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Serologia y funcién del antigeno Sxs Introduccion

INTRODUCCION

Dentro del proceso global de determinismoy diferenciacién sexual
podemos distinguir tres tipos de sexo, considerados en sentido amplio:
sexo genético, sexo gonadal y sexo fenotipico.

El sexo genético viene determinado en el momento de la
fecundacion y es consecuencia de la dotacién de cromosomas sexuales
que portan los gametos implicados, dando Ilugar a cigotos
homogaméticos (hembras XX en mamiferos o machos ZZ en aves y
reptiles) y cigotos heterogaméticos (machos XY o hembras ZW,
respectivamente). En general, aqui radican las diferencias genéticas
responsables del dimorfismo gonadal necesario para la reproduccién
sexual (sexo gonadal). Una vez formado un determinado tipo de génada,
testiculo u ovario, la accion hormonal de éstas, determina
posteriormente el desarrollo de los 6rganos sexuales secundarios propios
de cada sexo.

No obstante, existen casos excepcionales en los que la
diferenciacion gonadal no se corresponde con el sexo genético, o en los
que el fenotipo sexual externo no coincide con el esperado para una
determinada dotacion gonadal. Por esta razén es necesario distinguir
entre estos tres tipos de sexo, con el fin de evitar ambigiiedades.

Los embriones de mamiferos y aves, hasta una determinada fase
de su desarrollo embrionario, mantienen el potencial para diferenciarse
en uno u otro sexo. Asi, ambos poseen un primordio gonadal
indiferenciado con capacidad para hacerlo tanto hacia testiculo como
hacia ovario, y contienen ademas los conductos de Wolff (precursores de
epididimos y vesiculas seminales) y los conductos de Miiller (precursores
de oviductos y utero). En un embriéon masculino, hay una regresiéon de

los conductos de Miiller y un desarrollo de los conductos de Wollff,
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mientras que en un embrién femenino ocurre lo contrario.

Jost (1947 y 1960) llevé a cabo una serie de experiencias con
conejos en los cuales observé que cuando a embriones macho se les
estirpaban los testiculos, dichos embriones desarrollaban oviductos y
utero, y, por lo tanto, diferenciaban caracteres sexuales externos propios
de las hembras. Si a estos embriones castrados se les inyectaba
testosterona, se restauraba parcialmente el sexo masculino. Por el
contrario, si a los embriones hembra se les estirpaban los ovarios,
dichos embriones mantenian el desarrollo de los caracteres propios del
sexo femenino. De estas experiencias se deduce que la presencia de los
testiculos es imprescindible para un perfecto desarrollo de los conductos
de Wolff (caracteres sexuales masculinos), y que su ausencia lleva a un
desarrollo de los conductos de Miiller (caracteres sexuales femeninos).
Por tanto, la determinacion del sexo fenotipico femenino puede llevarse
a cabo sin la presencia de ovarios. De estos datos se desprende ademas,
que la decisiéon en cuanto a que un embrién tome la alternativa de
desarrollar los conductos de Wolff o los de Miiller, depende de la
existencia de testiculos o de los productos hormonales producidos por
ellos.

A pesar de que el proceso de diferenciacion sexual secundaria es
bastante conocido, la diferenciacion sexual primaria o determinismo
genético del sexo (diferenciaciéon del primordio gonadal hacia testiculo
u ovario) se conoce aun bastante poco.

Aunque las hormonas sexuales son las encargadas de producir el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias, definiendo asi el
sexo fenotipico (Wilson y col., 1981), no tienen sin embargo ningun
papel en la diferenciacion del primordio gonadal (determinacion del sexo
gonadal). El interés por el descubrimiento de la sustancia o sustancias
encargadas de controlar estos pasos, ha hecho que numerosos

investigadores aborden este problema.
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Dada la relacion existente entre presencia de cromosoma Y y de
desarrollo testicular en mamiferos, se ha postulado que este desarrollo
esta determinado por un gen o genes localizados en este cromosoma. El
hipotético gen sobre el que pivota el proceso de diferenciacién sexual ha
sido llamado Tdy (Testis determining gene) en ratéon y TDF (Testis
determining factor) en humanos.

Wachtel y col. (1975b) propusieron al antigeno H-Y como el
producto de este gen determinante de testiculo. Se trata de un antigeno
menor de histocompatibilidad que habia sido puesto de manifiesto anos
antes por Eichwald y Silmser (1955) mediante experiencias de
transplantes. Numerosas evidencias apoyaron durante varios anos un
papel central del antigeno H-Y en el determinismo genético del sexo,
aunque finalmente se han descrito casos en los que falta la necesaria
correspondencia entre presencia de H-Y y de testiculo (McLaren y col.,
1984). A pesar de que el H-Y no es por lo tanto el producto del gen
determinante de testiculo, sin embargo todo parece indicar que
probablemente tiene alguan papel relacionado con el proceso de
diferenciacion sexual. Asi por ejemplo, dado que los ratones macho
carentes de antigeno H-Y carecian también de espermatogénesis,
Burgoyne y col. (1986) postularon la posibilidad de que tal antigeno
pudiese ser el producto de un hipotético gen estimulante de la
espermatogénesis. Por estas razones, el antigeno H-Y sigue siendo un
tema de gran interés dentro del campo de investigacion del
determinismo genético del sexo y la diferenciacion sexual. Por ello, en
el presente trabajo hemos abordado el estudio del posible papel del
antigeno H-Y en estos procesos del desarrollo, mediante el tratamiento,
tanto in vivo como in vitro, de embriones de pollo.

A continuacion se hace una revision sobre el conocimiento actual
de cada uno de los aspectos mas interesante del antigeno H-Y.

Asimismo y dado que a lo largo de este trabajo se haran repetidas
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alusiones a distintos aspectos relacionados con los procesos de
diferenciacion sexual en aves, se incluye también en esta introduccion,
un apartado en el que se hara una somera descripcion de tales

procesos.

INMUNOLOGIA DEL H-Y

Eichwald y Silmser (1955) pusieron de manifiesto por primera vez
la existencia de un antigeno especifico de macho realizando transplantes
de piel dentro de la linea consanguinea de ratén C57BL/6, al descubrir
que las hembras rechazaban los transplantes de piel de los machos,
mientras que en cualquier otra combinacion de sexos el transplante era
aceptado. Dado que este antigeno estaba presente solo en machos y por
tanto posiblemente codificado por el cromosoma Y, Billingham y Silvers
(1960) propusieron el nombre de Histocompatibility Y Antigen,
abreviadamente antigeno H-Y.

Aunque en la linea C57BL/6 son rechazados todos los
transplantes de piel de macho a hembras, no ocurre lo mismo en todas
las lineas estudiadas; asi por ejemplo, en las lineas CBA y C3H los
transplantes de piel de macho en hembras son aceptados de forma
permanente, en otras, como en la linea A, existe por el contrario un
comportamiento intermedio entre las dos anteriores, de forma que las
hembras rechazan aproximadamente solo el 50% de los transplantes de
piel de machos singénicos.

Segun Michie y McLaren (1958) estas diferencias en el

comportamiento de distintas lineas podrian ser debidas a tres causas:

1) Diferencias en el antigeno H-Y de unas lineas a otras.
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2) Diferencias entre lineas para la capacidad del donador de

inducir una respuesta inmune para el H-Y.

3) Diferencia entre las hembras de las distintas lineas en su

capacidad de dar respuesta para el antigeno.

Sin embargo las hembras hibridas entre las lineas C57BL y CBA
rechazan transplantes de piel de machos de ambas lineas parentales,
demostrando que la falta de respuesta por parte de la linea CBA no era
debida a la falta de antigeno en las células de los machos de esta linea
(Klein y Linder, 1961). Ademas el rechazo de estas hembras hibridas es
mas fuerte frente a los trasplantes de piel de machos CBA que frente a
los de machos C57BL, indicando por otro lado que el antigeno H-Y se
comporta como un inmunogeno mas potente en el contexto genético de
la linea CBA que en el de la C57BL.

En aquellas lineas donde se da rechazo de los transplantes de piel
de macho, se ha demostrado que este rechazo ocurre
independientemente de que las hembras hayan sido sensibilizadas
previamente con células de macho o no, aunque esta sensibilizacion
influye en la velocidad con que se produce el rechazo. Dicha
sensibilizacion puede llevarse a cabo utilizando células de machos
singénicos, alogénicos e incluso xenogénicos. Gracias a este hecho,
Silvers y Yang (1973) demostraron que las hembras de la linea de raton
C57BL rechazan los transplantes de piel de machos singénicos de una
forma acelerada si han sido previamente inyectadas con linfocitos de
algunas lineas de rata. Esto indica que los linfocitos sensibilizan a estas
hembras frente al H-Y y que los antigenos H-Y de rata y ratén son
homologos. _

Wiberg (1985) consigue un efecto similar inmunizando hembras

C57BL con fibroblastos procedentes de humanos XY y X0. Sin embargo,
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no ocurre lo mismo si se inyectan células de individuos XX, lo que
demuestra por un lado que el determinante antigénico del antigeno H-Y
de humanos y de ratén son homologos y por otro, que las hembras X0
presentan este antigeno en sus c€lulas.

Ademas de en ratas y ratones, también se ha demostrado rechazo
de transplantes de macho en hembras de conejos (Chai, 1968).

Utilizando la misma técnica de tansplantes de piel Bacon y Craig
(1966) y posteriormente Gilmour (1967) ponen de manifiesto la
existencia en pollos de un antigeno de histocompatibilidad que en este
caso esta presente en las hembras, de forma que aqui son los machos
los que rechazan los transplantes de piel de hembras. Dado que en aves
las hembras son el sexo heterogamético los autores consideraron que
este antigeno era analogo al H-Y de los mamiferos y, por estar
probablemente ligado al cromosoma W proponen para €ste el término
H-W.

Por otro lado McCarrey y col. (1981) demuestran que, al igual que
ocurria en mamiferos, en pollos existe variabilidad de unas lineas a
otras en cuanto al porcentaje de transplantes rechazados. Asi, en
algunas lineas los machos rechazan invariablemente los transplantes de
piel de hembra, mientras que en otras la mayoria de los transplantes
sobreviven. Sin embargo cuando transplantaron piel de hembras de una
de las lineas a hembras hibridas procedentes de cruces entre diferentes
lineas (con cromosoma W de diferente origen), encuentran que no hay
rechazo en ninguno de los casos, lo que demuestra que no existe
polimorfismo genético para el locus del antigeno H-Y de unas lineas a
otras.

Ademas de los antigenos H-Y y H-W de mamiferos y aves
respectivamente, Kallman (1970) demostro la existencia de un antigeno
de histocompatibilidad similar en peces teledsteos.

Un dato a destacar con respecto a la técnica de transplantes es
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que se ha descrito una alta variabilidad en los tiempos de rechazo de
unos individuos a otros dentro de una misma linea consanguinea.
Bergstresser y col. (1980) postulan que estas diferencias de respuesta
pueden ser debidas a variaciones en el contenido de mucopolisacarido
de la piel en diferentes regiones del cuerpo, o bien, a la densidad y
distribucion de la células de Langerhans, que estan directamente
implicadas en el rechazo de los transplantes. Sin embargo en cualquier
caso estas diferencias se suponen debidas a factores ambientales mas
que a factores genéticos. Este hecho hace que esta técnica presente
muchas dificultades a la hora de establecer si un determinado individuo
es H-Y positivo o0 no, ya que para ello es imprescindible trabajar con
grandes lotes de animales’.

Paralelamente a la técnica de transplantes de piel, el antigeno H-Y
se puede poner de manifiesto mediante la realizacion in vitro de pruebas
de citotoxicidad mediadas por células® (Goldberg y col. 1973).

Gordon y col. (1975) demuestran que la respuesta especifica para
el antigeno H-Y tanto por la técnica de transplantes como por la de
citotoxicidad mediada por cé€lulas esta restringida por el complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) conocido como H-2 en ratén y mas

concretamente por antigenos de la clase H-2b. Al igual que ocurre en

1 El modo de determinarlo es el sigulente: se toman dos grupos de hembras de una linea de
ratén, uno de los cuales se senslbiliza con inyecclones intraperitoneales de células del individuo
problema; posteriormente a ambos grupos se les realizan transplantes de piel de machos singénicos,
calculando para cada uno de ellos el tiempo medio de supervivencia de estos transplantes. Si el tiempo
medio de supervivencia no varia significativamente entre el grupo control y el previamente sensibilizado,
el individuo sera considerado H-Y negativo. Por el contrario, si el tempo medio de supervivencia se ve
acortado en el grupo sensibllizado, Indicara que las células del individuo problema han sensibilizado
a las hembras frente al H-Y acelerando asi la reaccién de rechazo, entonces, aquel sera considerado H-Y
positivo.

2 Este método comienza con la inmunizaclén de hembras ya sea mediante transplantes de plel
o mediante inyecciones intraperitoneales de células esplénicas de macho. Posteriormente se extraen los
esplenocitos de estas hembras, separando los linfocitos T del resto mediante flitracién a través de una
membrana de nylon. Los linfocitos T obtenidos de esta forma se vuelven a estimular contra el antigeno
H-Y, cultivandolos conjuntamente con esplenocitos de macho que han sldo previamente irradiados.
Estos linfocltos T han demostrado capacldad cltotéxica especifica frente a células que porten en su
superflcle el antigeno H-Y.
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raton en humanos esta respuesta estd también restringida por el
complejo mayor de histocompatibilidad, que en este caso se conoce
como HLA-A2 (Goulmy y col. 1977a y b). Ademas Fierz y col. (1982)
postulan que la respuesta esta influenciada también por genes no
pertenecientes al complejo mayor de histocompatibilidad. En cualquier
caso, no se conoce exactamente el tipo de relacion existente entre estos
antigenos.

Zinkernagel y Doherty (1974) postularon dos hipétesis para
explicar el tipo de interaccion que da lugar a la restricciéon. Teniendo en
cuenta que la lisis por lifocitos T requiere su extrecha unioén a la célula
diana, la primera de ellas asume que los linfocitos T poseen un tnico
receptor parareconocer ambos antigenos. Asi el gen H-Y podria codificar
un producto que modificaria al producto del gen H-2 resultando un H-2
anormal. Esta estructura compuesta de los antigenos H-Y y H-2 seria
la reconocida por el receptor del linfocito T. La segunda hipoétesis
postula que los linfocitos T poseen dos receptores, uno para el antigeno
H-2 y otro para el antigeno extrano, en este caso el H-Y, de forma que
necesita reconocer ambos para llevar a cabo la lisis.

Algunas evidencias experimentales parecen apoyar la segunda
hipétesis. Asi, Boyse y col. (1968) demostraban que los antigenos H-Y
y H-2 no estan proximos en la membrana celular mediante una técnica
de bloqueo con anticuerpos. Asi, al aplicar un anticuerpo anti H-2 la
union posterior del anti H-Y no se veia bloqueada, o viceversa.

Geib y col. (1977) pusieron también de manifiesto que ambos
antigenos no estan estrechamente asociados en la membrana celular.
Realizando "capping" en células de macho con anticuerpos anti H-2 y
anti H-Y demostraron que el capping del H-2 no afecta la distribucién
del antigeno H-Y en la membrana.

Un aspecto muy interesante en lo que a inmunologia del antigeno

H-Y se refiere, es la relativa facilidad con que se puede inducir
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tolerancia a este antigeno. Este hecho fue en un principio utilizado en
la demostracion de que el rechazo de los transplantes era efectivamente
un fenémeno inmunolégico (Billinghan y Silvers, 1960). Inyecciones de
esplenocitos de macho adultos en hembras singénicas recién nacidas
hacen que éstas acepten transplantes de piel de macho demostrando la
induccion de tolerancia. Bastan tan s6lo 10.000 esplenocitos de macho
inyectados 24 horas después del nacimiento para inducir la tolerancia.
Un efecto similar se puede obtener en hembras de 17 dias con dosis
mas altas tales como 20x10° esplenocitos. En hembras adultas las dosis
necesarias son mucho mas altas requiriéndose, hasta 500x10° células
para inducir la tolerancia.

Ademas de ino6culos de esplenocitos se han empleado otros
métodos para inducir la tolerancia, por ejemplo, tres semanas en union
parabiotica de las hembras con los machos, irradiaciones con rayos X
de la médula de las hembras y posterior reconstitucion con médula de
macho, transplantes de piel de macho singénico recien nacido y
multiples partos con descendientes masculinos pueden inducir
tolerancia.

Se ha demostrado que la tolerancia al antigeno H-Y soélo es
transmisible mediante uniéon parabiética de hembras tolerantes con no
tolerantes. Ademas Smith y Powell (1977) demuestran que la
transmisiéon de 30x10° esplenocitos, linfocitos T o timocitos desde
hembras que han tenido varios partos hasta hembras virgenes induce
tolerancia en estas ultimas. Sin embargo, la transmisién de suero,
células de médula 6sea o linfocitos B no consigue inducir tal efecto.

Por otro lado, Weissman y col. (1984) han demostrado que la
tolerancia al antigeno H-Y puede ser inducida y transferida por células
linfoides pero no por c€lulas no linfoides. Asi los linfocitos T son capaces
de inducir tolerancia a transplantes de piel, pero no ocurre igual con los

linfocitos B o con los macroéfagos, aunque estos dos tipos de células
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presentan antigeno y capacidad inmunégena para sensibilizar a ratones
hembras para el rechazo de transplantes posteriores.

Estos autores demuestran que se puede inducir la tolerancia con
inyecciones de tan sélo 10°-10° esplenocitos de un individuo adulto a
una hembra singénica recien nacida, y que esta tolerancia puede ser
tansferida de una hembra a otra recien nacida por inéculos de 107
células.

Goldberg y col. (1971) realizaron uno de los hallazgos que mas ha
hecho avanzar los conocimientos sobre el antigeno H-Y. Pusieron de
manifiesto que el suero de las hembras de la linea de raton C57BL que
habian rechazado varios transplantes de piel de machos singénicos tenia
poder citotéxico especifico para las células de macho, lo que indica que
este suero posee anticuerpos que reconocen el antigeno especifico de
macho. El suero de estas hembras mostraba capacidad citotoxica para
los espermatozoides y otros tipos celulares de macho en presencia de
complemento, efecto que no se producia cuando las células expuestas
al suero eran de hembra.

Para la obtencion de sueros anti H-Y, ademas de inmunizar
hembras mediante transplantes de piel (Harnasch, 1979), se han
utilizado varios protocolos de inmunizacion. El mas usado ha sido
inmunizar hembras con inyecciones intraperitoneales de esplenocitos de
macho a intervalos semanales durante unas 8 semanas variando el
numero de células inyectadas entre 4y 100x10°. En algunos casos estas
inyecciones eran acompanadas con inyecciones subcutaneas de
coadyuvante de Freund en diferentes regiones del animal (Tung y col.
1982). Otros autores inyectaban los esplenocitos en las almohadillas de
las patas (Bradley y Heslop, 1985b)

Segun Wachtel y col. (1974) este tipo de sueros preparados por
esplenocitos presenta menos autoanticuerpos que el preparado por

transplantes de piel.
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Bradley y Heslop (1985b) desarrollaron un protocolo de
inmunizacién intraesplénica que consiste en introducir fragmentos de
piel de macho en el bazo de las hembras. De esta forma se obtienen
unos sueros con unos titulos mucho mas altos que con las inyecciones
intraperitoneales.

Ademas, Kraupen-Brown y Wachtel (1979) no encontraron
diferencias en el poder citotéxico de un suero obtenido por inmunizaciéon
con esplenocitos y el de una hembra que habia tenido multiples partos,
lo que indica que los embriones H-Y positivos han sensibilizado a la
madre estimulando en ella la produccion de anticuerpos anti H-Y. En
relacion con este hecho, Vernier (1975) encontraba que el tamario de la
placenta aumentaba en un embarazo de macho si el embarazo anterior
habia sido también de macho. Sin embargo si el embarazo previo habia
sido de hembra esto no ocurria.

El poder citotoxico de estos sueros venia dado por el porcentaje
de espermatozoides muertos en presencia de complemento. Por su parte,
la especificidad venia determinada por dos hechos: 1) dichos sueros
eran citotoxicos sélo frente a células de macho y no frente a las de
hembra; 2) la capacidad citotoxica podia ser retirada de forma especifica
mediante absorcion del suero con c€lulas de macho, pero no con células
de hembra.

Basicamente se han aplicado dos tipos de pruebas de
citotoxicidad para poner de manifiesto la presencia de H-Y en un
determinado individuo o tejido, la prueba directa y la indirecta. En la
prueba directa las células de las cuales se quiere determinar si poseen
o no antigeno H-Y se ajustan a una determinada concentracién y se
exponen a diferentes diluciones del suero anti H-Y en presencia de
complemento. La muerte celular producida se compara con la de los
controles negativos (células de hembras) y positivos (células de macho);

si los valores obtenidos se aproximan a los del control positivo, las
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células problema se consideraran también H-Y positivas, en caso
contrario seran H-Y negativas.

En la prueba indirecta por el contrario las diferentes diluciones
del suero anti H-Y son absorbidas con una cantidad determinada de
c€lulas problema, tras lo cual son retiradas del suero por centrifugacion.
Posteriormente el suero es utilizado en una prueba directa con
espermatozoides o cualquier otro tipo de células sensibles al suero en
presencia de complemento, de forma que si las células problema eran
H-Y positivas habran retirado del suero su poder citotéxico y la muerte
celular producida por éste se vera muy reducida en comparacién con la
que produce el suero no absorbido. Por el contrario, si dichas células
eran H-Y negativas la citotoxicidad del suero permanecera invariable
tras la absorcion.

Las variaciones de esta técnica han sido abundantes, si bien
todas ellas afectan al tipo de células utilizadas como dianas y a la forma
en que se pone de manifiesto la presencia de antigeno H-Y en las
células.

En relacion con los tipos celulares utilizados para cuantificar las
pruebas de citotoxicidad, el uso de espermatozoides, aunque asiduo, ha
planteado sin embargo algunos problemas ya que reaccionan de forma
natural con anticuerpos heterofilos, lo que hace necesario un exhaustivo
control tanto del antisuero como de la fuente de complemento. Por otro
lado no es facil distinguir entre los espermatozoides vivos y muertos al
cuantificar la muerte producida por el suero con tincién con azul tripan
debido a su escasa cantidad de citoplasma.

Ademas de espermatozoides se han utilizado células epidérmicas
disociadas (que plantean el problema de la dificultad de su preparacién)
(Scheid y col., 1972; Steinmuller y col., 1984), células de cerebro
disociadas (Schachner y Hammerling., 1974), fibroblastos (Koo y col.,
1981), células linfoides (Tokuda y col., 1977; Kooy col., 1981) e incluso
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en muchos casos células procedentes de lineas preestablecidas que han
demostrado ser H-Y positivas, tales como células Raji (Fellous y col.,
1978).

Por lo general las células muertas en las pruebas de citotoxicidad
eran tenidas con azul tripan y contadas al microscopio, pero se han
empleado ademas otros métodos para estimar el nimero de células
muertas. Asi, Tung y col. (1982) relacionaban el numero de
espermatozoides muertos con un descenso en los niveles de ATP de la
muestra que eran puestos de manifiesto mediante la emision de luz al
adicionar a la muestra un complejo de luciferasa y luciferina. También
se ha estimado la muerte marcando las células diana con Cr51 y
midiendo la liberaciéon de éste tras la lisis.

Se han desarrollado ademas diferentes técnicas serologicas para
detectar H-Y en las que la union del antigeno y anticuerpo no se ponia
de manifiesto mediante lisis celular sino marcando las células con
diferentes marcadores. Asi, muchos autores ponen de manifiesto la
union antigeno-anticuerpo mediante la formacion de rosetas de glébulos
rojos alrededor de las células H-Y positivas. Esta técnica consiste
basicamente en preparar una suspension de globulos rojos de carnero
a la que se le adiciona un suero de rata anti globulos rojos de carnero.
Por otro lado, se ponen las células problema en contacto con el suero
anti H-Y de rata y se mezclan las dos suspensiones celulares
adicionando un suero anti IgG de rata. Si las células son H-Y positivas
los globulos rojos formaran rosetas uniéndose a ellas a través de los
diferentes anticuerpos (Hausman y Palm, 1973; Peter y col., 1973 y Koo
y col., 1981).

Tokuda y col (1977), utilizan la unioén de Staphilococcus aureus a
las células que han sido expuestas al suero anti H-Y para demostrar
este antigeno en cé€lulas linfoides. Esta bacteria posee en su pared

proteina A que muestra afinidad por la fraccién Fc de las IgG de varias
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especies, de forma que si las células son H-Y positivas las bacterias
apareceran unidas a su membrana.

Basandose en el mismo principio, Casanova-Bettane y col. (1981)
detectaron la unién del H-Y y el anticuerpo anti H-Y en las células
adicionando a éstas una suspension de proteina A marcada con '*], de
forma que las células H-Y positivas quedaran marcadas
radioactivamente, lo que se pone de manifiesto en un contador
gamma.

Otros, utilizan como marcador un suero anti Ig de rata o ratén,
dependiendo de la especie donde se ha desarrollado el antisuero,
conjugado con peroxidasa (Miiller y Bross, 1977) o con productos
fluorescentes como isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Galbraith y col.
1978), de forma que las células H-Y positivas aparecen tenidas de
marron al poner el sustrato de la peroxidasa para el primer caso o
fluorescentes para el segundo.

Kooy col. (1973) utilizaron un anticuerpo hibrido anti-TMV (virus
del mosaico del tabaco) y anti-IgG de rata. Tras tratar las células
problema con un suero anti H-Y obtenido en rata, adicionaban el
anticuerpo hibrido mas virus del mosaico del tabaco y las observaban
al microscopio electronico. De esta forma demostraron que el H-Y estaba
localizado mayoritariamente en el capuchén acrosomal de los
espermatozoides.

Por su parte, Bradley y col. (1987a) ponian de manifiesto el
antigeno H-Y en estracto de testiculo de toro mediante una ELISA
utilizando como primer anticuerpo un suero anti H-Y obtenido por
inmunizacion intraesplénica y un anticuerpo de cabra anti IgG de rata
marcado con ureasa.

Aunque las diferentes técnicas serologicas han sido ampliamente
aplicadas, generalmente se han encontrado con numerosos problemas.

El antigeno H-Y es un antigeno menor de histocompatibilidad y por ello
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sélo el 30% de los individuos inmunizados producen sueros con niveles
aceptables (Koo, 1981), lo que hace necesario inmunizar muchos
individuos y, posteriormente, probar los diferentes sueros rechazando
aquellos en los que no hubiese respuesta especifica para las células de
macho o aquellos en los que esta respuesta fuese muy baja. Ademas el
hecho de que el antigeno H-Y esté compuesto de una parte protéica y
otra glucidica, que constituye su determinante antigénico (Shapiro y
Erickson, 1981; Shapiro y Goldberg, 1984), junto con su baja densidad
en la membrana celular, hace realmente dificil obtener sueros anti H-Y.

Otra dificultad adicional es que la mayoria de estos sueros
policlonales son resultado de la hiperinmunizacion de hembras con
células de macho, por lo que en estos sueros pueden aparecer
anticuerpos inespecificos e incluso autoanticuerpos. Esto ha hecho
necesario absorber dichos sueros con cé€lulas H-Y negativas antes de ser
usados, para retirar todos estos anticuerpos, tras lo cual se reducia a
veces la capacidad citotoxica del suero, indicando que probablemente se
absorben también inmunoglobulinas especificas para el H-Y. En
cualquier caso y en las mejores condiciones, en un suero policlonal se
obtienen como mucho un 5% de anticuerpos especificos para un
determinado antigeno. Todo ello explica los bajos titulos mostrados en
sueros anti H-Y que oscilan por lo general entre 1/4y 1/6.

En general los sueros dan un margen muy pequeno de diferencias
entre la maxima muerte observada con el suero en presencia de
complemento (alrededor de 50-60%) y la minima muerte en presencia de
complemento y ausencia de suero (que es de un 30%) valores que
representan los controles positivo y negativo respectivamente, en cada
prueba (Goodfellow y Andrews 1982).

Parecia que el desarrollo de anticuerpos monoclonales para el
antigeno H-Y (Koo y col., 1981; Nagamine y col., 1984; Bradley y Heslop

1984) terminaria con los problemas de los sueros policlonales. Sin
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embargo, aunque estos anticuerpos han demostrado reconocer al
antigeno H-Y, los titulos han sido igualmente bajos y de muy baja
especificidad, probablemente debido a que soélo reconocen un
determinante antigénico, mientras que los diferentes anticuerpos del
suero policlonal reconocerian mas de uno.

Mas recientemente Bradley y Heslop (1985b) mediante
inmunizacién intraesplénica han desarrollado sueros anti H-Y de altos
titulos en comparacion con los obtenidos por inmunizacion con
inyecciones intraperitoneales de esplenocitos. Estos sueros pueden ser
usados en pruebas mas sensibles para el H-Y tales como ELISA (Bradley
y col., 1987a)

Ohnoy col. (1981) sugerian que el reconocimiento del H-Y por los
anticuerpos probablemente es también susceptible de restriccion y que
éstos reconocen en realidad complejos antigénicos H-Y y MHC mas que
al H-Y por si mismo, al igual que ocurria para el H-Y puesto de
manifiesto mediante transplante o mediante pruebas de citotoxicidad
mediada por células. Esto viene apoyado por el hecho de que la
absorciéon de un suero anti H-Y con células de raton de haplotipos H-
2Dk H-2Kk o H-2Db H-2KKk, reduce la citotoxicidad del suero mientras
que su absorcion con células de haplotipos H-2b o H-2d no tiene efecto

sobre la citotoxicidad del suero.

IDENTIDAD DEL H-Y

Queda aun por dilucidar si efectivamente las diferentes técnicas
detectan o no el mismo antigeno.
Melvold y col. (1977) describieron ratones hibridos entre C57BL

y Balb/c, que carecian de cromosoma Y y eran H-Y negativos mediante
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la técnica de transplantes, pero que, sin embargo, eran H-Y positivos
mediante técnicas seroldgicas. Este hecho sugiere la existencia de al
menos dos antigenos especificos de macho en ratén, uno de ellos
detectado mediante técnicas de transplantes y otro mediante serologia.
Por el contrario, Wachtel y col. (1984) demostraron que estos dos
antigenos son similares, ya que la inmunizacion de hembras con
antigeno definido serolégicamente hace que éstas rechacen de forma
acelerada los transplantes de piel de machos singénicos. Ademas Koo y
Varano (1981) demostraron que el antigeno H-Y detectado
serolégicamente es similar o esta situado muy préximo al reconocido por
los linfocitos T, ya que la lisis celular queda bloqueada anadiendo
anticuerpos anti H-Y al medio donde se realiza la prueba de
citotoxicidad mediada por cé€lulas, lo que indica que estos anticuerpos
interfieren en el reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos
T.

La descripcion por parte de Simpson y col. (1986) de que los
ratones Sxr’ pierden simultaneamente la informacion para las posibles

formas antigénicas del H-Y detectado mediante trasplantes y mediante

~pruebas de citotoxicidad mediada por células, sugiere que ambas

técnicas detectan el mismo antigeno.

