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x. RESUMEN
Marisol Espinoza Ruiz Fecha de graduacion: Junio,1997
Universidad Autonoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENOS
SEMINALES INDUCIDOS POR VIA TRANSRECTAL EN UN
MODELO EXPERIMENTAL EN CONEJOS Y SU
LOCALIZACION EN LOS ORGANOS DEL APARATO

REPRODUCTOR.
Numero de paginas: 66 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con especialidad en
Inmunologia.

Area de estudio: Inmunologia

Propdsito y Método de] estudio: Sabemos que es poca la informacion que se tiene sobre la
respuesta inmune por exposicion a antigenos seminales por via transrectal. Por ello consideramos
importante estudiar la via de inmunizacién transrectal con antigenos seminales, conacer si existe
reactividad de |os anticuerpos séricos inducidos por estos antigenos con los antigenos fisulares del
aparato reproductor; asi como, determinar el comportamiento inmuncgénico de los antigenos
seminales por esta via de inmunizacion utilizando al conejo como modelo expenmental. Se
determiné el titulo de anticuerpos totales por hemaglutinacion pasiva, asi como el patrén antigénico
por la técnica de Westem blat. Se detectaron bandas proteicas cuyos rangos de peso molecular
estaban entre 16 a 66 kDa, y los titulos de anticuerpos séricos detectados fueron de 128 a 512. No
detectamos por inmunofiuorescencia directa e indirecta antigenos seminales localizados en los
tejidos problema de los conejos de ensayo.

Contribuciones y Conclusiones: La inmunizacidn transrectal £n conejos induce la produccion de
anticuerpos séricos contra antigenos seminales humanos; el semen es el antigeno que induce una
produccion de anticuerpos mas elevada, ademas los anticuerpos producidos contra los tres
antigenos analizados no reconocen a los antigenos lisulares de los 6rganos del aparate
reproductor de los conejos de estudio,

Firma del coasesor

by

Dra. Guadalupe Gaflegos de Lerma




1. INTRODUCCION

Desde hace muchos afos se sabe que el hombre puede producir
anticuerpos contra antigenos seminales, como consecuencia de afecciones que
involucran lesibn del tejido testicular, infeccion de glandulas accesorias
(particularmente prostata y vesiculas seminales) u oclusiéon de la via espemmatica,
comprometiendo la bamera hematotesticular y causar autoinmunidad contra
antigenos seminales y testiculares, Cerca del 10 al 15 % de los hombres infértiles
presentan anticuerpos contra antigenos seminales. En mas de dos terceras partes
de los hombres con estos anticuerpos existen factores patolégicos, los cuales
incluyen prostatitis, vesiculitis seminal, epididimo-orquitis y atrofia testicular
secundaria a infeccion o frauma. En estos casos, la formacion de anticuerpos
presumiblemente es secundaria a ruptura u obstruccion del tracto genital con
extravasacion y reabsorcion al intersticio de espermatozoides. Algunos factores que
pueden producir estas alteraciones son: la exposicion prolongada al calor o al
frio, algunos pesticidas y medicamentos, golpes, lesiones, traumas quirirgicos;

asf como alteraciones producidas por enfermedades infecciosas(1,2).

Los antigenos seminales son: espermatozoides y plasma seminal; los
espermatozoides, expresan antigenos desde que se encuentran en el testiculo y se
van adquiriendo antigenos nuevos a través del paso del espermatozoide por el
aparato reproductor (1), por lo cual podemos encontrar antigenos propios del

espermatozoide como son los del acrosoma, de la pieza intermedia y de la cola,



as/ también componentes no propios comg algunas proteinas del plasma
seminal que se adhieren al espermatozoide. Actuaimente el unico antigeno
especifico del espermatozoide bien caracterizado es la LDH-X, isoenzima de la

Lactato deshidrogenasa ( LDH ) (3).

Por lo que se refiere al plasma seminal, sus antigenos son una mezcla de
las secreciones producidas en su mayoria por la vesicula seminal y la préstata. Es
rico en sustancias protéicas y enzimaticas, se ha reportado que posee actividad
inmunosupresora. Algunas sustancias presentes en plasma seminal que poseen
esta actividad son: prostaglandinas y poliaminas principalmente (4).

Los antigenos seminales pueden despertar autoinmunidad y causar
infertilidad completa. Sin embargoe estos antigenos no son inmunogénicos en el

ambiente normal del aparato reproductor (5).

Los espemmatozoides son producidos en los tabulos seminiferos a partir de la
pubertad y aislados del sistema circulatorio por la barrera hematotesticular, esta
barmrera constituida por uniones ocluyentes entre las células de Sertoli, limita la
legada de inmunoglobulinas impidiendo el reconocimiento de los antigenos que se
encuentran en el compartimento adluminal.La Rete testis, carece de una barrera
hematotesticular, de tal forma que diversas sustancias incluyendo las
inmunoglobulinas podrian pasar del torrente sanguineo y ponerse en contacto con

los elementos tisulares y luminales. Por lo tanto, hay un compartimiento testicular



muy protegido y otro menos protegido que estd formado por la retetestis, los
conductillos eferentes, el epididimo, conducto deferente y las glandulas anexas

donde el aislamiento desaparece (6).

La respuesta inmune producida contra los antigenos seminales, ya sea el
semen completo, plasma seminal o espermatozoides es de tipo T dependiente, es
decir; que el macréfago reconoce al antigeno, lleva a cabo su acitividad metabdlica y
presenta los epitopes junto con el Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il y
otras moléculas coestimuladoras al receptor del linfocito T. Este dltimo ya activado
produce citocinas que activan la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B en
células plasmaticas, con la consecuente produccion de anticuerpos especificos
contra los antigenos seminales. Estos anticuerpos pueden ser detectados en suero,
fluido seminal o unidos a espermatozoides(3,5). Antiguamente se pensaba que los
anticuerpos  antiespermatozoides circulantes en sangre periférica eran
representativos a los encontrados en plasma seminal o unidos a espematozoides.
Sin embargo numerosos investigadores han reportado que solo dei 30-50 % de los
casos en los cuales los anticuerpos se encuentran en el suero, también pueden estar
unidos a espermatozoides (7). Cuando se presenta una respuesta inmune local, se
pueden detectar principalmente dos tipos de inmunogiobulinas dentro del érgano
reproductor masculino, la IgG vy la IgA secretona, el anticuerpo IgM se detecta solo
cuando el estimulo es reciente o esta presente, pero en condiciones normales no es

detectable . En suero se pueden detectar los tres isotipos con predominancia de la



IgG. En plasma seminal, las inmunoglobulinas pueden estar presentes pero en

concentraciones mucho menores que en suero y hay predominancia de la IgA (8 ).

Numerosas investigaciones han demostrado que los auto e ispanticuerpos
dirigidos contra la superficie de los espermatozoides humanos pueden causar
infertilidad por sus efectos inmovilizantes, aglutinantes y citotéxicos por fijacién de
complemento; efectos que pueden inhibir su penetracibn a través del moco
cervical, y producir infertilidad inmunolégica (9).

Se han descrito una serie de técnicas para determinar la presencia de
anticuerpos anti-espermatozoides circulantes en suero o plasma seminal como las
de radioinmunoanalisis (RIA) y las inmunoenzimaticas (ELISA). Estas pruebas son
altamente sensibles, especificas y cuantitativas, pueden determinar el isotipo de ia
inmunoglobulina pero no la region de enlace al espermatozoide (8,10). También
hay pruebas que detectan anticuerpos unidos a los espermatozoides como la de
inmunofluorescencia (IF) inmunobeads (perlas de gelatina sensibilizadas) y MAR-
Test (Reaccién de agiutinacion) las cuales pueden detectar inmunoglobulinas
adheridas a la superficie del espermatozoide y determinar su isotipo (11). La
tecnologia inmunolégica con anticuerpos monoclonales ha permitido detectar
cambios antigénicos en la superficie del espemmatozoide durante el transito
epididimal . Se sabe que estos cambios durante el proceso de maduracion

espermatica son importantes para los procesos de fertilizacion (12).



En 1978, Ramke correlacioné el grado de fertilidad con la concentracion sérica
de anticuerpos aglutinantes IgG fijladores del complemento contra los
espemnatozoides, refirendo que estos anticuerpos pueden alcanzar el fluido seminal
a través de la prostata, si se produce una alteracidn local en el aparato reproductor
masculino. Estos anticuerpos anti-espermatozoides pueden mezclarse en el semen

y ocasionar transtornos en la fertilidad (13).

