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RESUMEN

Se han caracterizado las células de Sertoli del testiculo de dorada, Sparus auratus Linnaeus,
1758, utilizando anticuerpos monoclonales que previamente han sido obtenidos en nuestro la-
boratorio. Se han obtenido suspensiones celulares testiculares que han sido estudiadas median-
te microscopia optica y analizadas mediante citometria de flujo. Se ha determinado el estado de
proliferacion celular testicular mediante el tratamiento de los ejemplares con 5-bromo-2'-deo-
xiuridina (BrdU) y su posterior deteccion con una técnica inmunocitoquimica indirecta.
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ABSTRACT

Determination of testicular cell proliferation and characterization of Sertoli cells in testes of the gilt-
head seabream Sparus auratus Linnaeus, 1758

Testicular Sertoli cells in the gilthead seabream Sparus auratus Linnaeus, 1758 were characterized with
antibodies previously obtained in our laboratory. Testicular cell suspensions were studied wsing light mi-
croscopy and flow citometry. 5-bromo-2'-deoxiruridine (BrdU) was used to analyse the proliferation of testic-
ular cells, which were later detected with an indirect immunohistochemical technique.

Keywords: BrdU, testes, fish, cell culture.

INTRODUCCION

En la actualidad existe un gran interés por co-
nocer el proceso de regulacion de la espermatogé-
nesis en peces, mas concretamente en teledsteosy,
de modo especial, en las especies utilizadas en cul-
tivo industrial. Para determinar los mecanismos
que intervienen en esta regulacion, se estan desa-
rrollando métodos de estudio in vitro mediante
cultivo de 6rganos (Miura et al., 1995; Nader et al.,
1999) y mediante cultivos celulares (Loir, 1989,

1994; Dubois y Callard, 1991, 1993; Miura et al.,
1991, 1996). La obtenciéon de suspensiones celula-
res testiculares en las que se pueda inducir la es-
permatogénesis permitiria el estudio de los meca-
nismos reguladores de este proceso. Previamente, y
con fines comparativos, es necesario caracterizar
las células testiculares y determinar el estado de
maduracion o de desarrollo de los testiculos.

La dorada, Sparus auratus Linnaeus, 1758, es una
especie hermafrodita protandrica que alcanza su
madurez sexual como macho normalmente duran-
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te el segundo ano de vida. La maduracion sexual se
realiza de septiembre a octubre, mientras que la
puesta ocurre en los meses de noviembre a diciem-
bre. La involucion gonadal se realiza de enero a
abril manteniéndose los ejemplares en reposo se-
xual hasta septiembre, cuando comienza una nue-
va etapa. El testiculo de teledsteos esta formado
por tibulos rodeados por una capa muy fina de te-
jido conjuntivo que esta constituido por fibroblas-
tos, células de Leydig, vasos sanguineos y nervios.
La luz de estos tibulos se comunica con el con-
ducto deferente de la géonada. Los tibulos estan
formados por quistes espermatogénicos que estan
constituidos por células de Sertoli y células germi-
nales (Nagahama, 1983; Pudney, 1995).

MATERIAL Y METODOS
Animales

Se han utilizado ejemplares de dorada con un
peso comprendido entre 100 y 200 gramos proce-
dentes de Culmarex S. A. (Aguilas, Murcia) que se
mantuvieron en acuarios provistos de un circuito
cerrado de agua con un caudal de 1500 1/h, una
temperatura de 20 + 1°C, una salinidad de 22 vy fo-
toperiodo natural. Los peces se alimentaron con
pienso comercial (ProAqua, Palencia).

Microscopia optica

Las gonadas se fijaron por inmersion en liquido
de Bouin, se deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol y se incluyeron en parafina
(Paraplast Plus) utilizando acetato de amilo como
liquido intermediario. Se obtuvieron secciones de
4-5 pm de espesor que se tineron con hematoxilina
- eosina y tricromico de Mallory.

