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CAPITULO I

DESCRIPCION DEL PROBLEMA E HIPOTESIS DE TRABAJO

La vasectomfa es uno de los procedimientos para el ~
control de la natalidad que ha ganado terreno en los dl -
timos afios.

Posiblemente con el afdn de que se extienda mds, se-
ha llevado a cabo la difusi6n de gue es reﬁersible.

Con respecto a Bsto, la literatura reporta datos discor -
:dantes.

En unas fuentes se afirma que el procedimiento da .-
lugar a una respuesta autoinmune lo que h;ria al paciente
estéril; pero en otras se afirma que no hay consecuencias

inmunolégicas y en estas condiciones la vasectomfa, sf -
serfa re§ersiblé.
7 La controversia se debe al hecho de que los métodos=-
gque son accesibles a los laboratorios clfnicos muestran -
una enorme inespecificidad para la deteccién de\anticuei-
pos antiesperma.

Por otra parte, los estudios de que se dispone se -~
’han'realizado en un ndmero muy reducido de pacientes y -~
por lo tanto no son representatiﬁds. '

Existén métodos muy especificos como la inmunofluvo -
rescencia fIF), la contrainmuncelectroforesis (CIEF) y la
inmugoeiectroforesis (IEF) que por requerir de eguipo -

especial no estd&n al alcance del comn de los laborato: =

rios clfnicos.



En lo que respecta a la isoinmunidad en el estudio
de parejas est8riles, sucede lo mismo, es decir gque se-
evaldan generalmente por técnicés inespecfficas dando -
resultados controvertidos.

Para lograr la homogeneidad de criterios se hace -.
necesario estudiar un nfimero mayor de pacientes emplean
do un método accesible a cualquier servicio de laborato
rio y para ello se considerS que la hemaglutinacién in-
directa (HI), empleando eritrocitos de carﬁero recubier-
tos con plasma seminal, reune las condiciones de poseer
una alta especificidad y sensibilidad ademds de que es
accesible a cualquier laboratorio clinico por no reque-

rir equipo especial.”




CAPITULO II

GENERALIDADES

1. ANTECEDENTES

Por primera vez en el afio de 1677, Antohi.van Leeuwen=-
hoek ;eporté la presencia de los espermatozoides en el se -
men humano (19) y el hecho de que el espermatozoide es an -
tigénico fud descubierto en 1899 mediante la inoculacién de
&ste en difefentes especies, basindose el descubrimiento -~

en los estudios realizados por Landsteiner y Metchnikoff -
- (36). ’

Metalnikoff en 1900 fu#& el primer investigador en ob-
tener autoanticuerpos contra el espermatozoide, &1 inyect§
~a cuyos con espermatozoides homélogos: (36).

En 1922 Meaker encontrd en el suero de mujeres con
infertilidad inexplicable (6,8) un factor con propiedades
citotGxicas para el espermatozoide. v ’

En 1954, Rimke reporté que el varén también puede
- producir anticuerpos en contra de &stos.

| Cuando Franklin y Dukes, en 1964 reportaron una alta
incidencia de actividad esperma—aglutinante en el suero-de
mujeres con problemas de concepcién, se dirigif el interés
. en la isoinmunizacién al espermé como una pbsible causa

de infertilidad (18).



Partiendo de esta base, en 1973 investigadores mexica-
nos produjeron una vacuna que se utilizb en mujeres provo -
céndoles esterilidad temporal. (11, 26).

Con el conocimiento del papel antigénico de los esper-
matozoides, la posibilidad de consecuencias inmunolégicas
originadas después de una vasectomfa ha conducido a estu -
dios detallados sobre este problema (8).

Existen una variedad de métodos que sé pueden usar
para la deteccién de anticuerpos antiesperma. Durante 30
afios la mayorfa de los estudios han utilizado las técnicas
de aglutinacién e inmovilizacién esperm&tica, obteniéndose
mejores resultados con pruebas de inmunoprecipitacién en
gel,

Ultimamente con el fin de mejorar las técnicas para
la investigacién de anticuerpos antiesperma se han probado

hemaglutinacién indirecta y ELISA, (24,20).