Hirischsen y col. en 1985, obtuvieron 9 clonas a partir de la fusion de células
de mieloma de ratdn NS-1 con células de bazo de ratones BALB/c inmunizados con
espermatozoides lavados de origen humano. Las 9 clonas producian anticuerpos
monoclonales (Acm) dirigidos contra antigenos espermaticos. Mediante estudios de
IF, estos Acm mostraron union especifica contra la cabeza acrosomal, contra el
segmento ecuatorial y contra la pieza intermedia. Estos autores sugieren que los
Acm producidos podrian ser utilizados como un método inmunolégico anticonceptivo

(14).

M.S Liu, Y. Yang y col. purificaron un anticuerpo monoclonal (HS-63 )
dirigido contra una fraccidn proteica de aproximadamente 42-50 Kda. Con este
anticuerpo se purificé el antigeno por cromatografia de afinidad y cromatografia por
intercambio idnico y el antigeno ya purificado fue utilizado para inmunizar ratones y
conejos. El antisuero producido inhibi6 la fertilizacion in vitro de oocitos de raton y

de conejos con espermatozoides humanos, asi como la penetracion de la zona



pelicida en hamster. Por inmunofluorescencia estos autores detectaron que éste
antigeno formaba parte del acrosoma del espermatozoide humano. Estos
resultados sugieren que el anticuerpo monoclonal HS-63 reaccionaba con el
antigeno acrosomal espermatico especifico y que padria ser un buen candidato

para el desarrollo de vacunas anticonceptivas en humanos y otros animales (15).

Clarcke, G.N y Col. en 1986 estudiaron el efecto de anticuerpos
antiespermatozoides (provenientes de suero y plasma seminal de individuos con
infertilidad inmunolégica ) sobre el proceso de fertilizacién in vitra de oocitos
humanos. Los espermatozoides eran provenientes de individuos sanos, estos
espermatozoides se incubaron con plasma seminal y suero de los individuos
infértiles (la determinacion de anticuerpos se hizo por Inmunobeads, determinando
los isotipos IgG e IgA ). Los resultados obtenidos indicaron que los autoanticuerpos
espermaticos de la clase IgA presente en plasma seminal interferian con la
fertilizacién in vitro en un 72% de los casos Yy en el caso de la IgG sérica interferian
en un 27%. Los autores concluyeron que los anticuerpos antiespermatozoides
producidos en suero y plasma seminal, estaban dirigidos contra diferentes regiones
del espematozoide, y que el isotipo IgA estaba mas involucrado en el proceso de

infertilidad inmunolégica que la IgG (16 ).

En 1990, Sristava, P.N y col. obtuvieron semen de conejo (por medio

de una vagina artificial) lo sonicaron y obtuvieron las membranas acrosomales, las



cuales fueron inyectadas por via subcutanea junto con adyuvante completo de
Freund a conejos machos. Después de una serie de inmunizaciones se sangraron a
los conejos, los sueros fueron inactivados y adsorbidos con los espermatozoides sin
las membranas acrosomales. Posteriomente se incubaron junto con
espematozoides normales de conejo y después se llevo a cabo la fertilizacién in
vitro con estos espermatozoides en oocitos de conejo. Estos autores determinaron
que los anticuerpos anti-espermatozoides, dirigidos especificamente contra la
membrana intema del acrosoma de espermatozoides de conejo, inhibia la

fertilizacion in vitro de évulos de conejo (17 ).

Se ha investigado, si la exposicion al semen después del contacto anal u
oral en los hombres homosexuales o bisexuales es capaz de inducir la formacion de
anticuerpos antiespermatozoides en [os sueros de varones homosexuales(18).
Wolff y col. estudiaron por el método de ELISA la presencia de los anticuerpos
antiespermatozoides en 3 diferentes grupos de pacientes con padecimientos
dermatol6gicos,  androlégicos y un tercer grupe de homosexuales sanos.
Encontraron una incidencia del 4% en el primer grupo; 9.6% en el segundo grupo y
28% en individuos homosexuales.El mayor porcentaje de anticuerpos detectados en
el ditimo grupo pudiera estar relacionado con el grado de promiscuidad y la

activacion local por antigenos seminales (19).



En 1990, Mulhall y col. determinaron los isotipos de los anticuerpos anti-
espermatozoides presentes en los sueros de Individuos homosexuales y
encontraron que un 10 % de los anticuerpos eran del tipo IgG y un 3.3% del IgA. La
presencia de dichos anticuerpos fue asociada con la practica homosexual. En
hombres homosexuales célibes, quienes practicaban solo intercambio oral los
resultados fueron negativos. Por lo tanto el déposito de células alogénicas y
componentes del plasma seminal en un individuo homosexual durante la actividad
sexual en forma repetida, puede inducir la estimulacion del sistema inmune contra

antigenos del semen, leucocitos y microorganismos (20).

En 1992. Arce y col. reportaron la incidencia de anticuerpos contra antigenos
seminales en individuos homosexuales sanos, e individuos heterosexuales. Estos
autores encontraron una alta incidencia de anticuerpos anti-antigenos seminales en

los homosexuales sanos ( X Enc. de lnv. Biomed. Fac. de Med. UAN.L).

En 1994. Borraz y Arce determinaron las fracciones inmunodominantes del
semen por inmunoelectrotransferencia en individuos homosexuales sanos e
infectados con el virus del VIH. Los resultados revelaron que los sueros de los
sujetos homosexuales sanos reconocieron las bandas de 80, 66, 45, 36,
32 y 18 kDa y los isotipos encontrados fueron IgG e IgM. En el caso de los sueros

de los sujetos con VIH, éstos reconocieron menos fracciones proteicas (66, 32 y 18)



kDa, cuyos isotipos involucrados fueron IgG e igM como en el grupo de estudio

anterior (22) .

Actualmente sabemos que si se producen anticuerpos contra antigenos
seminales inducidos por mucosa rectal, pero no sabemos si estos anticuerpos
pueden reconocer a los antigenos tisulares de los érganos del aparato reproductor y
causar algun dafio y que por lo tanto estos anticuerpos, esten relacionados con el
fenomeno de infertilidad inmunologica, en los individuos que practican dicha

actividad sexual.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Demostrar en un modelo experimental en conejos la produccion de
anticuerpos séricos contra antigenos seminales humanos aplicados por via
transrectal, asi como la presencia de estos anticuerpos en érganos del aparato

reproductor de los animales en experimentacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar por la técnica de hemaglutinacion pasiva la presencia de

anticuerpos séricos totales anti-antigenos seminales.
2) Determinar por inmunoelectrotransferencia (Western blot), el patron
inmunodominante de reconocimiento antigénico de los anticuerpos sericos

totales anti-antigenos seminales inducidos por via transrectal.

3) - Verificar la presencia de anticuerpos anti-antigenos seminales, en 6rganos

del aparato reproductor de los conejos inmunizados por via transrectal.

10



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 OBTENCION DE LOS ANTIGENOS.

En una primera etapa intentamos preparar los antigenos seminales a partir
del semen de los propios conejos, aplicando las técnicas de obtencién de semen
de conejo recomendadas en la literatura, pero luego de tres meses de aplicarlas,
no obtuvimos los resultados adecuados, por una parte por la dificultad para lograr
la emision del eyaculado y por otra por el volumen obtenido del mismo. La
literatura reporta un volumen promedio de 800 microlitros de semen eyaculado
(23,24). En vista de lo anterior, y habiendo verificado la existencia de cierta
similitud  electroforética y antigénica entre el semen de conejo y el semen
humano, decidimos utilizar el semen humano como antigeno. Para la obtencion
de los antigenos se utilizé una mezcla de semen de 20 donadores aparentemente
sanos, con seminograma nommal, esta mezcla se dividié en dos partes iguales
para obtener tres fracciones: la primera parte se sonicé ( semen completo ) a 30,
60 y 90 cicles/ segundos (fraccion 1); la segunda parte se centrifugé a 1500 rpm
durante 15 minutos y se separo el plasma seminal (fraccion 2) de los
espermatozoides. Las células espermaticas se lavaron ftres veces con solucidn
amortiguadora de fosfatos ( PBS pH 7.2 ) y después de lavadas, fueron sonicadas

en la forma anteriormente mencionada (fraccién 3). Previamente tanto al semen

11



completo como a los espermatozoides lavados se les ajustd una concentracién
espermaticade 1 X 10° espematozoides/mi (25). A las dos fracciones sonicadas
y al plasma seminal se les determinaron proteinas por el método de Lowry.
Posteriormente se realizaron alicuotas de los antigenos y se guardaron en un

congelador de -20°C hasta su uso.

3.2 ANALISIS DEL SEMEN DE CONEJO Y EL SEMEN HUMANO EN GELES
DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE).

3.2.1 Preparacion de geles.

Se prepararon geles de poliacrilamida con SDS (dodecil sulfato de sodio) en
gradiente de acuerdo al sistema discontinuo de Laemmli (26) en geles planocs, con
un gel de empaquetamiento 5% T, 2.7% C, pH 6.8 y un gel separador en gradiente
de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8. cuyas dimensiones fueron 7 cm X 10 cm X 0.75
mm de grosor.

