continda
expresandose en la génada después de los 12.5 dpc y a los 14.5 dpc la sefial es
restringuida a la region proximal del ovario con el mesonefros.

En el testiculo, Dax1 se detecta en las células de Leydig. En el ovario, la sefial se
detecta en células del estroma, las cuales incluyen a células de la teca (Swain, 1996). La
expresion de Dax1 a los 11.5 dpc en ambos sexos, sugiere que no esta directamente
reprimido por el Sry. Sin embargo, el Sry pudiera estar interfiriendo con la actividad de
Dax1 mas que con su expresion. Las células positivas para Dax1 muestran una
distribucion dentro de las génadas que se puede interpretar como un marcador de células
indiferenciadas. Estas células desaparecen rapidamente en el testiculo, y permanecen por
mas tiempo en el ovario especialmente en una region adyacente al mesonefros (Swain ef
al., 1996). Esta interpretacion es consistente con la propuesta de que el Sry inicia la
diferenciacion de la cresta genital hacia testiculo, reprimiendo la expresion de Dax].
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1.3 Morfogénesis gonadal
1.3.1 Diferenciacion del testiculo

En los mamiferos, la primera manifestacion estructural de la diferenciacion sexual, se
detecta en la génada de los machos. En ¢l caso del raton, los primeros indicios de
diferenciacion se observan alrededor del dia 12.5 posicoitum.

La diferenciacion del testiculo se inicia cuando los cordones sexuales se separan del
epitelio celémico como consecuencia de los arreglos producidos por una invasion de
mesénquima y vasos sanguineos que provoca la compactacion de los cordones, ahora
denominados “"cordones testiculares”. El traslado de los cordones sexuales a la regién
medular de la génada es un movimiento morfogénetico que implica cambios en la
adhesividad de las células epiteliales y un activo deposito de las moléculas que forman la
lamina basal (laminina y colagena principalmente). Las células que rodean a los cordones
testiculares se aplanan en forma paralela a la 1amina basal. Estas células al diferenciarse se
les denomina células mioides, que son las encargadas de la formacion de las membranas
basales. Ultraestructuralmente se caracterizan por tener un reticulo endoplasmico rugoso
muy desarrollado y en el espacio extracelular adyacente a éstas, se observa gran cantidad
de material fibrilar como colagena y fibronectina (Paranko ef al., 1983).

Las células del epitelio interno, es decir, las células de Sertoli, tienen dos funciones
principales: el empaquetamiento de las CGP y la sintesis de la hormona anti-Mulleriana
(Josso et al., 1977), responsable de la regresion de los conductos Mullerianos. Las células
de Sertoli forman un epitelio de tipo columnar y presentan prolongaciones citoplasmicas
que rodean a las CGP. Estas células sélo proliferan durante la etapa fetal y por un corto

tiempo en el periodo postnatal.

La sintesis de la hormona inhibidora de los conductos Mullerianos o sustancia
inhibidora de los conductos Mullerianos (MIS), es secretada especificamente por las
células de Sertoli en testiculos fetales y adultos (Cate ez al., 1990). MIS es un miembro de
la familia de los factores de crecimiento transformante-B (TGF-B) y es la primera sustancia
secretada por las células de Sertoli durante su diferenciacion. En el raton, MIS es primero
detectado por hibridacion in situ en testiculos fetales a los 12.5 dpc y su expresion es
independiente de la presencia de CGP (Minsteberg y Lovell-Badge, 1991).
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El tiempo y localizacién de fa expresion de MIS correlacionado con la expresion del
Sry, sugiere que el Sry podria expresarse en las células de Sertoli para llevar a cabo su
diferenciacion y, posteriormente, todos los demas eventos del desarrollo del testiculo. En
base a esto, el Sry podria estar regulando el inicio de la expresion de MIS. En gonadas
fetales de rata, se ha encontrado que el producto del Sry interactaa con los promotores de
MIS y de aromatasa P450 y se ha propuesto que la regulacion de estos dos genes
directamente controla la diferenciacién de Ia gonada hacia testiculo.

Las células del estroma que rodean a los cordones testiculares se diferencian para
formar varios tipos celulares: células miodes, fibroblastos, endotelios y células de Leydig,
estas ultimas son importantes por su actividad endécrina.

Las células de Leydig se diferencian a partir del tejido intersticial y son las que realizan
la sintesis de androgenos en el testiculo. Su diferenciacidn ocurre poco tiempo después de
la formacion de los cordones testiculares. En el raton la diferenciacion de las células de
Leydig se hace evidente a partir de los 14 dpc. Se caracterizan por presentar gran cantidad
de mitocondrias con crestas tubulares, caracteristicos de células productoras de esteroides.
También poseen un gran desarrollo del reticulo endoplasmico liso, gotas fipidicas e
inclusiones de glucogeno en su citoplasma (Russo y De Rosas, 1971).

El origen de las células de Leydig es muy controvertido, algunos autores proponen que
su diferenciacion es a partir del tejido mesenquimatico, pero otros sustentan que tienen el
mismo origen que las células del epitelio interno e inclusive se ha llegado a postular un

doble origen.
1.3.2 Diferenciacion del ovario

En etapas tempranas de la diferenciacion gonadal del raton, el ovario no muestra
cambios con respecto a la estructura de la gonada indiferenciada, sélo se puede observar
un cierto crecimiento debido a la proliferacion de células somaticas y germinales a los 12.5
dpc. El ratdn presenta lo que se denomina meiosis inmediata, es decir, que se inicia un
poco después de la diferenciacion sexual de la gonada. Entre los 13 y 14 dpc se observan
ovocitos en las primeras etapas de la profase I de la division meidtica. Entre los 15y 16
dpc, la mayoria de los ovocitos se encuentran en etapas de cigoteno y paquiteno, esta
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altima representada por la presencia de complejos sinaptinémicos, Es durante estas dos
etapas que ocurre un proceso de degeneracion de algunos ovocitos.

Iniciada la meiosis, principia a su vez el proceso de foliculogénesis, que se define como
la formacion de foliculos primordiales en el ovario de los mamiferos. Los ovocitos se
individualizan al ser rodeados por células foliculares y una lamina basal. Dicha
individualizacion se realiza a partir de los cordones sexuales u ovigeros, cuando los
ovocitos empiezan a ser separados por células epiteliales precursoras de las foliculares
(Merchant, 1984).

El proceso de foliculogénesis se divide en tres etapas (Merchant y Chimal, 1989): i)
Los ovocitos se encuentran agrupados, haciendo contacto directo entre si en el interior de
los cordones sexuales. ii)Los ovocitos son separados dentro de los cordones por las
células epiteliales. iii) Los ovocitos y las células prefoliculares rodeadas por una lamina

basal son separados por células del estroma.

La formacion de foliculos primordiales es dependiente de la presencia de ovocitos. Su
ausencia impide que se formen los foliculos (Merchant, 1976). Conforme crecen los
foliculos primordiales, se diferencian varios tipos celulares. Primero aparece la teca
interna, formada por células mioides, fibroblastos y células esteroidogénicas. Por fuera de
la teca interna se forma la teca externa formada por tejido conectivo fibroso. Estos tipos
celulares hacen del foliculo una unidad funcional.

La mayoria de los foliculos sufren el proceso de atresia folicular, que parece jugar un
papel importante en la diferenctacion del tejido intersticial esteroidogénico del ovario
conocido con el nombre de glandula intersticial. La atresia folicular ocurre en cualquier
momento de la vida del organismo y parece ser que algunas células de la teca interna que
rodean al epitelio folicular se hipertrofian y forman pequefios acamulos de células
esteroidogénicas localizadas en el estroma (Merchant y Centeno, 1981).

1.4 Interaccion entre las CGP y somdticas en el desarrollo gonadal: control del inicio

de la meiosis.

Si las CGP son eliminadas durante las etapas iniciales del desarrollo de la gbénada por
cualquier causa {genética, farmacoldgica, fisica, etc.), se ha observado que la gonada
indiferenciada se establece normalmente. Asimismo, el proceso de diferenciacién sexual
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también tiene fugar en las gonadas estériles. Desde el punto de vista funcional, los
testiculos secretan normalmente los factores necesarios para la diferenciacion sexual del
tracto y de los genitales externos. En las hembras, sin embargo, la ausencia de las CGP
provoca alteraciones en la diferenciacion funcional del ovario, lo que a su vez se refleja en
una alteracion del eje hipotalamo-hipofisis-gonada (Merchant-Larios, 1975; Merchant-

Larios, 1978).

Probablemente, la diferencia importante que tienen las CGP en los machos y en las
hembras se deba a que los procesos de morfogénesis que siguen los testiculos y ovarios a
partir de la génada indiferenciada son distintos. Como se describi6 anteriormente, el
testiculo se diferencia precozmente, de manera que, tanto las células de Sertoli como de
Leydig, inician su actividad secretora cuando las "proespermatogonias”, descendientes de
las CGP, entran en un periodo de reposo mitético. En los ovarios, en cambio, las primeras
células que se diferencian son las ovogonias que se transforman en ovocitos al iniciar la

meiosis.

El control del inicio de 1a meiosis embrionaria es uno de los fenémenos biolégicos mas
importantes que ocurren durante el desarrollo gonadal. En el raton, como en la mayoria de
los vertebrados, las células germinales llevan a cabo la meiosis, esta consiste de dos
divisiones celulares cada una compuesta por cuatro fases (profase, metafase, anafase y
telofase). La primera division es complicada, ya que presenta un periodo de profase
extensa dividida en cuatro estadios (leptoteno, zigoteno, paquiteno y diploteno). Aunque
la meiosis es fundamentalmente la misma tanto en machos como en hembras, existen

diferencias significativas entre las meiosis de ambos sexos.