1.1 Composicifén antigénica del semen

El semen estd constitufdo por células altamente di-
ferenciadas llamadas espermatozoides, suspendidas en un me-
dio lfgd¥ido denominado plasma seminal.

Los espermatozoides se forman a nivel de tubos se-~
minfferos a partir de las espermatogonias, el proceso de =~
transformacién hasta llegar a espermatozoides se llama es--
permatogéhesis y estd determinado por la accifn de la hor-
mona foliculo estimulante (HFS), (26). El espermatozoide
maduro, consta de cabeza oval, cuello, pieza media y cola -
' (fig. No. 1), (18,26). )

El plasma seminal ademis de servir de soporte a los
espermatozoides, contiene las sustancias nutritivas para -
éstos. Esta constitufdo por los ligquidos del epidfdimo, =~
conducto deferente, ﬁestculas seminales, pr&stata, gléndu -
ias bulbouretrales de Cowper‘y gldndulas de Littré (26).

En cuanto a composicién quinica, el semen contiene
espermina, espermidina, fructosa; ac. gscérbico, ac. cftri-
co, colesterol, prosﬁaglandinas, albGmina, IgG, IgA, IgM,l
_aifa-l-antitripsina, alfa~-l-glucoproteina &cida, alfa-2-
globulinas; ejgimas cdmo fosfatasa 4cida, fosfatasa alcali-
na; hia;uronidﬁsa, deshidrogenasa l&ctica; protefnas de
ﬁranSporte como~cerulopldsmina y transferrina; iones‘Na+,

2+ 2+ 2+

k¥, c1”, ca®t, Mg . In“", amino4cidos como ac. glutdmico,

.



lisina e histidina. La colina, mucina y &} tocoferol dan
la caracterfstica fluorescente al semen (22,26,31).

La exposicién al semen puede ocurrir en el howbre
mismo produciendo autoinﬁunizacién y en la muijer causandg
isoinmunizacién (11,18).

Mediante métodos muy sensibles de inmunoprecipitacién
se han demostrado hasta 30 antfgenos, los cuales pueden

|
ser especificos del espermatozoide o contribucibn del
plasma seminal cuyos antigenos revisten a la célula esper~
mética.

Es necesario tomar eﬁ cuenta los antfgenos de histo-
compatibilidad gue pueden jugar un papel importante en el
mecanismo dﬁ isoinmunizacién. Experimentalmente las enzi-
mas espermdticas hialuronidasa y deshidrogenasa lictica

tambi&én pueden ser inmunogénigas (18,31).
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1.2 Mecanismo de isoinmunidad contra antigenos seminales

Se divide el mecanismo en dos vias: via de estimilacién o

aferente y via de respuesta inmunolégica o eferente.

VIA AFERENTE

Se ha encontrado una alta incidencia de anticuexpos
anti~esperma asociada con infecciones vaginales por Sta -
phylococcus, Mycoplasma y Schisébsoma. Se propone que es-
tos agentes infecciosos al profocar lesiones importantes
como son las flceras de cuello, permiten que los antfge-
nos espermdticos y seminales sean procesados pér los ma-~
crdf&gos y presentados a las célulés inmunocompetentes.

Las lesiones provocadas por dispositiﬁos intrauteri-h
nos de igual manera facilitan el paso de protefnas semi-

.nales al torrente sangufneo.

La presencia de anticuerpos anti-esperma en prosti-
tutas se explica por las agresiones sexuales a que son
sujetas y que frecuentemente = les proﬁocé graves lesiones.

El uso de f4rmacos (por ejemplo ano&ulatorios) es
otro factor que puede proﬁocar cambios-en la permeabili-~

-dad de la mucosa.