E! gel de empaquetamiento al §% T, 2.7% C, pH 6.8; se prepard a partir de

la mezcla de las siguientes soluciones:

Gel al 5%

Solucion patron de acrilamida-

bis-acrilamida al30% T, 27%C ............cociinann.. 0.499ml
Aguabidestilada. ...........cciviiiiiiiiiiniiine caiieas 1.980m|
Amortiguador Tris-HCIpH6.8 ..... ......... EEEmET @ % NG 0.375ml
SDSal10% .. oo e e e e 0.030ml
Persulfatode amonioal10% .. ................. ... ...... 0.105ml
TRIEEL. » o o « 5 e e v 3 5 i 3 ¢ oo 3 50 309 ) 8 L s U 0.003ml
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El gel de corrimiento para geles de poliacrilamida con SDS en gradiente de 10% a
18% T, 2.7% C, pH 8.8 se prepar6 con la ayuda de un dispositivo generador de
gradientes de 2 columnas, conectadas a una bomba peristaltica. Se utilizaron las

siguientes soluciones:

Columna A Columna B
10% 18%

Solucién patrén de acrilamida

bis-acrilamidaal30% T,2.7%C ............. 0.720 ml 1.259m|
Aguabidestilada. . ... ............ ... ..... 0.874 m! 0.190ml
Amortiguador Tris-HCIpH8.8 ............... 0.396 ml 0.396ml
Glicerolal50% . .....cocvvnivee vinnnn.. ..0.144 ml 0.222ml
SDS al 1W</ | ) - s o s vwiea g omn o e 0.020 m! 0.020mi
Persulfato de amonioal10% ............... 0.007 mi 0.007ml
YEMED S o oora T e soo . oo e ffes 0.001 ml 0.001ml

3.2.2 Electroforesis.

Se sometieron a electroforesis una muestra de marcadores de baja movilidad
relativa (Mr) SDS-7L (albimina sérica bovina de 66 kDa, albumina de huevo de 45
kDa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de 36 kDa, anhidrasa carbonica de
29 kDa, tripsinégeno de 24 kDa y alfa-lactoalbumina de 14 kDa) y una muestra de
semen de conejo y una de semen humano. Estas muestras, por separado se
mezclaron con amortiguador de muestra 4X para condiciones desnaturalizantes
(contiene SDS y 2-B mercaptoetanol) y se calentaron por 2 min. en agua hirviendo.

Como amortiguador de corrimiento se utilizé tris 25 mM, glicina 192 mM con SDS al
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0.1%. El gel se sometié a un precorrimiento de 50 voits durante 20 min. antes de
aplicar las muestras.

La electroforesis se realizd a 80 volts para el gel de empaquetamiento y 150
volts para el gel de separacién hasta que el colorante (azul de bromofenol) alcanzé
el limite del gel.

Una vez terminada la electroforesis el gel se tiné con azul de Coomassie .

3.2.3 Tincion con azul de Coomassie.

El gel se sumergid en solucién colorante de azul de Coomassie (0.1% de
azul de Coomassie, 40% de metanol y 10% de &cido acético) por 30 min;
posteriormente se colocd en solucion destefiidora (40% de metanol y 10% de acido
acético) hasta que se decoloré el gel por completo y solamente quedaron las

bandas tefidas.

3.3 COMPARACION ANTIGENICA ENTRE EL SEMEN DE CONEJO Y EL SEMEN
HUMANO POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET).

La inmunoelectrotransferencia se realizd de acuerdo a la técnica de Towbin
(27). Se prepard un minigel de poliacrilamida con SDS en gradiente de 10% a
18% T, 2.7% C, pH 8.8, con un gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 68 ¥
se colocd un peine de 6 carriles de 0.6 cm cada uno. Las muestras de los
antigenos problema (semen de conejo y semen humano ) se sometieron a SDS-

PAGE. Al término de la electroforesis se cortd parte del gel que contenia cada una
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de las muestras para tefiilas con azul de Coomassie y el resto de las proteinas
contenidas en el gel se transfirieron a papel de nitrocelulosa durante una hora a un
voltaje constante de 100 volts a 4°C, con agitacién constante, Como amortiguador
de transferencia se utilizé tris 25 mM, glicina 192 mM con 20% de metanol. El papel
de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se colocé en solucidén bloqueadara
(leche Svelty al 5% en PBS 0.1 M, pH 7.4) por una hora a 37°C y paosteriormente se
realizé un lavado de 10 minutos con la solucion de lavado ( PBS 0.1 M pH 7.4 con
tween 20 1:1000).

El papel de nitrocelulosa con las fracciones proteicas transferidas fueron
incubadas durante 15 horas a 4°C con el suero de un conejo inmunizado con semen
humano y adyuvante completo de Freund, el cual se diluyé 1:25 con la solucion
diluyente (leche Svelty al 1.0% en PBS 0.1 M pH 7.4 con tween 20 1:1000).
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno con la solucion de
lavado mencionada anteriormente. El papel de nitrocelulosa se incubd durante 2
horas y con agitacion constante con 1gG de cabra anti-gammaglobulinas de conejo
conjugada a peroxidasa diluida 1:1000, enseguida se realizaron 3 lavados de 10
min. cada uno y posteriormente se expusieran a la solucién cromégeno-substrato
(10 mg de 3'3-diaminobenzidina en 20 ml de PBS 0.1 M pH 7.4 con 40 ml de
peroxido de hidrégeno al 30%). La reaccidon se detuvo con § mi de HCI 1N. El papel

se enjuagd con agua bidestilada y se secd colocando sobre papel absorbente.
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3.4 INMUNIZACION POR VIA TRANSRECTAL DE LOS CONEJOS NUEVA
ZELANDA CON LOS DIFERENTES ANTIGENOS.

Se utilizaron 12 conejos machos Nueva Zelanda de doce meses de edad;
antes de cada inmunizacibn se les dejé en ayuno durante 12 horas,
permitiéndoles tomar solamente agua. Los conejos fueron organizados en cuatro
grupos, cada grupo fué inmunizado con un antigeno diferente: semen completo,
plasma seminal, espermatozoides todos ellos de origen humano, y solucién salina
como control negativo. Estos antigenos fueron aplicados por medio de catétéres
de plastico de calibre 21 introduciéndolos en el recto de los animales de estudio
en una longitud de 3 a S centimetros, lacerando con movimientos hacia adelante y
hacia atras para simular una relacion homosexual, la cantidad aplicada fue en
base a la concentracion de proteinas encontradas en 1x10° espermatozoides7ml.
Las inmunizaciones por via transrectal se llevaron a cabo una vez por semana,
durante doce semanas (25). Cada semana se sangraban a los diferentes grupos
de conejos para determinarles los titulos de anticuerpos totales anti-antigenos
seminales por hemaglutinacién pasiva, asi como para conocer el patron de

reconocimiento antigénico por inmunoelectrotransferencia o Westem blot .
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3.5 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION PASIVA.
3.5.1.- Tanacion de los glébulos rojos de camero. (GRC)

a) Se utilizaron 3 ml de glébulos rojos de camero a los cuales se les agregé 10

ml de solucién salina al 0.9 % se mezclaron y se centrifugaron a 2000 rpm durante

10 minutos. Este procedimiento de lavado se realizo tres veces.

b) De los GRC ya lavados, se hizo una dilucién al 2.5% tomando 0.5 ml a los

que se les agrego 20 ml de solucion amortiguadora de fosfatos ( PBS pH 7.2 ), y

se mezclaron suavemente.

c) Se tomaron 2 ml de los GRC al 2.5%, al que se le agregé 10 ml de agua

destilada. A esta solucion se le determiné la absorbancia a una longitud de onda

de 520, para estandarizarla entre 0.4 a 0.6 nm (28 ).

d) Se pesaron 0.1 gr de acido tanico, se disolvié en 100 ml de solucion salina

0.9 % { solucién patron ) . A partir de ésta solucién se hizo una dilucién con una

relacién 1:1000.

e) Se mezclaron Jlos GRC lavados con el acido tanico 1:1000 en una

proporcién 1:2 y se incubaron en bario de agua a 37°C durante 15 minutos.

f) Pasado este tiempo, los GRC se lavaron con solucion salina al 0.9% la cual

contenia 0.1% de suero inactivado y adsorbido de un conejo no inmunizado

(solucién diluyente ).

g) Los GRC anteriormente lavados se resuspendieron a su volumen original

con PBSpH7.2.
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3.5.2 Preparacion del antigeno.
a) Al semen completo sonicado se le hizo determinacién de proteinas por el
método de Lowry. Posteriormente se preparé una concentracion de 0.5 mg/ml

diluida en solucion salina pH 6.4 { recien preparada ).