Sin embargo, Goulmy y col. (1983) describen el caso de un
hombre XX que era H-Y negativo segun pruebas de citotoxicidad
mediada por células y H-Y positivo segun pruebas de citotoxicidad
mediada por anticuerpos. Ademas de este caso, todos los casos
analizados posteriormente de hombres XX y hermafroditas verdaderos
XX han sido H-Y positivos segun pruebas citotoxicidad mediada por
anticuerpos, y H-Y negativos segun pruebas de citotoxicidad mediada
por células (Goulmy y col., 1983, y Simpson y col., 1987). Por lo tanto,
al menos en humanos todo parece indicar que estas dos técnicas

detectan diferentes antigenos. Esta conclusion fué apoyada por la
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localizacién de un gen relacionado con el antigeno H-Y que se detecta
mediante pruebas de citotoxicidad mediada por c€lulas, en el brazo largo
o bien en el corto proximo al centrémero del cromosoma Y (Simpson y
col. 1987), y la localizacién de otro gen, candidato para ser el gen
estructural del antigeno H-Y que se detecta mediante pruebas de
citotoxicidad mediada por anticuerpos en el cromosoma 6 (Lau y col.
1986).

Segun Klein (1982), sélo las proteinas son capaces de inducir
respuesta mediada por linfocitos T, mientras que otras estructuras
ademas de las proteinas activan preferentemente respuesta por
linfocitos B. Segun estos hechos, una posible explicacién de la falta de
correspondencia entre los resultados de las distintas técnicas, podria
basarse en la suposicion de que el gen ligado al cromosoma Y fuese
requerido para modificar la glicoproteina que se reconoce mediante
pruebas serologicas pudiendo ser entonces reconocida por las células T.
Los anticuerpos podrian ser capaces de detectar tanto la parte protéica
como la glucidica. La carencia de la informacién para transformar el H-Y
y hacerlo reconocible para los linfocitos T explicaria por qué los machos
XX son positivos mediante pruebas basadas en anticuerpos, y negativos
en pruebas de citotoxicidad mediada por células.

Wiberg (1987), propuso que, mientras no se tengan mas datos
sobre este antigeno, en humanos se puede considerar que el H-Y
detectado mediante pruebas de citotoxicidad mediada por anticuerpos
es un antigeno distinto al H-Y detectado mediante pruebas de
citotoxicidad mediada por células, y distinto del H-Y detectado mediante
transplantes y pruebas de citotoxicidad mediada por células, en ratén.

Por el contrario, en la especie Myopus schisticolor se da una
perfecta concordancia entre los resultados obtenidos con las distintas
técnicas (Wiberg y col., 1982; Wiberg y Fredga, 1985; Wibergy Giinther,

1985) lo que favorece la idea de que en esta especie sélo existe un
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antigeno especifico de macho, aunque no se conocen datos sobre el

antigeno puesto de manifiesto mediante transplantes.

TERMINOLOGIA DEL H-Y

Como ya hemos mencionado anteriormente, Billingham y Silvers
(1960) propusieron el nombre de antigeno H-Y para el antigeno
especifico del sexo masculino, nombre con el que durante mucho tiempo
ha sido referido indistintamente el antigeno detectado mediante las
diferentes técnicas inmunolégicas.

Sin embargo, los indicios que apuntan al hecho de que diferentes
técnicas inmunolégicas empleadas para detectar el antigeno H-Y,
detectan antigenos diferentes o bien diferentes partes de una misma
molécula obligan a estandarizar una nomenclatura menos ambigua, que
haga referencia a cada antigeno con un nombre diferente.

Como consecuencia, Silversy col. (1982) propusieron que, aunque
se deberia seguir empleando el termino H-Y para el antigeno de
transplantes, sin embargo, para el detectado mediante técnicas
serolégicas deberia emplearse el término SDM (Serologically Detectable
Male antigen).

Wiberg (1987) propuso que el antigeno que se detecta mediante
transplantes sea llamado H-Yt, mientras que el que se detecta por medio
de pruebas de citotoxicidad mediada por células sea llamado H-Yc. Este
autor, por similitud con esta nomenclatura, se refiere al antigeno
detectado mediante serologia como H-Ys, pero dado que este antigeno
esta relacionado con el sexo heterogamético, que en aves es el femenino
(las hembras tienen el antigena y los machos no), propone como mas

correcto llamarle Sxs (sex specific antigen), nomenclatura que, en lo
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sucesivo, sera adoptada en este trabajo. Ademas, aunque esta distincién
no se ha hecho en la mayoria de las publicaciones, llevando por tanto
a confusién en muchas ocasiones, hemos procurado averiguar a partir
de la metodologia empleada en cada trabajo, el antigeno al que se hace
referencia en cada caso, y, aunque los autores se refirieran a €l
simplemente como antigeno H-Y nosotros lo citaremos en este trabajo

con su nombre correcto segiin la nomenclatura descrita.

CONSEVADURISMO EVOLUTIVO DE LOS ANTIGENOS
ESPECIFICOS DEL SEXO HETEROGAMETICO

Los antigenos especificos del sexo heterogamético detectados
mediante las diferentes técnicas inmunolégicas han demostrado con
todas ellas no presentar diferencias entre distintos individuos de una
linea ni entre diferentes especies. Asi, por ejemplo, Silvers y Yang (1973)
demostraron que el antigeno H-Yt es homologo para ratas y ratones.
Para ello inyectaban linfocitos de macho de algunas lineas de ratas en
hembras de ratéon C57Bl, lo que hizo que estas ultimas se sensibilizaran
y rechazaran los transplantes de piel de machos singénicos de forma
acelerada. Igualmente, Wachtel y col. (1974), demostraron que las
células de rata, conejo y humanos son susceptibles de lisis en presencia
de un suero anti-Sxs de raton mas complemento, indicando que el
antigeno Sxs posee determinantes muy similares en estas cuatro
especies.

En la misma linea podemos considerar las experiencias de
McCarrey y col. (1981) con las que demostraron que no existe
polimorfismo genético para el locus del antigeno H-Wt de unas lineas a

otras de pollos.
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Mintz y Silvers (1983), basados en una nomenclatura incorrecta,
indicaban que, aunque la expresion del antigeno varia de unas lineas a
otras, las siguientes evidencias apuntan a que sélo existe una unica

forma alélica:

1) Los transplantes de piel entre machos hibridos de las distintas

lineas son aceptados permanentemente.

2) Laexposicion de hembras adultas C57BL a células alogénicas
de macho sensibiliza a aquellas contra los transplantes de piel
de machos singénicos, mientras que en hembras recien

nacidas induce tolerancia.

3) No hay diferencias en el grado de lisis especifica del H-Y en
c€lulas de macho cuando se comparan hibridos de diferentes

lineas que difieren en el origen del cromosoma Y.

Como podemos ver, las dos primeras pruebas sélo hacen
referencia al H-Yt, mientras que la tercera lo hace al Sxs.

Wachtel y col. (1974 y 1975a) demuestran también el alto grado
de conservadurismo evolutivo del antigeno Sxs, mediante la realizacion
de pruebas de citotoxicidad y de hemaglutinacién. Poniendo de
manifiesto que la absorcion de un suero anti-Sxs de ratén con células
de individuos de sexo heterogamético procedentes de especies tan
distantes evolutivamente como ratas, cobayas, conejos, humanos,
pollos, Rana pipiens y Xenopus laevis, retiraba su capacidad citotéxica.
Estas experiencias demuestran que el antigeno Sxs de células de tan
variados origenes es muy similar al de ratén ya que todos ellos

muestran reaccién cruzada.
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Otros autores han demostrado la presencia de este antigeno en
reptiles (Zaborski y col 1979), en peces (Miiller y Wolf 1979) e incluso en
langostas y algunas especies de insectos (Shalev y col. 1980 y Pechan
y Tracey 1980) estando siempre relacionado con el sexo

heterogamético.

DISTRIBUCION DEL ANTIGENO Sxs

Todas las investigaciones sobre la distribucion de antigenos
especificos del sexo masculino en diferentes células y tejidos han tenido
como base la utilizacion de sueros procedentes de hembras
inmunizadas. Por lo tanto, aunque la mayoria de los autores se refieren
a la distribucion del H-Y en sus publicaciones, estos estudios
demuestran unicamente la distribucion del Sxs.

Desde el punto de vista embriologico, la expresion del antigeno
Sxs es muy temprana. Asi por ejemplo, Krco y Goldberg (1976) y Shelton
y Goldberg (1984) demostraron la expresion de este antigeno en
embriones XY de ratén de ocho células, ya que la aplicacion de suero
anti-Sxs y complemento les causa la muerte, lo que no ocurre en
embriones XX (Epstein y col. 1980).

Miiller y col, (1978b) y Brunner y col (1984) demostraron que tras
cultivar cé€lulas testiculares disociadas en medio de cultivo el antigeno
Sxs aparece como molécula libre, lo que no ocurre si los cultivos son de
cualquier otro tejido de macho. Ademas, Zenzes y col. (1978a)
demostraron que las c€lulas de Sertoli sintetizan y liberan al medio gran
cantidad de antigeno Sxs. Por el contrario las células de Leydig pueden
sintetizarlo en individuos muy jovenes pero no en individuos adultos,

presentando sin embargo capacidad de captar Sxs exdégeno.
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A pesar de que solo el testiculo sintetiza y excreta Sxs, en
mamiferos, los individuos macho adultos presentan antigeno Sxs en
todas sus células como un antigeno de membrana (Miiller y col., 1978a),
con la excepcion de las c€lulas germinales inmaduras (Zenzes y col.,
1978a) y de los glébulos rojos.

Scheid y col., (1972) utilizando una prueba de citotoxicidad
demuestran la presencia del antigeno Sxs en las células epidérmicas,
pero con esta misma prueba no pueden demostrarlo en células de timo,
nodulos linfaticos, esplenocitos o médula 6sea. Sin embargo estas
células tienen capacidad de retirar la actividad citotoxica del suero anti-
Sxs, indicando que son Sxs positivas. A pesar de ello estos resultados
se pueden explicar suponiendo que es probable que tengan poca
cantidad de antigeno o, por el contrario, que sélo lo presenten un
porcentaje muy bajo de ellas.

Worst y Fusening (1973) utilizando técnicas de hemadsorcion
ponen de manifiesto el antigeno Sxs en células epidérmicas pero no en
c€lulas de los nodulos linfaticos ni en fibroblastos. Sin embargo, estas

ultimas fueron Sxs positivas en un ensayo de inmunofluorescencia

“indirecta.

En lo que a las cé€lulas gonadales se refiere, Koo y col. (1979)
demuestran mediante hemadsorcion que las espermatogonias de
individuos recién nacidos son Sxs negativas, aunque por el contrario los
espermatocitos primarios y secundarios se convierten en Sxs positivos
y las espermatidas tempranas y tardias poseen incluso mas Sxs que los
espermatozoides. Ademas, las células somaticas gonadales son Sxs
positivas (Zenzes y col 1978a).

Bradley y Heslop (1988) examinan la distribucion del antigeno Sxs
dentro de los tubulos seminiferos de ratas de 20 dias y adultas

utilizando métodos inmunohistoquimicos. Demuestran que en testiculos
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inmaduros las células que poseen mas Sxs son las espermatogonias,
mientras que en los testiculos adultos, los grupos de espermatocitos se
tinen menos por lo que algunos de ellos pueden ser considerados Sxs
positivos y otros Sxs negativos. Por su parte la células peritubulares son
Sxs positivas en los testiculos maduros y negativas en los inmaduros.

Como ya vimos, Koo y col. (1973), localizaban el antigeno Sxs en
espermatozoides mediante microscopia electréonica utilizando un
anticuerpo hibrido anti Ig de ratén y anti virus del mosaico del tabaco.
Mediante esta técnica el antigeno Sxs se localizé en el capuchén
acrosomal de la cabeza del espermatozoide. Por el contrario, Bradley y
col. (1987b), utilizando técnicas de marcaje con inmunoperoxidasa e
inmunofluorescencia, sugieren que el antigeno Sxs esta localizado en la
region posterior de la cabeza y en la pieza media del flagelo del
espermatozoide.

Debido a la relaciéon que se observo entre Sxs y cromosoma Y, se
postulé que posiblemente solo los espermatozoides que llevan este
cromosoma expresarian el Sxs en su membrana, mientras que los que
llevan el cromosoma X no, planteando la hipotesis de una posible
expresion postmeiotica del Sxs. Esta podria ser la causa de la desviacion
observada por Bennett y Boyse (1973) a favor de las hembras en la
relacion de los sexos en la descendencia de hembras inseminadas
artificialmente con espermatozoides previamente tratados con suero
anti-Sxs en presencia de complemento, lo que sugiere que,
efectivamente, los espermatozoides con cromosoma Y son mas sensibles
a la lisis. Sin embargo, no existe tal desviacion en la descendencia de
hembras inmunizadas contra el Sxs mediante transplantes de piel y que
son inseminadas con espermatozoides no tratados. Esto puede ser
debido a que los espermatozoides en el aparato reproductor de la

hembra son inaccesibles al sistema inmune o bien a que realmente no
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hay diferencias para el Sxs entre espermatozoides con cromosoma Y o
X. Por su parte, Hoppe y Koo (1984) tampoco pudieron demostrar
alteraciones en la relacion de sexos al realizar fertilizacién in vitro de
6vulos con espermatozoides tratados con un anticuerpo monoclonal
anti-Sxs. Demostraron sin embargo, que los espermatozoides van
perdiendo antigeno Sxs a medida que son transportados en el epididimo
y durante la capacitacion, lo que les llevé a relacionar la presencia de
Sxs en el espermatozoide con su inmadurez y su incapacidad de
fertilizacion.

En las células somaticas no gonadales el antigeno Sxs no es un
componente integral de la membrana y se desconoce exactamente su
mecanismo de unién a la membrana celular, aunque se sabe que
depende de la ,-microglobulina al igual que otros muchos antigenos de
membrana. Se ha postulado que forma dimeros con las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad MHC (HLA en humanos o H-2
en ratén) y que éstos a su vez se asocian a la p,-microglobulina (Ohno
y col., 1979). De cualquier modo, la unién del antigeno a las células
somaticas es mas débil que a las células gonadales.

Esta asociacion a la p,-microglobulina explicaba los resultados
obtenidos por Fellous y col. (1978), que cultivaron varias lineas celulares
de teratocarcinomas de raton que carecian de f,-microglobulina y de
Sxs. Tras 3 6 4 semanas de cultivo, algunas lineas presentraban p2-
microglobulina y Sxs, con la particularidad de que todas las células Sxs
positivas tenian también f,-microglobulina, aunque no todas las células
con f,-microglobulina resultaran ser Sxs positivas. Estos mismos
autores demostraron también que la f,-microglobulina y el Sxs estan
estrechamente asociados en la membrana celular de las células Raji, ya
que el capping con anticuerpos anti f,-microglobulina resulta también

en capping del Sxs. Sin embargo no se producia capping de la B,-
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microglobulina utilizando suero anti-Sxs.

La linea de células Daudi, conocida por carecer de HLA y de B2-
microglobulina, liberan al medio gran cantidad de Sxs precisamente por
no poder retenerlo en su membrana (Iwata y col., 1979; Nagai y col.,
1979).

Sin embargo, a pesar de localizarse en todas las células de
individuos de sexo heterogamético, las unicas células que poseen un
receptor especifico para el antigeno Sxs son las células somaticas
gonadales de ambos sexos.

Miiller y col. (1978a) demostraron que la piel, higado, rinén y
cerebro de ambos sexos no presentan capacidad de captar Sxs exégeno,
mientras que los tejidos gonadales tanto de macho como de hembra son
capaces de hacerlo. En los ovarios, esta capacidad permanece invariable
a lo largo de toda la vida del animal, mientras que en testiculo decrece
con la edad del animal. Esto indica que el receptor especifico para el Sxs
esta localizado en las células somaticas de las gonadas, aunque en
testiculo esta parcialmente copado, gracias a la produccion de antigeno
Sxs por las células de Sertoli, mientras que en el ovario permanece libre
durante toda la vida por falta de antigeno. En consecuencia, Wachtel y
col. (1980c) pudieron demostrar que tras incubar células ovaricas en
Sxs libre estas adquieren el Sxs en su membrana y pueden absorber
anticuerpos de un suero anti-Sxs.

Asli, las gonadas de sexo homogamético (que son por tanto Sxs
negativas) de diferentes especies, como ovarios de vaca o perra, y
testiculos de pollo o xenopus, expuestas a Sxs de estracto de testiculo
de ratéon absorben éste de forma especifica y se convierten en Sxs
positivos, lo que indica (1) que todas ellas poseen el receptor en sus
células y (2) que este receptor especifico para el Sxs muestra un alto

grado de conservadurismo evolutivo (Wachtel, 1981).
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Ademas de estar unido a la f,-microglobulina y al receptor
especifico de las gonadas, el antigeno Sxs se puede encontrar también
como molécula libre en suero (Wachtel y col., 1980c) y en liquido de
epididimo (Miiller y col., 1978a, 1980b) o unido de forma inespecifica a
la membrana de los eritrocitos. Asi, Miiller y col. (1980b) demostraron
que los eritrocitos de individuos XY absorben anticuerpos anti-Sxs,
mientras que los de individuos XX no lo hacen. Estudiando el modo de
union del Sxs a la membrana del eritrocito, observaron que, después de
varios lavados el Sxs desaparece de la membrana celular de éstos, pero
no de otros tipos celulares.

Los eritrocitos de hembra absorben Sxs exégeno y se convierten
en Sxs positivos aunque la lisis de estos eritrocitos por suero anti-Sxs
no es especifica del sexo. Por tanto, la uniéon del antigeno a la
membrana de los eritrocitos es inespecifica y, en consecuencia, no llega

a ser integrante de la misma.

ASPECTOS GENETICOS DE LOS ANTIGENOS
ESPECIFICOS DEL SEXO HETEROGAMETICO

Como ya hemos mencionado en alguna ocasion, antes de que se
distinguieran diferentes antigenos especificos del sexo heterogamético,
el patron de expresion del entonces llamado antigeno H-Y, hizo pensar
que este antigeno deberia estar codificado por un gen localizado en el
cromosoma Y. Sin embargo, cabia la posibilidad de que este antigeno
resultase de la presencia de un so6lo cromosoma X mas que de la
presencia de cromosoma Y, tal como ocurre en Drosophila donde la
presencia de dos antigenos especificos de macho y otros dos especificos

de hembra estan determinados por el nimero de cromosomas X. Sin
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embargo, todo parecia indicar que era el cromosoma Y el que codificaba
el antigeno H-Y, ya que los individuos XO eran H-Y negativos mientras
que los XXY eran H-Y positivos. Ademas, teratomas testiculares que
retenian el cromosoma Y expresaban el H-Y, mientras que los que
carecian de este cromosoma no lo expresaban (Bunker, 1966).
Cuando los conocimientos sobre el antigeno H-Y avanzaron hasta
el punto de distinguir varios antigenos diferentes, el H-Yt, H-Yc y Sxs,
se hizo necesario tratar por separado la localizacion de los genes de

estos antigenos.

GENETICA DEL H-Yt

En ratones se consider6 en principio que el gen que determina el
antigeno H-Yt esta localizado en el cromosoma Y, dado que los ratones
X0 han sido descritos en numerosas ocasiones como H-Yt negativos
(Celada y Welshons, 1963; Melvold y col., 1977; Haughton y col., 1979
y Simpson y col, 1982). Sin embargo esto no es siempre asi habiéndose
descrito también ratones X0 H-Yt positivos (Koo y col., 1983).

Mas recientemente, Simpson y col, (1986) y Wiberg y Lattermann
(1987) han demostrado que ratones XXSxr (llevan sobre uno de los
cromosomas X el fragmento Sxr, causante de reversion sexual, derivado
del cromosoma Y) son H-Yt positivos, mientras que ratones
XXSxr'(poseen un Sxr delecionado) han perdido su capacidad antigénica
pero no la masculinizante. La pérdida de esta capacidad antigénica
indica que, bien el gen estructural, o bien un gen regulador relacionado
con el H-Yt esta localizado en el cromosoma Y. Posteriores
investigaciones han situado este gen en el brazo corto del cromosoma
Y (Simpson y col., 1987 y McLaren y col., 1988).

En humanos y Myopus schisticolor la situaciéon es bien distinta.

Pagina 28



Serologia y funcién del antigeno Sxs Introduccion

Asi todas las mujeres con sindrome de Turner X0 son H-Yt positivas
(Wiberg, 1985) y las hembras XY, X0, X'0 y X'X de Myopus schisticolor
también son H-Yt positivas (Wachtel y col., 1976a; Wiberg y Fredga
1985; Wiberg y Giinther, 1985). [X' es un cromosoma X mutado
causante de la produccion de hembras XY fértiles en M. schisticolor
(Fredga y col., 1976)]. A pesar de que algunas mujeres XO descritas
anteriormente fueron mosaicos X0/XY (Miiller y col., 1987) otras, por el
contrario, carecian por completo de secuencias del cromosoma Y.
Tampoco hay evidencias de que en el cromosoma X' de Myopus existan
secuencias del cromosoma Y. Por tanto en humanos y en Myopus es
muy probable que el gen para el H-Yt no esté localizado en el

cromosoma Y.

GENETICA DEL H-Yc

Los datos obtenidos sobre la localizacion del H-Yc coinciden
perfectamente con los obtenidos para el H-Yt.

En ratones los individuos XO, pueden ser H-Yc positivos (Koo y
col., 1983) o H-Yc negativos (Simpson y col., 1982).

Los ratones XX portadores de Sxr son todos H-Yc positivos
mientras que los Sxr’ son H-Yc negativos. Todo esto sugiere que el gen
estructural del H-Yc, o bien alguno de sus genes reguladores, estan
localizados en el cromosoma Y (McLaren y col., 1984; Simpson y col.,
1986).

McLaren y col. (1988) concluyen mediante el estudio de ratones
Sxr, que el gen del antigeno H-Yc esta localizado en el brazo corto del
cromosoma Y, idea que fué apoyada al demostrar que si se realiza

hibridacion in situ con una sonda del Sxr (que se ha demostrado posee
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el gen del H-Yc), ésta se localiza en el brazo corto del cromosoma Y
(Roberts y col. 1988).

En humanos, los datos son también bastante claros. Cinco
hombres XX mostraron ser H-Yc negativos (Goulmy y col.,, 1983),
mientras que seis hombres XX que presentan parte del brazo corto del
cromosoma Y, pero que carecen del brazo largo, eran H-Yc positivos. En
concordancia con esto, dos mujeres XY que poseen el brazo largo del
cromosoma Y pero no el corto, eran H-Yc negativas (Simpson y col.,
1987).

Todos estos datos sugieren que el gen del antigeno H-Yc o alguno
de sus genes reguladores se localiza en el brazo corto del cromosoma Y

o en el largo, muy proximo al centromero.

GENETICA DEL Sxs

La relacion existente entre la presencia de Sxs y el sexo
heterogameético junto con el hecho de que en las primeras experiencias
se encontré que este antigeno estaba ausente en individuos X0 pero
presente en individuos XXY, Tfm (sindrome de feminizacién testicular)
e intersexos XY, favorecia la hipétesis de que el cromosoma Y era
necesario para la expresion de este antigeno (Celada y Welshons., 1963
y Bennetty col., 1975). Ademas, la expresion del antigeno en individuos
Tfm es indicativo de que no es dependiente de la testosterona, ya que los
tejidos de individuos Tfm no responden a esta hormona por carecer de
su receptor especifico en sus células.

Por lo tanto, se asumio la presencia en el cromosoma Y de un gen
estructural o regulador de la expresion del Sxs, suposicién que encontré
apoyo en el hecho de que los individuos con dos cromosomas Y

expresaban mas antigeno que los machos normales (Wachtel y col.,
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1975). Posteriormente, se tuvieron evidencias de que el gen para el Sxs
podria estar localizado en el brazo corto del cromosoma Y. Asi por
ejemplo, un individuo con un cromosoma Y que es un isocromosoma del
brazo largo era Sxs negativo. Ademas individuos con cariotipo 45X mas
un pequeno cromosoma metacéntrico originado a partir del cromosoma
Y eran Sxs positivos (Faggiano y col., 1980).

Koo y col. (1977) apoyaron la idea de que el gen estructural para
el Sxs estaba localizado en el brazo corto del cromosoma Y o bien en el
largo muy préximo al centromero. La segunda posibilidad parecia mas
probable por el hecho de que individuos con una delecién de todo o
parte del brazo largo del cromosoma Y eran Sxs negativos (Rosenfeld y
col., 1979).

A pesar de todo es muy probable que el gen que se localiza en el
cromosoma Y sea un gen regulador mas que estructural ya que Wachtel
y col. (1976b) describieron tanto machos XX como hermafroditas
verdaderos XX que eran Sxs positivos, por lo que concluyeron que el gen
estructural para el Sxs no deberia estar localizado en el cromosoma Y.
Por lo tanto, el gen estructural del Sxs podria ser autosémico o ligado
al cromosoma X.

Los casos de mujeres XY analizados posteriormente fueron tanto
Sxs positivos como negativos (Wachtel y col., 1980b). Ademas, se
encontraron hembras X0 Sxs positivas, que acabaron siendo la mayoria
(Wolf y col., 1980b y Waibel y col., 1987), aunque hay excepciones de
mujeres X0 que fueron Sxs negativas (Casanova-Bettane y Fellous,
1981).

Por otra parte, todos los hombres XX analizados han sido Sxs
positivos independientementé de si portan o no parte del cromosoma Y
(Wachtel y col 1976b y De la Chapelle y col 1978).

Se han descrito también hombres XX en donde tanto ellos como
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sus madres eran Sxs positivos. Para explicar este hecho, De la Chapelle
y col. (1978) y De la Chapelle (1981) propusieron la idea de que el gen
estructural para el antigeno Sxs, en caso de estar localizado en el
cromosoma Y, formaria una familia multigénica, de manera que estos
individuos XX Sxs positivos podrian explicarse por tanslocacion de parte
del cromosoma Y al X. Sin embargo Winters y col. (1979), Moreira-Filho
y col. (1980), Waibel y col, (1987) y Wachtel (1983), han demostrado la
presencia de Sxs en hermafroditas verdaderos con cariotipo XX sin que
en ellos se hayan podido detectar secuencias del cromosoma Y. Resulta
evidente por tanto que el gen Sxs no es holandrico.

Wolf y col. (1980a) analizaron individuos con cariotipo 45X0 y
mosaicos 45X/46Xi(Xq) y en todos ellos se expresa el antigeno.
Demostraron también que hembras XX con deleccion del brazo corto de
uno de los X son Sxs positivas, mientras que aquellas en que el brazo
perdido es el largo son Sxs negativas. Postularon que el gen estructural
podria ser autosémico y estar regulado por un gen represor ligado al
cromosoma X, que deberia escapar a la inactivacion.

Dado que la expresion del antigeno esta asociada a la pérdida de
un segmento del cromosoma X (Xp223), es en este segmento donde se
cree podria estar localizado el gen regulador represor (en este mismo
segmento Xp223 se han descrito varios genes que escapan a la
inactivacion), de forma que cuando se expresa en doble dosis, tal como
ocurriria en hembras normales, podria ejercer su efecto represor sobre
el gen estructural del Sxs, pero bastaria la perdida de una dosis para
que la represion no sea completa y se exprese el Sxs (Wolf y col. 1980a).

Estos autores proponen asi un modelo que implica al menos a

tres genes en la expresion del antigeno Sxs:

1) un gen estructural, no localizado en el cromosoma Y, que
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podria ser autosémico.

2) un gen regulador con efecto represor localizado en el

cromosoma X, y

3) un gen regulador activador localizado en el cromosoma Y. El
producto del gen activador del cromosoma Y puede actuar
reprimiendo directamente el gen represor del X, inactivando

el producto represor o bien activando el gen estructural.

Esta idea esta de acuerdo con los resultados de Bernstein y col.
(1980), quienes describen una duplicacion del brazo corto del
cromosoma X que, a pesar de la presencia del cromosoma Y, hace que
no se exprese el antigeno Sxs. Esto, por otra parte, es algo contradictorio
ya que los individuos XXY son Sxs positivos, aunque con unos niveles
mas bajos que los machos normales.

En ratones X0, al igual que en humanos con sindrome de Turner,
se han descrito individuos Sxs positivos (Engel y col., 1981 y Koo y col.,
1983) y Sxs negativos (Wiberg y Mayerova., 1985), aunque aquellos
mostraron niveles mas bajos que los machos normales, lo que sugiere
que, también en raton el gen Sxs es autosémico o ligado al X.

Con objeto de explicar el desarrollo ovarico en individuos Sxs
positivos, Wiberg y col. (1982) ampliaron el grupo de genes incluyendo
un gen ligado al cromosoma X que codificaria para el receptor especifico
del Sxs, de forma que una mutacion en este gen conduciria a la
presencia de un receptor incapaz de unirse al antigeno.

Posteriormente, Adinolfi y col. (1982) y Polani y Adinolfi (1983),
sugieren que el locus autosoémico del Sxs produce en realidad un

precursor de este antigeno, al que denominan H-Yp. Este precursor
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podria ser detectado seroldgicamente, pero no podria inducir una
diferenciacion testicular. El producto del gen localizado en el cromosoma
Y actuaria en un proceso de maduraciéon de este H-Yp, que se
convertiria en H-Ya que presentaria tanto la capacidad de reaccionar
con el suero como la de inducir la diferenciacién sexual masculina (este
H-Ya seria el Sxs maduro). El gen del cromosoma X transformaria el H-
Yp en H-Yr, producto que habria perdido la capacidad de reaccionar con
el suero y, por supuesto, no habria adquirido la capacidad de inducir la
diferenciacion testicular. De esta forma los autores pueden explicar

presencia de Sxs (H-Yp) en individuos que no muestran tejido testicular.

Finalmente, el postulado de que el gen estructural para el Sxs es
autosomico (Wolf, 1978, 1979, 1980y 1981; Adinolfiy col., 1982; Polani
y Adinolfi, 1983), ha sido confirmado por evidencias moleculares ya que
Lau y col. (1986, 1987) clonaron un gen, al que denominaron MEA (Male
Enhanced Antigen) localizado en el cromosoma 6 humano y
demostraron que era un buen candidato para ser el gen estructural del
Sxs.

Algo parecido ocurre en Myopus shisticolor, donde los individuos
X*Y, X0, X*0 y X*X son Sxs positivos (Wiberg y col., 1982). No se conoce
si el X* es o no portador de secuencias del cromosoma Y, pero es muy
probable que el gen para el Sxs no este localizado en el cromosoma Y,
sino que sea autosémico.

Al igual que en mamiferos, el gen para el Sxs de las especies con
determinismo del sexo ZZ/ZW probablemente no esta localizado en el
cromosoma W, ya que la induccioén de la producciéon de Sxs por las
hormonas sexuales en individuos ZZ, indica que este gen se encuentra
en ambos sexos y podria estar localizado en un autosoma o en el

cromosoma Z. (Miiller y col., 1979, 1980a; Wachtel y col., 1980).
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ASPECTOS MOLECULARES DEL ANTIGENO Sxs

El antigeno Sxs es un antigeno menor de histocompatibilidad que
se encuentra en la membrana de todas las células de individuos de sexo
heterogamético y en la membrana de las células somaticas gonadales.
En el primer caso, esta unido de forma inespecifica a dimeros HLA-,-
microglubulina, unién que se da también por otros muchos antigenos
menores y muchas proteinas, mientras que en el segundo caso, esta
unido a un receptor especifico.

