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La importancia del fenómeno inmunológico en la infe~

tilidad clínica ha llamado mucho la atención durante los Últi-

mos años. Se ha demostrado que la presencia de anticuerpos cog 

tra el semen humano causa la infertilidad. 

Recientemente se ha polarizado el interés de manera -

considerable en la incidencia de anticuerpos contra los esperm~ 

tozoides, tanto en varones con anormalidades seminales, como en 

las mujeres estériles. La formación de estos anticuerpos ocQ-

rre en forma natural y espontánea, pero en la actualidad, cuag

do los métodos anticonceptivos se extienden cada día más y ah.Q.

ra se cuentan por millones las mujeres que en todo el mundo si

guen alguno de ellos, existe la posibilidad de inducir su form~ 

ción en mujeres en las cuales el embarazo no es deseable, mediag 

te la aplicación de una vacuna obtenida de semen humano. 

Debido a que la esterilidad puede obedecer a la pr~-

sencia de estos anticuerpos en cualquiera de los miembros de la 

pareja, además de que también pueden provocar un estado de est~ 

rilidad biológica temporal en la mujer fértil, es de gran impo~ 

tancia el contar con un método de laboratorio sencillo, repr.Q_-

ducible y accesible para hacer la investigación y la valoración 

de estos anticuerpos para establecerla como prueba de rutina. 

Sobre la base de la existencia de dichos anticuerpos-
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frente al semen, y tomando en consideración que hay numerosos

reportes sobre otros sistemas antígeno-anticuerpo, en los que -

se ha demostrado que la contrainmunoelectroforesis posee una ma 

yor sensibilidad que la doble difusión de OUchterlony, nos avQ_

camos en la presente tesis, a efectuar un estudio comparativo 

de estos dos métodos, con el fin de determinar cual es el que -

tiene una mayor sensibilidad para la detección de estos anti--

cuerpos antiesperma humano, con el propósito de realizar su ig

vestigación en ambos cónyugues de un matrimonio estéril como -

una posible causa de esa infertilidad, así como también, el de

ejercer un control de anticuerpos presentes en el suero de las

mujeres inmunizadas con la vacuna preparada a partir de semen -

humano. 
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CAPITULO I. - Q. 12_ li 12_ E. ~ b. 1. Q !l Q 12. §. 

A).- ANTIGENICIDAD DEL SEMEN 

La antigenicidad del semen humano y de varios anima

les, ha sido ampliamente demostrado desde los experimentos de

Metalnikoff y Landsteiner en 1899 y 1900, en que se demostró -

la producción de anticuerpos capaces de aglutinar e inmovili-

zar espermatozoides después de . inyectar con semen humano a -

conejillos de indias. Posteriormente Baskin (1), en 1932, r~

portó que la mujer puede desarrollar anticuerpos contra el s~

men inyectado. 

Como se sabe, existen varias causas de esterilidad -

en la mujer, a las que también hay que agregar la del fenóm~-

no inmune. Se ha demostrado que el semen contiene antígenos -

capaces de inducir la formación de anticuerpos, detectables -

por pruebas serológicas. Pero estos anticuerpos no solamente 

se producen en mujeres, ya que Wilson (22) y RÜmke (16) en 

1954, en forma independiente describieron casos de hombres e~

tériles, en cuyo suero y plasma seminal se encontró la prese~

cia de espermaglutininas. En los dos casos descritos por Wil

son, los espermatozoides de los pacientes se aglutinaban debi

do a la presencia de autoanticuerpos en su plasma seminal. El 

suero de estos pacientes tenía títulos de anticuerpos antie~-

perma de 1:20 y 1:80 respectivamente. Wilson (22) reportó que 
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la esterilidad de estos dos hombres se debía a que los espe.!:_

ma tozoides aglutinados perdían su movilidad y por lo tanto la

habilidad de penetrar al óvulo. 

Las variedades en cuanto a los tipos de aglutinación 

ya sea po.r la cabeza o por la cola del espermatozoide, se o.Q.-

servan en las fases primarias, pero la aglutinación por la c2-

la es la que predomina en los agrupamientos más grandes. Esta 

variedad en la aglutinación, indica que existen diferencias eg 

tre los antígenos de la cabeza y de la cola de la célula espe.!:_ 

mática. Los sueros que contienen las aglutininas contra la C-ª. 

beza del espermatozoide, producen líneas de precipitación con

el plasma seminal humano normal y con el azoospérmico en la -

prueba de difusión en agar. Estas bandas de precipitación pu~ 

den teñirse con negro de sudán, de lo cual se puede concluir -

que el antígeno participante en la aglutinación de cabeza con

cabeza es una lipoproteína. La presencia de esta lipoproteína 

en el plasma seminal azoospérmico sugiere que es originalmente 

una substancia del plasma seminal que se adhiere secundariameg 

te a la superficie de las cabezas de los espermatozoides. 

El hecho de que los autoanticuerpos antiesperma se -

formen en hombres con una obstrucción, es totalmente explic-ª.-

ble considerando que sabemos que los espermatozoides son anti

genos capaces de inducir la formación de anticuerpos cuando eg 

tran en contacto con la circulación y estos espermatozoides 
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pueden observarse en el intersticio, vasos linfáticos o aun en 

los capilares sanguíneos del epidÍdimo como resultado de esa -

obstrucción. 