1) La meiosis en los machos se inicia hasta la pubertad, mientras que en las hembras la
meiosis se inicia durante la vida fetal o justo depués del nacimiento segin la especie.

2) En los machos la meiosis s un proceso constante que se lleva a cabo durante toda
la vida posterior a la pubertad. En las hembras, la meiosis se detiene en la fase de
diploteno de la primera division y no se continda sino hasta un poco antes de la ovulacion.
Ademas la meiosis en las hembras se detiene por segunda vez en la metafase II y sélo se

completa si el ovocito es fertilizado.

3) Las divisiones citoplasmaticas durante la meiosis en los machos son iguales, mientras

que en las hembras son desiguales.
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Las células germinales primordiales en las hembras genéticas XX del raton, inician la
meiosis poco tiempo después de la diferenciacion sexual de la génada (Byskov, 1979). De
acuerdo con Brambell (1927), a los 13.5 dpc se observan ovocitos en las primeras etapas
de la profase I de la division meidtica. En estos se observan en el niicleo hebras finas de
cromatina unidas a la membrana nuclear (Zamboni, 1972). Entre los 15y 16 dpcla
mayoria de los ovocitos se encuentran en etapas de zigoteno y paquiteno, esta Gltima
representada por la presencia de complejos sinaptinémicos, formados por el acoplamiento

de los cromosomas homologos.

En el caso de los machos, las células germinales en el testiculo temprano reciben el
nombre de proespermatogonias (Hillscher y Hillscher, 1978). Estas presentan
caracteristicas que indican que entraron a un periodo de proliferacion activa, seguida por
un periodo de reposo mitético que se mantiene hasta poco antes de la pubertad. El inicio
del reposo mitético en las células germinales de los machos coincide con el inicio de la

meiosis embrionaria en las hembras (Fig. 1).

Algunos autores proponen que este dimorfismo sexual en la conducta de las CGP es el
resultado de la predominancia de una de dos sustancias presentes en las gonadas de ambos
sexos: una sustancia inductora de meiosis, y una sustancia que previene la meiosis. Sobre
las bases de estudios experimentales, Byskov y Saxen (1976), Fajer ef al. (1979),
Grinsted ef al. (1979), sugieren que la sustancia inductora es producida por elementos
derivados del mesonefros (6rgano excretor fetal), de acuerdo con estos autores, serian las
células sométicas de los cordones ovigeros en el ovario fetal. La sustancia que previene la
meiosis seria producida predominantemente por las células somaticas de los cordones

seminiferos del testiculo fetal.

Observaciones realizadas por Upadhyay y Zamboni (1982), demostraron que CGP XY
que no llegaron a la cresta genital y que sobreviven ectépicamente, se diferencian como
células germinales XX. Las CGP ectopicas inician la meiosis e incluso llegan a presentar
caracteristicas similares a ovocitos primarios. En base a estas observaciones se propone
que todas las CGP tienen un potencial de diferenciacion hacia hembra, independientemente
de su sexo genético, a menos que llegaran a la gonada masculina, donde su
comportamiento seria dirigido hacia un estado de reposo mitético (Francavilla y Zamboni,
1985).
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Figura 1.

Representacion esquematica de la diferenciacion de las células germinales primordiales (CGP) en
el raton. Las CGP migran desde su sitio de origen hacia las crestas genitales entre los 7 y 9 dpe,
estableciéndose a los 9.5 dpe. Durante el periodo de gonada indiferenciada (11 dpc) y las etapas
tempranas de diferenciacion (12.5 dpe) las CGP proliferan activamente por mitosis. En €l caso de
las hembras genéticas XX, las CGP inician la meiosis poco tiempo después de la diferenciacion
sexual de la gonada (14 dpc). En el caso de los machos, las CGP, ahora denominadas
proespermatogonias entran en un estado de reposo mitdtico que mantienen hasta la pubertad. La
meiosis en las hembras, se detiene en la fase de diploteno de la primera division meidtica y no se
continiia hasta un poco antes de la ovulacién. El proceso meittico se detiene por segunda vez en la
metafase 11, y solo se completa si el ovocito ¢s fertilizado.
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Sin embargo, las CGP ectopicas sOlo presentan cierto grado de diferenciacion, ya que
degeneran y desaparecen posiblemente por la ausencia de células foliculares. Se propone
entonces que la diferenciacion de las CGP es un proceso auténomo. En efecto, la ausencia
de alguna sefial de dimorfismo sexual en células germinales extragonadales corresponde
con ¢l punto de vista de Tarkowsky (1969), quien sugirid que las células germinales XY
son capaces de iniciar la meiosis durante la vida fetal, pero son prevenidas de hacerlo por

el tejido somatico del testiculo.

Estudios realizados posteriormente por McLaren (1984), mostraron que CGP que
quedan atrapadas en la region del mesonefros de embriones machos pueden o no iniciar el
proceso de meiosis. De aqui se postula que un factor inhibidor de la meiosis (FIM) que

actia a corta distancia es producido en las gonadas de los machos.

Debido a la interaccion entre las CGP vy las células de Sertoli dentro de los cordones
seminiferos, se ha postulado que las células de Sertoli probablemente secretan el FIM
(Dolci y DeFelici, 1990). Burgoyne ef al. (1988), en estudios con quimeras XX-XY,
encontraron que las células XX forman parte de la poblacion de células de Leydig, células
peritubulares y células del tejido conectivo vascularizado. Sin embargo, la mayoria de las
células de Sertoli son exclusivamente XY. En base a estos resultados, propusieron que el
Sry se expresa en las células de Sertoli para llevar a cabo su propia diferenciacion, y que
todos los demas eventos del desarrollo del testiculo son dirigidos por las células de Sertoli.
Se asume entonces que en las células precursoras de Sertoli, el gene Sry podria regular la
expresion del FIM independientemente del sexo genético de las CGP.

1.4.1 Interacciones y asociaciones celulares en la morfogénesis embrionaria

En la secuencia de acontecimientos que se llevan a cabo durante el desarrollo
embrionario (morfogénesis, proliferacion y diferenciacion 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 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 diferenciacion celular.

E! arreglo espacial, el cambio de sitio de las células migratorias, ¢l ensamblaje y la
agregacion celular selectiva, son fenomenos muy importante en los procesos
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morfogéneticos. Las células embrionarias son capaces de identificar a otras por medio del
contacto y de asociarse selectivamente para formar tejidos y érganos. Los experimentos
de reagregacion de suspensiones celulares han demostrado que las células embrionarias
poseen la capacidad propia de autoensamblarse en tejidos. La mayoria de las evidencias
que apoyan lo anterior provienen de estudios de reagregacion de suspensiones celulares de
embriones de raton y pollo. Sin embargo, este enfoque experimental se remonta hasta
estudios realizados con esponjas y embriones de equinodermos a principios de este sigio
(Faure-Fremient, 1932; Brien, 1937).

Este modelo experimental se ha utilizado para tratar de entender los mecanismos de
regulacién que participan en la diferenciacion sexual de las génadas de aves y mamiferos
(Muller, ef al. 1982; Zenzes y Engel, 1981; Grund, ef al. 1986), en funcion de que los
fendémenos que ocurren durante la reagregacion de suspensiones celulares recapitulan los
que ocurren durante la morfogénesis normal de la gonada. Con este modelo de
disgregacion-reagregacion es posible analizar varios tipos de interacciones celulares
durante el desarrollo gonadal temprano, pattiendo de etapas indiferenciadas de la gonada,
cuando el Sry se esta expresando (10.5-12.5 dpc), hasta etapas de diferenciacion gonadal.

Escalante y Merchant (1992), realizaron un estudio de los patrones de agregacion
histotipica de testiculos fetales a partir del 12.5 dpe. Utilizando el método de agregacion
en cultivo de o6rganos, observaron que las células somaticas forman patrones histotipicos
semejantes a los de gonadas intactas, es decir, Ia estructuracién de cordones seminiferos
segregados del compartimento estromatico. Sin embargo, la distribucion de las células
germinales dentro de los agregados se modificé segiin 1a edad de los testiculos. En estos
experimentos de reagregacion, se observd que aquellas proespermatogonias que quedan
en el estroma, fuera de la influencia directa de las células de Sertoli, solo en raras

ocasiones iniciaron la meiosis.

Dolci y De Felici (1990), trabajando con células disociadas de gonadas fetales de ratén
de 12.5 dpc, encontraron que muy pocas células germinales iniciaban la meiosis en
reagregados de testiculos u ovarios. También encontraron que un alto porcentaje de
células germinales provenientes de hembras fueron incapaces de iniciar la meiosis cuando
células somaticas de machos se afiadieron a los reagregados. Sin embargo, en sus
condiciones de cultivo, las células germinales de macho no fueron capaces de sobrevivir.
Recientemente, McLaren and Southee (1997) estudiando reagregados de gdnadas a los
10.5 y 11.5 dpc con o sin células de pulmén, encontraron que células germinales de

23



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diferenciacion del sexo en los mamiferos se inicia en la gdnada con una serie de
interacciones celulares que son el resultado de la cascada de eventos gendmicos que
conducen a la formacidn de un ovario o un testiculo. Estos procesos se inician muy
temprano en el desarrollo y conducen a la diferenciacion fenotipica de los genitales

internos y externos, asi como, del sistema nervioso central.

