" 52 UNIVERSIDAD  NACIONAL AUTONOMA DE  MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“DISGREGACION, REAGREGACION Y

MORFOGENESIS DE LA GONADA

EMBRIONARIA, FETAL Y NEONATAL
DEL RATON (Mus musculus)’’

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA  OBTENER EL TITULO DE

B I o L O G O
P R 3 8 3 N T A

DIANA MARIA ESCALANTE ALCALDE

DIRecTOR:- DR. HorACIO MERCHANT LARIOS

México, D. F. 1987.



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

I. INTRODUCCION
1, Planteamiento del problema
2. Antecedentes
2.1, Determinacidén del sexo en los mamlferos
2.2, La gdbnada indiferenciada

2.2.1, El1 establecimiento de la gdnada indiferenciada
2.2.2. Migracidn de las células germinales primordiales

(CGP)
2.3. Diferenciacidn sexual de la gdnada
2.3.1. Diferenciacidn testicular
2.3.2. Diferenciacidn ovArica

2.3.2.1, Perlodo prenatal
2.3.2.2,. Periodo postnatal
3. E1 enfoque morfogenético experimental
II. OBJETIVOS
ITT. MATERIAL Y METODOS
1. Animales
2. Obtencidn de gdnadas
3. Disgregacidn enzimatica
4, Prueba de viabilidad de gdnadas disgregadas
5. Formacidn de botones celulares por centrifugaciédn
6. Recuperacidn y cultivo de botones celulares
7. Microscopia
7.1, Fijacidén e inclusiédn
7.2. Andlisis histolédgico
7.3. Andlisis ultraestructural
. RESULTADOS
. Incubacidén enzimdtica requerida para disgregacidn
. Viabilidad de las suspensiones celulares
. Porcentaje de células disgregadas en las suspensiones
celulares
. Andlisis de los disgregados control
4.1. Disgregados de testiculos
4.2, Disgregados de ovarios
5. Botones celulares reagregados después de 24 horas
de cultivo
6. Reagregacidn y morfogénesis
6.1. Reagregacidn y morfogénesis de testlculos
6.1.1., Las células somdticas
6.1.2. Las células germinales
6.2 Reagregacidn y morfogénesis del ovario
6.2.1. Las células somdticas
6.2.2. Las células germinales
6.2.3. Etapas de la foliculogénesis

\i
1
2
3
4



V. DISCUSION
Métodos de disgregacidn-reagregacidn
Morfogénesis de los reagregados
Células con desarrollo programado
3.1. Las células de Leydig
3.2. Las ctlulas germinales

4, Cambio en la afinidad entre las células germinales

(€G) v las de Sertoli (S)

5. Consideraciones finales
VI. CONCLUSIONES
VII. APENDICES
VIII.REFERENCIAS

LN =
L L] -

44
49

54
57
59
61

62
64



I. INTRODUCCION,

1. Planteamiento del problema.

La reagregacidn de suspensiones celulares ha demostrado ser
una gran herramienta para el conocimiento de como se dan las
interacciones celulares y cuales son los mecanismos que llevan a
la formacidn de asoclaciones celulares especificas en diversos
6rganos y tejidos embrionarios.

El conocimiento de dichas interacciones y asociaciones es de
gran importancia en el campo que concierne a la diferenciacidn
gonadal de los mamiferos donde, hasta nuestros dlas, es poco lo
que se sabe a ciencia cierta, cuales son los mecanismos
involucrados en 1la regulacidn de la diferenciacidn sexual de 1la
gbénada de los mamiferos, asl como cuales son las interacciones
celulares gque 8e dan durante este evento y cuales son los
mecanismos que llevan a la formacidn de asgciaciones celulares
especlficas durante la diferenciacidén gonadal.

Con base en lo anterior, el presente trabajo se avocéd al
estudio de dichas interacciones y asociaciones en la gonada
embrionaria, fetal y neonatal del ratdn para lo que se utilizéd
un modelo ~experimental de reagregacibn morfogenédtica de

suspensiones celulares. Los eventos .de interés que abarca el

presente trabajo son: la diferenciacidn testicular temprana; el
inicio de la diferenciacidn ovarica que en el ratdn esti
representada  por el iniclio de la meilosis; y la foliculogénesis

hasta la formacidn de follculos primordiales.
Para el desarrollo del presente estudio fue importante tener

como antecedente un panorama general de los eventos que ocurren
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en la diferenciacidn sexual de los mamiferos y mas
especlficamente en la del ratén; esto abarca 1) la determinacién
del sexo, 2) la migracidn de las células germinales hacia 1la
cresta genital, 3) el establecimiento de la gbnada

indiferenciada y 4) la diferenciacidn sexual de 1la génada.

Estos eventos serdn descritos a continuaciédn.
2. Antecedentes.

2.1. Determinacidn del sexo en los mamiferos.

La determinaciédn del sexo en este grupo de organismos es
estrictamente cromosomal y no estd influenciada por el ambiente.
E1l sexo genético se determina en el momento de la fertilizacidn
por la presencia de 1o§ cromoéomas sexuales ( X y Y ).

Las hembras son los individuos homogaméticos, es decir, sus
gametas poseen s8blo un tipo de cromosoma sexual, el X.
Contrariamente los machos son individuos heterogaméticos por
pogseer gametas con cromosomas sexuales tanto X como Y. De este
modo, en el caso del ratdn, la f£fédrmula cromosdmica de 1la
poblacidén de gametas en una hembra es 19X, mientras que ‘la
fdrmula cromosdmica de la poblacidn de gametas de un machot es
1§X o 19Y. Es por lo anterior que se dice que el macho es quién
determina el sexo genético de la descendencia al dar lugar a
cigotos con férmula cromosdémica 38XX (hembra) o 38XY (macho).

La presencia del cromosoma Y parece dirigir el desarrollo del

sexo gonadal hacia testiculo.




2.2. La gdnada indiferenciada.

El desarrollo de las génadas, ya sean ovarios o testiculos,
es resultado del sexo genédtico del individuo: sin embargo, 1los
dos tipos de gbnadas se originan de una estructura comén para
ambos sexos. A esta estructura se 1le ha denominado génada
indiferenciada. Esta es una estructura par, caracter;zada por
ser una masa celular compacta que se localiza en la regibn
ventral del mesonefros; estad constituida por los siguientes
componentes @ i) Tejido epitelial, representaéo por el epitelio
superficial o celdmico y el .epitelio interno, bii)Tejido
mesenquimdtico y iii) Las células'germinales primordiales.

El origen de los componentes somadticos de esta estructura es
de gran controversia. Witschi (1951), con base en sus
estudios en anfibios , 1legd a la conclusidn de que 1la gdnada
estaba compuesta por dos territorios 1z corteza derivada del
epitelio superficial y la médula derivada del mesonefros. ‘Estas -
conclusiones las aplich también a mamiferos. Gillman (1948) vy
Burns. (1961) describen  un modelo de doble ﬁroliferacibn del
ebitelio superficial. Segdn esta hipdtesis el tejido épitelial
interno tiene un origen {nico. Byskov (1981), Upadhyay et
al (1981), Gropp y Ohno (19&6) éugiereh que algunas células
-derivadas del mesonefros contribuyen . sustancialmente en 1la
poblacidn celular de 1a gdnada . Postulan que la gran mayorla,
sl no es que en su totalidad, 1las células epiteliales de los
cordones sexuales, son derivadas del epitelio de tdbulos
mesonéfricos. Esta idea se desarrolld con,basé en la evidencia
morfoldgica, por lo que es necesario una evidencia experimental

_ para reforzar esta hipbtesis; a pesar de &sto es la que mas




adeptos ha cobrado.

El principal argumento en contra de esta idea es que las
células epiteliales mesonéfricas, con funcidn excretora,
tendrian que desdiferenciarse para pasar a formar parte de una
estructura con funciones completamente diferentes aunque cabe
sefialar que, durante el desarrollo embrionﬁrio, no en todos los
mamiferos el mesonefros es funcional. En trabajos realizados con
embriones de pollo, Merchant et al (1984) provoca&on agénesis
unilateral dél mesonefros y sugieren que no hay participacidn de
las células de este drgano para el establecimiento de la gbnada
indiferenciada.

Allen (1904), Brambell (1927), Gruenwald (1942), Pinkerton
et al (1961), Merchant (1975,1979a) y Pelliniemi (1976) proponen
que 1la gdnada se origina por la proliferacidn del epitelio

celdmico y del mesénquima embrionario.

2.2.1. El establecimiento de 1la gbnada indiferenciada.

En los embriones ﬂe‘rat$ﬁ a los 10 dlas postcoito (dpe) sé
observa ~un “engrosamiento del epitelio celbmico en la regién
ventral del mesonefros; debido a su | proliferacidn, . ésté
forma primero un epitelio de dos éstratoa y posteriormente, por
proliferacidn continua, se forma una.estructura compacta; este
evento se realiza en sentido antero-posterior (Bfambell. 1927).
Las céluias germinales primordiales (CGP) que van llegando a 1la
gbnada- quedan incluidas en 1la masa epitelial compacta que
constituye la gbébnada indiferenciada, establecida finalmente a
los 11 dpc; ésta tiene algunos <capilares y algunas células

mésenquiméticas provenientes de la regidén dorsal de 1la gbnada.

Las observaciones realizadas en cerdo y rata muestran que en
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esta etapa comienza la formacién de léminas basales muy delgadas
alrededor de las células del epitelio interno, epitelio producto
de la proliferacidn del epitelio celdémico o superficial, gque
rodean a las CGP, lo que sugiere una formacidn muy temprana de

cordones gonadales (Merchant, 1975; Pelliniemi, 1976).

2.2.2 Migracidn de lasvcélulas germinales primordiales_ (CGP)

Hoy dia existe consenso de que las CGP; que- son
predeceso?as'de las células germinales (CG) en el adulto, son de
origen extragonadal ( Brambell y Parkes, 1927; Everett, 1945;
Mintz, 1958; Merchant, 1975 ).. Las CGP se pueden identificar
por 8u actividad fosfatasa alcalina (Mcka& et al, 1953) y por
sus caracteristicas Torfolbgicas: poseen gran nblcleo, nucléolo
prominente, citoplasma clafo al tefiirse con azul de toluidina,
mitocondrias perinucleares con crestas escasas, vesicﬁlas _de
nicleo denso ( Zamboni y Merchant, 1973 ) y ﬁna inclusiédn de
material fibrilar denominada "Nuage" (del francés: nube) (Eddy,
1974). |

En el emb;ibn de ratédn, 1la etapa més.temprana en la que se
han podido detectar CGP es en 1a. de l1la formacidn del pliegue
cefdlico entre los 7.5 y 8 dias dpc ( Chiquoine, 1954 ). Estas
se localizan en el extremo caudal de la llinea primitiva y en 1a
base del alantoides; poco'después'se encuentran entre la pared
del saco vitelino y el alantoides.

Debido a movimientos morfogenéticos, a los 9.5 dpc se forma
el intestino por invaginacibdn del endodermo; dicho movimiento
arrastra primero a lés CGP en un movimiento caudal por la parte
ventfal del intestino, para posteriormente llevarlas a una

posicidén dorsal del dntestino. A 1los 10 dpc, en la regiédn



ventral del mesonefros, se observan los primeros rudimentos de la
formacidn de la cresta gonadal representada por un
engrosamiento del epitelio celdmico de manera longitudinal vy
pareada en la regiédn del mesonefros; este evento coincide con la
salida del las CGP del intestino y la migracidn de éstas por el
mesenterio dorsal y lateralmente hacia la regidn de las crestas

gonadales, Las CGP, en su fase migratoria, se caracterizan por

presentar ademéds: forma amiboidea, nlcleo un poco irregular,
nucleoplasma granulado, nucléolo prominente y reticulado;
presentan algunas interdigitaciones con células somdticas

circundantes (Zamboni y Merchant, 1973) y organelos polarizados
en sentido inverso a la divrecciédn del movimiento (Clark y Eddy,
1975). Las CGP, a medida que colonizan las crestas genitales,
pierden dichas caracterlsticas.

Como ya se menciond anteriormente, las ‘CGP llegan a su
destino por movimientos pasivos, producto de reacomodos
morfogenéticos de las estructuras embrionarias y por movimientos
activos de éstas. La razdbn por la que las CGP llegan a su
destino, la cresta gonadal, ‘se ha tratado de explicar de tres
maneras. Witschi en 1948 propuso que las CGP eran guiadas por un
gradiente de concentracidn crecienfe de una éustancia
quimiotdctica sintetizada por la gbnada en formacidn. Hay que
hacer notar que paralelamente al inicio de la formacidn de la
cresta gonadal, las CGP abandonan el intestino para dar comienzo
a su fase migratoria., Algunas investigaciones realizadas con
pollos apoyan la existencia de wun factor de ésta naturaleza
(Kuwana et al, 1986). La segunda hipdtesis, denominada ''gula por
contacto" ( Weiss, 1945 ), propone la existencia de caminos

preestablecidos por el tejido circundante. La tercera hipbtesi&
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denominada de '"adhesidén diferencial” (Sperry,1963), propone la
adhesidn, por parte de las CGP , a células o sustancias de 1la
matriz extracelular que hacen mas eficiente su movimiento hacia
la cresta gonadal. Recientemente se ha observado que 1la
fibronectina, glucoprotelna aﬁundante en la matriz extracelular,
es utilizada por 1las CGP <como sustrato para la migracidn
(Alvarez-Buylla y Merchant, 1986). Sin embargo, esté
glucoprotelna parece no guiar a las CGP a su destino, por lo que
es muy probable que la migracidn se de por la existencia de una
sustancia quimiotédctica aunada a la existencia de la
fibronectina, asl como de otras glucoproteilnas de la matriz
extracelular que si;van como sustrato para su migraciédn.

Algo importante de mencionar respecto al establecimiento de
la gdénada indiferenciada es la aparente falta de participacibdn
de las CGP en este evento, aunque si son necesarias para la
diferenciacidén de 1los follculos primordiales y del tejido
esterocidogénico del ovario ( Merchant, 1976; Merchant y Centeno,

1981 ; Merchant,71984 ).