VIA EFERENTE

La respuesta inmune contra antfgenos seminales
es tanto humoral como celular presentdndose una respuesta
mayor } mds rdpida a nivel local. ' Se han realizado estu-
dios experimentales de inmunizacién local en el tracto
genital femenino, comprob&ndose su cépacidad de respuesta
inmune celular local y sistémica (reacciones de hipersen-
siblidad retardada, inmunidad de transplante y memoria
inmunolégica).

Ademds en el cerQix, endometrio y trompas de falopio
existe gran respuesta inmune secretora, representada por.
niveles altos de IgA secretora, pero poco se conoce de su

relacién contra antfgenos seminaies (6, 18),‘1Fig No. 2).



FIGURA No., 2
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1.3 Mecanismo de autoinmunidad contra antfgenos seminales

Existen diversas suposiciones para explicar la forma-
cibn de autoanticuerpos seminales en el hombre (6,8,18,36).

El aparato reproductor masculino presenta una barrera
testicular sanguinea, la cual es impermeable a protefnas
s€ricas en condiciones normales, protegiendo al hombre de
la sensibilizacién contra sus propios espermatozoides. El
punto débil de esta barrera estd dentro de la red testi -
cular y tdbulos eferentes. Esta barrera puede ser dahada
por cirugfa, infecciones, trauma y cbstruccién de los
tdbulos y ductos. En tales condiciones los antfgenos es -~
permiticos interaccionan con ei sistema inmune del huésped
estimulando la produccién de auto-anticuerpos e inmunidad
celular' (Fig. No. 3). Un ejemplo de este mecanismﬁipuede
ser la vasectomfa, mediante la cual se altera la integri-
» dad del Vaso deferente y por tanto pbdria provocar la

sensibilizaci6n del individuo (8).

11
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2. FRECUENCIA DE LA RESPUESTA DE TIPO HUMORAL

En los dltimos afios se ha réportado una incidencia ma-
yor de anticuerpos antiesperma en el suero tanto de muje;es
como hombres infértiles por Wilson, Riumke, Franklin, Dukes,
Kibrick, Shulman y muchos otros.

El método mds empleado para determinar la actividad
humoral en contra del espermatozoide egtd basada en la
aglutinacién del espermatozoide en presencia de un suero
proveniente de pacientes infértiles (Franklin y Dukes 1964)
A la fecha existe una gran discrepancia en los resultados
proporcionados por este método, ya gue existen factores
externos gue prdvocan la aglutinacifén inespecifica del
espermatozoide como 19 son: agentes microbianos y guimicos
T;(23).

En un estudio realizado con el suero de mujeres infér-
tiles (Jones 1973) (18), se compararon 2 técnicas: la mi -
croaglutina;ién'(Franklin.y Dukes) y el método desarrolla-
do por Isojima o espermo-inmovilizaci6n (1968), ambas
pruebas comunmente usadas para la deteccifn de anticuerpos
antieéperma por la sencillez de su ejecucifn presentaron
la deéventaja de su gran inespecificidad.‘

‘Lartabla No. 1 es un promedio de los resultados de. 409

sueros estudiados.

13



Tabla No. 1

TECNICA

Microaglutinacién Inmovilizacién
§ POSITIVIDAD

Mujeres con

infertilidad
inexplicable 26.4 9.4
primaria o
secundaria

Mujeres emba~
razadas como 18.0 0.0
controles ne-

gativos

Como se obserﬁa la técnica de microaglutinacién tiene
el inconveniente de dar resultados positivos en los sueros
‘controles de mujeres embarazadas, en los que no se espera
presencia de anticuerpos.

Boettcher (1970) ‘demostrS8 que la presencia de esteroci=-
des producfa aglutinacién esperm&ticé, con lo gue se ex-
plica la presencia de resultados inespecificos en la té&c-
nica. ' ‘

En cambio, la ausencié de résu;tados positivos en los
‘controieé da a la técnica de inmovilizacién"una mayor va-
lidez para la deteccifbn de inmunidad humoral antiesperm&-

tica.

