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RESUMIEN: 

Durante la diferenciación sexual, la gónada indiferenciada se encuentra asociada con el 
mesonefros. En éste órgano se localizan el conducto de Wolff (cW) y el de Müller (cM). En el 
macho, la Sustancia Inhibidora de Müller induce la regresión de los cM y la testosterona la 
diferenciación de los c W en epidídimo, conductos deferente y vesícula seminal. En la hembra, los 
cM se desarrollan en oviductos, útero, cervix y el tercio superior de la vagina mientras que los 
cW degeneran. Durante la regresión ductal se ha descrito autofagia, heterofagia, aumento en el 
número de lisosomas e infiltración de macrófagos lo que sugiere que la apoptosis juega un papel 
importante durante la regresión de los conductos. Por ello, el objetivo de este trabajo fue aportan 
evidencias de que la apoptosis participa durante la regresión de los conductos en el ratón. Se 
obtuvieron complejos urogenitales de embriones de ratón CD-I de 12.5 a 15.5 días post coito 
(dpc) se fijaron y procesaron para su inclusión en Epon 812. Se realizaron cortes seriados 
semi finos y tinos de las regiones cefálica y caudal. Y se hicieron mediciones de los diámetros 
mayor y menor de cada conducto mediante el programa Metamorph Imaging System. Se encontró 
que a los 12 dpc es trecuente encontrar células mitóticas, mientras que en el siguiente día es más 
frecuente observar células apoptóticas en los dos conductos en ambos sexos. A nivel de 
microscopía electrónica, algunas células epiteliales presentan núcleos picnóticos, fagosomas y 
células fagocíticas invadiendo el epitelio ductal después de atravesar la membrana basal. Aunque 
no todas las células epiteliales presentan las características antes mencionadas, es evidente una 
disminución en el tamaño del conducto y en el número de células que lo conforman. No se 
encontraron diferencias importantes entre los diámetros obtenidos en la región cefálica con 
respecto a la región caudal. Basándose en estas observaciones podemos sugerir que el proceso de 
apoptosis se lleva a cabo durante la regresión de los c W y los cM y que también está presente 
durante la diferenciación de los mismos como un evento de control de la morfogénesis hacia los 
genitales internos de cada sexo. También se apoya la propuesta de que la regresión ductal se lleva 
a cabo de manera homogénea a lo largo de todo el conducto y no en dirección cefalo - caudal 
como otros autores han propuesto. 



iNTRODuccrrÓN 

l. Determinación sexual 

Se le llama determinación sexual al evento que determina el sexo genético del embrión mientras 

que la diferenciación sexual es la cascada programada de eventos morfológicos y moleculares que 

dirigen la diferenciación de la gónada indiferencia hacia ovario o hacia testículo. 

El sexo en el embrión de mamífero queda establecido en el momento de la fertilización debido a 

la existencia de cromosomas sexuales, donde las hembras son XX y los machos son XY. Sin 

embargo se observado que independientemente del número de cromosomas X pero con la 

presencia del cromosoma Y el resultado es el desarrollo de un macho (Ford, 1959). Estas 

observaciones permitieron establecer que la presencia del cromosoma Y es necesaria para que se 

lleve a cabo la diferenciación testicular y hace evidente que en este cromosoma se encuentran el 

(los) factor (es) o gen (es) necesario (s) para la diferenciación testicular. Mas tarde este factor se 

denominó TOF (de sus siglas en inglés: Testis-Oetermining Factor) en humanos y Tdy (de sus 

siglas en inglés: Testis -determining gen on the Y) en el ratón. 

Posteriormente se observó que individuos que presentan el brazo corto del cromosoma Y pero no 

el brazo largo se diterencian como machos mientras que los individuos que presentan en brazo 

largo pero no el corto se diferencian como hembras, estas observaciones permitieron establecer 

que el TOF se localiza en el brazo corto del cromosoma Y. 

Mas adelante, se localizó una región de 35 Kb dentro del brazo corto del cromosoma Y que 

contenía el TOF, este gen se denominó SRY (Sex determining Region, Y chromosome) en 

humanos y Sry en ratón, este gen presentaba todas las propiedades esperadas para el TOF 

(Sinclair el al. 1990). 

La prueba de que el Sry corresponde al Tdy se realizó en ratones transgénicos donde individuos 

XX que portaban el Sry se desarrollan como machos y ratones XY que carecían de Sry se 
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desarrollaron como hembras (Koopman el al. . 1990) Estos experimentos demostraron que el Sry 

es necesario para que se lleve a cabo la diferenciación testicular y que por lo tanto este gen 

correspondía al Tdy. 

El gen Sry se expresa en las células somáticas de la cresta urogenital del macho a partir de los 

10.5, disminuyendo su expresión a los 12.0 dpc que es cuando aparecen los primeros signos 

histológicos de la diferenciación testicular y se apaga a los 12.5 dpc (Hackefel al. . 1995). 

2. Diferenciación sexual primaria. 

La diferenciación sexual primaria se refiere a la diferenciación de la gónada hacia ovario o 

testículo. dicha gónada emerge de un tejido precursor inicialmente común tanto en las hembras 

como en los machos: la gónada indiferenciada. Este precursor aparece como una angosta banda 

de tejido a lo largo del mesonefros, localizado en el mesenterio dorsal del embrión y que tiene el 

potencial para desarrollarse como ovario o testículo (Capel and Lovell-Badge, 1993). La gónada 

indiferenciada (también llamada cresta genital) y el mesonefros son llamados en conjunto cresta 

urogenital. este primordio puede identificarse en el ratón a partir de los 10.5 dpc. 

La gónada indiferenciada presenta dos diferentes linajes celulares durarite su desarrollo, las 

células germinales y las células somáticas. Las células precursoras de las células germinales se 

denominan células germinales primordiales (CGPs) que son de origen extragonadal (Merchant

Larios, 1975). Las CGPs del ratón derivan del ectodermo embrionario y se han detectado 

posteriormente en el endodermo del saco vitelina y el mesodermo del alantoides, luego migran a 

través del intestino posterior y el mesenterio dorsal entre los días 10 Y 12 hasta colonizar las 

crestas genitales (Ginsburg el al. , 1990). En el testículo fetal, las células germinales se 

desarrollan hacia proespermatogonias y se mantienen en un estado de reposo mitótico alrededor 

de los 13.5 dpc. mientras que en el ovario de la misma edad, las células germinales inician la 

meiosis y forman ovocitos (MeLaren, 1988). 
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Dentro de los componentes somáticos de la gónada encontramos las células de soporte, las células 

productoras de esteroides y las células de t,,¡ido conectivo. Las células de soporte se diferencian 

en células de Sertoli en el testículo y en células de la granulosa en el ovario; las células 

productoras de esteroides se desarrollan hacia células de Leydig en el testículo y células de la teca 

en el ovario y las células de tejido conectivo que incluye las células miodes y endoteliales, éstas 

últimas forman los vasos sanguíneos que son necesarios para el transporte de la testosterona a los 

tejidos blanco (McLaren, 1988). 

El origen de las células somáticas de la gónada fue atribuido a dos principales fuentes: el epitelio 

celómico y el mesonetros (Satoh, 1991). En el conejo, células del epitelio celómico parecen 

combinarse con células mesonéfricas para formar un blastema mixto de donde se diferencian las 

células de Sertoli y las foliculares (Wartenberg el al., 1991). En algunas especies donde la 

maduración de la gónada es lenta, como en el caso del humano, la mayoría de las células 

somáticas de la gónada se derivan a partir del mesonefros adyacente (Satoh, 1991). 

