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- Poblac. cel.: Poblacién celular.

- ul: Microlitro.

- FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

- PE: Ficoeritrina.

- Control (+): Control positivo.

- Control (-): Control negativo.

- FSC: Forward Scatter,

- SSC: Side Scatter.

- FL1: Fluorescencia 1.

- FL2: Fluorescencia 2.

- Fig.: Figura.

- FACs: Citémetro de flujo.

- IBF: Immunoglobulin Binding Factor.
- AAE tipo IgG/A: Anticuerpos antiespermatozoide del tipolgGelgA.
- TNF: Factor de Necrosis Tumoral.

- céls.: Células.

- Zn: Zinc.

- IFD: Inmunofluorescencia directa.

- n°; Nimero.

- monoc.: Monocitos.

- LES: Lupus eritematoso sistémico







Indice IX

INTRODUCCION

L.- Anatomo-fisiologfa del aparato genital masculino

I.1.- Embriologfa gonadal




Indice X

IV.- Esterilidad como resultado de una respuesta inmune
contra los antigenos espermaticos

IV.1.- Esterilidad masculina
IV.2.- Esterilidad femenina

V.- Mecanismos protectores del espermatozoide en el tracto
reproductor masculino

V.1.- La barrera hemato-testicular

V.2.- Falta de expresién de antigenos HLA por las células
germinales

V.3.- Inmunorregulacién

V.3.1.- El testiculo como lugar de privilegio inmunolégico ..
V.3.2.- Efectos inmunosupresores del liquido seminal .........
V.3.2.1.- Viabilidad celular
V.3.2.2.- Proliferacién celular
V.3.2.3.- Células Natural Killer

V.3.2.4.- Efectos anticomplemento

V.3.2.5.- Funcién de fagocitosis

V.3.2.6.- Enmascaramiento de los antigenos
espermdticos (efecto masking)

V.3.2.7.- Relevancia clinica de la inmenosupresion
ejercida por el liquido seminal

V.3.3.- Células
V.3.3.1.- Células de Leydig
V.3.3.2.- Células de Sertoli
V.3.3.3.- Linfocitos y células del sistema inmune




Indice XI

V.3.4.- Factores inmunorreguladores
V.3.4.1.- Factores testiculares
V.3.4.1.1.- Posibles péptidos inmunorreguladores del
testiculo
V.3.4.1.2.- Esteroides sexuales .............ccoevvnreerenereennn. 51
V.3.4.2.- Productos leucocitarios

L.- Instrumentos y material desechable
I.1.- Instrumentos
Li-Mucrnlaesehable. ..o e 63

II.- Medios de cultivo

III.1.- Grupo control de individuos fértiles

II1.2.- Varones de parejas estériles por factor

masculino no inmunolégico
IIL.3.- Varones de parejas estériles por factor masculino
inmunolégico tipo Ig G/A
II1.4.- Varones de parejas estériles por factor masculino
inmunoldgico tipo Ig G
I11.5.- Individuos vasectomizados




IV.2.- Anticuerpos moncclonales utilizados
IV.2.1.- Poblaciones celulares caracterizadas

IV.3.- Procedimiento
IV.3.1.- Técnica de inmunofluorescencia directa
IV.3.2.- Citometria de flujo
IV.3.2.1.- Fundamento de la citometria de flujo
IV.3.2.2.- Anilisis por citémetro de flujo

V.- Anilisis por citometrfa de flujo de las células CD16(+)

observadas en eyaculados con AAE. ..............ccuuevvunnnnenn... G7
V.1.- Estudio de la captacién del Ac. Mo. anti-CD16
por espermatozoides con AAE. ........cccccceuvviviiirininnnne. 98
V.2.- Estudio de la reactividad cruzada de AAE con los
Imiocitos de evacHIMBs. .........coiviiiiiiiiiiia ety 99

W= MISIOos ColIBIIOBE. ... st e 100

W] AnES GRACHIBINDG civiinesivsiiiins saomnns ssiasssisinsatn 100
VI.2.- Estudio de la normalidad de las variables. ................ 101
VL.3.- Comparacién de medias entre los diferentes grupos .... 101
V1.4.- Comparacién de medias entre dos grupos




Indice XIII

RESULTADOS

DISCUSION




Introduccion




Introduccién 3

.- ANATOMO-FISIOLOGIA DEL APARATO GENITAL
MASCULINO.-

[.1.- EMBRIOLOGIA GONADAL.-

El inicio de las génadas es un relieve longitudinal en el mesotelio
celémico, que se produce por un engrosamiento y proliferacién de éste.
Este relieve o cresta genital crece paulatinamente dentro de la cavidad
celémica, de tal modo que al final del desarrollo gonadal, ésta se
encuentra casi en su totalidad dentro del celoma, a excepciénde una zona
por la que queda suspendida mediante una doble hoja peritoneal.

Caudalmente, las dos crestas genitales se fusionan formando el
cordon genital.

Inicialmente la génada es indiferente en su forma, siendo

indistinguible el sexo histolégico del embrién. En este periodo, el

mesotelio celémico prolifera y forma los cordones sexuales primarios,
que se adentran en el mesénquima, en cuya estructura quedan insertos
los gonocitos o células germinales, que se habian originado extraordina-
riamente y que emigran del esbozo gonadal hacia la 62 semana.

L.1.1.- EMBRIOLOGIA TESTICULAR.-

Entre la 7% y 82 semana, se empieza a distinguir los cambios
estructurales que permiten establecer el sexo embrionario. Los cordones
sexuales se anastomosan v penetran atin mds en el mesorquio, haciéndose
cada vez mds delgados hasta formar una red (rete testis).

La génada queda cubierta por una capa de tejido fibroso llamada
tinica albuginea, que va a separar los cordones sexuales del mesotelio.
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Los cordones sexuales se alargan formando los tubos rectos, que
conectan con la rete testis; a su vez, ésta se une a los tubulillos
mesonéfricos o conductillos eferentes, que actian como vinculo entre la
rete testis y el conducto de Wolff.

[.1.2.- CONDUCTOS GENITALES .-

Durante el periodo indiferente gonadal, se forman dos sistemas de
canales con funci6n excretora llamados de Wolff y de Miiller. M4s tarde,
en el periodo de diferenciacién de las génadas, el conducto de Wolff en
el sexo masculino, se transforma en el epididimo, canal deferente,

vesicula seminal y conductos eyaculadores, regresando el conducto de
Miiller.

.1.3.- DESPLAZAMIENTO GONADAL .-

Las génadas se desarrollan a nivel lumbar, realizando conexiones
con vasos y nervios, que las van a acompafiar en su periplo hasta su

ubicaci6n definitiva. La emigracién testicular es muy larga hasta la bolsa

escrotal, interviniendo en ella tanto el crecimiento del dorso del embrién
como el alargamiento del recessus vaginalis, que da lugar al canal vagino-
peritoneal que lleva al testiculo, atravesando la pared abdominal, hacia
el escroto.

L1.2.- ORGANOS SEXUALES MASCULINOS.-

1.2.1.- TESTICULOS.-

Las génadas masculinas o testiculos son dos, de forma ovoidea y
simétricas. Miden unos 4,5 x 2,8 cm y pesan alrededor de 30-40 gramos.
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Estdn cubiertas por las siguientes capas:

1*.- Tiinica vaginal.
22 - Tdnica albuginea.
32.- Tdnica vascular,

Elparénquima testicular est4 constitufdo por los tibulos seminiferos
y el tejido intersticial.

[.2.1.1.- TUBULOS SEMINIFEROS.-

Ocupan el 75% del parénquima del testiculo. Forman unas
lobulaciones, que estin separadas por tejido fibroso. Los tibulos
seminiferos desembocan en la Rete Testis, que ocupa una situacién
central en el testiculo. El epitelio de estos tibulos est4 constituido por los
siguientes grupos celulares:

1°.- Células musculares.

2°.- Células de Sertoli: Su citoplasma descansa en la membrana
peritubular, extendiéndose hacia la luz del tibulo seminifero. Las células
de Sertoli sélo se reproducen en la vida fetal y perinatal. Grandes
proyecciones citoplasmdticas van a envolver las c€lulas germinales en
maduracién. La fntima unién de sus citoplasmas produce una barrera
funcional de importancia para la exclusién selectiva de grandes molécu-
las de la luz del nibulo.

3°.- Células germinales: En los testiculos maduros Jas células

germinales van desde las m4s diferenciadas o espermatogonias, I~cali-

zadas en la periferia del epitelio seminifero en la membrana peritubular,
hasta los espermatozoides maduros, cercanos ya a la luz tubular,
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sufriendo un proceso dividido en diversos estadios, denominado
espermatogénesis.

1.2.1.2.- TEJIDO INTERSTICIAL.-

Los tibulos seminiferos se encuentran inmersos en las células
intersticiales, vasos y tejido coldgeno. La célula que en el intersticio
realiza la funcion principal es la célula de Leydig, que tampoco se divide
en el testiculo adulto. Estas células poseen gran cantidad de reticulo
endopldsmico liso y producen esteroides, principalmente testosterona,
cuya funcién es necesaria para estimular la aparicién de los caracteres
secundarios sexuales y diversas acciones metabdlicas.

1.2.2.- ORGANOS SEXUALES MASCULINOS.-

En la rete testis, ubicada en la zona central del testiculo, desembo-
can los tibulos seminiferos. Esta red termina en un solo conducto
llamado epididimo. Hay que resaltar el importante papel que posee este
6rgano en la maduracién de los espermatozoides, que desarrollan la
habilidad de fertilizar los ovocitos a su paso por el epididimo (Hinrichsen
y Blaquier, 1980; Moore y cols., 1983). Una expresién de los fenémenos
madurativos de los espermatozoides durante el trénsito epididimario estd
constituida por los cambios er las propiedades antigénicas de estas
células, como resultado de la adici6n, sustracién y modificacién de los
antigenos de la superficie espermdtica. Paralelamente a sus funciones de
absorci6n y secrecién, incluyendo el transporte de los espermatozoides
hacia los conductos eyaculadores, se conoce la existencia de linfocitos
y macrofagos intraepiteliales en el epididimo (Ritchie y cols., 1984), que
pueden desempefiar un importante papel en la inmunologfa del tracto
reproductor masculino. Asimismo, la mayoria de los cambios funciona-

les asociados a la adquisicién de la motilidad lineal y progresiva tienen
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lugar en este 6rgano.

Sin embargo, algunos investigadores defienden la teorfa de que la
expresion antigénica y, en definitiva, la capacidad fertilizante de los
eyaculados es un fenémeno intratesticular adquirido durante la
espermatogénesis (Silber, 1988; Silber y cols., 1988). A favor de esta
idea se encuentra el reciente trabajo de Schoysman y cols. (1993), que
consiguen elevadas tasas de fertilizacién en programas de FIV utilizando
espermatozoides intratesticulares.

El epididimo desemboca en un tubo menos enrollado o conducto
deferente, de alrededor de 30 c¢ms., que comunica con la vesicula
seminal.

Las vesiculas seminales son dos pequenos sacos, situados en la cara
posterior e inferior de la vejiga. La secrecién de este érgano, muy rica
en prostaglandinas y fructosa, posee principalmente una funcién ener-
gética y neutralizante.

La préstata es una gléndula que se localiza a nivel del cuello dela
vejiga. Es atravesada por los conductos eyaculadores, que desembocan
en la uretra posterior,

Dentro de los 6rganos sexuales accesorios, queda por mencionar las
gldndulas bulbouretrales y uretrales (gldndulas de Cowper y Littré), que
desembocan respectivamente en la uretra bulbar y en la uretra anterior.
Su unica funci6n parece ser la de la lubrificacién.

I.- ESPERMATOGENESIS. -

Se denomina espermatogénesis al proceso por el cual proliferan y
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se diferencian las células germinales masculinas. Este proceso tiene
lugar en el interior del epitelio de los tibulos seminiferos, los cuales
como ya se ha referido, ocupan la mayor parte del parénquima testicular.
Este parénquima estd constituido principalmente por las células de
Sertoli y por las células germinales, que van desde las menos diferencia-
das o espermatogonias, muy periféricas, hasta los espermatozoides, en
situacion central y cercanos a la luz tubular.

Laespermatogénesis se completa totalmente en la pubertad (Nielsen,
1986) y dura aproximadamente 74 dias (Heller, 1964), en el transcurso
de los cuales, sélo una quinta parte de las células derivadas de la mitosis
de las espermatogonias maduran a espermatocitos (Huckins, 1978). La
produccién de espermatozoides es continua, requiriendo, por tanto, un
constante aporte de células germinales en estadfos inmaduros.

La inspeccion microscépica de cortes de tejidos de los tibulos
seminfferos demuestra que estd compuesta por células germinales en
diversos estadios del desarrollo. La cinética seguida por las células
germinales en los testiculos de algunos mamiferos demuestra una
ciclicidad en cualquiera de las 4reas, es decir, se forman asociaciones
celulares precisas denominadas estadios, que se suceden con cardcter

ciclico. Aparece, por tanto, el concepto de onda de la espermatogénesis.
En los testiculos humanos, los cortes de los tibulos seminiferos no han
demostrado una espermatogénesis en ondas (Paniagua, 1984). Existe

cierta dificultad, por tanto, para comprender la espermatogénesis
humana. Sin embargo, se ha podido comprobar en cortes transversales
de los tibulos seminiferos, la presencia de diferentes estadios. Ello
podrifa sugerir una distribucién en hélice de las células germinales en el
curso de su evolucion (patrén helicoidal) (Dadoune y Demoulin, 1991).
Algunos investigadores han confirmado una ritmicidad en la
espermatogénesis humana, al detectar valores inferiores en el recuento
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de espermatozoides en el verano, mientras que los valores mdximos se
obtienen en primavera y en invierno (Politoff y cols., 1989).

La espermatogénesis se divide en tres fases:

12.- Mitdtica o de duplicacién.
22 .- Meidtica o de divisién.

32 .- Espermiogénesis o de formacién de espermatozoides.
II.1.- FASE MITOTICA. .-

En esta fase s6lo se produce la sintesis de DNA con duplicacién del
material genético. Cada célula contiene 46 cromosomas, 23 de cada
progenitor.

La célula bdsica en este periodo es la espermatogonia, de la que
existen 8 poblaciones morfoldgicas:

- Gonocito o célula primordial germinal: De micleo esférico, con
finos grumos de cromatina y dos o mds nucleolos. Estas células se
diferencian en espermatogonias justamente antes del nacimiento.

- Espermatogonia fetal: Es una célula larga, con cromatina dispersa
y acimulos de cromatina alrededor de la membrana nuclear. Desapare-
cen hacia los 6 afios de edad.

- Espermatogonia transicional: Muy parecida a la anterior, pero con
cromatina menos dispersa. Desaparecen igualmente hacia los 6 afios de
edad.

- Espermatogonia clara: Posee un nicleo redondo, de color pélido-
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gris y periférico. Muy semejante a la espermatogonia oscura.

- Espermatogonia oscura: Con una cromatina oscura y una regién
pequeiia con apariencia de vaso.

- Espermatogonia grande: Su nicleo es grande e irregular,

- Espermatogonia nubosa: Con dreas entremezcladas de cromatina
oscura y otras claras o pdlidas.

Todos estos tipos celulares forman parte de las espermatogonias
tipo A.

- Espermatogonia tipo B: Mds pequefia y diferenciada, con poco

contacto con la ldmina basal. Observamos en ella miiltiples masas de
cromatina unidas a la membrana nuclear.

Durante esta etapa de mitosis, se duplica el material genético, dando
lugar a otro tipo de célula germinal denominado espermatocito primario
(fase pre-leptotene), que propiciarfa la siguiente fase. Durante los
distintos estadios de maduracién de las espermatogonias, existen conti-
nuas pérdidas y agregados de antigenos de superficie de las células
espermaticas. Investigaciones ultraestructurales sobre la localizacién de
antigenos de superficie de los espermatozoides, han demostrado que los
antigenos expresados sobre los espermatozoides maduros son diferentes
enmds del 50% de aquéllos expresados sobre las espermatogonias (Dym
y Fawcett, 1970). A causa de esta sustancial modificacién de los
antigenos de la superficie celular, aiin cuando las espermatogonias
presentes durante la embriogénesis fueran reconocidas durante el
proceso de reconocimiento de “lo propio”, el espermatozoide maduro
no serfa reconocido completamente por el huésped.
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I1.2.- FASE MEIOTICA. .-

La espermatogonia tipo B, ya separada de la membrana basal del
tibulo, forma el espermatocito primario, comenzando esta fase de
divisién, mediante la cual se forman células con la mitad de la carga
genética, es decir, 23 cromosomas.

Los espermatocitos primarios pasan por varios estadios denomina-
dos: leptotene, cigotene, paquitene, dipiotene y diacenesis, segiin la
disposicién de los cromosomas. Con la primera divisién meiética el
espermatocito primario se transforma en el denominado espermatocito
secundario, conuna vida media muy corta. La segunda divisién meiética
ocurreen la fase de espermatocito de 2° orden y produce una espermdtide
redonda (Sa,), que contiene 23 cromosomas. Romrell y O’Rand (1978)
han encontrado que la mayoria de los autoantigenos predominantes en la
superficie espermdtica son insertados en la membrana plasmdtica
después de la transformacion a espermdtide. Muchos de estos antigenos
son capaces de estimular la produccién de anticuerpos y de inducir una
respuesta inmune. Estos antigenos, que tienen su origen en la
espermatogénesis, son capaces de inducir una orquitis autoinmune
experimental a través de la produccién de autoanticuerpos dirigidos
contra las células espermdticas; sin embargo, los antigenos que se
adquieren en el trénsito epididimario, y que son una expresién de los
fenémenos madurativos que sufren los espermatozoides en este 6rgano,
no son capaces de producirla.

I1.3.- FASE DE ESPERMIOGENESIS.-

Clermont (1954; 1963) describi los siguientes pasos en el proceso

de la espermiogénesis:
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Estadio Sa,, con espermdtides de forma muy redonda; Sa,, con un
micleo redondo y con acrosoma m4s desarrollado; estadfo Sb,, con
espermdtides de acrosoma adn mds desarrollado; Sb,, con un nicleo

elongado; y los estadios Sc,, Sc,, 8d, y Sd,. caracterizados por una

progresiva condensacidn nuclear.

En definitiva, la espermiogénesis, que es el paso de espermdtide a
espermatozoide, se resume en:

1°.- Formaci6n del acrosoma.

2°.- Desarrolo del flagelo.

3°.- Transformacién del micleo.

4°.- Reorganizacién de las organelas y del citoplasma.
5°.- Liberacién de los espermatozoides.

[1.4.- CINETICA DE LA ESPERMATOGENESIS.-

I1.4.1.- HASTA LA PUBERTAD.-

Durante la época prepubecral se encuentran 8 tipos de
espermatogonias, que siguen esta progresion: gonadocito (no observado
al nacimiento); espermatogonia fetal (s6lo hasta los 6 anos);
espermatogonia de tr4nsito (hasta los 6 afios); espermatogonia oscura y
grande (incrementa su mimero desde el nacimiento); espermatogonia
claray nubosa (aumenta igualmente tras el nacimiento); y espermatogonia
tipo B (aumenta tras los 4 afios de edad). Todo este mecanismo de
diferenciacién interrumpe su desarrollo, completdndose en la pubertad
(Bustos-Obregén, 1975; Schulze, 1981).
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I1.4.2.- DURANTE LA ETAPA DE ADULTO.-

Para que la espermatogonia se transforme en un espermatozoide

maduro se requieren de 4 a 6 ciclos, cada uno de los cuales se divide en
6 estados de asociaci6n celular. Cada estado representa un grado de

maduracién. Como cada ciclo dura en el hombre 16 dias, el tiempo de
maduraci6n o espermatogénesis en el ser humano es de #roximadamen-
te 74 dfas.

III.- CAPACIDAD ANTIGENICA DEL ESPERMATOZOIDE .-

La naturaleza antigénica del espermatozoide fue reconocida expe-
rimentalmente en algunos animales mediante la inmunizacién activa
heteréloga y homéloga en los estudios cldsicos de Landsteiner (1899),
Metchnikoff (1899) y Metalnikoff (1900).

Los estudios realizados en estos afios permitieron definir que el
espermatozoide maduro posee una serie de antigenos (6rgano y tejido)
especificos que no estdn presentes en la vida fetal en el momento del
reconocimiento de “lo propio” y de “lo extrafio”, ya que la
espermatogénesis no se completa hasta el periodo puberal, como hemos
comentado anteriormente. Por este motivo, el proceso de la
espermatogenesis debe tener lugar en un medio que evite la exposicién
de los antigenos espermdticos al sistema inmunocompetente del huésped
0 que reduzca la respuesta inmune frente a estos antigenos, que se
reconocen cemo extrainos. Existe la hipétesis de que durante la vida fetal
la actividad de ciertos clones linfocitarios (linfocitos CD4 helper) en
condiciones de reaccionar inmunolégicamente contra los determinantes
an..,¢uicos de “lo propio”, sea suprimida (deleccién funcional) y que los
linfocitos CD8 supresores, presentes durante la embriogénesis, desarro-




14 Introduccidn

llen un papel determinante en la induccién de autotolerancia. Esta serie
de eventos estd en condiciones de prevenir, en la mayoria de los
individuos, el desarrollo de una autoinmunizacién.

Numerosos son los componentes que contribuyen a la antigenicidad
del eyaculado. En particular, en lo que se refiere al espermatozoide,
podemos definir la existencia de tres grupos antigénicos: superficiales,
profundos y los implicados en los procesos de fertilizacién.

a) Antigenos superficiales: Antigenos de los grupos sanguineos,
-ABO o Rh o subgrupos MNS, Kell, Duffy y P -, si bien estos antigenos
no parecen desempefiar una funcién importante en la esterilidad
inmunoldgica; antigenos del sistema HLA, que podrian potencialmente
estimular una importante reaccién inmune en mujeres sexualmente
activas. Al respecio, los datos mds recientes de la literatura som
contradictorios, sugiriendo que estos antigenos no se expresan
significativamente en la superficie espermdtica (Schaller y cols., 1993);
y antigeno H-Y (Ohno y cols., 1979), codificado por un gen presente en
el cromosoma Y, es fundamental en el proceso de diferenciacién sexual;

aunque su expresion a nivel espermdtico es todavia controvertida.

b) Antigenos profundos: Entre los que se encuentran las enzimas
acrosomales (hialuronidasas, acrosina), estructuras nucleares (protamina,

DNA-polimerasa) y estructuras del cuello (isoenzimas de la LDH, hoy
conocida como LDH-C4).

¢) Antigenos implicados en los procesos de fertilizacién: Entre
estos antigenos, aislados en animales de experimentacién, aquéllos que
han demostrado un papel relevante en la unién del espermatozoide a la
zona pelicida del ovocito son el PH20 en el cobaya (Myles y cols., 1987;
Primakoffy cols., 1985) y el RSA-1 en el conejo (O’Rand y cols., 1988).




Introduccion 15

El FA-1 (fertilization antigen 1) (Naz, 1988; Naz y cols., 1986) es
un antigeno de naturaleza glicoproteica, que estd presente a nivel de las
c€lulas germinales del hombre y del ratén. Este antf. geno fue identificado
originariamente mediante el Ac. Mo. MA24 (Naz y cols, 1984). Se
demostré que este Ac. Mo. es capaz de inhibir la penetracion de los
espermatozoides humanos en los ovocitos de hdmster denudados (O’Rand,
1984a; O’Rand, 1984b) por la inhibicién producida a nivel de la
capacitacion y de la reaccién acrosémica (Kaplan y Naz, 1992).

Hasta hoy han sido demostradas varias moléculas en condiciones de
reaccionar con autoanticuerpos o con anticuerpos monoclonales, estan-
do la mayor parte de éstas, caracterizadas de forma insuficiente.

Snow y Ball (1992) han caracterizado varios antigenos de la
superficie espermdtica, que parecen estar involucrados en el desarrollo

de una esterilidad masculina. Estos autores han detectado por
inmunoblotting la presencia de protefnas de 35kd, 40 a 45kd, 57kd, 66
kd y de 88 a 90 kd de peso molecular; asimisme, han caracterizado a la

proteina de 88 kd como un antigeno espermitico de la membrana
plasmidtica, a la de 66 y a la de 34 Kd como protefnas de la membrana
acrosémica, y a la de 35 kd como proteina de la cola. Shai y Naot (1992)
identifican un antigeno proteico de 62 kd de peso molecular, mediante
electroforesis, que se caracteriza por constituir el m4s importante de los
antigenos que reaccionan con los AAE del semen de varones estériles.

Por otra parte, muchos investigadores han mostrado la existencia de
cadenas de mono u oligosacdridos constitufdas por D-manosa,
D-galactosa y N-acetil-glucosamina fundamentalmente (Roeser y cols.,
1988; Mori y cols., 1989; Ravid y cols., 1990; Wollina y cols., 1989a;
Wollina y cols., 1989b) en la superficie del espermatozoide (membrana
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acrosémica, segmento ecuatorial del acrosoma, 4reas postacrosomales
y cola) mediante el uso de lectinas conjugadas con fluorescefna. Estos
mono u oligosacdridos terminales de la superficie espermdtica
interaccionan conlos AAE (Cooper y cols., 1991) y hansido involucrados
en la unién y penetracién de los espermatozoides por la zona pelicida
(Moriy cols., 1989; Wollina y cols., 1989b; Tesarik y cols., 1991; Ravid
y cols., 1990). Igualmente, Kumar y cols. (1990) y Wollina y cols.
(1989c) han implicado a estos oligosacdridos en el proceso madurativo
que los espermatozoides sufren en el epididimo, comprobando que los
cambios estructurales de la membrana espermdtica conllevan también
cambios de estos oligosacdridos (con un incremento de los terminales de
N-acetil-glucosamina).

Existe una controversia acerca del origen de estos antigenos.
Mientras unos investigadores defienden la teoria de que son intrinsecos
al espermatozoide, otros postulan que forman parte de los denominados
“sperm-coating”, que se encuentran libres en el plasma seminal, y es en
el momento de la eyaculacién cuando entran en contacto con los
espermatozoides.

La presencia de formas espermaticas anormales implica un cambio
enlaantigenicidad de los espermatozoides y células germinales inmaduras
(Naz y cols., 1991; Kurspiz y cols, 1987). Esta anormalidad estructural
puede inducir anticuerpos que se unen al espermatozoide, ocasionando

un descenso de la capacidad fertilizante del eyaculado.

En la caracterizaci6n de los antige.10s espermdticos se ha compro-
bado que una reaccién autoinmune antiespermatozoide puede estar
estimulada por varios antigenos, haciendo aiin mds compleja la identi-

ficacion de un antigeno wnico correlacionado con la esterilidad mascu-
lina.
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Actualmente, los antigenos espermdticos humanos se estudian
mediante la técnica de los anticuerpos monoclonales y su caracterizacién
bioquimica y funcional permitird profundizar los aspectos patogénicos
de la esterilidad inmunolégica, ademds de contribuir a la puesta en
marcha de vacunas con fines contraceptivos. Una posterior aplicacién
clinica de estos anticuerpos monoclonales consiste en la identificacién
de marcadores espermdticos asociados con la potencialidad fecundante
del espermatozoide. En 1984, el WHO Monoclonal Antibody Workshop
identific una serie de anticuerpos monoclonales antiespermatozoie que
reaccionan con antigenos espermdticos importantes desde el punto de
vista funcional. Por ejemplo, el anticuerpo H316 parece unirse al
acrosoma humano sélo cuando ha sido capacitado y puede, por lo tanto,
ser empleado en la identificacién de espermatozoides capacitades
(Anderson y Johnson, 1986). Otros anticuerpos han sido asociados a
fenémenos de aglutinacién espermdtica; de inmovilizacién espermética
complemento-dependiente como el H6-3C4 y el NUH2 (Tsuji y cols.,
1988); de inhibicién de la penetracién del moco cervical; y de la
penetracidn del ovocito de hdmster. Es previsible que en poco tiempo,
la puesta a punto de un grupo de tales anticuerpos, pueda ser aplicado
clinicamente a la valoracién funcional del eyaculado del sujeto estéril.

IV.- ESTERILIDAD COMO RESULTADO DE UNA RESPUESTA
INMUNE CONTRA ANTIGENOS ESPERMATICOS.-

IV.1.- ESTERILIDAD MASCULINA.-

Como ya hemos sefialado anteriormente, la capacidad antigénica
del espermatozoide estimula la produccién de AAE en ciertos indivi-
duos, ocasionando una esterilidad inmunolégica. Igualmente, este

fenémeno se ha observado en gran parte de los sujetos que se someten
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a una vasectomia. La esterilidad de origen inmunolégico afecta de un
10% a un 20% de las parejas diagnosticadas de esterilidad de causa
desconocida (Jones, 1980, Menge y Behrman, 1979; Mathur y cols.,
1981a; Witkin y cols., 1984).

El origen de los AAE, asi como el mecanismo por el que éstos
afectan a la fertilidad, estd todavia por aclarar. Riimke (1954) fue el
pionero en este estudio, al detectar AAE en dos varones estériles. Lo que
parece estar claro, es que los AAE que se detectan en semen se producen
como consecuencia de una respuesta local y/o sistémica. En el caso de
esta ltima, los AAE alcanzan el tracto genital mediante la trasudacién
a través del testiculo, epididimo y/o préstata (Rabin y cols., 1977;
Alexander y Tung, 1977; Alexander y Fulgham, 1978).