La similaridad de los resultados obtenidos por Le~--

lie y Quinlivan (9) cuando hicieron reaccionar alícuotas de tQ 

das las muestras de sueros inmunes preparados en conejos , con 

muestras de semen de todo un grupo de donadores y con otras no 

del grupo, puso de manifiesto que los anticuerpos son específi 

cos de especie. Además, los resultados negativos obtenidos 

por estos investigadores cuando pusieron a reaccionar semen de 

toro con sueros antiesperma humano preparados en conejo lo 

confirmaron. 

B) .- COMPOOICION QUIMICA Y ANTIGENICA DEL SEMEN 

El contenido de proteínas totales del plasma seminal 

humano se encuentra entre el rango de 3.5 a 5.5 g/100 ml (17). 

La presencia de proteínas séricas entre los constit!!_ 

yentes del plasma seminal humano es conocida desde principios-

de siglo. Sin embargo, la contribución de proteínas séricas a 

los constituyentes del plasma seminal es muy modesta, como se-

ha confirmado electroforéticamente y las únicas bandas relaciQ 

nadas con las proteínas séricas son aquellas de la albúmina y-

la transferrina. Aunque también se ha demostrado la presencia 

en fluído seminal de pequenas cantidades de c.( antitrips.!_--
1 
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na, ácido glucoproteico, y varias~2 globulinas no identifi 

cadas e inmunoglobulinas IgA, IgM e IgG. El plasma seminal -

contiene también varias enzimas proteolíticas, tales como una 

aminopeptidasa, una proteasa con un pH Óptimo de 7.5 y un peE 

sinógeno (17). Se cree que a la acción de estas enzimas prQ-

teolíticas se debe la licuefacción del semen. 

En cuanto a la composición antigénica del semen, se 

puede decir que el plasma seminal humano contiene material 

muy antigénico. En realidad, el material antigénico se origi 

na de los productos de fluÍdo del tracto genital masculino --

más bién que de los espermatozoides mismos, ya que las eyac~-

laciones libres de espermatozoides muestran el mismo comport~ 

miento inmunológico como el plasma seminal normal (20) . 

En la inmunoelectroforesis, efectuada por Hekman y

Rümke (6), de plasma seminal humano normal con un suero anti-

plasma seminal humano preparado en conejo, reveló 11 líneas -

de precipitación, 3 de las cuales se encuentran también en --

plasma sanguíneo. 

7 -8 

Fig. 1.- Dibujo esquemático del patrón inmunoelectroforético

de plasma seminal humano normal (6) • 
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a).- Las líneas 3,7 y 8 son antígenos que se originan 

en la glándula prostática. 

b) .- Las líneas 5 y 6 son antígenos que se originan -

en las vesículas seminales. 

c) .- La línea 9 dió reacción de identidad con algunos 

extractos de testículos y del epidÍdimo. 

d) .- La línea 2 es de un componente sanguíneo. 

e).- Las líneas l y 4 no fueron identificadas. 

Los principales antígenos del semen proceden de la -

glándula prostática y las vesículas seminales, tres y dos re~

pectivamente. Uno de los antígenos de la próstata fué identi

ficado como la fosfatasa ácida. Uno de los antígenos procedeg 

te: de las vesículas seminales se identificó como lactoferri-

na, la proteína que contiene hierro que se encuentra en varias 

secreciones corporales, pero no en el plasma sanguíneo. 

En una serie de reportes publicados desde 1956, weil 

y cols. (18, 20, 21) descubrieron la relación entre los espe~

matozoides y el plasma seminal humano. En sus experimentos, -

el plasma seminal humano y los espermatozoides fueron inmunol~ 

gicamente indistinguibles cuando se probaron con sueros contra

ambos materiales. Además demostraron que el antígeno respons~ 

ble de este fenómeno se originaba en las vesículas seminales -

y era tomado por el espermatozoide durante su paso a través de 
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las estructuras anexas del tracto genital masculino. SugirieQ 

do llamarlo el "antígeno que cubre al espermatozoide" (abrevi~

do ACE) . Este antígeno, forma una especie de cubierta, que -

provee al espermatozoide de propiedades antigénicas que domi-

nan el caracter inmunológico de los espermatozoides seminales, 

propiedades que no están presentes en los espermatozoides te~

ticulares (10) • su fijación al espermatozoide es muy firme, y 

sólo rastros de él pueden ser liberados por diferentes métodos 

físicos y químicos (18). Es totalmente estable bajo condici2 

nes ordinarias, es destruído por ebullición, es insoluble en -

los solventes orgánicos comunes, tales como alcohol, éter, ac~ 

tona y éter de petróleo. Este antígeno ha sido identificado -

como lactoferrina (6) . Su presencia no puede ser atribuída al 

espermatozoide, ya que el semen de pacientes azoospérmicos cog 

tiene una cantidad normal de lactoferrina. 