Merchant-Larios el al. (1993) demostraron in vilro la activa participación del mesonefros en la 

formación de los cordones seminíferos del testículo de ratón y que células tipo mioide y 

endoteliales provenientes del mesonefros penetran hacia el testículo. También demostraron que la 

diferenciación de las células de Sertoli y Leydig se lleva a cabo aún en ausencia del mesonetros. 

La diferenciación de la gónada en rata y ratón comienza con la condensación de las células 

somáticas de tipo epitelial (células pre-Sertoli o pre-foliculares) y la deposición de los 

componentes de la lámina basal alrededor de ellas. Este arreglo ocurre en gónadas de hembras y 

machos logrando la formación de cordones gonadales (también llamados cordones sexuales), 

dentro de los cuales se localizan las células germinales (Merchant-Larios and Taketo, 1991; 

Smith and MacKay, 1991). 

En los embriones de ratón que genéticamente son machos, expresan el gen determinante de 

testículo (Sry) entre los 10.5 y 12.5 dpc y es justo en el día 12.5 que comienzan a observarse 
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diferencias morfológicas en la gónada de macho al compararse con un ovario de la misma edad 

(Koopman, 1990). 

En la gónada de macho se establecen diferencias fisiológicas cuando las células de pre-Sertoli se 

diferencian (12.5 dpc) y comienzan a secretar la Sustancia Inhibidora de Müller (MIS) cuya 

principal función es la causar la regresión de los conductos mullerianos del macho (Münsterberg 

and Lovell-Badge, 1991). 

La expresión de MIS se apaga entre 2 y 3 semanas después del nacimiento 10 que coincide con la 

diferenciación terminal de las células de Sertoli y la presencia de las primeras espermatogoniass 

que entran en meiosis. El sitio y los niveles de expresión de MIS son muy importantes ya que en 

el desarrollo temprano los altos niveles de esta hormona parecen ser tóxicos para las células 

germinales en meiosis (Münsterberg and Lovell-Badge, 1991), 

Durante la diferenciación de las células de Sertoli, las células mesonéfricas migran hacia la 

gónada aumentando el número de células del compartimento estromático y por contribución de 

células endoteliales (vasos sanguíneos) y mioides se provoca la separación de los cordones 

testiculares del epitelio celómico (Merchant-Larios el al. , 1993; Nordqvist, 1995). Como 

resultado, el testículo difiere del ovario de 12.5 dpc por su alta vascularización. 

A partir del estroma testicular de 14 dpc se diferencian las células de Leydig que sintetizan y 

secretan testosterona, la cual induce el desarrollo de los conductos de Wolff hacia los genitales 

internos del macho. La testosterona es convertida, por la enzima 5a-reductasa en 5a

dihidrotestosterona, un andrógeno especialmente importante para los cambios morfológicos del 

seno urogenital hacia los genitales externos masculinos (Bardin and Catterall, 1981). 

Por otro lado, en el ovario de ratón de 12.5 dpc no se observan diferencias morfológicas y se 

mantiene histológicamente similar a la gónada indiferenciada y sólo es posible observar un 
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aumento en el número de células somáticas y genninales así como del estroma y de vasos 

sanguíneos, constituyendo el estroma ovárico. 

El primer indicador de la diferenciación del ovario es que las células genninales inician la pro fase 

de la primera división meiótica alrededor de los 13.5 dpc. Las células epiteliales que rodean a los 

ovocitos comienzan a separarlos fonnando los primeros folículos cerca del nacimiento 

(Merchant-Larios and Chimal-Monroy, 1989; Merchant Larios, 1991). 

3. l!}jferenciación sexual secundaria 

En la cresta urogenital, la gónada indiferenciada, sin importar el sexo genético. está acompañada 

por dos pares de conductos sexuales o genitales: los conductos paramesonéfricos o de Müller y 

los conductos mesonélricos o de Wolff, los cuales se diferencian en los genitales internos de 

hembra y macho respectivamente. 

Los conductos de Wolff se desarrollan alrededor del día 24 de gestación del humano. surgen a 

partir del mesénquima para vertebral como cordones sólidos de células que circulan por el interior 

del mesonefros y que posterionnente abren hacia la cloaca donde sirven como el principal 

conducto excretor del embrión (Wilson el al. , 1981; Lawrence el al. , 1992). 

Los conductos de Müller están externos al mesonefros y siguen un recorrido paralelo al de los 

conductos de woln: luego los cruzan hasta unirse ambos conductos de Müller (Wilson el al. , 

1981). Estos conductos surgen por invaginación de la superficie del epitelio celómico lateral, 

probablemente inducido por el conducto de Wolff (Didier, 1971; Paranko el al. 1985; 1986) 

creciendo en dirección craneal - caudal (Byskov and Hoyer, 1988; Tsuji el al. 1992, Wibbels el 

al. , 1999). 
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En el embrión sexualmente inditerenciado existe una abertura común para los conductos genitales 

y el tracto urinario hacia afuera denominado seno urogenital, el cual está localizado en la pared 

abdominal. El desarrollo y destino de los conductos genitales así como del seno urogenital 

dependen del tipo de gónada que se diferencie, en el macho los conductos de Wolff persisten y 

los de Müller degeneran mientras que en la hembra los conductos de Müller permanecen y los de 

Wolff degeneran (Wilson et al. , 1981). 

El mecanismo fundamental de la diferenciación sexual fue establecido por Alfred Jost en 1947 y 

1953. Estableció que embriones castrados de conejo antes de la diferenciación de la gónada, 

desarrollan los conductos de Müller y degeneran los conductos de WoltT dando un tenotipo 

femenino sin importar el genotipo del embrión. Esas observaciones le pennitieron establecer que 

la presencia del ovario o la ausencia de gónada penniten el desarrollo de los caracteres femeninos 

y que la presencia del testículo fetal es importante para el desarrollo del tenotipo sexual 

masculino. Una segunda serie de experimentos demostró que cuando un cristal sintético de 

andrógenos es introducido en la cavidad abdominal de un embrión macho castrado se estimula el 

desarrollo de las estructuras masculinas pero no se inhibe el desarrollo de los conductos 

mullerianos. Estos dos experimentos demostraron la existencia de una honnona producida por el 

testículo tetal, diterente a la testosterona, causante de la regresión de los conductos mullerianos, 

actualmente conocida como Honnona Anti-Mülleriana (AMH) (Jost, 1947; 1953). 

A partir de las observaciones realizadas por Jost, se establecieron las diferencias honnonales de 

los sexos y con ello la diferenciación sexual de los genitales internos y externos. En el macho, el 

proceso de regresión o estabilización de tracto reproductor es controlado por hormonas 

producidas por el testiculo embrionario. La presencia de testosterona, producida por las células de 

Leydig, estabilizan los conductos wolffianos mientras AMH es secretada por las células de 

Sertoli erran and Josso, 1982) e inducen la regresión de los conductos mullerianos que son 

sensibles a AMH solo durante un periodo limitado de tiempo después de la diferenciación 

gonada!. La exposición de los conductos a esta hormona antes o después del periodo critico no es 

efectiva (Byskov and Hoyer. 1988). 
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La parte craneal de cada conducto de Wolff está conectada, en el macho, al testículo y origina el 

epidídimo. la porción central se desarrolla como una gruesa capa muscular que origina el vaso 

deferente y la porción terminal o caudal forma el conducto eyaculatorio y la vesícula seminal 

(Wilson el al. . 1981: Byskov and Hoyer, 1988). Algunos túbulos mesonéfricos craneales que 

están conectados a la red de testis, son retenidos como conductos eferentes del epidídimo. 