2.3. Diferenciacidn sexual de la gdnada

Fl evento que sigue al establecimiento de 1la gbnada
indiferenciada es 1la diferenciacidn gonadal. Existen dos
hiﬁbtesis que tratan de explicarla . La  primera es 1la

concerniente al antlgeno de histocompatibilidad H-Y; éste se ha
propuesto es el responsable de la induccidén de la diferenciaciédn
testicular (Wachtel et al, 1975). Se observd que individuos que
presentaban testiculos eran antigeno H-Y positivos
independientemente de su sexo cariotlpico (Silver y Wachtel,

1977; Ohno et al, 1979). Sin embargo se ha  visto que hay
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individuos que presentan testlculeos y sSon antigeno H-Y
negativos, esto es lo que lleva a pensar que el papel de dicho
antlgeno, en 1la morfogénesis de la gdbnada no es aln claro. La

seglinda hipdtesis supone que el mecanismo de diferenciacidn estd
dirigido genéticamente, ya que por lo general la presencia del
cromosoma Y provoca la aparicidén de testiculos. Simpson en
1982, propuso que el cromososma Y, en interaccidn con algunos
otros genes en autosomas regulan la diferenciacidn éesticular.
Existen varios modelos que explican la forma en 1la que se
expresa la diferenciacidn gonadal. Witschi (1951) en su
hipdtesis corticomedular propone la existencia de dos sustancias
antagonistas, una producida por la corteza, la '"'cortexina" y
~otra producida por la médula, 1la "medularina"; una de éstas,
seglin el sexo genético del organismo, se sobreproduce y origina
una proliferacidn del _territorio correspondiente y una
inhibicidn de la proliferacidn del territorio contrario de tal
manera que se diferencis un ovario si la cortexina tiene una
secrecidn mas abundante; " contrariamente, se diferencia un
testiculo si es mAs abundante la secrecién 'de 1la medularina.
Gillman (1948) y Burns (1961) propusieron que el testiculo se
diferencla de una primera proliferacién’del epitelio celédmico 16
que da origen a cordones testiculares. Por otro lado un ovario
se diferencia <como producto de una segunda proliferacidn del
epitelio celbmico, lo que da origen a cordones ovériﬁos;
paralelamente con esta segunda proliferacidén debe ocurrir una

desaparicidn de los cordones precducto de la primera,

Brambell (1927) considerd que la diferenciacidn temprana del

testiculo era efecto de una invasién de mesénquima que
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provocaba Qn rearreglo estructural caracterilstico. Por el
contrario, el ovario permanecla estructuralmente en una condicién
indiferenciada por no existir un reacomodo estructural producto
de una invasidén de mesénquima.

En el ratdn entre los 12 y 12.5 dpc ya se puede distinguir,
bajo el microscdpio estereoscdpico, el sexo gonadal del
individuo, 1o que indica que el inicio y la progresidn de los
eventos que ocurren hacia la diferenciacidn gonadal se da entre
los 11.5 y 12 dpc. Bajo el microscobio estereoscdpico se

distingue un ovario de un testlculo porque éste UGltimo, en

comparacién con el ovario, es un poco mas voluminoso, presenta
una gran vascularizacidén, ademds de que en su interior se
observan estructuras refringentes; dstas representan los

cordones testiculares ya diferenciados. El ovario no presenta
las caracterlsticas anteriores y su apariencia interna es muy
homogénea,

A continuacidn y con base en la hipdtesis de que 1la gébnada
se origina de 1la proliferacidn del epitelic celdmico y el
mesénquima embrionario se mencionan lqs evenﬁos que ocurren

durante la diferenciacidn gonadal.

2.3.1. Diferenciacidn testicular.

Un individuo con crbmosomas sexuales XYy, normalmente
desarrollard testiculos a partir de las gdnadas indiferenciadas.
LLos eventos que ocurren en la diferenciacién de esta gdnada son:

i) Invasién de mesénquima y vasos sanguinéos que provoca la
compactacidn de los cordones testiculares ﬁ-fo;mados por células
del epitelio interno o células de Sertoli y las CG-~ y separacidn

de &stos  del epitelio superficial lo qué da lugar a la tdnica
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albuginea.

ii) Las células que rodean a los cordones testiculares se
aplanan en forma paralela a la 1l4mina basal delgada. FEstas
células al diferenciarse tomardn el nombre de células mioides;
éstas son las encargadas de 1la formacidn de las membranas
basales. Ultraestructuralmente se —caracterizan por tener un
reticulo endopldsmico rugoso muy desarrollado; en el espacio
extracelular adyacente a éstas, se observa gran cantidad de
material fibrilar como 1lo es la colagena y la fibronectina
{Paranko et al, 1983).

i1ii) Diferenciaciédn de las células de Sertoli ( nombre dado

a las células del epitelio interno ). Estas tienen dos funciones

principales: el empaquetamiento de las CG y la slintesis de 1a
hormona antimulleriana (Josso et al, 1977), responsable de 1la
regresién de los conductos Mullerianos. Probablemente, las

células de Sertoli intervengan.en la produccidn de un factor
inhibidor de la meiosis (Byskov, 1978)._ LLas células de Sertoli
forman un epitelio de ﬁipo columnar y presenfan prolongaciones
citopladsmicas que rodean a las CG. En el ratdén, en etapa fetal,
entre las células de Sertoli se encuentran uniones estrechas
incompletas; ¢stas en ei adulto se completan y forman 1la unidn
intersertoliana que origina la barrera hematotesticular (Nagano
y Zuzuki, 1976). Estas célﬁlas sblo proliferan durante la etapa
fetal vy durante un corto tiempo en el perlodo postnatal; en la
rata este lapso abarca hasta dos semanas después del nacimiento
( Nagy, 1972).

La sintesis de 1la hormona inhibidora de 1los conductos
mullerianos comienza poco tiempo después de 1a diferenciacién

de l1la gdnada. La citodiferenciacidn enddcrina de estas células
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parece ser independiente de 1la formacidn de 1los cordones
testiculares; lo anterior se desprende de los estudios
realizados por Magre y Jost en 1984 donde muestran que en
testlculos de rata, con ausencia de organizacidn testicular-
provocada por el cultivo em un medio suplementado con suero
bovino fetal (Magre et al 1981)- 1las células de Sertoli
desarrollan y conservan la capacidad de sintesis de 1la hormona
antimulleriana.

iv) Diferenciacidén de 1las células de Leydig. Estas se
diferencian a partir del tejido intersticial y son 1las
enacargadas de la sintesis de andrdgenos en el testlculoc. Las
células de Leydig se citodiferencian pocb tiempo después de la
diferenciacidn de cordones testicuiares., Al igual que en 1las
células de Sertﬁli, parece que la citodiferenciacidn enddcrina
de 1la células de Leydig es independiente de la organizacidn
testicular. Patsavoudi et al (1985) realizaron un estudio en el
que utilizaron el gistema de inhibicidén de organogénesis
testicular provocado por el cultivo con suero bovino fetal.
( Magre et al 1981 ).En‘ estas condiciones, obsérvaron,que las
células de Leydig ﬁesarrollan y conservan la capacidad de
siﬁtetizar esteroides. En el ratédn, 1la c}todiferenciacibn de
las células de Leydig, se hace evidente a partir de los 14 dpc;
se caracterizan por presentar gran cantidad de mitocondrias de
crestas tubulares, organelos caracterlsticos de células
productoras de esteroides. También se observa a partir de este
momento, un gran desarrollo del retlculo endopldsmico liso,
aparicidn de gotitas de 1llpidos e inclusiones de glucdgeno en el
citoplasma (Russo y De Rosas, 1971). El origen de este tipo

celular es controvertido, algunos autores proponen que su
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diferenciacidn es a partir del tejido mesenquimAtico pero otros
sustentan que tienen el mismo origen que las cé&lulas del
epitelio interno e inclusive se ha llegado a postular un doble
origen. La funcidn principal de este tipo celular durante el
perliodo prenatal es 1la produccidn de hormonas androgénicas,
responsables de 1la diferenciacidn del tracto genital interno y
externo del individuo.

v) Diferenciacidn de las células germinales (periodo
prenatal). Las CG en el testiculo temprano reciben el nombre
de proespermatogonias (Hillscher y Hillscher 1978). Estas
presentan caracterlsticas que indican que entraron a otra etapa
de su diferenciacidn, representada por la iniciacién de un
perliodo de proliferacidn activa.seguido por un perlodo de reposo
mitbdtico que se mantiene hasta la pubertad. Dicho perilodo de
proliferacidn coincide temporalmente con un periodo de iguales
caracterlsticas que ocurre a las CG en el ovario. El inicio del
reposo mitdtico de las CG del testlculo coicide temporalmente
con el inicio de la méiosis en el ovario . Se ha observado que
en  ocasiones, algunas CG intracordales en posicidn cercana al
mesonefros parecen entrar a la profase de la primera divisidn
meiética (Byskov, 1978); lo mismo se observd en alguﬁas CG en
posicidn extracordal y cercanas al mesonefros. Con base en las
observaciones anteriores stkov en 1978 propuso l; existencia de
un factor inhibidor de la meiosis sintetizado por las células de
Sertoli que es antagonista de un factor inductor de la meiosis
sintetizado por.componéntes epiteliales mesonéfricos. Upédhyay
y Zamboni (1982) encontraron que las CG que quedan atrapadas en
la regidn de 1la glindula suprarrenal entran en meiosis sin

importar el sexo genético del individuo, e incluso que estas
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células llegan a presentar’ caracteristicas morfoldgicas muy
similares a follculos primordiales. Con base en lo anterior
postularon (op cit.) que en la gbébnada debe existir algln factor
inhibidor de la meiosis; sin embargo, tal y como lo sugieren sus
resultados, estdn en contra de la existencia del factor inductor
de la meiosis de origen mesonéfrico.

Otra caracterlstica importante que presentan las CG después
de 1la diferenciacidén testicular temprana es la presencia de
puentes citoplasmdticos producto de citocinesis incompletas.
Estos puentes son conservados por las CG hasta su diferenciaciédn
en espermééidas y desaparecen cuando se diferencian = en
espermatozooides (Gondos, 1984). Se postula que la presencia de
estos puentes esta involucrada con la manifestacidn de las
siguientes funéiones: 1) Sincronizacidn de la maduracidn de las
CG; 2) Nutricibén de las CG; 1) Limitacidn del nlmero de
divisiones mitdticas por las que pasan; 4) Restriccidén de 1la

mortalidad y 5) Regulacidn genética (Gondos, 1984).
2.3.2. Diferenciacidn ovarica.

2.3.2.1., Periodo prenatal.

El ovario, en comparacidn con el testiculo, permanece mas
tiempo con --un aspecto~ histolédgico similar -a 1la génada
indiferenciada. En el ratén, el testiculo se diferencia
claramente doé dlias antes de <que comience la diferenciacidn
ovarica, representada claramente por el inicio de 1la meiosis,.
Los cordones ovaricos (constituidos por agrupaciones de CG y
cé&lulas del epitelio interno), que en algunos puntos estdn en

continuidad con el epitelio superficial, son pequeiios, de forma
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irregular y estdn rodeados por una delgada 1l4mina basal

continua, Los cordones no sufren un rearreglo inmediato por

invasién de mesénquima y vasos sangulneos, como ocurre en la
diferenciacidn testicular, sino hasta los 15 dpec, donde ambos
elementos originan una separacidn méds evidente de los cordones
ovadricos y la separacidn de cordones del epitelio superficial en
la regidn mds cercana al mesonefros. la invasidén de mesénquima y

vasos sangulneos proviene de una regibébn de tlbulos mesonéfricos

que conectan con el ovario, el rete ovarii (Sainmont, 1906).

Dicha invasidn se propaga dentro del ovario en forma radial y es
mds evidente conforme se acerca el dla del nacimiento. Este
evento es de gran importancia en el proceso de 1la
foliculogénesis . Finalmente, algunos estudios realizados en
rata y ratdn sugieren que la presencia de las CG no es una
condicidn necesaria para la diferenciacidn estructural del
ovario en etapa prenatal (Merchant, 1975; Merchant y Centeno,
1981). '

i) Diferenciacidn de las CG en el ovario.

Las células germinales, que una vez en el ovario  se
denominan ovogonias, inician un perlodo de proliferaciédn activa
Que termina con el inicio de la meiosis. Al igual que las.
prespermatogohias del testliculo, las ovogonias también presentan
puentes .citopldsmicos prdducto de citocinesis - incompletas.
Dichos puentes podrian tener una funcidn muy importanté en la
sincronizacidn de la meiosis, ademds de las ya mencionadas para
la diferenciacidn testicular (Gondos, 1984). Los puentes
citoplasmaticos en la ovogonias desaparecen con la formacidn de
foldculos primarios.

El ratén es un mamlfero que posee lo que se denomina meiosis

R i i 2R R
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inmediata, es decir que comienza muy poco tiempo después de 1la
diferenciacidn sexual (Byskov, 1979). Segln Brambell (1927)
entre 105.13 y 14 dpc se observan ovocitos -1llamados asl para
resaltar que han entrado en meiosis- en las primeras etapas de
la profase I de la divisidn meidtica, es decir en preleptoteno y
leptoteno. En estas etapas se observan en el nldcleo hebras
finas de cromatina unidas a la @embrana nuclear (Zamboni, 1972).
Entre los 15 y 16 dpc la mayorla de los ovocitos se encuentran
en las etapas de cigoteno y paquiteno, esta hltima representada
por 1la presencia de complejos sinaptinémicos, formado por el
acoplamiento de los cromosomas homdlogos y una estructura
protéica que le da 1la apariencia de un complejo tripartita
cuando se observa al microscédpio electrédnico. Es durante estas
dos etapas que ocurre un proceso de degeneracidn en algunos de
los ovocitos. como parte de un programa de .muerte celular ya
establecido. En el ratén, la etapa de paquiteno se prolonga
hasta un par de dias después del nacimiento. Como ya se menciond
anteriormente, se ha propuesto que el inicio de 1la meiosis estd
;ontrqlado por un factor de origen mesonéfrico (Byskov, 1978).
Sin embargo, hay autores que ponen‘en duda la existencia de tal
factor (Upadhyay y Zamboni, 1982; Challoner, 1975 con estudios
de cultivo de 6rgaﬁos.) y proponen en cambio, que el inicio de
la meiosis es un proceéo espontdneo que se da en un perlodo

critico del desarrollo.