3.56.3 Sensibilizacion de los GRC tanados.
a) Una suspension de GRC fanados, se pusieron en contacto viv con el
antigeno (0.5 mg/ml), ésta mezcla se incubé durante 15 minutos a 37°C en bano
de agua.
b) Posteriomente, los GRC fueron lavados con PBS pH 7.2, se centrifugaron a
1200 rpm durante 10 minutos por dos ocasiones, se deshechd el sobrenadante y

se resuspendieron los GRC sensibilizados con el antigeno a su volumen original.

3.5.4 Preparacion de los sueros de fos conejos problemas.
a) Los sueros de los grupos de conejos inmunizados por via fransrectal con
los diferentes antigenos, fueron inactivados durante 30 minutos a 56° C en bafio
de agua.
b) Los sueros ya inactivados, fueron adsorbidos v/iv con GRC lavados durante
45 minutos a 37° C (bafio de agua).
c) Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, y se

recuperaron los sobrenadantes ( sueros inactivados y adsorbidos )
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3.5.5 Titulacion de anticuerpos anti-antigenos seminales

a) Se preparé solucion diluyente con solucién salina al 0.9% adicionada con
0.1% de suero inactivado y adsorbido de un conejo sano.

b) 50 microlitros de la solucion diluyente fue puesta a cada uno de los pozos de
la microplaca de titulacion de poliestireno con 96 pozos fondo en U, menos al
primer pozo de cada hilera.

c) Se agregaron 100 microlitros del o los suero(s) problema(s) al primer pozo
de cada hilera. Se tomaron 50 ul del primer pozo y se hicieron diluciones seriadas
al doble, utilizando microdilutores hasta el undécimo pozo.

d) A cada pozo se le agregé 25 pl de GRC tanados y sensibilizados con el
antigeno. La microplaca se agité suavemente, se tapd con una cinta adhesiva y se
incubé toda la noche a 4°C en el refrigerador.

e) El titulo de anticuerpos correspondié a la reciproca de la maxima dilucién
del suero, que permitio la aglutinacién de los GRC.

Para llevar a cabo esta técnica se utilizaron sueros testigos positivas y
negativos. Como control positivo se utilizé el suero de un conejo inmunizado via
intradérmica con semen completo y adyuvante completo de Freund(28). Como
control negativo se utilizaron los sueros de los conejos inmunizados con solucién
+.alina. Asi también se puso como control negativo solucién diluyente, mas los

GRC sensibilizados con el antigeno.
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36 DETERMINACION DE LA CINETICA DE PRODUCCION DE
ANTICUERPOS ANTIANTIGENOS SEMINALES.

Todos los conejos problema se sangraron de la arteria auricular externa
una vez por semana, con una jeringa de 3 ml con aguja 23 x 25. La cinética de
produccion de los anticuerpos se hizo determinando el titulo de anticuerpos por
semana durante todo el tiempo que durd el estudio, la deteccién de anticuerpos se

llevé a cabo por la técnica de hemaglutinacion pasiva descrita anteriormente.

3.7 PATRON DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO POR
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

3.7.1 Andlisis de los antigenos mediante SDS-PAGE.

3. 7.1.1 Preparacion de geles.
Se utilizaron minigeles de poliacilamida con SDS (condiciones
desnaturalizantes), en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8; cuyas

dimensiones fueron 7 cm X 10 cm X 0.75 mm de grosor.

3.7.1.2 SDS PAGE de los antigenos problema.
Ei gel se sometié a un precorrimiento de 50 volts durante 20 min. antes de
aplicar las muestras.
Las muestras que se sometieron a clectroforesis en este experimento fueron

las siguientes: marcadores de bajo peso molecular SDS-7L y muestras de



los antigenos problema: semen completo sonicado, plasma seminal y células
espermaticas sonicadas, ésftas muestras se mezclaron con amortiguador de
muestras 4X para condiciones desnaturalizantes en relacion 3:1 (vA),
posteriornente se agitaron con un vibrador eléctrico y se calentaron en un bafio de
agua hirviendo durante 2 minutos.

La electroforesis se realizé a 80 volts en el gel de empaquetamiento y 150
volts en el gel de separacién hasta que el colorante (azul de bromofenot) alcanzé el

limite del gel.

372 IET de los antigenos problema

La IET se realizé de acuerdo a la técrica de Towbin (27 ). Se preparé un
minige!l de poliacrilamida con SDS en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH
8.8, con un gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 6.8 y se colocd un peine
con 3 carriles de 2 cm cada uno. Las muestras de los antigenos problema fueron 3
: semen, plasma seminal y espermatozoides humanos, los cuales se sometieron a
SDS-PAGE. Al término de la electroforesis se cort6 parte del gel que contenia cada
una de las muestras para tefirlas con azul de Coomassie y el resto de las proteinas
contenidas en el gel se transfirieron a papel de nitrocelulosa durante una hora a un
voltaje constante de 100 volts a 4°C, con agitacion constante. Como amortiguador
de transferencia se utilizd tris 25 mM, glicina 192 mM con 20% de metanol. El papel

de nitrocelulesa con las proteinas transferidas se colocd en solucion bloqueadara
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(leche Svelty al 5% en PBS pH 7.4) por una hora a 37°C y posteriormente se realizé
un lavado de 10 min. con la solucion de lavado ( PBS 0.1 M, pH 7.4 con tween 20
1:1000).

El papel de nitrocelulosa se cortd en tirillas de 4 mm de ancho, las cuales se
colocaron en una camara de incubacién.

Las tirillas que contenian las fracciones antigénicas se incubaron con los
sueros respectivos de los conejos inmunizados por via transrectal con los diferentes
antigenos, los sueros se diluyeron 1:25 con la solucidon diluyente (leche Svelty al
1.0% en PBS 0.1 M pH 7.4 con tween 20 1:1000). También se incluyeran un testigo
positivo que fue el suero de un conejo inmunizado con semen completo y adyuvante
completo de Freund por via intradémmica y el suero de un conejo inmunizado por
via transrectal con solucién salina como testigo negativo. Las tirillas se incubaron
durante 15 hrs a 4°C y posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada
uno con la solucién de lavado mencionada anteriomente. Posteriormente estas
tinllas se incubaron con suero de cabra que contenia un anti-anticuerpo IgG anti-
gammaglobulinas de conejo conjugado con peroxidasa y diluido 1:1000. Las tinllas
se incubaron durante 2 hr. con agitacidbn constante, enseguida se realizaron 3
lavados de 10 minutos cada uno y posteriormente se expusieron a la solucion
cromogeno-substrato (10 mg de 3'3 diaminobenzidina en 20 ml de PBS 0.1 M pH
7.4 con 40 ml de perbxido de hidrogeno al 30%). La reaccién se detuvo con HCI
1N. Las tirillas se enjuagason con agua bidestilada y se secaron colocandolas sobre

papel absorbente.



3.8. DETECCION POR INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS ANTICUERPOS ANTI-
ANTIGENOS SEMINALES EN ORGANOS DEL APARATO REPRODUCTOR DE
LOS CONEJOS INMUNIZADOS POR VIA TRANSRECTAL .

Una vez inducida la produccion de anticuerpos en los animales de
experimentacidn tratados con los antigenos seminales por via transrectal, y
despues de haber verificado el titulo en suero y el patron de reconocimiento
antigénico, se procedid a indagar si tales anticuerpos habian pasado en forma
natural y reconocido a los antigenos tisulares en los érganos del aparato
reproductor de los animales inmunizados.

Para esto, se sacrificaron los animales problema y controles, se procedié en
cada uno de ellos a disecar los testiculos, epididimos, conductos deferentes,
vesiculas seminales y prostata, que fueron fijados en formaldehido al 10% en
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2, 0.1M (PBS), por 24 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se hicieron 4 lavados con PBS-Glicina 0.01M a cada uno
de ios especimenes y se llevé a cabo la inclusion de los tejidos en parafina por la
técnica convencional siguiente (29): Se hizo una fijacion en y formaldehido al 10%
en PBS pH7.2 durante 12 horas, postenormente los especimenes se lavaron 4
veces con PBS-Glicina. Enseguida se llevd a cabo una deshidratacion progresiva
con diferentes concentraciones dz alcohol etilico:

50 % 1 hora
60 % 1 hora
70 % 1 hora



80 % 1 hora
96 % 1 hora
99 % 1 hora
99% 1 hora
99% 1 hora

Después de la deshidratacidn se llevé a cabo la preinclusion con xileno (2 cambios
de 1 hora cada uno). A continuacion se llevo a cabo la penetracion de la parafina: 2
cambios de parafina a 56°C de una hora cada cambio. Posteriormente se hizo la
inclusion y formacién del blogue de microtomia. Secciones de § a 7 micras de
grosor fueron cortadas y montadas en portaobjetos cubiertos con albumina de
Meyer (ovoalbumina al 50% en glicerina mas timol), el montaje se hizo en bano de
agua a 44°C en seguida las secciones histologicas mantadas en portaobjetas fueron
secadas en una estufa a 56° C durante 2 horas y posteriormente se
desparafinizaron en xileno (2 cambios de 5 minutos cada uno), luego se hizo una
hidratacion progresiva de los preparados histolégicos por inmersiones consecutivas
de 30 segundos cada una en concentraciones decrecientes de alcohol etilico { 99%,
96%, 80%, 70%) y por ultimo una inmersién en agua destilada. Las secciones
histolégicas de 5 a 7 p de grosor, después de hidratadas sirvieron para llevar a

cabo las técnicas de inmunofluorescencia directa e indirecta (29,30,31, 32).