Durante la diferenciación del epidídimo, el conducto de Wolff crece en longitud y se pliega, 

posteriormente es rodeado por células mesenquimáticas que se diferencian como una delgada 

capa de células musculares lisas (Byskov and Hoyer 1988). Simultáneamente, la glándula 

prostática se origina de la yema endodermal en la línea de la uretra primitiva (Wilson el al. , 

1981 ). 

El desarrollo de los genitales externos también está determinado por la presencia o ausencia del 

testículo y por los receptores para andrógenos. Además, la presencia de la enzima 5a-reductasa en 

el seno urogenital provoca la biotransformación de la testosterona a dihidrotestosterona, causante 

de los cambios morfológicos hacia los genitales externos del macho. Así, el desarrollo del pene y 

del escroto comienza poco después de la virilización del conducto wolffiano. El pliegue genital se 

alarga y fusiona para formar el pene y la uretra. Como consecuencia de la fusión de las 

tumefacciones urogenitales en cada uno de los sitios del orificio uretral se forma un escroto 

bilobular que sirve como receptáculo para los testículos en el momento de descender. Hacia el 

termino del desarrollo de macho, se da el descenso testicular y el crecimiento de los genitales 

(Wilson el al . • 1981). 

En la hembra a consecuencia de la falta de andrógenos ocurre la regresión del conducto de Wolff 

poco después de la diferenciación ovárica. Sin embargo, antes de que la degeneración del 

conducto sea completada, este da origen a brote o yema uretérica y contribuye a la formación de 

la vejiga y la uretra (Byskov and Hoyer, 1988). La ausencia de AMH en la hembra, permite que 

el conductos de Müller se desarrollen. La región cefálica de estos conductos origina los 

oviductos, la parte media de ambos conductos puede fusionarse para formar el canal uterovaginal 

que es el primordio de un cuerpo uterino simple y del cervix o pueden no fusionarse y mantenerse 
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separados para formar úteros pareados. La región caudal contribuye a la parte superior de la 

vagina. (Wilson el a/. • 1981; Byskov and Hoyer, 1988; Lawrence el al. , 1992). El tubérculo 

genital formará el clítoris. las tumefacciones originaran los labios mayores y el pliegue genital a 

los labios menores (Wilson el al. , 1981) 
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lFig. 1. Diferenciación de los genitales internos de mamíferos. 

A. Complejo urogenital sexualmente indiferenciado donde se observan las gónadas (g), 

los conductos de Wolff (cW) y los conductos de Müller (cM) embebidos en el 

mesonefros (m) así como el seno urogenital (su). B. Diferenciación del complejo 

urogenital en el macho donde se encuentran los testículos (t) y los derivados de los cW: 

epidídimo (ep), conducto deferente (cd) y vesícula seminal (vs) y el cM en regresión (--

). C. Diferenciación del complejo urogenital en la hembra donde se observan los ovarios 

(ov) y los derivados de los cM: oviductos (ov), útero (ut), cervix (cx) y tercio superior de 

la vagina (vag) y el cW en regresión (---). 
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4. Regresión de los conductos genitales 

El proceso de regresión o estabilización de los conductos genitales es controlado por las 

hormonas producidas por la gónada. En el testículo se sintetizan testosterona responsable de la 

estabilización de los conductos de Wolff mientras que la MIS causa la regresión del conducto de 

Müller (Jos!. 1953; Josso el al. , 1977). En las hembras la ausencia de andrógenos provoca la 

regresión de los conductos de WoltT y la ausencia de MIS la permanencia de los conductos de 

Müller. Las diferencias en la dependencia hormonal de los dos sistemas de conductos genitales 

hace pensar que el (los) mecanismo(s) de regresión ductal también difiere (n). 

En las hembras durante la regresión del conducto de Wolff se ha observado que existe una 

acumulación de células mesenquimáticas alrededor de este conducto, al mismo tiempo. la capa 

continua de fibronectina que lo rodea presenta degradación e interrupciones. Estas observaciones 

sugieren que el mesénquima juega un papel importante durante la regresión de los conductos 

wolffianos siendo responsables del decremento en la síntesis y/o deposición de fibronectina 

alrededor del conducto y que pueden ser inducidas de forma primaria durante la regresión del 

conducto de WoltI Esto implica que las células mesenquimáticas dependen de un suministro 

continuo de testosterona para mantener su nivel original de síntesis y secreción de fibronectina 

por lo que en ausencia de testosterona y la desaparición de fibronectina asociada con la 

membrana basal, daría como resultado la involución del epitelio ductal y su membrana basal 

(Paranko el al .• 1984). También se ha reportado autofagia, heterofagia y degeneración in situ 

como eventos importantes durante la involución del conducto wolffiano de ratas hembras (Dyche, 

1979). 

Por otro lado, estudios previos hechos en rata demuestran que la degeneración de los conductos 

de Müller inicia en el extremo cefálico y sigue en dirección caudal tanto en observaciones hechas 

tanto in vivo como in vi/ro (Josso el. al. , 1977; Tsuji el al. , 1992), lo mismo sucede durante la 

regresión del cM derecho de pollos hembras, mientras que en los pollos (Forberg and Olivccrona 

1963) y caimanes (Austin 1989) machos la regresión procede en dirección caudo-craneal. 
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El mecanismo de regresión de estos conductos ha sido objeto de diversos estudios, los cuales 

indican que el proceso de regresión está asociado con un incremento en enzimas hidrolíticas 

(Shieb, 1963), la aparición de lisosomas en las células ductales, la infiltración de macrófagos en 

el epitelio (Price el al" 1977) y la presencia de grandes inclusiones en las células epiteliales, 

probablemente como signos de autofagia y heterofagia (Paranko el al. , 1984). En base a estas 

observaciones surgió la hipótesis de que la muerte celular programada llamada actualmente 

apoptosis, juega un papel importante en la regresión del conducto de Müller in vivo (Price el al., 

1977) e in vitro (price el al. , 1979). 

Dyche (1979) observó autofagia y heterofagia en la regresión de los conductos, pero observó que 

dicha actividad fagocítica también estaba presente en el conducto que no degenera sugiriendo así, 

que esta actividad es similar tanto en conductos en regresión como en los que se desarrollan y 

diferencian (Dyche. 1979; Trelstad, 1982). 

Roberts el al. (1999) observaron apoptosis de las células epiteliales del conducto mulleriano 

durante su regresión en embriones macho de rata así como en los conductos de Müller de 

hembras aunque en menor cantidad. Usando detección colorimétrica, reportaron que el epitelio 

mulleriano no expresa el receptor tipo 11 de MIS (MISlIR) quedando restringida a las células 

mesenquimáticas que rodean al conducto lo que sugiere que MIS induce la muerte celular del 

epitelio del conducto de Müller vía parácrina del mesénquima. 