Los isoantígenos de grupo sanguíneo A y B han sido -

demostrados en los espermatozoides de secretor~s, pero no en -

los de no secretores (3) • Estos antígenos son evidentemente -

adquiridos del plasma seminal, ya que pudieron ser removidos -

mediante dos lavados de los espermatozoides (15). 

C) .- MECANISMOS DEL ESTIMULO ANTIGENICO 

En la mujer, el estímulo antigénico se produce cuaQ

do las proteínas solubles del semen son absorvídas a través --
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del epitelio vaginal o cervical, el cual debido al uso de anti--

conceptivos químicos o mecánicos locales, así como también por -

infecciones ocasionadas por bacterias, hongos o parásitos e in-

clusive por trastornos hormonales puede sufrir modificaciones y

presentarse apto para que penetren a través de él estas proteí-

nas heterÓlogas, al llegar éstas al torrente circulatorio se pr2 

duce el estímulo antigénico y comienza la síntesis de anticuer~

pos frente al semen. Estos anticuerpos son circulantes y tisula

res aunque se encuentran también en los exudados vaginal y endo

metrial. La manera de actuar de estos anticuerpos al entrar en -

contacto con los espermatozoides, para dar como resultado la in

fertilidad puede explicarse de dos maneras fundamentalmente: al

reaccionar con los espermatozoides los inmovilizan y consecuent~ 

mente no pueden emigrar de la vagina, si tal fenómeno no ocurre, 

al llegar los espermatozoides al Útero puede efectuarse ahí la -

reacción antígeno-anticuerpo, dando como resultado la destruc- -

ción celular y como consecuencia de esta destrucción puede haber 

liberación de histamina, que actúa sobre la musculatura lisa del 

Útero provocando contracciones que afectan también la migraciÓn

de los espermatozoides. 

De acuerdo con Franklin y Duke (5) el 78.9"~ de las pacieg 

tes que no muestran causas orgánicas de esterilidad poseen anti

cuerpos circulantes frente al semen y también se ha demostrado -

que el 3% de los hombres estériles poseen anticuerpos frente a -
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sus propios espermatozoides (16); algunos de estos pacientes -

presentan destrucción de los conductos deferentes, han padecido 

cistitis o prostatitis inflamatorias severas, han sido someti-

dos a biopsias testiculares o a cirugía de la glándula prostáti 

ca y algunos más son aparentemente normales. 

D) .- METODOS PARA LA INVESTIGACION Y CUANTIFICACION DE LOS ANTI 

CUERPOS J\NTIESPERMA HUMANO. 

Al efectuar la revisión de la literatura sobre la metod~ 

logÍa para la investigación de anticuerpos frente al semen, 

existe una gran discrepancia en lo reportado por diversos auto

res en cuanto a la sensibilidad y reproducibilidad de los re- -

sultados. Entre las técnicas más comunmente empleadas pueden -

citarse: 

1.- Reacciones de inmovilización de los espermatozoides. 

2.- Reacciones de aglutinación de los espermatozoides. 

3.- Pruebas de inmunoprecipitaciÓn por la técnica de la doble -

difusión de Ouchterlony. 

4.- Inmunoelectroforesis. 

5.- Contrainmunoelectroforesis. 

l.- REACCION DE INMOVILIZ~ION DE LOS ESPERMATOZOIDES (9). 

Para este tipo de reacción se puede emplear tanto suero 

sanguíneo como secreción vaginal. Para esta prueba se tiene que 

emplear semen fresco, de no más de 60 minutos de obtenido y que 

al inicio de la prueba muestre como mínimo el BO"k de las célu--
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las móviles. La prueba se realiza en tubos de ensaye de 9 x 75-

mm en donde se colocan: dos gotas de semen, dos gotas de suero-

sanguíneo o de exudado vaginal y dos gotas de solución salina -

isotónica. Con cada muestra de semen debe correrse un tubo tes-

tigo con el objeto de evaluar la inmovilización espontánea de -

los espermatozoides. En este tubo testigo se colocan: dos gotas de -

semen, dos gotas de suero normal y dos gotas de solución salina isot2 

nica. Todos los tubos se agitan para mezclar su contenido y se dejan-

reposar a temperatura ambiente. Las lecturas se hacen tomando -

muestras de las mezclas a intervalos de 15 minutos, tomando una 

gota con una asa calibrada de 4mm de diámetro que se coloca en-

tre porta y cubreobjetos observándose al microscopio con aumen-

to de 400 diámetros. Para determinar el porcentaje de inmovili-

zaciÓn se cuentan 100 espermatozoides, anotando al mismo tiempo 

cuantos de ellos estaban inmovilizados. Las observaciones se h~ 

cen simultáneamente en las muestras problema y en los testigos-

para poder diferenciar la pérdida de la movilidad debida a los-

anticuerpos. Los resultados se interpretan en% de movilidad --

y se puede establecer la relación: 

% de inmovilización en el problema 

% de inmovilizacion en el testigo 
= Indice de inmovi

lización. 

Las pruebas se interpretan como positivas cuando este --

Índice es sensiblemente mayor de 1, expresando en cada caso ---
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cuánto tiempo había transcurrido desde la iniciación de la --

prueba y el tiempo en que se hizo la lectura. 

