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Abstract

Urothelium has been defined as the typical epithelium which lines
the excretory urinary tract and which has its own particular struc
tural and functional characteristics.

From the biological point of view attention is drawn to its cellu-
lar stability even though it shows great potentiality for cellular
beoformation.

Urothelium cells are susceptible to neoplasic transformation when

exposed to selective toxic substances such as anilines, nitrosami-
nes, etc. However urothelium carcinoma are hardly affected by che

motherapy because of the small proportion of proliferating tumour

populations. These characteristics only confirm the problem invol

ved with urothelium lesions, the difficulty of early diagnosis of

neoplasias and, from the therapeutic point of view, the disappoin

ting ocutbocok for treatment of neoplasias.

An electron microscope study was performed, with the intention of
analysing the principal characteristics of the rat urothelium in
the prematal period [From days 15 to 19]. It was performed on sam
ples of the mesonepric duct, urachus and bladder in male hybrid
rats (BNxWAG). In the elderly adult phase these animals characte-
ristically demonstrate tumours of the bladder spontaneously ari-
sing in almost 20 % of cases.

Interest was focused on each of the subcellular organs, as well
as in the boundary of the epithelium by the basement membrane.
These results were compared with those of the adult animal.

Introduccidn

El urotelio es el epitelio de transicién del sistema excretor uri
nario. E1 nombre de epitelio de transicidn se debid a la creencia

de gue representaba un estado intermedio ('"de transicién") entre

el epitelio plano y el cilindrico.




280

En realidad ocupa una posicidn intemedia entre el epitelio pseudoes
tratificado y el verdaderamente estratificado. Y a pesar de ello,ha

sido objeto de controversia en cuanto a .la disposicidn de sus cons-
tituyentes celulares, su comportamiento duarante el estado de dis-
tensicn mecénica, asi como en lo que se refiere al tipo de recambio
celular y diferenciacidn.

Cabria definirlo como una variedad del epitelio estratificado cilin
drico y mantener la denominacién de epitelio de transicidn, mixto o
polimorfo, en cuanto gue las células gue lo componen experimentan - i
cambios de forma y posicidn segun el estado de distensifén o contra-

cidn del 6rgano gue revisten.

Pero tal vez seria mas definitorio el considerarlo como el epitelio
gue entra en contacto con la orina, esto es, desde el &rea cribosa

de la papila hasta el cuello vesical, pasando por la vejiga, uretra
prostatica y conductos prostéticos periuretrales, hasta el pene en

el varén o la uretra femenina.

RESUMIENDO: Es el epitelio que existe a lo largo de todas las vias
urinarias excretoras.

En este sentido, es un epitelio oue esté continuamente expuesto a pro
cesos infecciosos, traumdticos y neopléasicos y gue puede ser objeto de
agresidn por sustancias tdxicas selectivas. Asi, la mucosa.vesical es
muy inestable por lo gue, expuesta a condiciones adversas, sufre cier
tos cambios estructurales siguiendo pautas bien definidas, aungue sin
relacién muy clara entre la influencia nociva y el tipo de transforma
cidén. Estos cambios se caracterizan en un principio por displasia y
metaplasia, encuadrables entre las lesiones precancerosas, y mas tar

de por epiteliomas pre-invasores o carcinomas "in situ".

Ademas, tengamos en cuenta gue las neoplasias de la vejiga urinaria
son en su mayoria de origen epitelial, si bien en estedgano pueden

existir practicamente todas las variedades de tumores, lo cual hace

imposible gue podamos atenernos a una sola teoria gue pretenda expli
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car el conjunto de hechos determinantes de las neoplasias vesicales.

Por otra parte, si bien las células del urotelio no estéan alinsadas
en capas bien establecidas, se acepta una distribucién topogréfica
de dichas células en los mamiferos e incluso en el hombre en tres
capas: superficial, intermedia y basal.