Dado que la regresión del conducto mulleriano inicia en el extremo cefálico, se pensó en un 

posible gradiente cefálico - caudal de MISIIR produciendo un alto grado de apoptosis en el 

extremo cefálico del conducto, sin embargo la apariencia uniforme del transcrito del receptor y la 

presencia de células apoptóticas a lo largo de todo el conducto mulleriano elimina esa explicación 

(Roberts el al. , 1999). 
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En el caimán (Alligafor mississipiensis) el mesénquima que rodea el conducto mulleriano 

también se pierde durante la regresión como resultado de muerte celular o bien por migración 

(Austin, 1989). 

Evidencias en mamíferos y aves sugieren que algunas de las células del conducto mulleriano se 

mantienen viables durante el proceso de regresión y pueden migrar. Estudios usando microscopía 

electrónica muestran que las células epiteliales viables emiten proyecciones hacia el 

compartimento estromático a través de interrupciones de la membrana basal sugiriendo la posible 

interacción epitelio - mesénquima durante la regresión mulleriana (Dyche el al. , 1979: Cuhna 

and Lung, 1979: Trelstad el al. , 1982). 

La ausencia de tibronectina en los sitios donde existen dichos contactos celulares, junto con la 

similitud que existe entre las células epiteliales y las mesenquimáticas de la periferia apoya la 

idea de que existe migración de las células epiteliales (Dyche 1979; Paranko el al. , 1984). 

En la fase de regresión. usando H3 -glucosamina, Hayashi el al. (1982) observaron la presencia de 

células en el estroma que retienen restos de membrana basal en su superficie, éstas se han 

interpretado como células epiteliales que migran fuera del conducto y se integran al mesénquima 

para luego desdi ferenciarse. Seguida de la aparente transformación de células epiteliales, se ha 

propuesto la posible migración hacia el mesonefros, esta propuesta se basa en observaciones 

hechas en quimeras de pollo - codorniz en el que los conductos mullerianos de codorniz fueron 

transplantados a embriones macho de pollo. Se observó que los conductos mostraron regresión y 

que las células ductales de codorniz migraron hacia el mesonefros (Hutson el al. 1984). 

Austin (1995) reportó que las células epiteliales marcadas del conducto de Müller en regresión 

del lagarto salen del conducto y entran al estroma mientras que en conductos cultivados las 

células epiteliales migran hacia el mesonefros y se incorporan al epitelio de los túbulos 

mesonéfricos. 
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PLANTEAMilENTO J)EIL PROBlLlEMA 

El proceso de regresión o estabilización de los conductos genitales es controlado en los machos 

por las hormonas producidas por el testículo embrionario. Los conductos de Wolff son 

estabilizados por los andrógenos secretados por las células de Leydig, mientras que los conductos 

de Müller entran en degeneración por la presencia de la hormona anti - mulleriana secretada por 

las células de Sertoli. 

En la hembra la ausencia de Testosterona causa la regresión del conducto de Wolff y la falta de 

MIS permite el desarrollo del conducto de Müller hacia los genitales internos de la hembra. Las 

diferencias en la dependencia hormonal de los dos sistemas de conductos hace pensar que el (los) 

mecanismo(s) de regresión ductal también es diferente (s). 

Hasta hoy existen dos propuestas que pretenden explicar el fenómeno de regresión de los 

conductos. El primero de ellos propone a la muerte celular programada o apoptosis de las células 

epiteliales de los conductos. La segunda propone que la disolución de los conductos es mediante 

migración de las células ductales hacia otras regiones mesonéfricas. Sin embargo, no existen 

trabajos en ratón que demuestren que la regresión de los conductos se lleva a cabo por apoptosis 

ni que dicho evento se da en dirección cefálica - caudal, por lo que en el presente trabajo se 

abordarán estos puntos. Además, resulta importante trabajar con ratón, ya que actualmente es el 

modelo de mamífero mas conocido en cuanto a su genética molecular. 
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OBJIE'HVO GENIERAL : 

" Aportar evidencias de que durante la regresión y diferenciación sexual de los 

conductos de Wolff y MüIler hay apoptosis en fetos de ambos sexos. 

Objetivos particulares: 

" Establecer la presencia de células apoptóticas en las células epiteliales de los 

conductos así como en las células del mesénquima periductaI. 

" Determinar la presencia de mitosis en las células ductales. 

" Establecer los cambios en el diámetro de los conductos durante la diferenciación 

sexual de fetos de ratón. 
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MATERITAL V MIE'fOJl)O 

Se obtuvieron complejos urogenitales (gónada con su mesonefros adyacente) de embriones 

hembras y macho de ratón de la cepa CD-I de 12 a 15 días post coito (dpc), contando como día 

cero el día en que se observó el tapón vaginal en hembra. 

Los complejos urogenitales lueron fijados en Karnovsky (buffer compuesto por paraformaldehído 

al 1%, glutaraldehído al 2.5% y cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.5) (Kamovsky, 1965) 

posteriormente se lavaron en buffer de cacodilato de sodio y se post-fijaron con tetróxido de 

osmio al 1%. Se deshidrataron con cambios progresivos de etanol (70, 80, 90, 95 y 100%) Y se 

incluyeron en Epon 812. 

Se realizaron cortes semifinos (1 J.!m de grosor) seriados de la parte cefálica y caudal de cada 

mesonefros. tomando como punto de referencia la gónada. Los cortes se tiñeron con azul de 

toluidina para su observación al microscopio de luz. También se realizaron cortes de entre 90 y 

150 nm de grosor los cuales se tiñeron con acetato de uranilo al 2.5% y con citrato de plomo al 

0.3% para su posterior observación a través de un microscopio electrónico de transmisión. 

Se hicieron mediciones del diámetro menor y mayor de ambos conductos usando microscopía de 

luz y mediante el programa de computadora Metamorph Imaging System. Los valores obtenidos 

fueron analizados a través de ANOVA simple y de pruebas de Fisher para determinar diferencias 

significativas entre los diferentes días del desarrollo así como entre las dos regiones estudiadas. 
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Fig. 2 lEsquema del mesonefros y los conductos sexuales. 

Forma en que se realizaron las mediciones de los diámetros de los conductos de Wolff (cW) y 

Müller (cM). La línea punteada corresponde al diámetro menor mientras que la línea continua 

corresponde al diámetro mayor. 
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Las características morfológicas que se consideraron para establecer la presencia de apoptosis en 

los conductos fueron: CD núcleos con cromatina condensada y ubicada en la periferia del nuclear, 

Q) presencia de cuerpos apoptóticos (tragmentos de cromatina y algunos organelos envueltos por 

una membrana celular), al presencia de fagosomas dentro de células epiteliales y/o 

mesenquimáticas y ® la presencia de células fagocíticas entre las células que conforman el 

conducto o próximos a él (Kerr 1971). La identificación de células en mitosis se llevó a cabo 

mediante la observación de figuras mitóticas. 

A. 

Fig. 3. Secuencia de cambios morfolÓgicos de las células en apoptosis. 