A pesar de estar tan extendido, atin no se ha podido aislar debido
a que su presencia en la superficie celular es muy reducida. Este hecho
hace que las caracteristicas moleculares del Sxs no se conozcan aun.
Sin embargo, se tienen algunos datos que han sido inferidos a través de
experiencias en las que se ha empleado como fuente de antigeno Sxs
libre, el excretado por células Daudi cultivadas en un medio sin suero
bovino fetal. Asi, Nagai y col. (1979), demostraron que el Sxs excretado
al medio por células Daudi es una proteina de vida media alta y con
capacidad para formar grandes polimeros, que son extremadamente
hidrofébicos, por medio de puentes disulfuro.

De entre todos los polimeros de proteinas hidrofébicas excretados
por las células Daudi, el receptor especifico de la membrana plasmatica
de la células ovaricas de vacas fetales absorbe selectivamente polimeros
de una subunidad con un peso molecular de 18000 daltons. Estos
polimeros oscilan entre 86000 a 36000 daltons. Los polimeros mayores
a 86000 daltons no pueden unirse al receptor especifico. Sin embargo,
estos polimeros si son capaces de retirar la capacidad citotoxica frente
a células de macho de un suero anti-Sxs, lo que indica que retienen el
determinante antigénico del Sxs, aunque su capacidad para unirse al

receptor especifico se ve disminuida por la polimerizacion.
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Un dato interesante es que una vez unidos al receptor los
polimeros son rapidamente reducidos a su forma monomérica de 18000
daltons, lo que podria indicar que esta forma monomerica es la forma
funcional del Sxs. La capacidad de unirse al receptor especifico declina
rapidamente alrededor de la cuarta semana de conservacion del medio
a 0°C.

Posteriormente Iwata y col (1979) describieron una variante de la
linea Daudi que, aunque excreta grandes cantidades de la forma
monomeérica del Sxs (18000 daltons), también tienen capacidad para
retener parte de éste en su membrana. De hecho, estas células absorben
los anticuerpos del suero anti-Sxs incluso mucho mas de lo que lo
hacen las células esplénicas de macho de la linea de raton BALB/C.

La retencion de parte del antigeno Sxs por estas células no es
debida a que se hayan convertido en HLA+ ni p,m+, lo que indica que
la mutaciéon ha afectado al propio antigeno Sxs de manera que éste
puede unirse a la membrana utilizando otras proteinas y no los dimeros
HLA-f,m. En la mutaciéon probablemente esté implicada la perdida de
al menos un residuo de cisteina ya que este antigeno ha perdido la
capacidad de formar polimeros a través de fuentes disulfuro. Ademas,
este Sxs alterado ha perdido la capacidad de unirse al receptor
especifico de las c€lulas ovaricas de embrién de vaca y, sin embargo,
conserva la capacidad de absorber los anticuerpos anti-Sxs del suero,
lo que indica que retiene su determinante antigénico. Estos hechos
indican claramente que el determinante antigénico del Sxs es una parte
de la molécula diferente de la que interacciona con el receptor especifico.

Hall y col. (1981), Bradley y Heslop (1985a) y Bradley y col.
(1987b) propusieron también un peso molecular comprendido entre
15000 y 18000 daltons para el Sxs a partir de datos de

inmunoprecipitacion del medio de cultivo de células Daudi con
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anticuerpos anti-Sxs. Hall y Wachtel (1980) pusieron también de
manifiesto la presencia de moléculas de 18000 y 30000 daltons en el
Sxs de células de Sertoli mediante electroforesis bidimensional de alta
resoluciéon. Estos autores postularon que la molécula de 30000 daltons
pudiese ser un dimero.

Por otro lado, Ohno y col. (1981) describen el antigeno Sxs como
un polipéptido hidrofébico que consta aproximadamemte de 160
aminoacidos y unidos a este no mas de 5 residuos glucosaminos.
Shapiro y Erickson (1981), trataron esplenocitos de macho con
diferentes enzimas proteoliticas (Termolisina, tripsina y quimotripsina)
y glucoliticas (B-galactosidasa y galacto oxidasa) y absorbieron después
estas células con suero anti-Sxs. Demostraron asi, que las células que
han sido tratadas con enzimas proteoliticas no ven alterada su
capacidad de retirar los anticuerpos del suero, mientras que aquellas
que han sido tratadas con enzimas glucoliticas pierden esta capacidad,
lo que indica que el determinante antigénico del Sxs no es una proteina,
sino un carbohidrato, es decir los residuos glucosaminos unidos a la
parte proteica.

Posteriormente, Shapiro y Goldberg (1984) volvieron a confirmar
que el determinante antigénico del Sxs es un glicoconjugado que posee
residuos de galactosa internos y terminales no reducidos. Para ello,
realizaron tratamientos de células Sxs positivas con enzimas que alteran
los carbohidratos (Galactosa oxidasa y p-galactosidasa) y comprobaron
después la capacidad de éstas para absorber un anticuerpo monoclonal

anti-Sxs.
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ASPECTOS FUNCIONALES DE LOS ANTIGENOS
ESPECIFICOS DEL SEXO HETEROGAMETICO

El alto grado de conservadurismo evolutivo del Sxs, que se ha
estimado se extiende a lo largo de 300 millones de anos (Wachtel y col.
1975a), sugiere que este antigeno debe desempenar un importante papel
que de algun modo esta asociado con el sexo heterogameético.

Wachtel y col. (1975b) basandose en esta idea, propusieron que
el Sxs es el producto del gen determinante de testiculo conocido como
Tdy en ratéon y como TDF en humanos. De forma que el primodio
gonadal indiferenciado se diferenciaria hacia testiculo en presencia de
Sxs y, consecuentemente, el desarrollo posterior del individuo le llevaria
a tener un fenotipo masculino.

Esta suposicion implicaria la necesidad de que el antigeno Sxs se
expresase muy tempranamente en el desarrollo embriolégico, como
realmente demostraron Krco y Goldberg (1976) encontrando antigeno
Sxs en embriones de ratén en estadio de 8 células.

Segun esta hipotesis, el Sxs se ligaria a las c€lulas de la gonada
indiferenciada y, una vez saturadas de Sxs, estas células son inducidas
a organizar tunica albuginea y tubulos seminiferos.

Al igual que muchos antigenos implicados en la organogénesis, el
antigeno Sxs podria ejercer su funcion en la diferenciacion del testiculo
mediante el establecimiento de relaciones célula a c€lula (Nagai y col.,
1979; Miiller, 1981; Wachtel, 1981).

La relacion existente entre el desarrollo testicular y presencia de
Sxs se vio apoyada por numerosos casos. Se encontré en humanos que
machos XX y hermafroditas verdaderos XX que presentaban tejido
testicular eran también Sxs positivos (Wachtel y col. 1976b), mientras

que hembras fértiles XY de Myopus schisticolor eran Sxs negativas
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(Wachtel y col 1976a). Ademas, Jiménez y col. (1988) encontraron
niveles intermedios de Sxs en intersexos de la especie Talpa occidentalis
que presentaban ovotestes y por tanto diferenciacion testicular.

Las experiencias de disociacion y reagregacion celular realizadas
por Zenzes y col. (1978b y c) demostraban que si se dejaban reasociar
células ovaricas o testiculares disociadas, €éstas se reorganizaban en sus
estructuras histolégicas tipicas. Sin embargo, células testiculares
cultivadas en presencia de suero anti-Sxs se organizaban en estructuras
semejantes a foliculos ovaricos, mientras que en presencia de suero anti
H-1 o suero normal no se producia este fenémeno.

Los mismos autores demostraron que células ovaricas disociadas
se reorganizaban en estructuras semejantes a tibulos seminiferos en
presencia de Sxs procedente del cultivo de células testiculares,
responsabilizando al Sxs de este cambio histomorfologico que, ademas,
iba acompanado de un cambio funcional, ya que estas células
presentaron receptores para la hormona luteinizante y para la
gonadotropina corionica humana (Miiller y col. 1978c) caracteristicas
que son tipicas de células testiculares de recién nacidos pero no de
células ovaricas de recién nacidos (Siebers y col. 1977).

La hipétesis de Wachtel también encontré apoyo en el hecho de
que solo las células de Sertoli son productoras de Sxs. Zenzes y col.
(1978).

Wachtel (1981) demostré que células XX de ovario o ZZ de
testiculo, es decir, células procedentes de goénadas del sexo
homogamético de vaca, perro, pollo y Xenopus laevis, normalmente Sxs
negativas, se convierten en Sxs positivas después de ser expuestas a
sobrenadante de testiculo de rata o suero de ternero como fuente de Sxs
libre, demostrando asi la presencia en estas células de un receptor del

Sxs, lo que constituyé otro dato que apoy6 el posible papel de este
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antigeno en la diferenciacion testicular. El receptor para el Sxs se
encontroé en las células somaticas gonadales de ambos sexos.

Por otro lado, el antigeno Sxs de diferentes especies puede
competir por su unién al receptor, por lo que la unién de Sxs de
humanos es inhibida por la exposicion de las células al Sxs de suero de
ratén, demostrando asi, no sélo el alto grado de conservadurismo
evolutivo del antigeno Sxs, sino también el de su receptor en las células
somaticas de la gonada.

Se ha estimado que cada célula ovarica posee alrededor de
300.000 receptores libres para el Sxs en su membrana, sin embargo, en
las células testiculares, la mayoria de ellos estan ocupados (Ohno 1979).

Estos hechos inducen a pensar que la presencia de antigeno Sxs
hace que el primordio gonadal indiferenciado se diferencie hacia
testiculo independientemente del cariotipo del individuo (Miiller y col.
1978c).

Se obtuvo un resultado concluyente a favor del papel
diferenciador de testiculo del Sxs cuando Nagai y col. (1979)
demostraron que la interaccion prolongada durante varios dias de Sxs
procedente del cultivo de células Daudi con c€lulas de ovarios fetales de
vaca inducia en estos ovarios la formacion de tunica albugineay tubulos
seminiferos.

También apoyaba el papel del Sxs en la diferenciacion sexual es
la descripcion que Winters y col. (1979) hicieron de un verdadero
hermafrodita con ovotestes en los que la parte testicular era Sxs positiva
y la ovarica Sxs negativa.

Wachtel y col. (1980c) demuestran la presencia de Sxs en
freemartins de vaca tanto en suero como en sus células lo que para ellos
constituia una clara evidencia de que el Sxs producido por el individuo

XY habia pasado a través de la anastomosis vascular entre ambos
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uniéndose al receptor especifico de las células somaticas de la gonada
del individuo XX, produciendo su masculinizacion.

Por otro lado, el hecho de que en aves el sexo heterogamético sea
el femenino, y que éste sea precisamente el sexo que expresa el Sxs,
hace suponer que en estas especies este antigeno sea el responsable de
la diferenciacion ovarica, planteando por tanto el problema de c6mo una
misma molécula puede ser inductora de testiculo en mamiferos y de
ovario en aves (Wachtel y col., 1980a).

Esta suposicion encontré apoyo en las experiencias de Weniger
(1961) y de Akram y Weniger (1968) que demuestran que cuando se
cultivan conjuntamente testiculos embrionarios de mamifero y de ave,
el de ave se feminiza responsabilizando al Sxs de este efecto. Ademas,
Zenzes y col. (1980) demuestran que cultivos rotatorios de células
testiculares de pollo disociadas organizan estructuras ovaricas en
presencia de Sxs procedente de cultivos de células testiculares de rata
o de cultivos de células Daudi. Si, ademas de Sxs, se adicionaba al
medio suero anti-Sxs, el efecto de reversion sexual no se producia, de
forma que las células se organizaban en estructuras testiculares, tal
como corresponde a su genotipo. De acuerdo con estos resultados, el
cultivo conjunto de las células testiculares de pollo y c€lulas testiculares
de rata inducia la organizacion de un ovoteste, indicando que el Sxs es
el responsable de la diferenciacion hacia el sexo heterogamético, el
masculino en mamiferos, y el femenino en aves.

En correspondencia perfecta con los datos sobre reasociacion de
c€lulas gonadales de pollo en presencia y ausencia de Sxs, los casos de
freemartinismo en aves muestran un comportamiento inverso al de
mamiferos, ya que en éstas el testiculo del individuo ZZ se feminiza
(Lutz y Lutz-Ostertag, 1958).

Ademas, Miiller y col. (1979) demuestran que tras feminizar
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embriones de pollo macho con estradiol, sus testiculos, normalmente
Sxs negativos, se convierten en ovotestes que expresan el Sxs. De forma
similar, en el anfibio Xenopus laevis, con un determinismo del sexo de
tipo ZZ /ZW, los machos expuestos a estradiol se convierten en hembras
funcionales y el Sxs aparece en sus células gonadales aunque no en las
somaticas.

Por otro lado, el antigeno Sxs de testiculo de ratén se une de
forma especifica a las células de testiculos ZZ de pollos y de Xenopus
machos (Wachtel y col., 1980a).

Todo parece indicar que el antigeno Sxs esta implicado en la
diferenciacion ovarica de estas especies, y que, al menos en estas
especies y posiblemente en otras con un determinismo del sexo de tipo
ZZ/ZW la expresion del antigeno Sxs, puede estar mediada por las
hormonas sexuales, dado que con estas hormonas se puede revertir el
sexo en estas especies, ya sea parcialmente, como ocurre en aves, O
totalmente como ocurre en anfibios.

Una serie de datos sugieren que en mamiferos la expresion del
antigeno Sxs puede depender también de la testosterona. Asi, la
orquidectomia de ratones recien nacidos de lalinea C57BL hace que sus
transplantes de piel no sean rechazados por las hembras de la misma
linea. De acuerdo con esto, la antigenicidad de la piel de individuos
neonatos se pierde tras mantener la piel transplantada en una hembra
durante algun tiempo de forma que después no es rechazada por otra
hembra.

Ademas, la capacidad de respuesta de las hembras frente al
antigeno Sxs se ve disminuida tras ser tratadas con testosterona desde
su nacimiento, y la piel de machos tratados con un analogo no funcional
de la testosterona sobrevive en hembras.

Sin embargo, la interpretacion de estos hechos no esta exenta de
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problemas, ya que la testosterona puede tener un efecto inhibidor de la
respuesta inmune. Ademas, sélo en aves y en anfibios se ha podido
conseguir una reversion sexual total o parcial mediante tratamiento con
hormonas sexuales, mientras que en mamiferos esto no ha sido posible,
ya que la testosterona es producto de los testiculos una vez producida
la diferenciacion sexual.

Por otra parte, la presencia de Sxs en hembras Tfm (XY) indica
que la accion de la testosterona sobre la expresion del Sxs en mamiferos
no esta mediada por los 6rganos diana de esta hormona, ya que los
tejidos de estos individuos han perdido la capacidad de responder a la
testosterona, motivo por el cual se desarrollan como hembras aunque
tengan testiculos que producen la hormona (Erickson, 1977).

Existian pues un elevado niumero de pruebas a favor de un papel
relevante del antigeno Sxs en la diferenciacion sexual primaria. Sin
embargo, estas pruebas se acumularon antes de que se descubriera que
se podia estar tratando con diferentes antigenos, por lo que,
inicialmente, se emitio la hipotesis de que el antigeno H-Y era el mejor
candidato para ser el producto del gen Tdy, o TDF.

Sin embargo, pronto empezaron a aparecer individuos en donde
no se observaba la correspondencia entre presencia de tejido testicular
y de alguno de los antigenos especificos del sexo heterogamético.

Melvold y col. (1977) describian un ratén fenotipicamente macho
que carecia de H-Yt, segiin se podia demostrar mediante la técnica de
transplantes, lo que excluye a este antigeno como molécula
diferenciadora de testiculo. Sin embargo, este mismo individuo aparecia
como Sxs positivo mediante técnicas serologicas. Esta fué una de las
primeras pruebas que hicieron sospechar de la existencia de al menos
dos antigenos diferentes y que, aunque el H-Yt no fuera el producto del

Tdy, si podria serlo el Sxs, al que los autores denominaron SDM
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(Serologically Detectable Male antigen).

Sin embargo, se describieron hembras Sxs positivas e individuos
con tejido testicular que eran claramente Sxs negativos, por lo que
tampoco este antigeno puede ser el responsable de la diferenciacién
testicular (ver Silvers y col., 1982).

También Sharp y col. (1980), describen un caso de una yegua XY
fértil que presentaba niveles de Sxs reducidos. Selden y col. (1984)
describen en perros un caso en donde algunas de las hembras, asi como
individuos hermafroditas XX y machos XX eran Sxs positivos, aunque
en niveles mas bajos que los machos normales. Tanto las hembras como
alguno de los hermafroditas eran fértiles lo que indica que la presencia
del Sxs no interfiere con el normal desarrollo ovarico ni con la fertilidad
de los mismos.

Wolfy col. (1980a) describen también individuos con sindrome de
Turner X0 y 45X/46Xi (Xq), todos ellos Sxs positivos en niveles mas
bajos que los machos. De la Chapelle y col. (1978) describen también
hembras XX fértiles con bajos niveles de Sxs.

Para explicar el desarrollo ovarico en estos casos de presencia de
niveles bajos de Sxs, Wolf (1980) postulé que los titulos de Sxs son
continuos y que la accion del Sxs depende de que se alcance o no un
determinado umbral de concentracion por encima del cual se produciria
la diferenciaciéon testicular, y por debajo del cual se produciria la
diferenciacion ovarica. Mas raramente, se producirian ovotestes en
individuos hermafroditas con niveles intermedios de Sxs.

Sin embargo, se describieron casos de machos XX en ratas y de
humanos que, aunque presentaban niveles muy reducidos de Sxs,
habian experimentado diferenciacion testicular, lo que indica que esta
diferenciacion es compatible con bajos niveles de Sxs (Wachtel y col.,

1976b)
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Por otro lado, se ha demostrado mediante la utilizacién de
anticuerpos monoclonales la existencia de individuos X0 que tienen
niveles de Sxs en un rango semejante al de los machos normales (Koo
y col., 1981).

Otra posible explicacion de la diferenciacion ovarica en presencia
de Sxs podria estar basada en la existencia de alguna mutacién que
afectase a la capacidad del Sxs de unirse a su receptor, o bien en la
mutacion o ausencia de su receptor especifico en la génada. En
cualquiera de estos casos, la falta de unién entre el Sxs y su receptor
podria explicar la diferenciacion ovarica en individuos Sxs positivos, de
forma parecida a lo que ocurre con el sindrome de feminizacion
testicular en donde la producciéon de testosterona es normal pero los
tejidos no tienen los receptores para ésta. Ya en 1979, Wolf proponia
esta explicacion al hecho de que los pacientes XY con disgenesia
gonadal fuesen Sxs positivos.

Wiberg y col. (1982) atribuyen también la falta de desarrollo
testicular en individuos con niveles de Sxs normales, a un fallo en el
reconocimiento entre el receptor especifico de la gonada y el Sxs.

Adinolfi y col. (1982) y Polani y Adinolfi (1983), basandose en su
modelo sobre la genética del Sxs (ver apartado correspondiente) sugieren
que la pruebas serologicas detectan en estos casos un precursor no
funcional del Sxs.

Estas hipotesis proporcionan también una explicacion razonable
a otros casos, como los de transexualidad descritos por Engel y col.
(1980) en que individuos transexuales de macho a hembra son Sxs
negativos y de hembra a macho son Sxs positivos. La presencia de
testiculos en individuos Sxs negativos sugiere la presencia de una
mutacion que afecte al determinante antigénico del Sxs pero no a su

capacidad de union al receptor de la gonada. La ausencia de testiculos
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en individuos Sxs positivos es explicable si el determinante antigénico
del Sxs no se altera pero si lo hace su secuencia de unioén al receptor,
o bien, mediante la presencia de una mutacion que afecte a la propia
molécula receptora.

Esto estaba apoyado en la descripcion de Iwata y col. (1979) de
antigeno Sxs, secretado por células Daudi mutadas, que mantiene su
determinante antigénico pero no su capacidad de unién al receptor
especifico con lo que se pueden explicar casos de individuos Sxs
positivos sin desarrollo testicular.

Goulmy y col. (1983) descartaron al H-Yc como responsable de la
diferenciacion testicular al describir machos XX que carecen de este
antigeno, no existiendo en este caso correspondencia entre presencia de
H-Yc y de testiculo.

Se fueron acumulando mas datos en relacion a esta idea cuando
McLaren y col. (1984) describieron ratones Sxr’ H-Yt y H-Yc negativos
de sexo masculino, y por tanto con testiculos, lo que hace pensar que
el gen determinante de testiculo y los H-Y son entidades separadas
apoyando por tanto la idea de que ninguno de ellos sea el responsable
de la diferenciacion testicular. Los autores postulan sin embargo la
posibilidad de que alguno de estos antigenos esté relacionado con otros
aspectos de la reproduccion, quiza con la espermatogénesis.

Burgoyne y col. (1986) describen también ratones XOSxr' que son
H-Yc negativos, aunque desarrollan testiculos. Sin embargo, estos
individuos no presentan espermatogénesis. Estos hechos constituyen un
claro ejemplo de que el Tdy y el H-Yc son dos entidades separadas y de
que este H-Yc puede estar directamente implicado en la
espermatogénesis. |

Esta misma idea también puede ser aplicada al H-Yt, ya que

Melvod y col. (1977) encontraron individuos carentes de este antigeno
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que no presentaba espermatogénesis en sus testiculos.

Simpson y col. (1987) demuestran también en ratones que el Tdy
y el H-Yc no son el mismo gen ya que uno de ellos (el Tdy) mapea en el
brazo corto del cromosoma Y y el otro (el H-Yc) mapea en el brazo largo
préximo al centromero.

Sutcliffe y Burgoyne (1989), estudian también otros casos en
ratones de la cepa Sxr que guardan relacion con esta hipoétesis. Los
autores encuentran que ratones X0Sxr’(a los que llaman XOSxrb) tienen
menor peso testicular y corporal con respecto a los XOSxr (a los que
denominan XOSxra). Demuestran ademas que, aunque los testiculos de
los individuos XOSxrb tienen células germinales al nacer, se da
posteriormente una reduccién muy drastica en su tamano debida a un
fallo en la proliferacion de las espermatogonias. Teniendo en cuenta que
los ratones Sxra y Sxrb se diferencian por la pérdida en estos ultimos de
una pequena porcion del fragmento Sxr translocado del Y al X, postulan
que en esta pequena porcion se encuentra localizado el gen para la
espermatogénesis (al que denominan Spy). Puesto que estos ratones son
ademas H-Yt negativos, el H-Yt debe encontrarse también en este mismo
fragmento. En este mismo fragmento debe localizarse un posible gen
implicado en el crecimiento y desarrollo (al que denominan Gdy) cuya
pérdida seria responsable del reducido tamano de estos ratones. Estos
tres genes podrian ser entidades separadas, o bién algunos de ellos, o
incluso los tres, podrian ser el mismo.

El Tdy en ratones, o TDF en humanos, volvia a ser una entidad
abstracta, que no podia identificarse con ningin gen concreto.

Una vision muy diferente del problema de la diferenciacion sexual
es la de Mittwoch (1969, 1983, 1986, 1988 y 1990), quien defiende que
el proceso de diferenciacion sexual esta determinado por un mayor

crecimiento de la gonada del sexo heterogamético. Efectivamente, en
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mamiferos el testiculo crece mas rapido que el ovario, mientras que en
las aves es el ovario el que muestra una mayor tasa de crecimiento.
Segun esto Mittwoch postulaba que el posible papel del Sxs como
molécula diferenciadora del sexo fuese debido a que éste incrementaba
la tasa de crecimiento de la génada de forma que en su presencia el
primordio tanto de individuos XX como XY se diferenciaba como

testiculo.

IDENTIFICACION DEL GEN DETERMINANTE DE
TESTICULO

Una forma diferente de abordar el problema de la busqueda del
TDF fué la adoptada por Page y col. (1987) y Page (1988). Estos autores
clonaron un fragmento del cromosoma Y humano que parecia bastarse
por si mismo para determinar el desarrollo sexual masculino. De este

fragmento aislaron un gen, conocido como ZFY, que, al igual que se

demostr6 en su tiempo para los antigenos especificos del sexo

heterogameético, habia sido muy conservado a lo largo de la evolucion,
ya que se encontro en el cromosoma Y de varias especies de mamiferos.
También aislaron otro gen relacionado, localizado en el cromosoma X,
al que llamaron ZFX (Schneider y col., 1989; Palmer y col., 1990).

El ZFY codifica para una proteina que presenta un dominio con
multiples "dedos de Zinc" por lo que probablemente ejerza su funcién
uniéndose a una secuencia especifica en el ADN, pudiendo actuar como
factor de transcripcion de otros genes que pudieran intervenir en el
desarrollo gonadal (Mardon y Page, 1989).

En ratones, el ZFY tenia dos homodlogos ligados ambos al

cromosoma Y, conocidos como Zfyl y Zfy2. El descubrimiento de ratones
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con testiculos carentes de ambos genes los excluia definitivamente como
genes determinantes de testiculo (Koopman y col. 1989).

Este hecho coincidia con el descubrimiento de Sinclair y col.
(1988) de que el Zfy era autosomico en marsupiales, siendo en estos
organismo el cromosoma Y determinante de testiculo.

El hecho de que también se pierde la informacién para el Zfy en
aquellos ratones Sxrb que presentaban testiculo pero carecian de
espermatogénesis y de que el Zfy se exprese en testiculo y,
posiblemente, en las células germinales, hace de éste un buen candidato
para el gen de la espermatogénesis.

En relacién con este tema, Palmer y col. (1989) describen tres
casos de machos XX y un intersexo también XX carentes todos ellos de
Zfy. El fenotipo masculino de estos individuos era debido a un
intercambio de secuencias entre los cromosomas X e Y que redefinian
una nueva region en la que deberia estar localizado el gen determinante
de testiculo (TDF). Esta region era el fragmento 1Al del cromosoma Y.
Un segmento de 14 Kb se identifico como gen de copia tinica dentro de
este fragmento y se demostré su presencia en el cromosoma Y de
diferentes especies. Este gen se denomino SRY (sex determining region
of the Y), excluyendo deliberadamente la palabra "testiculo” ya que este
mismo gen determinaria ovario en aquellas especies en las que el sexo
heterogamético es el femenino.

La demostracion concluyente de que el SRY es el gen
determinante de testiculo vino de la mano de Koopman y col. (1991) a
través de la obtencion de ratones XX transgénicos para el SRY que
efectivamente se desarrollaban como machos y presentaban testiculos.
El SRY se expresa en el puente urogenital en el momento de la
diferenciacion sexual y en testiculos de individuos adultos pero aunque
este gen sea el determinante de testiculo, en el desarrollo masculino

deben de intervenir otros genes, posiblemente con una actuacién en
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cascada a partir del SRY, ya que aunque estos ratones transgénicos

mostraban desarrollo testicular, carecian de espermatogénesis.

DESARROLLO EMBRIONARIO DE LAS GONADAS DE

Gallus domesticus

Ya en estado indiferenciado, se pueden distinguir dos regiones en
las gonadas de ambos sexos: el cortex, de donde derivara el tejido
ovarico, y la médula, de donde derivara el tejido testicular.

Existe asimetria en el desarrollo de las géonadas de las aves, de
forma que la génada primordial izquierda posee un cortex ovarico
incipiente rodeando la médula, mientras que la gonada derecha esta
compuesta principalmente por médula rodeada por meras trazas de
cortex. Esto implica que la gobnada derecha posee mayor preponderancia
a desarrollarse como testiculo desde un principio, y que la izquierda es
potencialmente bisexual, pudiendo diferenciarse como testiculo o como
ovario. La asimetria es mas patente en el caso de la hembra en donde
la gonada derecha sufre un proceso de regresion a medida que avanza
el desarrollo embrionario, quedando reducida a un rudimento no
funcional de muy pequeno tamano, mientras la izquierda sigue un
desarrollo normal hacia ovario, incluso con una mayor tasa de
crecimiento que los testiculos. Sin embargo, en los machos, ambos
testiculos presentan aproximadamente el mismo tamano, aunque el
izquierdo es siempre ligeramente mas grande.

Aungque el periodo de desarrollo sexual indiferenciado se extiende
desde el tercer dia de incubacién hasta el octavo, en este periodo existe
ya una diferencia fisiologica de la gonadas de ambos sexos. Entre los

dias quinto y sexto, se diferencian los cordones sexuales primarios, que
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daran lugar a los tibulos seminiferos en los testiculos y a la médula en
los ovarios.

El proceso de diferenciacion sexual propiamente dicho, comienza
entre los dias sexto y octavo.

Durante el desarrollo femenino es facil reconocer dos regiones en
la génada izquierda, el cortex y la médula, mientras que en la derecha
solamente existe una médula con numerosas c€lulas ricas en contenido
lipidico. Como ya se ha comentado, esta gonada derecha se va
reduciendo a medida que avanza el desarrollo.

El primer signo de diferenciacion sexual en la hembra es la
aparicion de un cortex ovarico en la gonada izquierda, formado por
varias capas de células columnares. Este cortex va creciendo y
originando los cordones sexuales secundarios, que se forman gracias a
la activa division de las células germinales y somaticas de su capa mas
interna. Se van formando asi lobulaciones procedentes del cortex que
invaden la médula a modo de digitaciones, que estan compuestas por
agrupaciones de oogonias y c€lulas epiteliales rodeadas por una tunica
albuginea. Paralelamente, la degeneracion de los cordones sexuales
primarios de esta médula origina dos regiones, una externa y compacta
y otra interna de aspecto reticular.

En las hembras, la gonada derecha aparece muy reducida y
formada por una reticula de células epiteliales, mientras que la
izquierda se ha desarrollado completamente, y ha dado lugar a un
voluminoso ovario, de forma similar a la de un testiculo, aunque
bastante mas aplanada. Este ovario esta formado por un cortex
compuesto por numerosas lobulaciones rodeadas de una tunica
albuginea, que estan constituidas a su vez por células germinales y
epiteliales. La médula aparece también con aspecto reticular como
consecuencia de la degeneracion de los cordones sexuales primarios (ver

figuras 13b y d).
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En cuanto a la diferenciacion sexual masculina, la génada
izquierda presenta un cortex ovarico incipiente, formado en principio por
células cuboidales, que se transforman en células redondeadas hacia el
noveno dia de incubacién. En esta gonada izquierda, dicho cortex
(también llamado epitelio germinativo) va reduciéndose paulatinamente
hasta desaparecer. Sin embargo, el de la gonada derecha degenera y
desaparece en el mismo momento en que se diferencian los cordones
sexuales primarios. En ambos testiculos, los cordones sexuales
primarios se van transformando en tubulos seminiferos, que en un
principio son rectos y que posteriormente se vuelven sinuosos y dan
lugar a numerosas anastomosis que forman una reticula. Los cordones
estan formados por células epiteliales de soporte y por células
germinales, que son facilmente distinguibles por su mayor tamano. EIl
tejido intersticial esta formado por c€lulas con abundante contenido
lipidico, encargadas de la produccion de las hormonas sexuales. La capa
mas externa de este tejido forma la tunica albuginea, que en un
principio tiene como mision separar al cortex de los tubulos seminiferos.