2.3.2.2. Perlodo postnatal.
En el ratdn ocurren tres eventos primordiales después del
nacimiento: i) la formacién de follculos, ii) la detencidn de la

meiosis al final de la profase I de la divisidn meidtica y iii)
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la diferenciacidn del tejido esteroidogénico.

1) La foliculogénesis es el mecanismo mediante el cual los
ovocitos se individualizan y se rodean de su dotaciédn de c&lulas
foliculares y de una lAdmina basal. Dicha individualizacidn se
realiza por la fragmentacidén de los cordones ovdricos (Brambell,
1927; Merchant, 1975; 1984). Esta comienza en la regibn cercaﬁa

al rete ovarii Yy es provocada por la invasidn de mesénquima y

vasos sangulneos, lo que ocasiona la fragmentacidn de ‘los
cordones ovlricos. Los estudios de microscopia electrdnica
muestran como las células mesenquimAticas se abren camino entre
cada uno de los grupos de ovocitos rodeados de células
prefoliculares y ademéds, terminan de depositar el material que

forma 1la membrana basal que rodea a los foliculos (Chimal,

1987). l.La formacidn de follculos primordiales - ovocitos
individualizados rodeados por una capa de células foliculares y

una léminalbasal ~ es dependiente de la presencia de ovocitos,.

LLa ausencia de ovocitos conlleva a que los follculos no se

formen en el ovario (Merchant, 1976; Merchant y Centeno, 1981),

L.as células foliculares ultraestructuralmente se caracterizan

por tener un gran nbmero de mitocondrias, retliculo endoplismico

rﬁgoso evidente, complejo de Golgi desarrollado y algunas
gotitas de ;ipidos incluidas en su citoplasma; También
presentan uniones intercelulares entre si asi como sucede con
los ovocitos.  Los tipos de uniones son adherentes y

comunicantes.

Byskov et al (1977) proponen que los tidbulos mesonéfricos

del rete ovarii tienen un papel muy imporatante en el proceso de

la Foliculogénesis. Los autores observaron que en el ratén, la

formacidn temprana de los follculos y su crecimiento dependen de
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la presencia del rete ovarii, e inclusive han propuesto que las

células foliculares se derivan de esta estructura (Byskov y

Lintern-Moore, 1973 Byskov, 1975; Peters, 1978). 8Sin embargo,

en varjos estudios in_ vitro de cultivo de gdbnadas sin
mesonefros, se observa que hay formacibén de follculos

primordiales lo que pone en duda el papel que se potula para el

rete ovarii (Baker y Neal, 1974 en humano; Odor y Blandau, 1971

y Chimal, 1987 en ratén).

Una vez formados los primeros follculos primarios, alrededor
-del cuarto dila postparto, se forma una teca primitiva
representada por "células parecidas a tejido conectivo que se
arreglan en una forma circular alrededor del epitelio folicular"
(Brambell, 1927).

Otra caraéteristicé\ folicular importante que aparece pocos
dias después del nacimiento, es la formacidén de 1la =zona
vpelﬁcida. Esta estd formada por el depdsito de un materdial
acelular vde ‘naturaleza vglucoprotéica qQue aparece entre la
membrana élaémética del ovocito y la de las células foliculares
ﬁircundantes. Odor y Blandau (1969; 1971) observaron que en el
ratén la zona pelbcida kse comienza a formaf en lgs primefos
foliculos formados al segundo dla postparto. Se‘ha postulado que
el material glucoprotéico que 1é constituye esilsintetizado por
las células foliculares -(Chiquoine, 1960); sin embargo, hay
~evidencias qué.sugieren que dicho material es sintetizado por el
ovocito (Chimal, 1987).

1i) Detencidn de l1la meiosis,.

El ndicleo de los ovocitos de los foliculos primarios ya
formados sSe encuentra en la etapa de diploteno de la profase 1

de 1la divisidén meidtica. Esta etapa se caracteriza por la
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reaparicidén de hebras sencillas de cromatina rodeadas por una

vaina fibrilar organizada en proyecciones laterales y horquillas
con grédnulos asociados. Es en esta etapa donde se lleva a cabo

el entrecruzamiento entre los cromosomas homdlogos; el nucléolo

es maAs grande que en otras etapas y presenta una apariencia
reticula: o compacta (Zamboni, 1972). Tn los roedores se
encuentra una estado mas de la profase I que es el dictiado
(Slizynski, 1967); en éste,los cromosomas se extienden adin méas
que en el diplotenol y aparecen como hebras finas reticuladas
asociadas a grumos de heterocromatina (Zamboni, 1972). En el
ratdén 1la wmeiosis se detiene en el estado de dictiado. Se ha
sugerido que el contacto entre ovocito y células foliculares
juega un papel importante en la detencidn de 1la meiosis (Ohno vy
Smith, 1964). Byskov (1978) propuso que este proceso se detiene
por la presencia de un factor dinhibidor de 1la meiosis
sintetizado por las células foliculares; sin embargo, hace falta
méds evidencia experimental que apoye esta id?a.

"iii) Diferenciacidn de{\tejido esteroidogénico.

En el ratédn " 1a diferenciacidn del tejido esteroidogénico
- depende de la formacidn de . foliculos 'y, por 1lo. tanto, de 1la
presencia de CG (Merchant, 1984). En este roedor, las primeras
células con carateristicas de sintesis de esteriodes aparecen
pocos dlas desﬁués del nacimientce (Pehleman y Lombard, 1978).
LLos estudios realizados con ratas tratadas con busulfdn y con un
ratdn mutante estéril sugieren que el proceso de atresia
folicular, durante la infancia o el pe;iodo prepuberal, es de
gran importancia para la induccidén de la diferenciacidn del
tejido intersticial esterocidogénico ( Merchant, 1979b; Merchant,

1976; Merchant y Centeno, 1981).
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3. E1 enfoque morfogenético experimental,

En 1la secuencia de eventos que se llevan a cabo durante el
desarrollo embrionario (morfogénesis, proliferaciébn y
diferenciacidén celular),la superficie celular juega un papel muy
importante. Es 1la estructura mediante la cual las células
reconocen su microambiente, se comunican, reconocen a otras
células y se unen para formar tejidos. Estos eventos reclprocos
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 diferenciacién celular.

El arreglo espacial, el cambio de sitio de las células
migratorias, el ensamblaje y la agregacidn celular selectiva,
son eventos muy importantes en los procesos morfogenéticos. Las
células embrionarias sSon capaces de identificar a otras por.
medio del contacto y de asociarse selectivamente para
desarrollar tejidos y brganos. Los experimentos de reagregacidn
de suspensibnes celulares han demostrado que las <células
embrionarias poseen la capacidad propia de autoensamblarsé en
téjidos. La mayorla de la evidencia que apoya 1lo antérior
proviene de estudios de.reagregacibn de suspensiones celulares
de embriones de ratbdn y pollog sin embargo, este enfoque
experimental se remonta hasta estudios realizados con esponjas y
embriones de equinodermos a principios de este siglo (Wilson,

1907; Galtsoff, 1925; Faure-Fremient,1932; Brien, 1937).

Dichos estudios muestran que las células disgregadas
mantienen su identidad original por lo que son capaces de
reensamblarse y de reconstituir su sistema  multicelular
caracteristico; esto mediante el reconocimiento mutuo, la

asociacidn selectiva y segregacidn de acuerdo a sus entidades
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funcionales y tipo <celular. Algo muy importante de mencionar
respecto a la utilizacidn de este modelo experimental es que los
autores postulan que el proceso de ensamblaje morfogenético en
reagregados celulares es fundamentalmente similar a los eventos
que ocurren en la morfogénesis normal de los embriones.,

El modelo experimental de reagregacibédn de suspensiones:
celulares ha sido utilizado con el fin de aclarar el mecanismo
de 1la formacidén de las asociaciones celulares especlficas
durante ‘la morfogénesis de varios érganos ( Moscona, 1974
Fischman y Moscona, 1971 Moscona y Moscona, 1965; Garber vy
Moscona, 1972).

Este enfoque experimental también se ha utilizado para
tratar de entender los mecanismos de regulacidn involucrados en
la diferenciacidn sexual de gbénadas de aves y mamiferos (Zenzes,
1981; Zenzes vy Engel, 1981; Urban et al, 1981; Muller et al,
1982; Zenzes et al, 1980; Ohno et al, 1978; Zenzes et al, 1978a;
O y Baker, 1978, Grund et al, 1986), en funcidén de que 1los
eventos que ocurren durante la reagregacion de suspensiones
celulares recapitulan 1los eventos que ocurren durante la
morfogénesis normal de la gbnada. |

Varios de 1los trabajos realizados' sobre réagregacibn de
tejido gonadal se han dirigido en dos sentidos fundamentales:
i) observar el papel del antlgeno de histocompatibilidad H-Y en
la diferenciacidn testicular (Zenzes, 1981; Zenzes y Engel,
1981; Urban et al, 1981; Muller et al, 1982; Zenzes et al, 1980;
Ohﬁo et al, 1978; Zenzes et al, 1978a) y ii) el esclarecimiento
del mecanismo de regulacidn del inicio de la meiosis (0 y Baker,
1978 con estudios en hamster). La mayorla de estos trabajos se

han realizado con gdnadas de ratas neonatales. Se ha observado
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que los patrones de reagregacidn varlan de acuerdo a la edad
embrionaria del tejido (Hausman y Moscona, 1975). Debido a 1lo
anterior, parece necesario realizar mAs estudios con este
enfoque experimental en gbnadas de etapas tempranas del
desarrollo con la finalidad de obtener un mejor conocimiento, a
nivel celular, de los eventos que ocurren durante la
morfogénesis y diferenciaciédn gonadal.

El método experimental empleado en forma mAs frecuente en

estudios de reagregacidn de suspensiones celulares de odrganos

disgregados enzimdticamente es el modelo desarrollado por
Moscona en 1961. Este modelo, denominado de '"agregacidn por
rotacién", consiste en colocar l1la suspensidn de células
dispersadas en matraces que contienen un medio de cultivo

especifico; los matraces se colocan en un dispositivo de
rotacidn controlada bajo condiciones de cultivo determinadas.
Mediante este método se puede obtener la reconstitucidn
(reagregaciédn) del patrdén histotipico original del tejido gque se
disgregd enzimdticamente. La principal 1imitanté para el empleo
de la técnica de Moscona es la cantidad de material histoldgico
requerido, ya que existe una masa critica, por abajo de la cual
la mofogénesis y el desarrollo del reagregado no se 1levaﬁ a
cabo (Moscona, 1956). Se han descrito otros métodos de
formacidn de reagregados celulares. Uno de ellos estd basado en
la formacidn 'y <cultivo de botones celulares formados por
centrifugacidn (Regenass et al, 1982; O y Baker, 1978). EL
empleo de la técnica de reagregacibén por centrifugaciédn tiene
la ventaja de que la cantidad de material bioldgico requerido es
relativamente bajo. Con base en 1o anterior,en el presente

trabajo se utilizd un sistema de reagregacidn por centrifugacidn
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que se describird en la seccidn de materiales y métodos.
l.os eventos que se postulanocurren hacia la reagregacidn de
suspensiones celulares se pueden resumir de la siguiente manera:
nmediatamente después de disociado el tejido, las cé&lulas
presentan gran nimero de prolongaciones citopldsmicas. Es por
médio de éstas que las células forman puntos de contacto con
otras a distancia. Estas prolongaciones, una vez que han hecho
contacto con células circundantes, se retraen para dar origen a
agregados compactos de células. Despueés, o q;izé
simultaneamente, dentro de los agregados las células migran vy
toman posiciones preferentes segdn su tipo celular; esto es, hay
una segregaéién de tipos celulaxes 1lo que lleva a una
reconstitucidn progresiva del patrdn histoldgico similar al del
tejido de origen., Por d4ltimo, se establecen uniones
intercelulares entre las células del agregado. En la mayorla de
los casos, estos eventos ocurren durante tiempos de cultivo que

van de 12 a 24 hords (Ben-Shaul y Moscona, 1975a 'y b; Shimada et

al, 1974).
A nivel molecular, el reconocimiento y la adhesividad
‘diferencial deben estar mediados por moléculas en la superficie

“celular. Existen tres hipdtesis que tratan de explicar, a nivel
molecular, como ocurren estos eventos:

i) Roth et al (1971) y Roseman (1974) propusieron un modelo
que sugiere que la adhesidn celular selectiva es el resultado de
interacciones entre carbohidratos y glucosiltransferasas en la
superficie celular. La diversidad de cadenas de carbohidratos y
de glucosiitransferasas, asl como la especificidad de estas
ditimas por aquellas, proporcionan las variaciones necesarias

para dar lugar a las diferencias en adhesividad especlfica que
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existe entre la diversidad de células.

ii) Steinberg (1964) propone que las células se adhieren por
uniones cualitativamente similares = pero que las diferencias
cuantitativas de estos enlaces entre las células son las
responsables de la adhesidn celular vy de la fuerza de tal
adhesidn, lo que da lugar a afinidades celulares especificas.'

iii) Moscona (1974) y Moscona et al (1975) propusieron que
las afinidades <celulares embrionarias estén mediadas por
interacciones entre componentes macromoleculares especlficos de
la superficie celular. Estos tienen la funcidn de ser sitios de
reconocimiento y ligandos entre célula y célula. En este modelo
el reconocimiento entre células estd determinado por
caracterlsticas quimicas de 1los 1ligandos, asl como sus
cantidades ; arreglo topogrdfico en la superficie celular. Esta
hipdtesis postula que la superficie celular de varias iineas .y
tipos celulares esté marcada con patrones especlficos de
ligandos celulares. Dichos patrones expresan las didentidades
fenétipicas de las cé&lulas y determinan 1las propiedades de
recoﬁocimiento entre las células y sus afinidades mutuas.

Existen varias evidencias experimentales que aﬁoyan esta
4ltima hipdtesis. Se sabe que existen moléculas de superficie
que son tejido o tipo celular especificas, asl como también las
hay entre células del mismo origen embrionario (Goldschneider vy
Moscona, 1972); también, se han detectado algunas que son estadé
especlficas (Fischman et al, 1976). De estos componentes de
superficie se han aislado e identificado los llamados '"factores
de agregaﬁibn celular"; dichos factores, se ha vistoc, juegan un
papel muy importante en el reconocimiento y adhesividad celular

(Hausman y Moscona, 1975).
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IT. Objetivos

1, Establecer una técnica que permita 1la reagregacidn y
morfogénesis a partir de suspensiones celulares de gbnadas

embrionarias, fetales y neonatales del ratédn.