A. Célula normal. B. Compactación y segregación de la cromatina y condensación del 

citoplasma. C. Fragmentación nuclear, convolución de la superficie celular y producción de 

cuerpos apoptóticos. 11). Fagocitosis de los cuerpos apoptóticos por macrófagos o células 

adyacentes. 
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RESULTADOS 

CONDUCTO DIE IVilÜILUER DIE HIEIVilBRA 

A los 12 dpc, la región cefálica del conducto de Müller (cM) presenta una forma elíptica y se 

localiza muy cerca del epitelio celómico por lo que pocas células mesenquimáticas se infiltran 

entre ellos. El conducto se presenta como una masa de células epiteliales sin polaridad ni luz 

definidas y algunas de ellas se encuentran en mitosis o presentan proyecciones citoplasmáticas 

dirigidas hacia el epitelio celómico, en este último es frecuente encontrar células en mitosis (Fig. 

4a). El conducto mide aproximadamente 38.23 x 73.28 ~m (Fig. 5) 

La región caudal del conducto se localiza al igual que en la región cefálica muy cerca del epitelio 

celómico pero en este caso el cM se encuentra en contacto con el conducto de Wolff (cW); al 

microscopio de luz se observa que la membrana basal de uno de los conductos se vuelve 

discontinua en la superticie en la que tiene contacto con el otro conducto. Las células del epitelio 

presentan las mismas características que en la región cefálica y el mesénquima se observa laxo. 

Su diámetro promedio es de 38.86 x 62.15 ~m por lo que el diámetro mayor es significativamente 

más pequeño que en la región cefálica (Fig. 6). 

Durante los 13 dpc el conducto se mantiene de forma elíptica de epitelio tipo pseudoestrati ti cado, 

algunas células epiteliales presentan material fagocitado rodeado por una membrana (fagosomas) 

en su interior mientras que en otras se observan figuras mitóticas. Con frecuencia se presentan 

fagocitos invadiendo el compartimento epitelial en cuyo interior contienen fagosomas en 

diferentes grados de reabsorción. El mesénquima que rodea al conducto es el típico 

indiferenciado y en él es posible observar algunas células mitóticas (Fig. 4b). Existe un 

incremento significativo en el diámetro mayor con respecto al día anterior (49.04 x 79.91 ~m) 

(Fig. 5). A diferencia del día anterior, ambos conductos pierden contacto en su región caudal, 

debido a la infiltración de células mesenquimáticas entre ellos, así como también podemos ver 

invasión de mesénquima entre el cM y el epitelio celómico. El diámetro del conducto es 
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significativamente menor que en la región cefálica (38.86 x 65.93 11m) (Fig. 6) Y se mantiene sin 

cambios importantes en su diámetro respecto al día anterior. 

A los 14 dpc el cM se mantiene con características similares tanto en su región cefálica como en 

la caudal. ya que en ambas regiones es frecuente encontrar células fagocíticas intraepiteliales así 

como fagosomas en el epitelio sin embargo, el número de fagocitos y de cuerpos apoptóticos es 

menor que en el día 13 dpc; tampoco es frecuente observar figuras mitóticas (Fig. 4c. 16). El 

diámetro mayor de la región cefálica muestra una disminución significativa con respecto al día 

anterior (53.47 x 65.39 11m) (Fig. 5) mientras que en la región caudal no existen diferencias 

importantes (46.20 x 62.01 11m) (Fig. 6). 

El cM de hembras a los 15 dpc se observa mas desarrollado tanto en su región cefálica como en la 

caudal; presenta una luz definida aunque no tan desarrollada como la que se observa en el cW de 

machos de la misma edad. Se observan cuerpos apoptóticos fagocitados por células epiteliales 

adyacentes y en diferentes grados de degradación (Fig. 4d). El diámetro del conducto en la región 

cefálica no presenta diferencias importantes con respecto al día anterior de desarrollo (48.48 x 

58.88 11m) (Fig. 5), sin embargo, en la región caudal se observa un decremento significativo 

(34.17 x 45.60 11m) (Fig. 6), además se encontró que el diámetro de la región cefálica es mayor 

que en la región caudal. 

CONDUCTO !DIE WOlJFlF DE HIEMBRA 

A los 12 dpc la región cefálica del cW de hembras se observa bien definido y su forma ditiere a la 

del cM de la misma edad ya que recuerda mas un círculo que una elipse, sus células epiteliales 

muestran una marcada polaridad alrededor de una luz pequeña pero bien definida, al microscopio 

de luz se observa una membrana basal completa. Algunas células epiteliales presentan tagosomas 

en su citoplasma y el estroma está formado por células mesenquimáticas típicas (Fig. 4a). Su 

diámetro promedio es de 41.72 x 55.4 7 11m (Fig. 7). 
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La región caudaL está muy cerca del cM y sus células epiteliales presentan las mismas 

características que en la región cefálica y que en la hembra de la misma edad. El diámetro del 

conducto en esta región (41.89 x 52.60 J.l.m) no muestra diferencias importantes con respecto a la 

región cefálica (Fig. 8). 

Durante los 13 dpc comienza a observarse muestras de regresión del c W en su región cefálica, 

ahora las células presentan desarreglo y al microscopio de luz parece que partes de la membrana 

basal se han disuelto, también puede observarse material amorfo en la luz del conducto así como 

núcleos picnóticos. Es frecuente observar células fagocíticas en la periferia del conducto o 

atravesando la membrana basal e invadiendo el compartimento epitelial, también es frecuente 

encontrar cuerpos apoptóticos dentro de células epiteliales. El mesénquima que rodea a éste 

conducto se ve más compacto en comparación al conducto mulleriano compañero (Fig. 4b). En su 

región caudal se observan muy pocas mitosis y pocos fagosomas. El diámetro del conducto en 

ambas regiones se mantiene sin cambios significativos con respecto al día anterior de desarrollo 

(39.86 x 53.75 J.l.m; 44.95 x 59.92 J.l.m) (Fig. 7, 8). 

En la región ce/alica del cW a los 14 dpc se pueden observar algunas células fagocíticas. En 

algunos lugares parece que la membrana basal ha disuelto. La abundancia de fagosomas es menor 

que el que presentaba en el día 13 de gestación (Fig. 4c). El diámetro del conducto muestra un 

decremento importante en su diámetro mayor (35.91 x 42.38 J.l.m) (Fig. 7). 

Al microscopio electrónico se observan células en mitosis. En las proximidades del conducto se 

pueden observar fagocitos que contienen fagosomas en diferentes grados de reabsorción (Fig. 

14). A mayor aumento se observa como la membrana basal del conducto se extiende sobre la 

superficie del fagocito mientras que células mesenquimáticas emiten proyecciones citoplásmicas 

penetrando entro los dos tipos celulares (Fig. 15). 

En la región caudal del cW las células epiteliales rara vez presentan fagosomas en su citoplasma y 

tampoco se observan células con actividad fagocítica invadiendo el epitelio. En el mesénquima 
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que rodea este conducto ocasionalmente presenta figuras mitóticas. El conducto se mantiene sin 

cambios significativos en los valores del diámetro (38.96 x 45.83 11m) (Fig. 8). 

En el e W de hembras de 15 dpc en su región cefálica es frecuente observar signos apoptóticos, las 

células epiteliales han perdido su polaridad tipo epitelial y se ven inmersas en material amorfo 

que se tiñe más que su citoplasma (Fig. 4d, 19). El diámetro del conducto se mantiene sin 

cambios estadísticamente importantes con respecto al día anterior de desarrollo, pero se puede ver 

que es significativamente más pequeño que a los 12 dpc (32.49 x 41.21 11m) (Fig. 7). En la región 

caudal tampoco se observa un decremento importante en su diámetro con respecto al día anterior 

de desarrollo (26.53 x 39.57 11m) (Fig. 8). 
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Fig. 4 Cortes transversales de la región cefálica de mesonefros de hembra. 