3.8.1  Inmunofluorescencia directa.
Habiendo preparado previamente en nuestro laboratorio el anti-anticuerpo

marcado con isotiocianato de fluoresceina (IgG de cabra antigammaglobulinas de
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conejo ) y después de haber hecho una dilucién 1:4000, se procedio a ponerio en
contacto directo (50ul) con cada una de las secciones de los 6rganos muestreados.
Los cortes se incubaron en camara humeda durante 20 minutos a 37°C y
posteriormente se lavaron 3 veces con 5 mi de PBS-Glicina; después de lavados,
los cortes se montaron con glicina y un cubreobjetos y se observaron al microscopio
de epifluorescencia. Para cada una de las observaciones se conté con un testigo
positivo (secciones de tejido de los 6rganos problema de un conejo inmunizado por
via intratesticular con semen humano) y uno negativo ( secciones de tejido de los
diferentes o6rganos problema de un conejo inmunizado por via transrectal con

solucién salina) que fueron los mismos en todos los aspectos técnicos del trabajo .

3.82 Inmunofiuorescencia indirecta.

Para conocer si existia un reconocimiento por parte de los anticuerpos anti-
antigenos seminales humanos presentes en el suero de los conejos inmunizados
por via transrectal hacia los antigenos tisulares de los o6rganos de estudio,
utifizamos la técnica de inmunofiuorescencia indirecta.

Los preparados histolégicos, se incubaron con 50 ul del suero de los conejos
que contenian los anticuerpos anti-semen, antiplasma seminal y anti-
espemmatozoides humanos, durante 20 minutos a 37°C en camara himeda.
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-Glicina y después de los lavados se
incubaron con el anti-anticuerpo marcado con fluoresceina bajo las mismas

condiciones que la técnica anterior. Posteriomente se lavaron y los preparados



histolégicos se montaron en portaobjetos con glicina y se observaron en el
microscopio de epifluorescencia. Para todas las observaciones se incluy6 un testigo

positivo y uno negativo para el control de la técnica.



4, RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DE PROTEINAS A LOS ANTIGENOS DE ESTUDIO.
La concentracion de proteinas determinada por el método de Lowry en los
antigenos de estudio fue de :
semen completo sonicado............ 80 mg/mil
células espermaticas sonicadas...20 mg / ml

plasma seminal.................c...... 52 mg / ml

4.2 ANALISIS POR SDS-PAGE DEL SEMEN DE CONEJO Y EL SEMEN
HUMANO.

Luego de hacer el analisis mediante SDS-PAGE en gradiente y después de
haber teiido el gel con azul de Coomassie, observamos que en el carril donde se
puso como antigeno el semen de conejo existian aproximadamente 16 bandas
localizadas principalmente entre los marcadores de 66 y 14KDa. Cuando se utilizd
como antigeno el semen humano observamos aproximadamente 13 bandas
localizadas, al igual que el antigeno anterior entre los marcadores de 66 y 14 KDa.
(ver Fig.1). Al comparar el comrimiento electroforético entre los dos antigenos,
observamos que en ambos existian aproximadamente 5 bandas con un peso

molecular similar, localizadas entre los marcadores de 36 y 14 KDa .
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Fig.1 ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 10% A 18%T, 2.7%C
DEL SEMEN DE CONEJO Y EL SEMEN HUMANO. Carril 1: Semen de conejo,
Carril 2: Semen humano, Carril 3: Marcadores de peso molecualr SDS-7L. Tincion

con azul de Coomassie.



4.3 ANALISIS POR [ET DEL SEMEN DE CONEJO Y EL SEMEN HUMANO.

Para determinar la reactividad antigénica cruzada entre el semen de conejo y
el semen humano, analizamos los antigenos anteriores por IET, donde se determind
que si existia una similitud antigénica entre el semen de conejo y el semen humano
ya que el suero de conejo que contenia anticuerpos contra el semen humano,
reconocid aproximadamente 4 bandas de peso molecular similar en ambos
antigenos, estas bandas estaban localizadas principalmente entre los marcadares

de 47 y 14 kDa. (ver Fig.2).

44 CINETICA DE PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENOS
SEMINALES.

En la Fig.3 se represenia la cinética de produccion de anticuerpos contra
células espermaticas detectados por hemaglutinacién pasiva. Los anticuerpos
producidos contra este antigeno, se detectaron a partir de la 5a semana de
inmunizacién, el titulo maximo obtenido se determiné entre la 11a 'y 12a. semana de
inmunizacion.

En la Fig.4 se representa la cinética de produccion de anticuerpos presentes
en los sueros de los conejos nmunizados por via transrectal con semen completo
humano; los anticuerpos se detectaron a partir de la 7a. semana de inmunizacion y
el titulo maximo se detecté enla 10a y 12a. semana

La cinética de produccion de anticuerpos anti-plasma seminal se representa

en la Fig.5, en donde se obseiva la deteccién temprana de anticuerpos a partir de la
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7a. semana, y el titulo méximo obtenido por hemaglutinacién pasiva fue a partir de la

semana numero 10,

Fig.2 ANALISIS POR IET DEL SEMEN DE CONEJO Y EL SEMEN HUMANO.
Tirilla 1: Fracciones protéicas del semen de conejo reveladas con suero de conejo
inmunizado por via subcutanea con semen humano y adyuvante completo de Freund.

Tirilla 2: Fracciones protéicas del semen humano revelado con el suero anteriormente

mencionadado.
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Al hacer la comparacién entre las 3 cinéticas de produccién de anticuerpos
con los diferentes antigenos ( ver Fig.6 ), observamos que el comportamiento fue
similar en los tres casos, la aparicion de anticuerpos se present6 entre la 5a. y 7a.
semana y el titulo maximo se alcanzé entre la semanas 10 y 12. Como se puede
observar, no hubo diferencia en la cinética de produccion de anticuerpos con los 3
antigenos de estudio, a excepcion de los titulos producidos donde si hay marcada

diferencia.

4.5 TITULO DE ANTICUERPOS TOTALES ANTI-ANTIGENOS SEMINALES
DETERMINADO POR HEMAGLUTINACION PASIVA.

Los titulos maximos de anticuerpos detectados en los sueros de los conejos
inmunizados por via transrectal con semen completo, células espermaticas y
plasma seminal se representa en la fabla 1, observamos que los titulos de
anticuerpos anti-antigenos seminales oscilaron entre 128 a 512. El titulo maximo
obtenido entre los tres grupos de estudio fue de 512 y se detect6 en el suero de un

conejo inmunizado por via transrectal con semen completo.
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Fig.6 .- Comparacion entre las cinéticas de produccién de anticuerpos
anti-antigenos seminales producidos en conejos Nueva Zelanda por via
transrectal.
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Grupo de

conejos
inmunizados Titulos de anticuerpos maximos
Semen 256 512 "
Plasma 128 256 256
seminal
Células 128 128 X
espermaticas
Control {-) Negativo Negativo Negativo
Sol. salina

Control positivo

4128

Tabla 1.

* Fallecio.

Titulos de auticuerpos totales anti-antigenos seminales determinados por

Hemaglutinacion pasiva.




4.6 DETERMINACION DEL PATRON DE RECONOCIMIENTO POR IETDE LOS
ANTIGENQOS DE ESTUDIO.

Para detemminar el patron de reconocimiento antigénico de los sueros de los
conejos en estudio fue necesario someter a IET las siguientes muestras: semen
completo, plasma seminal y células espemrmaticas. Los sueros de los conejos
inmunizados con células espermaticas reconocieron 7 bandas de aproximadamente
66, 60, 32, 29, 23, 18 y 16 kDa. Los sueros de los conejos inmunizado con plasma
seminal reconocieron 6 bandas de aproximadamente 66, 60, 50, 18, 16 y 14 KDa.
El suero de ofro conejo inmunizado con el antigeno anterior, reconocié las bandas
de 60, 50, 32, 18, 16 y 14 KDa. Los sueros de los conejos inmunizados con semen
completo sonicado reconocieron 8 bandas de aproximadamente 60, 50, 45, 32, 29,
23, 18 y16 KDa (ver Fig.7).