Se toma como punto final de la prueba cuando el testigo 

muestre ya inmóviles el 50"/c de los espermatozoides, lo que g~

neralmente se presenta entre 2 y 3 horas después de iniciada -

la prueba. En los casos positivos, se puede hacer la cuantif.i 

cación de los anticuerpos presentes mediante diluciones del -

suero o del exudado en incrementos de dos con solución salina. 

Se considera como el título de la reacción, la máxima dilución 

que dé un Índice de inmovilización de más de l. 

La técnica se puede considerar simple en su ejecución,

pero tiene como inconvenientes que se dedica mucho tiempo para 

hacer las lecturas cada 15 minutos contando los espermatozo_i-

des, tanto de los testigos como de los problemas, para determ.i 

nar el Índice de inmovilización. Por otro lado, la lectura es 

relativamente difícil puesto que los espermatozoides están ca!]! 

biando de posición constantemente, especialmente al principio

de la prueba y resulta fácil confundir células que ya se cont~ 

ron y volverlas a contar, lo que falsea los resultados. Pero-

la objeción más importante es la necesidad de contar siempre -

con semen fresco, de no menos de 60 minutos de obtenido y c~-

yos espermatozoides muestren movilidad en por lo menos el BOX:. 

2.- Reacciones de aglutinación de los espermatozoides (5.9) 

Para llevar a cabo esta reacción de aglutinación se em 
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plean tubos de ensaye de 9 x 75 mm, en los que se coloca una gQ 

ta de esperma y 0 . 5 ml de suero sanguíneo problema. Esta pru~-

ba no se realiza con exudado vaginal, ya que la gran cantidad -

de células epiteliales, leucocitos y detritus dificultan mucho

la observación, por lo que se hace Únicamente .con suero sangui

neo. En cada prueba se corren dos testigos: uno positivo con~

tituído por una mezcla de una gota de semen y 0.5 ml de suero -

inmune preparado en conejo y un control negativo constituído -

por una mezcla de una gota de semen y 0.5 ml de suero normal. -

Los tubos se agitan para mezclar perfectamente su contenido y -

se colocan en bafto de agua a 37 ºC y se observan durante 3 hQ-

ras. 

Las observaciones se hacen tomando una gota de cada t~-

bo, problema y controles, con una asa calibrada de 4 mm de diá

metro, colocando la gota entre cubre y portaobjetos observándQ-

la al microspio con un aumento de 400 diámetros. Las reacciQ--

nes se consideran positivas cuando se observan acúmulos de dos

o más espermatozoides, haciendo caso omiso de algutinaciones de 

espermatozoides con otras células, leucocitos, celdillas epit~-

liales o detritus. 

60 minutos. 

Las lecturas se realizan a intervalos de -

Estas reacciones de aglutinación son difíciles de inteE-

pretar ya que con frecuencia, aun en los testigos negativos, se 

observan acúmulos de espermatozoides con otras células. En 
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conclusión, este tipo de reacciones son fáciles de ejecutar y

no requieren del uso de semen fresco, pero son de difícil i~-

terpretación. 

Técnica de aglutinación macroscópica en un medio de ge

latina ( 12 • 16) . 

Una vez que se ha producido la licuefacción del semen -

de los donadores, y dentro del período de intensa movilidad de 

los espermatozoides, el semen se diluye con solución de Baker

de amortiguador de glucosa hasta obtener una concentración de-

40 millones de espermatozoides por ml. Este esperma diluído -

se me.zcla con un volumen igual de gelatina al 10',t en solución

salina isotónica o en solución de Baker. Un volumen de este -

antígeno se adiciona a un volumen igual de suero inactivado. -

La mezcla se coloca en un tubo pequeño de precipitación (5 x 45 mm) 

y se incuba por 2 horas a 37 ºC. Las reacciones se leen a la

hora y a las 2 horas. Macroscópicamente las reacciones positi 

vas muestran acúmulos de espermatozoides aglutinados. La sedi 

mentación rápida es impedida por la viscocidad del medio de g~ 

latina. La inactivación del suero que va a ser probado previ~ 

ne la aglutinación inespecífica que algunas veces se observa -

ligeramente en suero fresco normal. Para los exámenes de ruti 

na los sueros se prueban sin diluir y en diluciones de 1:4 en

solución salina, para eliminar un posible efecto de prozona, -

que algunas veces se observa con sueros sin diluir. 
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Esta técnica en gelatina parece ser un método sensible -

y seguro, pero requiere de ciertas condiciones. Los espermatQ

zoides para la prueba deben tener una movilidad alta, ya que -

sólo el esperma móvil da una aglutinación específica. El núm~

ro de espermatozoides en el semen sin diluir deberá ser mayor -

de 100 millones/ml, de tal manera que pueda hacerse la dilución 

y tener un número suficiente de espermatozoides. Además, con -

el plasma seminal concentrado, la turbidez hace difícil leer el 

punto final de la titulación. Es necesario usar gelatina fre~

ca: ya que cuando se mantiene mucho tiempo a temperatura ambieu 

te, la gelatina se vuelve menos viscosa y disminuye su pH. En

un medio con un pH menor de 7, el espermatozoide pierde su movi 

lidad. 