2, Comparar los patrones de agregacidn obtenidos a partir de

gbnadas de diferentes etapas del desarrollo.

3. Observar si el suero bovino fetal tiene efectos sobre 1la
reagregacidn de suspensiones celulares de gdénadas embrionarias,

fetales y neonatales de ratdn.
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ITI. MATERTALES Y METODOS

1. Animales,

En el presente estudio se trabajd con gbnadas embrionarias
fetales y neonatales de ratdn de la cepa CD I de las siguientes
edades: 12,13,14,15,16 y 17 dlas de gestacidn (dg); 1 y 2 dias
postparto -(dpp).

Se colocaron cinco grupos de hembras jévenes y virgenes
(tres hembras por grupo) con cinco machos sementales durante
toda la noche. A la mafiana siguiente se revisaron y se
separaron las hembras que presentaron tapdn vaginal, indicacién
de que hubo cdbpula. El dia que se ‘registrd el tapbn vaginal se
considerd como dla cero del perlodo de éestacibn. El nacimiento

de las crlas en nuestra colonia fue al dla 18.

2. Obtencidn de gbnadas.

Se utilizaron, para cada experimento, dos ratonas de cada
una de las edades mencionadas y se trabajd de ;a siguiente
manera: '

Las hembras gestantes se sacrificaron por dislocacién
cervical. Se colocaron con el vientre hacia arriba en un - campo
estéril y se les aplicéd en el abdomen una solucibn.atiséptica de
BENZAL-alcohol al 707 en una propofcibn de uno a uno. Se les
practicd una laparotomla para exponer los dérganos internos; con
ayuda de pinzas y tijeras, se separaron los lteros colocéndolos
en una caja de Petri estéril para ser transportados al cuarto de
cultivo. Aqul se disecaron los embriones separandolos de 1la
placenta y el amnios. Se colocaron en una caja de Petri que

contenla medio de Leibovitz L-15 (L-15) (GIBCO) suplementado con
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200 U/ml de penicilina y 200 pyg/ml de estreptomicina (MICROLABR),
ajustado a un‘ pH de 7.4 y esterilizado por filtracidn. A
continuacidn cada embridn se colocd sobre una base de hule para
reélizarle un corte que abarcd la parte dorsal y posterior del
embrién. Bajo el microscopio estereoscdpico se localizaron las
gdnadas, se sexaron por sus caracterlsticas morfoldgicas y por
su ubicacidén. Con microtijeras se aislaron las gdnadas y se
colocaron en pozos que contenlan medio L-15 para mantenerlas
antes de su disgregaciédn enzimdtica .

Los ratones postnatales se limpiaron con una solucidn
antiséptica antes de transportarlos al cuarto de cultivo en una
caja de Petri estéril. Se sacrificaron por decapitacidn y se

trataron de la misma manera que los embriones y fetos.

3. Disgregacidn enzimdtica.

Las gdnadas aisladas se revisaron para asegurarse que
estuvieran libres de tejido mesonéfrico. Para cada una de 1las
edades se utilizd diferente nlmero de génadas: a) De 12 a 14 dg
se utilizaron veinte. gdnadas de cada sexo separadas en dos
grupos de diez. b) De 15 a l7‘dg, 1l v 2 dpp se utilizaron de 4 a
6 'testiculos separados en dos grupos de 2 a 3 por grupo y de
catorce a veinte ovarios separados en dos grupos de 7 a 10,

En caso de ser necesario , las gdénadas se fraccionaron con
microtijeras. Se retird el medio L-15 de 1los pozos y se
sustituyd por 0.5 ml de una solucidn 0.257%7 (p/v) de tripsina
(DIFCO) en solucidn salina de Rinaldini (1959) modificada (se le
agregd sacarosa en lugar de glucosa). Se incubaron a 37°C por
lapsos de 10 a 25 minutos dependiendo. de la edad de las gdnadas.

Después de la incubacidén se colocaron 1las gbnadas en tubos
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estériles desechables de 5 ml (FALCON), debidamente rotulados,
‘que contenlan 0.5 ml de medio MacCoy 5a modificaciédn
(MICROLAB), suplementado con 200 U/ml de penicilina y 200 upg/ml
de estreptomicina (MICROLAB) y con 107 de suero bovino fetal
(GIBCO) (inactivado 30 min a 56°C durante media hora) para
detener la reaccidn enzimdtica. E1 medio de cultivo suplementado
con suero y antibidticos se denomind "MSA". Los tubos se
centrifugéron 3 min a 1,500 rpm y se decantaron para realizar un
lavado mAds con el mismo medio (MSA) . Después del segundo
lavado se resuspendieron las génadas en 400 yl de MSA y por
agitacidédn mecdnica ( golpeando el tubo con el dedo no mds de
cuarenta veces) se disgregaron hasta obtener wuna suspensiédn
homogénea. Se tomd una muestra de cada suspensidn para tener
controles del estado de las células después de 1la disgregacidn
enzimdtica; cada una de éstas:se colocd en un tubo de centrilfuga
de 400 ul (EPENDORFF) vy se centrifugd 7 min a 1,500 rpm para
obtener un botdn de células el cual se procesd para su andlisis

citolédgico y ultraestructural,

x4. Prueba de viabilidad de gdnadas disgregadas.

A un disgregado de gdénadas de cada sexo y de cada edad se le
aplicd la prueba de viabilidad con azul de tripano. Se tomaron
40 pl de la suspensidén de células disgregadas; se agregaron a un
tubo de centrifuga de 400 yl (EPPENDORF) que contenla 8 yl de
azul de tripano 0.47 (consultar Apéndice I; pagina 62) y 40 ul
de medio MSA. Se mezcld y, después de 5 min ( no mas de 15) se
contd en una cdmara de Neubauer el ndmero total de células y el
nimero de células tefiidas; este dltimo correspondié al de 1las

células no viables. Los resultados se expresaron en porcentaje
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de wviabilidad. También se tomaron datos relacionados al
porcentaje de células _disgregadas, se contaron el ndmero de

células aisladas y el ndmero de células no separadas.

5. Formacidn de botones celulares por centrifugacidn.

Cada suspensidn de células disgregadas se colocd en un tubo
de centrlifuga de 400 pl (EPPENDORF) y se centrifugaron durante 7
min a 1,500 rpm. Posteriormente se procedid a desprender los
botones celulares de la siguiente manera: cada tubo se limpid
con alcohol al 70%Z y se cortd en la porcidén distal al tapdn,
aproximadamente a una distancia de 5 mm del fondo del tubo,
procurando no seccionarlo por completo.

Se manipuld cada tubo por el extremo del tapdn, se colocéd el
casquete cértado bajo el microscébpio estereoscdpico y, con ayuda
de una microespdtula de platino, se desprendid el botdn cglular

sin desintegrarlo, hasta que quedara completamente libre.

6. Recuperacidn y cultivo de los botones celulares.

Cada botdén de células se recogid con una punta para pipeta
de 250 pl1 (CLEAN-PAK), cortada por la punta de forma diagonal y
con abertura suficiente para que entrara libremente, acoplada a
una micropipeta (GILSON) con un volumen entre 6 y 8 pl.

Cada - botdn ( cuatro .de cada edad y dos de cada sexo) se
colocd sobre un filtro NUCLEOPORE ( de 13 mm de didmetro y con
una porosidad de 1.0 um ) que flotaba sobre 1.5 ml de medio de
cultivo contenido en una caja de Petri desechable y estéril de
35 mm de didmetro (LUX).

‘Un botdn de cada edad y de cada sexo se cultivd en medio MSA

( medio de cultivo MacCoy + suero+ antibidticos) en una estufa a
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37°C con 1007 de humeﬂad y en una atmdsfera al 5% de CO9 en aire
durante 24 horas . Los botones paralelos se cultivaron en medio
MacCoy 5a modificacidn suplementado con la misma cantidad de
antibidticos y en ausencia de suero (MA) bajo las mismas
condiciones de cultivo,

Transcurridas las 24 hr de cultivo . se observaron 1los
reagregados bajo el microscopio estereoscdpico y se anotaron sus
caracteristicas. Posteriormente se procesaron para su andlisis
histoldgico y ultraestructural.

Cada experimento se repitid al menos dos veces.

Como controles se utilizaron gbnadas de las edades
mencionadas fijadas inmediatamente después de su obtencidn.
Estas fueron procesadas de la misma manera que los reagregados

obtenidos.
7. Microscopia.

7.1, Fijacidn e inclugibn.

Los reagregados. y controles . se fijaron por inmersidn en
fijador de Karnovsky (1965) modificado (sin CaClZ)b durante uﬁa
hora a 4°C y se lavaron una hora a 4°C  en amortiguador de
cacodila£08' 0.1 M comn un pH de 7.4 . Se postfijaron en una
solucidn 1% (v/v) de 0804, ( Zettergvist, 1956) durante media
hora a 4°C. Los botones de las suspensiones celulares control
se procesaron de la misma manera; solo se centrifugaron después
de cada paso si se habla resuspendido el botbn,

Las muestras se lavaron después de la postfijacidn con agua
destilada; se deshidrataron con alcoholes graduales: 70%, 807%,

90%Z y 95%, diez minutos en cada uno; alcohol absoluto, dos
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cambios de diez minutos. Posteriormente se pasaron a 6&xido de
propileno durante veinte minutos. Se impregnaron en una mezcla
de Epon 812-46xido de propileno en proporcidn de uno a uno,
durante una hora; finalmente en Epon 812 durante dos horas. La
deshidratacidn y la impregnacidédn se realizaron a temperatura
ambiente. Se incluyeron en Epon 812 (Luft, 1961) y se dejaron 12

hr a 60°C para la polimerizacidén de la resina.

7.2. Andlisis histolédgico.

Se obtuvieron cortes semifinos (de 190 nm a 1 pm de espesor)
en el wultramicrotomo ULTRATOME III 8800 (LKB), se tifieron por
flotacidn con azul de toluidina 0.4%Z (consultar Apéndice I1;
pidgina 62) y se montaron en portaobjetos para su estudio en
microscopia de luz. Las obse€rvaciones y toma de fotograflas se
realizaron en los microscopios de luz ULTRAPHOT II (ZEISS) y en
un OPTIPHOT (NIKON),

©7.3. Analisis ultraestructural.

Se obtuvieron cortes finos ( de 60 a 90 ﬁm de ‘espesor) en el
ULTRATOME IIT1I 8800 (LXB) y se montaron sobre rejillas de cobres
dstas se. contrastaron 5 min con acetato de uranilo al 2.5% en
agua destilada y 1 min con citrato de plomo alcalino ( consultar
Apéndice III; pdgina 63). Las rejillas se observaron en el
microscdpio electrdbnico EM-9 (ZEISS). E1l andlisis de 1los

resultados se realizd sobre el material electromicrografico

.tomado.
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IV. RESULTADOS

1. Incubacidn enzimatica requerida para disgregaciédn.

La tripsina es una de las enzimas mids empleadas en la
disgregacién de tejidos. Los tiempos requeridos para wuna
eficiente disgregacién del tejido gonadal resultd ser
dependiente de las edades del sujeto experimental.

Se necesitaron tiempos de incubacidn cortos para gbdnadas de
ambos sexos de edades fetales tempranas (10 minutos para 12 y 13
dg). Gradualmente 1los tiempos de incubacidn requeridos
aumentaron conforme aumentd la edad fetal o neonatal (25 minutos
para las edades de 17 dg a 2 dpp). La grdfica nimero 1 muestra
los tiempos de incubacibén utilizados para disgregar el tejido
gonadal de ambos sexos. |

LLos ovarios de 1las edades entre 17 dg y 2 dpp presentaron
problemas de disgregacidn. Después de la incubacidn enzimdtica y
disgregacidn mecdnica, ﬁuedaron varios fragmentos de tejido no
disociado. Seb prefiridé no aumentar el tiempo de incubacidn
enzimdtica y trabajar con las suspensiones de células obtenidas
~no sin  antes descarﬁar~los fragmentos de tejido no disociado.
Por esta razébn sé tuvo que emplear mayor cantidad:  de gbnadas
femeninas, para obtener una cantidad suficiente de células
disociadas para la formacidn de botones celulares del tamafio

deseado.

2. Viabilidad de las suspensiones celulares.
El tratamiento de disgregacidn enzimatico-mecanico pudo, de
alguna manera, afectar la viabilidad de las células disociadas.

La tripsina es una . enzima que afecta en gran medida las
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proteinas de 1la superficie celular y modifica la fluidez de la
membrana. Esta modificacidn de la superficie puede afectar 1la
relacidn de la célula con su entorno, y provocar que resientan
la naturaleza del sistema de disgregacidn. Para evitar cultivar
dentro de 1los botones celulares gran ntmero de células no
viables, se realizaron pruebas de viabilidad a las suspensiones
celulares previas a 1l1la formacidn de botones. Esto con 1la
finalidad de determinar el porcentaje de células muertas despuéds
de la disociaciédn.

La grdfica 2 muestra los porcentajes de viabilidad obtenidos
con la prueba de exclusidén de azul de tripano en suspensiones
celulares de gdnadas de las.edades trabajadas y de ambos sexos.
En esta se puede observar que en todos los casos el porcentaje
de viabilidad nunca fué menor del 90Z. Dicho porcentaje se
considerd como bueno para proceder a la formacidn y cultivo de

botones celulares para su reagregacidn.

3. Porcentaje de células disgregadas en las suspensiones

celulares,

Se aprovechd el conteo de células viables en 1la chmara dg
‘Neubauer para realizar también un conteo, en las suépensiones
obtenidas, del nlmero de células individualizadas y de las que
se mantenlan wunidas a otras formando grupos de células no
disociadas. La grafica 3 muestra los resultados, expresados en
porcentaje de disgregaciébn. Se observa que las suspensiones
celulares de gbnadas de todas las edades asl como de ambos
sexos, consistian de células individualizadas siempre por arriba
del 80%. Se observd la presencia de algunos grupos de células

no individualizadas; sin embargo estos estaban constituldos de
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no més de ocho células. En el caso de disgregados de
testiculos, estos grumos de células no representaron la adicidn
de estructuras testiculares previas al cultivo, es decir no
existlan fragmentos de cordones testiculares no disgregados. En
el caso de los disgregados de ovarios de 2 dpp se observd la
presencia de algunos ovocitos de gran tamaifio rodeados por hasta

tres células foliculares o prefoliculares.
4. Andlisis de los disgregados control.