Al hacer la comparacion entre los patrones de reconomiento antigénico de
los grupos de estudio (Fig.8) observamos que las bandas de 32,29, y 23 KDa son
probablemente fracciones proteicas propias de células espermaticas sonicadas y
que la banda de 50 KDa y probablemente la de 14 KDa son de plasma seminal.
Estas bandas y las otras compartidas anteriormente mencionadas estan presentes

en el semen completo (ver Fig.8).
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Fig.7. PATRONES DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO.

El grupo A corresponde a las fracciones protéicas de las células espermaéticas
reveladas con el suero de conejo inmunizado por via transrectal con el mismo
antigeno, se presenta una tirilla ya que el conejo No.2 de este grupo murio antes de
hacer el anélisis por IET. El grupo B comresponde a las fracciones protéicas del
plasma seminal revelados con los sueros de los conejos inmunizados con el mismo
antigeno. El grupo C representa al semen humano revelado con el suero de los
conejos inmunizados con semen. Las dos ultimas tirillas de cada grupo comresponden

al control positivo y negativo, respectivamente,
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Fig.8. COMPARACION POR IET ENTRE LOS PATRONES DE
RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

Tirilla 1: Fracciones proteicas de las células espermaticas sonicadas reveladas con
el suero de un conejo inmunizado con el mismo antigeno. Tirilla 2. Plasma seminal
revelado con el suero de un conejo inmunizado con el antigeno comrespondiente.
Tirilla 3: Semen humano revelado con el suero de un conejo inmunizado con el
mismo antigeno. Tirilla 4: Semen revelado con el suero de un conejo inmunizado
por via subcutanea con semen humano y adyuvante completo de Freund (control
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positivo). Tirlla 5: Semen humano revelado con el suero de un conejo inmunizado
por via transrectal con solucién salina (control negativo) .

4.7 DETECCION POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA DE LOS
ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENOS SEMINALES EN ORGANOS DEL
APARATO REPRODUCTOR DE LOS CONEJOS INMUNIZADOS POR

VIA TRANSRECTAL.

En ninguno de los grupos experimentales detectamos por la técnica de
inmunofiuorescencia directa, anticuerpos anti-antigenos seminales humanos, unidos
a los antigenos tisulares de los 6rganos del aparato reproductor de los conejos de

estudio.

4.8 DETECCION POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE LOS
ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENOS SEMINALES EN ORGANOS DEL
APARATO REPRODUCTOR DE LOS CONEJOS DE ESTUDIO.

No detectamos por la técnica de inmunofluorescencia indirecta anticuerpos
séricos anti-antigenos seminales humanos, que reconocieran a los antigenos
tisulares de los 6rganos del aparato reproductor de los conejos inmunizados por via

transrectal con los diferentes antigerios de estudio.



5. DISCUSION

Existen varios mecanismos propuestos de sensibilizacion masculina contra
antigenos espermaticos pero no han sido bien establecidos. En hombres
heterosexuales se considera que la causa puede ser debido a una alteracion en la
barrera hematotesticular después de una vasectomia o infeccion con la
consecuente inflamacion del tracto genital (18 ).

Los anticuerpos contra los componentes seminales estan presentes en el
suero de individuos homosexuales aparentemente sanos, por lo que el mecanismo
propuesto de sensibilizacion es una isoinmunizacién como consecuencia del felatio
o relacion anal ( 33 ). La exposicidon a espemmatozoides alogénicos, asi como a
compaonentes del plasma seminal, leucocitos y microoganismos puede traer como
consecuencia la activacion del sistema inmune (34), esto podria contribuir al
desarrollo de alteraciones a nivel del aparato reproductor de los individuos
homosexuales y bisexuales y traer como consecuencia infertilidad inmunolégica.

Ya que la informacién publicada sobre la respuesta inmune inducida por via
transrectal es escasa, fue importante estudiar parte de la respuesta inmune humoral
a traveés de un modelo experimental en conejos inmunizados por via transrectal con
semen, plasma seminal y espermatozoides humanos, con la finalidad de demostrar
la presencia de anticuerpos anti-antigenos seminales en el suero y en los 6rganos

del aparato reproductor de los conejos inmunizados. Asi intentamos conocer si por

41



via transrectal se activa una respuesta inmmune que pudiera provocar alteraciones
en los 6rganos del aparato reproductor de los animales problema.

Tauber y cols. (35) determinaron la existencia de una similitud electroforética
entre el semen de conejo y el semen humano. En nuestro estudio comprobamos
esa similitud electroforética y ademas comparamos la actividad inmunogénica entre
estos 2 antigenos mediante la técnica de Westemn blot. Los resultados indicaron
que existia similitud antigénica por lo cual nos atrevimos a comparar estudios
hechos en humanos con estudios hechos en animales utilizando semen humano,
como es el caso de nuestro frabajo de investigacion.

Al analizar los resultados de los titulos de anticuerpos anti-antigenos
seminales encontramos que el titulo mayor estuvo en el suero de los conejos
inmunizados con semen completo. Estos resultados los comparamos con los de
Wicher y cols (36), quienes hicieron inmunizaciones via transrectal durante 7 meses
con grupos de 12 conejos, la determinacién de anticuerpos la hicieron por la técnica
de ELISA y encontraron que el 50% de los animales inmunizados con semen
produjeron anticuerpos anti-semen, el 35% produjeron anticuerpos anti-plasma
seminal y el resto anticuerpos anti-espemmatozoides. Al comparar los resultados
encontramos que aunque la determinacion de anticuerpos no se hizo con la misma
técnica observamos en los 2 estudios, que la produccién de anticuerpos fue mayor
cuando se utilizé como antigeno semen completo y los de menor antigenicidad

fueron los espematozoides, por lo que podemos suponer que cuando estan juntos
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el plasma seminal y los espemmatozoides en condiciones normales (semen), son
mas inmunogénicos que si los fraccionamos.

En los estudios hechos por James K.(37) se indica que la baja
inmunogenicidad de los espematozoides se debe a que estan cubiertos con
plasma seminal al que se le ha atribuido actividad inmunosupresora y que cuando
se utilizan espermatozoides epididimarios estos van a tener mayor
inmunogenicidad, ya que no han estado en confacto con el plasma seminal. En
nuestro estudio los espermatozoides utilizados fueron lavados y centrifugados con
PBS pH 7.2, lo cual segin Harrison (38), no es el método adecuado para separar
completamente el plasma seminal de los espermatozoides, ya que existen algunas
proteinas del plasma seminal que se adhieren a la membrana espermatica por lo
que se requiere de un gradiente de densidad con Ficoll, para poder hacer la
separacion compieta.

Mathur y col.(39), inmunizaron a conejos Nueva Zelanda por via intradérmica,
con espemnatozoides y plasma seminal de individuos con problemas de infertilidad,
asi como de individuos sanos. Ellos indicaron en sus resultados que los sueros de
los conejos inmunizados con espermatozoides y plasma seminal de los individuos
sanos, tenian titulos bajos de anticuerpos y con efecto aglutinante pero que no
llegaban a alterar la capacidad fertilizante de los animales; en cambio los sueros de
los conejos inmunizados con los espematozoides y plasma seminal de hombres
infértiles tenian titulos muy elevados y con efecto citotoxico, por lo que concluyen

que los espemmatozoides y el plasma seminal de hombres infértiles son mas
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inmunogénicos que el de los individuos sanos. Analizando nuestros resuitados en
base al antigeno utiizado y compardandolo con el estudio hecho por Mathur,
podemos suponer que si se utilizara como antigeno el semen, el plasma seminal y
los espermatozoides de individuos infértiles, probablemente el titulo de anticuerpos
obtenido por via transrectal hubiera sido mas elevado y quizd con actividad
citotoxica. En nuestro trabajo de investigacion, detectamos que los anticuerpos
obtenidos eran con capacidad agiutinante ulilizando como antigeno semen de
individuos sanos.

Al analizar los titulos de anticuerpos en los sueros de los conejos
inmunizados con los diferentes antigenos por via fransrectal y compararios con
nuestro conejo control positivo en el cual obtuvimas un titulo de 4,128, podemos
decir que los titulo obtenidos en los sueros de nuestros conejos problema fueron
bajos sin embargo, aun asi se demostrd la produccion de anticuerpos contra las 3
fracciones antigénicas utilizadas en nuestro estudio. Ademas hay que aclarar que
nuestra conejo control positivo fue inmunizado via subcutdnea con el antigeno
mezclado con adyuvante completo de Freund en la forma convencional, es decir de
la manera en la cual nosotros sabiamos que Tbamos a obtener titulos elevados de
anticuerpos. Por el contrario en nuestro estudio se utilizé unicamente el antigeno vy
la via de inmunizacion transrectal, la cual es un método de inmunizacién diferente a
las comunes.