3.- Doble difusión en gel de Ouchterlony (9, 13}. 

Para llevar a cabo la prueba de doble difusión en dos di 

menciones, mejor conocida como prueba de Ouchterlony, se cortan 

o moldean en agar sobre una superficie plana, un cierto número

de pozos. El número, posición y forma de estos pozos se puede

modificar, pero los pozos cuadrados o rectangulares tienen la -

ventaja de formar ángulos rectos entre las bandas de precipit~

ción vecinas en sistemas comparativos. Los pozos se llenan con 

soluciones apropiadas de antígenos y sueros, se cubren para evi 

tar la evaporación, y se observan periódicamente durante varios 

dí.As. cabe encontrar bandas de precipitación a las 24 horas aprQ 
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ximadamen te . 

La facilidad con la cual se puede reconocer la identidad 

o diferencia serolÓgica de dos antígenos constituye la princi

pal ventaja de la prueba de Ouchterlony respecto a otros est~-

dios de inmunodifusión. 

El arco de precipitación formado por difusión a partir-

de pozos del mismo tamaño es cóncavo alrededor del pozo que COQ 

tiene la sustancia de difusión más lenta. 

4.- Inmunoelectroforesis. 

Para esta técnica se emplean portaobjetos comunes perfe~ 

tamente lavados con mezcla crómica y enjuagados con agua desti

lada que se conservan en alcohol hasta el momento de emplearse. 

Estos portas se sellan con agar al 2.5% en agua bidestilada, se 

colocan en una superficie nivelada, se cubren con 3 ml de agarQ 

sa disuelta en amortiguador de dietilbarbituratoacetato de sg_-

dio pH 8.6 JJ-= O.l, procurando que el agar cubra. hasta los e~-

tremos de la placa. Se deja solidificar el agar y se le hacen

des cortes longitudinales de 2 mm de ancho a lo largo de la pl~ 

ca y un corte circular de 2 mm de diámetro en el centro. La c~ 

mara de electroforesis se llena con amortiguador de dietilbarbi 

turatoacetato de sodio pH 8.6 ~= o.l. Las placas se colocan

en la cámara y se conectan con el amortiguador mediante tiras -

de papel filtro. 
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En la perforación circular del centro se coloca una gota 

de semen, se hace el corrimiento electroforético durante 45 mi-

nutos a 50 m.A, como un potencial de 3 V/cm. Al término del c.Q_-

rrimiento electroforético se retira el agar de los cortes longi 

tudinales y uno de los canales se llena con suero control posi-

tivo y el otro con el suero en estudio. Los portas ya cargados 

se dejan en una caja humedificante, y a temperatura ambiente du 

rante 24 horas, al cabo de las cuales se hace la lectura de los 

arcos de precipitación. 

Suero C'o" f .... o/ 
rocillvo 

SveTO en estudio 

Fig. 2.- Dibujo esquemático de los portaobjetos para inmunoele.2_ 

troforesis. 

s.- contrainmunoelectroforesis 

I.a contrainmunoelectroforesis ha recibido también los -

nombres de inmunoelectroforesis cruzada y de inmunoelectroosmo 

féresis. A pesar de tan complicados nombres, es un método sen 

cillo, que se basa en dos hechos: 
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1) el rápid o despl azamiento de cier t os antígenos haci a el ano

do , inducido por l a corrien te elec t ro f orética ; y 

2) la movi lización de las inmunog l obuli nas hacia el cátodo, -

bajo el efecto de la electroendósmosis. 

La mayor sensibilidad de la contrainmunoelectrofor~--

sis, en comparación con la doble difusión en gel, la podemos e~ 

plicar de la siguiente manera: 

el antígeno y el anticuerpo se difunden en forma radial desde -

el pozo en que se colocan y solamente cuando entran en contacto 

se producen las bandas de inmunoprecipitado, ahora bién, cuando 

se tienen cantidades pequeñas, ya sea del antígeno o del anti-

cuerpo, al efectuarse esta difusión el reactivo que se encueg-

tra en pequeña cantidad se "diluye" todavía más al difundirse -

en la zona que no es de reacción (parte superior de la fig. 3), 

en tanto que, cuando se aplica la corriente eléctrica se forza

ª ambos reactivos a emigrar uno hacia otro (parte inferior de -

la fig. 3), con lo cual se logra que todo el reactivo que se en 

cuentra en pequeña cantidad reaccione, aumentándose por lo tan

to la sensibilidad del método. 

Esto es posible realizarlo con cualquier antígeno que

migre del cátodo hacia el ánodo, ya que si su movilidad es 

igual a la de los anticuerpos (ánodo hacia el cátodo) , no es P2. 

sible aplicar el método de la contrainmunoelectroforesis. 
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anticuerpo ant ígen o 

í nmuno precipilado 

~~INMUNOELECTROFORESIS. 1 
anticuerpo anlÍ9eno 

ANO DO CA TODO 

Fis . ¿ __ Di~U J O esquem~tico de la ji~ ~ : sicin en ~el tanto del an--

tÍgeno 
0

co:;ib de los antic c:E ::pos e" a::Wcs r.1étodos. 
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CAPITULO II. - !i [i .!. §. !3_ .!. [i b "i_ ~ §. .! .Q Q .Q .§. . 