4.1. Disgregados de testiculos.
Los botones celulares procesados para ver el estado de 1las
células después de su disgregacibn y antes del cultivo en forma

organotipica, mostraron que en ningdn caso existian estructuras

testiculares no disgregadas por la accidn enzimdtica (Figuras 1
A,C ‘y D). En general, se observd una buena disociacidn del
de

tejido en todas las edades trabajadas y con los tiempos

incubacidn enziméatica empleados., La mayorla de las células eran

independientes aunque se encontraron algunos grupos de células

que estaban unidos por wuniones intercelulares tipo desmosoma

(Figura 1 B). Los grupos de células encontrados estaban

constituidos por un maximo de B células.

En 1los disgregados de testlculos se observaron todos los

tipos celulares que'constituyen al brgano segin la edad en 1la

que fueron disgregados: células epiteliales o de Sertoli,

mesenquimaticas, endoteliales, fibroblastos, de Leydig y células

germinales (Figuras 1 C y D).

La superficie celular de las células somdticas presentaba

gran actividad. Esta consistid de la formacidn de gran nlmero de
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~prolongaciones citoplasméticés del tipo filopodios, es decir
filamentosas. También presentaban prolongacicnes citoplaéméticas
tipo loﬁopodios (Figuras 1 Cy D). Las proespermatogonias de
edades fetales tempranas presentaban la formacibn de
prolongaciones <citoplasmaticas tipo lobopodios, estas fueron

disminuyendo conforme avanzd la edad fetal o neonatal. Algunas

proespermatogonias se mantuvieron en grupos por medio de
comple jos de unidn y fue evidente que los puentes
citoplasmdticos caracterlsticos no son destruidos por el

tratamiento enzimAtico-mecdnico de disgregacidén (Figura 1 E).
En disgregados de testiculos de 17 dg a 2 dpp se observd que las
céluvlas somdticas presentaban un citoplasma muy vacuolado.
Probablemente el estado de estas células fué provocado por la
inmeréién en tripsina durante un tiempo prolongado (Figura 1 D).

4.,2. Disgregados de ovarios.

Los botones celulares de disgregados de ovarios de las
edades fetales de 12 dg a 2 ddp presentaron caracterlsticas
similares a las observadas en los disgregados de testilculos, es
decir, la formacidn de gran nlimero de prolongaciones
citoplasmiticas. FEn los disgregados de ovarios de 17 dg a 2 dpp
algunos ovocitbs murieron al parecer por. elvtratamiento de
disgregaciéﬁ., Se encontraron también ovocitos de diferentes
estados de maduracidn, esto indicado por su tamano . En los
disgregados de ovarios de 2 dpp se encontraron ovocitos
individualizados y algunos rodeados por 2 & 3 «células
prefoliculares o foliculares sin embargo en ningln caso se
observd que 1la lamina basal se conservara. También se observéd

que en disgregados de ovarios de 17 dg a 2 dpp se conservd gran

cantidad de fibras de coligena entre el espacio "intercelular".
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5. Botones celﬁlares reégregados después de 24 horas de
cultivo.

Después de 24 hr de cultivo en forma ofganotipica cadé
cultivo s8e revisd bajo el microscopioc estereoscdépico. Los
botones celulares cultivados con medic suplementado con suero
bovino fetal (SBF) formaron wuna masa celular compacta,
transldcida y de bordes lisos. Por el contrario los botones
celulares cultivados en medio sin SBF  eran de forma muy
irregular y aplanada, aunque can apariencia compacta y
transldcida. La diferencia mds aparente fué que los botones
cultivados con suero siempre eran mas voluminosos y redondeados
que los cultivados sin é1. Después de las 24 hr de cultivo cada
botdn celular se le denomind "reagregado" por considerarse que
después de ese tiempo de cultivo se 1llevaron a cabo eventos
de identificacidn, segregacidn y reensamblaje celular para dar

origen a estructuras gonadales.
6. Reagregacidn y morfogénesis.

En todos los casos, al realizar el andlisis histoldgico de
los reagregados; - se observd que después de 24'hr'de cultiﬁo en
forma organotipica, se’ reconstituyeron las caracterlsticas
principales que didentifican a cada érgano en condiciones de
desarrollo normal. De aqul se desprende que durante este tiehpo
de cultivo se llevd a cabo un desplazamiento celular en el
interior de los botones, que parecen recapitular 1la
morfogenénesis del tejido gonadal. Los criteriés_de evaluacién
vde la organizacidn utilizados fueron: 1) A microscopia de luz,

la apariencia del reagregado es semejante a la del ‘4rgano
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normal, es decir, la formacidn de estructuras similare~ a
cordones testiculares u ovaricos segln el caso. Esto implica 1la
segregacidn de ambos componentes somiticos, el epitelial y el
estromdtico. 2) A nivel ultaestructural, la formacién de lAminas
basales que dindican la restitucidn de un compartimiento

epitelial separado del estromdtico y la formacidn de uniones

intercelulares. En 1o que respecta al compartimiento
estromatico, se tomd en cuenta la restitucidn de la matriz
extracelular, asl como la presencia de fibras de <colaAgena y

otras glucoprotelnas en el espacio extracelular,.

6.1. Reagregacidn y morfogénesis de testiculos.

6.1.1. Las células somaticas.

Los reagregados de suspensiones celulares de testiculos
cultivados con y sin suero bovino fetal presentaron
caracterlsticas similares. En observaciones realizadas con el
microscopio de luz, todos . presentaron la formacidn de
estructuras semejantes a cordones ;esticulares. La morfologla de
dichos cordones fué muy variable: deéde algunos pequeiios - de
forma cillndrica hasta otros grandes e irregulares. Algunos de
estos Ultimos cordones eran superficiales; es decir, no quedaron
en la zona medular del reagregado sino que quedaron en posicién
superficial (Figuras 2 A—Cf.

A nivel ultraestructural las estructuras parecidas a
cordones testiculares estaban constituidas por ..células
epiteliales o de Sertoli; estas presentaron la formacibdn de
l4dminas basales que separaban el compatimento estromatico del
epitelial. Entre las células epiteliales se registrd 1la

presencia de uniones intercelulares tipo desmosoma y uniones
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estrechas incompletas; no se observaron otro tipo de uniones.
En la regidn basal , "~ las células epiteliales presentaron un
citoesqueleto muy desarrollado, como lo muestra la gran cantidad
de microfilamentos que se disponen de forma paralela a la lAamina
basal (Figuras 3 A y B).

En los reagregados de testliculos de todas las edades se
observaron zonas en 1la que la lAmina basal no era continua.
Estas zonas se pueden interpretar como regiones en las que 1la
l4mina basal se estaba formando de novo en el momento de la
fijacidn. Aqul se observron prolongaciones citopldsmicas por
parte de las cédlulas epiteliales, éstas formaron
interdigitaciones y establecieron contacto directo con las
cédlulas del estroma (Figura 3 C).

En reagregados de testdculos de 1 y 2 dpp se observaron
algunas zonas en las que permaneclan mezcladas 1las células

epiteliales y las del estroma.

Los cordones se encontraron incluidos dentro de un tejido

estromidtico organizado en forma diferente segldn la etapa de

desarrollo en la que se hizo la disgregacidn-reagregacidn.
Al microscopio de luz, ‘el estroma presentaba una apariencia

que fué de laxa a compacta (Figuras 2 A-C) . A nivel

ultraestructural las células tipo fibroblasto eran fusiformes o

irregulares, presentabaﬁ un reticulo endopldsmico muy

desarrollado. Hacia el espacio extracelular contiguo a estas

.células se observaron gran cantidad de fibras de coldgena vy

algunos depdsitos de otro material fibrilar de naturaleza no

identificada (Figuras 4 A y B).

En reagregados de testliculos de 15 dg a 2 dpp, se observd

que algunas células del estroma se aplanaron en sentido paralelo
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a la ldmina basal que rodea a los cordones testiculares (Figuras
4 A y 5 A). Estas presentaron gran similitud con las células
miodes que aparecen durante la morfogénesis normal del
testiculo. Al igual que en testiculos normales, estas células
aparentemente secretaron fibras de <coldgena las cuales se
depositaron sobre la 1l4dmina basal. A nivel ultraestructural
estas células son de forma alargada dispuestas en sentido
paralelo a la ldmina basal y presentaron un reticulo
endopladsmico muy desarrollado . El depdésito de fibras de
coldgena sobre 1la 1ldmina basal por parte de éstas células se
observd que era méds abundante conforme avanzaba el dila de
desarrollo de 1los reagregados. Al parecer existe una relacién
directa entre la edad fetal o neonatal del reagregado y 1la
cantidad de fibras de <coldgena depositadas sobre la lémina
basal. (CompArese las figuras. 3 B y 4 C).

Las células de Leydig se localizaron siempre en el estroma
en reagregados de testiculos de 13 dg a 2 dpp. Las
caraterlisticas por 1las que se identificaron fueron: Al
microscopio de luz son células que se tifien densamente con azul
de toluidina (Figura 5 B). Ultraestructuralmente por la
presencia de gran nlmero de mitocondrias con crestas de tipo
tubular e inclusiones lipldicas en su citoplasma (Figuras 6 A y
B). Algunas de estas células presentaron en sSu citoplasma
inclusiones de glucdgeno y en ocasiones se -observaron que

formaban cadenas o agrupamientos.

6.1.2, Las células germinales,.

Los reagregados en general eran sanos como lo demostrd la

"presencia de-.gran nimero de ' figuras 'mitdticas tanto  en las
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células sométiﬁas como en las células germinales, estas Gltimas
antes de entrar en reposo mitédtico. Es importante hacer notar
que el perlodo de proliferacidn activa por el que pasan las
proespermatogonias no se ve afectado por el proceso de
disgregacidn - reagregacidn de los testiculos.

Respecto a la conducta de las proespermatogonias en los
reagregados de diferentes edades, se observd que a partir de los
15 dg, su dincorporacidén dentro de los cordones fué menor, de
manera que la mayorla permaneclan anormalmente en el estroma.
(Figuras 2 B-C y 5 B).

A nivel ultraestructural las proespermatogonias incluldas en

el estroma presentaron caracterlsticas similares a las que

presentan las células in_ vivo: nicleo grande y redondeado,
mitocondrias perinucleares de crestas escasas, citoplasma con

gran cantidad de ribososmas libres y veslculas de nidcleo denso
(Figuras 5 Ay 6 A).

Para tenef una idea mds clara de la dindmica de este evento,
se realizd un estudio cuantitativo de 1la cantidad de
prpespermatogonias que quedaron en posicidn intracordonal en
relécién a las que ocupaban una posiciédn extracordonal en
reagregados dé las edades entre 12 dg y 1 dpp cultivados con
suero bovino fetal. La grafica 4 muestra los valores expresados
en porcentaje , del nlmero de células en ambas posiciones. En
dsta se muestra como el porcentaje de células germinales en
posicidn dintracordonal decrece de manera gradual de un valor
mAximo, = obtenido en reagregados de testlculos de 12 dg, hasta
una minimo de alrededor de 3% en reagregados. de testlculos de 15
dg a 1 dpp. De manera inversa se observd que la cantidad de

células en posicidn extracordonal se incrementé desde un minimo,
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en reagregados de testlculos de 12 dg, hasta un mdximo de cerca
de 977 en reagregados de testlculos de 15 dg a 1 dpp.
Una observacidn interesante en los reagregados fué el

contacto directo de las proespermatogonias extracordonales con

células de Leydig (Figura 6 A).

Algunas de 1las proespermatogonias excluidas o en el borde
del cultivo, presentaban signos de muerte celular; esto es la

vacuolizacidn de su citoplasma y algunas zonas de la superficie

celular interrumpida.

6.2. Reagregacidn y morfogénesis del ovario.

6.2.1. Las cédlulas somdticas.
En todos los reagregados se observd segregacidn de

componentes epitelial y estromdtico. Al microscopio de luz los

reagregados de ovarios de 12 a 15 dg cultivados con y sin suero,

presentaron la formacidn de estructuras semejantes a cordones

oviricos. UEstos eran de forma muy irregular y semejantes a como

se presentan en sus controles in vivo. En los reagregados de

estas edades los cordones ovdricos eran mids evidentes a medida

que avanzd la edad fetal que did origen al reagregado. Esto era

debido a la cantidad de tejido estromdtico que se encontraba

"entre los cordones. En los reagregados de ovarios de 16 dg a 2

dpp 1la formacidn de cordones ovidricos no fué muy clara al

observarse al microscopio de luz (Figuras 7 A-D).

A nivel de microscopla electrbénica se observd en todos los

casos zonas en las que se restituyeron estructuras epiteliales

similares a los cordones sexuales del ovario intacto. Estos

cordones ovaricos restituyeron, al igual que los de testlculos,
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uné l4dmina basal que separd el componente estromdtico del
epitelial (Figura 8 A). También se observd 1la formacidn de
ldminas basales entre dos porciones epiteliales que no
implicaron la dinteraccién epitelio mesénquima en la formacidn de
la ldmina Dbasal. De idgual manera, se observaron zonas de
segregacién y formacidén de ladmina basal incompletas (zonas de
transicidn) (Figura 8 B). En reagregados de ovarios de 16 dg a
‘2 dpp se obsefvaron gran cantidad de zonas de transiciédn. Al
igual que en las células epiteliales de los reagregados de
testlculos, las de reagregados de ovarios presentabgn en la
porcidn basal un citoesqueleto muy desarrollado; presencia de
gran cantidad de microfilamentos en disposicidn paralela a la
1admina basal. Entre 1las células epiteliales se observd 1la
formacidn de uniones intercelulares tipo desmosoma. También se
observd la formacidn de uniones intercelulares entre las células
epiteliales y los ovocitos. (Figuras 10 A y B)

En reagregados de ovarios de 15 dg en adelante se observd
que en algunas zonas se inicia el depédsito de gran nimero de
fiﬁras de coldgena sobre la l1ldmina basal, sin embargo en ninguno
de los <casos se observd un depdsito tal como para indicar lé
formacidén de una membrana basal. La mayor parte de las fibras de
coldgena producida por las células del estroma se depositd entre

los espacios intercelulares (Figura 8 A). Al parecer en los

reagregados de ovarios cultivados con suero la produccidén de
fibras de «coldgena es mAs abundante que en aquellos cultivados
sin este componente. De igual manera los reagregados de ovarios

de 16 dg a 2 dpp cultivados sin suero bovino fetal presentaron

una apariencia mds laxa, probablemente como resultado de la

restitucidén deficiente de la matriz extracelular (Figuras 7 C 'y e



42
D).

6.2.2, Las células germinales.