Anticuerpos policlonales y monoclonales han sido utilizados para identificar y

caracterizar antigenos. En nuestro estudio se indujeron anticuerpos policlonales



contra los diferentes antigenos seminales y con los que se identificaron las
diferentes fracciones protéicas inmunodominantes.

Cuando utilizamos como antigeno una mezcla de espermatozoides lavados y
sonicados, los sueros de los conejos inmunizados con este antigeno reconaocieron
por la técnica de Western blot las siguientes fracciones proteicas: 66, 60, 32, 29, 23,
18 y 16 KDa (ver Fig.7). Nuestros resultados son similares al patrén de bandas
encontrado por Bradford y Menge(40) quienes determinaron la isoantigenicidad de
espermatozoides de conejos después de haber inmunizado intrauterinamente a
conejos hembras con extractos espermaticos. Con el isoantisuero obtenido se
detectaron por la técnica de Western blot bandas de 76, 61, 41, 33, 30,26 y22 KDa.
Consideramos que existe una similitud en las bandas de 60,32, 29, y 23 KDa,
obtenidas por nosotros.

O'Rand y col.(41) identificaron un antigeno espermatico acrosomal de conejo
con un peso molecular de 30 kDa. En el estudio obtuvimos una fraccién protéica
con un peso molecular de 29 KDa, por lo que podemos sugerir que esta fraccion
protéica podria corresponder a la encontrada por O’Rand.

En este estudio no llevamos a cabo una isocinmunizaciéon, no utiizamos
adyuvante y ademas utilizamos una via de inmunizacion no ortodoxa. A pesar de
estas diferencias consideramos que en nuestros resultados si existen algunas
bandas protéicas cuyos pesos moleculares son aproximados o similares a las

bandas obtenidas en los estudios anteriormente descritos de los diferentes autores.
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Wingate y col.(42) identificaron por Westem blot diferentes antigenos en
espermatozoides capacitados de individuos fértiles e infértiles. Los individuos fértiles
presentaron fracciones antigénicas con un peso molecular de 34/36, 46, 68,105 y
115 KDa y las fracciones protéicas de los individuos infértiles fueron de 22/24, 30,
32, 50, 80, 88/92 KDa. Al comparar estos resultados con los nuestros, donde
utiizamos como antigeno espermatozoides lavados y sonicados de individuos
aparentemente sanos, observamos que existe una similitud en los pesos
moleculares entre las bandas de 22/24, 30 y 32 KDa con las bandas de 23, 29 y 32
KDa observadas en nuestro estu&io. Aparentemente existen diferencias en la
comparacion electroforética y antigénica de acuerdo a la capacidad fertilizante de
los espermatozoides, pero aunque en esta investigacion no se comprobé la
fertilidad de los individuos donantes incluidos, es probable que la similitud entre las
bandas del grupo de los infértiles con los de este estudio, sea debido a la via de
inmunizacién utilizada.

Al comparar nuestros resultados con los resuttados de las investigaciones
descritas anteriormente y al hacer un andlisis general, podemos decir que las
bandas de 23, 29 y 32 KDa observadas en nuestros resultados son las fracciones
antigénicas exclusivas de espermatozoides y que el resto de las fracciones
antigénicas detectadas pertenecen probablemente a proteinas seminales que se
adherieron a las células espermaticas. :
Algunos de los antigenos del plasma seminal han sido aislados y se han

estudiado sus propiedades fisicas y quimicas (43). El antisuero contra plasma

46



seminal reacciona cruzadamente con espermatozoides eyaculados y lavados, pero
no con espermatozoides del epididimo (44), lo que puede confimar que adn el
lavado de los espermatozoides no elimina del todo proteinas del plasma seminal
adheridas a la membrana de las células espemmaticas, 0o que el anticuerpe anti-
plasma seminal reconoce estructuras quimicas compartidas solo con
espermatozoides maduros.

La aparicion de los antigenos se desarrolla durante la espermatogénesis. El
patron de cambios antigénicos va de acuerdo a su localizacién en el tracto genital
masculino. Después de la capacitacion, pocos antigenos de estadios inmaduros son
detectados.

Cuando utilizamos como antigeno el plasma seminal obtuvimos el siguiente
patrén de reconocimiento antigénico: 66, 60, 50, 45, 18, 16 y 14 KDa (ver Fig.7).
Mathur y col (39), inmunizaron por via intradémica a conejos machos Nueva
Zelanda con plasma seminal de hombres fértiles e infértiles. Los anticuerpos
producidos y analizados por Western biot demostraron las siguientes fracciones
proteicas: 58, 49, 43, 28, 25, 18 y 15 KDa. Al 6ompararlos con nuestros resultados
encontramos cierta similitud en los pesos moleculares de las bandas de 60, 50,
45,18 y 16 de nuestra investigacion. El patron de bandas encontrada por Mathur fue
producto de la inmunizacion via intradérmica con el antigeno aplicado junto con
adyuvante completo de Freund por lo cual volvemos a considerar que a pesar de

P

que las vias de inmunizacion y la forma de preparacion del antigeno fueron

diferentes, los patrones de reconocimiento antigénico son muy similares. Podemos
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decir que independientemente de la via de entrada de los antigenos seminales, el
sistema inmune los reconoce de la misma manera.

Las bandas de 66 y 60 KDa fueron reconocidas por los sueros de los conejos
inmunizados con solucion salina (control negativo), probablemente debido a que el
semen humano tiene reactividad cruzada con otros tejidos humanos como rifones,
higado y pulmén, pero también reacciona cruzadamente con tejidos de otras
especies como conejos y cobayos ( 45). No podemos dejar de descartar que
algunos de los sueros de los conejos hayan reconocido bandas proteicas
pertenecientes a los HLA debido a |la presencia de leucocitos en el semen, sin
embargo esta posibilidad es remoia si consideramos la proporcion relativamente
baja en la que se encuentran y que ademas la presencia de dichos antigenos en el
espermatozoide es todavia debatible (46).

El semen completo fue el mas inmuncgéenico de los antigenos de estudio, ya
que fue el que tuvo un mayor titulo de anticuerpos y al revelar el patron de
reconocimiento antigénico la intensidad de color en las bandas fue mas fuerte e
incluso muy similar al patron de reconocimiento antigénico del control pasitivo. Con
este antisuero se observaron todas las bandas protéicas encontradas en los otros
dos antisueros, lo que pudiera contribuir a que el semen completo fuera mucho mas
inmunogénico que cuando se separaron en sus componentes: plasma seminal y
espermmatozoides.

Con la técnica de inmunofluorescencia directa, se traté de detectar si los

anticuerpos anti-antigenos seminales habian atravesado las barreras tisulares y se
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encontraban reconociendo antigenos de los 6rganos del aparato reproductor del
animal en experimentacion. Los resultados fueron negativos. Al contrastar estos
resultados junto con Ila literatura citada, pensamos que se debié a que no se
produjo una alteracion localizada en ninguno de los 6rganos de estudio, lo cual
pudimos comprobar al observar los cortes histologicos tefiidos con hematoxilina y
eosina en los cuales no se detectd dano alguno. Rumke (13) sefala en su trabajo
de investigacién que los anticuerpos séricos solo pueden alcanzar el aparato
reproductor siempre y cuando se produzca una alteracién localizada, por lo tanto, es
probable que esta situacion que no se presentd en nuestro estudio, fuera la causa
de no tener resultados positivos.

Para determminar si los anticuerpos presentes en el suero de los animales
inmunizados eran capaces de reconocer antigenos expresados en testiculo,
epididimos, conductos deferentes, préstata y vesicula seminal, utilizamos la técnica
de inmunofluorescencia indirecta. Los resultados obtenidos fueron negativos.
Algunos autores (44, 45) han indicado que en el semen existen antigenos de
reaccion cruzada con érganos del aparato reproductor de otros animales. Puesto
que en las diferentes etapas de maduracion se van adquiriendo antigenos y a la vez
se van suprimiendo otros, es probable que los antigenos seminales que despiertan
la produccién de anticuerpos sean antigenos expresados solamente en
espermatozoides maduros; esto podria ser la explicacion de la falta de dichos
antigenos en los tejidos. Para poder corraborar si los anticuerpos producidos eran

propios de antigenos seminales humanos, se hicieron reaccionar con secciones de
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testiculo y epididimo humano y se obtuvo un resultado positivo. Suponemos en
consecuencia que la falta de reconocimiento pudo deberse a falta de reactividad
cruzada entre el semen humano y los tejidos de los testiculos, epididimo, conductos
deferentes, prostata y vesicula seminal del conejo..