Este patrdén histotopografico estd muy documentado en la literatura y
los estudios morfométricos han confirmado la existencia de un modelo
de progresiva citodiferenciacién, desde la capa basal a la capa su-

perficial (BATTIFORA y Col. 1974).

En nuestro Laboratorio se pretende establecer patrones de diferencia
cidn del urotelio de la rata en distintos periodos del desarrollo.
Para ello, se han estudiado muestras de urotelic en dos tipos de ra
tas: Sprague-Dawley, rata blanca habitual de laboratorio y de hikbri-
dos obtenidos por cruce entre ratas macho Brown-Norway y ratas hem-—
bra Wistar (BNxWAG)F1, que en la etapa adulta presentan una alta in-
cidencia de tumores de uréter y vejiga.

Se pretende con ello analizar las caracteristicas ultraestructurales
gue puedan orientar sobre las bases morfoldgicas del diferente compor

tamiento tumoral.

Resultados

Siguiendo la sistemdtica de TRABUCCO (1948) en la descripcidn histolé-
gica del urotelio en el conejo, se pueden distinguir, a lo largo del

desarrollo prenatal, varias etapas:

PRIMERA ETAPA. En esta etapa la vejiga urinaria comparte una ca-
vidad com@n con el intestino (cloaca). En su porcién anterolate-

ral desembocan los conductos de Wolff, que todavia estan obstrui

dos. Con respecto a la evolucién del epitelio conviene distinguir
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diferentes zonas de implantacitn de este epitelio:

FIG.l. Zona de desembocadura de
los conductos mesonéfricos.

— Células de tipo embrionario

Mitosis frecu=z=ntes

Buenas uniones intercelulares

No parece haber membrana basal

Cong lomerado celular desordenado

FIG.2. Zona de influencia de los
conductos mesonefricos.

— 2 Filas de célulacs tipicas

— No parece haber membrana basal

FIG. 3. Zona del resto de la
cloaca.

- 1 Fila de células entodérmicas

— Células cilindricas

— Mitosis abundantes

— No parece haber membrana baszal

Ndcleo central redondo
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SEGUNDA ETAPA. Los conductos de Wolff muestran una luz patente.

_FIG.4. Zona alejada de la influen
cia wolffiana.

— Epitelio netamente entodérmico

— 2 Filas de células

Células basales grandes
. Nicleo apical
Citoplasma granular
. Nucleolo evidente

Células luminales. Mitosis

FIG.5. Zona de implantacién del
conducto de Wolff.

— 1 Capa de células diferenciadas
— Nicleo central peguefio
— Nucleolo evidente

Estas células se continfan insen
siblemente con las células epite
liales de la zona alantoidea,que
estd bajo su influencia.
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TERCERA ETAPA. En esta etapa tiene lugar la formacidn definitiva del

tabigue uro-rectal. La vejiga aln comunica con la alan

toides.

FIG.6. Zona de influencia del
conducto de Wolff.
(Trigono vesical)

— Epitelio de 34 filas de células
Células basales cilindricas .
Células intermedias irregulares

Células superficiales fusiformes

FIG.7. Zona alejada de la influen
cia del conducto de Wolff.
(Cdpula vesical)

— Epitelio de 3 filas de células

C. basales clbicas
Relacidn nicleo:citoplasma 1:1

C.superficial fusiforme.




285

GCUARTA ETAPA. Vejiga con paredes epiteliales bien constituidas.
Inicio de formacidén de la membrana basal.
Se inicia la formacién de los haces musculares.
FIG.B8. Se distinguen ya las tres
capas celulares.

— C. basales. Citoplasma claro
Nicleo centrocelular

— C. intermedias. Peguerias

— C. superficial voluminosa.

BHINTA ETAPA. Constitucidn definitiva de la membrana basal.
Presencia de las capas musculares externa y media.
FIG.9. C.basal muy peguena
Citoplasma fino
Relacidén ndcleo:

citoplasma 1:2
Escasas mitosis

C. intermedia. 2 hileras
C. superficiales grandes

Nicleos picndticos

" SEXTA ETAPA. Aparicién de la capa submucosa o corion bien organi-
zada, con intensa vascularizacion.