La necesidad de conocer el tipo de inmunoglobulina de los AAE,
hallevado a muchos investigadores a profundizar en el tema, obteniéndose
resultados discrepantes. Asi, Clarke y cols. (1985) y Francavilla y cols.
(1988) han encontrado que los A AE mds frecuentes en los espermatozoides
son los del tipo Ig G (80-100% de los casos), segnidos de los del tipo Ig
A, que se detectaron en una proporcién que oscilaba entre el 40-50%.
Por otro lado, Gonzales y cols. (1992b) han mostrado que la combinacién
de AAE mds frecuente, que puede detectarse en los eyaculados de
individuos estériles de origen inmunolégico, es la formada por Ig G, A
y M; mientras que Pattinson y Mortimer (1987) han demostrado que es
la asociacién Ig G e Ig A la que predomina en estos eyaculados, con una
incidencia dei 50%. Estas discrepancias conectarfan con la polémica
acerca de si la secrecién local de Ig A en el semen va generalmente

acompaiiada de la trasudacién de Ig G. Mientras Francavilla y cols.
(1988) defienden la idea de que en el 50% de los casos una respuesta local
con Ig A en el eyaculado se asocia con la presencia de Ig G trasudada
desde el suero; autores como Pattinson y Mortimer (1987) han compro-
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bado que en aproximadamente un 15% de los eyaculados con AAE se
detecta unicamente AAE tipo Ig A.

El origen de los AAE constituye igualmente un tema de controver-
sia, del que queda hoy en dfa mucho por resolver. La Ig G es la
inmunoglobulina predominante en sangre periférica y se interpreta como
el resultado de un respuesta general primaria, después de una inoculacién
sistémica. Por otra parte, la Ig A es la inmunoglobulina de las superficies
mucosas, constituyendo el marcador de una respuesta local (Uehling,
1971). Haas y cols. (1990) han observado que en un mismo eyaculado
pueden existir AAE de distinto tipo y que, por tanto, ambas respuestas,
local y general, ocurren contra un grupo comiin de antigenos localizados
en los mismos espermatozoides. La demostracién de un isotipo de
inmunoglobulina concreto en un individuo implica que las respuestas
inmunes, sistémica y local, ocurren independientemente. Mediante el
andlisis por citometrfa de flujo de las Ig G, se ha revelado el predominio
de las Ig G, y Ig G,. La Ig G, tiene capacidad de activar el complemento
y la Ig G, es capaz de unirse a los receptores Fc de las células
inmunorreguladoras, lo que sugiere que estas Igs estdn involucradas en
las secuelas patolégicas de la esterilidad inmunolégica por factor
masculino mediada por anticuerpos. Mientras que algunos investigado-
res proponen que la mayoria de los AAE llegan al semen por trasudacién
desde el suero (Riimke y Hellinga, 1959; Shulman, 1986; Kremer y
Jager, 1992; Riimke, 1974), otros autores defienden la posibilidad de que
exista una secrecion local de estas inmunoglobulinas, ya que algunos
individuos tienen AAE en sus eyaculados y no en el suero. Asf, Friberg
(1974) y Kremer y Jager (1992) han sugerido la produccién local de la
Ig A por el epididimo, encontrando que la Ig A es el tipo de AAE mds
frecuente en los eyaculados que presentan sélo un tipo de AAE.

El estudio de la Ig A ha demostrado el predomino de la Ig A, (Haas
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y cols, 1990). Kremer y Jager (1980) proponen que los anticuerpos tipc
Ig A presentes en el semen son los responsables de inmovilizar los
espermatozoides a los que se han adherido y reducir su penetracién en
el moco cervical. Estas Ig A se unen mediante su pieza secretora a las
glicoprotefnas del moco cervical. Es importante destacar que, ademds de
su diferente origen y mecanismo de accién, los AAE poseen diferente
prondstico, ya que se ha demostrado que los de tipo Ig A afectan mds a
la penetracién del espermatozoide por el moco cervical (Wang y cols.,
1985), y que los individuos varones con m4s del 80% de espermatozoides
moéviles unidos a AAE tipo Ig A (Clarke y cols., 1985) han ocasionado
medias de fertilizacién dentro de un programa de FIV muy pobres.

En lo que se refiere a los AAE tipo Ig M, tampoco existe un acuerdo
en los diferentes estudios realizados hasta el momento. Mientras que
algunos autores no han detectado esta inmunoglobulina en el semen
(Riimke, 1974; Clarke y cols., 1985; Francavilla y cols., 1988),
- explicando este hecho por ser la Ig M una molécula de gran tamaiio,
que no puede ser trasudada -; otros consideran que no sélo esté presente,

sino que constituye un indicador de mala calidad seminal (Gonzales y
cols., 1992b).

La asociacién de AAE y esterilidad ha sido sugerida por diferentes
investigadores (Alexander y Anderson, 1987; Clarke y cols., 1988;
Matson y cols., 1988), pero el efecto de los AAE en la calidad del semen
Yy, consecuentemente en la esterilidad masculina, es un tema controver-
tido. La mayoria de las evidencias sugieren que estos anticuerpos
empeoran la funcién reproductora del espermatozoide. As, la presencia
de AAE se asocia con una disminuci6n de la incidencia de los tests post-
coitales buenos y una reduccién de la fertilizacién de los ovecitos
humanos (Matson y cols., 1988). Algunos autores sugieren la influencia
negativa de los AAE sobre la motilidad espermética (Mathur y cols.,
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1986; Barratt y cols., 1989), mientras otros observan que no existe

relacion entre los AAE y la motilidad de los espermatozoides (Cerasaro
y cols., 1985; Adeghe y cols., 1989).

Se ha sugerido que los diferentes isotipos de los AAE pueden
producir distintos efectos sobre la funcién espermdtica. Por gjemplo, el
transporte espermdtico puede ser limitado por todas las inmunoglobulinas,
pero la Ig A parece ser la mds inhibidora (Parslow y cols., 1985); por
otra parte, el complemento fijado a la Ig G y a la Ig M interfiere con la
capacitacién y con la reaccién acrosémica (Bronson y cols., 1984),
mientras que la presencia de Ig A e Ig G afecta a la fertilizacién (Matson
y cols., 1988). Gonzales y cols. (1992a) han encontrado que la presencia
de AAE en el eyaculado se asocia conalteraciones de algunos pardmetros
seminales, principalmente con baja concentracién de espermatozoides,
disminucién de las formas espermaticas normales y niveles de fructosa
descendidos. Sin embargo, otros autores no asocian la presenciade AAE
con alguna alteracién seminal (Cerasaro y cols., 1985; Haas y cols.,
1983; Clarke y cols., 1985).

En resumen, podemos decir que existen varios mecanismos por los
cuales los AAE en un eyaculado interfieren en el proceso de la
reproduccion:

1°.- Interferencia con la motilidad espermdtica y la penetracién del
moco cervical (Menge y Beitner, 1989; Riimke y Hellinga, 1959).

20.- Lisis del espermatozoide unido al anticuerpo por la activacién
del complemento (Beer y Neaves, 1978) y fagocitosis por los leucocitos
de los espermatozoides opsonizados (Austin, 1960; Moyer y cols.,
1970).
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3°.- Interferencia con la capacitacién espermdtica (Beer y Neaves,
1978) y con la reaccién acrosémica (Bandoh y ccls., 1992).

4°.- Bloqueo de la interaccién del ovocito-espermatozoide (Haas y
cols., 1980; Menge y Black, 1979), por la reduccién de la unién del
espermatozoide y la disminucién de la penetracién de éste a través de la
zona pelicida (Yanagimachi y cols., 1976; Kamada y cols., 1985).

5°.- Aumento de la incidencia de abortos por persistencia de los
antigenos espermdticos en la unidad placentaria, afectando la unién
antigeno-anticuerpo al desarrollo del embrién; alteracién en la
descondensacién del DNA y fusién de los proniicleos masculino y
femenino en la fecundacién (Jones, 1976; Menge y cols., 1982; O’Rand,
1977).

IV.2.- ESTERILIDAD FEMENINA.-

Eldespistaje de una eventual esterilidad de base inmunolégica debe
ser tomado en consideracion, especialmente en las mujeres con esteri-
lidad de causa desconocida. Las caracteristicas antigénicas del eyaculado
son ya de todos conocidas y producen igualmente sus efectos en la mujer
originando, en muchos casos, la producciénde AAE (Livi y cols., 1990),
tanto a nivel local como general, que da lugar a parejas estériles. Hay

evidencias de que el sistema inmune femenino puede regular respuestas

frente a los antigenos presentes en el eyaculado. Se ha comprobado un
aumento en el peso de los ganglios linfdticos en ratones hembras cuando
han sido expuestos a espermatozoides (Beer y Billingham, 1978); asi
como un incremento en la produccién de y-interferén por los linfocitos
de mujeres con AAE circulantes (Witkin y Chaudhry, 1989).

Debemos ademds considerar, cémo y a qué nivel del tracto
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reproductor femenino, pueden los AAE obstaculizar o impedir la
fecundacién.

Repetidas inoculaciones intravaginales de millones de
espermatozoides no se asocian, en general, al desarrollo de una
aloinmunizacién antiespermdtica tal, como para poder alterar la fertili-
dad. La reducida capacidad de la vagina de reaccionar a la eventual
estimulacién inmunégena del liquido seminal es debida al limitade
nimero de células plasmdticas presentes a nivel del epitelio vaginal
(Tourville y cols., 1970). Han sido documentadas respuestas alérgicas
tipo Ig E mediadas a nivel vaginal con sintomatologia que van desde
vulvovaginitis a graves reacciones anafildcticas. Los tests de sensibilidad
cutdnea han confirmado que no se trata de una reaccién aloinmune, sino
de una atopia a algunos componentes del plasma seminal. Es necesario
recordar que la vagina no posee estructuras glandulares (excepto las
gldndulas de Skene y Bartolino) capaces de inducir una respuesta inmune
local viaIg A secretora. Al contrario, todas estas condiciones se verifican
a nivel del canal cervical que, precisamente por la caracterfstica de
“amigdala” genital, parece ser el sitio privilegiado para el desencadena-
miento de una aloinmunizacién antiespermatozoide. Podrfan actuar
como factores desencadenantes, ya sea modificaciones del gameto
masculino, -aumento del poder antigénico o reduccién de las sustancias
inmunosupresoras presentes en el plasma seminal-, o fenémenos
adyuvantes del tracto genital femenino, (inflamacién, microtrauma-
tismos, ... ).

Por otro lado, uno de los sitios en los que mayormente se ha
demostrado la interferencia de los anticuerpos sobre los espermatozoides,
es el propio canal cervical y, en particular, sus secreciones, el moco

cervical. El estudio in vivo de la interaccién espermatozoide-moco
cervical es cominmente efectuado a través del test postcoital, que puede
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proporcionar datos indirectos acerca de la presencia de AAE a nivel del
moco cervical mismo (Moghissi, 1977; Arastey y cols., 1985). Este test
debe necesariamente ser programado en el periodo peri-ovulatorio, dada
la funcidn de vilvula bioldgica que el cuello uterino y sus secreciones
desarrollan sobre el transporte y sobre la vida espermdtica en el tracto
reproductor femenino.

Thompson y cols. (1991) han comprobado una elevacién en el
nimero de los leucocitos en muestras de moco cervical postinseminacién,
a expensas de los macréfagos, linfocitos CD4(+) y especialmente de los
neutrdfilos. Estosiltimos comprenden el 80% de la poblacién leucocitaria
en este caso, lo que sugiere una funcién de “aclaramiento” de
espermatozoides no aptos para la fecundacién por estas células.

Los cuadros mds comunes en presencia de AAE encontrados en el
examen del test postcoital son:

a) Presencia de numerosos espermatozoides conun elevado porcen-
taje de movimientos vertiginosos no progresivos.

b) Presencia de un mimero relativamente bajo de espermatozoides
inméviles o con pobre movilidad, en contraste con una Gptima concen-
tracién de espermatozoides méviles en el eyaculado del compaiiero.

La explicacién del primer fenémeno denominado “shaking
phenomenon”, supone un tipo de unién por la cual las inmunoglobulinas
se adhieren, por un lado, al componente gel del moco cervical mediante

el fragmento cristalizable (Fc), y por el otro, reaccionan con los
antigenos espermdticos a través del Fab. Se ha demostrado la presencia

de receptores para el Fc de las Igs. en las moléculas glicoproteicas del
moco cervical.
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El segundo cuadro postcoital, antes descrito (hipometilidad
espermdtica), encuentra su explicacién en la activacién del complemento
del moco cervical después de la reaccién antigeno-anticuerpo. Cuando
una molécula inmunogiobulinica se une a la superficie espermdtica est4
en condiciones de activar al complemento, produciéndose la unién del
primer componente dei complemento C1 sobre el complejo célula-

inmunoglobulina. El sucesivo estimulo de la cascada del complemento

puede inducir alteraciones estructurales de la superficie espzrmdtica
involucrada en la uni6én de las inmunoglobulinas y, en definitiva, la
pérdida de motilidad.

Si estos cuadros patolégicos representan una vélida indicacién para
la investigacién de los AAE, un test postcoital normal no puede excluir
su presencia. En efecto, la produccién de anticuerpos locales a nivel
cervical puede ser un fenémeno transitorio; ademds los anticuerpos
séricos pueden, por trasudacicn, estar presentes en un nivel mds alto del
tracto reproductor (fluido endometrial, tubdrico, folicular y peritoneal)
y explicar una esterilidad. Los AAE son, por lo tanto, investigados
siempre, atin en el campo femenino, no sélo a nivel del moco cervical,
sino a nivel sérico.

Menge y Beitner (1989) han confirmado que mujeres con AAE en
suero y en el moco cervical sufren un empeoramiento de la penetracién
del moco por los espermatozoides; asf como Kremer y Jager (1992) han
demostrado la inhibicién de esta penetracién y la consecuente migracién
a través del tracto reproductor femenino por las células espermiticas, a
causa de AAE, tanto adheridos a la superficie de los espermatozoides,
como presentes en ei moco cervical.

Los AAE en el tracto reproductor femenino son el resultado de una
trasudacién desde el suero o de una producci6n local. Wira y Sullivan
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(1984; 1985) han examinado la influencia de las hormonas sexuales en
los niveles de Ig G e Ig A en las regiones cérvico-vaginales y uterinas de
ratas ovariectomizadas. La administracién de estradiol produjo un
descenso cervico-vaginal de Ig A e Ig G. La progesterona descendié
igualmente los niveles de Ig A. Por el contrario, los estrégenos han
inducido un aumento de los AAE en el ttero y una disminucién por
accion de la progesterona. El hecho de que los estrégenos ejerzan efectos
opuestos en cada region del aparato reproductor femenino, indica la
influencia hormonal a la hora de responder frente a los antigenos
espermdticos. Schumacher (1980) demostré en monos que los AAE
varian tanto en las secreciones tubdricas como en el moco cervical a lo
largo del ciclo reproductor.

La accién de los AAE sobre la implantacién ha sido estudiada por
Menge y cols. (1974), quienes inmunizaron por via sistémica y por
inoculaciones intravaginales a conejos hembras mediante semen de
conejos machos. Ellos observaron que los AAE tipo Ig A se unfan a los
blastocitos e inhibian su desarrollo.

V.- MECANISMOS PROTECTORES DEL ESPERMATOZOIDE EN
EL TRACTO GENITAL MASCULINO.-

En el individuo sano es probable que los fenémenos autoinmunes
contra los espermatozoides sean prevenidos por la combinacién de
factores fisiol6gicos y anatémicos, tales como la barrera hemato-
testicular; la falta de expresién de antigenos HLA por las células
germinales; y la presencia de determinados tipos celulares, asi como la
produccién local de factores inmunosupresores, que ahora comentare-
mos. Estos mecanismos juegan un papel fundamental en el mantenimien-
to de un estado de tolerancia inmunoldgica frente a los determinantes
antigénicos del espermatozoide, que hacen posible que la célula germinai
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exprese su potencial fecundante y que puede llevar a cabo el proceso de
la fecundacién.

Importantes evidencias sostienen la hipétesis de que los
espermatozoides son antigénicamente extrafos para el huésped y que la
espontdnea formacién de AAE es una reaccidn contra antigenos extrafios
y no representa el cldsico fenémeno autoinmune. De especial relevancia
es la observacién de que los animales de sexo masculino producen AAE

si son sistemdticamente inoculados con sus propios gametos (Freund y
cols., 1953).

V.1.- LA BARRERA HEMATO-TESTICULAR.-

Estas células estdn ancladas por un lado a la membrana basal del
tibulo seminifero y se extienden en sentido radial hacia la luz del tdbulo.
La parte intratubular de la célula de Sertoli posee prolongaciones
citoplasmdticas que circundan las células germinales. Estas células
ademds de poseer un efecto nutritivo sobre los gametos masculinos,
parecen destinadas a aislar el ambiente intratubular (barrera hemato-
testicular) (Tung, 1980). En efecto, las 50 6 60 uniones firmes (tigh
junctions) que existen entre cada par de células de Sertoli forman aquello
que ha sido definido por Friend y Gilula (1972) como la m4s eficiente
barrera tisular del organismo. Esta barrera ha sido descrita cldsicamente
como capacitada para prevenir el contacto de cantidades significativas de
antigenos espermdticos con las células inmunocompetentes, y para
bloquear los linfocitos y los anticuerpos, impidiendo el ingreso a nivel
de los tibulos seminiferos que contienen espermatozoides maduros. Esta

barrera tiene la capacidad de dejar pasar pequefias cantidades de
antigenos espermdticos solubles en el huésped. Las pequedas dosis

tendrian la capacidad de estimular los linfocitos T supresores, inducien-
do un estado de tolerancia inmunolégica.
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La elevada incidencia de AAE en individuos vasectomizados es

debida a las lesiones traumdticas de los vasos que a este nivel supone la

intervencién quirdrgica, ocasionando, de este modo, una solucién de
continuidad en la barrera hemato-testicula. (Pedersen y cols., 1987). No
obstante, existen grandes lagunas en el conocimiento de la patogénesis
de la esterilidad inmunolégica masculina. Algunos individuos
vasectomizados no presentan AAE (Linnet, 1983), mientras que en
determinados sujetos estériles pueden detectarse AAE sin historia de

extravasacién espermdtica a través de la barrera hemato-testicular
(Jones, 1982).

Por otra parte, Patrizio y cols. (1989) demostraron que las paredes
de los conductos deferentes actian complementando la barrera hemato-
testicular, al comparar los niveles de AAE que existian en un grupo de
sujetos con ausencia congénita de vasos deferentes con los individuos
vasectomizados. Ellos encontraron la baja incidencia de AAE en el
primer grupo con respecto al segundo, ya que en la ausencia congénita
de vasos deferentes se produce secundariamente una hipertrofia de la
musculatura de las paredes de los conductos deferentes, que evita la
exposicién inmunolégica de los espermatozoides y la consecuente
produccién de AAE.

Sin embargo, Yule y cols. (1988) han encontrado en ratones
espermatocitos en fase de preleptotene y espermatogonias fuera de la
barrera hemato-testicular, que expresan autoantigenos accesibles a los
anticuerpos circulantes. Este hallazgo plantea la posibilidad de que
coexistan varios mecanismos protectores del espermatozoide, ya que los
autoantigenos testiculares no serfan completamente secuestrados al ser
inmunoldgicamente incompleta la barrera hemato-testicular, Yule y cols.
(1988) demuestran la formacién de depésitos de inmunocomplejos




Introduccién 29

formados por espermatozoides e inmunoglobulinas del tipo IgG(IgG,
elg G,) enel 40% de los tibulos seminiferos de ratones inmunizados con
extractos testiculares, coincidiendo con determinadas etapas de la
espermatogeénesis, por lo que se podrfa deducir que la expresion de los
autoantigenos es especifica para cada etapa.

Por lo tanto, es posible que los autoantigenos espermdticos entren
en contacto con las células del sistema inmune por ser la barrera hemato-
testicular incompleta. Para evitar esto, una inmunorregulacién local
mediada por diversos mecanismos protectores de los espermatozoides,
no sélo la barrera hemato-testicular, ha sido propuesta. Veamos en qué
consiste dicha inmunorregulacién.

V.2.- FALTA DE EXPRESION DE ANTIGENOS HLA POR LAS
CELULAS GERMINALES.-

Como ya hemos comentado anteriormente, la expresién de antigenos
del sistema HLA por los espermatozoides es un tema controvertido, ya
que al contrario de lo que se venia aceptando, recientes investigaciones
(Schaller y cols., 1993) han demostrado la falta de expresion de estos
antigenos por las células espermaticas. Esto sugiere que un importante
mecanismo protector del espermatozoide existe a este nivel, suprimiendo
asi, la respuesta inmune contra dichas células, tanto en el aparato
reproductor masculino, como en el femenino,

Asimismo, algunos autores (Andersony cols., 1984; Natali y cols.,
1984; Kurspiz y cols., 1987; Pollimen y cols., 1987; Wolffy Anderson,
1988; Jassim y cols., 1989; Kowalik y cols., 1989; El-Demiry y cols.,

1987) han comprobado que las células germinales inmaduras de eyaculados
de individuos fértiles no expresan antigenos de HLA de clase I ni de clase

II. Esta falta de expresién no puede ser explicada por el enmascaramiento
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de estos antigenos por alguna de las sustancias inmunosupresoras
presentes en el liquido seminal -efecto masking-, ya que se ha compro-
bado que otras células existentes en los eyaculados, -tales como los
leucocitos-, expresan estos antigenos (Wolff y Anderson, 1988; Jassim
y cols., 1989), y que pueden ser igualmente detectados en las células
germinales inmaduras de muestras de semen de individuos oligo o
azoospérmicos (Kurspiz y cols., 1987).

La falta de expresion de los antigenos del sistema HLA por las
células germinales inmaduras de los eyaculados puede contribuir a la
caracterisiica de “lugar inmunolégicamente privilegiado” que posee el
testiculo (Head y Billingham, 1985). Como es de todos conocido, las
células germinales son autoantigénicas (Yule y cols., 1988; Jassim y
Festenstein, 1987) y la ausencia de expresién de dichos antigenos,
probablemente, protege a estas células de 1a destruccién por los linfocitos
CD8 existentes a este nivel. Algunos autores han descrito a nivel

testicular varias moléculas moduladoras, que suprimen la expresién de

los antigenos del sistema HLA. Tal es el caso del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), que es segregado en ratas por las células de Sertoli
(Tsutsumi y cols., 1986; Schreiber y cols., 1984).

De todo ello, se desprende la posibilidad de que en eyaculados de
individuos estériles pueda existir una alteracién de este mecanismo
protector de los espermatozoides, induciéndose, de este modo, una
respuesta inmune contra éstos.
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V.3.- INMUNORREGULACION.-

V.3.1.-EL TESTICULO COMO LUGAR INMUNOLOGICAMENTE
PRIVILEGIADQ.-

Determinados 6rganos de nuestra economfa perraiten largas super-
vivencias de aloinjertos (Barker y Billingham, 1977). Entre estos

6rganos se encuentran el cerebro y el ojo, caracterizados ambos por su
pobre drenaje linfatico (Barker y Billingham, 1968). Head y cols. (1983)
han presentado evidencias de que el testfculo es un lugar
inmunol6gicamente privilegiado, a pesar de su excelente drenaje linfdtico.

La ruta de la inmunizacion testicular no es, por si misma,
inmunosupresora. Células alogénicas inyectadas en el testiculo, acceden
a los vasos linfiticos de la zona, induciendo una respuesta inmune en el
huésped (Head y cols., 1983). Por lo ianto, el patrén linfatico de los
testiculos es funcionalmente capaz de producir una respuesta inmune
contra el espermatozoide.

La prolongada supervivencia de un aloinjerto en el seno de esie
6rgano sugiere la existencia de factores locales con accién
inmunosupresora, que interfieren en el procesamiento de los antigenos
a este nivel, por unién de estos factores a los antigenos de membrana o

induciendo inmunosupresién por otros mecanismos (Stites y Erickson,
1975).

Algunos mecanismos han sido propuestos para explicar la pobre
respuesta inmunolégica contra un injerto en el testiculo, entre los cuales
se encuentran: 1) presencia de agentes antiinflamatorios en el ambiente
testicular, dado que una respuesta inflamatoria es propia de un rechazo;
2) las temperaturas mds bajas existentes en el testiculo; 3) escaso nimero
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de células presentadoras de antigenos; 4) factores inmunosupresores
presentes en el liquido seminal, inducidos ¢n muchos casos por las
c€lulas espermdticas (Hurtenbach y Shearer, 1982); 5) presencia de altos
niveles de esteroides sintetizados localmente, alguno de los cuales son
inmunosupresores (Pavia y cols., 1979).

Estos tresiltiinos mecanismos han sido estudiados como realmente
relevantes dentro de la inmunorregulacién a nivel del aparato reproductor
masculino, habiéndose demostrado que el resto carece de importancia
(Head y Billingham, 1985). En cuanto al posible descenso de células
presentadoras de antigenos, que en algunos érganos, como el cerebro,
contribuyen al mantenimiento de un estado inmunolégicamente privile-
giado, Head y Billingham (1985) han demostrado, sin embargo, la
presencia de macréfagos en el intersticio testicular, que evidencian el
procesamiento de antigenos a este nivel.

V.3.2.- EFECTOS INMUNOSUPRESORES DEL LIQUIDO
SEMINAL.-

El liquido seminal contiene una serie de elementos que, por una
parte, han sido descritos comoe esenciales para facilitar el proceso de la
fertilizacién (enzimas, fructosa, zinc, fosfolipasas...), Yy por otra, como
protectores dei espermatozoide ante el dafio inmunolégico que puede
sufrir, tanto en el aparato reproductor masculino, como en el femenino
tras el coito.

La prevencién de la respuesta inmune contra el espermatozoide es
muy importante en el desarrollo de la reproduccién. Para poderla
estudiar se han desarrollado tests de funcién inmune a los que se ha
aiadido liquido seminal, inhibiéndose las actividades de la mayoria de

las células que participan en la respuesta inmunolégica y en la defensa
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del huésped, tales como linfocitos T (Marcus y cols., 1978; Prakash y
Lang, 1980; Lord y cols., 1977; Lewis y cols., 1976; Franken y Slabber,
1981; Mathur y cols., 1980; Mathur y cols., 1981b); B (Prakash y Lang,
1980; Anderson y Tarter, 1982; Lord y cols, 1977; Lewis y cols., 1976);
células NK (Vallely y cols., 1988); macréfagos (Chvapil y cols., 1977;
James y cols., 1983; Stankova y cols., 1976) ; y granulocitos (Peterson
y cols., 1980).

Analicemos diferentes aspectos de esta inmunosupresién.
V.3.2.1.- VIABILIDAD CELULAR.-

El plasma seminal a altas concentraciones se caracteriza por ser
linfocitotéxico (Prakash y cols., 1976; Allen y Roberts, 1986). El efecto
téxico del plasma seminal radica en su contenido de poliamino-oxidasa
(PAO), una enzima que oxida la espermina y la espermidina, presentes
a altas concentraciones en el semen, para producir un compuesto
aldehihico muy téxico. El fraccionamiento del plasma seminal permite
separar factores inmunosupresores de citotéxicos, - los de peso molecular
mds elevado no contienen PAO, por lo que son inmunosupresores -.

V.3.2.2.- PROLIFERACION CELULAR.-

Tras la activacién por un antigeno o por un mitégeno, macréfagos

y linfocitos segregan monoquinas y linfoquinas que estimulan la prolife-

racién. Se ha demostrado que el plasma seminal ejerce efectos
antiproliferativos tras la activacién linfocitaria (Anderson y Tarter,
1982). Varios componentes del liquido seminal como las prostaglandinas,
poliaminas y protefna plasmdtica A asociada al embarazo, han sido
demostrados como supresores de la proliferacién de linfocitos. Emplean-
do la cromatograffa del plasma seminal sobre columna de Sephadex G
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100, se obtuvo la separacién de S fracciones distintas (Marcus y cols.,

1978). La mayor actividad inmunosupresora fue evidenciada por las

fracciones 1 y 3, concluyendo que la inhibicién de la transformacién
bldstica que tiene lugar por el semen puede ser debida a que los factores
seminales son capaces de unirse a los receptores de los linfocitos
especificos para los mitégenos (PHA-M y Con-A), como ya habian
apuntado Stites y Erickson (1975).

Igualmente autores como Lord y cols. (1977) han mostrado que el
plasma seminal inhib{a la generacién de linfocitos T citotéxicos en un
cultivo mixto de linfocitos; y Turner y cols. (1990) han encontrado que
el semen inhibe la destruccién de las células infectadas por el virus de
Epstein-Barr por las células T citot6xicas. Esto indica que el plasma
seminal puede afectar la capacidad de los linfocitos para reconocer
antigenos extranos.

V.3.2.3.- CELULAS NATURAL KILLER.-

La capacidad de las células NK para el reconocimiento de las
c€lulas diana, - células tumorales o infectadas por un virus -, es inhibida
dramdticamente por el plasma seminal (Vallely y cols., 1988). Tarter y
cols. (1986) han demosirado que la 19-GH-progesterona detectada en el
semen es la responsable de esta inhibicién. La disminucién por el plasma
seminal de los mecanismos de defensa del huésped podria contribuir al
desarrollo de enfermedades de transmisién sexual y neoplasias.

V.3.2.4.- EFECTOS ANTICOMPLEMENTO.-

El plasma seminal ha mostrado un accién de supresién de la lisis
ejercida por el complemento - muerte de bacterias dependiente del
complemento mediada por anticuerpos -. Los factores inhibidores del
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complemento se han detectado en la prdstata de ratones y monos, pero
parecen estar presentes en todo el tracto reproductor masculino (Tarter

y Alexander, 1984). Estos factores tienen un peso molecular bajo y

posiblemente pertenczcan al grupo de las proteasas (Hess y Marcus,
1980). Peterson y cols. (1980) han comprobado que la adicién de plasma
seminal disminufa la actividad funcional del complemento (C1y C3) en
mds del 50% e inhibfa la via alternativa. Componentes del complemento
han sido detectados en el trato reproductor femenino, por lo que los
inhibidores del complemento presentes en el plasma seminal podrian
servir para proteger a los espermatozoides de la lisis mediada por los
anticuerpos. La presencia de tales factores en el aparato reproductor
masculino y, por tanto, en el tracto reproductor de mujeres sexualmente
activas inhibirfa los mecanismos de la inmunidad humoral natural que
eliminan los microorganismos causantes de posibles infecciones.