Es importante seguir estudiando las caracteristicas inmunolégicas de los
antigenos seminales, ya que la amplia reactividad cruzada con muchas moléculas
impide una buena caractenzacion de cada uno de estos antigenos; ademas es
relevante mencionar que la via de inmunizacion transrectal es la menos estudiada,

por lo que es muy importante ampliar este campo de investigacion .
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6. CONCLUSIONES

- La inmunizacion transrectal en conejos permite la preducion de anticuerpos séricos

contra antigenos seminales humanos.

- Existen 5 fracciones antigénicas o probablemente mas, que son propias de plasma
seminal y 3 de células espermaticas. En el semen completo se encontraron todas

estas fraccciones y otras compartidas .

- Los anticuerpos contra antigenos seminales humanos no reconocieron a los
antigenos tisulares de los drganos del aparato reproductor de los conejos de

estudio.
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8. APENDICES

APENDICE A

EQUIPO:

Agitador magnético RC-353 (CORNING)

Balanza analitica 2024 MP( SARTORIUS)

Balanza granataria (SARTORIUS)

Bafio de agua B6990 ( AMERICAN)

Bomba peristaltica (LKB)

Camara de electroforesis { BBORAD)

Camara de transferencia. Model Trans Blot Cell (BIO-RAD)
Centrifuga eppendorf 5415 ( BRINKMANN )

Centrifuga TJ-6 (BECKMANN)

10. Centifuga Serofuga Il ( CLAY ADAMS)

11. Centrifuga J2-21 (BECKMAN)

12. Espectofotdmetro DU-6 (BECKMAN)

13. Fuente poder Modelo 1000/500 (BIO-RAD)

14. Formador de gradientes Modelo 385 (BIO-RAD)

15. Incubadora (J. M. ORTIZ)

16. Incubadora con agitacién. Dubnoff metabolic ( GCA/ PREC.SCI )
17. Microplaca de poliestireno para fitulacién con 96 pozos fondo en U. 3910
(FALCON) .

18. Microscopio de epiflucrescencia (Zeiss) .
19. Potenciometro 43 (BECKMAN)

20. Refrigerador Ultra low (AMERICAN SCI. PROD.)

21. Refrigerador (KELVINATOR)

W NI AW N &
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22, Secador de geles (EPHORTEC)
23. Sonicador modelo 450 (BRANSON)
24. Vortex mixer s/p (AMERICAN SCI. PROD.)
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APENDICEB

REACTIVOS QUIMICOS

1. Adyuvante completo de Freund (SIGMA)
2. Acido tanico ( MALLINCKRODT )

3. Acido acético glacial (MERCK)

4. Acido clorhidrico (MERCK)

5. Acido nitrico (MERCK)

6. Acrilamida (SIGMA)

7. Albamina sérica bovina (SIGMA)

8. Amberlita XAD-7 (SIGMA)

9.Anticuerpo polivalente anti-gamma de conejo desamollada en cabra conjugado
a peroxidasa (SIGMA).

10.

Anticuerpo IgG de cabra anti-gamma de conejo conjugado a isotiocianato de

fluoresceina ( elaborado en el Departamento de Inmunologia ).
11. Azul de bromofenol (SIGMA).

12. Azul de Coomassie G-250 (LKB)

13. 2B-Mercaptoetanol (SIGMA)

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

Cloruro de potasio (MERCK)

Cloruro de sodio (MERCK)

3-3' Diaminobenzidina (SIGMA)

Dihidrégeno fosfato de potasio (MERCK)
Dodecilsulfato de sodio (SDS) (SIGMA)
Etanol (MERCK)

Eosina ( FISHER)

Fosfato dibasico de sodio anhidro (MONTERREY)
Fosfato de sodio monabasico (MONTERREY)
Formaldehido (MONTERREY)

Glicerol (SIGMA)
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25. Glicina (SIGMA)

26. Hematoxilina de Harris (Fisher)

27. Hidréxido de sodio (FISHER)

28. Leche descremada "Svelty" (NESTLE)

29. Oxido de mercurio rojo (PRODUCTOS QUIMICOS)
30. Marcadores de peso molecular Stock No. SDS-7 L Dalton Marck (SIGMA)
31. Metanol (MERCK)

32. Microtomo tipo minot { SPENCER)

33. Nitrato de plata (MERCK)

34. N,N'-metilen-bis-acrilamida (SIGMA)

35. N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamino (TEMED) (SIGMA)
36. Papel de nitrocelulosa de 0.45 m (BIO-RAD)

37. Papel Whatman No. 1

38. Parafina (MERCK)

39. Peroxido de hidrégeno al 30% (MONTERREY)

40. Persulfato de amonio (SIGMA)

41. Trizma-base (SIGMA)

42. Tween 20 (SIGMA)

43. Sulfato de aluminio y potasio (control técnico)

44 Xileno (MONTERREY)



APENDICE C

PREPARACION DE REACTIVOS.

I. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) 0.1IMpH 7.2-7.4

NaCl 8g
Na,HPO, 1229
KH,PO4 02g
KCI 02g

Aforar a 1000 ml con agua bidestilada.

Il. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) 0.1M pH 6.4

NaCl 89
Na,HPO, 1.22g
KH,PO, 0.2g
KCl 02g

| Aforar a 1000 ml con agua bidestilada.

Ajustar el pH a 6.4 con HCI 1N.
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Ill. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) - FORMALDEHIDO

AL 4 %.
Agua destilada 900 mi
NaH,PQ, anhidro 35¢g
Na,HPO, anhidro 659
Formol al 40% 100 mi

IV. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)- GLICINA AL 0.1%.
glicina 0.1gr

PBSpH 7.2 100 ml.

V. PBS CON SUERO NORMAL DE CONEJO AL 0.1%.

Agregar 0.1 ml de suero inactivado y adsorbido de conejo no inmunizado, en

100 ml de PBS pH 7.2
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V1. PREPARACION DE ACIDO TANICO.
Acido tanico 0.1gr
disolver en solucién salina al 0.9%, aforar a 100ml.( solucién A )

de la solucién A tomar 0.1 ml y aforar a 100ml. {solucién de trabajo).

VIl. SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA

Tris 03g
Glicerol sml
Agua bidestilada 17.5ml

Ajustar el pH a 6.8 con HC| concentrado.
Agregar 1 grde SDS
Agregar 0.005 gr de azul de bromofenol

Mezclar y aforar a 50 ml con agua desiilada.

VIIl. SOLUCION AMORTIGUADORA PARA GEL DE SEPARACION pH 8.6
Tris-HCI 18.28 g
Tris-OH 18.17 g
Disolver en 30 ml de agua destilada i
Ajustar pH a 8.6 con HCI 5N

Aforar a 50 ml con agua bidestilada
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IX. SOLUCION AMORTIGUADORA PARA GEL CONCENTRADOR pH 6.8
Tris-OH 7.25g
Agua bidestilada 20 ml
Ajustar pH a 6.8 con HCI 5N

Aforar a 50 ml con agua bidestilada.

X. SOLUCION DE MONOMEROS , ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA.

Acrilamida 30g
Bisacrilamida 08¢
Agua bidestilada hasta 60 ml

Agitar durante 12 hra 4 °C
Aforar a 100 ml con agua bidestilada, agregar 4 g de amberiita
Agitar durante 1 hora, filtrar en papel Whatman No. 1

Guardar en oscuridad a 4 °C

XI. DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS) AL 10 %
SDS 109

Agua bidestilada hasta 100 mi



XIl. PERSULFATO DE AMONIO AL 10 %
Persulfato de amonio 100 mg

Agua bidestilada Tml

Preparar al momento de usarse

Xiil. REGULADOR DE TRANSFERENCIA

Trizma base 3.02¢g
Glicina 1441¢
Metanol 200 mi
Aforara 100 ml

XIV. SOLUCION MADRE PARA TINCION DE PROTEINAS
Azul de Coomassie R250 29

Agua bidestilada 200 mi

XV. COLORANTE DE TRABAJO PARA TINCION DE PROTEINAS: AZUL DE

COOMASSIE AL 0.125% EN METANOL:ACETICO:AGUA

Solucion de Azul de Coomassie R250 62 mi

Metanol absoluto 250 mi
Acido acético glacial 50 ml
Agua bidestilada 137.5 mi

Filtrar en papel Whatman 1
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XVI. REGULADOR DE LAVADC PBS-TWEEN 0.1%

PBS 10X 100 ml
Tween 20 1ml
Agua bidestilada 800 mi
Ajustara pH 7.3

Agua bidestilada hasta 1000 ml

XVIl. DECOLORANTE PARA GELES DE POLIACRILAMIDA

Metanol absoluto 500 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua bidestilada 400 mi