Desde los estudios clasicos de Alfred Jost (1947) en fetos de conejo, se acepta que la
gonada de los machos es la primera en diferenciarse tanto morfolégica como
fisiologicamente. Al ocurrir esto, las células de Leydig y de Sertoli secretan testosterona y
la sustancia inhibidora de Miiller respectivamente. Ambos factores son los responsables de
la diferenciacion sexual de los genitales internos y externos. En ausencia del cromosoma
Y, el sexo gonadal es dirigido hacia ovario, el fenotipo de la hembra se lleva a cabo sin un
requerimiento de sefiales gonadales y por lo tanto, en mamiferos, la determinacion
testicular es equivalente a la determinacion sexual. En base a esto, se postuld que un solo
gen ligado al cromosoma Y, conocido como el factor determinante del testiculo (TDF), es
necesario para comprometer a la gonada bipotencial a desarrollarse en un testiculo.
Recientemente se ha caracterizado un gen presente en el cromosoma Y denominado SRY
(humanos) o Sry (raton). Evidencias genéticas y embrioldgicas demostraron que se trata
del TDF responsable de la diferenciacion sexual en los mamiferos. Aunque con este
hallazgo se di6 un gran avance sobre el problema de la diferenciacion sexual, quedan atin
muchas preguntas por contestar respecto a los mecanismos celulares desencadenados por
el gene Sry y de su efecto en la morfogénesis y diferenciacion de la gonada.

Al conocerse que la proteina del gene Sry actiia como un factor de transcripcion, se
propone que este gene se expresa en las células precursoras de Sertoli y controla la
expresion de otros genes en la misma célula, modificando asi su comportamiento
fisioldgico. Dicha modificacion pudiera ser la produccidn de un factor o factores
responsables de los diversos cambios morfogéneticos necesarios para la diferenciacion del
testiculo a partir de la gbnada indiferenciada. En base a esto, se puede proponer que uno
de estos factores pudiera estar controlando el comportamiento de las CGP (Fig. 2).

Las CGP en el testiculo proliferan mitoticamente y permanecen en un estado de reposo
mitdtico como proespermatogonias; en el caso de las hembras genéticas, las CGP inician
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un periodo de proliferacion activa que culmina con el inicio de la meiosis. El inicio de la
meiosis en las hembras coincide con el inicio del reposo mitético en los machos.

Se propone que este dimorfismo sexual en la conducta de las CGP se debe a algiin
factor putativo secretado por las células somdticas del testiculo. Se ha propuesto que el
factor inhibidor de la meiosis (FIM) tendria que ser producido por las células de Sertoli y
presentar caracteristicas de un factor difusible de corto rango. Sin embargo, no se sabe si
el hipdtetico FIM seria capaz de inhibir el inicio de la meiosis embrionaria en las CGP XX
tal como lo hace en condiciones normales con las CGP XY. Si las CGP XX responden, se
confirmaria la hipotesis de que las CGP no estan determinadas antes de la diferenciacion

histolégica de la gonada.

Los estudios experimentales realizados hasta ahora no aportan evidencia clara sobre la
interaccion de las células germinales primordiales y las células somaticas. No se ha
demostrado que en condiciones experimentales de disociacién-reagregacion, los
principales tipos celulares que conforman al testiculo en desarrollo (Sertoli y Leydig) se
diferencien y sean capaces de secretar los factores requeridos para la diferenciacion
testicular (MIS, Sox9 y Testosterona).
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1) Diferenciacidn de Sertoli
2) Cordones Seminiferos
3) Células de Leydig

4) Factor inhibidor de Meiosis (7)| ™\_

10.5-12.5 dpc

Figura 2.

Posibles eventos desencadenados por el SRY. El factor determinante del testiculo, Sry, se expresa
en las células de preSertoli entre los 10.5 y 12.5 dpe. Al ser la proteina del gene Sry un factor de
transcripcion con un motivo de unién al ADN, se asume que su accion es intracelular y no se
difunde. Por lo tanto, este gene controla la expresion de otros genes en la misma célula, lo que
puede llevar a Ia produccion de factores responsables de los diversos cambios morfogéneticos
necesarios para la diferenciacion del testiculo. De esta manera, las céhulas de preSertoli dirigirian
su propia diferenciacion asi como, la formacion de los cordones seminiferos y la diferenciacion de
las células de Leydig. Otro de los factores controlados por el Sry pudiera estar inhibiendo el inicio
de la meiosis embrionaria en las CGP XY.
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3. HIPOTESIS ESTABLECIDAS
(Upadhyay and Zamboni, 1982; Burgoyne, 1988; McLaren, 1995)

Estudios descriptivos realizados en embriones de ratén han sugerido que las
Células Germinales Primordiales (CGP) inician la meiosis independientemente del
sexo genético. En base a esto, se propone que tanto las CGP XY como las XX estdn
constitutivamente programadas a iniciar la meiosis y formar ovocitos. Sin embargo,
se propone que en los machos las células de preSertoli previenen el inicio de la
meiosis, manteniendo a las CGP en reposo mitético e inducen la diferenciacion de

proespermatogonias.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Las CGP se determinan durante el establecimiento de la gonada indiferenciada,
Por lo tanto, sélo las CGP XY responden al factor inhibidor de la meiosis
proveniente de las células de preSertoli, mientras que las CGP XX probablemente

carezcan de un receptor especifico a dicho factor.

28



4. OBJETIVO GENERAL

Establecer si las células germinales primordiales XX y XY de la génada
indiferenciada (11.5 dpc) responden al factor putative inhibidor de Ia meiosis
secretado por las células de preSertoli.

Objetivos particulares:

A) Diseiiar una metodologia que permita estudiar in vitro las interacciones entre las
CGP y las células somaiticas en gonadas indiferenciadas (11.5 dpc).

B) Analizar el papel del mesonefros en Ia recapitulacion de los eventos que llevan a

1a formacion de ovarios y testiculos disgregando-reagregando.

C) Establecer criterios confiables para analizar en nuestras condiciones

experimentales los siguientes procesos:

- Diferenciacion de las células de Sertoli
- Diferenciacion de las células de Leydig
- Formacion de cordones testiculares

- Inicto de la meiosis
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

En este estudio se utilizaron ratones hembras de la cepa CD-I | Se colocaron tres
hembras jévenes con un macho semental durante toda la noche. A la mafiana siguiente, se
revisaron y separaron las hembras que presentaban un tapon vaginal (formado por las
secreciones de las glandulas coagulantes del macho que obstruyen el orificio vaginal),
sefial de que hubo copula. Se considerd como dia cero de gestacion, el dia que se registro

la presencia del tapon.

Las hembras gestantes se sacrificaron a los 11.5 dpc por dislocacién cervical, se
colocaron en un campo estéril y se les aplico en el abdomen una solucidn antiséptica de
benzal-alcohol al 70% en una proporcion de 1:1. Se extrajo €l Gtero conteniendo a los
productos y se coloco en una caja de Petri. Posteriormente, los fetos se aislaron del datero
en una campana de flujo laminar, se dejo expuesto el conjunto placenta-feto y se colocaron
en medio de Leibovitz's L-15 suplementado con 200 U/ml de penicilina y 200 g/ml de
estreptomicina, ajustado a un pH de 7.4 y esterilizado por filtracion, en un sistema
Millipore (0.45 uM). La edad de los embriones se determiné de acuerdo a la etapa de
desarrollo del esbozo de la extremidad anterior, propuesta por McLaren y Buehr (1990) y
s6lo se emplearon los embriones en etapas 4 y 5 correspondientes a 11 y 11.5 dpc

respectivamente.

El sexo de los embriones se determind por presencia o ausencia de cromatina sexual en
células amniodticas, de acuerdo a la técnica de Palmer y Burgoyne (1991). Brevemente, se
aislaron los amnios y se colocaron en una solucion de acido acético-metanol 1:1 (fijador),
se centrifugaron a 1,000 rpm durante 5 minutos y se decant6 el sobrenadante. Los tubos
se invirtieron sobre una toalla de papel y se colocé el amnios a unos 2 ¢m de la base del
tubo. Se aplicod una gota de acido acético glacial al 60% en agua, directamente sobre el
amnios, y con ayuda de una pipeta Pasteur sellada por calor, se disociaron las células. Se
bloqued al acido acético agregando aproximadamente 1 ml de fijador, y se centrifugd a
1,000 rpm durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante, y se dejaron aproximadamente
0.5 ml de medio para resuspender el boton de nicleos, los cuales se colocaron sobre un
portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina al 1% en agua. Los niicleos asi obtenidos
pueden o no presentar el corpusculo de Barr, el cual corresponde al cromosoma X
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inactivo en las hembras. La presencia del 80% o mas de nicleos con cromatina sexual en

un campo corresponde a un embrion XX (hembra).

5.2 Disgregados-reagregados.

Los embriones ya sexados, se colocaron en una plancha de hule donde se les practico
un corte diagonal en la pared abdominal que abarcé la region media caudal del embrién y
dejo expuesto el sistema urogenital. Ambas regiones urogenitales se disectaron y se
dejaron con el mesonefros o se aislo la region de la génada con ayuda de agujas de
insulina. Los 6rganos 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 solucion de Rinaldini durante 10 minutos a 37°C. La enzima se
inactivd con 10 % 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 pl y el botén celular se obtuvo cortando el extremo posterior del tubo.

Se realizaron cuatro tipos de reagregados:
1) Células de génadas de macho mas mesonefros (CgM+Me).
2) Células de gonadas aisladas de machos (CgM).

3) Células de gonadas aisladas de hembras (CgH).