Suspensiones celulares

Las gonadas se lavaron en medio de cultivo
RPMI con 0,35 % de NaCly 1 % de albamina de sue-
ro bovino (BSA) y se digerieron enzimaticamente
con colagenasa (0,1 %) y tripsina (0,05 %) en me-
dio de cultivo RPMI con 0,35 % de NaCly 1% de
BSA.
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Obtencion de anticuerpos monoclonales

Se utilizaron ratones Bal-C inmunizados con sus-
pensiones celulares testiculares. Los ratones se in-
yectaron tres veces con 7 X 106 células, siendo las
inyecciones administradas cada 15 dias. A conti-
nuacion, los ratones se sacrificaron y se les extrajo
el bazo, cuyas células se fusionaron con células de
mieloma utilizando polietilenglicol (PEG) y los hi-
bridomas obtenidos se cultivaron en medio con hi-
poxantina, aminopterina y timidina (HAT).

Citometria de flujo

Se obtuvieron suspensiones testiculares como
anteriormente se ha descrito y se fijaron en for-
maldehido al 10% en tampoén fosfato salino
(PBS). Posteriormente se utilizaron para su anali-
sis mediante citometria de flujo y para la selecciéon
de los anticuerpos monoclonales obtenidos. Para
ello se incubaron con 100 ml de medio condicio-
nado, procedente de los cultivos de los clones ob-
tenidos, durante 30 minutos. Posteriormente, las
suspensiones celulares se lavaron tres veces en PBS
con 2% de suero bovino fetal (SBF) y 0,05 % de
azida sodica y se incubaron con un segundo anti-
cuerpo anti-IgG de ratéon conjugado con fluores-
ceina. A continuacion, se lavaron tres vecesy se re-
suspendieron en PBS con 2% de SBF y 0,05 % de
azida sodica.

Inmunocitoquimica para microscopia optica

Se utiliz6 para determinar la especificidad de los
anticuerpos monoclonales obtenidos. Para ello se
usaron secciones de génada fijadas en Bouin, las
cuales se incubaron con uno de los anticuerpos mo-
noclonales obtenidos, como primer anticuerpo.
Como segundo anticuerpo se utiliz6 una inmuno-
globulina anti-IgG de ratén conjugada con peroxi-
dasa de rabano. La actividad peroxidasa se visualizo
utilizando 3,3'-diaminobenzidina tetrahidroclorhi-
drico (DAB) diluida al 0,05 % en tampon tris-HCI
con peroxido de hidrogeno al 0,01 % durante 15
minutos. Para una mejor localizacién de la inmu-
norreaccion, las secciones se contrastaron ligera-
mente con hematoxilina. Todas las incubaciones se
realizaron en camara himeda.
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Proliferacion celular

Los ejemplares objeto de estudio se inyectaron
con 50 mg de BrdU/kg de peso corporal, dejando
un tiempo de incubacién de seis horas. Durante es-
te tiempo, el BrdU es incorporado en el ADN de
aquellas células que se encuentran en la fase S del
ciclo celular. Posteriormente, se obtuvieron los tes-
ticulos que se procesaron para microscopia optica
como ha sido descrito. La deteccion del BrdU se
llevo a cabo mediante una técnica inmunocitoqui-
mica indirecta. Para ello se incubaron secciones de
gonada con un suero anti-BrdU, como primer anti-
cuerpo, continuando la técnica como anterior-
mente se ha descrito.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las gonadas de los ejemplares utilizados en este
estudio estan formadas por una porcién de ovario
y otra de testiculo. En el testiculo presentan una es-
permatogénesis activa observandose quistes de dis-
tinto estado de desarrollo y, por tanto, formados
por los distintos tipos celulares de la serie germi-
nal: espermatogonias, espermatocitos y espermati-
das, distinguiéndose las células de Sertoli en sus pa-
redes. Los espermatozoides ya liberados de los
quistes se observan en la luz de los tabulos y en el
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conducto deferente (figura 1). Esta estructura es si-
milar a la descrita en otras especies de teledsteos
(Nagahama, 1983; Pudney, 1995).