El epitelio vesical esta ya uniformemente unificado.

FIG.10. C.Intermedia 3-4 hileras

Citoplasma claro
Ndcleo apical

C.superficial gigantes
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Discusidn

Sélo mediante el conocimiento de las potencialidades del urotelio
puede llegarse a comprender la principal patologia de los tumores
epiteliales de las vias urinarias. Estas potencialidades consisten
principalmente en:

1.— Proliferacitn hacia la luz del tejido epitelial

2.— Proliferacién hacia el grosor de las paredes del tejido
epitelial, con formacién de los denominados nidos de Brunn

3.— Capacidad de cambiar el urotelio normal por un epitelioc es-
camoso, columnar & clbico y formar estructuras glandulares,
con un contenido mucoso (de aspecto "entérico")

4.— Capacidad para formar tumores uroteliales gue pueden variar
desde células carcinomatosas de transicidn a carcinomas de
células diferenciadas escamosas o glandulares, ya sea en for
ma pura o mixta o bien en carcinomas totalmente indiferencia
dos.

Por lo tanto, aungue el urotelio es morfologicamente diferente del
cibico, columnar o escamoso estd& intimamente relacionado con ellos

de modo gue puede dar lugar a cualguiera de los mencionados tipos

epiteliales o incluso coexistir con ellos en la misma vejiga.

Todo ello es expresién de la potencialidad del urotelio y un indice
del incremento definitivo de la actividad de crecimiento celular.
Puesto que la vejiga urinaria deriva principalmente de la cloaca,
cuyo epitelio es de tipo columnar mucosoc y ocasionalmente se en-—
cuentran islotes de epitelio columner no mucoso, ya sea reempla-—
zando la mucosa o formando gléndulas mucosas, ello ha sido inter-

pretado como ‘testos intestinales'. Asi, los adenomas y adenocarci-

nomas con o sin moco serian tumores de tales restos (MOSTOFI,1945).
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(WAG/Rij x BN/BIRij ) Fy

Metodologia utilizada en el estudio histoldgico
del urotelio de rata. Cortes transversales a ni
vel de: 1. Pelvis renal; 2.3.4. Ureter proximal

medio y distal; y 5. Vejiga urinaria.
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Abstract

In this work, we have compared the normal development of the metane
phros' collecting tubules of rat embryos with those in "transfilter
culture".

We have observed that the tubules are, at first, intrablastemic den
se cellular formations that during their develppment become channa-
lized, at the same time that the epithelial differentiation take
place.

Introduccion

Diversos estudios morfologicos llevados a cabo en fetos humanos (CE
LESTINO DA COSTA, 1948; REGNIER y BOUISSOU, 1961 y CORLISS, 1979),
han demostrado la existencia de tubulos colectores formados por cor
dones celulares densos, sin luz aparente.

En 1983 (VINAIXA et al.) determinamos en embriones y fetos
humanos que los tubulos colectores proceden de la canalizacion y di
ferenciacion de cordones celulares densos intrablastémicos. En 1984
(VINAIXA et al.) observamos que en el metanefros de embriones de ra
ta, se dan las mismas circunstancias embriolégicas que en el del
ser humano, pudiendo establecer, ademas, dos grandes periodos en la
formacion de dichas estructuras tubulares en relacion a la apari-
cion de las primeras formas nefronogénicas.

Los estudios experimentales hasta ahora llevados a cabo,
tampoco han permitido valorar adecuadamente el proceso ontogenico de
los tubulos colectores renales.

El estudio de la diferenciacion del metanefros mediante téE

nicas de cultivo "in vitro" fue iniciado por GROBSTEIN (1953, 1955)

quien demostro que la interaccion inductiva entre diversos tejidos
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embrionarios y el blastema metanéfrico del raton, daba lugar a la
formacion de estructuras tubulares en dicho mesenquima.