4) Células de gonadas aisladas de hembras mas células de gonadas de macho mas
mesonefros (CgH+CgM+Me).

5.3 Cultivo de organos

Cada botdn de células disgregadas se coloco en cultivo de 6rganos sobre un filtro de
policarbonatos flotando sobre 0.5 ml de medio de cultivo con los siguientes componentes:
Medio McCoy Sa modificado, 10% de suero bovino fetal o 10% de suero de ratén
obtenido de las madres gestantes (preparado en nuestro laboratorio), 200 U/ml de
penicilina y 200 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron por 24, 48, 72 y 96
h a 37°C con atmosfera himeda y 5% de bidxido de carbono.
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5.4 Deteccidn histoenzimdtica de la AS-33-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa
(3BHSD)

Para la deteccidn de la diferenciacion de células esteroidogénicas (Leydig), se realizo la
reaccion histoenzimatica para determinar la actividad de la 3BHSD. Transcurrido el
tiempo de cultivo, los reagregados se incluyeron en Tissue-Tek y se congelaron a -70°C
en hexano dentro de una camara con hielo seco. Con un cridstato, se obtuvieron cortes
seriados de 10 um de espesor, los cuales se montaron en laminillas con Vectabond y se
colocaron en una camara de vacio para secar los cortes. Posteriormente se incubaron a
37°C durante 1 hora con el medio de control compuesto de 20 mg de B-Nicotin Adenin
Dinucleotido (B-NAD), 10 mg de Nitro Blue Tetrazolium (NBT) y 20 ml de buffer tris
0.2M a pH de 7.6, o con el medio de deteccion compuesto por los mismos reactivos del
medio de control, pero agregando 2 mg de dehidroepiandrosterona (DHEA). Las
laminillas se lavaron con agua destilada, se fijaron con formol neutro y se montaron en un

medio acuoso (PBS-Glicerol 1:9).
5.5 Inmunohistoquimica de laminina

Para verificar la formacion de cordones seminiferos, asi como la localizacion de las
células esteroidogénicas, se detectd la presencia del anticuerpo anti-laminina. La faminina
es una glucoproteina sintetizada y secretada por las células epiteliales de las membranas
basales, su deteccion permite estudiar el desarrollo de los epitelios antes de que las

membranas basales sean visibles al microscopio de luz.

Brevemente, la técnica consistié en remover cuidadosamente los cubreobjetos después
de de la reaccion de la 3BHSD sumergiendo las laminillas en Buffer de Fosfatos (PBS).
Los cortes se incubaron en una solucion de 1% de albiimina sérica bovina en PBS (Ab-
PBS) durante 2 horas, para posteriormente ser incubados durante 2 horas con un
anticuerpo policlonal anti-Laminina (Sigma) diluido 1:250 en Ab-PBS. Después de varios
lavados con PBS, las muestras se incubaron con el reactivo avidina-biotina acoplada a
peroxidasa (Vectastain, ABC kit) por una hora. Después se lavaron nuevamente en PBS,
se incubaron los cortes en una solucion 50 mM de Diaminobenzidina en Buffer tris-HCl a
un pH de 7.4 mas 0.3% de H202 aproximadamente por 10 min. Los cortes se montaron
en balsamo de Canada-Xileno 1:9.
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5.6 Deteccion inmunohistoquimica de MIS y SOX9

Para observar la diferenciacion de las células de Sertoli en los reagregados, se
emplearon dos anticuerpos que detectan especificamente la expresion de dos genes

importantes en la diferenciacion de estas células.

La sustancia inhibidora de los conductos Miillerianos (MIS) se detect6 siguiendo la
técnica descrita por Taketo ef al (1991). Los reagregados se fijan en una solucion de
Zamboni (Zamboni y DeMartino, 1967) durante 3 horas. Después de lavar con PBS, se
colocaron en sacarosa al 7% en PBS durante toda la noche. Posteriormente los 6rganos se
deshidrataron en diferentes concentraciones de Polietilenglicol 450 (PEG 450) y se
dejaron toda la noche en PEG 1000 a 50°C. Al dia siguiente se incluyeron en PEG 1450.

Se obtuvieron cortes en un cridstato de 7 um de grosor , se pasaron por agua para
disolver el PEG y se colocaron en capsulas. Se inactivo la peroxidasa endégena incubando
los cortes en 0.3% de peroxido de hidrogeno disuelto en metanol absoluto por 30 min.
Después de lavar con PBS, los cortes se trataron con 1% de Suero normal de Cabra
(SNC) en PBS durante 2 horas a 4°C. Transcurrido el tiempo, se incubd el anticuerpo
primario policlonal contra MIS (donado por la Dra. Patricia Donahue) 1:250 diluido en
SNC-PBS, durante 2 horas. Posteriormente se lavaron en PBS para incubar el reactivo
Avidina-Biotina acoplado a peroxidasa por una hora. Después de lavar nuevamente, se
incubaron los cortes en una solucion de Diaminobenzidina y buffer trissHCL 50 mM a un

pH de 7.4 mas 0.3 % de H202.

Para la deteccion de la proteina del gene Sox9, los 6rganos se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 min, se lavaron en PBS y se dejaron a 4°C
durante toda la noche en sacarosa al 30% en PBS. Los tejidos se embebieron en Tissue-
Tek y se congelaron a -70°C. Se obtuvieron cortes de 10 um de espesor y se trataron con
1% de Triton X-100 en agua por 10 min., se lavaron con PBS y se bloquearon con 1% de
albamina (Ab) en PBS durante 2 horas. Los cortes se incubaron con un anticuerpo
policlonal contra SOX9 {donado por el Dr. Vincent Harley). Después de lavar con PBS,
los cortes se trataron nuevamente con la solucion bloqueadora (Ab-PBS) por 15 min. para
posteriormente ser incubadas en el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG conjugado con
Rodamina, diluido 1:250 en Ab-PBS por 1 hora a temperatura ambiente (Da Silva, ef a/
1996). Los cortes se montaron en una solucién acuosa (Vectashield, Vector).
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5.7 Microscopia de luz y electronica

Para el analisis de los reagregados a nivel de microscopia de alta resolucién, los
reagregados se fijaron en una solucion de Karnovsky {Karnovsky, 1965) sin calcio (pH
7.4), se postfijaron con 1% de Tetroxido de Osmio (Os04) en buffer de Zatterqvist
(Zetterqvist, 1956) e incluyeron en Epdn 812. Para microscopia de luz, se obtuvieron
cortes de 1 um y se tifieron con azul de toluidina. Secciones de 60-90 nm se tifieron con
acetato de uranilo y citrato de plomo para su observacién al microscopio electronico.

5.8 Radicinmuncandlisis de testosterona

Esta parte del trabajo se realizé en colaboracion con el Dr, Joaquin Herrera, en el
laboratorio de Andrologia del Hospital Luis Castelazo Ayala, IMSS.

Los niveles de testosterona secretada por cada reagregado se midieron por
radioinmunoanalisis en 0.5 mi de medio de cultivo utilizando el método descrito
previamente por Herrera ef al. (1983). Brevemente, se agregan 1000 cpm de testosterona
tritiada ({H3]-T) (trazador) a cada muestra y se extraen con 2X5 ml de éter dietilico. La
fase organica se separa y evapora. La fase extraida se colocd en un cromoplato de silica
gel y se separ6 con benzeno, benzeno-acetato de etilo, y benzeno-metanol. El extracto
purificado fue analizado utilizando un anticuerpo especifico. El porcentaje de
radioactividad se interpolo en una curva estandar y se correlacioné con el trazador
recobrado. Se utilizd la prueba de “t" de Student para el analisis estadistico.
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6. RESULTADOS

6.1 Disgregacion celular

En los botones celulares procesados después de su disgregacion y antes de colocarlos
en cultivo de drganos se observd que las células se encuentran separadas y distribuidas al
azar. En ocasiones, se detectaron algunas células formando grupos, pero la mayoria se
encuentran aisladas, lo que indica que la disociacion de las células fue casi completa. Se
observaron los principales tipos celulares que constituyen al 6rgano en esta etapa del
desarrollo de la génada como las células germinales y las células sométicas (Fig. 3A).

A nivel del microscopio electronico, se observo que la superficie celular de las células
somaticas presenta gran actividad. Las células presentan la formacion de multiples
prolongaciones citoplasmaticas de tipo filopodio, es decir, filamentosas. También se
observan pseuddpodos gruesos de tipo lobopodio (Fig. 3B). Las células somaticas in situ
solo en raras ocasiones presentan estas prolongaciones citoplasmaticas, y la presencia de
éstas en las células disociadas pudiera ser una respuesta al tratamiento.