Al final del proceso de diferenciacion sexual masculina,
encontramos dos testiculos de forma ovoidal, aproximadamente del
mismo tamano, con numeros tubulos seminiferos formados por células
de Sertoli y c€lulas germinales. Los tubulos estan inmersos en una
matriz de c€lulas intersticiales, y el conjunto rodeado por una tinica

albuginea (ver figuras 13ay c).
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OBJETIVOS

Una de las principales conclusiones que podemos extraer de todo
lo expuesto hasta ahora es la falta de homogeneidad que afecta a
diversos aspectos de la investigacion de los antigenos masculinos. Esta
heterogeneidad implica la existencia de una gran variabilidad
metodolégica para su deteccién, con resultados que no siempre son
extrapolables entre si, asi como la multiplicidad de términos con
sinonimias generalmente confusas. Como resultado de ésto ha sido
relativamente frecuente el empleo de términos y conceptos ambiguos a
la hora de referirse a un determinado antigeno, lo que, en muchas
ocasiones, ha dificultado la posibilidad de contrastar los resultados de
investigaciones llevadas a cabo en laboratorios diferentes. Estos hechos
han llevado a algun autor a plantearse incluso la oportunidad o no de
continuar las investigaciones sobre los antigenos especificos del sexo
masculino (Goodfellow, 1983). Sin embargo, lejos de haberse
demostrado una falta absoluta de relacion entre estos antigenos
masculinos y los procesos de determinismo y diferenciacion del sexo,
existen por el contrario numerosos puntos de coincidencia que son
dignos de ser investigados. Resulta obvio, por tanto, que para realizar
tales investigaciones, es necesario racionalizar la terminologia y
estandarizar las técnicas de deteccion, como un paso previo
imprescindible. El establecimiento de las condiciones Optimas para
llevar a cabo las distintas técnicas, permitira obtener resultados que
podran ser interpretados sin ambigiiedad y contribuiran, por tanto, al
esclarecimiento de las funciones de los antigenos especificos del sexo.
De acuerdo con estas premisas, en el presente trabajo nos hemos fijado

los objetivos que se relacionan a continuacion:
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1) Estandarizar las técnicas de deteccion del antigeno Sxs, ya

sea localizado en la membrana celular, como en su forma libre
en diversos fluidos organicos, lo que nos permitira explicar los
resultados contradictorios existentes en relacion a este
antigeno, asi como evaluar la fiabilidad de los datos
bibliograficos disponibles. Parala consecucion de este objetivo
resulta imprescindible tratar en profundidad el efecto y la
contribuciéon de todos los reactivos biolégicos utilizados en

este tipo de técnicas.

Una vez estandarizadas las técnicas, el siguiente objetivo
consiste en la obtenciéon de una fuente de antigeno Sxs en su
forma libre y que conserve su actividad biolégica. La
consecucion de este objetivo abrira la posibilidad de un
estudio detallado de las funciones que este antigeno pueda

tener en relacion a la diferenciaciéon sexual primaria.

El logro de los objetivos anteriores nos permitira administrar
artificialmente antigeno Sxs durante el desarrollo embrionario
y determinar las posibles anomalias que puedan producirse
durante la diferenciacion sexual primaria, obteniendo asi
datos a partir de los cuales pueda inferirse el papel que el Sxs

juega en esta diferenciacion.
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MATERIAL

MATERIAL UTILIZADO EN LA PRUEBAS DE
CITOTOXICIDAD

Para la obtencion de sueros anti-Sxs se hace imprescindible
trabajar con una raza consanguinea de rata o de ratén, de forma que
todos los individuos sean gené€ticamente idénticos y las tunicas
diferencias entre machos y hembras sean exclusivamente debidas al
sexo. En nuestro caso hemos utilizado la linea de rata Lewis para la
obtenciéon de los sueros anti-Sxs, y la linea de raton C57BL para la

obtencioén de las diferentes células diana.

MATERIAL UTILIZADO EN LOS TRATAMIENTOS DE
EMBRIONES

Teniendo en cuenta los problemas obvios que acarearia el
tratamiento in vivo con antigeno Sxs de embriones de mamiferos,
decidimos utilizar para la realizacion de estas experiencias embriones
de aves, concretamente de la especie Gallus domesticus. De esta forma,
los embriones pueden manipularse con relativa facilidad y la
supervivencia puede controlarse periédicamente durante todo el periodo

de incubacioén.
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METODOS

OBTENCION DE FUENTES DE ANTIGENO Sxs

Como fuentes de antigeno Sxs libre se han utilizado diferentes
fluidos de origen masculino (suero de macho, sobrenadante de testiculo
y liquido de epididimo), medio de cultivo condicionado por crecimiento
de células de Sertoli y sobrenadante de ovario de gallina.

A continuacion se detallan los pasos necesarios para la obtencion

de las diferentes fuentes de antigeno Sxs libre.

Suero de rata macho

Obtencion del suero

1) Se extrae la sangre de una rata macho mediante un corte en

la subclavia y se coloca en un tubo de centrifuga de 15ml.
2) Se incuba a 37°C durante 1 hora permitiendo que coagule.
3) Se centrifuga a 4200 rpm durante 20 min. con objeto de

separar €l suero, que se alicuota en tubos Eppendorf y se

guarda a -80°C hasta su uso.
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Preparaciéon del suero para su utilizacion como fuente de

antigeno Sxs

La utilizacion de este suero como fuente de antigeno Sxs, en los
tratamientos in vivo de embriones, requiere su previa inactivacién a

56°C durante 30 min. y su posterior esterilizacioén por filtracion.

Preparacién del suero para la medida de sus niveles de Sxs.

En aquellas pruebas en las que fué necesario medir los niveles de
antigeno Sxs de este suero, mediante absorcion del poder citotoxico de
un antisuero anti-Sxs, ademas de ser inactivado, es imprescindible
absorberlo con células de ratéon hembra con objeto de eliminar posibles
anticuerpos que pudiesen actuar frente a las células diana. El modo en
que se ha realizado dicha absorcion se describe mas adelante en el
apartado "Absorcion de sueros con c€lulas". Por ultimo el suero era
filtrado a través de un filtro de 0.2um con objeto de retirar los restos

celulares.

Liquido de epididimo

1) Se extraen los dos epididimos de una rata macho
separandolos cuidadosamente del tejido adiposo que los

rodea’.

1 Es muy importante que, antes de ser troceado, el epldidimo quede perfectamente libre de tejido
adlposo ya que, de lo contrario, las pequenas goticulas de grasa que quedan en suspensién después de
centrifugar impiden por completo que la solucién pueda ser flitrada y por tanto que pueda ser
esterilizada por flltracién en los casos en que ésta es necesaria.
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2) Los epididimos se trocean finamente en un pocillo que
contenga 1.5ml de PBS' sin Ca** ni Mg**, y se transfieren a
un tubo de centrifuga de 15ml donde se incuban durante 24

horas a 4°C.

3) Trascurrido este tiempo, la suspension se centrifuga a 4200
rpm durante 15 min. quedando un sobrenadante limpio de

restos de tejido y de espermatozoides.

4) EIl sobrenadante se filtra pasandolo a través de filtros con
tamarno de poro de 0.8um, 0.45um y por ultimo de 0.2um,
con objeto de eliminar los restos celulares.

En caso de que este sobrenadante se requiriese estéril el filtro de

0.2um se esteriliza en autoclave y la solucion filtrada se recoge en un

frasco estéril, realizando estos pasos en la camara de flujo laminar.

5) La solucion se alicuota y se guarda a -80°C hasta su uso.

Sobrenadante de testiculo
1) Los dos testiculos (con un peso comprendido entre 2.72 y
3.4g) de un macho adulto de rata Lewis son desprovistos de

la tanica albuginea.

2) Los tubulos son troceados en un pocillo que contiene 2ml de

1 pBs (Phophate Buffered Saline) sin Ca’ ni Mg™": Para preparar esta solucién se disuelven 8g
de NaCl, 0.2g de KCl, y 1.4g de Na,HPO,.2H,O en 900ml de H,O desionizada. Una vez disueltos los
componentes el volumen se completa hasta 1000ml y el pH se ajusta entre 7.2 y 7.4.
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PBS sin Ca'™ ni Mg", siendo transferidos a un tubo de

centrifuga e incubados a 4°C durante 24 horas.

3) A partir de este momento se siguen exactamente los mismos

pasos descritos para la obtencion del liquido de epididimo.

Sobrenadante de ovario de gallina

1) Se trocean dos ovarios (con un peso aproximado de 3g) de

gallina en 2ml de PBS sin Ca*™ ni Mg"".
2) Posteriormente se procesan de la misma forma que los
testiculos de rata.
Medio condicionado por células de Sertoli
Para la obtencion de esta fuente de Sxs se realizan cultivos de
células de Sertoli siguiendo el método descrito por Mather y Sato (1979)
con algunas modificaciones que consta de los siguientes pasos:

1) Se extrae un testiculo y se le quita la tinica albuginea.

2) El testiculo se coloca en medio de cultivo

compuesto de una mezcla a partes iguales de DME'

1 DME (Dulbecco Modifled Eagle Medium): Se disuelven 13.4g de DME (con glutamina) en 900ml
de H,O deslonizada. Una vez disuelto se afiaden 3.7g de NaHCO,, se completa el volumen hasta 1000ml,
se ajusta el pH entre 7.2 y 7.4 con (OH)Na, se esteriliza por flltracién y se le anaden 2ml de una solucién
estéril de penicilina-estreptomicina (500x). Antes de su utilizacién se le adiclona al medio un 10% de
suero bovino fetal.
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3)

5)

6)

8)

y RPMI' 1640 conteniendo 1M de glicina y 2mM EDTA.

Los tubulos se resuspenden lentamente en este medio con
la ayuda de una pipeta pasteur a la que se le ha eliminado
la punta fina y ha sido flameada para evitar bordes
cortantes, quedando una apertura de unos 3 a 5mm de

diametro.

Se incuban en este medio durante 15 min. A lo largo de este
tiempo, las células de Leydig se lisan debido a su locacién

en el exterior de los tubulos.

Se dejan sedimentar los tubulos por simple gravedad y el

sobrenadante se elimina.

Con objeto de separar las células mioides adheridas a los
tabulos se resuspenden éstos en medio de cultivo
conteniendo 0.05% de colagenasa/dispasa y se incuban en

este medio durante varios min.

Los tibulos se lavan tres veces en medio de cultivo mediante

sedimentacion por gravedad.

Tras el ultimo lavado se decanta el medio y los tubulos se

trocean en fragmentos muy pequenos.

1. RPMI 1640: Se mezclan 100ml de RPMI 1640 (10x) sin NaHCO, ni glutamina con 800ml de H,0
deslonizada. Una vez disuelto se anaden 0.3g de glutamina, 2g de NaHCO,, y se completa el volumen
hasta 1000ml. Se ajusta el pH entre 7.2 y 7.4 con (OH)Na, se esteriliza por filtracién y se le anaden 2ml
de una soluclén estéril de penicllina-estreptomicina (500x). Antes de su utilizacién se le adiciona al
medio un 10% de suero bovino fetal.
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9)

10)

11)

12)

13)

Los tubulos se incuban durante 30 min. en medio con
colagenasa/dispasa 0.05%, pipeteando fuertemente de vez
en cuando para ayudar a la disgregacion de las células que

componen el tibulo.

Las células de Sertoli muestran capacidad de formar
agregados que sedimentan por gravedad, quedando en el
sobrenadante la mayoria de las células germinales y

peritubulares, que se decantan.

Los acumulos resultantes de células de Sertoli se lavan

cuatro veces por centrifugaciéon durante 5 min. a 1000 rpm.

Por ultimo las células se cultivan en medio BME!
suplementado con 10% de SBF (Suero bovino fetal) y se

incuban a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,,.

Cuando el cultivo se hace confluente se cambia el medio por
medio BME sin SBF. Este medio, que se utilizara como
fuente de Sxs, se recoge después de 48 horas y se filtra a

través de un filtro de 0.2um en condiciones de esterilidad.

Subcultivos

Cuando un cultivo alcanza la confluencia es necesario realizar

1 BME (Basal Medium Eagle): Se disuelven 9.345g de BME (con glutamina) en 900ml de H,O
deslonizada. Una vez disuelto se anaden 1.68g de NaHCO,, y se completa el volumen hasta 1000ml. Se
ajusta el pH entre 7.2 y 7.4 con (OH)Na, se esteriliza por flitracion y se le anaden 2ml de una solucién
estéril de penicilina-estreptomicina (500x). Antes de su utllizacién se le adiciona al medio un 10% de
suero bovino fetal.
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subcultivos mediante el siguiente método:

1)

3)

4)

Se retira el medio del frasco de cultivo con una pipeta
pasteur y se sustituye por solucién de Hanks' sin Ca** ni
Mg™, que se cambia varias veces, con lavados intermedios

para eliminar los iones Ca* y Mg*".

Se anade una pequena cantidad de solucién de tripsina-
EDTA? al frasco de cultivo para cubrir el fondo de éste y se
deja incubar, controlando el proceso de tripsinizacion al
microscopio invertido, pudiendo ayudar a que las células se

despeguen golpeando el frasco con la mano.

Cuando las células se encuentran en suspension se anaden

10ml de medio BME con 10% de SBF.

El medio conteniendo las células se reparte en dos a tres

frascos dependiendo de la cantidad de células disponibles.

Técnicas de criopreservacion de las células

Congelacion

Las diferentes lineas celulares pueden criopreservarse a -80°C o

1 Hanks' BSS (Balanced Salt Solution) sin Ca** ni Mg"*: Se mezclan 100ml de Hanks’BSS (10x)
y 800ml de H,O desionizada. Se le anaden 0.35g de NaHCO,, se completa el volumen hasta 1000ml, se
ajusta el pH entre 7.2 y 7.4 con Na(OH) y se esteriliza por flltracién.

2 Tripsina-EDTA: Se mezclan 10ml de una solucién estéril de tripsina (1:250) al 0.5% y EDTA
al 0.2% con 90ml de Hanks'BSS sin Ca** ni Mg"".
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en nitrégeno liquido cuando ello sea necesario. Para ello se realizan los

siguientes pasos:

1)

2)

5)

Las células se despegan del fondo del frasco de cultivo
siguiendo los pasos descritos anteriormente para la

realizaciéon de subcultivos.

Una vez que las células se encuentran en suspensiéon en el
medio de cultivo se centrifugan de nuevo a 1100 rpm

durante 10 min.

Se decanta el sobrenadante y el boton celular se resuspende
en medio F-10 de Ham' con 20% de SBF y 10% de Dimetil
Sulféxido (DMSO) a una concentracion que no debe ser

inferior a 6x10° células por ml.

La suspension celular se reparte en alicuotas de 200ul en

tubos Eppendorf estériles de 0.5ml de capacidad.

Las células debe entonces congelarse a una tasa de -1°C por
minuto. Para ello se introducen en un congelador a-80°C en
el interior de una caja de poliestireno. El grosor de las
paredes de esta caja debera haber sido calculado
previamente para que el enfriamiento se lleve a cabo a la

tasa adecuada.

1 Medio F-10 de Ham (Medlo para criopreservacién): Se mezclan 10ml de medio F-10 de Ham
(10x) sin NalICO, ni glutamina con 80ml de H,O desionizada. Una vez disuelto se anaden 0.0146g de
glutamina, 0.12g de NaHCO,, y se completa el volumen hasta 100ml. Se ajusta el pH entre 7.2 y 7.4 con
(OH)Na, se esteriliza por flltracién y se le anaden 200ux] de una solucién estéril de penicilina-
estreptomicina (500x).
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Descongelacion

La descongelacion de las c€lulas para iniciar un nuevo cultivo a
partir de una muestra criopreservada debe realizarse de la forma mas

brusca posible. Para lo cual se realizan los siguientes pasos:

1) Tras sacarlo del congelador, el Eppendorf, con la muestra
congelada, se introduce inmediatamente en un bano

termostatico a 40°C.

2) En cuanto el medio con las células se encuentre
descongelado, se disuelve en 5 a 6ml de BME con 10% SBF
y las células se incuban a 37 °C en atmoésfera con 5% de

CO,.

OBTENCION DE SUEROS ANTI-Sxs

Se han empleado varios métodos de inmunizacion de los cuales
se ha estudiado su capacidad de senbilizacion. Los resultados de estos
estudios se expondran en el apartado correspondiente. Los aspectos

técnicos de estas inmunizaciones se detallan a continuacion.

Inmunizacion con esplenocitos de macho.

1) Se sacrifica un macho de rata Lewis y se le extrae el bazo,
que es macerado con suavidad, con objeto de no romper las

células, en un homogeneizador manual con 8ml de PBS sin
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Ca™ ni Mg*".
2) Se dejan sedimentar los fragmentos grandes por simple

4)

gravedad y el sobrenadante se pasa a un tubo de centrifuga

de 15ml.

Las células se lavan varias veces en PBS sin Ca™ ni Mg™,
mediante centrifugaciones a 1100 rpm durante 10 min. La

concentracion final de células se ajusta a 40x10° células/ml.

Se inoculan ratas hembras intraperitonealmente con 2ml de
la suspension celular, repitiendo el tratamiento a intervalos

semanales durante 8 semanas.

Una semana después de la ultima dosis se anestesian las
ratas con éter y se les extrae la sangre mediante un corte en
la subclavia, que es recogida con una pipeta pasteur y

colocada en un tubo de centrifuga de 15ml.

La sangre se incuba a 37°C durante 1 hora para que
coagule. Se centrifuga entonces a 4200 rpm durante 20
min., obteniendo asi el suero, que es alicuotado en tubos

Eppendorf y guardado a -80°C hasta su uso.

Los sueros obtenidos a partir de diferentes individuos no se

mezclaron, sino que se les asign6é a cada uno de ellos un coédigo

identificativo, de forma que en una determinada prueba pudiera

utilizarse siempre suero procedente del mismo animal.
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Inmunizacién con suero de macho.

1)

2)

Se sacrifica un macho y se le extrae el suero en la forma que

se ha indicado previamente.

Se inmunizan ratas hembras mediante inyecciones
subcutaneas de 1ml de suero, administradas a intervalos

semanales durante 8 semanas.

Una semana después de terminar el tratamiento las
hembras inmunizadas son sacrificadas y se les extrae el
suero de la forma indicada, que se guarda a -80°C hasta su

uso.

Inmunizacion con liquido de epididimo.

1)

2)

Las ratas hembras se inmunizan con liquido de epididimo
extraido de la forma descrita anteriormente durante 8
semanas a intervalos semanales con dosis subcutaneas de

1ml.

Al igual que en los casos anteriores el suero se extrae
transcurrida una semana desde la ultima dosis, y se

conserva a -80°C hasta su uso.

Inmunizacion con macerado de testiculo.

1)

Los dos testiculos de un macho se liberan de la tunica
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2)

albuginea y se maceran en un homogeneizador manual.

Las hembras se inmunizan con inyecciones subcutaneas de

1ml del tejido macerado obtenido.

El resto del protocolo de inmunizacion y la obtenciéon del
suero son los mismos a los que ya nos hemos referido en

anteriores apartados.

Inmunizacion intraesplénica con piel de macho.

1)

Se sacrifica un macho al que se le afeita y esteriliza
mediante lavados con alcohol al 70% un trozo de piel, que
se separa posteriormente del resto de los tejidos y se corta

en trozos de aproximadamente 1 mm®.

Las hembras a inmunizar se anestesian, se atan, se les
afeita el costado izquierdo a la altura del bazo y se les

esteriliza la piel mediante lavados con alcohol al 70%.

Se les practica una incision en el costado, a la altura del
bazo, de 1,5 cm aproximadamente hasta llegar a la cavidad

peritoneal.

A través de esta incision, y con ayuda de unas pinzas, el
bazo se saca al exterior, con cuidado de no danarlo y de no
desgarrar los vasos sanguineos ni los tejidos a los que esta

unido.
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5)

6)

Con la ayuda de unas pinzas de punta muy fina se
introducen en diferentes partes del bazo 4 trozos de piel del
macho introduciendo las pinzas un poco inclinadas para
asegurarse de que los trozos de piel no se salgan y
procurando desgarrar el bazo lo menos posible de forma que

no se produzca hemorragia.

El bazo se coloca de nuevo en el interior del animal, y la
herida se cierra aplicando puntos tanto en el peritoneo como

en la piel.

Transcurridas 2 semanas se sacrifican las hembras y se les

extrae el suero.

Inmunizacion con sobrenadante de testiculo y coadyuvante

de Freund.

1)

Cadarata hembra se inmuniza con cinco dosis subcutaneas
de 0.5ml de una emulsion a partes iguales de sobrenadante
de testiculo y coadyuvante completo de Freund' a intervalos

semanales.

El suero se extrae, como ya se ha indicado previamente, una

semana después de la ultima dosis.

1 Emulsién de sobrenadante de testiculo y coadyuvante de Freund: Para la realizacién de esta
emulsién se requieren dos jeringas a las que se acopla una aguja con dos conos, uno en cada extremo.
Una mezcla a partes iguales de sobrenadante de testiculo y coadyuvante completo de Freund se hace
pasar de una jeringa a otra a través de la aguja hasta obtener una completa emulsién.
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Inmunizacion intraesplénica con piel y con

coadyuvante+sobrenadante de testiculo.

1)

2)

4)

Se corta la oreja a una rata macho y con ayuda de unas
pinzas se separan las dos laminas de piel, cortandolas en

trozos de 1mm de diametro aproximadamente.

Con estos trozos de piel se procede a inmunizar hembras

intraesplénicamente como ya se ha descrito anteriormente.
Tres semanas después se administra una dosis de recuerdo,
mediante inoculacién de 0.5ml de emulsién de sobrenadante

de testiculo con coadyuvante de Freund en proporciones 1:1.

Una semana después se extrae el suero.

Inmunizacion intraesplénica con coadyuvante y

sobrenadante de testiculo.

1)

2)

3)

Las ratas hembras se inmunizan intraesplénicamente
mediante in6éculo en el bazo de 0.2ml de emulsion de

sobrenadante de testiculo y coadyuvante de Freund.

Transcurridas cuatro semanas se administra una dosis de

0.5ml de la misma emulsion por via subcutanea.

El suero se extrae, como ya se ha indicado en otros

apartados, una semana después de esta ultima dosis.
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Suero de hembras multiparas

Como suero anti-Sxs también ha sido probado el suero
perteneciente a hembras que habian tenido entre 5 a 7 partos. Ya que
Kraupen-Brown y Wachtel (1979) demostraron la existencia en hembras
multiparas de anticuerpos anti-Sxs debidos a la sensibilizacién de la
hembra por parte del antigeno Sxs de los fetos machos de los distintos
partos.

Para la obtencion de este suero se cruzaron hembras Lewis con
machos Lewis reiteradas veces, extrayendo el suero después de 5 a 7

partos.

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

Existen basicamente dos tipos de pruebas de citotoxicidad, las
pruebas de citotoxicidad directas y las indirectas. En las pruebas
directas las células se exponen directamente al suero anti-Sxs
detectando sobre ellas la existencia o no del antigeno en funcién de su
sensibilidad a la lisis en presencia de complemento. En las pruebas de
citotoxicidad indirectas el suero se absorbe en unas determinadas
condiciones con las células o soluciones de las que se quiere saber si
son o no Sxs positivas, de manera que si lo son, retiraran la capacidad
citotoxica del suero anti-Sxs y, posteriormente, este suero mostrara una
lisis muy reducida sobre células diana Sxs positivas en una prueba
directa.

Antes de ser usados, cada uno de los sueros fué titulado mediante
una prueba directa sobre células tanto de macho como de hembra,

utilizando en posteriores experiencias inicamente aquellos sueros en los
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que la muerte especifica para las células de macho fuese claramente
mayor que para las células de hembra.

La técnica empleada para la realizacién de estas pruebas de
citotoxicidad es basicamente la descrita por Goldberg y col (1971) con
algunas modificaciones. En nuestras experiencias, hemos utilizado como
células de diana espermatozoides, células epidérmicas disociadas,
células esplénicas y células de Sertoli cultivadas.

A continuacion describimos los pasos necesarios para la

preparacion de los distintos tipos de células diana.

Células diana

Espermatozoides

1) Los epididimos de un ratén se extraen y se elimina el tejido

adiposo que los rodea.

2) Los epididimos se trocean finamente en un pocillo que
contenga PBS con 0,5% de fructosa, liberando de esta forma
los espermatozoides.

3) Se lavan varias veces en RPMI Mediante centrifugacion y se

ajustan a una concentraciéon de 7x10° células/ml de RPMI.

Células epidérmicas disociadas

Para la preparacion de cé€lulas epidérmicas se ha seguido el
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método descrito por Scheid y col. (1972) con ligeras modificaciones:

1)

3)

4)

5)

Se realiza una incision circular cerca de la base del rabo y

se tira hasta separar la piel que lo envuelve.

Se realiza un corte longitudinal y, ayudandose con unas
pinzas, se extiende la piel en una placa de petri que
contenga tripsina al 1% en PBS sin Ca™ ni Mg", donde se
incuba durante 30 min. a 37°C.

Tras este periodo de incubacién, la piel se lava en medio

BME con 20% de suero de ternero recien nacido.

Con ayuda de unas pinzas curvas, se separa la dermis de la

epidermis.

Se coloca la epidermis con su parte mas externa en contacto

con la placa de petri.

Con ayuda de una pipeta Pasteur (en una mano) se van

dejando caer sobre ella medio BME con 10% SBF.

El medio se recoge con otra pipeta (en la otra mano), con la
punta flameada para evitar bordes cortantes, con la que se
va realizando un proceso de raspado sobre la epidermis,

liberando asi las c€lulas, que se recogen junto con el medio.

Los agregados de c€lulas obtenidos de esta forma se
disgregan mediante incubacion en tripsina al 0.1% en PBS

sin Ca™ ni Mg" durante 10-20 min. a 37°C.
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9)

10)

1)

3)

4)

Las células se colocan en un tubo de centrifuga y se lavan,
varias veces en BME con 10% SBF y por ultimo en RPMI sin
SBF, por centrifugacion durante 10 min. a 1100 rpm.

Las células se ajustan a una concentracién de 7x10°

células/ml en medio RPMI.

Células esplénicas

Se extrae el bazo que se macera en un homogeneizador
manual que contiene 2 a 3ml de PBS', el macerado debe
realizarse de forma que las células no se rompan, pero
procurando la maxima disgregacion posible. Una vez

macerado el bazo se adicionan de 4 a 5ml mas de PBS.

Se dejan sedimentar los grumos y restos de tejido.

El sobrenadante, que contiene las células esplénicas, se
transfiere a un tubo de centrifuga de 15ml que con 3ml de
Histopaque® (SIGMA) de forma que ambas soluciones no se
mezclen.

Se centrifuga el tubo durante 30 min. a 1700 rpm.

Tras la centrifugacion los linfocitos han quedado retenidos

en la interfase entre Histopaque y PBS mientras que los

1 pBs (Phosphate buffered saline): Se disuelven 8g de NaCl, 0.2g de KCl, 2.2g de Na,HPO,.7H,0,
0.2g de KH,PO,, 0.1g de CaCl, y 0.1g de MgCL,.6H,0 en 900ml de H,O deslonizada. Una vez disueltos
los componentes el volumen se completa hasta 1000ml y el pH se ajusta entre 7.2 y 7.4.
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7)

8)

9)

eritrocitos han atravesado el Histopaque y se encuentran en

el fondo del tubo.

Se decanta el PBS hasta que quede aproximadamente 0.5
cm por encima de la interfase, se recoge la interfase, que
contiene los linfocitos, con una pipeta pasteur arrastrando
también unos 0.5 cm de Histopaque por debajo de ésta, y se

transfiere a otro tubo de centrifuga.

Se resuspenden las células en PBS y se lavan mediante
centrifugacion a 1100 rpm durante 10 min. decantando el

sobrenadante.

Se repite el lavado con PBS una vez mas y por ultimo se
realiza otro lavado con medio de cultivo RPMI. Estos lavados

tienen por objeto eliminar cualquier resto de Histopaque.
Durante el tiltimo lavado en RPMI se cuenta una muestra de

la suspension celular en un hemocitémetro y se ajustan a

una concentracién de 7x10° células/ml de RPMI.

Células de Sertoli cultivadas

Estas células se separan del frasco de cultivo tal y como se
ha descrito anteriormente para la realizacion de subcultivos
y se lavan varias veces por centrifugacion a 1100 rpm
durante 10 min. en BME con 10% de SBF y por ultimo en
RPMI sin SBF. Finalmente son ajustadas a una

concentraciéon de 7x10° células/ml de RPMI.
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Suero fuente de complemento

Como fuente de complemento ha sido utilizado suero de conejo
hembra. Tras su obtencion, este suero se absorbe con células esplénicas
de hembra antes de ser utilizado (Boyse y col., 1970). A continuacién
describimos los pasos a seguir para la obtencién y absorcién del suero

de conejo:

1) Se frota la oreja con un algodéon empapado en xileno
produciendo una vasodilatacion, lo que facilita la extraccion

de la sangre.

2) El suero se extrae lo antes posible mediante centrifugacion

a 4200 rpm durante 10 min.

3) Antes de ser absorbido con las células esplénicas de hembra
y con objeto de evitar pérdida de complemento durante la
absorcion, se mezclan 9 volumenes de suero con 1 volumen

de una solucién de EDTA 0.1M.

4) Se absorben 7 volumenes de la soluciéon de suero mas EDTA
con 1 volumen de células esplénicas de un botén celular
obtenido por centrifugacion a 1100 rpm durante 10 min (ver

el apartado "Absorcion de sueros con células").

5) Se limpia el suero mediante centrifugacion y los iones
divalentes se restauran anadiendo 1 volumen de una

solucion de CaCl, 0.1M.
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6)

El suero se alicuota y se guarda a -802C hasta su uso.

Una vez obtenidas las células diana y el suero de conejo como

fuente de complemento pueden realizarse tanto pruebas de citotoxicidad

directas como indirectas, segun los protocolos que se describen a

continuacion.

Pruebas de citotoxicidad directas

1)

3)

Se inactiva el complemento del suero anti-Sxs mediante
incubacion a 56°C en bano termostatico con agitacion

durante 30 min.

Se realizan diferentes diluciones del suero en medio RPMI
sin SBF, se reparten 50ul de cada dilucion en diferentes
tubos Eppendorf o en pocillos de una placa de

microtitulacion.
Se anaden a cada dilucion 50ul de la suspension celular
preparada como se ha descrito anteriormente, y se incuba

durante 15 min. a temperatura ambiente.

Tras este periodo de incubacion se anaden a cada tubo 15ul

de complemento de conejo.
Los tubos se incuban durante 1 hora a 37°C.

Se adicionan a los tubos 66u1 de una solucion isotéonica de
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azul tripan'.
7) Tras incubar 3 a 5 min. a temperatura ambiente se

adicionan 22ul de formaldehido al 40% para fijar las

células.

Pruebas de citotoxicidad indirectas para medir los niveles de

Sxs en los fluidos utilizados como fuentes de antigeno

1)

Se inactiva el suero anti-Sxs por incubaciéon a 56°C durante
30 min. en agitacién. Realizando posteriormente diluciones

seriadas del mismo en medio RPMI.

Se absorben 40ul de cada diluciéon en un tubo Eppendorf
con 30ulde la fuente de antigeno a probar (Sobrenadante de
testiculo, liquido de epididimo, sobrenadante de ovario,
suero de macho o medio condicionado por células
testiculares), incubando durante 2 horas a 4°C. Como
control negativo se realiza una absorcion de cada dilucion

del suero con 30um medio RPMI.

Se anaden a cada tubo 70ul de la suspension de células

esplénicas preparada como se ha comentado anteriormente.

Tras incubar a temperatura ambiente durante 15 min. se

adicionan 20ul de complemento.

1 Solucién isoténica de azul tripan: Se mezclan cuatro partes de una solucién stock de azul
tripan al 1% en agua destllada y una parte de una solucién de NaCl al 4.25%.
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5) A partir de este momento se procede exactamente igual que
se ha descrito para la prueba directa a excepcién de que se

adicionan 100ul de azul tripan y 30ul de formaldehido.

