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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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