6.2 Disgregados-Reagregados
6.2.1 Células de génadas de macho mds mesonefros (CgM+Me)

Al realizar el analisis histologico de los reagregados, se observo que después de 24
horas de cultivo en forma organotipica, las células disociadas empiezan a ser ubicadas en
el lugar que ocupan durante las etapas de diferenciacion del testiculo. Los compartimentos
epitelial y estromatico empiezan a ser segregados. En este caso, donde la disociacion
celular de las gonadas se realizo junto con el mesonefros, se observo que las células
epiteliales de la region mesonéfrica se reagregan formando los tibulos mesonéfricos (Fig.
4A)

Después de 96 horas de cultivo, se resconstituyeron las caracteristicas principales que
identifican a cada 6rgano en condiciones de desarrollo normal. De aqui se desprende que
desde etapas iniciales de cultivo se lleva a cabo un desplazamiento celular que parece
recapitular la morfogénesis del tejido gonadal. Las células de Sertoli y las células
germinales se encuentran segregadas, formando los cordones seminiferos, los cuales estan
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delimitados por una evidente lamina basal que los separa del compartimento estromatico.
La diferenciacién tanto de células mioides como de vasos sanguineos se lleva cabo

formando parte del tejido estromatico (Fig. 4B)

La deteccion de la Sustancia inhibidora de los conductos Miillerianos (MIS) y de la
proteina del gene Sox9, hizo evidente que la diferenciacion de las células de Sertoli se
lleva a cabo en los reagregados. La distribucion de la proteina de MIS se detecta en el
citoplasma de las células, mientras que SOX9 se localiza en el nicleo. Estas células de
Sertoli se encontraron formando los cordones seminiferos rodeando a las células
germinales (Figs. SA y B). La diferenciacion de las células de Leydig también tuvo lugar,
y éstas fueron visibles por la deteccién histoenzimatica de la 3BHSD. La reaccion conjunta
de la 3BHSD y laminina mostr6 que las células de Leydig se localizan en el compartimento

estromatico rodeando a los cordones seminiferos (Fig. 6A).

A nivel del microscopio electronico, se observéd que los eventos de diferenciacion
testicular en nuestras condiciones experimentales, recapitulan los eventos tal y como se
llevan a cabo en la diferenciacion testicular in sifu. Los cordones seminiferos se
encuentraron separados de las células estromaticas por la presencia de una membrana
basal. Dentro de estos cordones, las células germinales se distinguen claramente por su
mayor tamafio y niicleo redondo, asi como por la presencia de vesiculas con contenido
denso ("dense cores") y mitocondrias grandes con algunas crestas tubulares. Las células de
Sertoli se localizaron en contacto con las células germinales y presentan un nicleo
irregular. Por fuera de los cordones, en el estroma, ocurrid la diferenciacion de células

mioides, fibroblastos y vasos sanguineos (Fig. 6B).
6.2.2 Células de gonadas aisladas de machos (CgM)

En los reagregados de gonadas aisladas (CgM), no parece existir una diferenciacién
testicular tan evidente como en los reagregados con mesonefros (CgM+Me). Al
microscopio de luz, las células se encuentran compactadas sin observarse una evidente
segregacion entre los tejidos epitelial y estromatico (Fig. 7A). Sin embargo, al emplear
mayor resolucion se pudo detectar que las células germinales y epiteliales estan formando
estructuras semejantes a cordones seminiferos, rodeados por células mioides y vasos
sanguineos. Las células del compartimento estromatico adquieren un arreglo compacto

diferente al arreglo laxo de los CgM+Me (Fig. 7B).
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La deteccion inmonohistoquimica de laminina claramente confirma que en reagregados
de gonadas aisladas, las células epiteliales conjuntamente con células del estroma (mioides
y fibroblastos) estan secretando los componentes necesarios para la formacion de una
lamina basal. Sin embargo, su formacion no es completa ya que el depdsito de colagena es
escaso o ausente. En el caso de los reagregados con células mesonéfricas la presencia de

fibras de colagena es evidente (Fig. 8B).

Tanto la diferenciacion de células de Sertoli como de Leydig se lleva a cabo en los
reagregados de CgM, aunque estas tltimas en menor cantidad. Las células de Sertoli se
encuentran organizadas dentro de los cordones seminiferos (Fig. 8A). Las células de
Leydig se detectaron en el compartimento estromatico rodeando a los cordones
seminiferos evidenciados por la deteccion de laminina (Fig. 8B).

6.2.3 Celulas de gonadas aisladas de hembras sin y con mesonefros
(CeH / CgH+Me)

En regregados de CgH cultivados 96 horas, también se pudo observar una
recapitulacion de las principales caracteristicas histologicas del desarrollo del ovario.
Todas las células somaticas se encuentraron organizadas de una manera compacta y entre
ellas se localizaron las células germinales. También se observo la reorganizacion de vasos
sanguineos. En los experimentos de CgH+Me, las células epiteliales de este 6rgano
reconstituyeron los tibulos mesonéfricos. Sin embargo, no se detectaron diferencias
estructurales del arreglo de las células gonadales con o sin células mesonéfricas (Fig. 9A).

Como se menciond anteriormente, la primera manifestacion morfologica de
diferenciacion del ovario la llevan a cabo las células germinales al iniciar la meiosis. En
nuestras condiciones experimentales, todas las células germinales también iniciaron la
profase de la primera division meiotica. Esto indica que el hecho de disgregar-reagregar
no altera el comportamiento de las células gonadales de los dos sexos y siguen su
programa normal de desarrollo dependiendo del sexo del embrion. Con ayuda del
microscopio electronico, se corroboré que tanto las células soméaticas como las germinales
mantienen una estructura compacta. A este nivel de resolucion, se observaron los
complejos sinaptinémicos en el nicleo de las células germinales. Estas estructuras son las
encargadas de unir a las cromatidas de los cromosomas homologos, caracteristicas de la

profase I de las células que inician la meiosis (Fig. 9B).
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6.3 Inicio de la meiosis en reagregados hemotipicos (CgM y CgH) y heterotipicos
(CgH+CgM+Me)

En reagregados heterotipicos donde se mezclan goénadas XX y XY junto con el
mesonefros (CgH+CgM+Me), se encontrd que tanto las células de Sertoli como las
germinales estan formando los cordones seminiferos. Las células epiteliales provenientes
de mesonefros de machos forman los tubulos mesonéfricos. En €l compartimento
estromatico, s¢ observa la presencia de vasos sanguineos, asi como, algunas células
germinales que no alcanzaron a incorporarse dentro de los cordones seminiferos (Fig.
10A). La diferenciacion de las células de Sertoli en estos regregados heterotipicos se
corrobord detectando la proteina del gene Sox9. La actividad de esta proteina se localiza
en el nucleo de las células las cuales se encuentran distribuidas formando los cordones

seminiferos (Fig. 10B).

Empleando mayor resolucion en nuestros reagregados CgH+CgM+Me, se detecta
claramente la membrana basal que separa el compartimento epitelial del compartimento
estromdtico. A este nivel, la ubicacion tanto de células germinales como de Sertoli es mas
clara, localizandose dentro de los cordones. De acuerdo a nuestras observaciones en
reagregados homotipicos, algunas células germinales dentro de los cordones presentan
carateristicas muy parecidas a células meiéticas (Fig. 11A). A nivel de microscopia
electrdnica, realizando el analisis de las células ubicadas dentro de los cordones, se
encontro gue tanto células germinales meioticas, como células germinales en reposo
mitotico se localizan dentro de los cordones seminiferos y en contacto con células de

Sertoli bien diferenciadas (Fig 11B).

Se realizd un conteo para establecer si las CGP en nuestras condiciones experimentales
presentan un comportamiento similar al que ocurre in vivo, es decir, si todas las CGP
inician la meiosis en las hembras y si entran en reposo mitdtico en el caso de los machos.
Se utilizd como criterio para detectar a las células germinales meioticas la presencia de
complejos sinaptinémicos identificados a nivel del microscopio electrénico.

En reagregados homotipicos de gonadas provenientes de hembras XX se encontré que
el 100% de las células germinales llevan a cabo la meiosis (Fig. 9B). En contraste, en los
reagregados homotipicos de gonadas provenientes de machos con o sin mesonefros, sblo
el 5% de las células iniciaron el proceso de meiosis, mientras que el resto se encontraron

en reposo mitdtico (Tabla 2).
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Realizando el analisis cuantitativo de los reagregados heterotipicos, se encontrd que de
140 células germinales, 79 (56.4%) presentaban la formacién de complejos sinaptinémico.
El resto de las células germinales (61) se encontraban en arresto mitético. El andlisis
cuantitativo comparando el porcentage de células meidticas y en arresto mitotico en
reagregados homotipicos y heterotipicos, muestra que la gran mayoria de las células

germinales en meiosts se localizan dentro de los cordones seminiferos en los reagregados
de CgH+CgM+Me (Tabla 2).

TABLA 2 \

Porcentaje de células germinales que iniciaron la
meiosis en reagregados de gonadas fetales de 11 dpc

Tipo de Meiosis? Estadode  %Meiosis N b
reagregado Prophase | reposo
Machos 8 151 5 8
Hembras 185 0 100 6
Machos+tHembras 79 61 56.4 6

1 as células germinales se consideraron en meiosis cuando se observaron
los complejos sinaptinémicos en micrografias electrénicas.
bNumero de reagregados en los que se contaron las células germinales

6.4 Radioinmunoandlisis de testosterona

La presencia de las células de Leydig en los reagregados se detecté utilizando la
reaccion de 3BHSD, sin embargo, con esta técnica s6lo se puede establecer la
diferenciacion de células esteroidogénicas en general. En nuestras condiciones
experimentales, al obtener gonadas en etapa indiferenciada (11-11.5 dpc), los precursores
de las células de la glandula adrenal estan formando parte del complejo urogenital. Como
las células de la corteza suprarenal producen corticoesteroides, utilizan también a la

enzima 3BHSD detectada histoquimicamente.
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Para poder eliminar la sospecha de que las células detectadas en nuestros reagregados
pudieran ser de la corteza suprarenal y no de Leydig, se midieron los niveles de
testosterona en el medio de cultivo de los reagregados, y de esta manera saber si la
diferenciacion de las células de Leydig se lleva a cabo en los reagregados.