14



Los anticuerpos responsables de la espermoaglutina--
ci6n y espermoinmovilizacifn residen en las clases IgM e
IgG (Isojima, Boettcher). La accién de anticuerpos inmo-
vilizantes parece, ser sobre el acrosoma y la pieza media
del espermatozoide mediante cambios en la permeabilidad
de la membrana (18).

Se ha utilizado la técnica de inmunofluorescencia
indirecta en la investigacién de anticuerpos antiesperma
en mujeres infértiles (Hjort y Hansen, 1971). En 1?61
Sutherland y Landing demostraron mediante esta técnica
la presencia de anticuerpos contra el espermatozoide en
prostitutas. En las investigaciones de Hjért y Hansen se
encuentra gue existen 4 modelos de inmunofluorescencia
sobre el espermatozoide gue involucran el acrosoma, seg-
mento ecuatorial, membrana postnuclear vy cola. Estudios
posteriores usando la misma té&cnica han confirmado estos
héllazgos.

Ellos 1ocalizaroh 4 antigenos en el espermatozoide:
- sobre el acrosoma, el cual es especifico del esperma~
tozoide. |

- 'sobre la membrana postnuclear, el cual es un antigeno
‘de revestimiento

- sobre el segmento ecuatorial

- sobre la cola, otro antfgeno especifico del espermato-
zoide »

15



Adem&s encontraron c¢ue existfa inmunofluorescencia
tanto en los sueros en estudic como en los sueros control
en diluciones menores a 1:16 por lo que a su criterio se
consideraron resultados positivos los ‘mayores a esta di-
lucibn.

La explicacién de resultados positivos en los sueros
controles negativos (sueros procedentes de nifios o muje -
res embarazadas), se fundamenta en la presencia de anti -
cuerpos contra la lactoferrina, pues posiblemente su es--
tructura es semejante a otro antfgeno de revestimiento
del espermatozoide designado como SCA (sperm coating an-
tigen) . |

En la mayorfa de las investigaciones realizadas en
relacién con la autoinmunidad hacia el espermatozoide se
han encontrado anticuerpos espermoaglutinantes en el
suero de los pacientes en estudio. Es muy frecuente en-
contrar titﬁlos altos de estos anticuerpos en el suero
de hombres infértiles. Empleando técnicas_como la - esper-
moinmovilizacién y hemaglutinacién se ha corroborado la
presencia de autoanticuerpos en.contra del espermatozoi-
de (6).

‘ Los antigenos seminales involucrados en la autoiﬁmu—
. nidad son similares a los que se’describen en la isoinmu-
nidad exceptuando los antfgenos del‘complejo'mayor de

" histocompatibilidad.

16



Utilizando diferentes técnicas se ha reportado una
frecuencia del 3% al 20% de resultados positivos en hon-~
bres infértiles y del 0% al 5% en los controles. La dis-
crepancia de los resultados es el reflejo de las diferen~-
cias en las técnicas utilizadas, de los pacientes selec-
cionados y el tftulo considerado como reaccién positiva
que fluctla entre 1:4 y 1:64. En la tabla No. 2 se des-

criben algunos de los resultados de estas investigacio-

nes (6).
Tabla No. 2
Investigador Paciente Técnica % de resul-
estudiado tados posi-
tivos
1 - — X
| Tl o Ihombres macro -
infértiles |agluti- 5.7%
nacién
\
hombres
vasecto- " 62.4%
mizados
hombres Hema - :
infértiles j[gluti - 2.9%
nacién
Husted (f975) hombre macro -
o infértil agluti~- 6.7%
: " |nacién

17



2.1 Aspectos clinicos

Anafilaxis; este mecanismo de dafo inmuﬁolégico es
muy poco frecuente; Halpern 1976 report6 un caso de una
mujer con anticuerpos IgE dirigidos contra glucoproteinas
del plasma seminal (18).