SAXEN et al. (1968) y LOMBARD y GROBSTEIN (1969) demostra-
ron la accion inductora de la yema ureteral sobre el blastema metané
frico del raton, pues dicho mesenquima forma estructuras tubulares
cuando se combina "in vitro'" con la yema ureteral previamente aisla-
da.

En este trabajo, pretendemos estudiar los procesos de dife-
renciacion de las primeras generaciones de ramas del arbol ureteral,

antes de la aparicion de las primeras nefronas.

Material y Metodos

Hemos estudiado 48 embriones de rata de 11 a 19 dias de ges
tacion y realizado 50 cultivos transfiltro de metanefros de embrio-
nes de rata de 11 y 12 dias de gestacion, segin la tecnica descrita
por GROBSTEIN (1953) pero sin utilizar un tejido organico como induc
toD.

Los embriones control fueron fijados en formaldehido neutro
al 10%, incluidos en parafina y cortados seriadamente a 10 u. Se ti-
fieron con Hematoxilina-Eosina y Azan.

En el estudio experimental, los metanefros se mantuvieron
en medio de cultivo (MEM Eagle con sales de Earle y L-Glutamina)
adicionando suero equino al 10%, Penicilina G sodica en la dosis de
100 UI/ml y extracto embrionario de pollo.

Los explantes fueron extraidos secuencialmente, en perio—
dos de 24 horas, durante las primeras 96 horas. Se fijaron con gluta
raldehido al 1% en tampon cacodilato 0.2M con pH 7.3 durante 30 minu

tos y se realizo la post-fijacion con tetroxido de Osmio al 1% en

tampon cacodilato 0.2M durante 30 minutos. La deshidratacion se rea-
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1iz6 con Acetonas y fueron incluidos en Epon.
Se realizaron cortes finos, que se examinaron mediante un
microscopio electronico Philips EM 301. Para microscopia optica, rea
lizamos cortes seriados de 1 u de los diferentes explantes y se tifie

ron con azul de metileno 0.5%.
Resultados

Mediante el estudio de las muestras control, hemos comproba-
do como existen dos periodos en la formacion del arbol ureteral: uno
del 112 al 1492 dia de la gestacion durante el cual no se observan
formas nefronogenicas y, otro del 142 al 192 dia en el que se dife-
rencian las diversas porciones nefronales.

Durante el primer periodo, Unico por nosotros estudiado en
la rata, la ramificacion dicotomica del arbol ureteral muestra unas
caracteristicas muy concretas: existe un primer estadio de conglome-
rado denso, integrado por celulas indiferenciadas, sin ninguna sepa-
racion con respecto a las celulas blastémicas; a continuacion, se
produce la aparicion de la "zona clara", area que permite el aisla
miento de lo que sera el futuro tubulo del blastema circundante. E1
inicio de la canalizacion se demuestra por la aparicion en el centro
de la "masa interna", debido a fenomenos de lisis, de una hendidura
y por la diferenciacion de las tres a cuatro capas celulares mas pe-
rifericas de la "masa interna".

Mediante la utilizacion de la tecnica de cultivo transfil-
tro, hemos podido valorar los datos anteriormente citados. En los
explantes obtenidos a las 24 horas de cultivo, se observan tubulos
con un epitelio integrado por siete a diez capas de celulas indife-

renciadas, dispuestas alrededor de una zona central no permeable.

Varios hechos resaltan en estos agregados pre-tubulares. A nivel
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central, aparece un proceso de muerte celular, gracias al cual apa-
recera la luz tubular. Perifericamente, observamos que no existe una
membrana basal, sino una malla amorfo-filamentosa que se extiende en
tre las celulas blastemicas y las epiteliales. Por otra parte, en la
superficie celular basal no existen interdigitaciones ni pliegues de
las membranas plasmaticas celulares; por el contrario, en las celu-
las superficiales aparecen unos complejos de union mas largos de lo
habitual.