Utilizando la técnica de radioinmunoandlis, se encontrd que la testosterona es
preducida en los reagregados con y sin mesonefros provenientes de gdnadas de embriones
machos. Los niveles de testosterona detectados en el medio fueron alrededor de 200
(CgM) a 230 (CgM+Me) pg/0.5ml. Realizando el anilisis estadistico, se observd que las
desviaciones estandar se sobrelapan, sin embargo, la prueba de "T" de Student muestra
que la produccidn de testosterona fue estadisticamente diferente (T=3.66; d.f=20; P<
0.05). Se esta produciendo més testosterona en los reagregados con mesonefios, que en
las gonadas aisladas (figura 12). .
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Cgtt+Me CgM
Células reagregadas después de 96 h de cultivo
Figura 12

Radioinmunoanalisis de testosterona en el medio de cuitivo de
reagregados de células de génades de macho junlo con su masonefros
(CgM+Me) y células de gdnadas aisladas de macho (CgM). La presencia
de células mesonéfricas incrementa la produccién de testosterona.
Se grafice el promedio +/- el e.e. La prueba estadistica indica que
existen diferencias signifl‘cativas entre los dos tipos de reagregados.
T=3.66; d.1.=20; P<0.05 (T=pruebs de "t" para grupos independientes;
d.f.=grados de libertad; e.e.zerror estandar).
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Fig. 3

A) Ceélulas disociadas de gonadas XX y XY alos 11.5 dpc. Las células
germinales (cg), las cuales se distinguen por su gran tamafio y
nucleo redondo v las células somaticas (sm) se encuentran
separadas y distribuidas de una manera aleatoria. Algunas células
forman grupos (flechas). Escala: 100um.

B) Micrografia electronica de la misma preparacion mostrada en la
fig. A. Se observan tanto pseudopodos delgados de tipo filopodio
(f), como pseudoépodos gruesos de tipo lobopodio (Ib). Escala 5
m.
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Fig. 4

A) Reagregado de gonadas de machos con mesonefros (CgM+Me) de
11.5 dpc cultivado durante 24h. Tanto las células germinales
como las células epiteliales empiezan a segregarse formando
estructuras semejantes a cordones seminiferos (cs). En el
compartimento estromatico (es), encontramos diversos tipos
celulares de origen mesenquimatico. Las células epiteliales
mesonéfricas se reagregan formando los tibulos mesonéfricos

(tm). Escala: 100pm.

B) Reagregado de CgM+Me. Después de 96 h de cultivo, las células
germinales (cg) y las células de Sertoli (s) se incorporan dentro de
los cordones seminiferos. La formacién de una membrana basal
(mb) separa el compartimento epitelial (ep) del compartimento
estromatico (es). Rodeando alos cordones seminiferos se
encontraron células mioides (mi) y fibroblastos (f). Las células
endoteliales reconstituyen a los vasos sanguineos (vs) que se
observan entre el tejido estromatico, donde también algunas
células germinales (cg) permanecen. Escala: 24um.
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Fig. §

A) Reagregado de CgM+Me y cultivado 96 h. La deteccidon
inmunocitoquimica de la Sustancia Inhibidora de Miller (MIS) en
el citoplasma de las células de Sertoli (s), hace evidente la
organizacion de los cordones seminiferos (sc). Escala: 50um.

B) Deteccion de Sox9 por inmunofluorescencia con un anticuerpo
anti-SOX9 en un regregado formado por CgM+Me. Después de 96
h de cultivo, la proteina SOX9 se mantiene y su expresion se
detecta en el niicleo de las células de Sertoli (flechas). Escala: 100u
m.
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Fig. 6

A) Deteccion inmunchistoquimica de Laminina en reagregados de
CgM+Me mostrando la formacion de cordones seminiferos (sc).
En el compartimento estromatico, la reaccion de la 3pHSD
revela a las células de Leydig (le) localizadas tanto en la periferia
del reagregado, como en el estroma que rodea a los cordones
seminiferos (precipitado violeta). Escala: 50um.

B) Micrografia electronica del mismo reagregado mostrado en la
fig. 2B. Se ocbserva que los cordones seminiferos (sc) se
encuentraron separados de las células estromaticas por una
membrana basal (mb). Dentro de los cordones, las células
germinales (cg) se distinguen por su gran tamario y nicleo
redondo. Las células de Sertoli (s) presentan un nacleo irregular.
Por fuera de los cordones, en el estroma, aparecen células
mioides (mi) y fibroblastos (f). También se localizan algunas
células apoptoticas probablemente germinales (ap). Escala 5pm.
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Fig. 7

A)Reagregado de gonadas aisladas de macho de 11.5 dpc cultivado
96 h (CgM). Tanto las células mesenquimaticas {me) como las
epiteliales (ep) presentan un arreglo compacto. Escala: 100um.

B) Imagen a mayor amplificacion del mismo reagregado de la fig.
A. Se observa que las células germinales {cg) y de Sertoli (s) estan
agrupadas y delimitadas por una membrana basal (mb) que las
separa del compartimento estromatico (es). Escala: 50um.

45






Fig. 8

A) Deteccion inmunocitoquimica de la Sustancia Inhibidora de
Miiller en un regregado de CgM. Después de 96 h de cultivo se
lleva a cabo la organizacion de los cordones seminiferos (cs) y la
diferenciacion de las células de Sertoli (s). Escala: 50pum.

B) Deteccién inmunohistoquimica de Laminina donde se confirma
la formacion de los cordones seminiferos (cs) en reagregados de
CgM. El depdsito violeta de formazan revela la actividad de la
3B3-HSD en las células de Leydig (le). Escala: 100pum.
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Fig. 9

A) Reagregado de gonadas de hembra cultivado 96 h (CgH). Las
células germinales (cg) parecen estar en profase I de la primera
division meiotica. Las células somaticas (cs) se encuentran
arregladas de una manera compacta alrededor de las células
germinales. Se observan células endoteliales formando vasos
sanguineos (flechas) entre células del estroma ovarico (es).

Escala: 50um.

B) Micrografia electronica del reagregado mostrado en la fig. A. A
este nivel de resolucion se confirma que las células germinales
(cg) se encuentran iniciando la meiosis por la presencia de
complejos sinaptinémicos (sp) en el nicleo. La células somaticas
(cs) se distinguen claramente por su menor tamaio y niicleo

irregular (n). Escala 8um.
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Fig. 10

A) Reagregado heterotipico de génadas de hembras y machos junto
con su mesonefros cultivado 96 h (CgH+CgM-+Me), Tanto las
células germinales como epiteliales se encuentran segregadas
formando los cordones seminiferos (cs). En el compartimento
estromatico (es) es evidente la formacion de vasos sanguineos
(vs), asi como la reorganizacion de algunos tibulos

mesonéfricos (tm). Escala: 50um.

B) Deteccién por inmunofluorescencia de la proteina del gene Sox9
en regregado de CgH+CgM+Me. Las células de Sertoli se detectan
positivas y se encuentran formando estructuras semejantes a

cordones seminiferos (cs). Escala: 50um.
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Fig. 11

A) Parte de un reagregado heterotipico de CgH+CgM+Me. Se muestra
la formacion de un cordon seminifero formado por células de
Sertoli (s), y células germinales (cg) tanto en meiosis (*) como en
reposo mitotico (flecha). Escala: 50um.

B) Empleando microscopia electrénica del mismo reagregado
mostrado en la fig. A, se confirma que dentro de los cordones
seminiferos, algunas células germinales (cg) han iniciando el
proceso de meiosis evidenciado por la presencia de complejos
sinaptinémicos (sp). En este mismo cordon tambiénse detectan
células germinales (cg) en reposo mitotico (rm). La diferenciacion
de células de Sertoli (s) es evidente y se encuentran en contacto
con las células germinales (flechas). Se observa parte de la
membrana basal (imb) que separa los compartimentos epitelial y

estromatico (es). Escala 5pym.
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7. DISCUSION

Al estudiar el desarrollo de las gonadas fetales in vifro, algunos autores han propuesto
que la diferenciacion celular, asi como la formacién de cordones seminiferos en el testiculo
pudieran estar controlados por mecanismos independientes (Magre y Jost, 1984,
Patsavoudi ef al., 1985). Observaciones realizadas en cultivos de génadas fetales sugieren
que la diferenciacion de células de Sertoli, células de Leydig y la formacion de cordones
seminiferos en el testiculo puede ser inhibida independientemente in vitro (Magre et al.
1981; Jost y Magre, 1988; Taketo ef al. 1984). Sin embargo, no se considerd en ningtin
caso el pape! del mesonefros adyacente en la organizacion testicular.

Buehr ef al (1993), encontraron que el testiculo fetal en el raton se desarrolla mejor
cuando es cultivado con el mesonefros adyacente. Esto sugiere que este rgano puede
jugar un papel importante en la diferenciacion de la génada del macho, ya que en cultivos
de gdnadas sin mesonefros no se llevé a cabo la formacion de los cordones seminiferos.
Sin embargo, la diferenciacion de los diferentes tipos célulares que conforman al testiculo
se diferencian normalmente en las gonadas aisladas (Merchant-Larios e al., 1993). Esto se
puede explicar, basandose en el hecho de que las células del complejo urogenital comunes
al blastema gonadal y al estroma mesonéfrico iniciaron el establecimiento de la génada
indiferenciada desde etapas muy tempranas del desarrollo (9.5 dpc), y los presentes
experimentos se realizaron partiendo de los 11 dpc, lo que hace pensar que los precursores
de las células testiculares ya se encontraban en la gonada aislada.