Vv.3.2.5.- FUNCION DE FAGOCITOSIS.-

Elliquido seminal ha mostrado la capacidad de inhibir la opsonizacién
de las bacterias gram negativas por los leucocitos (Brooks y cols., 1981;
Stankova y cols., 1976; James y cols., 1983)). Parece que el mecanismo
productor de este efecto se basa en la inhibicién de la unién del anticuerpo
a los receptores Fc de los fagocitos. En este caso el plasma seminal
afectarfa los receptores Fc de macréfagos o monocitos, granulocitos y
células NK. Igualmente, suprime la generaci6n de radicales de oxfgeno,
imprescindibles en la muerte de microorganismos internalizados (Stankova
y cols., 1976; James y cols., 1983; Peterson y cols., 1980)).
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V.3.2.6.- ENMASCARAMIENTO DE LOS ANTIGENOS
ESPERMATICOS (EFECTO MASKING).-

La supresidn de las respuestas inmunolégicas frente a los antigenos
espermdticos por el plasma seminal puede producirse por el
“enmascaramiento” de los antigenos de los espermatozoides, empeoran-
do su reconocimiento por las células inmunocompetentes (Prakash y
Lang, 1980; Anderson y Tarter, 1982; Mukherjee y cols., 1983). Este
fenémeno se denomina efecto “masking” y puede resultar de la accién
de c¢nzimas endégenas (Anderson y Tarter, 1982) o de cambios
conformacionales por la interaccién de proteinas. En este sentido, hay
que destacar el papel de la lactoferrina, que se origina en las vesiculas
seminales y que se une a la superficie del espermatozoide durante el
trénsito epididimario (Hekman y Rumke, 1969); o el de la transglutaminasa
del plasma seminal, que parece interaccionar con componentes de la
superficie espermdtica, induciendo cambios conformacionales (Mukherjee
y cols., 1983).

V.3.2.7.- RELEVANCIA CLINICA DE LA INMUNOSUPRESION
EJERCIDA POR EL LIQUIDO SEMINAL.-

La inmunosupresién que el liquido seminal ejerce, se considera
fundamental para que se lleve a cabo el proceso de la reproduccién. Esta
previene la destruccion de los espermatozoides en el tracto reproductor
inasculino y minimiza la sensibilizaci6n contra las células espermadticas
en el aparato reproductor femenino tras el coito. Pero este beneficio
contrae un riesgo, ya que en determinados cuadros clinicos las propie-
dades inmunosupresoras del semen pueden ser relevantes. Asi, algunas
enfermedades de transmisién sexual, tales como gonorrea, sffilis y
uretritis inespecificas (de Simone y cols., 1988; Cardoso y cols., 1992);
infecciones crénicas del tracto urinario; y cervicitis, podrian ser
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inducidas por los efectos inmunosupresores del plasma seminal que
impedirian los mecanismos normales de defensa, incluyendo anticuerpos
e inmunidad celular. Se ha comprobado (Turner y cols., 1990) que el
plasma seminal 2 bajas concentraciones inhibe la respuesta de los
linfocitos T citotéxicos frente a la infeccidn del virus de Epstein-Barr,
por lo que la replicacidn viral se verfa facilitada en el cérvix de la mujer
infectada. El fluido prostdtico ejerce efectos inmunosupresores locales
tales, que se crean las condiciones Gptimas para que prostatitis y
epididimitis se cronifiquen y se vuelvan resistentes al tratamiento.
También ha sido comentado anteriormente, el efecto de los AAE en el
caso de que un déficit de las propiedades inmunosupresoras del liqguido
seminal tenga lugar, dando lugar a una esterilidad masculina y/o
femenina inmunoldgica. En cuanto a las enfermedades tumorales, hay
que resaltar el papel “facilitador” que el liquido seminal podria desarro-
llar en los tumores, - debido a su efecto inhibidor sobre las células NK
y macréfagos - (James, 1984; McClean y cols., 1983), prostiticos o de
cérvix y ttero en el caso de la mujer, debido a las caracteristicas
inmunosupresoras que el semen posee. Por tltimo, habria que resaltar
la importancia del semen en la patogénesis del Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), ya que cuando el liquido seminal

es absorbido por via rectal a través del intestino, se produce un pico
plasmitico al cabo de 2 horas (Alexander y cols., 1986), que propiciaria
aun mds la supresién de las respuestas inmunolégicas del individuo
afecto por el SIDA.

V.3.3.- CELULAS.-

El estudio de la inmunorregulacién a nivel del tracto reproductor
masculino ha sido dividido en dos apartados: 1) anélisis de los tipos
celulares que contribuyen a la proteccién inmunolégica del
espermatozoide; y 2) estudio de los factores presentes en los eyaculados
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0 segregados por cualquiera de los 6rganos del aparato reproductor
masculino, que inducen la inmunosupresién que caracteriza al liquido

seminal. Veamos en este apartado el papel de los diferentes tipos
celulares.

V.3.3.1.- CELULAS DE LEYDIG.-

Las células de Leydig se encuentran adyacentes a los macréfagos
testiculares (Connell y Christensen, 1975; Wing y Lind, 1977; Miller y
cols., 1983; Niemi y cols., 1986). Poseen uniones inespecificas con las
membranas de los linfocitos y macréfagos (Rivenzon y cols., 1974; Born
y Wekerle, 1981). Las excrecencias de la membrana plasmdtica de las
células de Leydig se insertan a menudo en las invaginaciones de la
membrana de los macréfagos (Miller y cols., 1983). Ha sido compro-
bado que estas células inhiben la proliferacién de los linfocitos inducida
por mitégenos (Born y Werkele, 1981).

Ladestrucci6n de estas células por etano-dimetil-sulfonato produce
una reduccién del tiempo de supervivercia de un injerto en el testicuio,
mientras que la destruccién de los macréfagos por di6xido de silicio
(Huhtaniemi y cols., 1986) no afecta al tiempo de supervivencia de éste,
indicando el relevante papel que las células de Leydig juegan en la
supervivencia de los transplantes a este nivel (Maddocks, 1987).

V.3.3.2.- CELULAS DE SERTOLI.-

Whitmore y cols. (1985), de Cesaris y cols. (1986) y Wyatt y cols.
(1988) han propuesto la actividad inmunosupresora de las células de
Sertoli. Esta actividad se caracteriza por la supresién de la sintesis de
DNA, RNA y proteinas por linfocitos de bazo de ratén estimulados yde
la proliferacién de lineas celulares linfoides y no linfoides de varias
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especies de animales.

Las células de Sertoli, al igual que las células germinales, no
expresan antigenos del CMH de clase I (Péllamen y Niemi, 1987;
Péllimen y Maddocks, 1988) ni de clase II (Head y Billingham, 1985;
Pollimen y Niemi, 1987). La falta de expresién de estos antigenos
probablemente protege a éstas células de la destruccién por los linfocitos
CD8.

Asimismo, como ya se ha comentado anteriormente, las “tigh
junctions” que existen entre las células de Sertoli (Dym y Fawcett, 1970),
- barrera hemato-testicular -, excluyen a las moléculas de altc peso
molecular, - incluso a la Ig G - (Johnson, 1972), de la luz de los tibulos
seminiferos, por lo que previenen el desarrollo de reacciones
inmunol6gicas mediadas por anticuerpos dirigidos contra los autoantigenos
de las células espermadticas.

V.3.3.3.- LINFOCITOS Y OTRAS CELULAS DEL SISTEMA
INMUNE.-

Recientes investigaciones evidencian que los linfocitos T supreso-
res propician un ambiente de inhibicién de respuestas inmunolégicas
contra ¢l espermatozoide y autoantigenos testiculares. Orquitis
autoinmunes severas y altos titulos de AAE en suero se desarrollan en
ratones de 3 a 4 meses, después de la timectomia realizada en el tercer
dfa del nacimiento. La explicaci6n de este hecho ha sido propuesta por
Taguchi y Nishizuka (1981; 1987) y Sakaguchi y cols. (1985). Se basa
en el descenso de linfocitos T supresores que se produce con la
extirpacién del timo, que inhiben y/o regulan la activacién de los
linfocitos T autorreactivos (linfocitos CD4 helper), induciéndose la

produccién de orquitis autoinmune.
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Asimismo, se ha comprobado que cuando los linfocitos T supreso-
res son selectivamente eliminados del bazo de ratones experimentales
inmunizados con espermatozoides, la induccién de la orquitis autoinmune
es ia regla y que la dosis de células espiénicas para prevenir la orquitis
en los ratones machos normales es 10 veces menor que en los
orquiectomizados. Estos haliazgos (Alexander y cols., 1987) sugieren
que linfocitos T supresores son activados por autoantigenos de los
testiculos.

Algunas investigaciones han sido realizadas acerca de la produc-
cién de epididimitis en ratones NZB. Este hecho merece especial
mencion, ya que la epididimitis en estos animales de experimentacién no
es, sino la primera manifestacién de una orquitis autoinmune de la
timectomia sufrida por el ratén al tercer dia; asf como la expresion de
un defecto en el nimero y funcién de los linfocitos T supresores de
fenotipo Ly123+, que son los responsables de ejercer un feed-back
negativo sobre los linfocitos T helper. De esto tiltimo se desprende que,
con este defecto de linfocitos T supresores, se origina una disminucién
en la inhibicién de los linfocitos T helper, induciéndose la epididimitis.

Del mismo modo, formas de prostatitis autoinmune post-timectomia
(Taguchi y cols., 1985), caracterizadas por pérdida de secrecién del
6rgano, infiltrados linfocitarios y anticuerpos antiprdstata circulantes,

han sido inducidas en ratones experimentales en los que los aniigenos

aparecian en el proceso de maduracién de la préstata; al igual que un
incremento en el mimero de linfocitos T4 y un descenso de los linfocitos
T8 ha sido detectado en ciertas enfermedades autoinmunes, tales como
lauveorretinitis autoinmune experimental y 1a encefalomielitis autoinmune
experimental (Calder y Lightman, 1992).
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Por tanto, los linfocitos T supresores son, probablemente, el
instrumento para el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica hacia
el espermatozoide y hacia los autoantigenos testiculares. A causa de que
estos antigenos aparecen en la pubertad, son reconocidos como elemen-
tos extraiios por los linfocitos maduros, y son los linfocitos T supresores
los responsables de inhibir la respuesta inmune contra el espermatozoide.

En biopsias humanas de testiculo, epididimo, vasos deferentes,
préstata y vesiculas seminales (El-Demiry y cols, 1987; El-Demiry y
cols., 1988) se han encontrado preferentemente linfocitos T. Sin embar-
g0, estas c€lulas no se han detectado en la porciones periféricas del
testiculo. Mientras que el fenotipo supresor/citotéxico de los linfocitos
T (CD3 CD8) era mds abundante en las zonas intraepiteliales, en el
compartimento intersticial era el fenotipo helper/inducer (CD3 CD4) el
que predominaba. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Ritchie y cols. (1984) y Fritz y cols. (1989), que ya comprobaron el
predominio de linfocitos CD3 CD8 supresores/citotéxicos en las dreas
intraepiteliales de testiculo y epididimo humanos. La localizacién de
estas c€lulas en el epitelio del tracto reproductor masculino y el defecto
de los linfocitos T helper inducer a este nivel, sugiere que esta poblacién
celular funciona como “secuestradora” de espermatozoides y antigenos
espermaticos y previene su paso a la circulacién general, complemen-
tando, asi, el papel de la barrera hemato-testicular. Los estudios de
Ritchie y cols. (1984) han demostrado que la subpoblacién de linfocitos
CD3 CD8 presente en el epitelio del epididimo constituye un mecanismo
celular que limita el desarrollo de una respuesta inmune contra los
autoantigenos de los espermatozoides. Esto puede ser de particular
importancia en los casos en los que la barrera hemato-testicular se
encuentre alterada. El-Demiry y cols. (1987) han detectado un aumento

de los linfocitos CD3 CDM4 helper inducer en algunos pacientes
oligospérmicos y en individuos vasectomizados con AAE.
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Por otra parte, los linfocitos CD3 CD8 intraepiteliales limitarian la
diferenciaci6n de los linfocitos B y producci6n de anticuerpos dirigidos
contra los antigenos intraluminales. De ahf, que el nimero de células B
encontrado en las distintas dreas del tracto reproductor masculino sea
escaso (Ritchie y cols., 1984; El-Demiry y cols., 1987), salvo en la
préstata (El-Demiry y cols., 1987; Migliari y cols., 1992).

Migliari y cols. (1992) han estudiado la distribucién de células
inmunocompetentes en las gldndulas bulbouretrales del aparato
reproductor masculino (gl. Cowper). Ellos han estimado que un 10% de
las c€lulas de la mucosa de estas gldndulas estd constituido por linfocitos
T, siendo los linfocitos CD3 CD8 supresores/citotéxicos los que
predoininan a expensas de un reducido nimero de linfocitos CD3 CD4
helper/inducer.

Se ha detectado un considerable mimero de macréfagos en el
intersticio testicular alrededor de los tibulos seminiferos, asf como en
el resto del aparato reproductor masculino (El-Demiry y cols., 1987;
Head y Billingham, 1985). El papel de estas células a este nivel todavfa
ha de ser establecido, porque por un lado, se piensa en una funcién
inmunoprotectora al destruir los espermatozoides que pudieran atravesar
la barrera-hemato-testicular y por otro, y dado que son células HLA-DR
(+), seria 16gico sugerir que son células capaces de inducir respuesta
inmune contra el espermatozoide. Estudios m4s profundos realizados en

animales experimentales han mostrado que los macréfagos constituyen

en el testiculo de rata el 25% de todas las células intersticiales (Niemi
y cols., 1986, Pollimen y Niemi, 1987; Pollimen y Maddocks, 1988).
La presencia de receptores para el complemento, asi como receptores Fc
para las Ig G en la membrana plasmética de los macréfagos testiculares
sugiere que la actividad fagocitica de estas células es similar a la del resto
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de los macréfagos existentes en otros 6rganos (Miller y cols., 1983). Pero
a pesar de estas similitudes, los macréfagos testiculares poseen caracte-
risticas especiales, tales como la influencia que 1a FSH ejerce sobre ellos,
que es dosis dependiente con la produccién del lactato por el macréfago
(Yee y Hutson, 1983). Bergh (1985) y Yee y Hutson (1985) han sugerido
que los macréfagos cercanos a las células de Leydig estdn involucrados
en su regulacion. Macréfagos testiculares en la pared de los tibulos
seminiferos y en el intersticio pueden prevenir la exposicién de los
autoantigenos espermdticos a los linfocitos CD4(+) (Yule y cols., 1988)

La préstata posee unas caracteristicas especiales en la distribucién
de células inmunocompetentes. Pareciera como si su inmunovigilancia
en el tracto reproductor fuera mds relevante. Esta contiene un gran
nmimero de células T, macréfagos, linfocitos B y NK. Igualmente que en
el restodel tracto reproducior masculino, los linfocitos T, y especialmen-
te los T8 supresores/citotéxicos, representan la subpoblacién mds
numerosa, pero con un porcentaje mayor que en el resto de los 6rganos
(Migliari y cols., 1992).

Hasta aqui, hemos analizado los diversos componentes del sistema
inmune en los distintos 6rganos sexuales masculinos. Veamos el papel
de estas células en los eyaculados. Asf, la leucocitospermia es definida
como 1a presencia de mds de 10° leucocitos/ml en el eyaculado (WHO,
1992}. Las opiniones sobre la funcién y la concentracién de estas células
son variadas. Asi, Wolffy cols. (1988) han encontrado una relacién entre

leucocitospermia y esterilidad, mientras que El-Demiry y cols. (1986a)

observaron un mayor nimero de leucocitos en individuos fértiles.

Tomlinson y cols. (1992) encontraron que muestras de semen con
mds del 50 % de espermatozoides morfol6gicamente normales contenian
un nimero mayor de leucocitos que aquéllas con m4s del 50% de formas
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espermadticas defectuosas. Esto también ha implicado a los leucocitos en
el control de la calidad del eyaculado.

El origen de los leucocitos seminales ha sido investigado por varios
autores. La mayorf{a de los granulocitos, linfocitos y macréfagos presen-
tes en los eyaculados con cultivos bacteriolégicos negativos parecen
originarse de epididimo, vasos deferentes y testiculos (Tomlinson y cols.
1992; Kortebani y cols., 1992; Olsen y Shields, 1984; Nashan y cols.,
1990; Nashan y cols., 1989; Anderson, 1990). Diferentes teorfas han
sido sugeridas para explicar el origen de la leucocitospermia: en algunos
individuos el incremento de leucocitos en el semen se debe al desarrollo
de una infeccién del tracto reproductor; mientras que en otros la
existencia de leucocitospermia puede reflejar condiciones inflamatorias
no infecciosas o produccién anormal de espermatozoides, que atraen a
los leucocitos (Wolff y cols., 1990). Smith y cols. (1989) han mostrado
mediante observacion al microscopio electrénico la existencia de
espermatozoides, células germinales y bacterias en el interior de los

leucocitos seminales, lo que indica que estas células no siempre van

asociadas a una infeccién genital.

Se han obtenido resultados divergentes en la caracterizacién de los
leucocitos presentes en muestras de semen humano. Asi, mientras que
Kortebani y cols. (1992) y Zagury y cols. (1984) han comprobado el
predominio de los monocitos/macréfagos sobre los linfocitos y granulocitos
en los eyaculados; autores como Wolff y Anderson (1988), Tomlinson
y cols. (1992) y Kung y cols. (1993) defienden lo contrario. Lo que sf
parece estar claro es la gran variabilidad existente en el nimero de
leucocitos y sus poblaciones en el semen humano.

La cuantificacién de las diversas subpoblaciones linfocitarias
constituye iguaimente hoy motivode polémica. La mayoria de los autores
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han demostrado el predominio de los linfocitos T sobre los B en las
muestras de semen humano, ya sea de individuos fértiles como de
individos estériles. No obstante, no existe un acuerdo sobre la subpoblacién
de linfocitos T mayoritaria en los diferentes tipos de eyaculados. Asf,
mientras que algunos investigadores (Zagury y cols., 1984; Witkin y
Goldstein, 1988; Anderson y Hill, 1987; Kortebani y cols., 1992;
Gonzales y cols., 1992a; Barratt y cols., 1992; Kung y cols., 1993)
sugieren el predominio de los linfocitos T8 supresores/citotéxicos en
eyaculados de individuos fértiles y el de los T4 helper/inducer en los
individuos estériles; otros autores demuestran lo contrario (Wolff y
Anderson, 1988; Barratt y cols, 1990b).

Por otro lado, Mazzolli y cols. (1990), Barratt y cols. (1992),
Kortebani y cols. (1992), Gonzales y cols. (1992a) y Kung y cols. (1993)
han propuesto el posible papel de las citoquinas en la esterilidad
masculina, al encontrar un incremento de los linfocitos T4 helper/
inducer activados (HLA-DR(+) o IL-2(+)) en muestras de semen de
individuos astenozoospérmicos.

V.3.4.- FACTORES INMUNORREGULADORES.-
V.3.4.1.- FACTORES TESTICULARES.-
Las células inmunes son reguladas localmente en el testiculo por las

c€lulas de Leydig, las células de Sertoli y los macréfagos testiculares.
Los efectos de estas células estdin mediados por varios factores de

naturaleza peptidica, que incluyen la protectina y el factor interleuquina-
1o like.
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V.3.4.1.1.- POSIBLES PEPTIDOS INMUNORREGULADORES EN
EL TESTICULO.-

Las células testiculares producen varios péptidos andlogos a
aquellos que producen afectacién de las células del sistema inmune in
vivo o in vitro. Estos incluyen:

- Factor de crecimiento insulina-like tipo I (IGF-I) (Hall y cols.,
1983; Handelsman y cols., 1985; Smith y cols., 1987): Producido por
las células de Sertoli. Da lugar a la inhibicién de la proliferacién
linfocitaria.

- Inhibina (Steinberger y Steinberger, 1976): Sintetizada por las
células de Sertoli. Su efecto consiste en estimular la proliferacién de

timocitos por mitégenos.

- Activina (Lee y cols., 1988): Es segregada por las células de
Sertoli y las de Leydig. Inhibe la accién de mit6genos sobre los timocitos.

- Factor TGF-PB-like o factor de transformaci6n del crecimiento

(Avallet y cols., 1987): Es sintetizado por las células de Sertoli. Ejerce
varios efectos, entre los que cabe destacar: la inhibici6n de la prolifera-

cién de linfocitos T por mitégencs como PHA y Con-A; inhibicién de
la diferenciacién de los linfocitos B a células plasmdticas; inhibici6n de
la funcién de las células NX; e inhibicién de la secreci6n de IL-2 y
regulacién de los receptores IL-2 en las células T.

- Factor GnRH-like (Sharpe y Fraser, 1980): Es producido por las

¢€lulas de Sertoli. Induce Ia produccidn por los linfocitos de un factor
LH-like.
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- Factor de crecimiento neural B-like (NGF-B-like) (Olson y cols.,
1987): Se produce en los espermatocitos y espermitides. Produce
estimulacion de los linfocitos por la activacién de Con-A y aumento de
la expresi6n del receptor de IL-2 en cultivos de linfocitos.

- Laminina (Bohnsack y cols., 1985): Es sintetizada por las células
de Sertoli. Aumenta la fagocitosis por los macréfagos.

- ACTH (Peck, 1987): Inhibe la induccién de radicales de superéxido
enmacréfagos y estimulacion de la actividad tumoricida de los macréfagos
en ausencia de IFN-y. Es sintetizada por las células de Leydig.

-0.-MSH (Cannon y cols., 1986): Es segregada por las células de
Leydig. Inhibe el efecto inmunoestimulador e inflamatorio de la IL-1.

- B-endorfina (McCain y cols., 1982; Puppo y cols., 1985): Da
lugar a un aumento de la proliferacién de linfocitos inducidos por
mitégenos y a una inhibicién de la expresi6n de antigeno HLA-DR en
linfocitos T4 en cultivos de células mononucleadas. Es sintetizada por
las células de Leydig.

- o-endorfina (Heijnen y cols., 1987): Es sintetizada por las células
de Leydig. Ejerce un efecto de supresién sobre la produccién de
anticuerpos por los linfocitos.

- Arginina-vasopresina (AVP) (Nicholson y cols., 1984): Produci-
da por las células de Leydig, es capaz de estimular la produccién de
Y-IFN por determinadas células esplénicas.

- Sustancia P-like (Schultze y cols., 1987): Sintetizada por las
células de Leydig, es responsable sobre todo de la estimulacién de la
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proliferacién de linfocitos T.
- Factor TRH-like (Morley y cols., 1980): No ha sido determinado
el tipo celular productor de este factor. Su accién consiste en la

estimulacién de la produccién de TSH por algunos linfocitos T.

- Factor de crecimiento epidérmico-like (EGF) (Elson y cols.,
1984): Colabora en la produccién de y-IFN por los esplenocitos.

Los factores inmunorreguladores mejor caracterizados son la
protectina y la interleuquina-1-like. Vamos a pasar a comentarlos.

- PROTECTINA.- La protectina o proteina inmunosupresora

testicular se produce en el inicic de la pubertad. Se ha éomprobado que

una muy pequefia concentracién se encuentra presente en los testiculos
de ratones de experimentaci6n de 21 dfas, pero que esta concentracién
aumenta enormemente a los 26 dias y que los niveles del adulto se
alcanzan en el dia 44° (Péllimen y cols., 1989a).

Mediante HPLC se ha demostrado la existencia de dos picos de
actividad inmunosupresora llamados respectivamente protectina A y
protectina B. Dos picos adicionales han sido detectados por gel de
filtracién, denominados protectina C y )rotectina D,

En lo que se refiere a su acci6n, la protectina inhibe la transforma-
cién bldstica que induce la Con-A, siendo esta supresion dosis depen-
diente con relacién a la cantidad de fluido testicular presente. P6llimen
y cols. (1988) han comprobade que la actividad inmunosupresora de la
protectina puede bloquear la accién de los receptores de linfocitos T y
receptores de IL-2 en la estimulacién de linfocitos. Parece que la
inhibicién de la protectina es mediada por el AMP,, ya que cultivos de
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células mononucleadas con fluido testicular elevaron los niveles de esta
sustancia.

La regulaci6n de esta actividad inmunosupresora es llevada a cabo
por diferentes factores, tales como: tratamiento con estrégenos,
hipofisectomfas, tratamientos con HCG que inhiben la secrecién de las
gonadotropinas o niveles bajos de testosterona en suero o testiculo, que
inducen un incremento de la inmunosupresién. No est4 claro si las cuatro
protectinas corresponden a alguno de los factores inmunorreguladores
identificados a nivel testicular, tales como la ACTH, sustancia P, GnRH,
TRH, etc.

Laactividad inmunosupresora de la protectina puede jugar un papel
muy importante en el mecanismo de la supervivencia prolongada de un
injerto en el testiculo. Se han detectado niveles elevados de este factor
después del transplante de un tejido extrafio (Selawry y Whittington,
1984). Por ello, se piensa que la actividad que ejerce la protectina es
indispensable para evitar el ataque autoinmune contra el espermatozoide.
Este hecho se basa en que su sintesis comienza en la pubertad, cuando
las células germinales aparecen en el epitelio de los tibulos seminiferos

(Yuley cols., 1988) y cuando la produccién testicular de la interleuquina-
1-like se inicia por parte de las células de Sertoli (Syed y cols., 1988).
Incrementos en sus niveles en algunas patologfas como la criptorquidia

o el hipogonadismo hipogonadotrépico indica que también podria estar
funcionalmente involucrado en la regulacién de la espermatogénesis.

La funcién inmunosupresora de la protectina puede influir en la
diseminacién de infecciones o enfermedades que se contagian por via
sexual, tales como el SIDA.
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- FACTOR INTERLEUQUINA-1-LIKE TESTICULAR.- La
interleuquina-1-like (IL-1t) es sintetizada por las células de Sertoli bajo
el control de la hipdfisis, ya que una hipofisectomia induce el descenso
de la IL-1t (Soder y cols., 1988) y una administracién exégena de HCG
en este caso, induce un aumento de ésta. Se excreta a los tibulos
seminiferos en dos direcciones: una hacia la luz tubular; y otra hacia el
espacio intersticial (Khan y cols., 1987; Gustafsson y cols., 1988; Syed
y cols., 1988). Enratas puede ser detectada ya al principio de la pubertad,
aumentando sus niveles hasta alcanzar el plateau del adulto (Syed y cols.,
1988). El efecto de este factor es el de estimular la proliferacién de
timocitos. Como consecuencia del efecto mitégeno de la IL-1t en
distintas células -fibroblastos, queratinocitos, células tiroideas, células
tumorales-, y conociendo que aparece en la pubertad, se podria
especular que la IL-1t estd involucrada en la regulacién de la
espermatogénesis. En animales hipofisectomizados con una
espermatogénesis alterada y niveles descendidos de IL-1t, la inyeccién
intratesticular de esta sustancia, incrementa la sintesis de DNA por las
espermatogonias (P6lldmen y cols., 1989b). Esto indica que las células
de Sertoli pueden regular la espermatogénesis por medio de la secrecién
de IL-1t. El papel de la IL-1t sobre las células de Leydig es un tema aiin
sin aclarar.

En cuanto a la funcién de la IL-1t, se ha comprobado que posee
propiedades quimiotdcticas tras el dafio de las células de Sertoli, dando
lugar a la aparici6n de un infiltrado leucocitario en el testiculo. Ademds
la IL-1t es un factor de crecimiento para los linfocitos T, B y para las
células leucémicas (Wakasugi y cols., 1987), por lo que un incremento
de esta sustancia en el testiculo, nos indica la recaida de una leucemia
linfobldstica aguda.

No obstante, la existencia de alguna de estos péptidos
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inmunorreguladores en otros drganos no privilegiados
inmunolégicamente, nos hace pensar que la sola presencia de estos
factores en el testiculo no es suficiente como para explicar la prolongada
supervivencia de un injerto en este 6rgano. Quiz4s el sinergismo de
varios factores sea necesario para una adecuada inhibicién linfocitaria a
nivel testicular.

V.3.4.1.2.- ESTEROIDES SEXUALES.-

Diversos autores han estudiado el efecto de los esteroides sexuales
sobre las células del sistema inmune, con conclusiones discrepantes.
Mientras que investigadores como Roubiniam y cols. (1979), Sakans y
cols. (1978), Ahn y cols. (1983), Vandenbroucke y cols. (1982) y
Sthoeger y cols. (1988) han defendido la hipétesis de que los andrégenos
inducen la supresién de la respuesta inmune y los estrégenos son
inmunoestimuladores; otros autores (Grossman, 1985; Tarter y cols.,
1986) han sugerido que los esteroides sexuales desempefian fundamen-
talmente un papel inmunosupresor, al comprobar que animales castrados
presentan un incremento de la funci6n de los linfocitos T y, en definitiva,
una induccién de la respuesta inmune. Esta inmunosupresién esteroidea
se realiza gracias a la presencia en los linfocitos de receptores para estas
hormonas (Grossman, 1985).