Como controles negativos en cada prueba se prepararon tubos en
donde las células se ponian sélo con medio de cultivo RPMI y otros en
donde se adicionaba ademas la misma cantidad de complemento que al
resto de los tubos.

Para calcular la proporcion de células lisadas, se realiza un
recuento de 200 células de cada tubo de la prueba al microscopio de
contraste de fases en donde las lisadas aparecen azules, mientras que
las no lisadas aparecen blancas y muy refringentes.

Los porcentajes de lisis en cada punto de las pruebas se calculan
mediante la aplicacion de la siguiente formula:

o a-b

=————x100
100-b

siendo "a" la proporcion de muerte celular registrada en cada tubo y "b"
la proporcion de muerte inespecifica registrada en el control negativo en

donde las células se encontraban en medio de cultivo.

TRATAMIENTO in vivo DE LOS EMBRIONES CON
ANTIGENO Sxs

Los embriones de Gallus domesticus han sido tratados con
diferentes dosis de las distintas fuentes de antigeno Sxs, la aplicacion

de las dosis se ha hecho de una sola vez o bien repartiendo el volumen
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total del tratamiento en dos o tres dosis administradas en dias

consecutivos.

El tratamiento de los embriones se realiz6 segun los siguientes

pasos:

3)

Se colocan los huevos embrionados en la incubadora con su
eje mayor situado horizontalmente y se suprime el
movimiento de volteo de la incubadora con objeto de que el
embrién en desarrollo se coloque en la parte mas alta del

huevo, justo debajo de la cascara.

Al tercer o cuarto dia de incubacién, se procede a inocular

los huevos con las distintas fuentes de Sxs.

El huevo se coloca en la camara de flujo laminar’, donde
debera permanecer durante todo el proceso, con objeto de
trabajar en condiciones de esterilidad y se desinfecta la
parte superior del huevo frotandolo con algodén empapado

en alcohol etilico al 70%.

Se deja secar el alcohol y con la punta de una lanceta estéril
se abre en la cascara un agujero pequeno, rompiendo con
cuidado la membrana de la cascara ya que el embrion esta

situado inmediatamente debajo y podriamos danarlo.

Con una jeringa o una micropipeta estéril se van

1 Es importante que durante el traslado del huevo desde la Incubadora hasta la cAmara de flujo

laminar no se cambie su posicién para no perder la posicién actual del embrién, lo que supondria que
abririamos el agujero en un punto distante del embrién, y el tratamiento no seria tan directo.
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8)

introduciendo por el agujero pequenas gotas de la solucién

de tratamiento, hasta completar la dosis deseada.

El agujero abierto en la cascara se cierra con un trozo de
papel de parafina, previamente esterilizado mediante
exposicion a luz ultravioleta durante 12 horas. Los bordes
del papel de parafina se sellan tocandolos levemente con
una lanceta calentada a la llama, procurando no calentar
demasiado la lanceta ni aplicarla durante mucho tiempo en
un mismo punto ya que el exceso de calor puede matar el
embrion que, como se ha comentado, estara colocado justo

debajo de la abertura.

El huevo se coloca nuevamente en la incubadora, y 12 horas
después se colocan en la posicion de incubacion con el eje
mayor vertical y con la camara de aire del huevo en la parte
superior. En este momento se comienza el volteo de los
huevos. La supervivencia de los embriones se comprueba
dias después mirando el interior del huevo con una lampara

mira-huevos.

Los embriones supervivientes se extraen del huevo a los 16
dias de incubaciéon con objeto de estudiar el sexo tanto
genético como fenotipico, tal como se describe mas adelante.
(En alguno de los experimentos los embriones han sido

extraidos a los 9 dias de incubacion).

Como controles se han tratado también embriones con diferentes

dosis de PBS sin Ca*™ ni Mg", suero de rata hembra y medio de cultivo

BME sin SBF.
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TRATAMIENTO in vitro DE LAS GONADAS
EMBRIONARIAS

6)

En la camara de flujo se extraen del huevo embriones de 7,
8 y 9 dias de incubacién, colocandolos sobre un placa de

petri estéril.

El embrioén se decapita y la cabeza se coloca en medio BME
con objeto de realizar un cultivo a corto término para

determinar su sexo genético.

El resto del cuerpo se disecciona, manteniendo las
condiciones de esterilidad, hasta dejar los primordios
gonadales, que se encuentran sobre el mesonefros, al

descubierto.

Las gonadas, junto con el mesonefros, se colocan en una
placa de petri estéril que contiene 10ml de medio BME
condicionado por el crecimiento de células de Sertoli o medio
conteniendo 600ul de sobrenadante de testiculo, de forma
que las gonadas queden expuestas directamente al medio de

cultivo y no estén en contacto con la placa.

Los cultivos se incuban durante 6 dias en la estufa a 37°C

en una atmosfera de 5% de CO,.

Al sexto dia de cultivo se fijan las gonadas en fijador AFA'.

1 Fijador

AFA: se mezclan alcohol etilico 70%, formaldehido 40% y acido acético, en

proporciones 90:5:5.
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En el presente trabajo se utilizaron como controles génadas

cultivadas en medio BME sin SBF y génadas sin cultivar pertenecientes

a individuos de ambos sexos de 7, 8 y 9 dias de incubacién.

ESTUDIO DEL SEXO GENETICO

Obtencion de las preparaciones cromosomicas

Para conocer el sexo genético de los individuos de 16 dias de

incubacioén se realizaron cultivos de médula 6sea segun el siguiente

protocolo:

1)

2)

3)

Se extrae el embrion en la camara de flujo laminar y se

coloca sobre una placa de petri estéril.

Se le extraen las tibias y se trocean, tras lo cual se colocan
en un frasco de cultivo con medio RPMI suplementado con
10% de SBF y Concanavalina A (SIGMA) como estimulante

de la mitosis.

Con objeto de liberar las c€lulas del interior de los pequenos
fragmentos de hueso de las tibias, los tubos se agitan

fuertemente con ayuda de un vortex.

Los cultivos se incuban a 37°C en una atmoésfera con 5% de
CO, durante tres dias, tiempo suficiente para que el numero

de células en division nos permita obtener preparaciones
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cromosoémicas.

Esta técnica no puede ser aplicada a embriones de 7,8 6 9 dias de

incubacién debido al pequeno tamano de sus tibias. Por este motivo, en

estos embriones se realizé un cultivo a corto término de las células

obtenidas tras disgregar la cabeza del embrion mediante un pipeteo

rapido en medio RPMI.

1)

3)

5)

Tanto en este ultimo tipo de cultivo como el de médula 6sea
las células se colchicinan mediante la adiciéon de 10ul por
cada ml de medio de cultivo de una suspension de
colchicina (SIGMA) al 0.02% en solucién salina de ClNa al
0.9%. A partir de este momento se hace innecesario

mantener las condiciones de esterilidad.

Tras una incubacion de 2 horas en presencia de colchicina
se resuspende todo el material mediante pipeteo con una
pipeta pasteur dejando sedimentar los trozos de tejido y
pasando la suspension celular a un tubo de centrifuga de

15ml.

El material se centrifuga a 1100 rpm durante 10 min. y se

decanta el sobrenadante.

Las células se someten a un tratamiento hipoténico durante
20 a 30 min. en 6 a 8ml de una solucion hipoténica de KCl

al 0.56% a 4°C.

Finalizado el choque hipotonico se anaden, a modo de

prefijacion, de 0.5 a 1ml de fijador Carnoy modificado

Pagina 83



Serologia y funcién del antigeno Sxs Métodos

10)

(metanol:acido acético en proporciones 3:1) y se pipetea
suavemente. Este paso tiene por objeto impedir la formaciéon

de grumos de células durante la centrifugacion.

Los tubos se centrifugan durante 10 min. a 1100 rpm. El
sobrenadante se decanta y el sedimento se resuspende en
los restos de solucioén hipoténica que quedan en el tubo

después de decantar.

Se anaden, muy lentamente, 6ml de fijador sobre la
suspensién concentrada de células de forma que no se
mezclen y los tubos se incuban a 4°C durante 1 hora
aproximadamente, tiempo suficiente para que las células se
hayan fijado, lo que vendra indicado porque la suspension

celular toma un aspecto translucido.

El material se resuspende nuevamente y se centrifuga a
1100 rpm durante 10 min., decantando el sobrenadante y

resuspendiendo el sedimento en 6ml de fijador.

Se vuelve a centrifugar y se repite este mismo proceso dos

veces mas, hasta completar tres lavados de fijador.

Tras decantar el ultimo fijador se anaden de 1 a 2ml de

fijador, dependiendo de la concentacion celular.

En este momento estamos en disposicion de realizar las

extensiones sobre portaobjetos, para lo cual se utilizan dos métodos

diferentes.
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a:Extensiones sobre portaobjetos secos y secados al aire.

b:Extensiones sobre portaobjetos humedos y frios y secados al

aire.

Para cualquiera de ellas se utilizan portaobjetos limpios y
desengrasados en una mezcla de alcohol etilico y éter en proporciones
1:1.

Seguidamente explicaremos algunas consideraciones a tener en
cuenta a la hora de la realizacion de las extensiones por los distintos

meétodos.

a:Extensiones sobre portaobjetos secos y secados al aire

Se dejan caer de 5 a 6 gotas de la suspension celular sobre el
portaobjetos y dejarlo secar. Se observa la densidad celular y el grado
de extension de las placas metafasicas al microscopio de contraste de
fases a bajo aumento, o tinendo la preparacion.

Si la densidad celular es alta, se diluye la suspension celular
anadiendo mas fijador, si por el contrario es demasiado baja, se ponen
unas cuantas gotas mas de suspension en la siguiente preparacion.

Si las placas metafasicas estan poco extendidas puede realizarse
otra preparacion dejando caer las gotas de suspension celular desde una
mayor altura, pudiéndose llegar hasta los dos metros e incluso mas. Si
con esta modificacion no se consiguen mejores resultados pueden
realizarse uno o dos cambios de fijador mas y volver a realizar de nuevo

las extensiones.
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b:Extensiones sobre portaobjetos htumedos y frios y secados al

aire.

Los portaobjetos se sumergen en agua destilada y se incuban a
4°C para que estén frios. Posteriormente se sacan del agua y se drena
el exceso de liquido. Se dejan caer de 5 a 6 gotas de la suspension
celular sobre el portaobjetos y se controla la densidad celular y la
extensiéon de las placas metafasicas de la misma forma que se ha
expuesto en el apartado anterior.

Estas técnicas, que han sido desarrolladas en nuestro laboratorio,
han demostrado una alta eficacia, ya que han permitido realizar
simultaneamente las preparaciones cromosémicas de gran namero de
embriones (mas de 50), asi como un alto grado de reproducibilidad
puesto que todos los embriones pudieron ser cariotipados. Por otro lado,
tanto el numero como la calidad de las metafases fueron suficientes
como para permitir una aplicacion eficaz de las técnicas de bandeo

cromosomico y una rapida y clara determinacion del sexo genético.

Técnicas de bandeo cromosomico

Bandeo G

Para la consecucion de bandas G hemos utilizado una técnica
desarrollada en nuestro laboratorio (Burgos y col., 1986) que se
caracteriza por ser rapida y por dar unos resultados facilmente

reproducibles. El procedimiento es el siguiente:

1) Se sumerge la preparacion en solucion de tripsina (0,0125g
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de tripsina en 50ml de PBS sin Ca*™ ni Mg" pH 8) durante
20 a 40 segundos, con agitacion continua y se lava

inmediatamente en agua corriente.

2) Se sumerge la preparaciéon en 2xSSC' a 65°C durante 1 a

2 min. y se lava en agua destilada.

3) Se tine con Giemsa al 10% durante 5 min.

Los tiempos de tratamiento con tripsina y 2xSSC son soélo
orientativos, ya que los tiempos Optimos de tratamiento son muy
estrictos. Sin embargo, no hay dificultad en obtener el tiempo 6ptimo
después de escasos intentos que, gracias a la sencillez de la técnica, se
realizan rapidamente.

Asi, si después de una inmersion corta en 2xSSC (por ejemplo 45
segundos) los cromosomas aparecen "huecos e hinchados", los
cromosomas han sido expuestos demasiado tiempo a la acciéon de la
tripsina. De la misma forma, si después de un largo tratamiento con
2xSSC los cromosomas aparecen tenidos uniformemente o sélo con una

cierta sugerencia de bandas, el tratamiento con tripsina fué insuficiente.

Bandeo C

La técnica empleada se basa esencialmente en el método

desarrollado por Sumner (1972), que basicamente consiste en lo

siguiente:

1 2xSSC (solucién salina citrato): Se disuelven 17,52g de NaCl y 8,82g de citrato sédico tribasico
dihidrato en 900ml de H,O desionizada. Se ajusta el pH entre 6,8 y 7 y se completa hasta un volumen
de 1000ml.
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1) Se sumergen las preparaciones en una solucion de (OH),Ba
al 5% durante un tiempo que oscila entre 5 y 20 min. y que
debera estimarse efectuando varios ensayos.

2) Se lavan enérgicamente en agua corriente.

3) Se sumergen en 2xSSC a 60°C durante 1 hora.

4) Se lavan con agua destilada.

5) Se tinen con Giemsa al 2% durante 30 min.

Bandeo de fluorescencia (Cromomicina A,)

La técnica utilizada para la tinciéon con cromomicina A, (CMA)
sigue basicamente el protocolo descrito por Schweizer (1980, 1981). Esta
técnica se basa en una primera tinciéon con cromomicina, tras la cual se

aplica una contratincion con distamicina A (DA).
Método de tincion
1) Se ponen unas gotas de la soluciéon de CMA' sobre la

preparacion, se cubre con un cubreobjetos y se incuba en

oscuridad a temperatura ambiente durante 40 min.

1 Solucién de CMA: Se disuelve la CMA a una concentracién de 0.5 mg/ml en tampén Mcllvaine
(82ml de Na,HPO, 0.2M + 18ml de acldo citrico 0.1M) pH 7 con 2.5 Mm de MgCL,. El tampén se adiciona
suavemente y se deja que el antibiético se disuelva lentamente en el frigorifico durante toda la noche.
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2)

4)

5)

6)

7)

Se quita el cubre, lavando brevemente la preparacién con
agua destilada y se sopla con una pera de goma para

eliminar las gotas de agua.

Se ponen unas gotas de la solucién de DA' sobre la
preparacion, se cubre con un cubreobjetos y se incuba en

oscuridad a temperatura ambiente durante 40 min.

Se quita nuevamente el cubre lavando la preparacion
brevemente en agua destilada y se sopla con una pera de

goma para eliminar las gotas de agua.

La preparacion se monta en una mezcla a partes iguales de

Glicerol:Mcllvaine pH 7.

La preparacion se deja envejecer en la estufa a 37°C durante

48 horas aproximadamente.

Se observa al microscopio de epifluorescencia con excitacion

violeta entre 430-470nm.

ESTUDIO DEL SEXO FENOTIPICO

A la vez que se determina mediante cultivo de células de médula

6sea el sexo genético de los ejemplares a estudiar, es necesario

determinar su sexo fenotipico, con objeto de establecer la

1 Solucién de Distamicina A: Se disuelven de 0.05 a 1mg de distamicina A por ml de tampén
Mcllvaine pH 7 Inmedlatamente antes de usar.
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correspondencia entre ambos. Tras realizar el cultivo a partir de las
tibias del embrién, éste se disecciona, retirando todos los tejidos que
ocultan las gonadas, que estan situadas sobre el mesonefros. La parte
posterior del embrién, junto con el mesonefros y las génadas se fijan en
fijador AFA. Las gonadas tienen ya, en estos estadios del desarrollo, un
tamano suficiente como para poder diferenciarlas a la lupa e incluso a

simple vista.

Estudio histologico de las gonadas

La observacion a nivel histolégico de las génadas requiere su
deshidratacion para su posterior inclusion en parafina, ya que ésta es

inmiscible con el agua.

Inclusion de las piezas

Para la inclusion en parafina se procede de la siguiente forma:

1) Las piezas fijadas en fijador AFA se lavan en alcohol al 70%
entre 15 y 30 min.

2) Posteriormente se lavan durante 30 min. en una mezcla en

proporciones 1:1 de alcohol al 70% y dioxano.
3) Se lavan en dioxano durante 30 min.
4) Se lavan de nuevo en dioxano durante 60 min, para lo cual

la pieza se coloca en un saquito de gasa que se sujeta en la

parte superior de un tubo alto y delgado que contiene CaCl,
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en el fondo. De esta forma se evita que se vuelva a
rehidratar con el agua que, al ser mas densa que el dioxano,

se va al fondo del tubo.

5) Se incuba la pieza en una mezcla de parafina-dioxano en

proporciones 1:1 a 60°C durante 30 min.

6) Se incuba durante una noche en parafina.

7) Seincuba la pieza en un pocillo con parafina limpia durante

4 a 5 horas.
8) Se construye el bloque orientando adecuadamente la pieza.
Tras la inclusion, las piezas se cortan en secciones de 5 6 10um

y se colocan en un bano de parafina, recogiéndolas del bano en

portaobjetos impregnados con albumina de huevo.

Tincién de los cortes

Dado que la parafina no es miscible con el agua y que las
soluciones de tincién son acuosas, se hace necesario desparafinar y
rehidratar los cortes para proceder a la tincion tal y como a

continuacion se describe:

1) Se desparafinan mediante tres pases en xileno de 10 min

cada uno.

2) Se rehidrata, pasando las preparaciones por una serie de
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4)

5)

10)

11)

alcoholes desde 100 al 50% (10 min cada uno).

Se lavan en agua destilada durante 10-20 segundos.

Se tifien en hemalumbre de Harris' durante 4-6 min.

Se incuban en agua corriente durante 5 min. para inducir

el viraje del colorante.

Se lavan en agua destilada durante 10-20 segundos.

Se tifien en eosina’® durante 2-3 min.

Se lavan en agua destilada.

Se deshidratan de nuevo las preparaciones pasandolas por

la serie de alcoholes en sentido inverso (1 min. en cada uno).

Se sumergen las preparaciones en xileno durante 1 min.

Se montan en DePeX.

1 Hemalumbre de Harris: Se disuelven 2g de hematoxilina en 20ml de alcohol absoluto y 40g de
alumbre potasico (sulfato de aluminio y potasio) en 400ml de agua destilada. Transcurridas 24 horas
se mezclan ambas soluclones anadiendo 1g de HgO. Se callenta la solucion, se deja enfriar y se flltra.

2 Solucién de eosina: se disuelven 4,5g de Eosina en 450ml de agua destilada a la que se anaden
4 gotas de acldo acético glacial.
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TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

Se ha aplicado una técnica inmunohistoquimica con objeto de

determinar si las células de Sertoli cultivadas, ademas de secretar Sxs

al medio de cultivo, son capaces de retenerlo en su membrana. Para ello,

fué necesario hacer crecer estas células sobre portaobjetos, lo que nos

permitié su fijacion y posterior tratamiento.

Cultivos de las células sobre portaobjetos

1)

4)

Se toma un cultivo, y se retira el medio del frasco con una
pipeta pasteur, sustituyéndolo por solucion de Hank sin C**
ni Mg* que se cambia varias veces, con lavados intermedios

para eliminar los iones de Ca™ y Mg** del frasco.

Se anade una pequena cantidad de solucion de tripsina-
EDTA al frasco para cubrir el fondo de éste, se deja incubar
controlando el proceso de tripsinizado al microscopio
invertido e incluso ayudando a que las células se despegen

golpeando el frasco con la mano.

Cuando las células se encuentran en suspension se anaden

10ml de medio BME con 10% de SBF.

Las células en suspension se colocan dentro de una placa de
petri sobre un portaobjetos previamente esterilizado. Las
células se cultivan a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,

durante 2 dias o mas si fuese necesario hasta que el porta
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5)

esté practicamente cubierto.

Las células adheridas al porta se fijan por inmersién en

acetona a -20°C durante 4 min.

Caso de ser necesario estas c€lulas fijadas se pueden guardar a -

80°C hasta su uso, de forma que al sacarlas del congelador habra que

ponerlas en acetona a -20°C dejandolas alcanzar lentamente la

temperatura ambiente.

Tincion inmunohistoquimica

1)

4)

Se lavan las preparaciones con las células fijadas en PBS sin

Ca™ ni Mg"" pH 7.4 durante 20 min.

Se incuban los portaobjetos en PBS sin Ca™ ni Mg** con 3%
de BSA durante 1 hora y media a temperatura ambiente con
objeto de inactivar los sitios de union inespecificos que
pudiesen presentar las células para los anticuerpos anti-Sxs

del suero.

Se drena el exceso de PBS de la preparacion y se ponen
300ul de suero anti-Sxs diluido a 1/2 en PBS sin Ca* ni
Mg™ con 1% BSA previamente centrifugado a 13000 rpm
durante 2 min., cubriendo con un cubreobjetos e incubando
durante 12 a 14 horas a 4°C en una camara saturada de

humedad.

Se quita el cubre y se lava la preparacion cinco veces
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durante 5 min. cada una en abundante PBS sin Ca** ni Mg**
pH 7.4.

5) Como segundo anticuerpo se utilizé6 un anticuerpo de cabra
anti-IgG de rata conjugado con peroxidasa a una dilucién
1/400 en PBS sin Ca*™ ni Mg** con 1% de BSA previamente

centrifugado a 4000 rpm durante 3 min.

En cada preparacion se pusieron 300ul de esta diluciéon de
inmunoconjugado y se cubrieron con un cubreobjetos, incubando a
temperatura ambiente en camara saturada de humedad durante 1 hora

y media.

6) Selavan de nuevo las preparaciones cinco veces como en los

pasos 4y 5.

7) Las preparaciones se tinen por inmersion en una soluciéon
de Diaminobenzidina (DAB)' como sustrato de la
peroxidasa, controlando la tincion al microscopio de
contraste de fases. La reaccion se detiene lavando las

preparaciones en agua destilada.

8) Se dejan secar las preparaciones al aire y se montan en

DePeX.

Como controles, ademas de los casos en que se omite el suero

anti-Sxs o el inmunoconjugado, se han utilizado también suero anti-Sxs

1 Solucién de DAB: se disuelven 0.005g de DAB en 20ml de PBS sin Ca'* ni Mg™* pH 7.6 y justo
antes de usar se adiclonan 25ul de peréxido de hidrégeno (H,O,).

Pagina 95



Serologia y funcién del antigeno Sxs Métodos

absorbido con células de hembra o con células de macho. Estos métodos

de absorcién se describen a continuacion.

ABSORCION DE SUEROS CON CELULAS

1)

4)

Los bazos de varias ratas, del mismo sexo, se maceran en
un homogeneizador manual con 5 a 6ml de PBS sin Ca** ni

Mg*.

Se dejan sedimentar los fragmentos de tejido y la
suspension celular se pasa a un tubo de centrifuga de 15ml

con una pipeta pasteur .

Las c€lulas se lavan varias veces en PBS sin Ca™ ni Mg™
centrifugando a 1100 rpm durante 10 min. El sobrenadante
se decanta tras el ultimo lavado, quedando asi un botén de

células empaquetadas.

Se absorben 300ul del suero, con 150ul del botén celular,

incubando durante 3 horas a 4°C agitando cada 30 min.

Las células se retiran del suero por centrifugacion a 4200
rpm durante 10 min., quedando éste completamente limpio

y listo para su utilizacion.
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RESULTADOS

Como acabamos de ver, uno de los principales objetivos de este
trabajo consiste en llevar a cabo tratamientos de embriones con
antigeno Sxs. Para ello, fué necesario establecer las condiciones 6ptimas
para realizar tales experimentos. Consecuentemente, fué preciso
desarrollar métodos para controlar la riqueza en antigeno Sxs de las
diferentes fuentes investigadas y métodos para titular los sueros anti-
Sxs usados en las pruebas de citotoxicidad. Paralelamente, fué
necesario seleccionar convenientemente el tipo de células diana
apropiado, el método de obtencion de los sueros anti-Sxs, la fuente y
utilizacion del complemento y las mejores fuentes de antigeno Sxs.

El desarrollo de toda esta metodologia ha ocupado una parte
considerable de este trabajo, cuyos resultados son expuestos a

continuacion.

CELULAS DIANA

Para la realizacion de cualquier prueba de citotoxicidad es
necesario contar con una fuente de células diana, que deben cumplir los
siguientes requisitos:

1) ser de facil obtencion en numero suficiente,

2) poder ser individualizadas mediante técnicas sencillas, con

objeto de permitir su posterior recuento,

3) tener un porcentaje de viabilidad elevado tras las
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manipulaciones necesarias para su obtencion y

4) mostrar bajos niveles de muerte inespecifica durante el

desarrollo de la prueba.

Con objeto de determinar el tipo idoneo de células diana para
nuestros experimentos, se realizaron un minimo de tres pruebas de
citotoxicidad sobre distintos tipos de células: espermatozoides, células
epidérmicas disociadas, células de Sertoli cultivadas y células

esplénicas.

Espermatozoides

Aunque de facil preparacion, los espermatozoides presentaron
serias dificultades a la hora de hacer el recuento de los lisados al
microscopio, debido a la escasa cantidad de citoplasma que poseen y a
su forma aplanada. Por estas causas, su aspecto al microscopio depende
por lo general de su orientacion con respecto al portaobjetos, de manera
que aparecen mucho mas refringentes si estan situados perpendiculares
al mismo. Este hecho dificultd bastante la diferenciacion entre
espermatozoides vivos y muertos, lo que fué en detrimento de la
fiabilidad del recuento, razon por la cual fueron desestimados como

células diana.

Células epidérmicas disociadas

Estas células mostraron también varios inconvenientes serios. En

primer lugar, requieren un proceso laborioso para su obtencion que
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implica al menos dos tratamientos enzimaticos para individualizarlas,
que elevan considerablemente el namero de células muertas. Ademas,
durante el proceso de legrado por el que se obtienen estas células, se
arrastran numerosas células muertas de la capa mas externa de la
epidermis, lo que contribuye a aumentar aiun mas este problema. Asi,
en el momento de iniciar una prueba, las suspensiones de células
epidérmicas mostraron un porcentaje de lisis cercano al 40%, que
indudablemente resulta demasiado elevado para nuestros fines. Por otro
lado, estas células demostraron ser extremadamente sensibles a los
sueros ricos en complemento, ya que los controles negativos realizados
en nuestros experimentos arrojaron porcentajes de muerte celular
superiores al 90%. Por lo tanto, resulta obvio que este tipo de c€lulas es

inadecuado para la realizacion de pruebas de citotoxicidad.

Células de Sertoli cultivadas

Se iniciaron un total de diez cultivos celulares a partir de células
de Sertoli purificadas de testiculo de rata, segun la técnica descrita en
el apartado correspondiente de "Material y Métodos". Estos cultivos
primarios mostraron diferentes tasas de crecimiento, de manera que fue
posible realizar varios subcultivos en cuatro de ellos. Al cabo de algunos
meses, solamente una de las lineas sufrio una transformacion
espontanea, convirtiéndose asi en una linea celular estable.

Estas células podian tener dos utilidades:

1) dado que las cé€lulas de Sertoli producen antigeno Sxs, €stas
podrian liberarlo al medio de cultivo proporcionando de esta

forma una fuente de éste;
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2) de ser Sxs positivas, estas células podrian ser utilizadas como

células diana para la realizaciéon de las pruebas de citotoxicidad.

Con relacion al primer punto y tal como se vera mas adelante en
el apartado correspondiente a "Fuentes de antigeno Sxs", estas células
liberan dicho antigeno al medio de cultivo, proporcionando asi una de
las fuentes en que éste se encuentra en mayor pureza.

Por otro lado, las células de Sertoli cultivadas presentarian
también varias ventajas para su utilizacién como células diana. Asi, el
proceso de preparacion de un numero considerable de ellas para la
realizacion de las pruebas es muy simple. Ademas, la homogeneidad de
las mismas facilitaria en principio los recuentos al microscopio a la hora
de determinar el porcentaje de lisis.

Sin embargo, estas células presentaron varios inconvenientes que
las convierten en un material poco adecuado para este fin. Una de sus
caracteristicas mas llamativas es la capacidad para formar agregados
celulares, dificiles de deshacer, hecho que dificulta, sobre todo, el
proceso de recuento. Ademas, la tripsinizacion necesaria para separar
las células del frasco de cultivo reduce la viabilidad de las mismas, lo
que eleva los niveles de células muertas de los controles negativos.

Aunque estas razones impidieron determinar claramente si estas
células eran o no Sxs positivas mediante pruebas de citotoxicidad, la
utilizacion de una técnica inmunohistoquimica nos permitié demostrar
la presencia de dicho antigeno en su membrana citoplasmatica. En la
figura la se puede observar la aparicion de color marrén en la superficie
de las células de Sertoli cultivadas, cuando como primer anticuerpo se
utilizé suero anti-Sxs absorbido previamente con células de hembra. Por
el contrario, no aparecié color alguno en los controles negativos, que

fueron de tres tipos: en el primero de ellos se omitio el suero anti-Sxs,

Pagina 101



Figura 1.

Deteccién de antigeno Sxs en la superficie de células
de Sertoli cultivadas mediante inmunohistoquimica.
A: Tincion positiva de las células tras la aplicacién de
la técnica. B: Ausencia de tincién en un control
negativo.
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en el segundo faltaba el inmunoconjugado y en el tercero, el suero anti-
Sxs utilizado fue absorbido previamente con células de macho. La figura

1b puede ser representativa de los resultados de cualquiera de estos

controles.

Células esplénicas

Finalmente, las c€lulas esplénicas han demostrado ser de gran
utilidad como células diana ya que presentan bajos niveles de muerte
celular inespecifica, permanecen individualizadas facilitando asi los
recuentos y presentan claras diferencias en contraste de fases entre las
células muertas y vivas tras su tinciéon con azul tripan (Figuras 2a y b).

Sin embargo, debido a que fueron extraidas mediante macerado
del bazo, las suspensiones celulares resultantes presentaron un alto
grado de contaminacion por otros tipos celulares, mayoritariamente
eritrocitos, que suelen sufrir lisis inespecificas. El grado de
contaminacion era variable en diferentes suspensiones, lo que dificult6
tanto el ajuste de la densidad celular requerida para la realizacion de las
pruebas, como los recuentos necesarios para cuantificarlos. Sin
embargo, las cé€lulas esplénicas pueden ser purificadas mediante
centrifugacion en gradiente de densidad, eliminando asi la presencia de
eritrocitos. Estas suspensiones purificadas presentaron las
caracteristicas idoneas para su utilizacion como células diana en las

pruebas de citotoxicidad.
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Figura 2.

Células esplénicas utilizadas como diana en las
pruebas de citotoxicidad. A: Control negativo en
ausencia de antisuero y complemento, en el que se
aprecian varias c€lulas vivas (refringentes). B: Aspecto
de las células esplénicas tras ser expuestas al
antisuero mas complemento; las células lisadas
aparecen mas voluminosas y tefiidas de oscuro por el
colorante, mientras que las vivas permanecen
refringentes.






Serologia y funcién del antigeno Sxs Resultados

COMPLEMENTO

Cualquier suero que vaya a ser utilizado como fuente de

complemento debe reunir dos caracteristicas principales:
1) poseer altos titulos de complemento y

2) no ser citotoxico para las células diana, en ausencia del

antisuero de que se trate.