Las células del testiculo de dorada que presen-
tan una proliferacion celular activa son: las células
de Sertoli, las espermatogonias que se encuentran
en mitosis y los espermatocitos I que sufren la pri-
mera division meiotica (figura 2). Sin embargo, los
espermatocitos II no pueden ser detectados con la
técnica utilizada en este estudio puesto que no en-
tran en fase S antes de la segunda division meioti-
ca. A diferencia de lo que ocurre en los mamiferos,
en los condrictios y teledsteos las células de Serto-
li mantienen la capacidad de dividirse en ejempla-
res adultos, permitiendo asi el crecimiento de los
quistes a lo largo del proceso espermatogénico
(Billard, 1969; Callard et al., 1989). La division de
las células de Sertoli se produce de forma alterna-
tiva a la de las células germinales que albergan, por
lo que nunca se encuentran quistes BrdU positivos
para ambos tipos celulares (figura 2).

Las células de Sertoli de dorada que se encuen-
tran en division s6lo se localizan en quistes que
contienen espermatocitos I, o en aquellos que con-
tienen células anteriores en el proceso de esper-
matogénesis (espermatogonias), como ha sido des-
crito en Poecilia reticulata Peters, 1859 (Billard,
1969), mientras que en Squalus acanthias Linnaeus,
1758 se ha descrito que las células de Sertoli s6lo se

Figura 1. Vista general de una seccion

de testiculo de dorada. Se observan

quistes espermatogénicos en distinto es-

tadio de desarrollo. Hematoxilina - eosi-
na. [ X 40.]

Figura 2. Vista general de una seccién
de testiculo de dorada en la que se ob-
servan espermatogonias y espermatoci-
tos I BrdU positivos (flecha), no siendo
reactivas las células de Sertoli que los al-
bergan, y células de Sertoli BrdU positi-
vas (punta de flecha) que rodean esper-
matogonias y espermatocitos I BrdU
negativos. Técnica inmunocitoquimica
indirecta; anti-BrdU. [X 40.]
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dividen durante las primeras nueve divisiones mi-
toticas de las espermatogonias (Callard et al.,
1989). Estos resultados sugieren que antes de que
las células germinales entren en la primera division
meiotica, el quiste ya ha alcanzado su tamano ma-
ximo a pesar de que el nimero de células germi-
nales dentro del quiste se incrementa posterior-
mente como consecuencia de la mejosis.

Las células testiculares en suspension se diferen-
cian por su tamano cuando se observan con el mi-
croscopio de contraste de fase (Winkoop y
Timmermans, 1990), ya que las células de la serie
germinal disminuyen de tamano a medida que pro-
gresa la espermatogénesis. El andlisis mediante ci-
tometria de flujo de estas suspensiones celulares
determiné la existencia de tres poblaciones celula-
res diferentes, en funcién de su tamano y comple-
jidad estructural o cantidad de organulos celulares.
Se determiné la existencia de una poblacion celu-
lar de gran tamano y complejidad estructural in-
termedia (R1) y dos poblaciones celulares de pe-
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Figura 3. Analisis de una suspension celular testicular me-
diante citometria de flujo donde se observan tres poblacio-
nes celulares diferentes (R1, R2, R3) segtuin el tamano celu-
lar (FSC-H) y la complejidad estructural celular (SSC-H).
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queno tamano, una de muy poca complejidad (R2)
y otra de complejidad mayor (R3) (figura 3).

De los anticuerpos monoclonales obtenidos se se-
leccionaron, mediante citometria de flujo, aquellos
que reaccionaban con alguna de las tres poblaciones
celulares testiculares que se pueden separar depen-
diendo de la complejidad estructural y el tamano
celular. Uno de los anticuerpos seleccionados
(TD7) reacciona especificamente con las células de
Sertoli en las paredes de los quistes (figura 4).
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