En el presente trabajo utilizamos un método de disociacién celular a partir de gonadas
indiferenciadas, las cuales al ser mantenidas en cuitivo de 6rganos, se llevé a cabo una
reconstruccion histotipica de la gonada donde ocurri6 una diferenciacion de los
principales tipos celulares de manera similar con respecto a la génada in situ . De esta
manera, se confirmd que la region del mesonefros adyacente es necesaria para que en
nuestras condiciones experimentales se lleven a cabo los procesos morfogéneticos que
conducen a la formacidn de los cordones seminiferos en gonadas de raton in vitro. La
ausencia de cordones seminiferos en cultivos de gonadas aisladas, se debe probablemente
a la escasa cantidad de células estromiticas comunes a la gonada y al mesonefros
presentes en la cresta genital a los 11 dpc. En los reagregados en cambio, se suman las
células estromaticas de seis gonadas disociadas, que al reagregarse parecen ser suficientes
para permitir la organizacion de los cordones seminiferos. Por lo tanto, se puede asumir
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que en las gonadas de 11 dpc existe una insuficiente cantidad de células para la formacion
de cordones seminiferos. Esta posibilidad es apoyada en el hecho de que al cultivar
gdnadas sin mesonefros de 12.5 dpc, donde ya se llevo cabo la formacion de los cordones
seminiferos, estos se mantienen gracias a la mayor cantidad de células estromaticas
presentes en la gonada al inicio del cultivo (Escalante y Merchant, 1992).

Por otra parte, en testiculos de rata, se encontro que las membranas basales que rodean
a los cordones seminiferos son producidas por una colaboracién entre las células de Sertoli
y las células mioides (Skinner ef al. 1985). En condiciones de cultivo, las células miodes
peritubulares producen componentes extracelulares como fibronectina y laminina, mientras
que las células de Sertoli producen sélo laminina (Davis ef al. 1990). En el caso de
nuestros reagregados, la cantidad de células precursoras de células mioides, fibroblastos y
de Sertoli se incrementa, con lo cual es probable que aumente su actividad para secretar

laminina, fibronectina y colagena.

Aunque se podria argumentar que el papel del mesonefros en la formacion de los
cordones seminiferos podria deberse a que en esta region se produce algin factor difusible
que induce la organizacién de los cordones, dos evidencias experimentales indican que se
trata de interacciones celulares directas: i) Cuando se coloco un filtro permeable entre el
mesonefros y la gbonada, se previno Ja formacion de los cordones seminiferos (Buehr ef a/.
1993). ii) Realizando injertos se observo que no se lleva a cabo la formacion de los
cordones seminiferos cuando el mesonefros y la génada no se fusionan y sélo se tocan sus
epitelios. Cuando hay fusion, células del mesonefros migran hacia la génada a través de la

superficie expuesta por la cirugia (Merchant-Larios, ef af., 1993).

Se plantea entonces el problema de la produccién de un factor difusible requerido para
la migracion de células del estroma mesonéfrico producido por las células de la gonada
indiferenciada. Este evento puede ser un paso subsecuente a la expresion del Sry, por lo
que resulta relevante conocer si el factor putativo es producido por las mismas células
somaticas que expresan el Sry. A nivel de microscopia electronica, la cresta genital a los
11.5 dpc esta formada por células germinales, células epiteliales, vasos sanguineos y
algunas células mesenquimaticas. En el presente estudio encontramos que en reagregados
de goénadas aisladas se llevo a cabo la diferenciacion de células de Sertoli y de Leydig, lo
que sugiere que las precursoras de estas células estdn ya presentes en la cresta genital
desde etapas muy tempranas. De modo que el gene Sry se puede expresar en cualquiera de

estos tipos celulares.
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La diferenciacion de células de Sertoli y de Leydig in vitro coincide cronolégicamente
con su diferenciacidn in vivo. La presencia del mesonefros no influye en el tiempo de
diferenciacion de estos dos linajes celulares. En experimentos anteriores se encontro que
en complejos urogenitales como en génadas aisladas, las células de Sertoli se detectan por
inmunohistoquimica del MIS después de 12 h de cultivo, lo que es comparable con
gonadas de macho in vivo. La deteccion de MIS después de 24 h se incrementa tanto in
vivo como in vitro, y s6lo se observan diferencias en cultivos de gonada aislada donde las
células de Sertoli se encuentran distribuidas formando grupos irregulares de diferente
tamafio y rara vez se encontraron estructuras parecidas a cordones. Al tomar la expresion
de MIS y Sox9 como una evidencia para la diferenciacion de las células de Sertoli, se
demostrd que aunque la organizacion de los cordones seminiferos no es necesaria para la
diferenciacion de las células de Sertoli, la migracion de células de la region mesonéfrica es
importante para que las células de Sertoli junto con las células germinales formen los

cordones seminiferos (Merchant-Larios ef al., 1993).

En el raton el gen Sry se expresa entre los dias 10.5-12.5 dpc, alcanzando su nivel
maximo en el dia 11 post coitum (Hacker, et al., 1995). Burgoyne (1988), sugiri6 que el
gene Sry se expresa en las células precursoras de Sertoli para llevar a cabo su propia
diferenciacion, y que todos los demas aspectos de la diferenciacion testicular son dirigidos
por estas células. En el presente trabajo, después de disgregar-reagregar génadas de
macho de 11 dpc, se llevd a cabo la diferenciacion de las células de Sertoli y de Leydig
ademas de la formacion de los cordones seminiferos. Esto sugiere que las sefiales
requeridas para la diferenciacion testicular a partir de la génada indiferenciada permenecen

funcionales en nuestras condiciones experimentales.

En estudios previos se observd que los precursores de las células de Leydig se
encuentran formando parte de la gonada a los 11.5 dpc, cuando el Sry se esta expresando.
Sin embargo, el radioinmunoanalisis de testosterona muestra que células del mesonefros
forman parte de los precursores de las c€lulas de Leydig (Merchant, ef al., 1993).
Recientemente, utilizando células marcadas con el gene Jacz, se ha confirmado que no sélo
las células mesonéfricas contribuyen en la formacion de células mioides, fibroblastos y
vasos sanguineos, sino también las células precursoras de Leydig migran de este 6rgano
(Merchant-Larios y Moreno-Mendoza, 1998).
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La diferenciacion de células de Leydig en testiculos fetales de raton se ha estudiado por
medio de los criterios de citoquimica (Hitzemann, 1962), uitraestructura (Russo y de
Rosas, 1971) y morfologia (Vergouwen ef al, 1991). En todos estos estudios, las células
de Leydig se localizan en el compartimento estromatico después de la formacion de los
cordones seminiferos. Por otro lado, aunque Taketo, ef al (1991) reportaron que los
testiculos fetales de ratdn secretan testosterona a los 12.5 dpc, una correlacion entre la
diferenciacidn morfoldgica y fisiologica de las células de Leydig durante la ontogenia del

testiculo no se ha hecho.

La diferenciacién de las células de Leydig en nuestros reagregados se detecté utilizando
la reaccion de la 3HSD, sin embargo, esta técnica sirve solo para observar la ubicacién y
abundancia de células esteroidogénicas en general. En nuestras condiciones
experimentales, al obtener gonadas en etapas tempranas (11-11.5 dpc), las precursores de
las células de la glandula adrenal estan fomando parte de la cresta urogenital. Estas células
de la corteza adrenal producen corticosteroides, por lo que también son positivas a la
reaccion de la 3BHSD. Utilizando la técnica de radioinmunoanalisis se midieron los niveles
de testosterona secretados en el medio de cultivo de los reagregados. Encontramos que,
aunque en los reagregados de gonadas de machos con el mesonefros adyacente los niveles
de testosterona son mayores (230 pg/0.5ml) los reagregados de génadas aisladas también
la producen (200 pg/0.5ml). De esta manera se confirmé que las células esteroidogénicas
detectadas con la reaccion de la 3BHSD corresponden a células de Leydig que se

diferencian en la gonada.

Estos datos apoyan en parte los resultados obtenidos en cultivos de gonadas aisladas,
los cuales indican que los niveles de testosterona secretados en el medio son mas altos
cuando las génadas son cultivadas junto con el mesonefros adyacente (Merchant-Larios, et
al., 1993). Sin embargo, las diferencias en los reagregados con y sin mesonefros no son
significativas. Este resultado puede deberse también a 1a suma de las células precursoras
de Leydig cuando se reagregan seis 0 mas gonadas lo que incrementa el nimero de células

estromaticas.

Escalante y Merchant (1992), en un estudio de los patrones de agregacién histotipica
de testiculos fetales a partir del 12.5 dpc, observaron que las células somaticas formaron
patrones histotipicos semejantes a los de gonadas intactas, es decir, la estructuracion de
cordones seminiferos segregados del compartimento estromatico. Sin embargo, la
distribucion de las células germinales dentro de los agregados, se modifico segin la edad

53



de los testiculos. En estos experimentos de reagregacion, se observd que aquellas
proespermatogonias que quedan en el estroma, fuera de la influencia directa de las células
de Sertoli, solo en raras ocasiones iniciaron la meiosis. Estos resultados podrian
interpretarse de la siguiente manera: a los 12.5 dpc, etapa en la que se inicia la
diferenciacion histologica del testiculo, las CGP de los machos ya recibieron una sefial de
las células de Sertoli, de manera que después de disgregarse mantienen el estado de reposo

mitotico aunque queden fuera de los cordones seminiferos.

Se ha observado que durante la fase migratoria las células germinales primordiales
(CGP), pueden quedar en sitios ectdpicos, como la glandula adrenal o la regién
mesonéfrica (Upadhyay y Zamboni, 1982). Las CGP ectdpicas son capaces de
diferenciarse, pero sorprendentemente siempre se diferencian como ovocitos
independientemente del sexo del embrion. Estos es, las CGP extragonadales con genotipo
XY se comportan como CGP XX e inician la meiosis al igual que los ovocitos en las
hembras (Upadhyay y Zamboni, 1982; Zamboni y Upadhyay, 1983).