El suero de conejo, utilizado como fuente de complemento en
presencia de un suero con anticuerpos, proporciona generalmente unos
niveles de citotoxicidad aceptables. Sin embargo, en nuestras
experiencias, y para los tipos de células diana utilizadas, el porcentaje
de muerte celular que se obtuvo en los controles (complemento en
ausencia de antisuero) era demasiado alto.

Con objeto de comprobar si estos niveles de citotoxicidad
inespecifica podian ser minimizados, realizamos la absorciéon del suero
a utilizar como fuente de complemento con células esplénicas de ratéon
hembra. En la figura 3 (tabla I),
donde se muestran los resultados

de la comparacion de la muerte s cewiss uvesns

celular provocada por ar —\\

complemento sin absorber vy I S— PI— TR S — SO o
absorbido en ausencia (C'y C'a) y R —— — s s SEms e ~
10 — Y
en presencia (C'+S y C'a+S) de .
. 1 v2 V4 ve
suero anti-Sxs, podemos observar o
——C+8 ——Ca8 ] bt - % Ca

que, aunque los porcentajes de
Figura 8: Efectos de la absorcién del complemento

lisis obtenidos para ambos tipos con células esplénicas de hembra.
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de complemento fueron muy similares en las diferentes diluciones del
suero anti-Sxs, sin embargo, el porcentaje de muerte fué muy inferior
para el complemento absorbido en ausencia de suero y préximos al
obtenido en un control de suero anti-Sxs en ausencia de complemento
(S).

Estos resultados indicaron que el suero de conejo posee la
capacidad de lisar un numero considerable de células de ratén de forma
inespecifica, lo que podria enmascarar y falsear el porcentaje de muerte
especificamente debida al suero anti-Sxs. Como acabamos de ver en el
experimento, este inconveniente pudo evitarse facilmente mediante la
absorcion del complemento con células de hembra en ausencia de iones
divalentes, lo que, por otro lado, no afect6 a los titulos de complemento.
Consecuentemente, en todos nuestros experimentos hemos utilizado
como fuente de complemento suero de conejo previamente absorbido, en

ausencia de iones divalentes, con células esplénicas de raton hembra.

SUEROS ANTI-Sxs

Uno de los componentes fundamentales de toda prueba de
citotoxicidad es el suero inmune utilizado. En nuestro caso hemos
empleado diversos métodos de inmunizacion para obtener sueros anti-
Sxs, cuyos titulos debian ser establecidos previamente, con objeto de
optimizar las condiciones de nuestros experimentos. Para ello, se
realizaron diversas pruebas de citotoxicidad que se describiran a
continuacion.

Para la realizacion de estas pruebas, asi como de cualquier otra
en que vayan a utilizarse sueros anti-Sxs, es necesario comprobar

previamente la capacidad citotoxica de cada uno de los lotes de suero
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obtenido antes de ser utilizados, con objeto de descartar aquellos que,
con relativa frecuencia, no muestran citotoxicidad especifica.

Asi, para la presente experiencia, la capacidad citotéxica de los
diferentes sueros utilizados fué determinada frente a células de macho
y de hembra en pruebas directas de citoxocidad, utilizdndose en las
pruebas de comparacion los mejores lotes obtenidos.

Ademas, los niveles de muerte celular de diferentes pruebas de
citotoxicidad puede verse influenciada por multitud de factores que
incluyen el lote de suero utilizado, el lote de complemento, las
condiciones de conservacion de ambos, el lote de células diana
utilizadas, etc. Esto exige que en cada prueba deban incluirse varios
controles con objeto de determinar la muerte inespecifica en ausencia
de sueroy complemento, asi como la muerte inespecifica producida por
el complemento. Aun cuando en distintas pruebas, se utilizan los
mismos sueros (antisuero y complemento) y se realizan en las mismas
condiciones, los niveles de muerte celular especifica no coinciden de
unas a otras. Estos hechos hacen que sé6lo sean comparables resultados
obtenidos en una misma prueba. Por lo tanto, la comparacién de la
capacidad citotoxica de los diferentes sueros obtenidos, s6lo puede ser
estimada entre aquellos sueros que han sido contrastados en un mismo
experimento. No obstante, la fiabilidad de cada una de las pruebas
realizadas quedo garantizada por los niveles de muerte celular
registrados en los distintos controles negativos. Entre ellos, resultaron
especialmente significativos aquellos en los que las células diana fueron
expuestas a los sueros problema (previamente inactivados y sin aporte
de complemento), ya el porcentaje de muerte celular observada fué
siempre similar a los porcentajes de muerte inespecifica (4-12%) en
ausencia de suero y complemento.

Los resultados que se representan en los graficos siguientes

corresponden a la media de tres pruebas de citotoxicidad realizadas
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independientemente. Estos datos representan la muerte celular
especificamente debida a la accion del suero utilizado en cada caso (x),
que ha sido calculada mediante la formula siguiente:

et a-b

=————x100
100-b

en donde "a" es el porcentaje de células muertas en un punto concreto
de la prueba, y "b" el porcentaje de muerte inespecifica en ausencia de
suero y complemento o, lo que es lo mismo, el porcentaje de células
muertas en el control negativo de células mantenidas en medio RPMI.
La figura 4 (Tabla II) muestra los resultados de la comparacion de

la capacidad citotoxica de cuatro tipos de sueros anti-Sxs diferentes:

1) suero obtenido por inyecciones intraperitoneales de

esplenocitos (suero E),

2) suero obtenido por inyecciones subcutaneas de liquido de

epididimo (suero LE),

3) suero obtenido por inyecciones subcutaneas de macerado de

testiculo (suero MT) y

4) suero obtenido por inyecciones subcutaneas de suero de

macho (suero SM).

De todos ellos, el suero E demostréo ser el que mayor poder
citotoxico posee frente a las células de macho, mientras que en todos
ellos la citotoxicidad para las células de hembra fueron muy similares.

Por tanto, es este tipo de suero el que presenta también una mayor

Pagina 106



Serologia y funcién del antigeno Sxs

Resultados

Suero E

% CELULAS MUERTAS
or

I >

D ——

k- » -

1 v2
DILUCIONES

Suero MT

00‘ CELULAS MUERTAS

LJd
8o

40

—— MACHO —+ HEMBRA = C

20t —_—
- - I’
o i
. 1 vz
DILUCIONES

= MACHO —+ HEMBRA = C

Suvero LE

% CELULAS MUERTAS
00

L1 g

eor

401

201

L1

8o

40+

201

[

' :__—’_/—-'-“t
L

1 v2
DILUCIONES

—— MACHO — HEMBRA bl

Svero SM

o % CELULAS MUERTAS
1]

[
e e 4

c

1 |;2
DILUCIONES

—— MACHO —+ HEMBRA e

c

Figura 4: Comparacién de los niveles de citotoxicidad de los sueros E, LE, MT y SM. E: Suero obtenido
mediante inmunizacién intraperitoneal con esplenocitos. LE: Suero obtenido mediante inmunizacién
subcutanea con liquido de epididimo. MT: Suero obtenido mediante inmunizacién subcutdnea con
macerado de testiculo. SM: Suero obtenido mediante inmunizacién subcutanea con suero de macho.
MACHO: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de macho. HEMBRA: Citotoxicidad del suero

frente a esplenocitos de hembra.

citotoxicidad especifica anti-Sxs, calculada como la media de las
diferencias entre la muerte obtenida para células de macho y la de
hembra en cada dilucion del suero (figura 5).

De acuerdo con los resultados obtenidos en estos experimentos,
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en lo sucesivo se utilizara el suero
E como patrén de comparacion de
los restantes tipos de suero
desarrollados. Asi, en la figura 6
(Tabla III), se han representado
los resultados de las pruebas
realizadas para comparar el suero
E con otros dos: suero de

inmunizacién intraesplénica con

Figura 5: Citotoxicidad especifica anti-Sxs de los
sueros E, LE, MT y SM.

trozos de piel (suero I) y suero extraido de hembras multiparas (suero

MP).
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Figura 6: Comparacién de

los niveles de
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citotoxicidad de los sueros E, 1 y MP. E: Suero
obtenido mediante inmunizacién intraperitoneal
con esplenocitos. I: Suero obtenido mediante
inmunizacién intraesplénica. MP: Suero de
hembra multipara. MACHO: Citotoxicidad del
suero frente a esplenocitos de macho. HEMBRA:
Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de

hembra.
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Como en el caso anterior, el
suero E ha demostrado poseer
mayor capacidad citotéxica
absoluta, asi como un mayor
nivel de citotoxicidad especifica
anti-Sxs (figura 7).

Finalmente, la figura 8
(Tabla IV) muestra los resultados
obtenidos al comparar otros tres

nuevos sueros con el patrén E.

30"
26 4
204"
164"

10 4

Figura 7: Citotoxicldad especifica anti-Sxs de los
sueros E, | y MP.
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Figura 8: Comparacién de los niveles de citotoxicidad de los sueros E, ITC, IPC y TC. E: Suero obtenido

mediante inmunizacién intraperitoneal con esplenocitos. ITC: Suero obtenido mediante inmunizacién

intraesplénica con sobrenadante de testiculo y coadjuvante de Freund. IPC: Suero obtenido mediante

inmunizacién intraesplénica con plel + dosis de recuerdo de sobrenadante de testiculo y coadyuvante

de Freund. TC: Suero obtenido mediante inmunizacién subcutdnea con sobrenadante de testiculo y

coadjuvante de Freund. MACHO: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de macho. HEMBRA:

Cltotoxicldad del suero frente a esplenocitos de hembra.
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Estos fueron: suero obtenido mediante inmunizacién por
inyeccion intraesplénica de una emulsion de sobrenadante de testiculo
en coadyuvante de Freund mas una dosis de recuerdo subcutanea de
la misma emulsion (suero ITC), suero obtenido por inmunizacién
intraesplénica con trozos de piel mas una dosis de recuerdo subcutanea
con emulsion de sobrenadante de testiculo en coadyuvante de Freund
(suero IPC) y suero obtenido
mediante inmunizaciéon con

repetidas inyecciones

subcutaneas de la misma | .
emulsion (suero TC). El suero E :

proporciona de nuevo los mejores

resultados, tanto en valores

absolutos, como en los niveles de | € o e Te

citotoxicidad especifica anti-Sxs

9 Figura 9: Citotoxicidad especifica anti-Sxs de los
(figura 9). sueros E, ITC, IPC y TC.

En conclusion, el suero
obtenido mediante inmunizacion intraperitoneal con esplenocitos de
macho (suero E) es el que presenta una mayor citotoxicidad especifica
anti-Sxs, y por tanto resulta idoneo para determinar la presencia de

antigeno Sxs en las diferentes fuentes estudiadas.

FUENTES DE ANTIGENO Sxs

Para determinar la presencia de antigeno Sxs en las distintas
fuentes, se realizaron diversas pruebas de citotoxicidad en las que el

suero E anti-Sxs fué absorbido previamente con muestras de las
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mismas. De esta manera, la presencia de Sxs en una fuente
determinada vendria dada por la reduccién de la capacidad citotéxica
que provoca en el suero anti-Sxs, debido a la captura de los anticuerpos
por parte del antigeno libre, lo que impide su posterior uniéon a las
células y reduce por tanto el porcentaje de lisis observado. A
continuacién se describen los resultados obtenidos de la realizacion de
tales experimentos.

En un primer grupo de pruebas, se compar6 el contenido en
antigeno Sxs de tres fuentes diferentes: sobrenadante de testiculo (ST),
liquido de epididimo (LE) y medio condicionado por células de Sertoli
(MCS). Como podemos observar
en la figura 10 (Tabla V), el
sobrenadante de testiculo fu€ la s ceuiss wuenns

fuente de antigeno Sxs que  of

mostré6 mayor capacidad para - 4

301

retirar el poder citotoxico del i

suero E, bajando los niveles de . i

1 v2 V4 Vs 718
DILUCIONES

muerte celular incluso por debajo

— RPMI ~—+— MCS ~—LE -o-87 x C

de los del control negativo
Figura 10: Niveles de citotoxicidad del suero anti-

C'(células expuestas solamente a Sxs absorbido con medio RPMI, MCS, LE y ST. C":
control negativo de complemento en ausencia de

complemento en ausencia de suero.
suero E), por lo que es de suponer
que sea esta fuente la que mayor concentracion de antigeno Sxs posea.
Por otra parte, en este experimento se observa también que tanto el
liquido de epididimo como el medio condicionado por células de Sertoli
poseen antigeno Sxs, dado que ambos retiran la citotoxicidad del suero
E, aunque en menor grado que el sobrenadante de testiculo.

La figura 11 (Tabla VI) muestra el resultado de comparar los

niveles de antigeno en el sobrenadante de testiculo (ST) con otras dos
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fuentes: sobrenadante de ovario
de gallina (SOG) y medio
condicionado por células de
Sertoli (MCS). Tal como podemos
observar en el grafico, se
confirman los resultados del
experimento anterior por lo que
respecta a los niveles relativos de
antigeno Sxs en sobrenadante de

testiculo y medio condicionado,
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—RPMI —+ 8T ~%* 380G -~S MCS x-c

Figura 11: Niveles de citotoxicidad del suero anti-
Sxs absorbido con medio RPMI, ST, SOG y MCS. C’:
control negativo de complemento en ausencia de
suero.

mientras que los del sobrenadante de ovario de gallina se sitaan

intermedios entre ambos, aunque muy proximos a los de éste.

Finalmente, s6lo nos quedaba comprobar los niveles de antigeno

Sxs en suero de rata macho. Sin embargo, esta fuente necesité un

tratamiento previo, que venia exigido por su condicion de suero

sanguineo, por lo que deberia poseer complemento y posiblemente

anticuerpos que puedan unirse inespecificamente a las c€lulas diana,

interfiriendo asi los resultados del experimento. De los resultados

% CELULAS MUERTAS
70
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60+

30
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1 1;' V4 ve e
DILUCIONES

— RPMI 3 bkt | —+ Sia * c

representados en la figura 12
(Tabla VII), se desprenden las
condiciones optimas en que debe
utilizarse esta fuente para
determinar sus niveles de
antigeno Sxs. Como podemos
observar, la absorcion del suero E
con suero de rata macho sin

preparacion previa (S) provoco

Figura 12: Niveles de citotoxicidad del suero anti-
Sxs absorbido con medio RPMI, S, St y Sia. C":
control negativo de complemento en ausencia de
suero.

paradodjicamente un aumento de
los niveles de citotoxicidad en

relacion con los del mismo suero
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E absorbido simplemente con medio de cultivo (RPMI). Esto es
facilmente explicable si tenemos en cuenta el aporte de complemento
que supuso la adicion de este suero S. De hecho, este efecto desapareci6
cuando el suero S fué inactivado previamente mediante incubacién a
56°C durante 30 minutos (Si). En este caso, los niveles de citotoxicidad
registrados fueron similares a los del control positivo RPMI, lo cual
indicaba que aun no se habia podido poner de manifiesto la posible
presencia de antigeno Sxs en el suero de macho. Sin embargo, dado que
el suero Si se extrajo de rata macho y que las células diana utilizadas
en las pruebas eran de ratén, dicho suero fué ademas absorbido
previamente con células esplénicas de ratéon hembra (Sia), las cuales
retirarian del mismo medio los anticuerpos que pudiesen lisar células
de ratén macho de forma inespecifica. De esta manera, se pudo observar
una disminucion de la capacidad citotoxica de la mezcla, que en este
caso podia ser atribuida exclusivamente al antigeno Sxs.

En concordancia con estos
resultados, el suero de rata s} OELULAS MUERTAS
macho utilizado para comparar a0t

sus niveles de antigeno Sxs con 20}

los de otras fuentes, fué 10t

previamente inactivado y ot . o e s
. 3 ) DILUCIONES

absorbido con células de raton R T ——

hembra. La figura 13 (Tabla VIII)

muestra los resultados de esta Figura 11: Niveles de citotoxicidad del suero
anti-Sxs absorbido con medio RPMI, Sia, LE

comparaci()n : Como podemos yST. HEMBRA/RPMI. citotoxicidad del suero
E frente a células de hembra, tras haber sido

observar, el contenido en absorbido con medio de cultivo RPMI. C":
control negativo de complemento en ausencia

antigeno Sxs del suero de macho, S auere.

es sensiblemente inferior al de

otras fuentes tales como el liquido de epididimo o sobrenadante de
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testiculo. En este experimento se introdujo un nuevo control negativo
consistente en comprobar el poder citotéxico del suero anti-Sxs (suero
E) frente a células de hembra, tras haber sido absorbido simplemente
con medio de cultivo RPMI (curva hembra /RPMI). Los porcentajes de lisis
observados en este control fueron claramente inferiores a los mostrados
por el control positivo (RPMI) y a los de suero absorbido con liquido de

epididimo (LE) o suero de macho (Sia).

CITOGENETICA DE Gallus domesticus

Un aspecto cuyo estudio resulta imprescindible en un trabajo
como el que nos ocupa, es la identificacion y caracterizacién de los
cromosomas de los embriones de pollo utilizados para realizar cada uno
de los experimentos, especialmente la de los cromosomas sexuales, lo
que permite conocer directamente su sexo genético.

El cariotipo de la especie Gallus domesticus consta de 2n=78
cromosomas, de los cuales 5 parejas de autosomas y el cromosoma Z
son facilmente identificables por su mayor tamano (macro-cromosomas),
mientras que el resto son de un tamano extremadamente reducido
(micro-cromosomas), entre los que se encuentra al cromosoma W (figura
14a).

Mientras que el Z es un macro-cromosoma facilmente identificable
por ser el unico metacéntrico de entre ellos, por el contrario el W, que
también es metacéntrico, resulta imposible de identificar mediante
técnicas de tinciéon convencionales, debido a su condiciéon de micro-
cromosoma. Sin embargo, la aplicacion de las técnicas de bandeo C
permite una facil identificacion de este cromosoma, dado que es

claramente C positivo (figura 14b). Por lo que respecta al resto de
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Figura 14.

Citogenética de Gallus domesticus. A: Metafase tenida
con Giemsa perteneciente a un individuo ZZ. B:
Bandeo C en el que destacan las intensas bandas
teloméricas de los cromosomas Z y la tincién positiva
de todo el cromosoma W (inserto). C: Bandeo G
correspondiente a un macho en el que se puede
observar la banda telomérica G-negativa del
cromosoma Z. D: Tincién con cromomicina A, donde
destacan igualmente la intensa banda telomérica del
cromosoma Z y la tincién positiva de todo el
cromosoma W.
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cromosomas, solamente el Z muestra una banda telomérica. De entre
los micro-cromosomas, sélo algunas pocas parejas muestran tincién
positiva, mientras que la gran mayoria de ellos son C negativos.

El empleo de las técnicas de bandeo G produce un patrén de
bandas caracteristico que define claramente cada pareja de macro-
cromosomas (figura 14c). Es de destacar la banda G negativa que
aparece en el telomero del cromosoma Z, que se corresponde con la
banda C positiva descrita anteriormente. Por otra parte, esta técnica no
aporta informacion destacable sobre los micro-cromosomas, debido al
exiguo tamarno de los mismos.

La tincién con cromomicina A, provoca la aparicién de bandas
teloméricas en todos los macro-cromosomas, entre las que destaca las
correspondientes a las bandas C* y G™ del cromosoma Z (figura 14d).
Entre los micro-cromosomas, algunas parejas muestran también tincién
positiva con este fluorocromo, destacando el cromosoma W que aparecia

brillante en toda su longitud.

TRATAMIENTO in vivo DE LOS EMBRIONES

Con objeto de investigar el posible efecto de la administracion in
vivo de antigeno Sxs exogeno sobre embriones de pollo, se han realizado
un total de ocho experimentos en los que se han probado las distintas
fuentes de antigeno en diferentes dosis. La tabla IX resume los
tratamientos usados y los resultados obtenidos en tales experimentos.
Para la administracion del antigeno Sxs, se siguieron protocolos en los

que se introdujeron las siguientes variables:

1) tipo de fuente de antigeno utilizada (suero de rata macho,
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liquido de epididimo, sobrenadante de testiculo, sobrenadante de

ovario de gallina y medio condicionado por células de Sertoli),

2) volumen final suministrado (desde 200 hasta 1200ul),

3) numero de dosis aplicadas (de una a tres) y

4) momento del desarrollo en el que se estudiaron los embriones.

De un total de 610 embriones analizados, 509 fueron tratados con
alguna de las fuentes de antigeno en la forma que acabamos de
mencionar. De los 101 embriones restantes, 61 fueron utilizados como
controles negativos en los distintos experimentos, mediante la
administracion de diferentes dosis de PBS sin Ca*'™ ni Mg, medio de
cultivo (BME) o suero de rata hembra (carentes de antigeno Sxs), tres
fueron simplemente manipulados, abriéndoseles una ventana en el
cascaréon similar a la del resto y, finalmente, 37 huevos fueron
incubados sin ningan tipo de manipulacion, para que sirvieran como
blancos. De los 509 embriones tratados, todos fueron analizados el dia
16 de incubacioén, excepto los 40 que habian sido tratados con 1200ul
de MCS administrados en tres dosis, que fueron estudiados el dia 9.

La manipulacion y el tratamiento de los huevos, redujo
considerablemente la viabilidad de los embriones, de manera que el
porcentaje de supervivencia cayoé hasta el 30% en los controles
manipulados y hasta el 28% entre los tratados con alguna fuente de
antigeno. Como consecuencia, el numero total de embriones tratados
con antigeno Sxs en los que fué posible estudiar la correspondencia
entre los sexos genético y fenotipico fue de 142. Por otra parte, una

proporcion variable de los embriones que sobrevivieron al tratamiento
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mostré algun tipo de malformacion Estas malformaciones afectaron
generalmente al desarrollo de la region abdominal, que en numerosas
ocasiones aparecio abierta.

Los 142 embriones supervivientes fueron diseccionados y
observados con la ayuda de un estereomicroscopio, con objeto de
determinar posibles alteraciones en el sexo fenotipico. Para ello, se
atendié a caracteristicas tales como la morfologia de las génadas,
presencia o no de los conductos de Wolff y de Miiller y de la glandula de
la cascara. Tras este examen anatéomico, no aparecio ningan caso en
que hubiera falta de correspondencia entre el sexo fenotipico del
embrién y su sexo genético. Asi, en los individuos de sexo masculino,
tanto la gonada izquierda como la derecha muestran el mismo
desarrollo, encontrandonos por tanto con dos testiculos
aproximadamente del mismo tamano, ambos con apariencia cilindrica
(figura 15a). En individuos de sexo femenino, por el contrario, la gobnada
derecha esta muy reducida mostrando un tamano mucho menor que el
ovario, situado a la izquierda, que a diferencia de los testiculos, muestra
un aspecto mucho mas plano (figura 15b).

En el examen anatémico del sexo de los embriones, ademas del
tipo de gonadas que presentaban, se estudiaron otras caractericticas
relacionadas también con la diferenciacion sexual. Asi, se observo si
estaban desarrollados los conductos de Miiller junto con la glandula de
la cascara en las hembras, y los conductos de Wolff en los machos
(figuras 15a y b). Sin embargo, quedaba aun la posibilidad de que se
hubiese producido algun tipo de alteracion no detectable mediante un
simple examen anatomico de las gonadas. Por esta causa se realizo un
estudio histolégico de dichas génadas, que confirmé plenamente los
resultados anteriores. Asi, ambos testiculos de todos los machos
tratados mostraban unas caracteristicas histologicas tipicas, con pleno

desarrollo de la ttinica albuginea y de tubulos seminiferos envueltos por
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una matriz de celulas de Leydig (figura 15c¢). No obstante, solamente un
embrién mostro6 algun tipo de anomalia que implicase la morfologia de
las gonadas. Este individuo presentaba sexo genético de macho y habia
sido tratado con 800ul de medio condicionado por células de Sertoli
(MCS), administradas en tres dosis pero, a diferencia de los machos
normales, su génada izquierda aparecié dividida en dos mitades de
aproximadamente el mismo tamano. El examen histolégico demostro sin
embargo, que tanto la gonada derecha como ambas mitades de la
izquierda, presentaban unas caracteristicas tipicamente testiculares.
Las hembras mostraban en su géonada izquierda una histologia tipica de
ovario, con un cortex plenamente desarrollado y diferenciado de la
médula formado por la proliferacion de las oogonias rodeadas de una
tanica (figura 15d) y la gonada derecha mostraba, como es tipico, un
tamano reducido y su histologia denotaba falta de desarrollo.

A pesar de estos resultados, es interesante destacar que, mientras
que en los controles hubo el mismo numero de machos que de hembras
(28 de cada sexo), de los 142 embriones que sobrevivieron al tratamiento
con antigeno Sxs, 84 fueron machos y 58 hembras, valores que se
apartan significativamente de la proporciéon 1:1 esperada (x*=4.76;
0.05>p>0.02). Si consideramos los distintos tratamientos por separado,
solo encontramos diferencias significativas en el grupo de huevos
tratados con MCS (x°=5.8; 0.02>p>0.01), lo que implica que esta
desviacion de la relacion de sexos soélo se produjo por causa de este

tratamiento.

Pagina 118



Figura 15. Fenotipo sexual normal en embriones de Gallus

domesticus con 16 dias de desarrollo. A: anatomia
interna de macho. B: Anatomia interna de hembra. C:
Histologia testicular. D: Histologia ovarica. (A) aorta,
(Cs) cordén sexual secundario, (Ge) Glandula de la
cascara, (Gd) gonada derecha femenina, (M)
mesonefros, (m) médula ovarica, (T) testiculos, (Ta)
tunica albuginea, (Ts) tubulo seminifero, (»)
conductos de Wolff, (=) conductos de Miiller.



FIG1H5




Serologia y funcién del antigeno Sxs Resultados

TRATAMIENTO in vitro DE LAS GONADAS
EMBRIONARIAS

A la vista de los resultados obtenidos con embriones tratados in
vivo con las diferentes fuentes de antigeno Sxs, resultaba obvia la
necesidad de abordar este problema de un modo diferente. Asi, con
objeto de evitar los inconvenientes que plantea el tratamiento in vivo,
que seran analizados en detalle en la discusién de este trabajo,
comenzamos el tratamiento de las gonadas embrionarias in vitro. Para
ello, las gonadas fueron extraidas junto con el mesonefros entre los dias
72 y 92 de incubacion, colocadas en una placa de petri que contenia el
volumen de medio de cultivo necesario para cubrir la muestra y
cultivadas durante 6 dias en una estufa con una atmoésfera de 5% de
CO, a 37°C. Los resultados obtenidos demostraron que, en estas
condiciones, los tejidos mas superficiales de la muestra, entre los que
se encontraban los primordios gonadales, podian mantener su
crecimiento y desarrollo, mientras que los mas internos degeneraban.

En la tabla X se resumen los resultados de estos experimentos,
en los que las gonadas de 72 embriones (27 machos y 45 hembras)
fueron cultivadas en presencia de dos fuentes de antigeno Sxs
diferentes, sobrenadante de testiculo (600 ul por cada 10 ml de medio
BME) y medio condicionado por células de Sertoli. Como controles de
estos experimentos se cultivaron gonadas de 28 embriones (16 machos
y 12 hembras) en medio de cultivo BME sin SBF. Como puede
observarse en la tabla, no todas las muestras cultivadas pudieron ser
estudiadas, ya que en algunas de ellas las gonadas degeneraron por
estar cubiertas por restos de otros tejidos, lo que impidié su acceso
directo al medio de cultivo.

Como controles de los posibles cambios que sufriesen las génadas
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al ser cultivadas, se realiz6 un estudio histolégico de goénadas
pertenecientes a individuos de 7, 8 y 9 dias de incubaciéon. En estos
estadios del desarrollo, las gonadas de ambos sexos, presentaban ya
caracteristicas tipicas de cada sexo aunque la diferenciacion de las
mismas era aun incipiente.

Asi, en los embriones macho, ambas goénadas presentaban
indicios de tubulos seminiferos, aunque el desarrollo y diferenciacion de
los mismos era aun escaso. Ademas, la gonada izquierda, a diferencia
de lo que ocurre en la derecha, presentaba un cortex ovarico que estaba
menos diferenciado que el de la géonada izquierda de las hembras
(figuras 16a y b).

En las hembras, ambas gonadas mostraban ain un tamano
similar, presentando una médula compacta sin que se pudiera observar
diferenciacion alguna de los cordones sexuales secundarios. La gonada
izquierda presentaba un cortex bien patente y desarrollado, mientras la

derecha carecia por completo de dicho cortex (figuras 17a y b).

Gonadas cultivadas en ausencia de Sxs

Mediante estos experimentos hemos podido constatar que los
primordios gonadales, tanto masculinos como femeninos continian su
proceso de diferenciacion cuando son cultivados en medio BME sin
suero bovino fetal. Asi, en los machos se observo el desarrollo de
tubulos seminiferos en ambas goénadas y la desaparicion del cortex
ovarico de la izquierda (figura 16c y g). Por su parte, en las hembras fué
patente el desarrollo del cortex ovarico y la consiguiente diferenciacion
de cordones sexuales secundarios en la gonada izquierda (figuras 17¢
y g). mientras que la derecha no se desarrollaba (figura 17d). El

desarrollo de estas gonadas fué, sin embargo, menos acusado que el que
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se observo en embriones de trece a quince dias de incubacion in vivo,
hecho que puede ser atribuido a las condiciones del experimento en
general y no a la presencia o ausencia del antigeno Sxs (figuras 16g y h;

figuras 17g y h).

Gonadas cultivadas en presencia de Sxs

Las gonadas de individuos ZZ (genéticamente machos) cultivadas
en presencia de cualquiera de las dos fuentes de antigeno Sxs
mencionadas anteriormente, sufren modificaciones en su proceso de
diferenciaciéon sexual. Asi, de un total de 17 casos que pudieron ser
estudiados, 14 de ellos mostraron alteraciones de dicho proceso, de los
cuales 7 fueron tratados con sobrenadante de testiculo y los otros 7 con
medio condicionado por células de Sertoli. En ambos tratamientos el
resultado obtenido fué similar observandose alteraciones que afectaron
tanto a la médula como al cortex de las gonadas (figuras 16d, e y f). Por
lo que respecta a la médula, la caracteristica mas llamativa fué la
desaparicién de cualquier signo de diferenciacion de los tubulos
seminiferos, resultando una médula compacta y totalmente
indiferenciada, cosa que no ocurrio en las génadas cultivadas en medio
BME usadas como controles (figura 16c¢). Con relacion al cortex de la
gonada izquierda (recuérdese que la derecha carece de éste) y a
diferencia de lo que ocurri6 en dichos controles, se observo que éste se
habia mantenido conservando incluso sus células germinales (figuras
16d y f). Estas caracteristicas histolégicas pueden ser consideradas
como un claro signo de feminizacion en unas gonadas que, en ausencia
de tratamiento, se habrian desarrollado como testiculos.