En reagregados de ovarios de 12 dg <cultivados <con y sin
suero las «células germinales presentaron una gran actividad
mitbtica‘ (Figura 9 A). Esto concuerda con el periodo de
proliferacidn activa por el que pasan las ovogonias antes de su
entrada a la profase de la primera divisibébn meidtica in vivo,
En reagregados de ovarios de 13 dg y algunos de ovarios de 12
dg, las ¢células germinales presentaron los primeros indicios de
inicio de 1la meiosis embrionaria, representado por un grado de
condensacidn  de 1la cromatina similar al preleptoteno o
leptoteno.

En reagregados de ovarios de 14 dg se observd que gran
cantidad de las células germinafes hablan iniciado la meiosis. A
microscopila electrdnica, se Haclan evidentes 1los complejos
sinaptinémicos, estructuras caracterlsticas de células que han
iniciado la meiosis (Figura 9 B).

E1l estado se avance de la meiosis en ovocitos de reagregados

-de ovarios de 15 dg a 2 dpp fué como sigue: En reagregados de

ovarios de 15 dg «casi 1la totalidad de los ovocitos se
encontraban en paquiféno en el momento de la fijacidn. En los de
16 dg se encontraron en paquiteno y diploteno, esta Gltima
evidenciada por el grado de descondensacién de la cromatina. En
los de 17 dg los ovocitos se encontraron en diploteno 'y
dictiado. Finalmente en los feagregados de ovarios de 1 y 2 dpp
la gran mayoria de los ovocitos se encontraron en dictiado,
etépa donde se detiene la meiosis en los roedores.

A pesar de que los reagregados probaron estar sanos como lo

demostrd la alta actividad mitdtica de las células, algunas de
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¢stas, tanto células somAdticas como germinales, se encontraron
muertas dentro del cultivo (Figura 9 B). Esta 'muerte celular
fué mAs evidente en reagregados de ovarios de 14 a 16 dg.

6.2.3. Etapas de la foliculogénesis.

En reagregados de ovarios cultivados con suero y sin este
componente, se observaron varios estados de la foliculogénesis.
Se observd una primera etapa donde 1los .ovocitos mantenian
contacto entre si (Figura 10 A). Esta fase de la
foliculogénesis se observd en reagregados de ovarios de 12 a 16
dg.

Otra fase de la foliculogédnesis detectada consiste en el
evento que_lleva hacia la individualizacidn de los ovocitos, en
¢ste se observa como algunos procesos citoplasmdticos de las
células epiteliales se abren camino entre los ovocitos
intimamente unidos. Esta fase se encontrd en reagregados de
ovarios de 14 dg a 1 dpp. Algunas  de las prolongaciones
citoplasméaticas provenientes de dos diferenies células
prefoliculares, durante esta fase de separaciédn, presentaron
uniones intercelulares tipo desmosoma (Figura 10 C).

En reagregados de ovarios de 17 dg a 2 dpp se observaron
estructuras semejantes a follculos primordiales ya formados
(Figura 10 B) . Sin embargo, la ldmina basal que rodeaba a estas
estructuras era incompleté en algunos puntos e idincluso a
microscopia electrénica se observd que algunas regiones de los
ovocitos se encontraban en contacto con células estromiticas y
fibras de coldgena. En ocasiones se observd como las células
del estroma se abrlan camino entre las células epiteliales. Este
evento recuerda la fase de fragmentacidn de cordones ovaricos

que da origen a los foliculos primordiales (Figura 10 B).
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Lamina 1

Fig.lA Micrografla de luz de la suspensidn celular obtenida
de la disgregacidén de testiculos de 12 dg (312x).

Fig.1lB Micrografla electrbnica de dos células germinales que
se mantuvieron unidas por complejos de unibdn () después de 1la
disgregacidn enzimdtica-mecdnica (7800x).

Fig.lC Micrograflia electrénica de ctlulas disgregadas
obtenidas de testlculos de 12 dg. Obsérvese la gran cantidad de
procesos citopldsmicos que producen las «células disgregadas
(7,800x).

Fig.1lD Micrografla electrdnica de 1la suspensidn celular
obtenida de la disgregacidn de testiculos de 2 dpp. Obsérvese 1la
gran longitud de las prolongaciones citopldsmicas y 1la gran
cantidad de vacuolas que presentan las células. Se distingue
claramente wuna c¢élula de Leydig (L) por la cantidad de
inclusiones lipldicas en su citolasma (7,800x).

Fig.lE Micrografia electrdnica de dos células germinales que
conservaron un puente citoplédsmico (+ ) después de 1a
disgregacidn enzimidtica-mecdnica (7,800x).







LAmina 2

Fig.2A Micrograflia de luz de un reagregado de testiculos de
12 dg cultivado con MSA. El reagregado estd constituido por
cordones testiculares (Ct) y se encuentran dincluidos en un
tejido estromAdtico (E). Se muestran algunas proespermatogonias
dentro de los cordones testiculares (¥*) (320x).

Fig.2B Micrografia de luz de un reagregado de testiculos de
16 dg cultivado con MA. El reagregado estd constituido -por
cordones testiculares (Ct) y estroma (E). Nbtese que no hay
proespermatogonias dentro de los cordones, dstas se encuentran
incluidas en el estroma (*). Algunas células del estroma se
aplanan en sentido ©paralelo a la ldmina basal de los cordones
testiculares, é&stas se identificaron como células tipo mioide
(+) (128x).

" Fig.2C Microgafia de luz de un reagregado de testlculos de 1
dpp cultivado con MA. Es un reagregado muy similar al de 1la
figura anterior, constituido por <cordones testiculares (Ct) . y
~estroma (E). lLLas proespermatogonias se encuentran incluidas en
el estroma o en el borde del reagregado (¥) (128x).
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Limina 3

Fig.3A Micrografla electrénica que muestra uniones
intercelulares tipo desmosoma (+) establecidas entre células de
Sertoli (30,000x).

Fig.3B Micrograflia electrdnica de un reagregado de células
de testdculos de 15 dg cultivado con MSA. Las células de
Serteli (S) 8se encuentran separadas de las células del estroma
(E) por medio de una lamina basal continua (4). NOétese la gran
cantidad de microtlibulos y microfilamentos en el citoplasma de
la. célula de Sertoli, adyacente a 1la 1lamina basal (*)
(30,000x).

Fig.3C Micrografla electrdénica de un reagregado de células
de testlculos de 15 dg cultivado con MA. Se observa como se
establece contacto e interdigitaciones entre las células de
Sertoli (8) vy las del estroma (E). En los puntos donde ocurre
esta interaccidn, la limina basal es discontinua, las puntas de
flecha (> ) indican los sitios donde 1la lAmina basal se
interrumpe (30,000x)






LAmina 4

Fig.4A Micrografla electrdnica de un reagregado de
testliculos de 1 dpp cultivado com MA. Los cordones testiculares
(Ct) son claramente distinguibles del estroma (E). Ndtese que
las células del estroma tienen un retlculo endopldsmico muy
desarrollado. En 1la vecindad de estas clélulas se observa gran
cantidad de fibras de colégena (c). Alrededor de un cordédn
testicular se observa una célula tipo mioide (*) (30,000x).

Fig.4B Micrografia electrdnica gque muestra depdsitos de
material fibrilar de naturaleza desconocida, localizados entre
ios espacios extracelulares: de 1las células del estroma
(30,000x). ’

Fig.4C Micrografla electrédnica de un reagregado de
células de testiculos de 1 dpp <cultivado <con MSA. Ndrese 1la
gran cantidad de fibras de colagena que se depositan sobre la
14dmina basal (30,000x).
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LAmina 5

Fig.5A Micrografia electrédnica de un reagregado de células
de testiculos de 15 dg cultivado con MA. Se muestran algunas
proespermatogonias (Pe) que se encuentran incluidas en el
compartimiento estromdtico (E). Algunas células tipo mioides ()
rodean a un corddn testicular (Ct) (7,800x).

Fig.5B Micrografla de luz del estroma de un reagregado de
células de testliculos de 17 dg cultivado con MSA. Gran nimero
de proespermatogonias (las células redondeadas de citoplasma
claro y nticleo esférico) se encuentran incluidas en este
compartimiento. Se muestra también una célula de Leydig indicada

por una flecha (=) (312x).







Lidmina 6

Fig.6A Micrografla electrédnica que muestra 1la interacciédn
directa entre una célula de Leydig (L) y una proespermatogonia
(Pe) (7,800x).

Fig.6B Micrografla electrdnica de una célula de Leydig. Se
muestra el gran nimero de mitocondrias concrestas tubulares
(mi), asl como inclusiones de 1lipidos (1i) (15,000x).
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Ldmina 7

Fig.7A Micrografla de luz de un reagregado de células de
ovarios de 12 dg cultivado con MSA. Se muestran cordones
ovadricos (Co) y estroma (E). Los cordones ovAricos se encuentran
formados por células epiteliales y ovogonias (320x).

Fig.7B Micrografla de 1uz de un reagregado de «células de
ovarios de 14 dg cultivado con MA. Los cordones ovAricos (Co) se
hacen un poco mds evidentes por la mayor cantidad de tejido
estrom&tico (E) que se encuentra entre ellos (320x).

Fig.7C Micrografla de luz de un reagregado de células de
ovarios de 1 dpp cultivado con MSA. No se observa una formacidn
clara de cordones ovAricos. Las células grandes, claras vy
redondeadas son ovocitos en d}ferentes estados de maduracién

(200x).

Fig.7D Micrografla de luz de un reagregado de células de
ovarios de 1 dpp cultivado con MA. Nétese que es un reagregado
aplanado vy de constitucidn laxa. No se observa una clara
formacién de cordones ovAricos. También se observan varios
ovocitos en diferentes estados de maduracidén (200x).






Ladmina 8

Fig.8A Micrografla electrdnica de un reagregado de células
de ovarios de 16 dg cultivado con MSA. Se observa un cordédn
ovadrico (Cc) separado del estroma (E) por una 1lAmina basal
continua (+). En el espacio extracelular del estroma se observa
gran cantidad de fibras de coldgena (c) (7,800x).

Fig.8B Micrografla electrdnica de una zona de transicidébn en
la que se observan numerosas interdigitaciones (+) entre las
cédlulas epiteliales (s) y las del estroma (E), éstas interrumpen
la ldmine basal (30,000x).
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Lidmina 9

Fig.9A Micrografia electrédnica de un reagregado de cédlulas
de ovarios de 12 dg «cultivado con MSA. Se muestran algunas
ovogonias (Og) en mitosis (7,800x).

Fig.9B Micrografla electrédnica de un reagregado de células
de ovarios de 15 dg cultivado con MSA. Ovocitos en meiosis: se
observan en un ovocito (Ov) tres complejos sinaptinémicos
(cs) caracteristicos. Se muestra también restos de wuna célula
muerta en el reagregado (*) (7,800x).




&

o L i et




Ldmina 10

Fig.10A Micrografla electrédnica de una reagregado de células
de ovarios de 14 dg cultivado con MA. Nbtese como varios
ovocitos (Ov) se encuentran intimamente unidos, membrana con
membrana. También se muestra una unidén intercelular establecida
entre una célula epitelial y un ovocito (~+) (7,800x).

Fig.10B Micrografia electrdnica de una reagregado de células
de ovarios de 1 dpp <cultivado «con MSA. Se observa una
estructura similar a un follculo primordial (F), formado por un
ovocito que estid rodeado por una racidn de células epiteliales.
Se observa en la parte superior de esta estructura una célula
del estroma que parece abrirse camino entre dos células

epiteliales (+) (3,900x).

Fig.10C Micrografla electrdnica de un reagregado de ovarios
de. 1 dpp cultivado con MSA. Se observa como dos ovocitos (Ov)
estAdn separados por prolongaciones citoplésmicas de células
prefoliculares (Pf). Se muestra el estableciminento de uniones
intercelulares entre dichas prolongaciones (+ )(30,000x).
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V. DISCUSION

1. Métodos de disgregacidn-reagregacidn.

En la 1iteratur; se han citado varios métodos de
reagregacidn de suspensiones celulares.

| La mayorla de 1los trabajos realizados con este enfoque
experimental utilizan el sistema de agregacién por rotacidn
desarrollado por Moscona (1961) o modificaciones de é&ste (Zenzes
et al, 1978a; Zenzes et al, 1978b).- En esencia, consiste en
colocar én matraces de cultivo la suspensidn celular deseada;
se ponen en un agitador rotatorio a una velocidad controlada vy
en condiciones de temperatura, humedad y atmbésfera controlada.
El tiempo de_cultivo en estas condiciones puede ser de 12 a 24
hr. Con este sistema de rotacidn se controla el nlUmero de
colisiones entre las cédlulas de modo que sea dptimo para que
se establezcan contactos entre las células, lo cual depende de
sus afinidades y capacidades de adhesidn.

Otro método utilizado se basa en la formacidn de colonias o
nddulos de células en cultivos primarios. Davis, en 1978, observd
que, en cultivos en monocapa de células disociadas de testiculos
de rata fetal. después de 4 dias, se forman estructuras que
recuerdan la histologla del tejido no disociado.

Un dltimo método se basa en el cultivo en forma
organotipica, de botones celulares de tejido disociado (Q vy
Baker, 1§78; Regenass et al, 1982). Los botones celulares .
obtenidos por centrifugacidn, se colocan sobre bloques de agar o
rejillas metdlicas cubiertas de agar previamente equilibrados
con el medio de cultivo, por lapsos de 1 a 5 dlas. La ventaja
que presenta cste método es que se puede trabajar con cantidades

pequefias de tejido y las distancias entre las células disociadas
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es menor, lo que aumenta la posibilidad de encuentro y
reconocimineto entre éstas.