Muy interesantes son los estudios que Maddocks y cols. (1990) han
realizado acerca del efecto de diversos factores sobre la esteroidogénesis
testicular, comprobando que la PRL, IGF-I, B-endorfina y PGE inducen
su estimulacién, y que PGF, , ADH, oxitocina, EGF y glucocorticoides

ejercen un efecto depresor de la sintesis esteroidea en el testiculo: y

sugiriendo la interrelacion entre esteroides y esteroidogénesis, leucocitos
(poseen igualmente receptores para alguna de las sustancias anterior-
mente citadas, produciendo un determinado efecto sobre el sistema
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inmune) y sus productos; y la espermatogénesis, que precisa de un nivel
preciso de andrégenos para que sea llevada a cabo.

V.3.4.2.- PRODUCTOS LEUCOCITARIOS.-

Los productos leucocitarios mejor caracterizados son las
interleuquinas de 12 1 a la 7, interferén ., B, y 7, y factores de necrosis
tumoral oy B (Smith y cols., 1986; Oppenheim y cols., 1986; Nathan,
1987; Morris, 1988). Mds recientemente se ha comprobado la produc-
cién por los linfocitos de sustancias como: derivados de la
Proopiomelanocortina (Johnson y cols., 1982; Westly y cols., 1988),
TGF- B (Kehrl y cols., 1986), LH-like (Ebaugh y Smith, 1988), GnRH-
like (Emanuele y cols., 1989), PRL-like (Roza y Kelley, 1988) y otros
(Harbour y cols., 1988; Baxter y cols., 1988).

Algunos de los productos leucocitarios han mostrado capacidad de
afectar la funcidn testicular (Tabla I). Los macréfagos se han asociado

recientemente con las células de Leydig (Connell y Christensen, 1975),

habiéndose demostrado que cambios morfolégicos en las células de
Leydig son concomitantes con cambios en los macréfagos (Wing y Lin,
1977). Miller y cols. (1983) han detectado fenémenos de endocitosis de
células de Leydig por los macréfagos testiculares, sugiriendo que los
macréfagos presentes a nivel testicular estdn involucrados en la regula-
cién de la funcién de las células de Leydig.

En la Tabla I especificamos el efecto =n el testiculo de los productos
leucocitarios mejor estudiados:
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EFECTOS DE LOS PRODUCTOS LEUCOCITARIOS EN EL

TESTICULO.

Factor

Efecto

IL-l1x

IL-1B

TGF-B
o-MSH
Prolactina-like
Factor LH-like

Factor GnRH-like

B —Endorfina

*Estimulacién de la proliferacion de las
espermatogonias.

*Estimulacién de la produccién de esteroides
C-19 (testosterona) y C-21 (progesterona) por las
c€lulas de Leydig en ausencia de LH.

*Inhibicién de la produccién de niveles de C-19
esteroides por las células de Leydig en presencia
de niveles estimuladores mdximos de LH.

*Inhibicién de la esteroidogénesis por las células
de Leydig

*Inhibicién de la esteroidogénesis por las células
de Leydig.

*Disminucién del nimero de espermitides y
espermatocitos en el epitelio de los tibulos
seminiferos.

*Inhibicién de la esteroidogénesis en las células de
Leydig.

*Estimulaci6n de la secrecién de estradiol por las
c€lulas de Sertoli prepuberales.

*Potenciacidn del efecto de la LH en la

esteroidogénesis de las células de Leydig.

*Estimulaci6n de la esteroidogénesis en las células
de Leydig.

*Estimulacién de las esteroidogénesis en las célu-

las de Leydig.
*Induccién de la produccién de testosterona.
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V.3.4.3.- OTROS FACTORES INMUNORREGULADORES.-

Muiitiples factores inmunosupresores han sido detectados en el

plasma seminal, encontrdndose algunos de ellos en extractos de 6rganos
del aparato reproductor masculino (Anderson y Tarter, 1982) y en

muestras de semen de individuos vasectomizados, por lo que parece que

en este caso el origen de estas sustancias no seria ni testicular, ni

epididimario, ni espermdtico (Lord y cols., 1977; Bischof'y cols., 1983).

En la Tabla II exponemos los mds importantes.

TABLA 11

OTROS FACTORES INMUNORREGULADORES

Factor

Efecto

Referencia

Prostaglandinas

Poliaminas
(espermina y
espermidina)
PAPP-A*

Transglutaminasa
y uteroglobulina
Zn, complejos

proteicos de Zn

Inmunoglobulinas

Inhibe la actividad NK.

Inhibe la proliferacién
linfocitaria y formacién
de linfocitos citot6xicos.
Inhibe la proliferacién

de linfocitos

Suprimen la respuesta
proliferativa de las células
esplénicas de la mujer a

espermatozoides singénicos.

Inhibe la proliferacién
linfocitaria inducida por
mitégenos.

Factores bloqueantes

Vallely y cols.,1988.
Tarter y cols., 1986.
Byrd y cols., 1977.
Bischofycols., 1983
Mukherjee y cols.,

1983.

Chvapil y cols.,

1977.

Thaler y cols., 1989.

* Proteina A plasmdtica asociada al embarazo.
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Factor

Efecto

Referencia

Transferrina
Lactoferrina

o,-macroglobulina

B,-microglogulina

Antigenos
espermdticos

Productos de las

céls. supresoras
Proteina CD16

Esteroides

Por recept. transferrina
(NK como célu; :s diana).
Inhibe la actividad dei
complemento.

Enmascara antigenos.
Enmascara antigenos.

Induccién de células
supresoras

(tolerancia inmunolégica).
Inmunosupresién antigeno
especifica e inespecifica.
Inhibe la unién del
aniicuerpo a los recept.
Fc de la superficie de
macréfagos y PMNs.
Inhiben diversas funciones
del sistema inmune.

Faulk y Galbraith,
1979.

Morgan y cols.,
1975.

James, 1980.
Mukherjee y cols.,
1683.

Ritchie y cols.,
1984,

Ritchie y cols.,
1984,
Thaler y cols.,
1989.

Grossman, 1985;
Tarter y cols.,
1986.
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Como hemos visto hasta ahora, los mecanismos protectores del
gameto masculino mds importantes parecen ser los inmunorreguladores,
tanto los mediados por las células, como por los factores. El estudio de

éstos podria responder a alguno de los interrogantes mds complejos de

la reproduccién humana y podria abrir nuevas perspectivas en la terapia
de las parejas estériles de origen inmunolégico.




Objetivos
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El tracto reproductor masculinc es una regién inmunolégicamente
dindmica, en la que se encuentran involucrados distintos componentes
del sistema inmune (células, inmunoglobulinas, citoquinas ...), que
pueden desempefiar una importante funcién, no sélo en las infecciones
g-nitales, sino en la modulacién de la respuesta inmune contra el
espermatozoide y en el control de la calidad seminal.

En este estudio, intentamos analizar el papel fisiolégico de las
diferentes c€lulas del sistema inmune presentes en el eyaculado, asi como

su implicacion en la esterilidad masculina, tanto de origen inmunolégico,

como no inmunolégico.




Material y métodos
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1.- INSTRUMENTOS Y MATERIAL DESECHABLE.-
I.1.- INSTRUMENTOS.-

- Estufa 205 (SELECTA, Espaia).

- Frigorifico (Zanussi, Madrid, Espaia).

- Congelador (Zanussi, Madrid, Espafia).

- Agitador continuo (Eppendorf, modelo Mischer 5432).

- Centrifuga (Beckman, modelo TJ-G).

- Citémetro de flujo FAC-scan IV (Becton Dickinson; Mountain View;
California).

- Cronémetro (Seiko Sports 100).

- Microscopio 6ptico de contraste de fases (Niken, Japén).

- Micropipetas automadticas (Beckman Instruments Inc, Brea, USA).

1.2.- MATERIAL DESECHABLE.-

- Cdmara de recuento celular de Neubauer.

- Jeringas de insulina de 1 ml, Plastipak ® (Becton Dickinson, Dublin,
Irlanda).

- Frasco de pldstico de recogida de muestras bioldgicas.

- Pipetas Pasteur de vidrio (KRAPE, Espaiia).

- Cubreobjetos y portaobjetos.

- Guantes de pldstico.

- Tubos de pidstico de 10 ml (Flow; United Kingdom).

- Tubos de pldstico para IFD de 12x75 mm.

- Puntas de pipetas automdticas (DASLAB, Espaiia).

- Placas de Petri 35x10 (NUNC, Dinamarca).
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II.- MEDIOS DE CULTIVO.-

- Inra Menezzo B-2 (Api-System, Montalieu-Vercieu, Francia).
- RPMI:

A 900 ml de agua bidestilada se afade:

- RPMI - 1640 (Flow)

- Bicarbonato s6dico (Merck)

- Ampicilina (Antibiéticos, S.A)

- Gentamicina (Antibiéticos, S.A)

- L-Glutamina (Flow Laboratories)

- Hepes buffer (Flow laboratories)

Esta mezcla, tras agitacién y ajuste apH = 7,4, se lleva aun volumen
de 1000 ml con agua bidestilada.

III.- GRUPOS DE PACIENTES ESTUDIADOS.-

Con objeto de estudiar y aclarar el papel que los leucocitos
seminales y determinadas subpoblaciones de éstos juegan en la fisiologfa
de la reproduccién humana, procedimos al anélisis del eyaculado de 108
varones atendidos en el laboratorio de la Unidad de Reproduccién del
Hospital Regional Virgen de las Nieves de Granada.

Las muestras de semen se obtuvieron mediante masturbacidn tras

3 dias de abstinencia sexual y fueron recogidas en frascos de pldstico

estériles. Ninguno de los sujetos tomaba medicacién alguna ni presen-
taba ningin signo o sintoma de patologia aparente. Tampoco habian
ingerido alcohol ni consumido tabaco recientemente.

Las edades de los 108 individuos sometidos a estudio oscilaba de
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22 a 45 afios.

Los cultivos microbi6logicos de todas las muestras resultaron
negativos.

Tras la licuefaccién de los eyaculados, estudiamos las siguientes
caracteristicas seminales:

a) Concentracién de leucocitos peroxidasa positiva: Mediante la
tincién de mieloperoxidasa, usando azul de orthotoluidina (WHO, 1992)
y contaje de las células tefiidas en c4dmara de Neubauer. Con esta tincién
podemos distinguir los granulocitos y macréfagos de otras células
presentes en el semen (Nahoum, 1980).

b) Nimero de espermatozoides: Mediante valoracién en cdmara de
recuento celular de Neubauer, segiin las normas de la O.M.S (WHO,
1992).

¢) Motilidad espermitica: Mediante observacién en fresco al
microscopio de contraste de fases, utilizando la clasificacién de la O.M.S
(WHO, 1992). Para este estudio s6lo se tuvieron en cuenta los
espermatozoides Q (+++), es decir, aquéllos que presentaban un
movimiento rdpido, lineal y progresivo.

d) Vitalidad: Se analizé mediante la prueba de Eosina-Nigrosina

(WHO, 1992), considerando muertos a los espermatozoides que se

tefiian.

e) Morfologia: Mediante la tincién de Fupanicolau (WHO, 1992),
seglin la clasificacién de la OMS (WHO, 1992).
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f) Test hiposmético: Con el que estudiamos la funcionalidad de la
membrana espermadtica, en el cual enfrentamos a los espermatozoides a
una solucién hiposmdtica, tras lo que consideramos a las formas
espermdticas “hinchadas” como espermatozoides que poseen una mem-
brana funcional (WHQ, 1992).

g) Determinacién de AAE, empleando el “test de immunobead “
(WHO, 1992): Los inmunobeads son bolitas de poliacrilamida unidas
covalentemente con anticuerpos de conejo anti-inmunoglobulinas huma-
nas (anti-IgG, o anti-IgA; Biorad Laboratories, Richmond, CA, USA).
Para esta prueba los espermatozoides, tras ser lavados (300 g durante 5
minutos) dos veces en B2-Menezzo (APISystem, Montalieu-Vercieu,
Francia), se resuspendfan en una concentracion de 10 a 20 millones de
células por ml en dicho medio. Una gota de immunobead, era mezclada
con una gota de igual volumen de espermatozoides lavados (7ul), sobre
las que se depositaba un cubre y se incubaba en una placa de Petri
humedificada durante 10 minutos a temperatura ambiente. Observamos
la reaccién con microscopiode contraste de fases a 40x. Un espermatozoide
mdvil se consideraba positivo al unirse una o mds “bolitas” del test de
immunobead a su superficie. Segtin esto, un semen se clasificaba como
positivo cuando mds del 20% de sus espermatozoides méviles posefan
bolitas Ig . o Ig G adheridas.

Los eyaculados sometidos a estudio se dividieron en 5 grupos:

[11.1.- GRUPO CONTROL DE INDIVIDUOS FERTILES.-

Un grupo de 30 varones en espera de ser vasectomizados
(prevasectémicos) con, al menos, dos hijos, siendo uno de ellos menor
de un afio, constituyd nuestro grupo control de individuos fértiles.
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IIl.2.- VARONES DE PAREJAS ESTERILES POR FACTOR
MASCULINO NO INMUNOLOGICO.-

Este grupo estaba constituido por 30 individuos estériles (no habfan
conseguido un embarazo tras dos afios de relaciones sexuales habituales
con sus parejas) sin AAE, en los que alguno de los pardmetrcs seminales
estudiados se encontraba alterado. Segiin esto y siguiendo los criterios
de la O.M.S (WHO, 1992) incluimos en este grupo las siguientes
patologias:

- Oligozoospermias: Sujetos en los que la concentracién de
espermatozoides era menor a 20 x 10° espermatozoides/ml.

- Astenozoospermias: Menos del 25% de los espermatozoides
presentes en el eyaculado tenfan una motilidad del tipo Q(+ + +).

- Oligoastenozoospermias: En las ¢ una combinacidn de las dos
anteriores tenfa lugar.

- Teratozoospermias: Menos del 30% de los espermatozoides eran
morfolégicamente normales.

- Oligoastenoteratozoospermias: Individuos en los que se asociaban
las alteraciones anteriores.

La fertilidad de sus compafieras fue sometida a evaluacién mediante

la medicién de la temperatura corporal basal, estudios hormonales,

histerosalpingografia y laparoscopia.
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IIll.3.- VARONES DE PAREJAS ESTERILES POR FACTOR
MASCULINO INMUNOLOGICO TIPO Ig G/Ig A.

Los 18 individuos incluidos dentro del grupo de esterilidad
inmunolégica presentaron en, al menos dos seminogramas, AAE en los
eyaculados (estériles AAE (+)). De entre estos 18 eyaculados, e.table-
cimos 2 subgrupos. El primero que nos ocupa, compuesto por 11 de estos
pacientes, presenté AAE tipo Ig G e Ig A; y el segundo, formado por los
7 eyaculados restantes, serd tratado en el apartado siguiente.

La fertilidad de sus compaiieras fue evaluada en éste y en el
siguiente grupo con los mismos métodos diagnésticos utilizados para el
grupo de estériles no inmunoldgicos.

IIL.4.- VARONES DE PAREJAS ESTERILES POR FACTOR
MASCULINO INMUNOLOGICO TIPO Ig G.-

Los 7 sujetos restantes del grupo de estériles con AAE se caracte-

rizaba por presentar un “testde immunobead” positivo, inicamente para
lalg G.

IIL.5.- INDiVIDUOS VASECTOMIZADOS.-

Treinta sujetos vasectomizados (postvasectémicos) con, al menos,
tres meses de seguimiento médico desde la intervencién quirtrgica,
constituyeron nuestro dltimo grupo de pacientes estudiados. En ninguno
de estos eyaculados se observaron espermatozoides.
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IV.- MARCAJE DE LINFOCITOS CON ANTICUERPOS
MONOCLONALES.-

IV.1.- REACTIVOS.-

IV.1.1.- Solucién PBS.-

Es una solucién de fosfato tamponado preparado a partir de tabletas
(Oxoid) con la siguiente composicién: NaCl 8,0 g/l, KCI 0,2 g/l,
Na,HPO, (anhidro) 1,15 g/1, KH,PO, 0,2 g/l. Se disuelve una tableta en
100 ml de agua destilada.

IV.1.2.- Solucién fijadora de paraformaldchido al 1% .-

Esta solucién se prepar6 a partir de paraformaldehido
despolimerizado acuoso ai 10% (ultrapure EM grade Polysciences,
Warrington, PA, n° 4018) diluido con PBS. El pH de esta solucién se
ajusté a 7,4 con NaOH 1N.

IV.2.- ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZADOS.-

Con la aparicién de los anticuerpos monoclonales el conocimiento
de los antigenos de membrana de los leucocitos humanos y su importan-
cia funcional, asi como el desarrollo de técnicas de biologia molecular
que nos permiten secuenciar los genes que codifican estas moléculas de
superficie, ha suscitado un enorme interés y espectacular desarrollo.

Ha sido, por tanto, necesario establecer una coordinacion a través
de los denominados “Talleres Internacionales de Antigenos de Dife-

renciacion de Leucocitos Humanos”, debido al gran numero de antigenos
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de membrana y anticuerpos monoclonales que actualmente estdn sur-
giendo (Shaw, 1987). En el transcurso de estos talleres - el primero de
ellos se celebré en Paris en 1982; el segundo en Boston en 1984; el
tercero en Oxford en 1986; y el cuarto en Viena en 1989 - se ha estudiado
la especificidad de unos 1000 anticuerpos monoclonales (Sinchez-
Madrid y cols., 1987; Sdnchez-Madrid y cols., 1989), atendiendo a la
distribucion celular e histica, a la caracterizacién bioquimica de las
moléculas reconocidas y a su efecto sobre distintas funciones leucocitarias,
conel finde aunar todas las estructuras quimicas que han ido apareciendo
en estos ultimos afios y asf llegar a un mayor conocimiento de la
membrana de los leucocitos y fundamentalmente de los linfocitos.

Fruto del cuarto y iltime Taller Internacional fue el establecimiento
de 78 CD (Knapp y cols, 1989) o “Cluster of Differentiation” distintos
(grupos de Diferenciacién Antigénicos). Los 78 CD actualmente defini-
dos sedistribuyen, atendiendo a su expresidn preferencial y/o diferencial
en los distintos tipos celulares hematopoyéticos: 12 CD de linfocitos T,
17 de linfocitos B, 12 de monocitos y granulocitos, 21 de NK y células
de linaje no especifico, 6 de linfocitos activados y finalmente 10 de
plaquetas.

Estudios funcionales indican que algunos de los CD establecidos
poseen un importante papel en las interacciones de los diferentes tipos
celulares del Sistema Inmune, independientemente de su distribucién
celular. En la Tabla III, detallamos el panel de anticuerpos monoclonales
utilizado en nuestro estudio.
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PANEL DE ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZADO.

CD

Ac.Mo

Ref. N°

Especifidad

CD45
CD14
IgGIIngl

CD3
CD3
CDh4
CD8
CD8
CD45RA

CDl11b
CD56
CD3HLA-DR

Anti-HLE-1 FITC
Anti-Leu-M3 PE

Simultest control

Anti-Leu-4 FITC
Anti-Leu-4 PE
Anti-Leu-3a PE
Anti-Leu-2a FITC
Anti-Leu-2a PE
Anti-Leu-18 FITC

Anti-Leu-15/CR3PE
Anti-Leu-19 PE
Simultest Anti-Leu
-4FITC+ Anti HLA
-DR PE
Anti-HLA-DR FITC
Anti-HLA-DR PE
Anti-Leu-11¢ PE
Anti-Leu-16 PE
Anti-Leu-1 FITC

7460
95-0011
95-0012

92-00G1
7347
7323
7313
7317
7723

7557
7747
95-0009

T-200 (nanleucocitario)
Monocitos/macréfagos
Anti-Igs Ig G, e IgG,,

de ratdn (control (-))

TcR (Pan-T)

TcR (Pan-T)

Subpoblacién de linfocitos T
Subpoblacién de linfocitos T
Subpoblacién de linfocitos T
Subpoblacién T4, T8, B,
monocitos

Recept.CR3 para C3bi
NCAM

Linfocitos T activados

CMH II
CMH II
Fc-y-RIII
Pan-B

Linfocitos T,subpoblacién B
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IV.2.1.- POBLACIONES CELULARES CARACTERIZADAS EN
NUESTRO ESTUDIO MEDIANTE SIMPLE Y DOBLE
MARCAJE CON ANTICUERPOS MONOCLONALES.-

En la Tabla IV resumirios las poblacicnes celularas caracterizadas
en nuestro estudio, que son las siguientes:

- CD45(+): Las proteinas de membrana celular CD45 se encuen-
tran en todos los leucocitos humanos (antigeno comin panleucocitario
o T 200) (Thomas, 1989). Su principal utilidad clinica en la citometria
de flujo reside en ser el control positivo de los leucocitos y la base para
diferenciar las distintas poblaciones leucocitarias.

- CD45(+)CDI14(+): Este doble marcaje de anticuerpos
monoclonales se emplea en citometria de flujo en la caracterizacién de
la poblacién de monocitos y macrdfagos tisulares, que expresan los dos
antigenos, y en la diferenciacién de linfocitos y granulocitos, que no

expresan este tltimo receptor (CD14), especifico de los monocitos
(Sdnchez-Madrid y cols., 1989).

- CD45(+)CD14(-): Nos define las poblaciones de linfocitos y de
granulocitos, separdndolas de los monocitos, que son CD14(+).

- CD45(+)CD3(+): Con este marcaje diferenciamos exclusiva-
mente los linfocitos T maduros (Davis, 1990), a través de la molécula de
membrana CD3, que constituye el marcador principal de estas células,

el cual se asocia con el receptor para el antigeno, formando el complejo

CD3-1cR. Por tanto, esta molécula de superficie participa en el

reconocimiento antigénico y en la activacién funcional de los linfocitos
T (Klausner y Samelson, 1991).
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- CD45(+)CD20(+): Los anticuerpos monoclonales que reaccio-
nan especificamente con estos antigenos de superficie nos definen la
poblacién de células B. El antigeno CD20 propio de los linfocitos B
parece jugar un papel en la regulacién de la activacién de las células B
y su proliferacion (Clark y Shu, 1987).

- CD45(+)CD16(+): Esta pareja antigénica ha sido utilizada para
estudiar una poblacién linfocitaria caracterizada por su actividad citotéxica
natural o actividad NK, sobre algunas células tumorales o infectadas por
determinados virus llamadas células diana (Eiguchi y Alcocer, 1990).
Estd compuesta por linfocitos de gran tamafio con granulos c:toplasmdticos
azurdfilos, por lo que ha venido a denominarse LGL (large granular
lymphocytes) o “linfocitos grandes granulares”. El 90% de los LGL
expresa el antigeno CD16 (Fc-y-RIII) (Robertson y Ritz, 1990; Nagler
y cols., 1984). Dicho antigeno constituye el receptor de baja afinidad
para la fraccién Fc. de la Ig G (Fc-y-RIII) (Ravetch y Kinet, 1991) de los
inmunocomplejos, por lo que la expresidn de esta molécula media la
Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos (ADCC) y la fagocitosis
de los inmunocomplejos, consiguiendo en definitiva un aclaramiento de

éstos.

Hay que seialar que la subpoblacién linfocitaria de los LGL mds
eficaz en la citotoxicidad mediada por estas células, es la formada por
los linfocitos que no expresan el antigeno CD3, que constituyen, al
menos, el 80% de los LGL (Abo y cols., 1982), (freate a los CD3(+)
que se detectan en menos de un 20% de estas células). Por lo tanto, e}
andlisis de la subpoblacién CD45(+)CD16(+), nos permite el estudio,

principalmente, de las células CD3(-)CD16(+) o NK, propiamente

dichas, con mayor capacidad citotéxica y madurez, que los restantes
LGL o células NK like (CD3(+)CD16(+)).




74 Material y Métodos

- CD3(+)CD4(+): Define la poblacién de linfocitos T “helper/
inducer” o colaboradores/inductores (linfocitos T4). Los linfocitos T
que poseen la molécula de superficie CD4 intervienen en el reconoci-
miento de antigenos extraios en asociacién con el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) de clase II (Parnes, 1989).

La funcién de los linfocitos T4 es la de estimular la proliferacién
de linfocitos B ante ia presencia de una sustancia extrafia y su transfor-
macién en células plasmdticas productoras de inmunoglobulinas, asf
como, inducir la supresién mediada por las células CD8{+).

- CD3(+)CDS8(+): Les anticuerpos monoclonales que reaccionan
con estas moléculas de superficie reconocen la poblacién de linfocitos
T supresores/citotéxicos. Estos suprimen la proliferacién de linfocitos
B y la produccién de anticuerpos; asi como destruyein las células que
presentan antigenos extrafios (Parnes, 1989; Salter y cols., 1990).

En algunos transtornos autoinmunes (Morimoto y cols., 1984),
como mostrareinos mds adelaate, se ha comprobado el descenso en el
nimero de los iinfocitos T8 supresores/citotéxicos, que condiciona una
alteracion en el cociente T4/T8 y que explicaria los fendmenos de

inmunoactivacion o defectuosa inmunosupresién propios de estas enfer-

medades.

- CD4(+)CD45RA(+): La expresion o ausencia del antigeno
CD45RA en los linfocitos CD4 nos definen dos subpoblaciones distintas
(Morimoto y cols., 1983; Morimoto y cois., 1985; Rudd y cols., 1987):
CD4(+)CD45RA(+) y CD4(+)CD45RA(-).
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TABLA IV
POBLACIONES CELULARES CARACTERIZADAS CON ESTOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES

Ac. Mo.

Poblac.cel.caracterizada

CD45(+)
CD45(+)CD14(+)
CD45(+)CD14(-)
CD45(+)CD3(+)
CD45(+)CD20(+)
CD45(+)CD16(+)
CD3(+)CD4(+)
CD3(+)CD8(+)
CD4(+)CD45RA(+)

CD4(+)CDA45RA(-)
CD&(+)CD11b(+)
CD8(+)CD11b(-)
CD8(+)CD56(+)
CD3(+)HLA-DR(+)
CD4(+)HLA-DR(+)

CD8(+)HLA-DR(+)
CD20(+)CD5(+)

Leucocitos

Monocitos/Macréfagos

Linfocitos, granulocitos

Linfocitos T

Linfocitos B

Linfocitos Grandes Granulares (LGL).
Linfocitos T4 helper/inducer
Linfocitos T8 supr./citot6x.
Linfocitos T4 inductores de supresion
(células naive o nativas)

Linfocitos T4 inducer-helper

(células memoria)

Subpoblacién de linfocitos T8
supresores antigeno inespecicos y NK.
Subpoblacién de linfocitos T8
supresores antigeno especificos y NK.
Subpoblacién de linfocitos T8 citotd-

xicos no MHC restringidos y NK.

Linfocitos T activados

Linfocitos T4 helper/inducer activados
Linfocitos T8 supr./citotéx. activados
Subpoblacidn de linfocitos B inmuno-
rreguladores de respuesta inmune ines-
pecifica.
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La primera de ellas, también ha venido denomindndose inductora
de supresion porque participa en las respuestas inmunes cuyo fin es la
inmunosupresién mediante la estimulacién los linfocitos T8. La
subpoblacién CD4(+)CD45RA(+) estd constituida por los linfocitos T
nativos, que deben su nombre a la incapacidad de proliferar en cultivos
ante antigenos solubles (Morimoto y cols., 1985).

En condiciones normales, la mitad de los linfocitos T4 de sangre
periférica expresan CD45RA.

- CD4(+)CD45RA(-): Esta subpoblacién se compone de los
linfocitos T4 que no expresan el antigeno de membrana CD45RA. Segtin
Rudd y cols. (1987), estas células favorecen la respuesta humoral,
estimulando la produccidn de anticuerpos por los linfocitos B. De ahi su
denominacién de colaboradora o de linfocitos T memoria, ya que tienen
la capacidad de proliferar en cultivos ante antigenos solubles (Morimoto
y cols., 1983; Morimoto y cols., 1985).

- C8(+)CD11b(+): Las células gue coexpresan estas dos molé-
culas de superficie son una subpoblacién de linfocitos T CD8(+) y
ciertas células NK. El antigeno CD11b constituye la cadena alfa del
receptor CR3 para el complemento (C3bi).

Funcionalmente, las células caracterizadas por el fenotipo

CDB8(+)CD11b(+) son supresoras antigeno no especificas (Takeuchi y

cols., 1988), es decir, no precisan de la intervencién de la subpoblacién
CD4(+)CD45RA(+) (inductora de supresi6n) para ejercer su accién.
La supresion ejercida por estos linfocitos no requiere, por tanto, de la
restriccion por el MHC.

- CD8(+)CD11b(-): Los linfocitos CD8(+) que no expresan el
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receptor CD11b han sido incluidos por Takeuchi y cols. (1988) dentro
del grupo de células supresoras antigeno especfficas, necesitando de la
mediacién de los linfocitos CD4(+)CD45RA(+) o inductores de
supresién para su activacién en el reconocimiento de un antigeno
extrano.

Otros autores (Landay y cols., 1983) consideran que esta poblacién
linfocitaria posee caracteristicas citotéxicas, en contraposicién con la
subpoblacién CD8(+)CD11b(+) que definiria a los linfocitos CD8(+)
supresores.

- CD8(+)CD56(+): La subpoblacién linfocitaria que responde a
este fenotipo se encuentra constituida por algunas células NK y una

subpoblacién de linfocitos T citotéxicos no restringidos por el Comr.lejo
Mayor de Histocompatibilidad (Lanier y Phillips, 1986).

Algunos autores (Lanier y cols., 1987) especulan que la expresién
del antigeno CD56 en la membrana de los linfocitos CD8(+) podria
indicar un cierto grado de activacién, al encontrar en lineas de cultivos
celulares de linfocitos CD8(+) con receptor para la IL-2, el aumento
de la captacién de este Ac. Mo.