El conducto de Müller se encuentra hacia el exterior y presenta una forma ovoide, mientras que 

el conducto de Wolff se localiza hacia el interior del mesonefros y su forma es circular. a. A los 

12 dpc se ()h5erV~n figur~s mitóticas en el conducto de Müller. b. A los 13 dpc se observan 

fagcscmas y células con núcleos picnóticos en el conducto de Wolff; tarnhién se presentan 

células fagocíticas en el conducto de Müller. c. A los 14 dpc, el conducto de Wolff está fllrmado 

por pocas células epiteliales. d. A los 15 dpc solo se observan los restos del conducto de Wolff 

Conducto de MITrfCilCNlTCOnducto oc Wolff (cW) Fagocitos r~), mitosisT*). 
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(1) 

e ... 
<U 

El 
-o ... 
. >1 
El 

100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 
O 

12 13 14 15 12 13 14 15 
dias post coito 

Diámetro menor 
x 31.131 38.861 46.2 1 434.2 

d.s. 6.18 1 4.53 1 4.37 1 4.44 
F(3,35)=16.64 

* diferencias significativas P>O.Ol 

Diámetro mayor 
62.151 65.931 62.01 1 45.6 
6.63 1 7.41 1 4.72 1 3.72 

F(3,35)=18.78 

fig. 6 Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de MüIler 
de hembra en la región caudal de los 4 días estudiados 

24 



UJ 
O ... 
~ 

" El 
'o ... 
u 
§ 

80 

70 

60 

50 

rt ¡t 40 

rf 30 

20 

10 

O 

12 13 14 

Diámetro menor 

15 12 
dias post coito 

13 14 15 

Diámetro mavor 
x 41.721 39.861 35.911 32.49 55.471 53.751 42.381 41.21 

12.511 16.641 5.481 13.57 
F(3,38)=3.87 

d.s. 5.031 5.661 4.891 9.66 
F(3,38)-4.25 

• diferencias significativas P>O.Ol 

Fig. 7 Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de Wolff 
de hembra en la región cefálica de los 4 días estudiados 

80 

70 

UJ 60 
o rfl ... 50 ~ ., 
El 40 
'o ... 

30 .~ 

rfl rÍl rf- ~ 
El 20 

10 

o 
12 13 14 15 12 13 14 15 

dias post coito 

Diámetro menor 
x 41.891 44.951 38.961 26.53 

d.s. 5.001 5.991 2.911 15.65 
F(3,41)=9.34 

• diferencias significativas P>O.Ol 

Diámetro mavor 
52.61 59.921 45.831 39.57 
8.731 3.401 5.921 26.69 

F(3A 1 )=2.58 

Fig. 8 Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de Wolff 
de hembra en la región caudal de los 4 días estudiados 

25 



CONDUCTO DE MlULLIER DIE MIACIHIO 

A los 12 dpc, el cM en el macho es de forma alargada, se localiza en la misma posición y su 

epitelio presenta características similares a las observadas en la hembra de la misma edad tanto en 

la región cefálica (Fig. 9a) como en la caudal. El diámetro en la región cefálica es de 32.51 x 

58.91 ~m (Fig. 10) mientras que en la caudal es de 39.20 x 63.11 ~m (Fig. 11). 

A los 13 dpc las células epiteliales del cM tanto en la región cefálica (Fig. 9b) como en la caudal, 

presentan proyecciones laterales. Es frecuente observar células fagocíticas intraepiteliales y 

escasos fagosomas en las células duclales. El mesénquima periductal comienza a condensarse 

alrededor del cM formando anillos concéntricos. El diámetro del conducto en ambas regiones se 

mantiene sin cambios importantes con respecto al día anterior (34.47 x 62.73 ~m; 28.53 x 56.16 

~m) (Fig. 10,11). 

La región cefálica del cM de 14 dpc muestra claros signos de regresión ya que está formado por 

un menor número de células epiteliales respecto al día anterior, las cuales presentan fagosomas de 

diferentes tamaños; algunos fagocitos son vistos en la periferia del conducto. Las células 

mesenquimáticas presentan características epitelioides y se concentran alrededor del conducto 

formando anillos más compactos que los presentes alrededor del cW compañero (Fig. 9c, 17). Al 

microscopio electrónico se observa el contacto de proyecciones citoplásmicas emitidas por 

células epiteliales del cM y por células del mesénquima y que, al igual que en el cW de hembra 

de la misma edad, la membrana basal del conducto se extiende sobre la superficie del fagocito 

(Fig. 17, 18). Se observa un decremento significativo en el diámetro mayor mientras que el menor 

se mantiene sin cambios importantes (29.45 x 42.08 11m) (Fig. 10). La región caudal presenta 

características citológicas similares a la región cefálica pero a diferencia de ésta, no se observan 

cambios importantes en su diámetro (28.46 x 50.04 ~m) (Fig. 11). 

A los 15 dpc el cM en el macho tanto en su región cefálica (Fig. 9d) como en la caudal, está 

formado por pocas células epiteliales, también el número de células mesenquimáticas que rodean 
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al conducto han disminuido. Al microscopio electrónico se observa que algunas regiones del 

conducto presentan interrupciones de la membrana basal, sitios en donde proyecciones 

citoplasmáticas de las células mesenquimáticas hacen contacto con la superficie de algunas 

células epiteliales (Fig. 20, 21). El diámetro del conducto se reduce drásticamente tanto en la 

parte cetiílica (18.62 x 25.29 ¡im) (Fig. 10) como en la caudal (\5.53 x 21.88 ¡im) (Fig. 11). 

CONDUCTO DIE WOILIFIF DIE MACHO 

El e W de macho a los 12 dpc tiene una forma mas o menos circular con las mismas características 

que en la hembra de la misma edad tanto en su región cefálica (Fig. 9a) como en la caudal. El 

diámetro promedio del conducto es de 38.01 x 44.69 ¡im en la región cefálica (Fig. 12) Y de 42.10 

x 52.27 ¡im en la caudal (Fig. 13). 

A los 13 dpc, en ambas regiones, se mantiene la forma circular, el epitelio es simple cilíndrico 

que limita una luz amplia donde en ocasiones se observa material amorfo. Al microscopio de luz 

se observa una membrana basal continua. Es posible observar escasos fagosomas en el epitelio 

del conducto no se observan fagocitos ni en el conducto ni en el mesénquima que lo rodea, el cual 

está inditerenciado (Fig. 9b). El diámetro del conducto muestra un incremento significativo 

(51.29 x 54.35 ¡im; 47.45 x 61.01 ¡im) (Fig. 12, 13). 