EFl sistema de reagregacidn tipo Moscona se ha utilizado
frecuentemente en experimentos de reagregacién ‘de génadas de
ratas y ratones recidn nacidos. Sin embargo, la cantidad de
tejido necesario para cada experimento es muy elevada en
comparacidn con la necesaria para la formacidn de reagregados
por cultivo en forma organotilpica (Grund et al, 1986; Zenzes y
Engel, 1981, Zenzes, 1981 Urban et al, 1981 Zenzes et al,
1980; Muller et al, 1982).

El sistema de reagregacibn empleado en el presente trabajo
es una modificaci&n del método descrito para reagregados por
cultivo en forma organotlpica. Este fle el método de eleccidn
debido a 1las 'cantidades de tejido que se obtiene de gdnadas
embrionarias y fetales, asl como para reducir el nimero de
génadas empleadas en etapasv postnatales, La principél
modificacidn realizada fué el cultivo de los botones celulares,
sobre -filtros de porosidad determinada que flotan sobre medio de
cultivo. Algunos‘estudios realizados en nuestro laboratorio
(Lab. de Diferenciacidn Sexual, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM) demostraron que las gdnadas fetales de rata y
ratdn conservan la capacidad de continuar 1la morfogénesis en
estas condiciones de cultivo por 1lo que >se considerd como
referencia para el cultivo de botones celulares.

Los cultivos se mantuvieron durante 24. hr, ya que es este el
tiempo promedio en el que se reporta ocurre la morfogénesis de
las suspensiones celulares de gbnadas de ratas recién nacidas
(Grund et al, 1986; Zenzes y Engel, 1981, Zenzes, 1981; Urban et

al, 1981; Zenzes et al, 1980; Muller et al, 1982). VLos
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resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que después
de este tiempo de cultivo en los reagregados obtenidoé se
llevaron a cabo eventos morfogenéticos que originaron la
reconstrucciédn de | patrones histotlpicos gsimilares a 1los
originales.

El papel del suero en el medio de cultivo ha sido
considerado por algunos autores. Moscona y Moscona (1966)
realizaron un estudio de agregacidén por rotacidn de células
embrionarias de retina de pollo en medio de cultivo suplementado
con y sin suero de caballo para ver los efectos de é&ste en 1la
agregacién de suépensiones celulares, Sus resultados muestran
que, en ambos casos, la organizacién histotipica de los
reagregados es similar. Grund et al (1986) reportaron que 1la
presencia de suero de bovino fetal en el medio de cultivo era
indispensable para la reagregacidn de suspensiones celulares de
testiculos de rata recidn nacida.

En ellpresente trabajo se observd que 1a'histogénesis deylos
reagregados de ambos sexos no difiere bidsicamente en cultivqs
SUplemeﬁtados con y sin ‘suero bovino fetal. Sin embargo, se
ﬁetéctéron élgunas diferencias: a) Los ,reagfegédos culﬁivados
sin suero son muy aplanados a diferencia de los que fueroh
cﬁltivados con é&1. b) En varios reagregados de ovarios
cultijados sin .suero. se .observb que lé cantidad de fibras de
coldgena depositadas en 2l espacio. extracelular del estroma era
‘menor ; ademas de que la constitucidn general de estos
reagregados era muy laxa. Probablemente, esta aparente
deficiencia_en la restitucién de los componentes de 1a matriz
extracelular en cultivos sin suero esté relacionada con la

falta de volumen que presentan todos los reagregados cultivados
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en éstas condiciones. Magre et al (1980) postularon qué el suefo
bovino fetal. puede contener algunos factores que inhiben la
slntesis de los componentes que constituyen la 1lAmina basal. Sin
embargo, en este casé parece necesario realizar mds estudios con
la finalidad de establecer dlaramente el efecto del suero bovino
fetal sobre la sintesis de coldgena y su posible mecanismo de
accidn.

El método enzimdtico mAs empleado en la disociacidn de
gdnadas fetales o neonatales es la incubacidn en una-solucibn
de tripsina. La concentracidn y tiempo de incubaciédn en
presencia de esta enzima son muy variados y dependende las
caracterlsticas y edad del tejido. En algunos estudios 1la
disociacidn de génadas se realiza mediante una combinacidn entre
la concentracidén de la enzima y el tiempo de incubacidn en la
misma ( Zenses, 1981; Grund et al, 1986). En el presente estudio
se utilizd una concentracidn fija de la enzima (0.25 Z) y se
varid el tiempo de incubacidn de las gdbnadas hasta obtener
suspensiones de células disociadas.

E1l aumento progresivo del tiempo requerido para incubacién
enzihética parece estar relacionado con cambios en la cantidad
o tipo de constituyentes de la matriz extracelular. Se sabe que
durante el desarrollovembrionario ocurre este tipo de cambios
sobre dicha matriz. Se. ha observaao en algunos tejidos
embrionarios de etapas tardias que 1la cantidad de fibras de
colégena aumenta conforme avanza el desarrollo y, en virtud de
que la coldgena no es degradada eficientemente por la tripsina,
es mads difdcil lograr una eficiente disociacidn del tejido
conforme avanza el desarrollo (Moscona et al, 1965).

Los estudios detallados sobre los cambios en los
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constituyentes de la matriz extracelular realizados en rata  se
pueden correlacionar,de buena manera, con los eventos que ocurren
durante el desarrollo gonadal del ratén. Paranko, en 1986,
realizéd un estudio' sistemdtico de 1los constituyentes de la
matriz extracelular durante la morfogénesis gonadal de 1la rata
por medio de la técnica de inmunocitoquimica. En éstos, observéd
la aparicién e incremento en las cantidades de coldgenas tipo I
y IIT en el estroma durante el desarrollo de ambas gdnadas.

Al extrapolar estos resultades a 1o que ocurre en la
morfogénesis gonadal del ratédn se puede comprender el porque se
requirid mayor tiempo de incubacidn de tripsina conforme avanzd
el desarrollo embrionario, fetal 'y neonatal de las gdnadas de
ambos sexosj asl mismo, ésta puede ser la explicacidén al hecho de
haber encontrado, en algunos disgregados, gran cantidad de fibras
de coligena.

Otro factor de importancia que puede influir en el tiempo
requerido para la disgregacidn por la accidn enzimdtica es la
estructura propia de los dérganos. El ovario es un d&rgano muy
compacto 'y la asociacidn entre las células que lo integran
parece ser muy intima. Existe wuna estrecha relacidn de‘ las
células epiteliales entre sl 'y <con 1los ovocitos durante la
foliculogénesis temprana. Durante la fase de separacidén de 1los
ovocitos por la células epiteliales se forma gran nimero de
uniones intercelulares entre -las prolongaciones citoplasmidticas
de las células epiteliales que se insinuan entre los ovocitos
intimamente unidos (Chimal, 1987). De jigual manera, se forman
gran cantidad &; uniones comunicantes durante esta fase de 1la
foliculogénesis' y. aumentan conforme avanza el desarrollo.

(Mitchel y Burghardt, 1986).



49

Probablemente, un tratamiento enzimdtico con una combinacibﬁ
de enzimas sea el mas indicado en la disociacidn del tejido
ovarico. '

2. Morfogénesis de los reagregados.

El primer evento que ocurre dirigido hacia la reagregaciédn
del tejido gonadal estd representado por la gran cantidad de
prolongaciones citopladsmicas prodpcidas por las células
disociadap.- Estas prolongaciones hacen las veces de "sensoresh
y sitios' de anclaje entre 1las células disociadas. Varios
estudios de reagregacidn morfogenética realizados en otros
tejidos embrionarios han demostrado que la unidn entre las
células disociadas es, inicialmentede forma azarosa, mediada
por las prolongaciones citoplasmdticas producidas por éstas
(Ben-Shaul y Moscona, 1975a y b). Este evento lleva a la
formacidn de agregados celulares de células mezcladas. ELl
siguiente paso en la reagregacidn morfogenética corresponde ‘al
reconccimiento 'y segregacidn de tipos celulares afines que dan
origen al reensamblaje y reconstitucidn de estructuras. Estos-
eventoé se realizan de manera similar a como ocurre durante la
morfogéneis normal de los 6rganos‘y ;ejidos.

| En los reagregados obtenidos en este éstudiq los eventos  de

fecpnocim;ento segregacidn y reensamblaje de estructuras llevd

a la segregacidn del tejido epitelial y del estromédtico, ala

reconsititucidn de epitelios y al susbsecuente desarrollo de
l4dminas basales. Los patrones de agregacidn celular (s8dlo de
las células somdticas en el <caso del testlculo) tienen
caracteristicas similares al patrdén histotipico de 1las gbnadas
‘normales.

La progresién de 1los eventos estructuralés registrados en
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los cultivos se pueden analogar, en gran medida» con 1lo que
ocurre durante 1la morfogénesis normal de las génadas. Esto
implica 1la formacidn de: a) los llamados cordones sexuales que

forman el compartimiento epitelial y b) un compartimiento
estromdtico. Ambos compartimientos tisulares estdn separados
por wuna lamina Dbasal. Este proceso de segregacidn epitelio-
mesénquima y la formacidén de ldminas basales tiene lugar en el
primordio gonadal desde 1la etapa indiferenciada en varios
.mamiferos (Merchant, 1975 en rata ; Pelliniemi, 1976 en cerdo).
La presencia de zonas de segregacién epitelio-mesénquima
incompletas en 1los reagregados sugiere que las 24 hr de
cultivo utilizadas en el presente estudio no son suficientes
para que dicho proceso se lleve a cabo completamente. Se han

descrito, en estudios realizados durante la morfogénesis temprana

de la gdnada de la rata, zonas en las que la 14mina basal es
incompleta, es decir, hay contacto directo entre células
epiteliales y mesenquimdticas. Se ha-interpretado, este hecho,

como zonas de transicibén que apoyan la hipédtesis Ae que los
cordones sexuales se forman a partir de un blastema gonadal
(Merchant, 1975).

‘ Magre y Jost (1983) sugirieronA que la presencia de un
citoesqueleto, desarrollado en‘la regibn basal de las células
epiteliales, tiene la funcidn de dar un contorno liso y definido
a 1la células durante la morfogéneis temprana del testlculo de la
rata, En los reagregados de testlculos y ovarios se puede
observar, de igual manera, como gran cantidad de microfilamentos_

se encuentran en la regidn basal de las células epiteliales.

Merchant en 1975 mostrd que las células germinales no son



51

necesarias para la morfogénesis testicular temprana de 1la rata.
En dicho trabajo observd que el hecho de matar selectivamente a
las células germinales con busulfén, en una etapa del desarrollo
en la que ain no se diferencla la gébnada, no impide 1la
diferenciacidn de los cordones testiculares y del compartimiento .
estromético. De igual manera, en un estudio realizédo en ratones
mutantés estériles, este mismo autor observd que 1la
diferencigcibn testicular ocurre en ausencia de 1las células
germinales (Merchant y Centeno, 1981). Los resultados obtenidos
en el presente estudio corroboran, en cierta medida, las
observaciones realizadas por estos autores. En los reagregados
de testiculos de 15 dg a 2 dpp, donde muy pocas o casi ninguna
de las células germinales queda en posiciones intracordonales,
ié restitucién de 1los cordones testiculares es similar a como

ocurre in vivo en génadas privadas de células germinales.

Otro criterio importante de réorganizacidén es el de la
"presencia de uniones interceiulares entre las células
epiteliales.

Durante el desarrollo normal del testliculo, se han descrito
tres tipos de contactos entre las células (Magre y Jost, 1983).
Uno es el que se establece entre las células de Sertoli,
que forman uniones adherentes tipo Aesmosoma y uniones estrechas
incompletas. El segundo es el que se establece entre las células
epiteliales y las del estroma antes del término del depdsito de
la l4mina basal. Por dltimo, el que se establece entre células de .
Sertoli y las células germinales. De los tres tipos de contacto
mencionados, los dos primeros se registraron en los reagregados

de suspensiones celulares de testlculos. En los reagregados, la
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presencia de uniones adherentes entre las células de Sertoli
indica la reconstitucidn de un tejido epitelial estabilizado.

En reagregados de ovarios de edades entre 12 dg y 2 dpp se
observd que entre las‘células epiteliales existian uniones tipo
desmosoma. Es posible que algunas de las uniones encontradas
entre las células epiteliales estuvieran en el botdn celular
antes del cultive, como lo sugiere la disgregacidn incompléta
de algunas de estas células, de manera, que en el presente
trabajo no se puede garantizar un 100% de separacidn de la
unidades celulares del ovario.

No  se observaron uniones comunicantes entre células
epiteliales y entre éstas y los ovocitos, probablemente porque
el tiempo ;equerido para la formacidn de este tipo de uniones

intercelulares requiera de un tiempo mayor a 24 hr.

El patrdn de agregacidn de los reagregados de testliculos de
las edades trabajadas asemeja al de testlculos normales de
‘etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, aparecen
cegiin la edad de gestécibn del reagregado) caracterlsticas se-
me jantes a las encdnprédas en tes;iculos de desarrollo méas
avanzado: la presencia de células similares a las mioides y de
células de Leydig, y la entrada a reposo mitdtico por parte de
las proespermatogonias. Las observaciones anteriores concuerdan
con las realizadas por Grund et al (1986). Estos autores
encontraron que el patrdn de agregacidén de suspensiones
celulares de testliculos de ratas recién nacidas se asemeja a
gbnadas en desarrollo.

En cuanto a los patrones de agregacibn encontrados .en

reagregados de células de ovario, parece que son mds parecidos a
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como ocurre en el desarrollo normal del ovario, westo por
encontrar estructuras en diferentes fases de 1la foliculogéneis
temprana. Sin embargo, en este estudio no se puéde establecer si
la presencia de estas estructuras fué producto de eventos
morfogendticos durante la reagregacidn o si estas estructuras se
‘encontraban previamente en los botones celulares antes del
cultivo. Sin embargo, reflejan los eventos que ocurren durante
la foliculogénesis normal del ovario del ratédn.