Las gonadas de individuos ZW (genéticamente hembras),
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cultivadas en presencia de Sxs mostraron generalmente un desarrollo
normal. Asi, en la génada izquierda, que normalmente da lugar al tiinico
ovario de las aves, se observo el desarrollo de cordones sexuales
secundarios idénticos a los que aparecieron en las génadas de los
embriones ZW, cultivadas en medio BME (controles) (figuras 17cy g). La
gonada derecha, por el contrario, no se desarroll6 quedando en un
estado indiferenciado (figuras 17c). Sin embargo, entre un total de 17
embriones hembra cultivados en medio condicionado por células de
Sertoli, apareci6 uno que mostraba alteraciones en la diferenciacién
sexual. En este individuo, la génada izquierda tuvo un escaso desarrollo
ya que en su mayor parte no estuvo en contacto directo con el medio de
cultivo por haber quedado oculta bajo otros tejidos. Sorprendentemente,
en este individuo se produjo un desarrollo bastante acusado de la
gonada derecha, que presentaba un cortex ovarico en el que se
encontraban células germinales y cordones sexuales secundarios con
cierto grado de diferenciacion (figuras 17e y f). Este fenémeno podria ser
observado como un caso de hiperfeminizacion en un individuo que, en

ausencia de tratamiento, habria tenido un desarrollo femenino normal.
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Figura 16. Efectos del cultivo de las génadas de embriones de

pollo macho en presencia y ausencia de antigeno Sxs.
A: Testiculo izquierdo en el momento de iniciar el
cultivo (7-9 dias de incubacién); nétese la clara
diferenciacion entre el cértex y la médula, en la que
aparecen indicios del desarrollo de tubulos
seminiferos. B: Testiculo derecho en el momento de
iniciar el cultivo; nétese la ausencia de coértex. C:
testiculo cultivado en ausencia de Sxs; el cértex ha
desaparecido y se han desarrrollado los tubulos
seminiferos de la médula. D: Testiculo izquierdo
feminizado tras haber sido cultivado en presencia de
Sxs; el cortex ha permanecido, mientras que la
médula ha quedado en un estado completamente
indiferenciado. E: Testiculo derecho feminizado,
cultivado en presencia de Sxs; en este caso, la
feminizacion se denota por la falta de desarrollo de los
tabulos seminiferos. F: detalle del cértex y la médula
de un testiculo izquierdo feminizado por el antigeno
Sxs; notese la presencia de células germinales en el
cortex (»). G: Detalle de un testiculo cultivado en
ausencia de Sxs, con claro dessarrollo de los tiibulos
seminiferos. H: Detalle de un testiculo desarrollado in
vivo, perteneciente a un embrién de 13-15 dias de
incubacion; en este caso, el desarrollo de los tubulos
seminiferos es ligeramente superior al que muestra la
figura G.
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Figura 17. Efectos del cultivo de las génadas de embriones de

pollo hembra en presencia y ausencia de antigeno
Sxs. A: Ovario izquierdo en el momento de iniciar el
cultivo (7-9 dias deincubacion); nétese la clara
diferenciacion entre el cortex y la médula. B: Ovario
derecho en el momento de iniciar el cultivo; nétese la
ausencia de cortex. C: Aspecto que muestra un ovario
izquierdo tras ser cultivado ya sea en presencia o en
ausencia de Sxs; nétese la proliferacion de los
cordones sexuales secundarios. D: Aspecto de la
gonada derecha tras haber sido cultivada ya sea en
presencia o en ausencia de Sxs; siguiendo su curso
natural, esta gonada quedareducida e indiferenciada.
E: Gonada de una hembra cultivada en presencia de
Sxs, en la que se puede observar el desarrollo ovarico
de la gonada derecha (d) y la degeneracién de la
mayor parte de la izquierda (i). F: Aspecto general de
la gonada derecha del individuo representado en la
figura E; notese el desarrollo del cortex y la incipiente
formacion de los cordones sexuales secundarios. G:
Detalle de un ovario izquierdo cultivado en presencia
o ausencia de Sxs, con claro dessarrollo del cértex y
proliferacion de cordones sexuales secundarios. H:
Aspecto general de un ovario desarrollado in vivo,
perteneciente a un embrion de 13-15 dias de
incubacion; en este caso, el desarrollo de los cordones
sexuales secundarios es ligeramente superior al que
muestra la figura G.
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TABLAS

Tabla I". Comparacién de los niveles de citotoxicidad del suero E en presencia de
complemento absorbido (C’a) y no absorbido (C’).

Diluciones de suero anti-Sxs

1 172 1/4 1/8 C Ca

C+S 56+4.0 56x3.5 57+5.1 40%2.5 32+2.9 18432
Ca+S 54+3.5 54+4.3 42+2.8 38+2.2
S 10£1.9 11+1.8 9+2.0 10£1.1

*:  Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en las pruebas
de citotoxicidad.

C’+S:  Suero E en presencia de complemento sin absorber.
C’a+S:  Suero E en presencia de complemento absorbido.
S:  Suero E en ausencia de complemento.
C’:  Control negativo de complemento sin absorber en ausencia de suero.
C’a:  Control negativo de complemento absorbido en ausencia de suero.

Tabla II'.  Comparacién de los niveles de citotoxicidad de los sueros E, LE, MT

y SM.
Sueros
E LE MT SM
Dilucion d ? d ? J ? d ?
1 67+8.0 15+4.0 26+6.0 3x2.0 19+4.0 13+5.0 14+3.0 9%2.0
12 36+4.0 11+£3.5 30£6.0 9+1.0 25+5.0 10+4.0 18+3.0 12+3.0

*: Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en las pruebas de
citotoxicidad.
E: Suero obtenido mediante inmunizacién intrapenitoneal con esplenocitos.
LE: Suero obtenido mediante inmunizacion subcutinea con liquido de epididimo.
MT: Suero obtenido mediante inmunizacién subcutinea con macerado de testiculo.
SM: Suero obtenido mediante inmunizacion subcutinea con suero de macho.
d: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de macho.
2: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de hembra.
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Tabla III". Comparacién de los niveles de citotoxicidad de los sueros E, I, MP.

Diluciones del suero anti-Sxs

Suero 1 12 1/4 1/8 C
E J 59+5.0 82+3.0 77+2.6 51+5.0 7+1.0
? 32+4.0 46+4.3 35+3.5 31+2.5 7+1.5
MP d 26+4.2 27+34 21+3.6 32+2.5
? 17£3.5 30+2.7 23+2.5 22+3.4
I Jd 23+2.5 16+2.3 16x1.0 20+3.8
? 5+1.0 9+2.3 9+2.5 3+2.0

*: Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en
las pruebas de citotoxicidad.
E: Suero obtenido mediante inmunizaciénintraperitoneal con esplenocitos.
MP: Suero obtenido de hembra multipara.

I: Suero obtenido mediante inmunizacién intraesplénica con piel.

d: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de macho.

?: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de hembra.
C’: Control negativo de complemento en ausencia de suero.
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Tabla IV®. Comparacion de los niveles de citotoxicidad de los sueros E, ITC, IPC

y TC.
Diluciones del suero anti-Sxs
Suero 1 1/2 1/4 1/8 1/16 C
E d 44+2.0 58+1.0 60+1.6 63+5.0 48+1.0 10+13
¢ 30+4.0 30+1.3 41+0.5 42+2.2 33+1.4 1010
ITC d 24+5.0 30+£2.3 33+2.6 37+4.5 34+1.2
? 10+0.5 11+0.7 17£5.7 23+3.8 26+0.7
IPC d 23+1.3 31+£3.0 35+6.7 38+7.8 42+8.0
¢ 10x1.4 16x5.0 23%2.0 21%£5.0 26%3.0
TC d 20+7.0 35+6.6 40+8.0 43+2.0 37+8.0
Q 10£1.0 19+7.0 21+33 29%9.9 27%£5.0
*:  Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en
las pruebas de citotoxicidad.
E: Suero obtenido mediante inmunizacién intraperitoneal con esplenocitos.
ITC: Suero obtenido mediante inmunizacion intraesplénica con una emulsioén de sobrenadante de
testiculo y coadyuvante de Freund.
IPC: Suero obtenido mediante inmunizacién intraesplénica con piel mas dosis de recuerdo con
una emulsiéon de sobrenadante de testiculo y coadyuvante de Freund.
TC: Suero obtenido mediante repetidas inmunizaciones subcutineas con una emulsiéon de
sobrenadante de testiculo y coadyuvante de Freund.
d: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de macho.
2: Citotoxicidad del suero frente a esplenocitos de hembra.
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Tabla V°. Niveles de citotoxicidad del suero anti-Sxs absorbido con medio RPMI,
Medio condicionado por células de Sertoli, liquido de epididimo y
sobrenadante de testiculo.

Diluciones de suero anti-Sxs

Fuente de Sxs 1 172 1/4 1/8 1/16 C
RPMI 34+8.0 42+6.0 54+9.0 51%5.0 40+9.9 8+3.0
MCS 32+9.9 34+9.8 44+5.0 22+9.7 23+9.9
LE 22+4.0 20%7.0 19+8.0 20+4.0 20+9.0
ST 8+2.0 6x1.0 7£6.5 1+1.0 5+35

*:  Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en
las pruebas de citotoxicidad.
RPMI:  Suero anti Sxs absorbido con medio RPMI.
MCS:  Suero anti Sxs absorbido con medio condicionado por células de Sertoli.
LE: Suero anti Sxs absorbido con liquido de epididimo.
ST:  Suero anti Sxs absorbido con sobrenadante de testiculo.
C’:  Control negativo de complemento en ausencia de suero.

Pagina 126



Serologia y funcién del antigeno Sxs Resultados

Tabla VI'. Niveles de citotoxicidad del suero E tras ser absorbido con medio
condicionado por células de Sertoli, sobrenadante de ovario de gallina y
sobrenadante de testiculo.

Diluciones de suero anti-Sxs

Fuente de Sxs 172 1/4 1/8 1/16 C
RPMI 76x7.0 81+7.0 79+6.0 64+5.5 2530
MCS 67+6.0 62+5.0 55+7.0 54+7.5
SOG 53+6.0 51+7.0 51%6.5 47%6.0
ST 15+4.0 10£3.0 14%3.5 8+2.0

*:  Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en
las pruebas de citotoxicidad.
RPMI: Suero E absorbido con medio RPMI.
MCS:  Suero E absorbido con medio condicionado por células de Sertoli.
SOG: Suero E absorbido con sobrenadante de ovario de gallina.
ST: Suero E absorbido con sobrenadante de testiculo.
C’:  Control negativo de complemento en ausencia de suero.
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Tabla VII'. Niveles de citotoxicidad del suero E tras ser absorbido con suero de
rata macho sometido a diferentes pretratamientos.

Diluciones de suero anti-Sxs

Fuente de Sxs 1 1/2 1/4 1/8 1/16 c
RPMI 51+8.0 41+5.0 44+5.0 49+5.0 45+6.0 1770
S 66x7.0 64+6.5 51+£5.0 63+6.5 47+4.3
Si 59+4.0 38+6.0 42+5.3 35+4.0 35+5.4
Sia 48+3.0 27%x2.0 38%4.5 40%5.0 30%3.5

*:  Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en
las pruebas de citotoxicidad.
RPMI: Suero E absorbido con medio RPMIL
S:  Suero E absorbido con suero de macho no pretratado.
Si:  Suero E absorbido con suero de macho inactivado.
Sia:  Suero E absorbido con suero de macho inactivado y absorbido con células de ratén.
C’:  Control negativo de complemento en ausencia de suero.
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Tabla VIII.

Niveles de citotoxicidad del suero E tras ser absorbido con suero de
macho inactivado y absorbido, liquido de epididimo y sobrenadante
de testiculo.

Diluciones de suero anti-Sxs

Fuente de Sxs 1 172 1/4 1/8 <’
RPMI 38+7.0 36£5.0 29+6.0 21+3.1 1130
Sia 19+5.0 16+4.0 14+4.0 16x2.7
LE 15+4.0 12+3.0 11+£3.0 6+2.0
ST 7+2.0 7+1.0 7+2.5 7+1.0
2 /RPMI 13+£3.0 14%2.5 10+4.0 12+3.5

*:  Los datos consignados en esta tabla corresponden a los porcentajes de células muertas en

las pruebas de citotoxicidad.

RPMI:  Suero anti Sxs absorbido con medio RPMI.
Sia:  Suero anti Sxs absorbido con suero de macho inactivado y absorbido.

LE:  Suero anti Sxs absorbido con liquido de epididimo.

ST: Suero anti Sxs absorbido con sobrenadante de testiculo.
2/RPMI: Nivel de citotoxicidad del suero E absorbido con RPMI, frente a células de hembra.
C’:  Control negativo de complemento en ausencia de suero.
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Tabla IX. Tratamiento in vivo de embriones de pollo con distintas fuentes de
antigeno Sxs.

CONTROLES Sexo
Trata-
Fuente miento N®  Superv. 1dosis Superv. 2 dosis Superv. 3 dosis Superv. Genético  Gonadal
(ul) huevos (%) (%) (%) (%) - a9
--- 37 100 - --- --- - --- --- 19 18 19 18
ventana 3 33 - --- - --- - --- 1 0 10
PBS sin 200 9 44 9 44 --- - --- --- 2 2 2 2
Ca**/Mg** 300 4 50 4 50 --- --- --- --- 2 0 2 0
500 3 66 3 66 - --- --- 0 2 0 2
600 4 50 4 50 - --- --- --- 2 0 2 0
800 S 20 --- --- 5 20 0 1 0 1
Suero 500 3 100 3 100 --- --- --- --- 1 2 1 2
hembra 800 S 0 --- - - - 5 0 0 o0 0 0
BME 200 5 20 5 20 --- - --- - 0 1 0 1
500 5 0 5 0 --- - - --- 0 0 0 0
750 3 0 --- --- --- --- 3 0 0 0 0 0
800 S 20 - --- --- --- ] 20 0 1 0 1
1000 5 20 2 0 3 33 - --- 0 1 0 1
1200 S 20 --- --- - 5 20 1 0 1 0
SUBTOTAL 101 30 35 43 3 33 23 13 28 28 28 28
TRATADOS
SOG 500 9 22 9 22 --- - --- - 0 2 0
800 10 40 - --- --- --- 10 40 1 3 1 3
ST 500 22 14 14 21 8 0 - --- 1 1 2
800 10 20 --- --- --- --- 10 20 1 1 1 1
1000 6 0 2 0 4 0 --- --- 0 0 0 0
LE 400 3 100 3 100 --- --- --- - 2 1 2 1
500 27 33 27 33 - - --- --- 3 6 3 6
800 10 20 - - - --- 10 20 2 0 2 0
MCS 300 10 30 --- --- 10 30 --- - 3 0 3 0
500 37 46 17 18 20 70 --- 1 6 11 6
800 10 30 - --- 10 30 2 1 2 1
1000 126 41 111 41 15 47 --- - 33 19 33 19
1200 *40 40 --- - - --- 40 40 8 8 8 8
SR 200 54 9 54 9 - -- - --- 3 2 3 2
300 65 19 65 19 --- - - --- 6 6 6 6
400 20 0 20 0 --- --- --- - 0 0 0 0
500 25 36 25 36 --- --- --- --- 6 3 6 3
600 15 0 15 0 - - - - 0 0 0 0
800 10 0 - - - --- 10 0 0 0 0 0
SUBTOTAL 509 28 362 26 57 37 90 26 84 58 84 58
TOTAL 610 32 397 27 60 42 113 27 112 86 112 86
BME: Medio basal de Eagle sin suero bovino fetal. MCS: Medio condicionado por células de Sertoli.
SOG: Sobrenadante de ovario de gallina. SRd:  Suero de rata macho.
ST: Sobrenadante de testiculo. *:  Estos individuos fueron analizados a los 9 dias
LE: Liquido de epididimo. de incubacion
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Resultados

TABLA X. Tratamiento in vifro de génadas embrionarias con antigeno Sxs.

Dias de
incubacion previa
Fuente N¢ 8 9 Subtotal
de Sxs Embriones g 9 g 9 d ? g 9 Total
BME Tratados 8 3 8 4 0 5 16 12 28
Estudiados 3 0 4 2 0 3 7 5 12
Feminizados 0O O 0 0 0 0 0 0 0
% Est/Fem. 0 0 0 0 0 0 0 0 -
MCS Tratados 0 12 11 18 4 1 15 41 56
Estudiados 0 7 7 5 2 5 9 17 26
Feminizados 0O 0 7 1 0 0 7 1 8
% Est/Fem. 0 0 100 20 0 0 78 6 --
ST Tratados 12 4 0 0 0 0 12 4 16
Estudiados 8§ 0 0 0 0 0 8 0 8
Feminizados 7 0 0O O 0 0 7 0 7
% Est/Fem. 88 0 0 0 0 0 88 0 --
BME: Medio basal de Eagle sin suero bovino fetal.
MCS: Medio condicionado por células de Sertoli.
ST: Sobrenadante de testiculo.
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DISCUSION

CELULAS DIANA

Uno de los aspectos mas importantes a la hora de estandarizar la
realizacion de las pruebas de citotoxicidad consiste en la eleccion de
células diana apropiadas. Las primeras células utilizados con esta
finalidad fueron los espermatozoides, que han sido utilizados
ampliamente por la mayoria de los investigadores. Sin embargo este tipo
de células presenta varios inconvenientes que las hacen inadecuadas
para estas pruebas. Como se ha comentado anteriormente, resulta dificil
distinguir entre espermatozoides vivos y muertos en las pruebas de
citotoxicidad debido a la escasa cantidad de citoplasma que puede
tenirse con azul tripan. Ademas, los espermatozoides reaccionan con
gran facilidad con anticuerpos heterofilos, lo que exige un cuidadoso
control de los antisueros utilizados, asi como del suero fuente de
complemento (Goodfellow y Andrews, 1982). Uno de los controles a los
que deberian someterse estos sueros consiste en la determinacion de su
citotoxicidad inespecifica frente a células de hembra. Sin embargo, dado
que los espermatozoides son células exclusivas del sexo masculino, se
hace imposible determinar esta citotoxicidad de forma tal que pueda ser
comparada con la citotoxicidad especifica frente a espermatozoides.

Como una solucion parcial a este problema ha sido norma general
la absorcion de estos sueros con células de hembra antes de su
utilizacion en las pruebas. Aunque este procedimiento disminuye
realmente la muerte celular inespecifica, también disminuye el titulo del
antisuero ya que es un hecho éomprobado que las células de hembra

también absorben anticuerpos especificos anti-Sxs, aunque, por
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supuesto, en cantidades mucho menores a lo que lo hacen las células
de macho (Mayerova y col., 1984; Wachtel, 1983). Este hecho, reduce
aun mas los ya de por si bajos titulos de estos antisueros.

Ademas, Hoppe y Koo (1984) demostraron que los
espermatozoides van perdiendo Sxs durante el transporte a lo largo del
epididimoy vasos deferentes, eliminando totalmente su capacidad de ser
lisados por un suero anti-Sxs tras la capacitacion. Asi, en las muestras
de espermatozoides extraidas del epididimo tendremos espermatozoides
con niveles muy variables de antigeno y, por tanto, con distinta
sensibilidad al suero. De hecho, Koo y col. (1973) demostraron la
existencia en epididimo de dos poblaciones de espermatozoides que
diferian considerablemente en su contenido de antigeno Sxs, mediante
marcaje inmunolégico de los mismos y posterior observaciéon al
microscopio electrénico. Este hecho podria explicar los resultados de
Hausman y Palm (1973) que, a través de técnicas de hemaglutinacién
con eritrocitos de carnero observaron que sélo el 50% de los
espermatozoides formaban rosetas, aunque los autores utilizasen este
resultado como prueba de una expresion postmeiética del Sxs.

Esta variabilidad en los niveles de Sxs de los espermatozoides
disminuye aparentemente los niveles de citotoxicidad especifica, ya que
el numero de espermatozoides lisados disminuye considerablemente,
limitando ain mas la sensibilidad de las pruebas.

También se han utilizado en algunas ocasiones como células
diana c€lulas epidérmicas obtenidas a través de complicados
tratamientos de fragmentos de piel del rabo (Scheid y col., 1972; Worst
y Fusening, 1973). Una de las mayores dificultades de su utilizacién
radica precisamente en la dificultad de su obtencién. Estos autores
demostraron la sensibilidad de estas células frente a sueros anti-Sxs.

Sin embargo, nuestros resultados demuestran que los tratamientos
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enzimaticos empleados en su obtenciéon disminuyen considerablemente
la viabilidad de estas células, y que son extremadamente sensibles al
complemento, lo que las hace practicamente inutilizables para estos
fines. Ademas, debido al proceso de extraccion las suspensiones
celulares suelen presentar gran cantidad de células muertas de las
capas mas externas de la epidermis lo que hace que la muerte en los
controles negativos sea muy alta. Estos hechos quizas han contribuido
a que no hallan sido ampliamente utilizadas por otros investigadores.

Los eritrocitos también han sido utilizados como células diana
para las pruebas de citotoxicidad. Estas células tenian la ventaja de que
los niveles de lisis podrian estimarse mediante el porcentaje de
hemoglobina liberado como consecuencia de la lisis célular (Wolfy col.,
1980ay b). Sin embargo, Miillery col. (1980b) demostraron que, aunque
los eritrocitos de individuos XY absorbian anticuerpos anti-Sxs,
comprobando asi la presencia de antigeno Sxs en su membrana, la
unioén de éste antigeno a la membrana de estas c€lulas es inespecifica
no siendo por lo tanto una parte integrante de la misma. Asi, tras los
lavados necesarios para la preparacion de las pruebas, los eritrocitos,
o al menos una parte importante de ellos se convierten en Sxs negativos.
Este hecho, junto con la observacion de Miiller y col. (1980b) de que el
grado de lisis depende del grupo sanguineo, conlleva los mismos
problemas descritos anteriormente en relacion con los niveles variables
de Sxs en los espermatozoides, haciendo por tanto que este tipo de
células no sea apropiado para la realizacion de las pruebas de
citotoxicidad.

También han sido utilizadas para esta finalidad otros tipos de
células, como células de cerebro disociadas (Schachner y Hammerling,
1974), fibroblastos (Koo y col., 1981) y células de lineas preestablecidas

que demostraron ser Sxs positivas, tales como células Raji (Fellous y
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col., 1978). Sin embargo, los resultados obtenidos por estos autores no
han sido generalmente reproducibles, por lo que estos tipos celulares no
han sido de amplia utilizacién. De forma similar, la linea de células de
Sertoli establecida en nuestro laboratorio (ver mas adelante "Fuentes de
antigeno Sxs"), ha demostrado ser inadecuada para su utilizaciéon como
células diana por su facilidad para formar acumulos celulares
dificilmente disgregables y por su labilidad frente a los procesos de
tripsinizacion. Por otra parte, en una supuesta prueba de citotoxicidad
en que se utilizasen tales células como diana, no podria disponerse de
células equivalentes de hembra para control negativo, ya que las células
de Sertoli son exclusivas del sexo masculino.

Otro tipo de células dianas empleadas por diferentes autores han
sido células linfoides obtenidas a partir de nédulos linfaticos y células
esplénicas. Estas células también han presentado diversos problemas
para su utilizacion en este tipo de técnicas. Asi, Scheid y col. (1972) y
Worst y Fusening (1973), mediante pruebas de citotoxicidad directas no
pudieron poner de manifiesto la presencia de este antigeno en la
superficie de estas cé€lulas que, sin embargo, demostraron ser Sxs
positivas mediante absorcion de la capacidad citotoxica del suero y
mediante técnicas de inmunofluorescencia.

Otros autores también demostraron la presencia de Sxs en estas
células basandose en estas mismas técnicas (Engel y col., 1981,
mediante absorcion de la capacidad citotoxica, y Galbraith y col., 1978,
mediante marcaje con FITC) y a través de la capacidad de union de la
proteina A de Staphilococcus aureus a la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas G (Tokuday col., 1977). Ademas, de forma indirecta,
también es obvia la presencia de este antigeno en células esplénicas ya
que han demostrado en repetidas ocasiones su poder inmunogénico en

la obtencioén de sueros anti-Sxs.
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Precisamente con este tipo de células Shapiro y Erickson (1981)
y Shapiro y Goldberg (1984) demostraron mediante tratamientos
enzimaticos que el determinante antigénico del Sxs es un carbohidrato.

Las células esplénicas han sido empleadas generalmente para
determinar si un individuo es Sxs positivo, para lo cual se utilizaban
invariablemente pruebas de citotoxicidad indirectas en las que el suero
anti-Sxs era absorbido con estas células y posteriormente utilizado en
una prueba directa con espermatozoides como células diana. Sin
embargo, como ya hemos comentado no se obtenian resultados en este
sentido utilizando estas células en pruebas de citotoxicidad directas.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en el presente
trabajo, donde demostramos que, ademas de poseer capacidad para
retirar anticuerpos anti-Sxs, este tipo de células es el mas adecuado
para su utilizacion como diana en las pruebas de citotoxicidad.

En nuestra opinion, existen dos causas que pueden explicar esta

controversia:

1) Tal y como propusieron Ohno y col. (1981), el
reconocimiento del antigeno Sxs puede estar restringido
por el sistema mayor de histocompatibilidad. Prueba de
ello es que células Sxs positivas de determinados
haplotipos H-2 son incapaces de retirar la citotoxicidad de
sueros anti-Sxs. Asi, el suero anti-Sxs obtenido de una
mujer HLA-A2 era capaz de lisar células de varén que
tuviese este mismo haplotipo, pero no otro (Goulmy y col.,
1977a). Igualmente, Scheid y col. (1972) demostraron que
los sueros anti-Sxs originados en ratones H-2" podian lisar
células de machos H-2" y H-2°, pero en ningin caso

lisaban células H-2*. Por tanto, los sueros anti-Sxs podrian
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reconocer una determinada asociacion Sxs-H-2 (en ratén)
0 Sxs-HLA (en humanos), mas que al Sxs propiamente
dicho. Esto implicaria que probablemente, cualquier suero
anti-Sxs fuese mas citotéxico frente al mismo tipo de
c€lulas usadas para la inmunizacion que frente a cualquier
otro tipo celular. Por tanto, el hecho de que en aquellos
casos en que los esplenocitos fueron utilizados sin éxito
como cé€lulas diana, los antisueros habian sido obtenidos
mediante inmunizacion por transplantes de piel podria
explicar la citotoxicidad de los mismos frente a células

epidérmicas y pero no frente a células esplénicas.

Excepto en el presente trabajo, en todos aquellos casos en
los que se han usado células esplénicas como diana para
pruebas de citotoxicidad, éstas se han obtenido por simple
maceracion del bazo sin purificacion posterior, por lo que
presentaban un alto grado de contaminaciéon por
eritrocitos. El hecho de que estas células pueden absorber
o perder libremente el antigeno, junto con su alto grado de
lisis inespecifica, puede distorsionar el resultado de los
recuentos hasta el punto de que las diferencias debidas al

antigeno Sxs quedasen enmascaradas.

Por tanto y en funcion de los resultados del presente trabajo,

proponemos la utilizacion de células esplénicas purificadas como diana

en pruebas de citotoxicidad donde se utilicen antisueros obtenidos

mediante inmunizacion con este mismo tipo de c€lulas.
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FUENTE DE COMPLEMENTO

Debido a las caracteristicas peculiares del material objeto de este
estudio (la presencia del antigeno Sxs en todos los machos de mamiferos
y los bajos titulos mostrados por los sueros anti-Sxs), en nuestra
opinién resulta imprescindible prestar una atenciéon especial en la
eleccion y preparacion de la fuente de complemento.

En primer lugar, en ningun caso debera utilizarse suero
procedente de un macho como fuente de complemento, ya que en éste
existe antigeno Sxs libre que coparia los anticuerpos anti-Sxs del
antisuero. De hecho, la presencia de antigeno Sxs libre en suero de
macho, ha sido puesta de manifiesto en todas las especies de mamiferos
analizadas (Wachtel y col., 1980c; Miiller, 1981; Paramo y Paramo,
1985; y el presente trabajo, entre otros). En segundo lugar, es necesario
que el suero utilizado como fuente de complemento muestre los niveles
de citotoxicidad inespecifica mas bajos posibles, para no enmascarar los
niveles de citotoxicidad especifica del antisuero.

Asi, hemos demostrado que la absorcion de la fuente de
complemento con células de hembra de la misma linea de la que
procedan las células diana en ausencia de iones divalentes, con objeto
de evitar la pérdida de complemento durante este proceso, disminuye
sensiblemente su citotoxicidad inespecifica. Las células de macho no
son adecuadas para este fin, ya que pueden liberar antigeno Sxs que,
como ya hemos comentado, interferiria en los resultados de la prueba.

En relacion con las condiciones en que han de usarse los sueros
como fuente de complemento, nuestros resultados coinciden plenamente
con los obtenidos por Boyse y col. (1970), con la particularidad de que
en nuestro caso, las absorciones deben realizarse exclusivamente con

células de hembra.
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SUEROS ANTI-Sxs

Dadas las caracteristicas del antigeno Sxs, la obtencién de sueros
anti-Sxs ha resultado siempre bastante problematica, debido a que se
trata de un antigeno menor de histocompatibilidad. La inmunizacién
con antigenos de estas caracteristicas hace que sélo un 30% de los
individuos produzcan sueros con titulos lo suficientemente altos como
para ser utilizados en las pruebas de citotoxicidad (Koo, 1981). Ademas,
el hecho de que estos sueros se obtienen tras una hiperinmunizacién de
las hembras, acarrea la aparicion de anticuerpos inespecificos e incluso
de autoanticuerpos (Wiberg, 1987), que introduciran un "ruido de fondo"
en las pruebas de citotoxicidad y que posiblemente sean la causa de que
lisen también un cierto porcentaje de células de hembra en las pruebas
de citotoxicidad. Por otra parte, los determinantes antigénicos del Sxs
son de naturaleza glucidica (Shapiro y Erickson, 1981; Shapiro y
Goldberg, 1984) y se encuentran en baja densidad en la superficie de la
célula, hechos que dificultan ain mas la obtencién de sueros anti-Sxs.
Estos hechos son la causa del gran numero de protocolos de
inmunizacion diferentes que se han descrito en la bibliografia (ver
Introduccion), protocolos que, sin embargo, producian resultados
dificilmente reproducibles en diferentes laboratorios. Este hecho
probablemente fuese debido a que, aun reproduciendo exactamente las
técnicas de inmunizacién, se introducian variaciones en diversos
factores, que afectaban tanto a la propia obtencion de los sueros, como
a las pruebas utilizadas para medir sus titulos, tales como: 1) Tipo de
células utilizadas para la inmunizacion, 2) linea consanguinea de la que
se obtenian estas células, 3) fipo de células diana, 4) linea de la que
procedian, 5) fuente de complemento, 6) modo de preparacion del

complemento, 7) técnica empleada para medir la citotoxicidad.
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En el presente trabajo, tras haber utilizado diferentes protocolos
de inmunizacién, hemos comprobado que el suero obtenido por
repetidas inyecciones intraperitoneales con esplenocitos de macho, es
el que proporciona los mayores niveles de citotoxicidad especifica anti-
Sxs. Estos resultados coinciden con los de la mayoria de autores, que
también han utilizado este mismo protocolo de inmunizacién. Ademas,
segan Wachtel y col. (1974) este tipo de sueros tienen la ventaja de que
presentan menor proporcion de autoanticuerpos que los obtenidos
mediante transplantes. No obstante, consideramos interesante resenar
que el titulo de un suero concreto no depende solamente de su
concentracion en anticuerpos, sino también del tipo de células diana
que se usen en las pruebas de citotoxicidad. En nuestro caso, los
mejores resultados se han obtenido utilizando también los esplenocitos
como c€lulas diana, lo que puede ser debido a la influencia de los
antigenos mayores de histocompatibilidad en el reconocimiento del
antigeno Sxs, tal como ya se discutio anteriormente.