- CD3/CD4/CD8(+)HLA-DR(+): La expresién del antigeno de
clase II, integrante del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, por los
linfocitos T, T4 y T8 respectivamente, ocurre cuando dichos linfocitos
se activan.

Elincremento en la expresi6n del antigeno HLA-DR en la membra-
na de los linfocitos T, T4 o0 T8 indica, por tanto, un estado de activacion
celular que se relaciona con algunas patologias, en especial, las
enfermedades autoinmunes (Raziuddin y cols., 1988).
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- CD20(+)CDS5(+): Esta subpoblacién de linfocitos B desempeiia
un importante papel como inmunorreguladora, al producir la mayoria de
los anticuerpos polirreactivos, que actian limpiando restos celulares y
células muertas y, lo que es mds importante, se encuentra involucrada en
la respuesta inmune no antigeno especifica (y no en la secundaria)
(Raveche y cols., 1990). De ahi el aumento de estos linfocitos en la vida
fetal.

IV.3.- PROCEDIMIENTO.-

IV.3.1.- TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.-

Para el estudio de 'as poblaciones leucocitarias, y en especial, de
linfocitos endistintos tipos de eyaculados humanos, asi como el papel que
la inmunologia celular juega en la fisiopatologia de la reproduccién,
hemos utilizado una técnica de inmunofluorescencia directa de doble
marcaje con anticuerpos monoclonales.

A partir de una muestra de semen total y tras 45 minutos de
licuefaccion, se procedi6 al contaje al microscopio dptico de células
redondas y leucocitos peroxidasa positiva, y al andlisis de los pardmetros
bdsicos seminales (expuestos anteriormente). A continuacion, diluimos
la muestra conun volumen de PBS igual al del eyaculado y centrifugamos
5 minutos a 400 g. Resuspendimos el pellet en 1 ml de PBS y finalmente,
agitamos para obtener una solucién celular homogénea.

De acuerdo con Parker y cols. (1990) y segiin el método rdpido de
Hoffman y cols.(1980) en sangre periférica y su aplicacién en liquidos
de naturaleza biolGgica por Castilla y cols. (1990), se mezclaron 50 pl
de muestra de semen con 10 ul de un primer Ac.Mo. conjugado con

isotiocianato de fluoresceina (FITC) y con 10 p! de un segundo




Material y Métodos 79

anticuerpo monoclonal directamente conjugado con ficoeritrina (PE). Se
agit6 la mezcla y se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente
en la oscuridad. Seguidamente, se realizaron dos lavados con PBS,

afiadiendo 3 mldedicha solucién alos tubos, que agitamos y centrifugamos

a 400 g durante 5 minutos. Por wltimo, decantamos y resuspendimos las
c€lulas en 200 il de paraformaldehido al 1%, procediéndose al andlisis
de las poblaciones leucocitarias y linfocitarias mediante el citémetro de
flujo FAC-scan IV (Becton Dickinson; Mountain View, California).

Las diferentes combinaciones de anticuerpos monoclonales utiliza-
das para definir y cuantificar las poblaciones de leucocitos y, en especial,
las subpoblaciones linfocitarias, fueron las siguientes:

CD45 FITC CD14 PE (Control (+))
Tubo n° 2 IgG, FITC IgG,, PE (Control (-))
THBO A B .. svsisamin CD45 FITC CD3 PE
Tubo n° 4 CD45 FITC CD20 PE
Tubo n°® 5 CD45 FITC CD16 PE
Tubon® 6
CD3 FITC CD4 FE
CD3 FITC CD8 PE
CD3 FITC HLA-DR PE
Tubo n° 10
Tubo n° 11 CD45RA FITC CD4 PE
Tubo n° 12 HLA-DR FITC CD4 PE
Tubo n° 13 CDS8 FITC
Tubo n° 14 CDS8 FITC CD11b PE
Tubo n° 15 CD8 FITC CD56 PE
Tubo n° 16 CD8 FITC HLA-DR PE
Tubo n® 17 CD20 PE
Tubo n° 18 CDS5 FITC CD20 PE
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1V.3.2.- CITOMETRIA DE FLUJO.-
IV.3.2.1.- FUNDAMENTOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO.-

El andlisis de una suspensi6n celular mediante citometria de flujo
(Coonycols., 1987; Ryany cols., 1988; Van Dam y Lowe, 1992) se basa
en la intercepcién de cada una de las células de dicha suspensién con un
rayo ldser, proporcionando informacién acerca de las caracteristicas
fisicas de estas células y de la fluorescencia que emiten una vez que han
sido incubadas con anticuerpos monoclonales doblemente conjugados,
a través de tres tipos de detectores:

a) SIDE SCATTER (SSC): o de dispersidn lateral que produce el
rayo que penetra a través de cada componente celular. Nos informa sobre
la complejidad citoplasmdtica y granularidad de las células sometidas al
andlisis.

b) FORWARD SCATTER (FSC): o de dispersién delantera que
emite el rayo ldser al atravesar las células. Nos informa sobre el tamafio
celular.

¢) DETECTORES DE FLUORESCENCIA: En nuestro estudio
hemos utilizado dos de los tres de que dispone el FAC-scan IV: FL1 o
fluorescencia 1, que capta la longitud de onda correspondiente al color
verde de la fluoresceina (FITC) y FL2 o fluorescencia 2, que capta la
correspondiente al color rojo de la ficoeritrina (PE). Ambas, fluoresceina
y ficoeritrina, son excitadas a la longitud de onda de 488 nm, aunque sus

espectros de emisién son lo suficientemente diferentes (525 nm para

FITC y 575 para PE) como para permitir el andlisis simultdneo de dos
antigenos de superficie unidos a anticuerpos monoclonales marcados
con ambos fluorocromos.
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Para determinar variaciones instrumentales usamos las “calibrite
spheres” (Becton Dickinson Immunocytometry Systems), obteniendo
variaciones inferiores a 0,9% y 1,5% para la fluoresceina (FITC) y
ficoeritrina (PE) respectivamente.

En un primer paso, las células de la suspensién, objeto de estudio,
aparecen en un histograma en donde se representa el tamafio celular
(medido por el detector de dispersién delantera FSC) en el eje de
abscisas, y en el eje de ordenadas la dispersién lateral (SSC) que es
proporciona! a la complejidad celular.

Como se observa en la Fig. 1, se diferencian varios grupos
celulares: hematies y restos celulares, espermatozoides y células redon-
das, que engloban a los leucocitos, células germinales y epiteliales.

A través del cursor del analizador FAC-scan, podemos seleccionar
o adquirir (es lo que se denomina “gatear”) las poblaciones celulares que
deseemos (Fig. 2). Activando dicho campo, obtenemos un nuevo
histograma (Fig. 3), en donde en el eje de abscisas se representa el
tamano celular (FSC) y en el ¢je de ordenadas la complejidad citoplasmdtica
y las granularidad de las células adquiridas.

Cada punto de la pantalla representa un evento celular dentro del
volumen total de la poblacién previamente seleccionada.

Las poblaciones celulares marcadas con los distintos anticuerpos
monoclonales que llevan fluorescencia de color verde o rojo, ocupan en
cada histograma un determinada posicién, delimitada por dos €jes, uno
vertical y otro horizontal, del analizador FAC-scan. La posicién de los

ejes se estandariza al comenzar el andhsis de cada muestra de semen por
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Fig. 1.- GRUPOS CELULARES DE UNA MUESTRA DE SEMEN
TOTAL REPRESENTADAS EN LA PANTALLA “DOT PLOT”
DEL FAC-SCAN IV MEDIANTE LOS DETECTORES FSC Y
SSC.
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medio de los controles (+) y (-) de leucocitos, a los que mds tarde
haremos referencia.

Segiin el lugar que ocupen las diferentes subpoblaciones marcadas
con FITC o PE dentro del histograma, podremos determinar cu4l de ellas
es positiva o negativa referente a cada eje.

Si se encuentran por encima o por debajo del eje horizontal, las
c€lulas tefiidas de rojo (PE), serdn positivas o negativas respectivamente

(Fig. 4). Mientras que en el caso de que ocuparan la parte derecha o
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Fig. 2.- ADQUISICION O GATEO DE CELULAS REDONDAS DE
UNA MUESTRA DE SEMEN TOTAL MEDIANTE LOS
DETECTORES FSC Y SSC.
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Fig. 3.- ACTIVACION DEL GATEO DE CELULAS REDONDAS DE
UNA MUESTRA DE SEMEN TOTAL.
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izquierda del eje de ordenadas, las c£lulas habrian sido tefiidas de color
verde (FITC) o no, respectivamente (Fig.4).

Por consiguiente, en el histograma resultante se obtienen 4 cuadran-
tes, y en cada uno de ellos podemos cuantificar las siguientes

subpoblaciones celulares:

- ler cuadrante: Células FL1(-)FL2(+).
- 2° cuadrante: Células FL1(+)FL2(+).
- 3er cuadrante: Células FL1(-)FL2(-).
- 4° cuadrante: Células FL1(+)FL2(-).

Asimismo, con este histograma podremos calcular la proporcién de
cada subpoblacion del volumen de células seleccionadas.

Fig. 4.- ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DE UNA
SUSPENSION CELULAR MEDIANTE IFD DE DOBLE

MARCAIJE.
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IV.3.2.2.- ANALISIS POR CITOMETRO DE FLUJO.-

En nuestro trabajo, el andlisis de los leucocitos y determinadas
subpoblaciones de éstos en el semien se efectud mediante el citémetro de
flujo FAC-scan IV (Becton Dickinson; Mountain View, California).

Uno de los problemas existentes en la cuantificacién de los
leucocitos seminales, se present6 a la hora de diferenciarlos de las células
germinales. Ambos tipos celulares se engloban bajo la denominacién de
células redondas.

Han sido propuestas diversas técnicas y metodologias con el fin de
conseguir la identificacién de tales células.

Nosotros, al igual que Eggert-Kruse y cols. (1992) y Homyk y cols.
(1990) hemos utilizado el Ac. Mo. anti-CD45 (anti-HLE-1) que identi-
fica los leucocitos presentes en los eyaculados.

Para cada combinacién de anticuerpos utilizada, adquirimos de
2500 a 5000 células (Giorgi y cols., 1990), cuando fue posible.

De este modo, procedimos a la seleccién de las células redondas
seminales por medio de los detectores de dispersién (FSC/SSC) del FAC-
scan IV (Giorgi y cols., 1990), que nos diferencian las células de los
espermatozoides, por poseer estos tiltimos menor tamaiio (menor FSC)
(Fig.2). Por esta razén, aparecen representados a la izquierda de las
células redondas en la Fig. 1. Comprobamos que se trataba de
espermatozoides, ya que en una seleccién previa, no se obtenfa positividad
alguna cuando analizdbamos el tubo que contenfa el Ac. Mo.
panleucocitario anti-CD45, que no es expresado por los espermatozoides.
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IV.3.2.2.- ANALISIS POR CITOMETRO DE FLUJO.-

En nuestro trabajo, el andlisis de los leucocitos y determinadas
subpoblaciones de éstos en el semen se efectué mediante el citémetro de
flujo FAC-scan IV (Becton Dickinson; Mountain View, California).

Uno de los problemas existentes en la cuantificacién de los
leucocitos seminales, se presentd a la hora de diferenciarlos de las células
germinales. Ambos tipos celulares se engloban bajo la denominacién de
células redondas.

Han sido propuestas diversas técnicas y metodologfas con el fin de
conseguir la identificacién de tales células.

Nosotros, al igual que Eggert-Kruse y cols. (1992) y Homyk y cols.
(1990) hemos utilizado el Ac. Mo. anti-CD45 (anti-HLE-1) que identi-
fica los leucocitos presentes en los eyaculados.

Para cada combinacién de anticuerpos utilizada, adquirimos de
2500 a 5000 células (Giorgi y cols., 1990), cuando fue posible.

De este modo, procedimos a la seleccién de las células redondas
seminales por medio de los detectores de dispersién (FSC/SSC) del FAC-
scan IV (Giorgi y cols., 1990), que nos diferencian las células de los
espermatozoides, por poseer estos dltimos menor tamafio (menor FSC)

(Fig.2). Por esta razén, aparecen representados a la izquierda de las

c€lulas redondas en la Fig. 1. Comprobamos que se trataba de
espermatozoides, ya que en una seleccién previa, no se obtenia positividad
alguna cuando analizdbamos el tubo que contenfa el Ac. Mo.
panleucocitarioanti-CD45, que no es expresado por los espermatozoides.
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A continuaci6n, analizamos el tubon® 2 (IgG, IgG, ), que se emple6

como control negativo para eliminar la fluorescencia inespecifica que
algunas particulas y restos celulares seminales pueden presentar (Welff
y Anderson, 1988) (Fig. 5), obteniendo menos de un 2% de captacién
de fluorescencia.

El andlisis del tubo n°® 1 (CD45 CD14) por FL1 constituyé el
siguiente paso, obteniendo por histograma el porcentaje de células
CD45(+) o leucocitos presentes en el eyaculado estudiado y el de células
CD45(-) (células germinales, epiteliales, hematies). Aplicando dichas
proporciones al mimero total de células redondas que presenté dicha
muestra, pudimos conoccer el mimero total de leucocitos/ml que posefa
cada eyaculado.

Fig. 5.- ANALISIS DEL CONTROL NEGATIVO (IgG,FITC IgG, PE)
UTILIZADO EN EL ESTUDIO DE LAS POBLACIONES
LEUCOCITARIAS DE DISTINTOS EYACULADOS HU-
MANOS.
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Asimismo, la concentracién de leucocitos peroxidasa positiva
(macréfagos y granulocitos) nos sirvié come control en la determinacién
de la concentracién de los leucocitos seminales, ya que en el caso de que
algiin espermatozoide de mayor tamafio hubiera sido representado mds
a la derecha (mayor FSC) en la Fig. 1, la proporcién de leucocitos con
respecto al total de c€lulas redondas se veria disminuida y podria resultar
que el mimero de leucocitos/ml detectado por citometria de flujo fuera
menor que la concentracién de leucocitos peroxidasa positiva, lo que

seria imposible y nos indicarfa que la selecci6n de las células redondas
mediante los detectores de dispersi6n no habrfa sido bien realizada, ya

que lacélulas CD45(+) incluyen a los linfocitos, neutréfilos y monocitos,
mientras gue la tincién de la peroxidasa sélo identifica a los monocitos
y granulocitos (Tabla V).

TABLA 'V

METODO DE CUANTIFICACION DE LEUCOCITOS SEMINALES.

1.- Contaje al microscopio de células redondas.

2.- Adquisicién de células redondas por FSC/SSC.

3.- Andlisis por FL1/FL2 del control (-) (IgG, IgG,).

4.- Anélisis por FSC/FL1 del tubo con anti-CD45.

5.- Obtencién del porcentaje de células CD45(+) o leucocitos
del total de células redondas gateadas.
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El siguiente objetivo consistfa en la cuantificacién de las poblacio-
nes de leucocitos presentes en los distintos tipos de eyaculados estudia-
dos. Para ello, se realiz6 el andlisis por citometria de flujo del tubo n°®
1 (CD45 CD14) vnicamente, de acuerdo con los siguientes pasos:

Enprimer lugar, seleccionamos ¢ “gateamos” las células CD45(+)
o leucacitos totales utilizando el detector de dispersién delantera FSC y
el de fluorescencia FL1, segiin Fig. 6. Con ello, nos asegurdbamos de
que Ja poblaci6n, objeto de estudio, estaba formada por todos los
leucocitos presentes en cada muestra y que no existfan interferencias con
otros tipos celulares. A continuacién reanalizamos el tubo n® 1 (CD45
CD14), obteniendo la Fig. 7, que representa en el cuadrante n° 2 las
células CD45(+)CD14(+) y en el cuadrante n°® 4 las que son
CD45(+)CD1i14(-).

Fig. 6.- ADQUISICION O GATEO DE CELULAS CD45(+) O
LEUCOCITOS SEMINALES MEDIANTE LOS DETECTORES FSC
Y FL1.
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Fig. 7.- ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DE LA PROPOR-
CION DE MONOCITOS CON RESPECTO A LA SUMA DE
LINFOCITOS Y NEUTROFILOS (M/L+P).
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En este caso, en el cuadrante n® 2, se situarian los monocitos y
macréfagos (CD45(+)CD14(+)) yenel n® 41os linfocitos y granulocitos
(CD45(+)CD14(-)). De este modo, obtuvimos la proporciénde monocitos
con respecto a la suma de los linfocitos m4s los granulocitos (M/L +P).
A partir del mimero de leucocitos totales, determinado anteriormente, y
por simple regla de tres, pudimos calcular el mimero absoluto de

monocitos/macréfagos (Tabla VI)
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TABLA VI
METODO DE CUANTIFICACION DE MONOCITOS SEMINALES.

1.- Adquisicién de células CD45(+) (leucocitos) por FSC/FL1.

2.- Andlisis por FL1/FL2 del tubo CD45 CD14.

3.- Obtencién de la proporcién de monocitos con respecto a la suma
de linfocitos y neutréfilos (M/L +P).

4.- Cdlculo del valor absoluto de monocitos a partir del mimero de
leucocitos hallado anteriormente.

En segundo lugar, volvimos a analizar el tubo n® 1 (CD45 CD14),
pero realizando un primer “gateo” o seleccién de las células
mononucleadas (monocitos y linfocitos) mediante los detectores de
dispersion FSC y SSC (Fig. 8), y posteriormente procedimos como
antes, es decir, un segundo gateo de éstas mediante FSC y FLI,
seleccionando aquellas células CD45(+), y despreciando las células
CD45(-), es decir, las germinales y epiteliales (Fig. 6). De este modo,
hallamos la proporcién de monocitos (CD45(+)CD14(+)) con respecto
a la de linfocitos (CD45(+)CD14(-)) (M/L) (Fig. 9), ya que el andlisis
por citometria de flujo nos permite la cuantificacién de estos leucocitos
mediante la interseccién de los dos gateos realizados. De nuevo, por
simple regla de tres, basada en el nmimero de leucocitos y monocitos,

pudimos conocer la concentracién de linfocitos y granulocitos de cada
una de las muestras de semen estudiadas (Tablas VII y VIII).
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Fig.8.- ADQUISICION O GATEO DE CELULAS MONONU-
CLEADAS DE UNA MUESTRA DE SEMEN TOTAL ME-
DIANTE LOS DETECTORES FSC Y SSC.
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Fig. 9.- ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DE LA PROPOR-
CION DE MONOCITOS CON RESPECTO A LOS
LINFOCITOS (M/L).
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TABLA VII
METODO DE CUANTIFICACION DE LINFOCITOS Y
GRANULOCITOS SEMINALES.

1.- Adquisicién de células mononucleadas por FSC/SSC.

2.- Adquisicién de células CD45(+) por FSC/FL1.

3.- Andlisis por FL1/FL2 el tubo CD45 CD14.

4.- Obtencién de las proporciones de monocitos con relacién a
los linfocitos (M/L).

5.- Cilculo de los valores de las poblaciones de linfocitos y

granulocitos basados en el n® de leucocitos y monocitos
existentes.

TABLA VIII

EJEMPLO DE LOS CALCULOS REALIZADOS PARA LA
CUANTIFICACION DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS (cason®
17).

- Células redondas: 5.000.000/cc.
- Proporciones obtenidas: M/L+P=70%/30%; M/L=75%/25%.
- Leucocitos: 1.000.000/cc (20% de células redondas eran CD45 +).
- Monocitos: 700.000/cc (70% de leucocitos eraCD45+ CD14 +).
- Linfocitos: 75% monocitos 25% linfocitos
700.000/cc monoc.

De lo que se desprende que el n° de linfocitos existente en esta
muestra es : 233.333/cc.
- Granulocitos: Leucocitos-(linfocitos + monocitos) = 66.667/cc.
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Por (ltimo, el anilisis de los restantes tubos nos proporcioné el
porcentaje y nimero absoluto de las subpobiaciones linfocitarias, objeto
de este estudio (Tabla VII). Teniendo en cuenta Ias recomendaciones del
MACSE - Multicenter AIDS Cohort Study Experience - (Giorgi y cols.,
1990), la poblacién de linfocitos se seleccioné con los detectores de
dispersién FSC y SSC (Fig. 10), a lo que se afiadi6 un segundo gateo
usando el detector Foward Scatter junto al de Fluorescencia 1, FL1, que
nos permitié escoger las células CD45(+) con menor tamaiio (Loken y
cols., 1990), en otras palabras, los linfocitos (Fig. 11).

Posteriormente, se estudid el tubo n® 1 (CD45 CD14), que contenia
el control (+) de los linfocitos, comprobando que no existfan interferencias
con otros tipos celulares (Fig. 12), al obtener un proporcién de células

Fig. 10.- ADQUISICION O GATEO DE LOS LINFOCITOS
SEMINALES MEDIANTE LOS DETECTORES FSC Y
SSC.
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Fig. 11.- ADQUISICION DE LOS LINFOCITOS SEMINALES
MEDIANTE LOS DETECTORES FSC Y FL1.
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Fig. 12.- ANALISIS DEL CONTROL POSITIVO UTILIZADO EN
EL ESTUDIO DE LAS SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS DE DISTINTOS EYACULADOS HU-
MANOS
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CD45(+)CDi4(-) mayor del 97%.

El resto de los anticuerpos monoclonales empleados y las poblacio-
nes celulares caracterizadas se expresan en las Tablas I1I y IV. Todos ellos
fueron proporcionados por la Becton Dickinson.

El paso siguiente fue determinar las subpoblaciones de los tubos n°
3 (CD45 CD3), 4 (CD45 CD20) y 5 (CD45 CD16), reflejdndose en el
cuadrante n°® 2 de la pantalla del citémetro, la proporcién de linfocitos
T, B y LGL respectivamente.

El resto de los wbos sometidos a estudio conservaron el primer
gateo (FSC/SSC), realizdndose una segunda seleccién de células me-
diante ¢l detector de dispersién delantera (FSC) -con el fin de escoger las
células mononucleadas de menor tamaiio o linfocitos - y alguno de los
dos detectores de fluorescencia (FL1 o FL2) que posee el FAC-scan
(Sampalo y cols., 1993). Ella se efectus de la siguiente manera:

- Para los tubos n® 7 (CD3 CD4), 8 (CD3 CDS8) y 9 (CD3 HLA-
DR), se procedié mediante FSC y FL1, escogiendo las células de menor
tamario que expresaban la molécula de membrana CD3. El tubo n°® 6
(CD3 FITC) nos sirvi6 de control (+). Del mismo modo, en el cuadrante

n° 2 calculamos los linfocitos T4, T8 y T activados, respectivamente.

- Para los tubos n° 11 (CD4 CD45RA) y 12 (CD4 HLA-DR), ésta
se realiz6 optando por las células de menor tamafio que expresaron el
receptor antigénico CD4, por medio del detector de fluorescencia FL2,
puesto que dicho antigeno, en este caso, fue marcado con ficoeritrina,
El tubo n® 10 (CD4PE) constituy6 el control (+) utilizado para la
cuantificacién de estas subpoblaciones linfocitarias.
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- Las subpoblaciones de linfocitos CD8(+) y la proporcién de
linfocitos CD8(+) activados (tubos n° 14 (CD8 CD11b), 15 (CD8
CD56) y 16 (CDS8 HLA-DR), respectivamente) por seleccién de ios
detectores FSC y FL1. Se tomaron aquellas células de menor tamafio,
que presentaban positividad para el Ac. Mo. anti-CD8 FITC. El tubo n®
13 (CD8 FITC) fue empleado como control (+) de estos linfocitos.

- Por iiltimo, para la deteccién de los linfocitos B CD5(+), se
procedid al gateo de la subpoblacién que con menor tamaiio captaba el
Ac. Mo. anti-CD20 PE, mediante la utilizacién de los detectores FSC y
FL2. El tubo n° 17 (CD20 PE) constituy6 el control (+) de este grupo.

TABLA IX

METODO DE CUANTIFICACION DE LAS SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS.

1.-Adquisicién de células mononucleadas con menor tamaiio.

2.-Adquisicién por FSC/FL1 de células CD45(+) con menor
tamaio.

3.-Andlisis del control ( +) de linfocitos (CD45( +)CD14(-) >97%).

4.-Andlisis de los tubos: CD45 CD3, CD45 CD20 y CD45 CD16,
y cdlcule de linfocitos T, B y LGL.

5.-Adquisicién FSC/FL1 de células CD3(+) con menor tamaiio.

6.-Andlisis del control (+) de linfocitos (CD3 FITC),

7.-Anélisis de los tubos: CD3 CD4, CD3 CD8 y CD3 HLA-DR y
cdlculo de linfocitos T4, T8 y T activados.

8.-Adquisicién FSC/FL2 de células CD4(+) con menor tamaiio.
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TABLA IX (Continuacién)

METODO DE CUANTIFICACION DE LAS SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS.

9 .-Andlisis del control (+) de linfocitos (CD4 PE).

10.-Andlisis de los tubos: CD4 CD45RA y CD4 HLA-DR y
cdlculo de linfocitos ind. helper, ind.supr. y T4 activados.

11.-Adquisicién FSC/FL1 de células CD8{+) con menor
tamario.

12.-Andlisis del control (+) de los linfocitos (CD8 FITC).

13.-Andlisis de los tubos: CD8 CDl11b, CD8 CD56 y CDS8
HLA-DR y célculo de los valores de estas subpoblaciones
de linfocitos CD8(+).

14.-Adquisicién FSC/FL2 de células CD20(+) con menor
tamaiio.

15.-Anélisis del control (+) de linfocitos (CD20 PE).

16.-Andlisis de la subpoblacién B CD5(+) (CD20 CD5).

Se calcul6 el porcentaje de cada subpoblacién linfocitaria en
relaci6n al mimero total de linfocitos, asf como el ndmero absoluto de
c€lulas por ml, expresando ambos resultados (Tablas XI- XXIII).

V.- ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DE LAS CELULAS
CD16 (+) OBSERVADAS EN EYACULADOS CON AAE.-

Con el objeto de comprobar que el aumento de células CD16(+)
observado en aigunos eyaculados era real, se disefiaron dos experimen-
tos. Algunos investigadores han demostrado la presencia en semen de
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proteinas que se unen a las Igs. (AAE) y que captan el Ac. Mo. anti-
CDI16, protefnas que han sido identificadas como IBF (immunoglobulin
binding factor) (Liang y cols., 1992; Kamada y cols., 1991); o como la
molécula CD16 (Thaler y cols., 1991; Bukovsky y cols., 1991). Este
hecho podria invalidar el incremento de LGL que hemos detectado en
pacientes estériles inmunoldgicos, ya que el complejo Ig (AAE)-
espermatozoide podria unirse a dichas moléculas, resultando en la
aparente expresion del antigeno CD16 por parte de los espermatozoides.

Paralelamente, debia estudiarse la posible reactividad cruzada de
AAE con linfocitos, pues cabia la posibilidad de que los linfocitos
pudieran unirse a los AAE del semen al compartir con los espermatozoides
algunos antigenos (D’Cruz y Haas, 1993), pudiendo verificarse el caso
de que los complejos Igs. (AAE)-linfociwos podrian unirse a la molécula
CDi6 o IBF (moléculas que unen Igs.), resultando en una aparente
captacion del Ac. anti-CD16 por parte de algunos linfocitos, que
realmente no lo expresan.

V.1.- ESTUDIO DE LA CAPTACION DEL AC. MO. ANTI-CD16
POR ESPERMATOZOIDES CON AAE.-

El primer experimento que disefiamos, por tanto, se basé en el
estudio de la captacién del Ac. Mo. anti-CD16 por los espermatozoides
con AAE en su superficie. Para ello, comparamos la captacién media de
este Ac. Mo. en un grupo control de espermatozoides sin AAE con la
fijacion media en un grupo de eyaculados con espermatozoides que
presentaron AAE en su superficie.

A partir de 10 muestras de semen, 5 de ellas con AAE y el resto

sin ellos, preparamos un swim-up (recogida de espermatozoides mévi-
les) de cada una de ellas. Para ello, a 1cc de muestra se le afiadié 3 cc
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de medio RPMI. Dicha mezcla fue centrifugada a 300 g, durante 8
minutos. Seguidamente, se retir6 el sobrenadante, y al “pellet” se le

afiadié muy lentamente 1 ml de medio, incubdndose en la estufa a 37°
C durante 40 minutos. Los espermatozoides méviles migran al medio y
es entonces, cuando los recogemos y los contamos en cdmara de
Neubauer. A continuacién y durante 30 minutos a temperatura ambiente,
incubamos por un lado 10 pl de cada muestra de espermatozoides con
50 pl del Ac. Mo. anti-CD45 (Anti-HLE-1 FITC; Ref n® 7460; Becton
Dickinson) , que sirvié de control negativo para los espermatozoides; y
por otro, otras 10 pl de cada muestra con 50 pl del Ac. Mo. anti-CD16
(Anti-Leu-11c PE; ref n® 7617; Becton Dickinson). Concluida la
incubacién, realizamos dos lavados con PBS (como han sido descritos
anteriormente) y medimos en el citémetro de flujo FAC-scan IV (Becton
Dickinson), esperando obtener una captacién elevada del Ac. Mo. anti-
CD16 por los espermatozoides de los eyaculados con AAE, si las
moléculas que unen Igs. del semen (CD16 o IBF) son capaces de unirse

a los AAE fijados a la superficie de los espermatozoides y a dicho Ac.
Mo.