Moscona (1965) y Zenzes y Engel (1981) describieron 1a
importancia de la edad del tejido a reagregar en funcidn de sus
capacidades de reagregacidén., E1 hecho de que 1la cantidad de
zonas de . segregacidn incompleta entre el compartimiento
epitelial y el estromdtico sea mayor conforme avanza la edad de
las génadas disgregadas, sugiere que la mayor especializacibn de
las células acarrea una pérdida en su capacidad morfogenética,
Sin.embargo,es posible que con tiempos de éul;ivo mayores a 24
horas, estas zonas de segregacidn incompleta no se encontraran e

incluso serla de esperar que 1las laminas basales. fueran

continuas.

Magre et al (1981) postularon que el cultivo de testiculos
emﬁrionarios de rata en un medio supiementado con suero bovino
fetal tiene un efecto dé désorganizacibn de 1l1los cordones
tesficulares._En el ratdn existen antecedentes simiiares pero no
ocasionados por el cultivo con suero bovino fetal sino por la
adicidn al cultivo de andlogos del AMPc (Taketo et al, 1984).
Los resultados obtenidos en este estudio se contraponed con los
resultados obtenidos por Magre et al (1981). En ninguno de los

casos de cultivo en presencia de suero bovino fetal , se observd
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qQue los cordones testiculares no se formaran., .Probablemente el
efecto de desorganizacidn de cordones testiculares sea
especifico para 1la gdnada de la rata y/o que el suero empleado
por estos autores contiene factores que no estdn presentes en el

utilizado en el presente trabajo. -
3. Células con desarrollo programado.

3.1. Las células de Leydig.

En los reagregados de testlculos de 13 dg, las células de
Leydig. se diferencian ultraestructuralmente, tal como ocurre in
vivo en las siguientes 24  hr, Esto idindica que wuna vez
determinadas para diferenciarse como células productoras de
andrdgenos éiguen un patrdén de desarrollo cronoldgicamenete
determinado. Esta observacidn esta de acuerdo con 1los
resultados obtenidos por Patsavoudi et ai (1985), en donde
observan que 1la citodiferenciaciédn enddcrina de las células de
"Leydig es independiente de 1la organdgénesis testicular. Los
"estudios realizados eh nuestro laboratorio muestran que la
ﬁanipulacién de 1la disgregacibdn-reagregacién en nuestras
coﬁdiciones, no afecta la capacidad esteroidogénica de las
céluias de Leydig (datos no pubiicados).

| En los reagregados &e ﬁesticulos valgunas de las células
germinales que quedaban en posicidn extracordonal estaban en
contacto directo con cé&lulas de Leydig. Al parecer dicha
interaccidn no tuvo ningdin efecto sobre las proespermafogonias.
El significado de esta interaccidn se puede interpretaf en
‘términos de el origen de las células de Leydig. Se han

postulado varios origenes de las células de 'Leydig. ‘Mientras
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algunos autores postulan un origen epitelial, otros lo postulan
estromdtico. E1 hecho de que las células de Leydig mantengan
afinidad por 1las CG después de 1la reagregacién.sugiere que las
primeras tienen un origen estromdtico, ya que s8i tuvieran un
origen epitelial .serla de esperar que dicha interaccidn no
ocurriera puesto que las células germinales én posicidn
extracofdonal han perdido afinidad por las células de Sertoli y

la conservan con las células mesenquimAticas.

3.2. Las células germinales.

En reagregados de ambos sexos, las cé&lulas germinales
muestran indicios de poseer un programa de desarrollo
preestablecido o predeterminado que aparentemente no se ve
afectado pof la disgregacidn del tejido. Esto lo sugiere 1la
conservacién del perlodo de proliferacidn por el‘que‘pasan,las
células germinales de ambos sexos: las proéspermatogonias antes
de entrar en reposo mitético & las ovogonias antes de inigiar la
meiosis embrionaria.

Sobre éste punto es de gran interéds gi conocer éi las
'proespermatogonias‘entran en repéso mitdtico por la accidn de un
faqt&r inhibidor de la meiosis,‘o bien, si &tstas poseen'uﬁ
progrgma de diferenciacidn intrinseco en cuanto a el dinicio de
la meiosis. Byskov (1978) y Upadhyay y Zamboni (1982) proponen
la existencia de una factor que inhibe el inicio de 1la meiosis
embrionaria ~en los machos genéticos. Las observaciones
realizadas por dichos autores indican que cuando las
proespermatogonias estdn fuera de la influencia directa de las
células de Sertoli, aquellas inician la meiosis. Byskov, por su

parte, sostiene que la meiosis se inicia por la accidn de un
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factor inductor que proviene del mesonefros. Por otro 1lado
Upadhyay y Zamboni postulan que 1la meiosis se 1inicia
esponatdneamente sdlo por estar fuera de 1la influencia de un
factor inhibidor sintetizado por las células de Sertoli.

En 1los reagregados de testiculos, gran ndmero de
.proespermatogonias quedan fuera de la influencia directa de las
célulasbde Sertoli y, sdblo en ocasiones extraordinarias, se
observéd después de 24 hr de cultivo que é&stas iniciaron la
meiosis (datos no presentados). Estos resultados pueden
interpretarse de la siguiente manera: en el ovario de ratédn in
vivo, entre los dias 13 y 14 de 1la gestacidn, 1los ovocitos
muestran 1los primeros indicios de condensacibn de la cromatina
correspondientes al inicio de la profase de la primera divisiédn
mgibtica (Brambell, 1927) y es hasta el dila 15 de la gestaciédn
que se observan, al microscopio electrédnico, complejos
sinaptinémicos, estructuras que sin lugar a dudas demuestran que
los ovocitos han iniciado la meiosis, Es precisamente entre los
13 A 15 dg que Byskov (1978) " observd que algunas
proespermatogonias presentan una cierta condensacidn de 1la
cromatina que sugiere el inicio de la meiosis. En el presente
estudio, en 1los reagregados’ de festiculos provenientes de
gdnadas disgregadas entre los 13 y los 15 dg, muy rara vez Se
observé que alguna de ias proespermatogonias en posicidn
extracordonal diniciara 1la meiosis. Estos résultados sugieren
varias posibilidades: a) que 155 proespermatogonias siguen un
patrdn de desarrollo predeterminado y que sblo algunas inician
la meiosis espontaneamente; b) que una vez inhibidas por un
factor no es necesaria la interaccidn directa y continua con las

células de Sertolij yc) que por la manipulacidn que dimplica la:
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presente técnica se pierda el factor inductor de la meiosis, ya

que los reagregados se hicleron en ausencia del mesonefros.

En cuanto a los ovocitos, parece que la meiosis una vez
iniciada, sigue un patrdén de desarrollo cronoldgico
pfedeterminado. Esto se ve apoyado por los resultados
correspondientes al grado de avance de la meiosis de los
ovocitos de 1reagregados de ovarios en comparacidn con los de
desarrollg normal.. En los primeros se observa que el grado de
avance de 1la meiosis corresponde a la edad del brgano mds 24
horas (tiempo de cultivo): el preleptoteno y el 1leptoteno son
etapas de 'condensacién de 1la cromatiné que en el ovario normal
se encuentran en ovocitos de 13 y 14 dg. FEstas etapas de . la
meiosis se encontraron en qvocitos de reagregados de ovarios de
12 y 13 dg. De igual manefa, el 'grado de avance de la meiosis
en ‘ovocitos de ;eagregados de otras edades siempre correspondid
a la edad que tenla in ino mids las 24 hr que se mantuvieron en

cultivo.

4. Cambio en la afinidad entre las célﬁlas germinales (CG)
y de Sertoli (CS).

En la literatura éxisten algunos antecedentes que sugieren
un camb;o en 1la afinidad entre las CG y las CS durante el
desarrollo de la génada de la rata. Estos trabajos se realizaron
por medio del método experimemtal de reagregacidén de.
suspensiones celulares.

Erickson et al (1980) trabajaron con testiculos de 15 dg de
rata. El1 método de agregacidn que utilizaron fue el‘propuesto

por Davis (1978), pero encontraron que seglin 'la densidad de
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células sembradas en cada monocapa, se formaban dos tipos de
agregados: egféricos cuando la densidad celular era baja vy
tubulares si la densidad era muy alta. En ambos tipos de
agregadoa, pero principalmente en los esféricos, las células que
identificaron como células germinales se encontraban en el borde
de los reagregados. Este borde estaba constituido principalmente
por células tipo miofibroblAsticas. En este caso, los autores
adjudican esta posicidn a la técnica de agregacidn empleada.

Grund ‘et al (1986) por otra pafte, trab;jaron con testiculos
neonatales de rata y emplearon un sistema de reagregacidn por
rotacidn. Aunque encuentran una restitucidn histoldgica similar
a la observada in_vivo, muestran que varias proespermatogonias
quédan incluidas en el estroma de sus reagregados. Asl mismo no
realizaron ningin estudio cuantitativo del porcentaje de células
geminales encontradas en posiciones intra y extracordonales y,
ademds, no discuten acerca de la posible causa de encontrarlas en
posiciones anormales.

En, algunos otros trabajos realizados con testiculos de ratas
recién nacidas y con el sistema de agregacidn por rotacidn,
mencionan qde las p;oespermatogonias se encuentran en posiciones
intracordonales;sin embargo, parece que la  proporcidn entre
proesbermatogpniés y células de Sertoli no corresponde a la de
testiculos intactos (Zenzes, 1981; Zenzes y Engel, 1981).

Los resultados cuantitativos del porcentaje de
proespérmatogonias en posiciones intracordonales y
extracordonales en reagregados de testiculos de 12 a 15 dg
sugieren una pérdida gradual de la afinidad celular entre ambos
tipos celulares. Entre los 15 dg y 1 dpp, el porcentage de

células conservadas en posicidn intracordonal es muy bajo.
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Es probable gque este cambio de afinidad se deba a cambios en
la superficie celular de alguno de los dos tipos celulares o de
ambos. Durante el desarrollo se han detectédo estructuras
especificas.de carbohidratos en glicoproteihas y glicolipidos de
la superficie celular que aparecen y desaparecen en diversos
tipos celulares (eritrocitos, células del endodérmo, células
intestihales, neuroectodermo) (revisado en Feizi, 1985). Estos
de 'algupa manera, juegan un papel muy importante en el
reconocimiento celular, Estos carbohidratos de estructura
definida pueden estar en relacidn estrecha con ciertas moléculas
que intervienen en 1la adhesidén celular como las "moléculas de
adhesidn celular" (MAC) (Edelman, 1983) o "los factores de
agregacidn celular'" (Hausman y Moscona, 1975). Es posible que
los cambios en el comportamiento distributivo de las células
_germinales- en los reagregados puedan interpretarse en términos
de algdn cambio en la glucosilacidn de protelnas de superficie
durante 1la gonadogénesis en alguno o en ambos tipos celulares.
Lo anterior podrla redundar emn la no identificacidén y adhesidn
celular entre estos tipos celulares; razdn por la cual, las
c&lulas germinales quedan excluldas de los cordones testiculares-

de los reagregados.

5. Consideraciones finales

El presente trabajo propone 1la utilizacidn de un modelo
experimental'que ayude | al conocimiento de las interacciones y
asociéciones‘ celulares especlficas que se dan durante .la
morfogénesis de 1la gbénada de los mamiferos.

El haber realizado un estudio sistemdtico de los patrones de

feagregacién‘ de gdénadas en diferentes edades del desarrollo nos
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did idea de las variaciones en las afinidades celulares
durante el desarrollo gonadal, tal y como lo sugiere la falta
gradual de incorporacién de las células germinalés dentro de los
cordones testiculares de los reagregados de testlculos. En este
sentido, se abre un campo de estudio en cuanto al conocimiénto de
las interacciones celulares y asociacidn especifica entre las
células germinales y las células de Sertoli durante el
desarrollo testicular.

De igual manera, este trabajo nos proporciond <ciertos datos
respecto a la etapa de desarrollo de la gbnada en la que las
diferehtes 1ineas celulares se encuentran ya determinadas desde
el punto de vista embrioldgico.

Finalmente, parece necesavrio realizar mds estudios enfocados
a establecer, de wuna manera clara, si en este sistema
experimental se llevan a cabo 1los eventos morfogenéticos
correspondientes a la foliculogénesis temprana del .ovario. Seria
de gran utilidad en el conocimiente ée los eventos celulares que

ocurren durante éste evento.
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VI. CONCLUSIONES

1. Después de disgregarse y reagregarse, la morfogénesis de
los testiculos tomados en diferentes etapas del desarrollo es
similar a la que ocurre in vivo.

2, . Existe un cambio en la afinidad entre 1las células
germinales y de Sertoli conforme avanza la diferenciaciédn
testicular,.

3. Al parecer, las células de Leydig y las células germinales

de ambos sexos poseen un programa de diferenciacidn ya
determinado in vivo, que no es alterado por la manipulaciédn

experimental.
4. No existe una diferencia marcada en los patrones de
reagrepgacién histotlpica entre los reagregados cultivados . con. y

sin suero bovino fetal.



VII. APENDICES

Apéndice I

Azul de Tripano

Azul de tripano cessessaecsseesh00 mg

NaCl ' -.-.-....--..-.810 mg
Ko HPO, L. ceeesss..60 mg

Metil p- hidroxibenzoato .....ccccsse...50 mg

agua bidestilada cesracsseacasessl0O0 ml

Se. disuelve el NaC1, el K, HPO, y el

metil

hidroxibenzoato en 90 ml de agua bidestilada, se le agrega

62 .

p-.-
el

azul de tripano y se calienta hasta que hierva. Se deja enfriar

y se ajusta el pH a 7.2 & 7.3 con NaOH 1 N (unas -8 gotas).

lleva a 100 ml con .agua bidestilada.

Apéndice IT

Azul de Toiuidina

Azui de toluidina seeeene cssessnes D 8
Tetraborato de sodio ceescscasenaadadl
Agua bidestilada A |

Se disuelve el azul de toluidina en 300 ml

bidestilada, se le agrega el tetraborato de sodio y se

Se

de agua

afora

a

un 1litro. Se hierve por espacio de 15 min y se filtra una vez

que estd frio.
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Apéndice I1T

Citrato de plomo alcalino.

Citrato de plomo treesssannsases 0,03 g
Agua bidestilada creetsannnaassal10.0 ml
NaOH 10 N tececanceaessses 0.1 ml

Se disuelve el <citrato de plomo en los diez mililitros de
agua ( hervida previamente por espacio de 15 min) y se le agrega
el hidrdxido de sodio. Se protege la solucidn de la luz durante

y despuéds de la preparacidn.
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