Durante los 14 dpc el c W tanto en su región cefálica (Fig. 9c) como en la caudal está desarrollado 

y sus células epiteliales presentan polaridad definida alrededor de una luz amplia, con poca 

frecuencia se observan fagosomas en las células epiteliales y en ocasiones se ven figuras 

mitóticas. Al igual que el cM, el cW se encuentra rodeado por células mesenquimáticas 

condensadas a su alrededor. El diámetro mayor del conducto en la región cefálica muestra un 

incremento significativo con respecto al día anterior (56.43 x 73.41 ¡im) (Fig. 12) mientras que en 

la región caudal se presenta un incremento importante en el diámetro mayor y menor (56.64 x 

68.08 ¡im) (Fig. 13). 
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A los 15 dpc el cW en su región cefálica (Fig. 6d) Y caudal, se mantiene con una luz amplia y está 

formado por un epitelio seudo-estratificado que en ocasiones presenta fagosomas (Fig. 20). El 

conducto se mantiene rodeado por células mesenquimáticas que forman anillos concéntricos 

menos compactos que los observados alrededor del cM compañero (Fig. 9d). La región cefálica, 

el diámetro del conducto no muestra diferencias significativas con respecto al día anterior de 

desarrollo (56.09 x 73.92 11m) (Fig. 12); por otro lado, en la región caudal muestra un decremento 

importante en el diámetro mayor (50.32 x 58.29 11m) (Fig. 22). 
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Fig. 9 Cortes transversales de la región cefálica de mesonefros de macho. 

a. 12 dpc. El conduelo de Müller se localiza hacia la parte externa del mesonefros y es de forma 

alargada mientras que el conducto de Wolff está hacia la parte interna del mesonefros. b. A los 

13 dpc el conducto ele MüIler presenta fagocitos. el mesénquima muestra un arreglo compacto 

alrededor de! conducto; el cW muestra una luz Hnlpli~. c. 14 dpe. Anillos concéntricos de 

mesénquima se concentran alrededor de los conductos. El conducto de MüIler se ve reducido y 

con fagosomas. existen fagocitos cercanos al mismo. El conducto de Wolff está formado por un 

-mayor número de ce lulas, 'las cuales presentan--rngm;olTIas~ d;-l-5 -dpc: El conducto de-Müller-es 

reducido y rodeado por células del mesénquima con características cpitelioides. Conducto de 

Müller (cM), cunduclo de Wolff (cW) Fagocitos (~l. mesénquima (*). 
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Fig 10, Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de Müller 
de macho en la región cefálica de los 4 días estudiados 
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Fig. 11 Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de Müller 
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Fig. 12 Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de Wolff 
de macho en la región cefálica de los 4 días estudiados 
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Fig. 13 Cambios observados en los diámetros menor (blanco) y mayor (gris) del conducto de Wolff 
de macho en la región caudal de los 4 días estudiados 
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Fig. 14 Micrografia electrónica de la región cefálica del conducto de WolfT de hembra a los 

14 dpc. Se observa una célula epitelial en mitosis (mit), un fagocito en las proximidades del 

conducto que contiene fagosomas (.) en diferentes grados de degradación. También se observan 

algunas células mesenq!.!irnMicas (mes) que rodean al condllcto (cW). X2500 

--------------------------------------
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Fig. 15 Región cefálica del conducto de Wolff, amplificación del recuadro de la micrografia 

anterior. Se muestra como la membrana basal (~) del conducto es continua sobre la 

superficie del fagocito (fag) el cual hace contacto con una célula del epitelio ductal (e W); una 

célula mesenquimática (mes) muestra proyecciones citoplásmicas penetrando entre los dos lo 

tipos celulares (flecha curva) X1200. 

-~--------------

Fig. 16 Micrografia del conducto de Müller de una hembra de 14 dpc. Se observan de 

manera simultánea una célula epitelial en apoptosis (ap) y otra en mitosis (mit) en el epitelio 

ductal X8000. 
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Fig. 17 Región cefálica del conducto de Müller de macho de 14 dpc. 

Se observa la compactación de las células mcsenquimáticas (mes) alrededor del conducto (cM) 

y la presencia de células fagocíticas (fag) en las proximidades del mismo, en cuyo interior se 

encuentran fagosomas (*) X8000. 

----------------
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Fig. 18 Conducto de Müller de macho de 14 dpc. Se observa el contacto de una célula 

epitelial del conducto (cM) con una célula mesenquimática (mes) mediante proyecciones 

citoplásmicas. La membrana basal del conducto es señalada con flechas. X 1200. 

Fig. 19 Conducto de WoltT de hembra de 15 dpc.. Se muestra un fagocito (fag) en 

contacto con una célula epitelial (c.ep), parte de la membrana basal (~) del conducto (cW) se 

extiende sobre la superficie del fagocito X6000. 
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Fig. 20 Región cefálica del conducto de Müller de macho de 15 dpc. Se observan 

interrupciones en la membrana basal (~), por donde las células mesenquimáticas (mes) hacen 

contactos con las células epiteliales del conducto (cM). X 10000. 

-- ----
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Fig. 21 Región cefálica del conducto de Müller (cM) de macho de 15 dpc. A. Se muestran los 

dos mecanismo por los que se lleva a cabo la remoción de células apoptóticas : por la actividad 

fagocítica de las células epiteliales adyacentes (c.ep) o por fagocitos (fag) quienes presentan una 

mayor capacidad fagocítica. X 1500. B. Amplificación de la micrografia superior, donde se 

observa con detalle el cuerpo apoptótico (*) dentro de la célula epitelial ducta!. X8000. 
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Fig. 22 Corte transversal de la región cefálica del conducto de Wolff (cW) de macho de 15 

dpc. Se observa el desarrollo de una luz prominente y la presencia de fagosomas (*) en 

células del epitelio duela!. e! cual se encllentra rodeado por mesénquima (mes). X2500. 
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DlSCQJSrrÓN 

Los datos reportados en este trabajo son el resultado de observaciones hechas a los conductos de 

Wolff y Müller durante su regresión gradual en embriones de ratón hembras y machos 

respectivamente. En general, las características citológicas de los conductos son similares a las 

descritas durante la involución in vitro del cM de ratas hembras con suministro de MIS (Tsuji el 

al. 1992) así como lo reportado in silu en embriones machos de rata (Price el al. 1977, 1979), 

ratón (Dyche 1979), pollo y caimán (Forsberg and Olivecrona 1963). 

Uno de los cambios morfológicos iniciales observados en el proceso de regresión del cW y cM es 

la presencia de fagosomas dentro de las células epiteliales ductales a partir de los 13 dpc lo cual 

nos indica la capacidad que tiene este tipo celular para fagocitar restos celulares (cuerpos 

apoptóticos). La presencia de fagosomas es simultánea con la de células fagocíticas que están en 

el estroma adyacente al conducto o atravesando la membrana basal e infiltrándose entre las 

células ductales. Price et al (1977) y Dyche (1979) identi ticaron macrófagos invadiendo el cM 

durante su regresión, por lo que se sugiere que los fagocitos identificados en nuestros tejidos son 

macrófagos. 

Se ha demostrado que fagocitos especializados como los macrófagos, son el principal tipo celular 

encargado de remover los restos de células apoptóticas, particularmente en tejidos con una alta 

tasa de muerte celular. con el fin de evitar una respuesta inmune en el sitio donde están muriendo 

células (Ukeshima, 1996). Sin embargo, también existen evidencias en otros tejidos de la 

participación de células diferentes a los macrófagos con capacidad fagocítica como por ejemplo: 

células epiteliales (Price et al. 1977; Wyllie el al. 1980), células foliculares (Ukeshima 1996). 

fibroblastos (Hall el al. 1994) y células endoteliales (Hess et al. 1997) que también fagocitan 

restos de células apoptóticas. 