V.2.- ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD CRUZADA DE AAE CON
LOS LINFOCITOS DE EYACULADOS.-

Con el segundo experimento, intentamos aclarar la posibilidad de
que una reactividad cruzada entre los AAE y los linfocitos tuviera lugar.
Endicho caso, los linfocitos fijarian los AAE y éstos, a su vez, se unirian
a moléculas presentes en el semen como IBF o CD16 que captan el Ac.
Mo. anti-CD16, produciéndose un falso incremento en la expresién de
esta molécula de membrana en os linfocitcs de eyacuiados de pacientes
estériles de origen inmunolégico. Para su comprobacién, se comparé el
porcentaje de linfocitos que expresaban Ig G en su superficie en
eyaculados con y sin AAE, para lo que se utilizé un Ac. Mo. anti-Ig G
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humano marcado con FITC (Rabbit anti-human Ig G FITC conjugated;
Janssen Biochimica; Beerse; Belgium).

A partir de los mismos 10 eyaculados, preparamos las muestras de
la forma explicada en el apartado anterior para estudio de poblaciones
linfocitarias en semen, incubando 10 pl de cada muestra con 50 pl de los
Ac. Mo. antiCD45 (anti-HLE-1 FITC; ref n° 7460; Becton Dickinson),
que nos sirvié de control positivo para los linfocitos; y anti-human-Ig G,
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras dos lavados con PBS,
las suspensiones celulares se analizaron en el citémetro de flujo FAC-
scan IV (Becton Dickinson).

VIL.- METODOS ESTADISTICOS.-

Para larealizacién del estudio acerca de las caracteristicas seminales
y poblaciones linfocitarias en diferentes tipos de eyaculados, se utilizaron
los siguientes paquetes estadisticos MICROSTAT (Ecosoft, INC) y
BMDP (Biomedical Programs, Statistical Software, INC), efectudndose
los siguientes pasos:

VIL.1.- ANALISIS DESCRIPTIVO.-

Se han considerado 5 grupos de eyaculados diferentes: fértiles,
estériles sin AAE, estériles con AAE IgG y A, estériles con AAE IgG
y postvasectémicos. Realizdndose un andlisis descripitivo de cada una de
las variables objeto de estudio en cada grupo (BMDP 1D), se calcularon

los pardmetros muestrales b4cicos: media, desviacién tipica y rango.

VI.2.- ESTUDIO DE LA NORMALIDAD DE LAS VARIABLES.-

Para comprobar si las variables segufan una distribucién normal se
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utiliz6 el test de Shapiro-Wilk (BMDP 2D), rechazdndose la hipétesis
nula de normalidad por debajo de un p<0,001. Tras realizar esto,
comprobamos que la mayoria de las variables no segufan una distribucién
normal, por lo que decidimos utilizar en el andlisis estadistico, tests no
paramétricos.

VI.3.- COMPARACION DE MEDIAS ENTRE LOS DIFERENTES
GRUPOS.-

Para la comparacién de las medias entre los distintos grupos
estudiados realizamos un andlisis de la varianza no paramétrico, median-
te el método de Kruskal-Wallis (BMDP 38). Dado que habia un elevado
nimero de comparaciones se realizé una penalizacién fuerte de la
significacién, ddndose como significativo sélo aquellos estadisticos (H')
del test de Kruskal-Wallis que lo fueran por debajo del p<0.005, lo que
nos lleva a dar significativo cuando comparamos 5 grupos a un p <0,05
global a todo estadistico superior a 14,860 (X2 con 4 grados de libertad),
y al p<0,01 global a todo estadistico que fuera superior a 18,487. Y de
igual manera, cuando comparamos 4 grupos, a un p <0,05 global a todo
estadistico superior a 12,838 (X? con 3 grados de libertad), yalp<0,01
global a todo estadistico que fuera superior a 16,266.

Al realizar las comparaciones muiltiples, utilizamos el método de

Neuman-Keuls, el cual nos permite fijar debidamente en cada compara-

cion el error particular que corresponde. Consiste en ordenar las
muestras por orden creciente de rangos y comparar los dos extremos,
calculdndose un estadistico, L., que se compara con t (f = 08;K) en la
tabla de Bonferroni, siendo K=k(r-1)/2, y k=niimero de grupos y
r=numero de grupos que hay entre las muestras ya ordenadas.
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V1.4.- COMPARACION DE MEDIAS ENTRE 2 GRUPOS.-

Este andlisis estadistico se utiliz6 para comprobar que el aumento
de células CD16(+) observado en algunos eyaculados era real y no
debido a la presencia en los eyaculados de moléculas capaces de unirse
por un lado a Ig y por otro al Ac. Mo. anti- CD16. Para lo cual se
disefiaron dos experimentos:

a.- Estudio de la captacién del Ac. Mo. anti-CD16 por espermato-
zoides que tenfa AAE en su superficie: Para lo que se compard la
captacion media de AcMo anti-CD16 en un grupo control de
espermatozoides sin AAE con la captacién media de AcMo anti-CD16
en un grupo de espermatozoides con AAE en su superficie.

b.- Estudio de la reactividad cruzada de AAE con linfocitos en
eyaculados: Para ello se compar6 el porcentaje de linfocitos que
presentaban Ig G en su superficie en eyaculados con AAE y en
eyaculados sin AAE, para lo que se utiliz6 un AcMo anti-Ig G humana
marcado con FITC.

Las comparaciones a y b se realizaron en un total de 10 eyaculados
(5 control y 5 con AAE), y se utiliz6 el test no paramétrico de Wilcoxon

de comparacién de dos muestras de variables cualesquiera para su
andlisis estadistico.
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'PARAMETROS ESTUDIADOS.-

- Leucocitos (CD45) (Tablas XI y XII; Graf. 1).

- Monocitos/Macréfagos (CD45(+)CD14(+)) (Tablas XI y XII; Graf,
2y3).

- Granulocitos (CD45(+)CD14(-)) (Tablas XI y XII; Graf. 2 y 3).

- Linfocitos (CD45(+)CD14(-)) (Tablas XI y XII; Graf. 2 y 3).

- Linfocitos T (CD45(+)CD3(+)) (Tablas XIII y XIV; Graf.4 y 5; Fig.
13).

- Linfocitos T4 helper/inducer (CD3(+)CD4(+)) (Tablas XIII y XIV;
Graf. 4 y §; Fig. 14).

- Linfocitos T8 supresoresi/citotéxicos (CD3(+)CD8(+))(Tablas XIII
y XIV; Graf. 4 y §; Fig. 16). _

- Linfocitos CD4(+) inducer suppressor (CD4(+)CD45RA(+))
(Tablas XV y XVI; Graf. 6 y 7; Fig. 15).

- Linfocitos CD4(+) inducer helper (CD4(+)CD45RA(-))(Tablas XV
y XVI; Graf. 6y 7).

- Linfocitos CD8(+) supresores antigeno-inespecificos (CD8(+)
CD11b(+)) (Tablas XVII y XVIII; Graf. 8 y 9; Fig. 17).

- Linfocitos CD8(+) supresores antigeno-especificos (CD8(+)
CD11b(-)) (Tablas XVII y XVIII).

- Linfocitos CD8(+) citotéxicos no restringidos por MHC
(CD8(+)CDS56(+)) (Tablas XVII y XVIII; Graf. 8 y 9; Fig. 18).

- Linfocitos CD8(+)CD56(-) (Tablas XVII y XVIII).

- Linfocitos T activados (CD3(+)HLA-DR(+)) (Tablas XIX y XX;
Graf. 10 y 11).

- Linfocitos T4 activados (CD4(+)HLA-DR(+)) (Tablas XIX y XX;
Graf. 10 y 11; Fig. 19).

- Linfocitos T8 activados (CD8(+)HLA-DR(+)) (Tablas XIX y XX;
Graf. 10y 11).
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- Linfocitos B (CD45(+)CD20(+)) (Tablas XXI y XXII; Graf. 12 y 13;
Fig. 20).

- Linfocitos B inmunorreguladores (CD20(+)CD5(+)) (Tablas XXI y
XXII; Graf. 12 y 13; Fig. 21).

- Linfocitos grandes granulares (LGL) (CD45(+)CD16(+))(Tabla
XXIII; Graf. 14 y 15; Fig. 22).

- Leucocitos peroxidasa (+) (Tabla X; Graf. 1).

- Concentraci6n espermdtica (millones/ml) (Tabla X).

- Motilidad espermdtica (Q(+ + +)) (Tabla X).

- Morfologfa de los espermatozoides (% formas normales) Tabla X).

- Vitalidad espermdtica (% formas no tefiidas) (Tabla X).

- Test hiposmético (% espermatozoides hinchados) (Tabla X).

- Porcentaje de espermatozoides que reaccionan con anti-CD16 (Tabla
XAlV; Fig. 23).

- Porcentaje de linfocitos que reaccionan con AAE (Tabla XXV, Fig. 24)

ABREVIATURAS DE TABLAS.-

- n: Nimero de casos.

- %: Proporcién de casos.

- n°: Niimero.

- mill/mi: Millones por mililitro.

- POBLAC. CEL.: Poblacién celular.

- FERT: Individuos fértiles (grupo control).

- ESTERIL.: Individuos estériles sin anticuerpos antiespermatozoide.

-Ig G/A: Pacientes estériles con anticuerpos antiespermatozoide del tipo
IgGelgA.
- Ig G: Pacientes estériles con anticuerpos antiespermatozoide del tipo
Ig G.
- POSTYV: Individuos vasectomizados.

- Leucocit.: Leucocitos.
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- Monocit.: Monocitos/macréfagos.

- Linfocit./Linf: Linfocitos.

- Granuloc.: Granulocitos.

- Helper/ind.: Colaboradores/inductores (helper/inducer).

- Supr./citot.: Supresores/citot6xicos.

- Induc. sup.: Inductores de supresién.

- Ind. helper: Colaboradores.

- Supr.Ag Inespecif.: Supresores antigeno inespecfficos.

- Supr.Ag Especif.: Supresores antigeno especificos.

- Citot. no MIHC restring.: Citotéxicos no MHC restringidos.

- Linf T, T4, T8 activ.: Linfocitos T, T4, T8 activados.

- Linf. B inmunorreg.: Linfocitos B inmunorreguladores.

- PARAM. SEM.: Pardmetros seminales.

- % Q+++: Proporcién de espermatozoides con motilidad tipo
Q+++.

- % normal: Proporcién de formas espermdticas normales.

- % no tefiidos: Proporci6n de formas espermaéticas no tefiidas.

- % hinchados: Porcentaje de espermatozoides hinchados.

- Leuc. perox. (+): Leucocitos peroxidasa positiva.

- AAE: Anticuerpos antiespermatozoide.

- spz: Espermatozoides.

- N.S.: No significacién.

- Eyac.: Eyaculados.

ABREVIATURAS DE GRAFICAS Y FIGURAS.-

- Células Perox. (+): Células peroxidasa positiva.
- Estériles: Individuos estériles sin anticuerpos antiespermatozoide.

- Est. Ig G/A: Estériles con anticuerpos antiespermatozoide tipo Ig G y
A.

- Est. Ig G: Estériles con anticuerpos antiespermatozoide tipo Ig G.
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- Postvasect.: Postvasectémicos.

- %: Resultados expresados en tanto por ciento.

- Linf. T: Linfocitos T.

- Linf. T4: Linfocitos T4.

- Linf. T8: Linfocitos T8.

- Linf. B: Linfocitos B.

- Linf. B CD5(+): Subpoblacién de linfocitos B CD5(+).

- LGL: Linfocitos grandes granulares.

- *: Diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de
individuos fértiles (excepto en la Graf. 1 y 2, respecto a los otros
tipos de eyaculados).

- Figuras 13-22: La grdfica superior corresponde a eyaculados de

individuos fértiles; la intermedia a los de sujetos estériles sin AAE;
y la inferior a los de pacientes estériles con AAE; bien del tipo Ig G
elg A, odel tipo Ig G.
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ESTUDIO DE LOS LEUCOCITOS PEROXIDASA POSITIVA Y
PARAMETROS SEMINALES EN LOS DISTINTOS TIPOS DE
EYACULADOS ESTUDIADOS.-

En el recuento de espermatozoides, hallamos un descenso
estadisticamente significativo en el grupo de varones estériles sin AAE
con respecto al grupo fértil y al estéril con AAE tipo Ig G/A (p< 0,05)
(Tabla X).

Los mismos resultados obtuvimos al comparar la vitalidad
espermdtica (% formas no tefiidas) entre los grupos de eyaculados (Tabla
X).

La motilidad (Q+++) y morfologfa (proporcién de formas
espermdticas normales) mostraron un valor significativamente inferior
en el grupo de individuos estériles sin AAE en relacién al grupo control
y a los infértiles inmunolégicos del tipo Ig G/A e Ig G (Tabla X).

En el andlisis de los valores del test HOS (hiposmético), sélo
encontramos significacion en el incremento de espermatozoides “hin-
chados” que presentaron los individuos pertenecientes al grupo control
con respecto a los estériles sin AAE (Tabla X).

Entre los grupos fértiles y estériles sin y con AAE no detectamos

diferencias significativas en la concentracién media de leucocitos
peroxidasa positiva. No obstante, el grupo de vasectomizados se distin-
gui6 de los restantes en un descenso significativo (p< 0,001) en el
nimero de estos leucocitos (Tabla X; Graf. 1).
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TABLA X

PARAMETROS SEMINALES EN

LOS DISTINTOS TIPOS DE

EYACULADOS ESTUDIADOS.

PARAM.SEM.

FERT
(n=30)

ESTERIL
(n=30)

IgG/A
(n=11)

IgG
n=7)

POSTV.
(n=30)

N° spz
(mill/ml)

Motilidad
(% Q+++)

Morfologfa
(% normal)

Vitalidad

(% no teiiidos)

Test HOS

(% hinchados)

Leuc.perox.(+)

(mill/ml)

80,2+44,9a
(23,0-245,0)

49,2+12,2a
(30,0-75,0)

45,5+11,1a
(30,0-70,0)

57,9+6,6a
(48,0-70,0)

58,1+5,5a
(47,0-68,0)

1,05+0,8b
(0-3,5)

15,4417,2
(2,0-89,0)

17,0+8,7
(0-40,0

18,5+9,8
(20,0-53,0)

419479
(20,0-53,0)

51,1+7,9
(35,0-69,0)

0,96 + 0,8b
0-3,1)

55,44:29,7a
(4,0-97,0)

37,7+15,2a
(10,0-55,0)

38,5+ 11,6a
(39,0-60,0)

52,1+6,3a
(39,0-60,0)

54,3+11,1
(30,0-69,0)

1,41 + 0,8b
0,1-3,0)

45,5+26,4
(14,5-90,0)

42,1+10,3a
(20,0-50,0)

35,049,2a
(43,0-60,0)

50,4+5,9
(43,0-60,0)

55,6+3,6
(50,0-60,0)

1,434£0,9b 0,03+0,2

0,5-3,0)

©-1,0)

ap< 0,05 vs grupo esteril

b p< 0,001 vs grupo vasectomizados
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GRAFICA 1
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VALORES DE LAS POBLACIONES LEUCOCITARIAS EN SUJE-
TOS DEL GRUPOCONTROL, ESTERILES NO INMUNOLOGICOS,
ESTERILES INMUNOLOGICOS Y POSTVASECTOMICOS.-

En la determinacién de los leucocitos y las diferentes poblaciones
de éstos en los 5 tipos de eyaculados analizados, encontramos un nimero

significativamente mds bajo de leucocitos, monocitos, linfocitos y

granulocitos en el grupo de individuos vasectomizados que en el resto de
las muestras de semen estudiadas (Tabla XI; Graf. 2).

Porcentualmente, no encontramos diferencias significativas entre
los distintos grupos, destacando que la proporcién de poblaciones
leucocitarias permanece constante en cada uno de los eyaculados
sometidos a estudio (Tabla XII; Graf. 3).

TABLA XI
POBLACIONES DE LEUCOCITOS EN LOS DISTINTOS TIPOS DE
EYACULADOS ESTUDIADOS (millones/ml).

POBLAC.  FERT ESTERIL 1gG/A 1gG POSTV
CEL. (n=30) (n=30) (n=11) (=7) (n=30)

Leucocit. 1,364+1,13a 1,341+1,27b 2,030+1,24a 1,996+1,22a 0,042+0,22
CD45+ (0-4,215) (0-3,927)  (0,070-4,712) (0,889-4,092) (0-1,212)

Monocit.  0,902+0,74a 0,759+0,71b 1,1554+0,57a 1,072+0,63a 0,033+0,17
CD45+14+ (0-2,524) (0-2,769)  (0,038-1,896) (0,271-1,863) (0-0,970)

Linfocit.  0,309+0,31b 0,381+0,44a 0,608+0,56a 0,584+0,42a 0,007+0,03
CD45+14- (0-1,185) (0-1,586)  (0,020-1,712) (0,210-1,234) (0-0,213)

Granuloc. 0,153+0,23a 0,200+0,28b 0,266+0,34a 0,339+0,39a 0,001+0,01
CD45+14- (0-1,216) (0-1,216)  (0,012-1,255) (0,029-1,170) (0-0,029)

ap< 0,001 vs grupo de postvasectémicos
b p< 0,01 vs grupo de postvasectémicos
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TABLA XII
PORCENTAJES DE LAS POBLACIONES LEUCOCITARIAS EN
LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS (%).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IeG POSTV
CEL. (n=25) (n=24) (n=11) (=7  (=10)

Monocit 70,7+13,5 66,0+11,5 60,6+16,3 54,9+18,2 66,3+14,4
CD45+14+ (47,0-87.8) (40,4-79,7) (37,0-88,0)  (30,1-80,1) (35,0-85,0)

Linfocit. 18,9+9,2 23,7+10,4 27.8+12,0 28,3+10,8 22,8+11,5
CD45+14-  (9,8-37,0) (5,0-43,0) (6,6-47,7)  (17,6-44,4) (10,5-42,8)

Granuloc. 10,2+7,4 10,4+11,5 11,6£7,0 16,7+14,2 10,7+10,4
CD45+14-  (2,2-28,9) (0,1-36,7) (4,6-26,6) (2,4-39,4) (1,4-32,1)
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GRAFICA 3
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VALORES DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T EN
LOS SUJETOS DEL GRUPQ CONTROL, ESTERILES NO INMUNO-
LOGICOS E INMUNOLOGICOS.-

Establecimos una nueva comparacién entre los individuos fértiles
y aquellos pertenecientes a los grupos de estériles no inmunolégicos e
inmunoldgicos tipo Ig G/A e Ig G. Como se comprueba en la Tabla XIII
y Graf. 4, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los 4 grupos, al cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T (CD4
y CD8).

Sin embargo, en el andlisis porcentual de los datos obtenidos,
detectamos un descenso significativo de los linfocitos T (Tabla XIV;
Graf. 5) en el grupo de estériles sin AAE y en los dos grupos con AAE

con respecto al grupo control (p < 0,001); descenso realizado a expensas
de una marcada y significativa disminucién de los linfocitos CD8
supresores/citotxicos con respecto a dicho grupo (p< 0,001). No
obstante, el grupo de pacientes estériles sin AAE presentd un incremento
en la proporcién de linfocitos CD4 helper/inducer estadisticamente
significativa en relacién al grupo de individuos fértiles (p < 0,001) y al
de estériles con AAE tipo Ig G/A (p< 0,001)(Fig. 13, 14 y 16).
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TABLA XII
SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T EN LOS DISTINTOS
TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS (miles/ml).

POBLAC
CEL.

FERT
(n=30)

ESTERIL
(n=30)

IgG/A
(n=11)

IgG
(n=7)

Linf T
CD45+CD3+ (0-829,5)
Linf T4
CD3+CD4+
helper/ind.

56,4 + 67,3
(0-319,9)

Linf T8
CD3+CD8+
supr./citot.

156,1 + 167,8
(0-609,7)

237,5 + 241,4 210,0 + 250,1

(0-999,1)
106,1 + 126,1
(0-456,6)

89,7 + 110,7
(0-467,8)

271,4 £+ 274,5
(8,4-890,2)

119,7 + 133,9
(3,1-448,5)

86,4 + 82,8
(2,4-294,4)

254,3 + 207,1
(79,8-612,0)

116,4 + 95,4
(19,9-278,6)

83,1 + 68,7
(16,5-179,2)

TABLA XIV

PORCENTAJES DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T EN
LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS (%).

POBLAC.
CEL.

FERT
(n=25)

ESTERIL
(n=24)

IgG/A
(n=11)

IgG
(n=7)

Linf T
CD45+CD3+

76,2 + 8,3
(66,8-91,0)

Linf T4
CD3+CD4+
helper/ind.

18,6 + 5,8
(11,6-27,0)

Linf T8
CD3+CD8+
supr./cit.

473 + 14,7
(30,6-74,0)

56,4 + 8,1a
(40,0-64,6)

28,7 + 5,3a,b
(22,0-37,2)

23,7 + 4,6a
(15,6-29,5)

43,1 + 7,4a
(32,0-57,0)

18,7 £ 5,9
(10,5-29,0)

14,9 + 6,52
(9,0-31,8)

43,4 + 12,52
(20,0-61,0)

20,3 £ 9,5
(5,0-31,4)

13,9 + 4,82
(4,1-18,0)

ap< 0,001 vs grupo fértil
b p< 0,901 vs grupc IgG/A
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GRAFICA 4
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Fig. 13.- PORCENTAIJES DE LINFOCITOS T EN LOS DISTINTOS
TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS.
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DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS.
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Fig. 16.- PORCENTAJES DE LINFOCITOS CD8+ EN LOS
DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS.
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VALORES DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD4(+)
EN SUJETOS DEL GRUPO CONTROL, ESTERILES NO
INMUNOLOGICOS E INMUNOLOGICOS.-

Los tres grupos de pacientes estudiados presentaron con respecto

al grupo control un incremento estadisticamente significativo de los
valores absolutos de linfocitos CD4+CD45RA+ o “inductores de
supresion” (inducer-suppressor) (Tabla XV; Graf. 6; Fig. 15).

Porcentualmente no sélo resultd significativo este dato, sino que se
obtuvo un descenso de los linfocitos CD4+CD45RA- (inducer-helper)
0 “colaboradores” en los dos grupos de sujetos estériles con AAE con
respecto al grupo control y al de pacientes estériles sin AAE (Tabla XVI;
Graf. 7)(Fig. 15).

TABLA XV

SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD4 + (HELPER/INDUCER)
EN LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS
(miles/ml).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=26) (n=30) (n=11) (n=7)

Linf CD4+ 16,6 + 20,3 75,3 + 88,1b 1059 + 127,52 102,5 + 91,5b
Induc.sup. (0-82,0) (0-317,2) (3,0-414,3) (14,7-266,7)
CD4+CD45R +

Linf CD4+ 39,1 + 58,2 30,7 £ 41,7 139 + 12,2 13,9 + 8,3
Ind.helper (0-255,9) (0-165,5) (0,1-38,9) (2,5-26,4)
CD4+CD45R-

ap< 0,01 vs grupo fértil
b p< 0,05 vs grupo fértil
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TABLA XVI

PORCENTAJES DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD4 +
(HELPER/INDUCER) EN LOS DISTINTOS TIPOS DE
EYACULADOS ESTUDIADOS (%).

POBLAC FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=21) (n=24) (n=11) (n=7)

Linf CD4 7,0 + 3,7 20,8 +34a 159+550 17,1 +£7,6b
Induc.sup. (2,9-1,4) (15,6-27,0) 9,2-24,2) (3,7-24,7)
CD4+CD45R+

Linf CD4+ 14,0 + 7,6 79 +3,6 28+ 1,8ac 3,3+ 2.8bd
Induc.helper  (5,0-24,4) (3,2-12,6) (0,6-6,3) (1,0-8,0)
CD4+CD45R-

a p< 0,001 vs grupo fértil
b p< 0,01 vs grupo fértil

¢ p< 0,01 vs grupo estéril
d p<0,05 vs grupo estéril
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GRAFICA ©
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Fig. 15.- PORCENTAJES DE LINFOCITOS CD4+CD45RA + EN

LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIA-
DOS.

CD45RA
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VALORES DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD8(+)
EN SUJETOS DEL GRUPO CONTROL, ESTERILES NO
INMUNOLOGICOS E INMUNOLOGICOS.-

Con los anticuerpos monoclonales anti-CD11b y anti-CD56, ana-
lizamos las subpoblaciones de linfocitos CD8(+ ) supresores/citotéxicos,

no obteniendo diferencias estadisticamente significativas al comparar los
valores absolutos de dichas subpoblaciones entre los distintos tipos de
eyaculados (Tabla XVII; Graf. 8)

No obstante, el andlisis porcentual (Tabla XVIII) nos muestra un
descenso significativo de los linfocitos CD8(+)CD11b(+) supresores
antigeno-inespecificos, CD8(+)CD11b(-) supresores antigeno-especi-
ficos y CD8(+)CD56(+) citot6xicos antigeno-inespectficos del grupo
de estériles sin AAE con respecto al grupo de sujetos fértiles (Fig. 17 y
18).

Del mismo modo, encontramos diferencias significativas en las
subpoblaciones CD8(+)CD11b(+) supresores antfgeno-inespecificos
(p< 0,001), CD8(+)CD56(+) citotéxicos no MHC restringidos
(p<0,001) y CD8(+)CDS56(-) (p < 0,01), que presentaron un descenso
en el grupo de estériles de origen inmunoldgico IgG/A con respecto al
grupo control (Fig. 17 y 18).

Asimismo, un porcentaje significativamente inferior de linfocitos
CD8(+)CD56(-) fue detectado en este grupo con respecto a los
individuos estériles sin AAE (p < 0,05).

Los pacientes estériles con AAE s6lo del tipo IgG se caracterizaron
por un descenso estadisticamente significativo de los linfocitos
CD8(+)CD11b(+) supresores antigeno-inespecificos (p< 0,001),
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CD8(+)CD11b(-) supresores antigeno-especificos {(p< 0,01),
CD8(+)CDS56(+) citotéxicos antigeno-inespecificos (p< 0,01} y
CD8(+)CD56(-) (p< 0,01) en relacién al grupo control; asf como un
valor significativamente inferior en el porcentaje de linfocitos
CDB8(+)CD56(-) con respecto al grupo de sujetos estériles (p < 0,05)
(Tabia XVIII; Graf. 9)(Fig 17 y 18).

TABLA XVII

SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD8+ (SUPRESORES/
CITOTOXICOS) EN LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS
ESTUDIADOS (miles/ml).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=30) (n=30) (n=11) (n=7)

CD8+CDl11lb+ 95,7 + 98,1 48,9 + 69,4 62,7 +£ 55,5 70,9 + 59,2
Supr. Ag (0-323,0) (0-345,7) (2,2-193,4) (19,4-172,7)
Inespecif.

CD8+CDl11b- 60,4 + 73,7 445 +60,1 72,2 + 69,0 53,3 + 46,6
Supr. Ag (0-285,9) (0-239,7) (1,8-236,2) (15,7-139,3)
Especif.

CD8+CD56+ 108,6 + 119,0 45,1 +62,9 91,5 + 87,3 65,9 + 82,8
Citot. no (0-447,4) (0-301,3) (2,7-301,3) (28,2-222,1)
MHC restring.

CD8+CD56- 475 +529 472+719 36,7+ 34,6 22,2 + 19,8
(0-161,5) 0-276,8)  (1,1-111,2)  (0,7-54,0)
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TABLA XVIII

PORCENTAIJES DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
CD8 + (SUPRESORES/CITOTOXICOS) EN LOS DISTINTOS TIPOS
DE EYACULADOQOS ESTUDIADOS (%).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=30) (n=30) (n=11) (n=7)

CD8+CD11b+ 30,2+ 7,5 13,7+5% 11,3+39a 11,8 +3,8a
Supr. Ag (20,4-39,2) (5,2-21,8) (8,0-19,8) (7,5-18,6)
Inespecif.

CD8+CD11b- 17,2491 11,0439 11,5+4,0 8,8+ 2,8
Supr. Ag (5,0-34,7)  (4,3-168  (8,3-22,00  (4,4-12,9)
Especif.

CD8+CD56+ 334+ 113 13,4+65a 154 +3,4a 155 +4,2b
Citot. no (22,1-54,3) (3,5-23,4) (12,0-22,0)  (10,9-22,0)
MHC restring.

CD8+CD56- 140+6,0 109+6,6 6,3+4,2b,d 4,1 +2,6b,d
(8,5-24,0) (1,6-21,7) (1,2-17,55) 0,2-7,4)

ap< 0,001 vs grupo fértil
b p< 0,01 vs grupo fértil
c p< 0,05 vs grupo fértil
d p< 0,05 vs grupo estéril
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Miles/ml

GRAFICA 8
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Fig. 17.- PORCENTAJES DE LINFOCITOS CD8+CD11b+ ENLOS
DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS.
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GRADO DE ACTIVACION DE LINFOCITCS T, CD4(+) Y CD8 (+)
EN SUJETOS DEL GRUPO CONTROL, ESTERILES NO
INMUNOLOGICOS E INMUNOLOGICOS.-

Hemos analizado el grado de activacién de los linfocitos T y las
subpoblaciones de éstos, con el objeto de conocer si alguno de estos
pardmetros resultaba eficaz en ladiscriminacién de los tipos de eyaculados
sometidos a estudio.

En la Tabla XIX (Graf. 10) se detallan los valores absolutos
obtenidos en los 4 grupos, mostrindose un aumento estadisticamente
significativo de los linfocitos CD4(+) activados (CD4 + HLA-DR+) en
los 3 grupos patolégicos con respecto al grupo control (p < 0,05)(Fig.
19).