En el presente estudio, el anélisis de regregados provenientes de gonadas solo de
macho (CgM), mostrd que la mayoria de las CGP incorporadas dentro de los cordones
seminiferos se comportan de acuerdo a su sexo, es decir, se mantienen en un estado de
reposo mitdtico, tal como lo hacen in sifu. Asimismo, en los regregados formados con
gonadas de hembra (CgH), el 100% de las CGP iniciaron la profase de la primera divisioén
meiotica. Estos datos parecen apoyar fuertemente la hipotesis propuesta sobre algun
factor inhibidor de la meiosis secretado por las células de Sertoli que forman los cordones

seminiferos.

Francavilla y Zamboni (1985), sugirieron que la diferenciacién de las CGP es un
proceso autéonomo, y que existe alguna sefial que modifica su comportamiento. Estas
observaciones apoyan la hipotesis originalmente propuesta por Tarkowski (1969), quien
menciona que las CGP independientemente de su sexo genético estan programadas para
iniciar la meiosis durante la vida fetal, pero que son impedidas de hacerlo por el ambiente
somatico testicular que las rodea. En nuestro estudio, 1a mayoria de las células germinales
XY permanecieron en reposo mitdtico, tanto dentro de los cordones seminiferos como en
el tejido estromatico. Estos resultados nos llevan a pensar que un factor inhibidor de la
meiosis (FIM), podria ser secretado por las células de Sertoli y actuaria dentro y fuera de
los cordones testiculares. Otra posibilidad es que el FIM haya determinado a las CGP que
no inician la meiosis fuera de los cordones, antes de la disociacion de la génada. Esto
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implicaria que el FIM es secretado por las células precursoras de Sertoli antes de los 11
dpc como se sugiere en las hipotesis establecidas.

En un estudio reciente realizado por McLaren y Southee (1997), se sugiere que al
disgregar-reagregar gonadas indiferenciadas (11 dpc), la actividad del FIM se pierde. Sin
embargo, en sus condiciones experimentales no demostraron la presencia de las células de
Sertoli, por lo que la diferenciacion de estas células podria haberse inhibido, y por
consiguiente no producirse el FIM en sus reagregados. En conclusion, la diferenciacion
normal de las células de Sertoli en los reagregados parece ser indispensable para la

produccion del FIM.

Dos criterios pueden ser considerados fundamentales para establecer la clara
diferenciacion de las células de Sertoli: la produccion de la Sustancia Inhibidora de los
conductos Miillerianos (MIS) y la expresion de la proteina del gene Sox9 (Miinsterberg et
al., 1991; Da Silva et al., 1996). En nuestras condiciones experimentales, ambos criterios
se cumplieron, por lo que probablemente las células de Sertoli fueron capaces de producir

el FIM.

Por otra parte, las observaciones de que todas las células germinales inician la profase I
de la primera division meiotica en reagregados de hembras, nos indican que la
manipulacion experimental no altera la diferenciacion normal de estas células. En
reagregados donde se mezclaron gonadas XX y XY, se encontrd un 52% de células
meioticas y un 47.5% de células en arresto mitotico, lo que hace pensar que a diferencia
de las células germinales de macho, las células germinales de hembra fueron capaces de
iniciar la meiosis en un ambiente de macho. Esto sugiere que las CGP XX no fueron
influenciadas por el FIM producido por las células de Sertoli.

Aunque en ¢l presente estudio no se identifico el sexo de las células germinales, el
analisis cuantitativo de reagregados en los que se mezclaron los dos sexos mostrd que un
alto porcentaje de CGP permanecieron en arresto mitdtico. Esto sugiere que el factor
inhibidor de la meiosis no se pudo diluir por la manipulacién experimental. Por otra parte,
en estos reagregados heterotipicos varias de las presuntas CGP XX en meiosis, se
detectaron en contacto directo con las células de Sertoli dentro de los cordones
seminiferos identificadas por ultraestructura.
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Nuestros resultados sugieren que el contacto directo entre las células sométicas y
germinales en la gonada indiferenciada (11 dpc), es suficiente para dirigir el
comportamiento de las CGP en los reagregados. Asi, la determinacion de las CGP XX
para iniciar la meiosis queda demostrada cuando estas inician el proceso dentro de los
cordones seminiferos, en tanto que las CGP XY no lo hacen aunque queden en el estroma

de los reagregados.

En los reagregados, las CGP XX son capaces de formar parte de los cordones
testiculares e interactuar con las células de Sertoli. Si a los 11 dpc ya estan determinadas
para iniciar la meiosis y la cercania con Sertoli no tiene ninglin efecto sobre este proceso,
esta resultado se puede basar en lo siguiente: a los 10.5 dpc se inicia la expresion del gen
determinante del testiculo (Sry) en las células de preSertoli, desencadenando una serie de
eventos para la diferenciacion testicular. Uno de estos eventos pudiera ser la expresién del
FIM, por el cual las CGP XY quedarian "programadas" para no iniciar la meiosis. Esta
informacion seria transmitida a las subsecuentes generaciones del mismo linaje celular. De
esta manera, en nuestros reagregados, al utilizar génadas de embriones XX de 11 dpc la
sefial temprana proveniente de las células de preSertoli no estuvo presente sobre las CGP
XX rodeadas por células prefoliculares que no producen el FIM y por consecuencia

tienden a iniciar la meiosis (figura 13).

Se plantea entonces el problema de una temprana diferenciacion de las células
precursoras de Sertoli, capaces de "programar” a las CGP antes de los 11.5 dpc previos a
la disociacién. Aunque se sabe que los genes SF-1, Wt-1, ZFY, Sox9 y Dax1 se expresan
desde etapas muy tempranas del desarrolio gonadal, todos ellos lo hacen en los dos sexos,
por lo que ninguno parece estar involucrado directamente en la temprana produccion del
FIM. Por otra parte, el gene Oct-4 se expresa especificamente en las CGP, pero también
es comun a los dos sexos en el periodo de gonada indiferenciada, por lo que su regulacion
tampoco parece ser responsable para el inicio o no de la meiosis. Tanto el Oct-4 de las
CGP como el SF-1, Sox9 y Dax1 de las somaticas se expreéan en forma sexo-especifica a
partir del 12.5 dpc, por lo que su regulacion parece ser importante para mantener la
diferenciacion de ovarios y testiculos embrionarios. Sin embargo, la regulacién diferencial
de estos genes es secundaria al compromiso de las CGP, a la luz de nuestros presentes

resultados.

Podemos sugerir que en las CGP XY existieran receptores a algun factor secretado por
las células de Sertoli que inhibiera el inicio de la meiosis. La expresion de los receptores en
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las CGP puede ser inducida por las células somaticas de la cresta genital XY desde el
momento de su llegada a las crestas genitales (9.5 dpc). Las CGP XX al no expresar estos
receptores en las crestas genitales XX, no responderian a dicho factor. Por otra parte,
cabe la posibilidad que en nuestros reagregados, células somaticas XX (prefoliculares) se
incorporen a los cordones seminiferos e inhiban la actividad del FIM sobre las CGP XX
pero no sobre las CGP XY (figura 14). Esta posibilidad s6lo podra demostrarse haciendo
reagregados con CGP y células somaticas altamente enriquecidas, cuyo sexo genético

pueda identificarse bajo el microscopio.

10.5 dpe

FIM

10.5 - 12.5 dpe 11.5 dpc

Reposo Mitético  Inicio de Meiosis

Figura 13.

A los 10.5 dpc se inicia la expresion del gene Sry en las células de preSertoli, desencadenando una
serie de eventos que llevan a la diferenciacion testicular a partir de la gonada indiferenciada. Uno
de estos eventos, pudiera ser la expresion de un factor inhibidor de la meiosis (FIM) el cual
actuaria sobre las CGP al establecerse la cresta genital XY. En los reagregados, al utilizar génadas
de 11-11.5 dpc, la sefial proveniente de las células de preSertoli no estuvo presente sobre las CGP
XX y por consecuencia inician la meiosis.



Figura 14.

En reagregados mixtos, las CGP de hembra presentan receptores al FIM. Sin embargo, pueden o
no responder al FIM cuando estan rodeadas de células sométicas XX prefoliculares.
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8. CONCLUSIONES

1) En nuestras condiciones experimentales de disgregacién-reagregacion
celular, se recapitulan los procesos histogenéticos que llevan a Ia
diferenciacion de testiculos y ovarios a partir de la génada
indiferenciada (11 dpc).

2) La formacién de cordones seminiferos requiere la presencia de células
del estroma mesonéfrico. Sin embargo, el inicio de Ia meiosis se lleva a
cabo con o sin células mesonéfricas.

3) La manipulacién experimental de disgregar-reagregar crestas
urogenitales de 11 dpc no altera el destino de las células germinales
primordiales (CGP) in situ. Las CGP XY se mantienen en un estado de
reposo mitético, mientras que las CGP XX inician el proceso de meiosis.

4) En los reagregados mixtos, las CGP inician o no la meiosis
independientemente de su ubicacién dentro de los cordones seminiferos.

5) Nuestros resultados sugieren que las CGP estin determinadas durante el
establecimiento de la génada indiferenciada (11.5 dpc). La presencia del
factor inhibidor de meiosis podria actuar en etapas mis tempranas del

desarrollo gonadal (10.5 dpc).
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