Por otra parte, es interesante comentar determinados aspectos
sobre otros protocolos de inmunizacion que, si bien han proporcionado
buenos resultados en otros laboratorios, en nuestro caso no han
permitido obtener sueros con titulos aceptables. Asi, Bradley y Heslop
(1985) obtuvieron sueros anti-Sxs de titulos muy altos, mediante
inmunizacién intraesplénica de hembras de las lineas de rata BN y HS,
con trozos de piel de macho. Estos autores observaron la existencia de
una amplia variabilidad interracial e incluso interindividual, que
afectaba tanto a los titulos como al momento, dentro del proceso de
inmunizacion, en el cual se obtenia el maximo nivel de anticuerpos. Este
hecho obliga a una cuidadosa seleccion de las lineas consanguineas a
utilizar e incluso de aquellos individuos que demuestren poseer la

capacidad de dar una rapida respuesta inmune frente a los transplantes
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de piel. Por otra parte, existe un punto de maxima produccién de
anticuerpos de muy corta duracién en el tiempo y cuyo momento de
aparicién es variable de unos individuos a otros, por lo que se hace
obligado realizar un cuidadoso seguimiento de los titulos del suero del
animal que esta siendo inmunizado, con objeto de sacrificarlo en el
momento adecuado. Todo esto hace que este método sea muy laborioso,
poco reproducible y generalmente de escaso rendimiento y explica los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

Resulta especialmente llamativo el hecho de que el tejido
testicular, ya sea en forma de macerado o de extracto (sobrenadante),
siendo uno de los mas ricos en antigeno Sxs, es sin embargo uno de los
que peor funciona como inmunégeno, dado el bajo titulo de los sueros
que se obtienen inyectandolo a hembras singénicas. De hecho, nuestros
resultados han demostrado el alto contenido en Sxs del macerado y
sobrenadante de testiculo, asi como del liquido de epididimo, tal como
se deduce de su capacidad para retirar poder citotoxico de los sueros
anti-Sxs (ver mas adelante, "Fuentes de Sxs"). Miiller y col. (1978a)
demostraron que es el testiculo el érgano productor de antigeno Sxs,
mientras que numerosos autores (Miiller y col., 1978b; Wachtel y Hall,
1979; Wachtel y col., 1980a y c; Brunner y col., 1984; Bradley y col.,
1987a) han empleado el extracto de testiculo y el liquido de epididimo
como fuente de antigeno Sxs en muy diversos experimentos. A pesar de
su riqueza en Sxs, los antisueros obtenidos mediante inmunizaciéon con
este tejido, han mostrado bajos niveles de citotoxicidad especifica anti-
Sxs. En este sentido, nuestros resultados coinciden plenamente con los
obtenidos por Wiberg y Lattermann (1987), quienes sugirieron que esta
falta de respuesta podria ser debida a un posible efecto inmunosupresor
de determinadas células testiculares. Para ello se basaron en los

resultados de Shearer y Hunterbach (1982), que habian demostrado que
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la inyecciéon de espermatozoides singénicos o alogénicos, provocaba una
inmunodepresion en las hembras receptoras.

Finalmente y en relaciéon con los niveles de citotoxicidad anti-Sxs
que segun Kraupen-Brown y Wachtel (1979) mostraban las hembras
multiparas de raton, nuestros resultados son claramente contradictorios
puesto que ninguna de las hembras analizadas en nuestro laboratorio,
demostr6 haber desarrollado suero citotoxico tras repetidos partos
multiples. Ademas, conviene destacar aqui que, aparte de los autores
antes citados, ninguna otra referencia bibliografica ha aparecido
posteriormente en relacion a tal fenomeno. Aunque de dificil explicacion,
es posible que esta controversia sea debida a diferencias entre las lineas

consanguineas de rata utilizadas en los distintos casos.

FUENTES DE ANTIGENO Sxs

Numerosos autores han utilizado fluidos muy diversos como

fuentes de antigeno Sxs. De éstos, los mas importantes son:

1) sobrenadante de testiculo (Wachtel y Hall, 1979; Miiller y
col., 1980b; Wachtel y col., 1980 a y c¢; Wachtel, 1981;
Brunner y col., 1984; Wachtel y col., 1984; Bradley y col.,

1987a; entre otros),
2) liquido de epididimo (Miller y col.,, 1978 a, b y c),
sobrenadante de ovario de gallina (Wachtel y col., 1980a;

.Wachtel y col., 1984),

3) suero de rata macho (Wachtel y col., 1980c; Miiller y col.
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1980b; Wachtel, 1981; Miiller, 1981),

4) medio condicionado por células de Sertoli, tanto de cultivos
primarios (Brunner y col., 1984; Zenzes y col., 1978a y b;
Bradley y col., 1987) como de cultivos estabilizados

(Brunner y col. 1984)y

5) medio de cultivo condicionado por células Daudi (Iwata y
col.,, 1979; Nagai y col.,, 1979; Zenzes y col.,, 1980;
Casanova-Bettane y col. 1981; Wachtel, 1981).

Sin embargo, aunque todos ellos han demostrado poseer antigeno
Sxs por su capacidad para reducir la citotoxicidad de los antisueros,
nunca se habia llevado a cabo hasta ahora un estudio comparativo
sobre la riqueza antigénica de cada uno de ellos.

Nuestros resultados han demostrado que el sobrenadante de
testiculo es el fluido que mayor riqueza en antigeno Sxs posee, dado que
en comparacion con el resto de liquidos probados (todos los
mencionados anteriormente, excepto el medio condicionado por células
Daudi), era el que en mayor medida reducia la citotoxicidad de los
sueros anti-Sxs. Estos resultados estan en consonancia con el hecho de
que son las células de Sertoli las tinicas productoras de antigeno Sxs,
tal como ha sido demostrado en diversas ocasiones (Miiller y col.,
1978b; Zenzes y col., 1978a; Brunner y col., 1984) y que son éstas unas
de las componentes mayoritarias del tejido testicular.

El hecho de que las células de Sertoli son las unicas productoras
de Sxs, plantea una interesante cuestion: jcual es la procedencia del
antigeno Sxs presente en el resto de las fuentes investigadas?

En relacion con el liquido de epididimo, Miiller y col. (1978b)
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demostraron que su contenido en Sxs aumenta a media que avanza la
edad del animal. Es l6gico pensar que parte del mismo provenga del
fluido testicular que llega a través de la "rete testis", acompanando a los
espermatozoides. Por otra parte, Hoppe y Koo (1984) demostraron que
los espermatozoides van perdiendo su antigeno Sxs conforme van
recorriendo el conducto epididimario, antigeno que inevitablemente
debera quedar en el liquido que lo rellena. Estos dos aportes de Sxs
hacen que esta fuente sea la segunda en riqueza antigénica, después del
sobrenadante de testiculo.

Por lo que respecta al suero de macho (mamiferos), su contenido
en Sxs tiene un origen que no esta del todo claro. Segiun Miiller y col.
(1980Db) este antigeno podria proceder bien de la liberaciéon pasiva desde
las membranas celulares o bien de un proceso de secrecion activa que
llevarian a cabo los testiculos, en cuyo caso este antigeno adquiriria
practicamente un caracter hormonal (Miiller y col., 1978ay b; Ohno y
col., 1978). Tal y como se ha comentado anteriormente en realcién con
la absorcion del suero fuente de complemento, el suero de macho a
utilizar como fuente de antigeno Sxs debe ser absorbido exclusivamente
por células de hembra, con objeto de evitar un posible aporte de Sxs al
suero por parte de células de macho.

En relacion con los niveles de Sxs en el medio de cultivo de
células de Sertoli, hay que destacar que aunque son inferiores a los del
sobrenadante de testiculo, sin embargo es de esperar que su pureza en
antigeno sea mucho mayor. De hecho, numerosos investigadores han
preferido esta fuente de antigeno Sxs, procedente tanto de cultivos
primarios (Zenzes y col. 1978b y c¢; Zenzes y col. 1980) como de lineas
preestablecidas de células de Sertoli (Brunner y col. 1984) para la
realizacion de sus experimentos. Asi, Brunner y col. (1984) pusieron de

manifiesto que se requiere mucha mas cantidad de sobrenadante de
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testiculo que de medio condicionado por células de Sertoli o Daudi para
poner de manifiesto la presencia de Sxs mediante ELISA utilizando un
anticuerpo monoclonal.

Por lo que respecta a las condiciones idoneas en las que debe
utilizarse esta fuente de antigeno Sxs, es interesante puntualizar la
conveniencia de no suplementar con suero bovino fetal el medio de
cultivo. Las razones de esto son, por un lado, mantener la pureza del
antigeno Sxs en el medio ya que la adicion de éste suero, de
composicién indefinida, aportaria numerosos componentes cuyo efecto
seria imprevisible. Entre estos componentes probablemente se
encuentren hormonas femeninas, que podrian falsear cualquier efecto
feminizante del experimento (recuérdese que los sueros comerciales son
producto de la mezcla de sueros de individuos de ambos sexos). De
hecho, Erickson (1974) demostr6 la feminizacion de testiculos
embrionarios de pollo cultivados en un medio que simplemente habia
sido suplementado con suero bovino fetal, responsabilizando de tal
efecto a las hormonas femeninas que probablemente habia en tal suero.
Finalmente, el suero bovino fetal podria suponer también un aporte
extra de Sxs, que falsearia los niveles reales de antigeno obtenidos en la
fuente. Por esta ultima razon, los medios de cultivo usados en las
pruebas de citotoxicidad, tampoco fueron suplementados con suero
bovino fetal.

Por otra parte, independientemente del tipo de fuente de antigeno
Sxs que se utilice, es importante comprobar que la citotoxicidad que
estas fuentes retiran de los sueros anti-Sxs, es especifica para las
células de macho, y no se trata de una citotoxicidad inespecifica. El
hecho de que los porcentajes de lisis observados en el control ¢ /RPMI
(figura 11) fueron claramente inferiores a los mostrados por el control

positivo (células de macho expuestas a la accion del suero E en las
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mismas condiciones; curva RPMI) demuestra la especificidad anti-Sxs
del citado suero. Por lo tanto, podemos afirmar que la pérdida de
capacidad citotéxica que sufre el suero anti-Sxs tras ser absorbido con
las distintas fuentes de antigeno, es debida exclusivamente a su
contenido en el mismo.

Otro aspecto interesante que, en nuestra opiniéon, merece ser
discutido, esta en relacion con la conveniencia o no de utilizar antigeno
Sxs procedente de un mamifero (rata), para llevar a cabo experimentos
en los que la especie receptora es un ave (pollo). Por una parte, como ya
se expuso en la "Introduccion” de este trabajo, se ha demostrado un alto
grado de conservadurismo evolutivo del antigeno Sxs (Wachtel y col.,
1975a), de manera que sueros anti-Sxs obtenidos en mamiferos perdian
su poder citotoxico tras ser absorbidos con células de muy distintos
grupos zoolodgicos, entre los que se incluyen las aves. Este
conservadurismo no soélo afecta al antigeno sino también su receptor
especifico, tal como quedé patente en los experimentos realizados por
Wachtel en 1981. Las c€lulas Sxs negativas pertenecientes a individuos
del sexo homogamético de diversas especies, se convertian en positivas
tras ser puestas en contacto con una fuente de Sxs libre obtenido de un
mamifero como la rata. Es de esperar por tanto que el antigeno Sxs de
una especie pueda ejercer su funcion en otra distinta a través de su
receptor, incluso en el caso de que ambas estén muy separadas
filogenéticamente. De hecho, se han realizado diversos experimentos que
han dado resultados positivos bajo esta premisa, tal como se discutira
mas adelante (ver "efecto del antigeno Sxs en el desarrollo gonadal").

Sobre la base de lo que acabamos de exponer y teniendo en
cuenta que en nuestros experimentos ibamos a utilizar embriones de
pollo, result6é extraordinariamente ventajoso el hecho de poder emplear

antigeno Sxs de rata, ya que esta especie ofrece varias ventajas
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obtener mayores cantidades de Sxs en menos tiempo.

Finalmente, el antigeno Sxs de rata macho presenta otra
interesante ventaja frente al obtenido en gallina. A pesar de la
discordancia existente entre aves y mamiferos en cuanto el sexo que es
heterogamético, no existe sin embargo discordancia alguna en relaciéon
con las hormonas caracteristicas de cada sexo en ambos grupos
filogenéticos, esto es, las hormonas sexuales masculinas son las mismas
en los machos de rata que en los de pollo, ocurriendo lo mismo con
respecto a las femeninas (Akram y Weniger, 1969). Por otra parte, se ha
demostrado que las hormonas sexuales femeninas son capaces de
inducir la feminizacion de los testiculos embrionarios de pollo (ver
Miiller y col. 1979). Por tanto, cualquier efecto de feminizaciéon que se
obtuviera en gonadas embrionarias de individuos ZZ de pollo, tras su
tratamiento con una fuente de Sxs obtenida en gallina, podria ser
atribuido a las hormonas sexuales femeninas presentes en la misma.
Sin embargo, este problema no se presenta cuando la fuente de Sxs se
obtiene de ratas macho, ya que éstas carecen obviamente de hormonas

sexuales femeninas.

EFECTO DEL ANTIGENO Sxs EN EL DESARROLLO
GONADAL

Los casos de freemartinismo constituyen un ejemplo natural de
que el aporte exégeno de sustancias de origen masculino puede dar
lugar a una masculinizacion de la gonada femenina en mamiferos
(Wachtel y col., 1980c), o de que el aporte de sustancias de origen
femenino puede dar lugar a una feminizacion de la gonada masculina

en aves (Lutz y Lutz-Ostertag, 1958). Aunque en un principio se
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en aves (Lutz y Lutz-Ostertag, 1958). Aunque en un principio se
responsabilizé de este efecto a las hormonas sexuales, la demostracion
de que tales hormonas son incapaces de inducir la masculinizacién de
tejido ovarico de embriones de mamiferos, hizo recaer esta
responsabilidad sobre el antigeno Sxs (Wachtel y col., 1980c).

Hasta el presente trabajo, los experimentos realizados para
abordar el estudio del posible efecto de la administraciéon artificial de
antigeno Sxs sobre el desarrollo gonadal embrionario, se han basado
principalmente en técnicas de disgregacion y reasociacion de células de
gonadas embrionarias en presencia o ausencia de Sxs (Miiller y col.,
1978c; Zenzes y col.,, 1978b y c). Estos autores observaron que las
c€lulas ovaricas se reasociaban dando lugar a estructuras semejantes
a tubulos seminiferos cuando en el medio se anadia antigeno Sxs y que
las células testiculares formaban estructuras ovaricas si se anadia un
suero anti-Sxs. Solo existen dos excepciones a la utilizacién de este tipo
de técnicas. Por una parte, los trabajos de Weniger (1963) y de Akram
y Weniger (1968) que demuestran que testiculos embrionarios de pollo,
cultivados conjuntamente con testiculos embrionarios de ratén o de
toro, sufrian un proceso de feminizacion atribuible al aporte de antigeno
Sxs por parte de €stos ultimos. Por otra parte, el de Nagai y col. (1979)
en el que demostraron que el cultivo de gobnadas embrionarias de vaca
en medio condicionado por células Daudi, como aporte de antigeno Sxs,
inducia una masculinizacion que se manifestaba con el desarrollo de
tunica albuginea y tibulos seminiferos.

Lo expuesto anteriormente nos plante6 la cuestion de si era
posible inducir alteraciones en el desarrollo gonadal mediante el
tratamiento in vivo de embriones con antigeno Sxs.

Con objeto de dilucidar este tema, se trataron embriones de pollo

con diferentes fuentes de antigeno Sxs en dosis comprendidas entre

Pagina 148



Serologia y funcién del antigeno Sxs Discusién

200ul y 1200ul que fueron administradas en el intervalo comprendido
entre el 32 y 52 dias de incubacién. Este protocolo asegura por una
parte, que el tratamiento es anterior a la diferenciacion sexual del
embrién, que se produce entre el 62 y 82 dias con la aparicion del
antigeno Sxs (Wolf, 1978) y por otra, que el antigeno alcanza al embrion
ya que en estos estadios del desarrollo ain no esta cubierto por las
membranas extraembrionarias. A pesar de ello, en ningin caso se ha
observado falta de correspondencia entre el sexo genético y el sexo
gonadal que presentaban los embriones. No obstante y dado que las
diferencias a nivel anatémico entre un testiculo normal y un ovoteste
son minimas (Miiller y col., 1979), cabria aun la posibilidad de que se
hubiesen producido alteraciones a nivel histolégico, no detectables
anatémicamente. El correspondiente estudio permitié comprobar que
tampoco a este nivel se habian inducido alteraciones significativas.

Sin embargo, estos resultados no permiten afirmar que el
antigeno Sxs no tiene papel alguno en la diferenciacion sexual primaria.
La falta de efectos apreciables en estos experimentos in vivo puede
deberse a otras muchas causas. Por ejemplo, es posible que la
concentracién de Sxs necesaria para la produccion del efecto deseado
sea mas alta que la empleada. Para solventar un problema similar,
Nagai y col. (1979) concentraban mediante dialisis el medio
condicionado por células Daudi. Sin embargo, dado que el antigeno Sxs
es una molécula altamente hidrofobica, tiende a formar agregados que
finalmente dan lugar a grandes polimeros incapaces de interaccionar
con el receptor especifico de la gonada.

Por otra parte, dado que el tratamiento administrado es puntual
en el tiempo y que se trata de un experimento in vivo, el antigeno debié
competir con los productos implicados en la diferenciacion sexual

producidos por el embrion, los cuales debieron tender a conseguir un
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desarrollo normal y acorde con el genotipo. Dado que el Sxs se
encuentra en baja concentracion en las diferentes fuentes disponibles,
hubiese sido necesario tratar los embriones con grandes volumenes para
alcanzar la concentracion idénea del mismo, lo cual causaria serias
alteraciones del desarrollo, con la consiguiente muerte del embrion.

Ademas, cabria también la posibilidad de que, debido de nuevo a
la condicibn puntual del tratamiento, cualquier efecto que
hipotéticamente hubiera podido producirse, se hubiese visto
contrarrestado a lo largo del desarrollo del embrion, habiendo ya
desaparecido en el momento en que se estudiaron los embriones (16
dias de incubacion). Sin embargo, el hecho de que entre los embriones
analizados el noveno dia de incubacion, tampoco se observé alteracion
alguna del fenotipo sexual, parece descartar esta posibilidad.

A pesar de que en estos experimentos no se ha conseguido
provocar ningun caso de alteracion en la diferenciacion sexual de los
embriones tratados con distintas fuentes de antigeno Sxs, si hemos
podido observar no obstante una clara desviacion, favorable a los
machos, en la relacion de sexos entre los embriones que sobrevivieron
al tratamiento con medio condicionado por células de Sertoli. Sin
embargo, esta desviacion no existio ni entre los controles, ni entre los
embriones tratados con cualquiera de las demas fuentes de Sxs. De este
hecho podemos deducir por tanto
que las cé€lulas de Sertoli producen y secretan alguna sustancia capaz
de provocar la muerte selectiva de las hembras.

Solamente se conocen dos sustancias relacionadas con el
desarrollo sexual, que sean secretadas por las células de Sertoli de
mamiferos; estas sustancias son el antigeno Sxs (Miiller y col., 1978b;
Zenzes y col., 1978a) y la hormona anti-Miilleriana (AMH) (Blanchard y

Josso, 1974; Hayashi y col., 1984), responsable de la regresion de los
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conductos de Miiller en el desarrollo embrionario de los machos. La
muerte selectiva de las hembras, dificilmente podria explicarse en base
a un efecto del antigeno Sxs, dado que son precisamente €stas las que
poseen dicho antigeno en aves. Sin embargo, la produccion de AMH es
exclusiva de los testiculos de embriones masculinos, tanto de mamiferos
como de aves, asi como de testiculos y ovarios de individuos adultos. En
este ultimo caso, es producida por las células de la granulosa, y su
funcién en hembras adultas es ain desconocida. Resulta evidente pues,
que dicha hormona solamente esta ausente durante el desarrollo
embrionario de las hembras, por lo que un aporte exégeno de la misma
durante este periodo, podria causar su muerte, cosa que no ocurriria en
los machos.

Segun lo expuesto anteriormente, seria de esperar que también
se hubiese observado desviacion en la relacion de sexos en los
embriones tratados con sobrenadante de testiculo, liquido de epididimo
y suero de rata macho, ya que estos fluidos probablemente contienen
cierta cantidad de AMH. La falta de tal desviacion, podria deberse a la
existencia en estos liquidos de otras muchas sustancias desconocidas
de origen masculino que, de alguna manera, podrian enmascarar el
efecto antes mencionado.

A la vista de las dificultades que conlleva el estudio del efecto in
vivo del antigeno Sxs en embriones, podemos concluir que tales
experimentos quedan supeditados a la posibilidad de disponer del
antigeno purificado y en condiciones tales que se evite la formacion de
polimeros. En nuestra opiniéon, solo entonces sera posible abordarlos
con las suficientes garantias de éxito.

De acuerdo con estas consideraciones, la alternativa de estudio
fué el tratamiento in vitro de gonadas embrionarias de pollo. Para ello,

cultivamos gonadas de embriones de pollo de ambos sexos en medio

Pagina 151



Serologia y funcién del antigeno Sxs Discusién

BME sin SBF (suero bovino fetal). En estas condiciones, tanto los
ovarios como los testiculos pueden seguir su desarrollo normal. En los
testiculos el cortex ovarico degeneray a partir de los cordones sexuales
primarios se originan los tibulos seminiferos tipicos. Por su parte, en
los ovarios degeneran los cordones sexuales primarios, y el cortex se
desarrolla produciendo los cordones sexuales secundarios por
proliferacion rapida de las oogonias.

Sin embargo, cuando cultivamos testiculos en presencia de
antigeno Sxs procedente de un medio condicionado por células de
Sertoli o de sobrenadante de testiculo, no sélo no se produjo la
diferenciacion de los tubulos seminiferos sino que desaparecieron los
tabulos incipientes que presentaba la gonada en el momento de iniciar
el tratamiento. Se observé ademas que se mantenia el cortex ovarico de
la gonada izquierda. Estos resultados denotan una clara feminizacion
de unas goénadas que, en condiciones normales se habrian convertido
en testiculos, de acuerdo con su sexo genético.

Weniger (1963) y Akram y Weniger (1968) obtuvieron un efecto
similar cuando cultivaron conjuntamente testiculos embrionarios de
mamifero (ratéon y toro) y de pollo, de forma que este ultimo se
feminizaba. Los autores concluyeron que el testiculo de mamifero
secretaba al medio una sustancia capaz de inducir la diferenciacion
ovarica de un primordio gonadal de constitucion genética masculina.
Numerosas investigaciones posteriores han confirmado vy
complementado estos resultados. Asi, Zenzes y col. (1980) demostraron
que al cultivar conjuntamente células disociadas de testiculo
embrionario de raton y de pollo, €stas se reasociaban dando lugar a una
estructura similar a un ovoteste. Estos autores obtuvieron resultados
similares cultivando células disociadas de testiculo embrionario de pollo
en presencia de Sxs procedente de un medio condicionado por células

Daudi.

Pagina 152



Serologia y funcién del antigeno Sxs Discusién

También hemos cultivado génadas de embriones hembra en
medio condicionado por células de Sertoli, las cuales proseguian
generalmente su desarrollo normal, formando los cordones sexuales
secundarios en la gonada izquierda y degenerando la derecha. Sin
embargo, no siempre ocurria asi, ya que en un caso, ademas del ovario
izquierdo, se desarrollaba también el ovario derecho apareciendo en éste
un cortex ovarico tipico. Esto indica que posiblemente el antigeno Sxs
no solo no interfiere en el desarrollo ovarico normal de la génada
izquierda, sino que es capaz ademas de conducir en el mismo sentido
a la derecha, ya que este efecto no aparecié en ausencia de Sxs. Sin
embargo, la séla presencia del Sxs, aunque necesaria, no parece ser
suficiente para inducir la feminizacion de la génada derecha, puesto que
este efecto so6lo ocurrio en uno de los 14 casos estudiados. Sin embargo,
este unico caso presento un escaso desarrollo de la gonada izquierda por
haber quedado semioculta bajo el mesonefros. Un condicién similar
podria darse cuando a un embrion femenino de pollo se extirpa la
gonada izquierda. En estas condiciones, la gonada derecha se desarrolla
generalmente como un testiculo, dando lugar a la masculinizacién del
individuo (ver Romanoff, 1960). Tanto este hecho, como nuestros
resultados referentes a la hiperfeminizacion antes mencionada podrian
explicarse si la gonada izquierda ejerciera una inhibicion activa sobre
desarrollo de la derecha (inhibicion que podria darse igualmente in vitro
gracias a la proximidad de ambas gonadas). De esta forma, la ausencia,
o el escaso desarrollo de ésta gonada izquierda permitiria el desarrollo
de la derecha. In vivo, la eliminacion del ovario supondria por una parte
la desaparicion de esta inhibicion, y por otra, la desapariciéon del unico
organo productor de Sxs. Por lo tanto, en estas condiciones la gobnada
derecha podria desarrollarse como testiculo. In vitro, con un aporte

externo de Sxs, la géonada derecha se desarrollaria como ovario.
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Los resultados del presente trabajo, junto con el volumen de
conocimientos que sobre el antigeno Sxs habia acumulados hasta la
fecha, demuestran claramente que éste debe desempenar algin papel
importante en el proceso de diferenciacion sexual tanto de aves como de
mamiferos. Sin embargo, y en contra de lo que se habia pensado
durante muchos anos, €ste antigeno no es el producto del gen sobre el
que reside el determinismo del sexo (TDF en humanos, Tdy en ratones),
conclusioén a la que se llegé tras comprobar la existencia de diversos
casos en que faltaba la necesaria correlacion entre ambos genes (ver
Introduccion). Mas recientemente, el gen determinante de testiculo ha
sido clonado y localizado en el brazo corto del cromosoma Y (gen SRY,
Sinclair y col., 1990; Gubbay y col., 1990), mientras que el gen Sxs,
también clonado, es autosémico y en humanos se localiza en el
cromosoma 6 (Lau y col, 1986, 1987).

Actualmente se piensa que el gen Sxs debe formar parte de la
cascada de activacion génica que, comenzando en el SRY, da lugar a la
diferenciacion testicular del primordio gonadal de los mamiferos
(Goodfellow y Darling, 1988; McLaren, 1988). Una cascada similar
originaria la diferenciacion ovarica en el caso de las aves.

Por ahora no existen datos concluyentes acerca del papel que
juega el antigeno Sxs ni de su mecanismo de actuacion, dentro del
proceso de diferenciacion gonadal. No obstante, nuestros resultados
indican que este papel del antigeno Sxs podria ser mas relevante en el
desarrollo sexual primario de aves que de mamiferos. Existen varios
argumentos que apoyan esta hipoétesis. Por una parte, se ha demostrado
que la administracion artificial de hormonas femeninas puede producir
reversion sexual en aves e induce una produccién secundaria de
antigeno Sxs (Miiller y col., 1979), fendmeno que no ocurre en

mamiferos. Dado que nuestros experimentos han demostrado que el
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antigeno Sxs puede, por si mismo y en ausencia de hormonas, inducir
la feminizacion de testiculos embrionarios, es posible que la
feminizacion producida tras la administracion de hormonas fuese
inducida por el antigeno Sxs y no por la accion directa de dichas
hormonas. Esta circunstancia haria que, en el caso de las aves, el
control del Sxs no estuviera bajo la influencia de un gen determinante
de ovario, "analogo" al SRY de mamiferos. De hecho, recientes
investigaciones han demostrado que, excepto en mamiferos, las
secuencias SRY no son especificas del sexo heterogamético (Tiersch y
col.,, 1991), por lo que en aves, reptiles y anfibios el control de la
diferenciacion sexual primaria debe depender de otros factores, entre los
que podria encontrarse el antigeno Sxs.

Mittwoch (1969, 1983, 1986, 1990) ha defendido durante
bastantes anos la idea de que el determinismo del sexo, esta en funcién
de la tasa de crecimiento del primordio gonadal, de forma que ésta
siempre es mas elevada en el sexo heterogamético, dando lugar a
testiculos en los mamiferos y a ovarios en las aves. De acuerdo con su
hipétesis, Mittwoch considera que el antigeno Sxs, junto con el resto de
productos génicos implicados en la diferenciacion gonadal, contribuiria
a incrementar dicha tasa de crecimiento en relacion con la del sexo
homogamético, en el que tales productos estan ausentes.

Wachtel (1981) postul6 que el antigeno Sxs podria estar implicado
en el reconocimiento entre células somaticas, necesario para la
organogénesis gonadal. Ademas del antigeno, en dicho reconocimiento
deberia intervenir el receptor especifico del mismo, siendo necesarios
ambos para el establecimiento de las conexiones celulares.

No existe, sin embargo, evidencia experimental alguna que
demuestre concluyentemente ninguna de estas dos hipotesis, por lo que

persiste la necesidad de continuar la investigacion sobre este y otros
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aspectos del antigeno Sxs que aun quedan por dilucidar.
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CONCLUSIONES

Los esplenocitos han demostrado ser las células diana mas
apropiadas para larealizacién de las pruebas de citotoxicidad. Sin
embargo, para su utilizacién es necesaria la obtencién del suero
anti-Sxs mediante inmunizacion con este mismo tipo de células.
Proponemos que este hecho puede ser debido a que este antigeno
presente en estas células una determinada asociacién con

antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad.

Dadas las caracteristicas del antigeno Sxs, el suero utilizado
como fuente de complemento debe ser extraido exclusivamente de
hembras y absorbido con células de hembra antes de ser usado

en las pruebas de citotoxicidad.

La linea de cé€lulas de Sertoli establecida en el transcurso de este
trabajo posee la capacidad de producir y liberar al medio antigeno
Sxs biolégicamente activo, parte del cual queda retenido en su

membrana celular, convirtiéndolas en Sxs positivas.

Siguiendo la metodologia indicada en este trabajo, el
sobrenadante de testiculo es el fluido que presenta mayor
concentracion de antigeno Sxs, aunque se encuentra en mayor
pureza en el medio condicionado por cé€lulas de Sertoli. Por lo
tanto, ésta ultima seria la fuente de antigeno de eleccién para
llevar a cabo estudios sobre su efecto en el desarrollo gonadal

embrionario.
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5 El tratamiento in vivo de embriones con medio condicionado por
células de Sertoli como fuente de antigeno Sxs, si bien no produce
alteraciones en el desarrollo sexual primario, si causa una
desviacion significativa, favorable a los machos, de la relacién de
sexos entre los embriones que sobreviven al tratamiento. Puesto
que es improbable que esta desviacion sea debida a un efecto del
antigeno Sxs, y dado que las células de Sertoli tienen la
capacidad de producir y liberar hormona antimiilleriana, podria

ser ésta la causante de dicho fenémeno.

6* El antigeno Sxs posee capacidad para producir la feminizacién de
g p P p p

testiculos embrionarios de pollo cuando es administrado in vitro,

lo que se manifiesta mediante el desarrollo de un cortex ovarico

y la regresion de los tubulos seminiferos de la médula.

7" El ovario izquierdo de las aves probablemente ejerza una
inhibicion activa de la gonada derecha, ya que el desarrollo de

ésta solo se produce cuando el de aquella es insuficiente o nulo.

8* El antigeno Sxs posee capacidad para dirigir en el sentido ovarico
el desarrollo de la gonada derecha de las hembras de pollo,
cuando falta la inhibicion que sobre la misma ejerceria la
izquierda. En tales circunstancias y en ausencia de este antigeno,

dicha géonada derecha se desarrollaria como testiculo.
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