Porcentualmente estos datos se confirmaron (Fig. 19), afiadiéndose
un incremento significativo de los linfocitos T activados (CD3 +HLA-
DR+) en los 3 grupos con relacién al grupo control (p < 0,001, grupo
infértil sin AAE vs grupo control; p< 0,01, grupos estériles con AAE
vs grupo control); asi como un descenso de los linfocitos CD4(+)

activados en los individuos con AAE tipo Ig G/A en relacién al grupo
de individuos estériles sin AAE ( p< 0,05) (Tabla XX; Graf. 11).
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TABLA XIX
SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T ACTIVADOS EN LOS
DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADCS (miles/ml).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=30) (n=30) (n=11) (n=7)

Linf.T activ. 50,9 + 52,8 134,5 + 1658 160,3 + 140,7 157,4 + 109,6
CD3+HLA-DR+ (0-201,7) (0-642,1) (5,5455,4)  (65,0-356,4)

Linf. T4 activ. 23,7 £ 20,2 110,0 + 120,6a 119,1 + 106,42 114,6 + 83,8a
CD4+HLA-DR+ (094,38 (0-428,1) (3,0-381,8) (36,0-252,7)

Linf.T8 activ. 28,5 + 26,3 32,5 + 54,7 53,1 £30,6 558 £ 39,0
CD8+HLA-DR+ (0-110,7) (0-214,0) (2,5-120,4) (20,9-103,7)

ap< 0,05 vs grupo fértil

TABLA XX
PORCENTAJES DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T ACTI-

'VADOS EN LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIA-
DOS (%).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=25) (n=24) (n=11) (n="7)

Linf.T activ. 16,6 +3,9 378+ 13,82 27,1 +5,1b 29,6 +9,0b
CD3+HLA-DR+ (12,2-24,6) (16,7-57,0) (20,8-37,8) (14,3-42,1)

Linf.T4 activ. 68+12 350+98 16,6 +4,3b,d 18,5 + 4,3c
CD4+HLA-DR+ (6,8-11,1) (15,0-48,0) 9,0-22,4) (12,6-23,4)

Linf.T8 activ. 75+35 78+55 84+47 9,6+6,2
CD8+HLA-DR+ (3,1-13,5)  (1,2-20,0) (3,4-17,00  (1,7-22,3)

a p< 0,001 vs grupo fértil
b p< 0,01 vs grupo fértil
¢ p< 0,05 vs grupo fértil
d p< 0,05 vs grupo estéril
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GRAFICA 10

Subpoblaciones de |inf.T activados
] CD3+HLADR+ CD4+HLADR+ B CD8+HLADR+

-

Fértiles Estériles Est. IgG/A

Eyaculados

GRAFICA 11

Subpoblaciones de |inf.T activados
CJ CO3+H_ADR+ CD4+H . ADR+ EBEBE CD8+H_ADR+

-

7

Fértiles Estériles Est. igG/a Est. I1gG

Eyaculados




134 Resultados

Fig. 19.- PORCENTAJES DE LINFOCITOS CD4+HLA-DR+ EN
LOS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIA-
DOS.
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VALORES DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS B EN
SUJETOS DEL GRUPO CONTROL, ESTERILES NO INMUNOLO-
GICOS E INMUNOLOGICOS.-

En el estudio comparativo de las subpoblaciones de linfocitos B
entre el grupo de individuos fértiles y los restantes grupos obtuvimos los

siguientes resultados:

- No encontramos diferencias significativas en la cuantificacién de

linfocitos B en valores absolutos, entre los distintos grupos, aunque la

proporcién de estas células presenté un incremento estadisticamente
significativo en el grupo de individuos estériles sin AAE en relacion al
grupo control (p < 0,001) (Tablas XXI y XXII; Graf. 12 y 13; Fig. 20).

- Los valores absolutos de la subpoblacién de linfocitos B CDS5(+)
(o inmunorreguladores) resultaron significativamente superiores en los
individuos estériles de origen no inmunolégico (p< 0,05) y en los
estériles inmunolégicos tipo Ig G/A e Ig G (p< 0,01) con respecto al
grupo control (Tabla XXI; Graf. 12; Fig. 21). Al analizar los porcentajes
de esta subpoblacién en los 4 grupos de sujetos estudiados, obtuvimos
los mismos resultados (Tabla XXII; Graf. 13; Fig. 21).
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TABLA XXI
SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS B EN LOS DISTINTOS
TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS (miles/ml).

POBLAC. FERT ESTERIL 1gG/A 1sG
CEL. (n=30) (n=30) (n=11) (n=7)

Linf. B 62,3 + 79,7 139,9 + 183,2 1408 + 98,6 1253 + 92,4
CD45+CD20+ (0-355,5) (0-642,1) (5,2-318,6) (57,9-299,2)

Linf. B 18,3 + 21,9 87,2 + 113,8b 101,8 + 72,82 107,5 + 94,9a
inmunorreg. (0-82,9) (0-372,4) (3,5-232,5) (39,4-272,0)
CD20+CD5+

ap< 0,01 vs grupo fértil
b p< 0,05 vs grupo fértil

TABLA XXII
PORCENTAJES DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS B
EN LOS DISTINTOS TIPOS DEEYACULADOS ESTUDIADOS (%).

POBLAC. FERT ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (n=25) (n=24) (n=11) (=7)

Linf. B 204 +84 340+66a 276+79 239+77
CD45+CD20+  (8,7-30,0) (26,045,0)  (15,043,0) (7,8-30,0)

Linf. B 59+29 21,7+6,6a 20,1 +76a 19,0+ 7,5b
inmunorreg. (2,5-10,3)  (11,1-31,5) 9,2-33,0) (5,1-30,6)
CD20+CDS+

a p< 0,001 vs grupo fértil
b p< 0,01 vs grupo fértil
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GRAFICA 12
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Fig.- 20.- PORCENTAJES DE LINFOCITOS B EN LOS DISTINTOS
TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS.
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Fig. 21.- PORCENTAJES DE LINFOCITOS B CD5+ EN LOS
DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS ESTUDIADOS.
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VALORES DE LAS POBLACIONES DE LGL EN SUJETOS DEL
GRUPO CONTROL, ESTERILES NO INMUNOLOGICOS E
INMUNOLOGICOS.-

Los pacientes estériles con AAE, bien Ig G/A, o sélo Ig G,
presentaron una elevacién estadisticamente significativa del nimero
absoluto LGL con p < 0,001 respecto al grupo control, yconp< 0,01
en relacién al grupo de individuos estériles sin AAE. Porcentualmente,
se obtuvo la misma significacién (Tabla XXIII; Graf. 14 y 15; Fig. 22).

Destacamos, por su posible papel fisiopatolégico en la reproduc-
cién humana, este incremento de LGL en las muestras de semen con
AAE, que a su vez constituye el pardmetro discriminativo entre la
esterilidad no inmunolégica y la que posee AAE en sus eyaculados o
esterilidad de origen inmunolégico.

TABLA XXIII
PORCENTAJE Y NUMERO ABSOLUTO DE LINFOCITOS GRAN-

DES GRANULARES EN LGS DISTINTOS TIPOS DE EYACULADOS
ESTUDIADOS.

POBLAC. FERT  ESTERIL IgG/A IgG
CEL. (=30)  (n=30) (n=11) (=7)

LGL(miles/ml) 9,5+14,0 30,6+47,1 194,6+208,5a,b 215,5+182,7a,b
CD45+CD16+ (0-42,2) (0-175,2) (6,0-605,3) (47,7-486,0)

LGL(%) 3,4+2,8 9,846,0 29,34+6,9a,b 32,9+11,1a,b
CD45+CD16+ (0,3-7,2) (0,1-17,0) (13,2-38,0) (22,7-51,0)

ap< 0,001 vs grupo fértil
b p< 0,01 vs grupo estéril
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GRAFICA 14
Poblaciones de LGL
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Fig. 22.- PORCENTAJES DE LGL EN LOS DISTINTOS TIPOS DE
EYACULADOS ESTUDIADOS.
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VALORACION DE LAS CELULAS CD16(+) OBSERVADAS EN
EYACULADOS CON AAE.-

1.- ESTUDIO DE LA CAPTACION DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL ANTI-CD16 POR ESPEMATOZOIDES CON
AAE.-

Como hemos expuesto anteriormente, con el objeto de comprobar
que el aumento de las células CD16(+) observado en algunos eyaculados
era real, en contraposicidn a otros autores, que defienden la existencia
de moléculas, que unen por un lado al AAE y por otro captan el Ac. Mo.
anti-CD16, estudiamos la fijacién de este Ac. Mo. por los espermatozoides
con AAE en su superficie.

Para ello, comparamos la captacién media del Ac. Mo. anti-CD16
en un grupo control de espermatozoides sin AAE con la fijacién media
en un grupo de eyaculados con espermatozoides que presentaron AAE
en su superficie.

El andlisis mediante citometria de flujo de 5 muestras de semen de

cada uno de los grupos, demostré que este incremento de LGL en
eyaculados con AAE era verdadero, al no detectarse diferencias
estadisticamente significativas en la expresién de dicho antigeno entre
ambos grupos (Tabla XXIV; Fig. 23). En la Fig. 23, se puede apreciar
en la grdfica superior la captacién del Ac. Mo. anti-CD16 por los
espermatozoides de los eyaculados sin AAE; y en la gréfica inferior la
de los espermatozoides de eyaculados con AAE.
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2.- ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD CRUZADA DE AAE CON
LOS LINFOCITOS PRESENTES EN LOS EYACULADOS.-

Con el fin de detectar una posible reactividad cruzada de los AAE
con los linfocitos presentes en los eyaculados, se comparé el porcentaje

de linfocitos que expresaban Ig G en su superficie en eyaculados con

AAE y en eyaculados sin éstos.

El andlisis por citémetro de flujo de 5 muestras de semen de cada
uno de los grupos comparados, demostré que no existian diferencias
significativas en la expresién de Ig G por los linfocitos seminales entre
ambos grupos, por lo que la posibilidad de que tuviera lugar una
reactividad cruzada de los AAE con los linfocitos quedaba totalmente
rechazada (Tabla XXV; Fig. 24). En la Fig. 24, se puede observar en la
gréfica superior la captacién del Ac. Mo. anti-lg G humana por los
linfocitos de eyaculados sin AAE; y en la grifica inferior la de los
linfocitos de eyaculados con AAE.

TABLA XXIV

PORCENTAIJE DE ESPERMATOZOIDES DE EYACULADOS CON
AAE Y SIN AAE QUE REACCIONAN CON EL ANTICUERPO
MONOCLONAL ANTI-CD16.

SPZ DE EYACULADOS

SIN AAE CON AAE
(n=5) (n=5)

0,5+03 0,9 + 0,7

N.S.
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TABLA XXV

PORCENTAJE DE LINFOCITOS DE EYACULADOS CON Y SIN
AAE QUE REACCIONAN CON AAE.

Linf. de eyac sin AAE Linf. de eyac. con AAE

135 + 0,5

1,4 + 1,1

N.S.

Fig. 23.- CAPTACION DEL AC. MO. ANTI-CD16 POR LOS
ESPERMATOZOIDES DE EYACULADOS SIN AAE
(GRAFICA SUPERIOR) Y CON AAE (GRAFICA INFE-
RIOR).
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Fig. 24.- CAPTACION DEL AC. MO. ANTI-Ilg G HUMANA POR
LOS LINFOCITOS DE EYACULADOS SIN AAE (GRAFI-
CA SUPERIOR) Y CON AAE (GRAFICA INFERIOR).
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El gran auge experimentado en los ultimos afios en las diferentes
técnicas de reproduccién asistida ha permitido conocer algunos de los
mecanismos mds intimos de la reproduccién humana. Sin embargo,
diferentes aspectos de la interrelacién entre el sistema inmune y el
aparato reproductor se encuentran hoy por resolver. As{, los mecanismos
que evitan el dafio contra el espermatozoide en individuos fértiles o la
etiopatogenia de la esterilidad masculina de causa inmunolégica no estdn
aun aclarados. La profundizaci6n en el estudio de la inmunorregulacién
a nivel del tracto reproductor masculino y sus posibles alteraciones,
ayudarfa a mejorar el conocimiento de estos puntos oscuros de la
fisiologfa de la reproduccién humana.

Estudios recientes (Barrat y cols., 1988; Mahi-Brown y cols., 1988;
Witkin, 1988) sugieren que el tracto reproductor masculino es una regién
inmunoldgicamente dindmica y que los diferentes tipos de leucocitos
presentes en el semen juegan un papel en la modulacién de la respuesta
inmune contra el esperm..tozoide. Barratt y cols. (1992) han implicado
a los leucocitos seminales, no sélo en las infecciones genitales (Wolff y
Anderson, 1988; Jochum y cols., 1986) y en la modulacién de la
respuesta inmune contra el espermatozoide, sino también en el control
de la calidad seminal.

Aspectos innovadores de la relacién entre leucocitos y
espermatozoides han sido sugeridos por Scolfield y cols. (1992) y Ashida
y Scolfield (1987). Los primeros han demostrado que los espermatozoides
pueden unirse a algunas células somdticas, tales como los leucocitos, por
medio de las moléculas HLA de clase II de éstos, que actuarian como
receptores de las células espermdticas; mientras que los segundos, al
igual que D’Cruz y Haas (1993), han sugerido la expresién de receptores

comunes entre linfocitos y espermatozoides, como el CD46 o proteina
cofactora de membrana y el CDS5 (Decay Accelerating Factor),
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involucrado en la regulacién del complemento.

Diversas sustancias sintetizadas por los leucocitos influyen sobre la
capacidad funcional del espermatozoide, tanto en el aparato reproductor
masculino como en el femenino (Barratt y cols., 1990a). De este modo,
Hill y cols. (1987a) han comprobado el empeoramiento de la motilidad
espermdtica en eyaculados a los que se afiadi6é y-IFN y TNF, mientras
que Ricker y cols. (1989) demostraron la capacidad de la citoquina PAF
(factor de activacién plaquetario) para promover el movimiento de los
espermatozoides.

Dado que el estudio de la inmunorregulacién a nivel del tracto

reproductor masculino nos ayudarfa a conocer mejor la fisiologfa
testicular y podria aportar nuevos enfoques en el diagndstico y tratamien-
to de la esterilidad masculina de causa inmune, nos propusimos estudiar
el papel fisiol6gico de las diferentes células del sistema inmune presentes
en el eyaculado; asi como sus implicaciones en la esterilidad masculina
de causa inmunoldgica y no inmunoldgica.

Una primera aproximacién al estudio de las células
inmunocompetentes presentes en el semen consistié en intentar relacio-
nar la concentracion de leucocitos totales con la capacidad fertilizante del
eyaculado y determinar el origen de dichas células. Nuestros resultados
demuestran la ausencia de diterencias estadisticamente significativas en
la concentracién media de leucocitos entre los grupos de fértiles,
estériles sin AAE e estériles con AAE (Tabla XI), sugiriendo que el
mimero absoluto de leucocitos presentes en un ey ;culado con cultivo
microbiol6gico negativo no resulta ser un pardmetro indicativo de la
capacidad fertilizante de éste, y que dichas células constituyen un
componente natural de las muestras de semen humano. No obstante,
otros autores han obtenido resuliados discrepantes en el andlisis de los
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leucocitos seminales y su papel en relacién a la esterilidad masculina.
Wolff y Anderson (1988) hallaron una asociacién entre semen
leucocitospérmico y esterilidad, mientras que El-Demiry y cois. (1986a)
detectaron lo contrario. Tales discrepancias pueden fundamentarse en los
criterios seguidos para la seleccién de individuos fértiles (Smith y cols.,
1989) y a la inclusi6n de pacientes con posibles infecciones genitales,
excluidos, por otra parte, de nuestro estudio.

Han sido propuestas diversas teorias etiolégicas sobre la existencia
de leucocitos en el semen: en algunos varones, la presencia de leucocitos
puede ser atribuible a una infeccién del tracto reproductor masculino
(estos sujetos no han sido inclufdos en nuestro estudio), mientras que en
otros, la presencia de estas células en semen, reflejaria un proceso
inflamatorio, o la produccién de espermatozoides morfolégicamente
anormales que atraerian a los leucocitos en respuesta a la presencia de
rstos celulares. Esta 1ltima hip6tesis es defendida por Barratt y cols.
(1992), tras observar que muestras de semen con mds del 50% de
espermatozoides morfolégicamente normales posefan un nmimero
significativamente mds alto de neutréfilos y macréfagos que aquéllos con
mds del 50% de espermatozoides con defectos en la cabeza.

La relacién entre leucocitos en semen y calidad del eyaculado
continia siendo motivo de polémica entre diferentes autores. Nosotros
no hemos detectado una relacién entre los leucocitos seminales y
determinadas alteraciones en los pardmetros seminales (motilidad,
vitalidad, morfologfa, concentracién espermatica y test hiposmético)
(Tabla X), lo que coincide con lo obtenido por otros autores (Queseda
y cols., 1968; Moberg y cols., 1980; Swenson y cols., 1980; Kung y
cols., 1993), discre,rando de lo observado por El-Demiry y cols. (1986a)
y Wolff y cols.(1990). Algunos productos solubles sintetizados por los

leucocitos resultan téxicos para los espermatozoides “in vitro”, ya que
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empeoran su motilidad y su capacidad fertilizante (Anderson y Hill,
1988; Hill y cols., 1989; Hill y cols., 1987b). No obstante, un “efecto
transitorio” de los productos de los leucocitos seminales en la capacidad
fertilizante del eyaculado explicaria que la leucocitospermia no pudiera
ser causa de esterilidad masculina (Anderson y Hill, 1988). Ademds,
Kovalski y cols. (1992) han demostrado que el plasma seminal confiere
cierta proteccién, debida a la presencia de factores de alto y bajo peso
molecular.

Otras caracteristicas del eyaculado, no estudiadas por nosotros,
pueden verse afectadas por la presencia de ieucocitos. Asi, Engh y cols.
(1992) han mostrado que la condensacién de la cromatina es una de las
caracterfsticas espermdticas que se ve afectada por la presencia de
leucocitos en el eyaculado, independientemente de la calidad seminal,
sugiriendo que a través de productos leucocitarios (citoquinas) se
produce el daiio de la maduracién espermdtica o de la espermatogénesis
y, en definitiva, la esterilidad.

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que la presencia de
AAE no se relaciona con una mayor concentracién de leucocitos en el
eyaculado (Tabla X), lo que coincide con otros autores (Kortebani y cols.,
1952; Wolff y cols., 1990;), sugiriendo que, a pesar de que ambas
alteraciones son manifestaciones de una respuesta inmunoldgica, no se
interrelacionan. Por el contrario, Gonzales y cols. (1992a) observaron
una asociacién entre leucocitospermia y AAE, que puede responder ala
relacién entre aquélla y la hipofuncién de las vesiculas seminales que
padecian los pacientes de su estudio.

Asimismo, otro objetivo de nuestro estudio ha sido esclarecer el

origen de estas células presentes en el semen, concluyendo como la
mayoria de los autores (Barratt y cols., 1992; Kortebani y cols., 1992;
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Olsen y Shields, 1984; Nashan y cols., 1990; Nashan y cols, 1989,
Anderson, 1990), que los leucocitos seminales en eyaculados con
cultivos microbiolégicos negativos proceden del epidfdimo, conductos
deferentes o testiculos, ya que sujetos vasectomizados presentaron un
mimero significativamente menor de estas cé€lulas (p< 0,001) (Tabla

XD).

Ya que, como hemos comentado, el mimero absoluto de leucocitos
no se relacionaba con ninguna caracteristica del eyaculado, nos propu-
simos a continuacién una caracterizacién mds detallada de las
subpoblaciones de los leucocitos seminales con el objeto de conocer cuél
es el papel de estas células en la calidad del semen y en la esterilidad
masculina.

En nuestro trabajo, el andlisis de las poblaciones leucocitarias de
los distintos eyaculados estudiados (Tabla IV) ha sido realizado mediante
citometria de flujo, que habfa sido propuesta por Spano y cols. (1984)
como la metodologia que aporta una informacién mds detallada en la
evaluacién androlégica del paciente, a través de la cuantificacién de los
diferentes tipos celulares (células germinales, espermatozoides,
leucocitos,...) presentes en cada muestra de semen, proponiendo la
introduccién del andlisis por citometria de flujo en el estudio de la
esterilidad masculina. Algunos autores basan el andlisis de los leucocitos
en la medicién de quimioluminiscencia (Krausz y cols., 1992) o, en la
reduccién de nitroazul de tetrazolio a azul de formazdn (Kovalski y cols.
1991), debido a la produccién de radicales de oxigeno por los neutréfilos
seminales. De este modo, el estudio de los leucocitos seminales queda
reducido a la cuantificacién de los granulocitos, imposibilitando la

caracterizacién de las restantes poblaciones leucocitarias, lo que limita-

rfa el conocimiento de las células inmunocompetentes en la fisiologfa de
la reproduccién. Por ello, la citometria de flujo ~ece constituir el
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método mds completo en el andlisis de las células inmunes presentes en
las muestras de semen humano.

A diferencia de Zagury y cols. (1984) y de Mazzolli y cols. (1990),
nosotros no hemos utilizado la separacion de células mononucleadas por
gradientes de Percoli, debido a que la poblacidén de neutréfilos se
deposita en el pellet del tubo, y no en el halo celular que se recoge para
efectuar el andlisis. Este hecho fue comprobado por Krausz y cols.
(1992), que no detectaron quimioluminiscenciaen fracciones de eyacuiados
obtenidas por gradientes de Percoll, a causa de la ausencia de granulocitos.
Por lo que consideramos mds adecuado para el estudio de las poblaciones
leucocitarias de los eyaculados el andlisis por citometria d= flujo del
semen total, y no sélo de la fraccién de células mononucleadas.

Nosotros, al igual que varios autores (Eggert-Kruse y cols., 1992,
Homyk y cols., 1990; Wolff y Anderson, 1988; El-Demiry y cols.,
1986b; Witkin y Goldstein, 1988; Barratt v cols., 1991), hemos utilizado
anticuerpos monoclonales para laidentificaciénde losdiferentes leucocitos
del semen humano. No obstante, el semen contiene sustancias que
podrian enmascarar determinados antigenos caracteristicos de ciertas
poblaciones leucocitarias - efecto “masking” - (Weil y Rodenburg, 1962;
Holt, 1980; Hekman y Rumke, 1969), lo que impediria que los
anticuerpos monoclonales se unieran a dichos antigenos, invalidando los
resultados obtenidos en el andlisis por citometria de flujo en los
eyaculados humanos. Sin embargo, parece improbable que este hecho
tenga lugar, ya que al igual que Kurspiz y cols. (1987), Wolff y Anderson
(1988) y Jassim y cols. (1989), nosotros hemos comprobado la captacién

de diversos anticuerpos monoclonales por los leucocitos y, en especial,

por los linfocitos seminales, permitiendo la caracterizacién de las
diferentes poblaciones linfocitarias en los distintos tipos de eyaculados
estudiados. Ademds, Wolff y Anderson (1988) comprobaron que la
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incubacién de leucocitos de sangre periférica con liquido seminal no
alteraba la expresi6n de diferentes antigenos de superficie.

En la cuantificacién del nimero absoluto y el porcentaje de
macrofagos, linfocitos y granulocitos, al igual que Wolff y Anderson
(1988), hemos comprobado la alta variabilidad en el nimero de células
existente entre los eyaculados (Tabla XI). Sin embargo, las proporciones
de monocitos, granulocitos y linfocitos son constantes para todos los
tipos de eyaculados, constituyendo la poblacién predominante la de los
monocitos/macréfagos, seguida de los linfocitos y los granulocitos
(Tabla XII). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Kortebani
y cols. (1992) en su grupo control, aunque ellos han detectado diferencias
en las proporciones de los granulocitos que se ven incrementadas en el
grupo de astenozoospérmicos, debido quizds a la coexistencia de una
hipofuncién de vesiculas seminales en estos pacientes que induce el
aumento de los granulocitos. Igualmente, Zagury y cols. (1984) han
comprobado el predominio de los monocitos/macréfagos sobre los
linfocitos seminales, utilizando en la separacién de las células
mononucleadas del semen los gradientes de Percoll.

Sin embargo, nuestros resultados discrepan de los obtenidos por
otros autores (Tomlinson y cols., 1992; Wolff y Anderson, 1988;

El-Demiry y cols., 1986a; Kung y cols., 1993); discrepancias que
pueden ser debidas a los criterios seguidos para la seleccién de
individuos fértiles y a la inclusién de pacientes con posibles infecciones
genitales, excluidos de nuestro estudio, viéndose, en este caso incrementado
el mimero de granulocitos con respecto a nuestros resultados.

Nuestros resultados muestran el predominio de los macroéfagos
sobre el resto de los leucocitos seminales en los distintos tipos de
eyaculados, lo que podria estar relacionado, tanto con la eliminacién de
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restos celulares, como con la inmunosupresién que caracteriza al liquido
seminal y que contribuye a la proteccion del espermatozoide del sistema
inmune. De este modo, y al igual que otros autores (Tomlinson y cols.,
1992; Barrat y cols., 1992; Smith y cols., 1989) podria implicarse a los
macréfagos seminales en la fagocitosis activa de bacterias, espermadtides,
restos de células germinales y espermatozoides defectuosos; fagocitosis
que puede ser regulada por diversas sustancias, tales como el zinc,
procedente del fluido prostitico (Star tova y cols., 1976). Ademds,
Nashan y cols. (1990) han comprobado la funcién de fagocitosis que los
macréfagos llevan a cabo en la zona afectada por la vasectomia,
constituyendo un importante mecanismo en el procesamiento de los
espermatozoides después de la intervencidn.

Chouaib y cols. (1984) han demostradv la sintesis de sustancias

inmunosupresoras por los macréfagos, tales como la PGE, (monoquina)
que bien directamente (Tilden y Balch, 1982) o por medio de la
estimulacién de los linfocitos T8 supresores/citotéxicos produce una
inhibicién de la sintesis de IL-2, y por consiguiente la inhibicién de la
activacionde los linfocitos T (Walker y cols., 1983). Tarter y cols. (1986)
han detectado la existencia de esta prostaglandina en el liquido seminal.
Asimisme, Phipps y cols. (1990) han descrito a los macréfagos como
reguladores del sistema inmune, no sélo por su funcién inmunosupresora,
sino porque también se encuentran involucrados en la induccién de
tolerancia a determinados antigenos - en nuestro caso, los antigenos de
las células espermaticas -, inhibiendo la diferenciacién y proliferacién
de los linfocitos B. De hecho, estos autores han comprobado la asociacién
de la produccién de PGE, por los macréfagos y la induccion de
tolerancia. Una futura investigacién mds detallada acerca del estado de
activacién en que se encuentran los macréfagos presentes en cada tipo
de eyaculado, podria explicar ain mejor el papel que éstos juegan en la
fisiologfa de la reproduccién humana, ya que la activacién de estas
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células conlleva la produccién de ciertas citoquinas (IL-1. TNF, y-IFN),
que terminaria por propiciar la respuesta inmune (Johnston, 1988), en
este caso, contra el espermatozoide; y que induciria la expresién de un
receptor en las células endoteliales, permitiendo la extravasacién de
células T hacia el interior del tracto reproductor masculino (Cavender y
cols., 1986; Cavender y cols., 1987).

Por otra parte, la presencia de granulocitos en los distintos tipos de
eyaculados analizados, responde igualmente a la funcién de fagocitosis
de bacterias, y mds frecuentemente de espermatozoides y restos de
células germinales (Smith y cols., 1989; El-Demiry y cols., 1986a; El-
Demiry y cols., 1986b). Esta iiltima teoria es defendida por Tomlinson
y cols. (1992) y Barratt y cols. (1992), que como hemos apuntado
anteriormente, observan un nimero significativamente mds elevado de
neutréfilos en muestras de semen con m4s del 50% de espermatozoides
morfol6gicamente normales. Ademds, Thompson y cols. (1991) han
comprobado un incremento en el mimero de granulocitos en muesiras de
moco cervical postinseminacién, sugiriendo que dichas células desem-
peian una funcién de “aclaramiento” de los espermatozoides no aptos

para la fecundacién y constituyen una importante linea de defensa contra

las bacterias existentes a este nivel.

Como hemos visto hasta ahora, ni los monocitos, ni los granulocitos
presentes en los eyaculados con cultivos microbiolégicos negativos,
resultan ser un pardmetro indicativo de la capacidad fertilizante de éstos,
constituyendo un componente natural de las muestras de semen humano.
Veamos a continuacién cudl es el papel de las distintas subpoblaciones
linfocitarias en la fisiologia seminal.
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I.- SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T.-

Los resultados que hemos obtenido en la cuantificacién de los
linfocitos en diferentes tipos de eyaculados coinciden con los de otros
autores (Wolff y Anderson, 1988; Witkin y Goldstein, 1988; Kung y
cols., 1993), que sefialan un predominio de los linfocitos T sobre los B
en muestras de semen humano, ya sea de individuos fértiles como
estériles (Tablas XIII y XXI). En nuestro estudio no hemos observado
diferencias estadfsticamente significativas en el mimero absoluto de
linfocitos CD4 ni CD8. No obstante, hemos detectado un mayor
porcentaje de linfocitos CD8 supresores/citotéxicos que de CD4 helper/
inducer en los eyaculados fértiles en contraposicién al grupo de
individuos con alteraciones en la calidad seminal, que presentaron un
porcentaje de linfocitos CD4 helper/inducer mds elevado que el de los
CD8 supresores/citotéxicos. Nuestros resultados coinciden con los de
otros autores (Zagury y cols., 1984; Witkin y Goldstein, 1988; Anderson
y Hill, 1987; Kortebani y cols., 1992; Gonzales y cols., 1992a; Kung y

cols., 1993), aunque existen opiniones discrepantes (Wolff y Anderson,

1988; Barratt y cols., 1990b), que defienden el predominio de los
linfocitos CD4 helper/inducer en las muestras de semen de individuos
fértiles; diferencias en los resultados, que pueden ser debidas a la distinta
metodologia utilizada, ya que estos autores manejan microscopia éptica,
técnica subjetiva comparada con la objetividad de la citometria de flujo
empleada por nosotros.