En los explantes de 48 a 96 horas, se van a producir los
cambios necesarios para la formacion del epitelio y luz tubular. El
hecho mas destacable en este periodo, es la adquisicion de la estruc
tura tubular definitiva debido a la existencia de unos procesos de
remodelacion basal y luminal.

En los cultivos de 72 horas, cuando aparecen tubulos permea
bles con un epitelio simple, se produce la diferenciacion de las ce-
lulas epiteliales. Mediante MET vemos unas celulas mas electrodensas
que otras. Ademas, aparecen formaciones ciliadas en las celulas me-
nos electrodensas, lo que nos lleva a considerar la existencia de
las denominadas "celulas claras o ciliadas" y "oscuras o no cilia-
das".

Simultaneamente se produce la diferenciacion de la membra-
na basal, pasando por la forma unilaminar discontinua, unilaminar
continua y trilaminar tipica.

En los explantes de 96 horas, continuamos apreciando la
existencia de tubulos indiferenciados junto con la formacion de bi-

furcaciones tubulares y estructuras ampulares.

Discusion

El estudio de los resultados obtenidos mediante nuestras ex
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periencias, demuestra que el metanefros del embrion de rata cultiva-
do "in vitro" en ausencia de otra fuente inductora que no sea la ye-
ma ureteral (SAXEN, 1970), prosique su morfogenesis caracteristica.

Basandonos en los trabajos de OSATHANONDH y POTTER (1963),
POTTER (1974), EKBLOM et al. (1980) y EKBLOM et al. (1981) llevados
a cabo en embriones y fetos humanos y de raton, creemos que las for-
maciones tubulares observadas en nuestros explantes son elementos de
rivados de la yema ureteral y no estructuras que representen esbo-
zos de la porcion secretora de los tibulos uriniferos.

La presencia de condensaciones celulares densas intrablasté
micas, que con posterioridad se canalizaran diferenciando su epite-
lio, refuerza las teorias de REGNIER y BOUISSOU (1961) y VINAIXA et
al. (1982, 1983) sobre la existencia en fetos humanos de esbozos tu-
bulares formados por cordones densos, sin luz aparente.

Creemos que en cualquier momento de la formacion de las di-
versas generaciones de ramas tubulares, existe una primera fase de
conglomerado celular denso pre-tubular seqguido de unos cambios mor-
fologicos para la adquisicion de la estructura epitelial definitiva.

Por otra parte, la no existencia de una membrana basal al-
rededor de los agregados pre-tubulares, nos permite estar de acuerdo
con SAXEN et al. (1968) para guienes no aparece tal estructura ro-
deando las celulas indiferenciadas. Sin embargo, EKBLOM et al. (1980)
y EKBLOM et al. (1981) tanto "in vivo" como "in vitro" lallan una
glicoproteina (laminin) alrededor de las ocho a diez capas de celu-
las indiferenciadas, probable elemento precursor de la membrana ba-
sal.

En cuanto a la existencia o no de dos tipos celulares dis-

tintos (células claras y oscuras) en el epitelio de los tubulos dife
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renciados, nuestras observaciones no concuerdan con las de MINUTH y
KRIZ (1982) para quienes no aparecen elementos parecidos a las celu-
las oscuras en cultivos de metanefros. Igualmente, creemos que es di
ficil mantener las tesis de CLARK (1957) y KOMENDER et al. (1967) de
que hasta el 12 o el 152 dia post-parto, respectivamente, no apare-
cen tales tipos celulares.

La evolucion tanto de los pliegues de las membranas plasma-
ticas celulares como de los complejos de union, creemos tiene una
gran importancia a la hora de establecer la morfologia definitiva
de la pared tubular, produciendo un incremento de la adhesividad

celular.
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