Otra característica mortológica importante que se observa durante la regresión de los conductos 

de WoltT y Müller, es la condensación de las células mesenquimáticas que torman anillos 
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concéntricos alrededor del cM los cuales son más evidentes en los machos que en las hembras. 

Un arreglo similar se observa alrededor del cM de rata macho (Price el al. 1977). Este arreglo de 

células mesenquimáticas se da poco después de la presencia de las primeras células fagocíticas 

cerca o dentro del epitelio del conducto en regresión y es particularmente interesante dado que 

parece ser una característica única de la regresión de los conductos sexuales. 

A los 15.5 dpc las células del estroma adyacentes al conducto presentan características epiteliodes 

por lo que son muy semejantes a las pocas células epiteliales que conforman los conductos en sus 

últimas etapas de regresión. Además, se observan algunas interrupciones de la membrana basal 

por donde se emiten proyecciones citoplásmicas de las células epiteliales hacia el estroma con el 

que en ocasiones llega a tener contacto. Las características citológicas de las células ductales y 

mesenquimáticas de los conductos de Wolffy Müller durante su regresión en hembras y machos 

respectivamente sugieren una compleja interacción entre estos dos tipos celulares. 

La presencia de cuerpos apoptóticos, fagosomas y células fagocíticas aunado a las características 

del núcleo sugieren que la apoptosis juega un papel clave en la disolución de los conductos de 

Wolff y Müller como lo sugirió Price el al. en la rata (1977). Es importante señalar que la 

apoptosis se observa en las células epiteliales tanto del conducto que degenera como en el que 

desarrolla, aunque en este último las células apoptóticas son menos abundantes, datos que apoyan 

las observaciones hechas por Dyche (1979) y Trelstad el al. (1982) quienes observan fagosomas 

en los dos conductos y en ambos sexos. 

En los tejidos embrionarios la apoptosis es uno de los eventos mas importantes que participan en 

el desarrollo de varios órganos. La diferenciación de los conductos genitales es un buen modelo 

para el estudio del papel que juega la apoptosis en la morfogénesis del tracto genital durante la 

diferenciación sexual de los mamí feros. 

Este estudio aporta evidencias de que la apoptosis y la heterofagocitosis son eventos que se 

presentan de forma simultánea con la mitosis durante en el proceso de regresión de los cW y cM. 
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Dado que no todas las células epiteliales muestran las características citológicas típicas de 

apoptosis ni rompimiento de las cadenas de DNA (Walker and Skoska 1994), por su actividad 

biosintética después de la significante disolución de los conductos (Hayashi el al. 1982) y por la 

disminución de su volumen celular durante la regresión ductal (Dyche, 1979) no se descarta la 

posibilidad de que también se lleve a cabo autofagia. 

Por otro lado se propuso que un mecanismo que puede estar involucrado en la regresión del cM 

es la migración de células epiteliales hacia otras regiones mesonéfricas mediante las proyecciones 

citoplásmicas, aunque existen pocos trabajos que confirmen esta versión (Austin 1995). Las 

explicaciones propuestas para la regresión mulleriana también podrían ser aplicadas para el caso 

de la regresión del e W de hembra. Estas proyecciones en el caso del macho, también podrían ser 

la evidencia de la interacción epitelio - mesénquima y sugerir que las células mesenquimáticas 

juegan un papel importante durante la regresión como intermediario para la acción de MIS sobre 

el epitelio mulleriano, como lo sugirió Roberts el al. en 1999. 

La disminución gradual en el número y tamaño de las células epiteliales del conducto en 

regresión, con la consecuente reducción en el diámetro, comienza a ser evidente a los 13.5 dpc en 

el macho y un día después en la hembra. Podemos observar que la regresión del cM en la hembra 

comienza cuando las células epiteliales aun no presentan polaridad definida ni se han integrado 

como en el caso del cW compañero. Nuestros datos sugieren que en los machos el cM no alcanza 

la madurez estructural en ningún estadio, lo que probablemente permite que su regresión sea mas 

rápida y que se dé antes de la regresión del e W en la hembra de acuerdo a lo señalado por 

Paranko y Virtanen (1986). 

Dyche (1979) reportó que el diámetro promedio del conducto mulleriano de la hembra de ratón a 

los 12 dpc es considerablemente menor a los reportados en el presente estudio. Probablemente los 

valores medios de los diámetros del cM difieran debido al método de medición utilizado. El 

programa de computadora que nosotros utilizamos nos permite obtener un mayor grado de 

confiabilidad. Con respecto a los valores obtenidos en las mediciones hechas a los conductos de 

41 



Wolff y Müller podemos decir, de manera general, que el cM de hembra y el cW de macho 

muestra un incremento en su diámetro durante los primeros días estudiados para luego disminuir. 

Esto demuestra que en el ratón, alrededor de los días 12 y 14 los conductos aun se encuentran en 

formación y que hacia el día 15 se estabiliza su crecimiento para comenzar su diferenciación de 

acuerdo con el sexo genético de cada embrión. 

DIRECCION DE LA REGRESION 

10sso el al. (1977) Y Tsuji el al. (1992) reportaron que en la rata la regresión de los cM se lleva a 

cabo en dirección cefalo - caudal en base a cultivos de complejos urogenitales en presencia o 

ausencia de MIS. En presencia de MIS, la región cefálica del cM comienza a degenerar antes que 

en la región caudal. Austin (1989) encontró en sus observaciones hechas in vivo e in vilro que el 

cM derecho de hembras de pollo degenera en la misma dirección. En pollo macho, la regresión 

mulleriana es en dirección caudo - craneal (Forberg and Olivecrona 1963) al igual que en el 

caimán macho (Austin 1989). 

En el presente estudio no se observaron diferencias importantes ni en el diámetro ni en la 

estructura de los conductos al comparar la región cefálica con la caudal. Se sugiere que el proceso 

de regresión se lleva a cabo de forma gradual a lo largo de todo el conducto y no en dirección 

cefálica - caudal. Nuestros datos coinciden con las observaciones hechas por Roberts el al. (1999) 

en la rata quienes sugieren que la regresión ductal se realiza de manera homogénea a todo lo 

largo dado qué observaron que el receptor tipo Il de MIS se localiza en el mesénquima próximo 

al cM sin que haya un gradiente de concentración como se supondría debía ser si la regresión 

fuera en una dirección determinada. 

Finalmente, las observaciones del presente estudio sugIeren que durante la regresión de los 

conductos de Wolffy Müller del ratón, el epitelio ductal muestra tanto células apoptóticas como 

células mitóticas. La abundancia de células apoptóticas es mayor a las mitóticas en uno u otro 

conducto, dependiendo del sexo genético del feto. Lo cual sugiere que existe un mecanismo que 
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regula la tasa de mitosis - apoptosis que determina el desarrollo o regresión de los conductos de 

Wolffy Müller durante el desarrollo fetal del ratón. 
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CONClLlJSrrONES 

,f La apoptosis participa activamente durante la regresión de los conductos de WoltT o Müller de 

hembra o macho respectivamente por lo que se apoya la hipótesis plateada para este trabajo. 

,f La apoptosis también está presente durante el desarrollo de los conductos de WoltT y Müller 

en machos o hembras respectivamente. 

,f La mitosis también se presenta durante la regresión de los conductos de Müller y Wolff en 

machos y hembras respectivamente. 
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