A._ METOOO DE LA DOBLE DIFUSION DE OUCHTERLONY. 

Equipo : 

Cajas de plástico de 3 x 3 cm y de 1 cm de altura con tapa. 

Plantilla. 

Nivel de gota. 

cortador circular de metal de 3 mm de diámetro. 

Aplicadores de madera. 

Pipeta de 10 ml. 

Pipetas capilares. 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Caja húmeda. 

Reactivos necesarios: 

1.- Amortiguador de barbital pH 8.6,JA-= O.OS. 

2.- Amortiguador de barbital pH 8.6,)4= 0.01. 

3.- Gel de agar al l.S% disuelto en amortiguador de barbital --

pH 8.6 )'-= 0.01. 

Preparación de reactivos: 

l.- Amortiguador de barbital pH 8.6 ~= O.OS. 

Se pesan l.B4g. de ~cido dietil barbitúrico, los cua

les se disuelven en aproximadamente 400 ml de agua bidestilada

caliente casi a ebullici6n, después se le agregan 10.4g. de di~ 

til barbiturato de sodio, se disuelven, se deja enfriar a temp~ 



21 

ratura ambiente y se afora a un litro con agua bidestilada. Se 

le ajusta el pH a 8.6 con HCl 0.1 N. 

2.- Amortiguador de barbital pH 8.6../{= 0.01. 

Se diluye el amortiguador anterior 1:5 con agua bi--

destilada. 

Material Biológico: 

a).- Semen total. 

b).- Sueros control positivo preparados en conejos. 

c) .- Sueros control negativo. 

d) .- Sueros problema. 

Preparación de los sueros control positivo. 

Estos sueros se prepararon en conejos de 3 kg. de peso 

que recibieron una inyección por via intramuscular constituida 

por una mezcla de 0.5 ml de semen, 0.5 ml de adyuvante de 

Freund y 2 mg de bacilos tuberculosos muertos. Una semana des

pués recibieron otra inyección por via intramuscular constitu! 

da por una mezcla de 1.0 ml de semen, 1.0 ml dé adyuvante y 2-

mg de bacilos tuberculosos muertos. Transcurrida una semana -

desde la segunda inyección se procedió a aplicar una serie de-

6 inyecciones por via endovenosa, una diariamente, para los 3-

primeros dias se empleó como inóculo semen diluido 1:10 con SQ 

lución salina isotónica y los volúmenes fueron 0.2, 0.5 y 1.0-

ml desde el cuarto día se aplicó semen sin diluir y los volúmi 

nes inyectados fueron iguales a los anteriores. Se dejaron ---
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transcurrir 7 dias y se procedió a hacer una sangría de prueba 

para determinar la existencia de anticuerpos por reacciones de 

doble difusión de ouchterlony y por contrainmunoelectroforesis. 

Los sueros obtenidos se absorbieron con suero humano, se les -

adicionó mertiolato a tener una concentración final de -

1:10,000 y se conservaron en congelación hasta su empleo; ha-

biéndose envasado en volúmenes de 1.0 ml en frascos perfectame.!l 

te tapados. 

Preparación de las diluciones de semen. 

Para realizar las diluciones de semen, se emplea el

amortiguador de barbital pH 8.6.Jt= 0.01. Para ello se utilizan 

doce tubos de 13 x 100 mm, en cada uno de los cuales se colo-

can 0.5 ml del amortiguador, al primero de ellos se le agrega-

0.5 ml de la muestra de semen, se mezcla perfectamente y de és 

ta, que es la dilución 1:2, se toman 0.5 ml y se pasan a un se 

gundo tubo para tener una dilución de 1:4, se mezcla bién, se-

. toman o. 5 ml y se pasan a un tercero para hacer la dilución 1 :8-

y asi sucesivamente hasta el tubo número doce, en el cual ten

dremos una dilución de semen de 1:2048. Estas diluciones se -

preparan en el momento de su empleo. 

Método: 

1.- Las cajas de plástico perfectamente limpias, se colocan SQ 

bre una superficie nivelada y se les vacian 2.5 ml de agar di

suelto en amortiguador de barbital pH 8.6~= o.ol 
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2.- Se deja solidificar el agar un poco, y se colocan en el r~ 

frigerador por unos 15 a 20 minutos aproximadamente para acel~ 

rar su completa solidificación. 

3.- Mediante el cortador circular y guiándose por la plantilla, 

se hacen siete perforaciones de 3 mm de diámetro, una central y 

seis periféricas a una distancia entre los bordes de 3 mm. 

4.- Con un aplicador de madera roto se retira el agar de los 

cortes. 

5.- Por medio de pipetas capilares, se coloca en el pozo cen-

tral el suero en estudio y en los seis pozos periféricos si--

guiendo el sentido de las manecillas del reloj, se deposita en 

el primero semen total y en los cinco restantes las diluciones 

del mismo. En otra caja de plástico se coloca el mismo suero -

problema y las otras diluciones de semen siguiendo el mismo -

sentido, es decir, por cada suero en estudio se preparan dos -

cajas ya que se tienen doce diluciones de semen. 