A pesar de que el plasma semina! a altas concentraciones se
caracteriza por ser linfocitotéxico (Prakash y cols., 1976; Allen y
Roberts, 1986), parece improbable que una “selectiva” disminucién de
los linfocitcs CD4 helper/inducer tenga lugar a este nivel. Por otro lado,
el andlisis por citometria de flujo de los linfocitos seminales nos ha
permitido en todo momento la “seleccién” o “gateo” por medio de los
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detectores de dispersién (FSC y SSC) y de fluorescencia (FL1 y FL2)
de las células vivas, en este caso linfocitos, ya que las células muertas
aparecen representadas, como ya hemos comentado en Material y
Métodos, junto a los restos celulares y hematies, separadas de los
linfocitos normales.

Asf pues, los linfocitos CD8 supresores/citotéxicos predominantes
en eyaculados fértiles, podrian colaborar en la inmunosupresi6n carac-
teristica del semen, ejerciendo una funcién protectora del espermatozoide
frente al sistema inmune. Esta inmunosupresién parece alterarse en los
individuos estériles con y sin AAE, en los que desciende la proporcién
de estas células, induciéndose probablemente un estado de
“inmunoactivaciérn”, que se traduce en el incremento de otras
subpoblaciones linfocitarias que mds adelante analizaremos. Esta situa-
cién podria ser andloga a la descrita en algunos epitelios (Brandtzaeg y
cols., 1988) en los que se ha comprobado el predominio de los linfocitos
CDS8 intraepiteliales, sugiriendo que estas células son las responsables
de la inmunosupresién existente en la zona. Igualmente, Brandtzaeg y
cols. (1988) confirman la relacién entre el predominio de los linfocitos
CD8 supresores/citotdxicos y la induccién de un estado de tolerancia
frente a determinados antigenos.

El hecho de que en eyaculados fértiles se detecte un predominio de
linfocitos CD8 sobre los CD4 helper/inducer podria explicarse mediante

la posible activacién de estas células por sustancias como la PGE,

(Chouaib y cols., 1982) y/o por las células germinales del tracto
reproductor masculino, tal y como han demostrado Hurtenbach y
Shearer (1982); y podria conectar con el hallazgo de El-Demiry y cols.
(1987) en biopsias testiculares, en las que se observa una mayor
concentracién de linfocitos CD8 supresores/citotéxicos que de linfocitos
CD4 helper/inducer en el epitelio de Ia retz testis y conductos deferentes.
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Por otra parte, y a diferencia de Witkin y Goldstein (1988), no
podemos asociar la presencia de AAE en los eyaculados con un descenso
de los linfocitos CD8 supresores/citotéxicos, ya que como hemos
mostrado en al Tabla X, no existen diferencias estadisticamente signifi-
cativas en el mimero absoluto de estos linfocitos entre los grupos de
estériles de causa inmunolégica y el grupo control; lo que coincide, por
otra parte, con los resultados de Barratt y cols. (1990b), y sugiere que
la relacién entre AAE y linfocitos D8 supresores/citot6xicos no es tan
directa como se habia propuesto.

En resumen, el predominio de los linfocitos CD8 supresores/
citotéxicos en muestras de semen humano, y en definitiva, en el tracto
reproductor masculino, puede prevenir una respuesta inmune contra los
autoantigenos de los espermatozoides. Recientes estudios han mostrado
que el tracto reproductor masculino no es impermeable al sistema
inmune y que linfocitos sensibilizados a espermatozoides reaccionan
especificamente con los autoantigenos espermdticos cuando entran en
contacto con ellos (Tung y cols., 1987). Por ello, serfa necesario un
mecanismo que limitara la puesta en marcha de esta respuesta
inr aolégica; mecanismo que podria ser protagonizado por los linfocitos
C. (+) supresores/citotéxicos del eyaculado fértil.

II.- SUBPOBLACIONES DE LOS LINFOCITOS CD4 HELPER/
INDUCER.-

Como ya se ha expuesto en Material y Métodos, Rudd y cols. (1987)
y Morimoto y cols. (1983; 1985) han dividido en dos subpoblaciones a
los linfocitos CD4 helper/inducer, segiin expresen o no en su superficie
el antigeno CD45RA. De este modo, la subpoblacién
CD4(+)CD45RA(+) o “inductora de supresién” {o “naive”) participa
en las respuestas inmunes cuyo fin es conseguir un estado de
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inmunosupresién mediante la estimulacién de los linfocitos CD8(+)
supresores/citot6xicos; y la subpoblacién CD4(+)CD45RA(-) o “cola-
boradora” (o “memory”) estimula la producci6n de anticuerpos por los
linfocitos B.

Nuestros resultados muestran un desequilibrio entre las
subpoblaciones CD4(+)CD45RA(+) “inductora de supresién” y
CD4(+)CD45RA(-) “colaboradora” en los pacientes estériles con y sin
AAE con respecto al grupo de fértiles (Tablas XV y XVI), detectdndose
un aumento significativo en el mimero y proporcién de la subpoblacién
CD4(+)CD45RA(+) “inductora de supresién” en los individuos esté-
riles de origen inmunolégico y no inmunolégico.

En determinadas enfermedades autoinmunes se ha encontrado una
alteracién en los niveles de los linfocitos CD4(+)CD45RA(+), lo que
ha sugerido el posible papel de estas células en la fisiopatologia de estos
transtornos. De este modo, y de acuerdo con Becker y cols. (1992) que
han demostrado un incremento de estos linfocitos en sangre periférica de
pacientes afectos de la enfermedad mixta del tejido conectivo, la
elevacion de los linfocitos CD4(+)CD45RA(+) “inductores de supre-

sién” en los eyaculados de pacientes estériles con y sin AAE podria

considerarse un mecanismo “compensador” del descenso relativo de
linfocitos CD8(+) supresores/citotéxicos que en estos sujetos tiene
lugar (Tabla IV), con el fin de conseguir incrementar el ambiente de
inmunosupresién a este nivel, perturbado, procbablemente, por el contac-
to en el tracto reproductor masculino, de los antigenos espermaticos con
las células inmunes.

El mecanismo por el que las células CD4(+)CD45RA(+) se elevan
en las muestras de semen, podria explicarse mediante el incremento de
la sintesis y secreci6n de sustancias inmunosupresoras, tales como la
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PGE,, por células como los macréfagos (abundantes en los eyaculados),

que podrian encontrarse activados por sucesivos contactos con los
antigenos de los espermatozoides. La alta concentracién de estas
sustancias inducirfa la proliferacién de los linfocitos CD4(+)CD45RA(+)
“inductores de supresién”, en un intento de aumentar el nimero de
linfocitos CD8 supresores/citot6xicos en estos eyaculados (Chouaib y
cols., 1984).

Como ya hemos visto, existe un predominio de los linfocitos
CD8(+) supresores/citotéxicos en los eyaculados de individuos fértiles;
linfocitos que se ven disminuidos en las muestras de semen de los sujetos
estériles con y sin AAE. Con el objeto de profundizar, ain mds, en el
conocimiento de la funcién que estas células desempefian en la
inmunosupresién del tracto reproductor masculino, procedimos a la
caracterizacion fenotipica de estos linfocitos. Veamos cudles son las
subpoblaciones linfocitarias analizadas.

III.- SUBPOBLACIONES DE LOS LINFOCITOS CD8 SUPRESO-
RES/ CITOTOXICOS.-

Enel estudiode las subpoblaciones linfocitarias CD8( +) supresoras/
citotéxicas hemos utilizado los anticuerpos monoclonales anti-CD11b y
anti-CD56, determ *.ando en los 108 eyaculados analizados los siguien-
tes linfocitos: CD8(+)CD11b(+) o linfocitos supresores antigeno-
inespecificos (Takeuchi y cols., 1988); CD8(+)CD11b(-) o linfocitos
supresores antigeno-especificos (Takeuchi y cols., 1988);
CDg8(+)CD56(+) o linfocitos citot6xicos antigeno-inespecificos ( Lanier
y cols., 1987; Nagler y cols., 1989; Lanier y Phillips, 1986).

Nuestros resultados demuestran que los linfocitos CD8(+) supre-
sores/citotdxicos, predominantes en los eyaculados de individuos fértiles
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(Tablas XIII y XIV), se caracterizan por poseer un fenotipo
CD3(+)CD8(+)CD11b(+)CDS56(+) (Tablas XVII y XVIII), es decir,
linfocitos supresores/citotéxicos antigeno-inespecificos, no restringidos
por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad, y que no precisan de la
intervencién de la subpoblacién de linfocitos CD4(+)CD45RA(+)
“inductora de supresién” para ejercer su accién (Takeuchi y cols., 1988;
Nagler y cols., 1989).

De los datos presentados en la Tabla XVII se deduce que no existen
diferencias estadfsticamente significativas en el nimero absoluto de las
subpoblaciones de linfocitos CD8 entre los eyaculados de individuos
estériles con y sin AAE con respecto al grupo control; no obstante,
hemos encontrado un descenso relativo (Tabla XVIII) de los linfocitos
CD8(+)CD11b(+) supresores antigeno-inespecificos y de los
CD8(+)CD56(+) citotéxicos antigeno-inespecificos en los grupos de
pacientes estériles con y sin AAE en relaci6n al grupo control.

Como ya hemos comentado anteriormente, - los eyaculados de
estos sujetos se produce un descenso porcentual significativo de los
linfocitos CD8(+) supresores/citotéxicos, que se manifiesta principal-
mente por la disminucién de la subpoblacién mds numerosa de éstos, es
decir, de los linfocitos CD8(+)CD11b(+)CD56(+) (supresores/
citotéxicos antigeno-inespecificos no MHC restringidos).

El hecho de que las células CD8(+)CD11b(+) expresen en su
mayoria el antigeno CD56 (Takeuchi y cols., 1988) conectaria con el
hallazgo que nosotros hemos encontrado en los eyaculados de individuos
fértiles, en los que predomina la subpoblacién de linfocitos CD8(+) de
fenotipo CD3(+)CD8(+)CDI11b(+)CD56(+), que parece explicar y

contribuir al estado de inmunosupresién caracteristico del liquido

seminal, que tendrfa por objeto evitar la activacién de las células del
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sistema inmune en el recunocimiento de antigenos extrafios, como son

los espermdticos. Por otra parte, autores como Gustafsson y cols. (1990)
han detectado un descenso de esta subpoblacién de linfocitos en ciertas
enfermedades, como Ia esclerodermia, en las que un transtorno en la
inmunorregulacién tiene lugar.

Otros autores (Clement y cols., 1984; Phillips y Lanier, 1986) han
demostrado que las células CD3(+)CD8(+)CD11b(+)CD56(+)
(supresoras/citot6xicas antigeno-inespecificas) aumentan en estados de
inmunosupresion, inhibiendo la activacién de linfocitos B, la prolifera-
cién de células T ante determinados mitégenos (Clement y cols., 1984;
Landay y cols., 1984; Landay y cols., 1983) y la secrecién de Igs. por
las células B (Ceuppens y cols., 1982).

Enresumen, los linfocitos con fenotipo CD3(+) CD8(+) CD11b(+)
CD56(+), células con actividad supresora/citot6xica antigeno-
inespecifica, que no precisan de la restriccién del CMH para ejercer su
accién, constituyen la poblaci6n linfocitaria mayoritaria de los eyaculados
de individuos fértiles, sugiriendo la participacidn activa de estas células
en los mecanismos que previenen una respuesta inmune contra el
espermatozoide. La ausencia o disminucién de estos linfocitos podrfa
provocar una agresién contra las células espermdticas. Lo que no parece
estar claro, es si una alteracién en la espermatogénesis provocarfa la
disminucion de estos linfocitos CD8 supresores/citotéxicos por sucesi-
vos contactos con los antigenos espermaticos; o viceversa, si el trastorno
inmune ocasionaria la aiteracién del proceso espermatogénico, y en
definitiva, de las caracteristicas seminales.

IV.- SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T ACTIVADOS.-

Una de las caracteristica mds llamativa de los linfocitos es la de
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activarse en respuesta a diferentes estfmulos especificos e inespecificos,
ya sea por interaccién del antigeno con Ios linfocitos T, o por Ia
interaccién receptor-Ig de la célula B con su correspondiente antigeno
(Cuadrado, 1991). Esta activacién lleva consigo la expresién en su
superficie de moléculas especificas como son los antigenos de clase II
del CMH (Evans y cols., 1978; Reinherz y cols., 1979; Hercend y cols.,
1981).

Los resultados obtenidos en el andlisis de las subpoblaciones de
linfocitos T activados coinciden con los observados por otros autores
(Kortebavi y cols., 1992; Gonzales y cols., 1992a; Mazzolli y cols.,
1990; Kung y cols., 1993), al detectar un aumento estadisticamente
significativo en el mimero absoluto y porcentaje de linfocitos CD4
activados (CD4{+)HLA-DR(+)) en los eyaculados de pacientes estéri-
les con y sin AAE con respecto al grupo control (Tabla XIX y XX).
Igualmente hemos comprobado ur incremento relativo de los linfocitos

T activados (CD3(+)HLA-DR(+)) (Tabla XX) en los eyaculados
estériles con y sin AAE con respecto a los fértiles, debido a la elevacién
en nimero absoluto que sufren los linfocitos CD4(+)HLA-DR(+).
Mazzolli y cols. (1990) sugieren que las citoquinas producidas en esta

activacion celular pueden jugar un importante papel en el desarrollo de
una esterilidad.

Ahora bien, parece probable que estos linfocitos CD4 helper/
inducer activados, que se encuentran incrementados en los eyaculados
de sujetos estériles con y sin AAE, correspondan a la subpoblacién
linfocitaria CD4(+)CD45RA(+) “inductora de supresion” que se halla
aumentada igualmente en estas muestras de semen, lo que sugiere la
inducc “n de un estado de inmunoactivacién a nivel del tracto genital de
estos individuos. No obstante, no podemos precisar si estas alteraciones
inmunes son causa o consecuencia de un trastorno en la espe rmatogénesis.
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En resumen, en muestras de semen de individuos estériles con y sin
AAE hemos detectado un incremento de la subpoblacién de linfocitos
CD4 activados (CD4(+)HLA-DR(+)) con respectc al grupo control.
Este aumento parece indicar la existencia de un estado anormal de
activacion inmune en dichas muestras.

V.- SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS B.-

La subpoblacién de linfocitos B que expresa el antigeno de
superficie CD5 (linfocitos B CDS5(+)) representa menos del 20% de los
linfocitos B circulantes en sangre periférica (Casali y Notkins, 1989).
Estos linfocitos desempefian un papel inmunorregulador en condiciones
fisiolégicas, contribuyendo a la inmunidad natural (Raveche, 1990).
Estas células producen espontdneamente anticuerpos pelirreactivos, que
actian limpiando el ambiente de restos celulares, células muertas y
autoantigenos, constituyendo una primera linea de defensa contra
antigenos extrafios (aumento de fenémenos de fagocitosis o lisis mediada
por el complemento). Casali y Notkins (1989), al igual que otros
investigadores (Casali y cols., 1988; Ternynck y Avrameas, 1986;
Dighiero y cols., 1983; Prabhakar y cols., 1984; Dighiero y cols., 1985;
Casali y cols., 1986), demostraron que la mayoria de las células B
CD5(+) intervienen en la respuesta inmune primaria antigeno-
inespecifica, ejerciendo su acci6n tanto contra antigenos propios como
exdgenos mediante los anticuerpos que producen.

Nuestros resultados no han detectado diferencias estadisticamente
significativas en el mimero absoluto de linfocitos B entre los distintos
grupos de eyaculados estériles en relacién al grupo control (Tabla XXI).
Sin embargo, hemos observado un incremento significativo en el mimero
absoluto de linfocitos B CD5(+) en los grupos de individuos estériles
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sin (p< 0,05) y con AAE (p< 0,(01), tanto tipo Ig G como Ig G e Ig
A, con respecto al grupo de sujetos fértiles (Tabla XXI).

Algunos investigadores han obtenido un incremento de los l.nfocitos
B CDS5(+)entranstornos, tales como: artritis reumatoide (Hardyy cols.,
1987; Hara y cols., 1988); enfermedad de Graves (Iwatany cols., 1989);
esclerosis miltiple (Mix y cols., 1990); sindrome de Sjégren (Dauphinee
y cols., 1988); diabetes mellitus tipo I (Mufioz y cols., 1991); o LES
(Becker y cols., 1990).

Vernino y cols. (1992) han sugerido que el antigeno CDS5 es un
marcador de los linfocitos B activados, por lo que el aumento en la
expresion de este antigeno de membrana por los linfocitos B de
eyaculados estériles con y sin AAE, podrfa interpretarse como la
consecuente activacién de estas células por el repetido contacto con
antigenos espermdticos en el tracto reproductor masculino.

En lo que se refiere a la produccién de autoanticuerpos por los
linfocitos B CD5(+), seria 16gico pensar que en las muestras de semen
de sujetos con esterilidad de origen inmunolégico deberfa detectarse una
mayos concentracién de estas células por la existencia de AAE. Sin
embargo, el incremento de estcs linfocitos no se asocia con la presencia
de los AAE, ya que en los eyaculados de individuos estériles de origen
no inmunolégico hemos encontrado igualmente una elevacién de esta
subpoblacién linfocitaria, por lo que sugerimos que la funcién de dichas
c€lulas en los eyaculados es mds inmunorreguladora que productora de
anticuerpos.

En resumen, el incremento de linfocitos B CD5(+) obtenido en el
andlisis d'e eyaculados de individuos estériles con y sin AAE con respecto
al grapo control, parece desempefiar un papel inmunorregulador a nivel
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de la respuesta primaria inmune antigeno-inespecifica, constituyendo un
marcador de activacién de los linfocitos B. Dicha activacién podria ser
inducida por el repetido contacto con ios antigenos espermdticos en el
tracto reproductor masculino.

VI.- POBLACION DE LGL Y CELULAS NK.-

Las células Naturai Killer forman parte de ur grupo de linfocitos
caracterizado por poseer grandes granulos citoplasmdticos, denominan-
do genéricamente LGL o “linfocitos grandes granulares” (Timonen y
Saksela, 1980; Timonen y cols., 1981). Los LGL son definidos
funcionalmenie por su capacidad para lisar células diana sin sensibiliza-
cién previayy sin restriccién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(Lanier y cols., 1986; Trinchieri, 1989). La actividad citot6xica de este
grupo de linfocitos ha sido implicada en la destruccién de células
tumorales, resistencia a infecciones virales y regulacién de la
hematopoyesis (Trinchieri, 1989; Heberman y Ortaldo, 1981).

E170-90% de los LGL (Abo y cols., 1982) est4 constituido por las
células NK propiamente dichas (CD2(-)CD16(+)), que son las células
que poseen mayor capacidad citotéxica y que expresan el antigeno CD16
(Fc-y-KIII) o receptor de baja afinidad para la fraccién Fc dz la Ig G. El
andlisis por citometria de flujo de la subpoblacién CD45 CD16 nos
permite profundizar en el papel que las células NK juegan en la
fisiopatologfa de la reproduccién humana, aunque estos marcadores son
expresados igualmente por otros LGL como las células Killer.

La actividad citolitica de las células NK es doble: actividad

citotéxica espontdnca independiente de anticuerpos no restringida por el
CMH (actividad NK); y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC). En esta dltima, las célas diana unidas a los anticuerpos son
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lisadas por las células efectoras , que poseen el receptor de baja afinidad
para la fraccién Fc de las inmunoglobulinas (CD16) (Eiguchi y Alcocer,
1990; Robertson y Ritz, 1990).

Lus resultados obtenidos en el estudio de las subpoblaciones de
LGL en muestras de semen humano han detectado un incremento en el
nimero y porcentaje estadisticamente significativo de estas células en los
eyaculados de individuos estériles con AAE tipo Ig G, e Ig G e Ig A con
respecto al grupo control (p< 0,001) y al grupo de individuos estériles
sin AAE (p< 0,01) (Tabla XXIII}, lo que implica que en estos sujetos
existe un desequilibrio de la normal inmunorregulacién que se lleva a
cabo en el eyaculado de individuos fértiles.

Por otra parte, se ha demostrado en semen la presencia de proteinas
que son capaces, por una parte, de unirse a las Igs., y por otra, de captar
el Ac. Mo. anti-CD16. Algunos autores las identifican con la molécula
CD16 (Thaler y cols., 1992; Thaler y cols., 1991; Bukovsky y cols.,
1991; Whyard, 1992) y otros las denominan IBF (immunoglobulin
binding factor) (Liang y cols., 1992; Kamada y cols.; 1991). En lo
referente al antigeno CD16 detectado en semen, Bukovsky y cols. (1991)
y Thaler y cols. (1992) lo han involucrado en ia proteccién del
espe:matozoide, bien mediante su unién a la inmunoglobulina (AAE),
evitando la formacién de complcjos espermaiozoide-AAE; o bien
inhibiendo la ADCC cortra las células espermaticas, a! impedir la unién
de la fraccién Fc de la Ig (AAE), unida a su vez al espermatozoide, al
receptor CD16 de las células NK presentes en los eyaculados.

Ante la posibilidad de que complejos espermatozoide-AAE capta-
ran el anticuerpo monoclonal anti-CD16 mediante estas moléculas
(CD16 o IBF), o de que un porcentaje de linfocitos seminales sufriera

una reaccion cruzada con los AAE de los eyaculados, pudiendo fijar
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igualmente el Ac. Mo. anti-CD16, nos propusimos llevar a cabo 2
experimentos para esclarecer si nuesiro incremento de LGL en estos
varones era o no ficticio (Tablas XXIV y XXV), no enconirando
diferencias significativas entre el porcentaje de espermatozoides de
eyaculados con AAE que reaccionaron con el Ac. Mo. anii-CD16 y el
porcentaje de espermatozoides de eyaculados sin AAE que igualmente
captaron dicho anticuerpo monoclonal. Del mismo modo, no detectamos
significacién alguna entre los linfocitos que reaccionaron con anti-Ig G
en eyaculados con y sin AAE. De todo ello se desprende que la elevacién
de LGL, que hemos demostrado en las muestras de semen de individuns
con esterilidad de origen inmunolégico, es real y, por otra parte,
caracteristica de dichos eyaculados.

Como hemos venido exponiendo hasta ahora, la poblacién de LGL
es responsable de la ADCC, habiéndose comprobado que la prolifera-
cion de estas células refleja un incremento de las células efectoras de la
ADCC (Reynolds y Foon, 1984) y que la molécula de membrana CD16
(receptor para la fraccién Fc de la Ig G) media esta funcién (Fanger y

cols., 1989). Autores como Perussia y Trinchieri (1984), Perussiz y cols.
(1984), Gastl y cols. (1984) y Anderson (1989), han sugerido que la

inmunorregulacion que lleva consigo la ADCC tiene como fin destruir

el antigeno reconocido por el anticuerpo, en nuestro caso los
espermatozoides, siendo responsable en parte de las manifestaciones del
cuadro clinico y del agravamiento de éste (Anderson, 1989), que
conduciria al dafio espermdtico en estos eyaculados con AAE. Esto
conectaria con el hallazgo, que ya hemos comentado en la introduccién,
de que existe un predominio de la Ig G, en los eyaculaods con AAE tipo

“. La Ig G, es capaz de unirse a los receptores Fc de las células NK,
lo que sugiere que esta inmunoglobulina estd involucrada en las secuelas

patolégicas de la esterilidad masculina de origen inmunolégico.
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Por otra parte, Rees y cols. (1986) han mostrado que el plasma
seminal en condiciones normales, posee la capacidad de inhibir la

citotoxicidad ejercida por las células NK; y Bukovsky y cols. (1991) al

igual que Thaler y cols. (1992) han especulado con la posibilidad de que
una disminucién en plasma seminal de la concentracién de las sustancias
responsables de esa inhibicién sea la causa que desencadene un
incremento en la ADCC, y por consiguiente un mayor daiio espermdtico
en los individuos estériles de origen inmunol6gico. Nuestros resultados
sugieren que, junto a la disminucién de estas sustancias en dichos
eyaculados, nodria concurrir el incremento de las células NK, lo que
facilitariala ADCC, y en consecuencia una mayor afectacién espermatica.

Todo ello aporta coherencia al hecho de que determinados indivi-
duos con AAE en sus eyaculados consigan tener descendencia (Critser
y cols., 1989; Eggert-Kruse y cols., 1989), frente a otros que resultan
estériles (Bronsony cols., 1984); por lo que una cuantificacién de células
NK en estos eyaculados resultarfa imprescindible a la hora de predecir
el dano espermitico y nos ayudaria en el seguimiento de estos pacientes.
De esta forma, y de acuerdo con Whiteside y Herberman (1989), el
incremento de células NK en muestras de semen de individuos con
esterilidad de origen inmunclégicc podria desempenar el papel de
marcador prondstico y de evolucién del paciente; asi como, nos seria de
utilidad en la monitorizacién de la respuesta a posibles tratamientos
inmunosupresores.

Parece, por tanto, claro la funcién de “vigilancia inmunolégica”
que desarrollan las células NK, como han demostrado autores como
Gryllis y cols. (1992) al detectar un aumento de los LGL en individuos
VIH(+), o Kay y Perri (1989) en la leucemia linfoide crénica de células
B. Este papel de “inmunovigilancia” es desempefiado por las células NK
por medio del receptor de membrana CD16, que induce una elevacién
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de c€lulas NK y linfocitos activados y, en definitiva, un estado de
activacién; estado que no sélo es importante en la consecucién de la
ADCC, sino porque facilitarfa la produccién de citoquinas por las células
NK (Reynolds y Foon, 1984), como el y-IFN, y la interaccién con otros
leucocitos seminales. Entre estos leucocitos, se encontrarfan los
macréfagos, que al activarse por el y-IFN de las células NK (Bancroft
y cols., 1991), desencadenarian la respuesta inmune contra el
espermatozoide (Johnston, 1988), por un mecanismo distinto al de la
ADCC.

Asimismo, y al igual que Robles y Pollack (1986) y Kay y Perri
(1989), se podrifa implicar a las células NK de estos eyaculados en la
regulacién de los linfocitos B, inhibiendo su produccién de anticuerpos.
Asi, ante un incremento de AAE en el eyaculado podria producirse la
activacién y proliferacién de las células NK, con el fin de suprimir por
parte de las c€lulas B la sintesis y secrecién de Igs.

Como resumen, digamos que el incremento de las células LGL
es launica alteracion caracteristica de las poblacicnes linfocitarias de los
eyaculados estériles con AAE, ya que otras alteraciones observadas en
estos eyaculados, tales como la elevacién de los linfocitos
CD4(+)CD45RA(+), CD4(+)HLA-DR(+) y B CD5(+), se detectan
también en los eyaculados estériles sin AAE de baja calidad (oligo-,
asteno-, teratozoospérmicos). Los mecanismos que provocan esta
inmunoactivacién en los dos tipos de eyaculados estériles no tienen por
qué ser similares, pudiendo en el caso de los sémenes con AAE estar
relacionado con el aumento en el mimerode LGL y en el caso de sémenes

de baja calidad seminal con alteraciones en la espermatogénesis, que

lleva a las células del sistema inmune a estar en contacto con antigenos
considerados como extrafios.
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1.- El uso de la citometrfa de flujo parece ser un método adecuado en el
andlisis de la expresién de diferentes antigenos por las células inmunes
presentes en los eyaculados.

2.- Los macréfagos, granulocitos y linfocitos seminales presentes en los
eyaculados con cultivos microbiolégicos negativos parecen proceder del
epididimo, conductos deferentes o testiculos.

3.- Los leucocitos de eyaculados con cultivos microbiol6gicos negativos
no resultan ser un pardmetro indicativo de la capacidad fertilizante de
¢stos, constituyendo un componente natural de las muestras de semen
humano.

4.- Existe una alta variabilidad en la concentracién de leucocitos en los
eyaculados humanos, predominando un estado de inmunosupresién en
las muestras de semen de sujetos fértiles; estado que viene mediado
especialmente por los macréfagos y linfocitos de fenotipo
CD3(+)CD8(+)CD11b(+)CD56(+) (supresores/citotéxicos antfgeno-
inespecificos).

5.- En los eyaculados de individuos estériles se ve perturbado este
ambiente de inmunosupresi6n, ya que existe un descenso en el porcentaje
de los linfocitos CD3( +)CD8(+)CD11b(+)CD56(+), induciéndose
un estado de inmunoactivacién, reflejado por el incremento de las
subpoblaciones CD4(+)CD45RA(+), CD4(+)HLA-DR(+) y B
CD5(+). Estas alteraciones podrian ser causa o consecuencia de una
alteracién en la espermatogénesis.

6.- Este estado de inmunoactivacién se encuentra tanto en sujetos

estériles de causa inmunolégica como no inmunolégica, no pudiendo
precisar si los mecanismos que producen dicha inmunoactivacién son los
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mismos en los dos tipos de eyaculados.

7.- No existe relacién entre la presencia de AAE y un uéficit de linfocitos

CDS8 supresores/citotéxicos, lo que indica que los mecanismos inmunes
que previenen la aparicién de los AAE son complejos, encontrdndose
involucrados diferentes componentes del sistema inmune.

8.- La presencia de AAE en el eyaculado parece provocar una alteracién
inmunoldgica, caracterizada por un incremento de las células NK en el
semen humano. Esta elevacién podria constituir un pardmetro funda-
mental en el diagndstico, pronéstico y seguimiento de los pacientes con
eoterilidad de origen inmunolégico.
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