~ ·~ 

' ~ I~ , 
5 u 

~ 
,. 

Fig. 4.- Dibujo esquemático de las cajas de plástico. 
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8.- Dilución 1:64 
9.- 1:128 

10.- 1:256 
11.- 1:512 
12.-
13 .-

1:1024 
1 :2048 

6.- Las . cajas perfectamente tapadas se dejan a temperatura am-

biente en una caja húmeda con el fin de evitar que se seque el 

agar, para efectuar la lectura a las 24-48 hrs., observándolas 

sobre un fondo obscuro y con iluminación lateral para detectar 

la formación de las bandas de precipitación. 

7.- La máxima dilución que nos presente una banda de precipit~ 

ci6n definida, será el título de la reacción. 

B.- CONTRAINMUNOELECTROFORESIS. 

Equipo: · 

Aparato de electroforesis. 

Placas de vidrio común de 9 x 18.5 cm. 

Nivel de gota. 

Tiras de papel filtro Whatman No. 1 de 18 x 5 cm. 

Plantilla. 

Cortador circular de metal de 3 mm de diámetro. 

una brocha pequeña 

Aplicadores de madera. 

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

Pipetas de 1 y 10 ml. 

Pipetas capilares. 
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Reactivos necesarios: 

1.- Amortiguador de barbital pH 8.6,~= O.OS 

2.- Amortiguador de barbital pH 8.6,.)L= 0.01 

3.- Gel de agarosa al 1.5% en amortiguador de barbital pH 8.6-

~= 0.01. 

4.- Gel de agar al 2.5% en agua bidestilada. 

Material Biológico: 

a).- Semen total. 

b) .- Sueros control positivo preparados en conejo. 

c).- Sueros control negativo. 

d).- Sueros problema. 

Preparación de reactivos: 

Los amortiguadores, las diluciones de semen y los -

sueros control positivos y negativos son los mismos que para -

la doble difusión en gel. 

Método: 

Preparación de placas: 

1.- Las placas de vidrio perfectamente limpias y desengrasadas 

se barnizan mediante una brocha pequefta con el gel de agar al-

2. 5% en agua bidestilada, para que cuando se practiquen los -

cortes, los fondos queden sellados, evitando pasar la brocha -

dos veces por el mismo lugar. Las placas asi preparadas pueden 

guardarse durante varios dias. 

2.- La placa ya sellada se coloca sobre una superficie perfec-
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tamente nivelada y se les vacían encima 28 ml aproximadamente-

de gel de agarosa al 1.5% en amortiguador de barbital pH 8.6 -

)'-= 0.01. 

3.- Se deja solidificar el gel a temperatura ambiente y después 

la placa se coloca en el refrigerador por unos 20 minutos aprQ 

ximadamente para lograr la solidificación completa del gel de-

agarosa. 

4.- Mediante el cortador circular y guiándose por la plantilla 

se hacen tres filas pares de pozos, dejando una distancia de -

5 mm entre los bordes de los dos pozos pares. 

l , .... 

l 

••••••••••••••••••• 
• • • • • • • • • • • • • • • • • • 
••••••••••••••••• 
••••••••••••••••••• 
•••••••• o ••••••••• 
o o •••••••••• o •••••• 

+ 

Q;l11ctoJJe$ 

Je se~e11 

Sueros e" 
e. s tu~, o 

51.1ero fesf,·50 
pos1 tivo 

Suero fesfi~o 
rie,a...f/vo 

Fig. 5.- Dibujo esquemático de las placas para contrainmunoe--

lectroforesis. 

5.- Mediante un aplicador de madera roto, se retira el gel de-

los cortes. 
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Cargado de placas: 

Por medio de pipetas capilares, se procede a llenar

una fila horizontal de pozos con semen, empezando por la dilu

ción más baja, hasta llegar a semen s/d, mientras que en la fi 

la de pozos opuestos se coloca el suero en estudio sin diluir. 

Los pozos deberán llenarse al ras de manera que no queden se-

mi-llenos ni que tampoco se derrame su contenido. 

Corrimiento electroforético: 

1.- Los dos compartimientos de la cámara de electroforesis, se 

llenan con amortiguador de barbital pH 8.6 ~= O.OS, que debe

estar al mismo nivel en ambas secciones (este amortiguador se-

debe cambiar cada dos corrimientos electroforéticos). 

2.- La placa ya cargada se coloca en el soporte de la cámara y 

se hace el contacto entre ella y el amortiguador mediante las

tiras de papel filtro Whatman No. l. 

3.- Se conecta la cámara de electroforesis a la fuente de po-

der, colocando los sueros del lado del ánodo (+) y el semen del 

lado del cátodo (-). 

4.- Se aplica corriente eléctrica durante 30 minutos a una in-

tensidad de 160 V y a 16 mA. 

s.- Una vez terminado el corrimiento electroforético, la placa 

se saca de la cámara y se hace la lectura observándola sobre -

un fondo obscuro y con iluminación lateral buscando las bandas 

de precipitación. 
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6.- La máxima dilución que nos presente aún una banda de precl 

pitación definida, será el titulo de la reacción. 

cuando no se tienen suficientes muestras de sueros -

como para llenar una placa, y con el objeto de poder aprovechar 

al máximo esa placa, hemos estado corriendo simultáneamente -

otros sueros para la detección de otro tipo de anticuerpos co

mo son: para amiba, antígeno Australia yC>(
1 

fetoproteina. 

Ahora bién, en caso de tener una o dos muestras de 

suero problema y no teniendo otro tipo de sueros que probar, -

asi como también con el fin de ahorrar agarosa, los corrimien

tos electroforéticos pueden realizarse en portaobjetos comunes, 

los cuales perfectamente limpios y desengrasados, se barnizan

mediante la brocha pequei'ia con el gel de agar al 2.5% en agua

bidestilada, y sobre una superficie nivelada se les vac1an en~ 

cima 4.5 ml de agarosa en amortiguador de barbital pH 8.6 

JA.= o.ol, el cual se deja solidificar a temperatura ambiente y de;;!_ 

pués se colocan en el refrigerador de 10 a 15 minutos para lo

grar la solidificación completa del gel de agarosa. 

con el cortador circular de metal y guiándose por la 

plantilla, se hacen en cada portaobjeto dos filas de 8 pozos -

dejando una distancia de 5 mm entre los bordes de los pozos p~ 

res. 

Una fila se llena con diluciones de semen y 6 pozos

de la fila opuesta se llenan con suero problema, otro pozo con 

un suero control negativo y el último con un suero control po-
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El portaobjeto se coloca sobre una placa de vidrio -

comón de 9 x 18.5 cm, ya que los soportes de la cámara de ele.s_ 

troforesis están muy separados y se hace el contacto entre el-

portad:>jeto y el amortiguador de la cámara mediante tiras de -

papel filtro Whatman No. l de 14 x 7.5 cm humedecidas en el --

amortiguador. 

Se conecta la cámara a la fuente de poder, y se le -

aplica corriente eléctrica durante 30 minutos a una intensidad 

de 160 V y a 16 mA. 

cuando se ha terminado el corrimiento electroforéti-

co, se hace la lectura observando el portaobjeto sobre un fondo 

d:>scuro y con iluminación lateral buscando la formación de las 

bandas de precipitación. 

Método de tinci6n: 

Bn los casos en que las bandas de precipitación no -

son suficientemente claras o cuando se les quiere hacer más v.!_ 

siblee para tomarles fotografias, se pueden teiiir con negro de 
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amida. Para ello las placas de vidrio, los portaobjetos o las

cajas de plástico, se lavan durante 24 hrs., con solución sali 

na isotónica, cambiándola con frecuencia para eliminar todas -

las proteinas que no reaccionaron. Después de los lavados, se

cubren durante 5 minutos con una solución de negro de amida -

preparada con l.Og del colorante disuelto en una mezcla de 100 

ml de ácido acético glacial y 900 ml de metanol. Después de la 

tinci6n se lavan con mezcla ácido acético-metano! (3/9) para -

eliminar el exceso de colorante y destacar las lineas de prec_!. 

pitación. 
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CAPITULO III ·- !!. §. §. !! !!. ! .a !2. Q §. • 

No. de muestras.- Doble Contrainmuno- Incremento 
difusión. electroforesis. en la sensi-

bilidad. 
54 negt. negt. 

1 negt. 1:8 8 

4 negt. 1:16 16 

2 negt. 1:32 32 

l negt. 1:64 64 

1 1:1 1:32 32 

1 1:1 1:64 64 

l 1:8 1:64 8 

2 1:16 1:128 8 

1 1:16 1:256 16 

l 1:32 1:512 16 

4 1:32 1:1024 32 

l 1:64 1:512 8 

2 1:64 1: 1024 16 
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CAPITULO IV./ 

1.- Tomando como base los resultados obtenidos, la contrainmuno 

electroforesis mostró ser 64 veces más sensible para la -

detección de los anticuerpos antiesperma hu~ano, que el m~ 

todo de la doble difusión de Ouchterlony. 

2.- La contrainmunoelectroforesis mostró ser un método especí-

fico, ya que al probarlo con sueros frescos de recién naci 

dos se obtuvieron siempre resultados negativos. 

3.- Se trata además de una técnica sencilla, que puede desarr2 

llarse fácilmente, la Única desventaja es de que se requi~ 

re de un aparato de electroforesis. 

4.- Es también un método rápido, ya que en 40 minutos aproxim~ 

damente puede obtenerse el resultado. 

5.- Tiene la ventaja de que en una wisma placa de gel pueden -

correrse varias muestras, ya sea para la investigación de-

los anticuerpos antiesperma, o para la detección de otro -

tipo de anticuerpos, como por ejemplo: para amiba, antÍge-

no Australia y c::,J... fetoproteína. 
l 

6.- En resumen, se trata de una técnica segura y de alta sensi 

bilidad, de fácil aplicación en el laboratorio clínico. 
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