En cuanto a la mayorfa de los hombres con anticuer-
pos antiesperma se presentan antecedentes patolégicos
los cuales incluyen:vtrauma, prostatitis, vesiculitis
seminal, epidfdimo-orquitis y atrofia testicular.

Experimentalmente la produccién de la orquitis in -~
volucra la presencia de altos tftulos de amticuerpos
antiesperma que pueden provocar al menos dos efectosr
clinicos; interferencia con la produccién normal de es—

.permatozoides y reduccifén en su potencial de migracién.

18



3. TECNICAS EMPLEADAS PARA LA INVESTIGACION DE
ANTICUERPOS ANTIESPERMA

Las primeras pruebas descritas para investigar anti -
cuerpos antiesperma se basan en la aglutinacién o inmovi -
lizacién del espermatozoide (6, 18).

En la prueba de Franklin y Dukes o microaglutinaciép
espermética, se emplea una placa céneava en la gue se co-
locan el semen y el suero inactiﬁado, efectudndose la
reaccién antfgeno-anticuerpo. La aglutinacién del esper@a
por el suero se observa al microscopio (20).

La aglutinacién que se presenta es generalmente cabe-
za con cabeza pero puede ser cola con cola o cabeza con
cola.

Ei.hechq de que los espermatozoides sean f&cilmenfé‘
aglutinados en forma natural bajo'una variedad de
condiciones en ausencia de anticuerpos, dificulta la
interpretacién de los resultados (20).

En la prueba de Kibrick o macroaglutinacifn, se
utilizan espermatozoides suspendid@s en un medio que con-
tiene‘gélatina; el suero problema se coloéa en tubos de
enséyo, en dilucifn seriada y se agrega una cantidad
constante de la suspensién de espermafozoides. La aglu-
tinacién se obserQa macrosc6picamente. La adicién de ge-

latina tiene por objéto‘dismihuir‘las cargas eléctricas de

19




repulsién favoreciendo 1la aglutinacién, pero no elimina
interferencias por microorganismos o por hormonas sexuales
esteroides que pueden modificar la aglutinacifn del es--~
permatozoide, dando resultados falsos positivos o negati-~
vos (6,20,23). A

Isojima y col. (1969) desarrollaron una prueba de
inmovilizacién de los espermatozoides gue es dependiente
del complemento. En esta prueba, el suero inactivado se
agrega a semenvfresco y complemento; la movilidad esper-
mitica se expresa como la relacién entre el nfimero de
espermatozoideé inm6viles después de iﬁcubacidn por 1 h.
a 37°C, comparédo con un testigo negativo constituido
pof un suero normal, semen fresco y complemento; una
proﬁorcién mayor de 2:1 se considera positiva (16,36).

‘  otra prueba es la inmunofluorescencia indirecta que
comprende dos etapas; en la primera se prepara el anfi-
geno mediante una extensién de esperhatozoides sobre un
portaobjetos, se fija con metanol, después se afiade el
suero dei paciente se incuba'y se lava para eliminar
todas las proteinas que no reaccionaron.

En la segunda etapa la preparacidn se cubre con

- suero antx-gamma globulina humana marcado con fluorescef-

na, que reaccionard a su vez con el anticuerpo fijado al
antfgeno; se incuba y se lava para eliminar los anti-"

cuerpos libres.

20




Esta prueba presenta resultados inespecificos en
diluciones menores 1:16 y su uso estd limitado a ;os la-
boratorios que cuenten con el microscopio de fluorescen-
cia.

En cuanto a las reacciones de inmunoprecipitacidn
se tiene que la doble difusién en gel, segln Ouchterlo-
ny desde que fué descrita por su autor en 1949, ha.sido
aplicada al estudio de un gran ndmero de sistemas antf-
geno~anticuerpo; entre gllos se encuentra la investiga-
cién @e anticuerpos antiesperma (2,11,12).

La reaccién se lleva a cabo en el seno de un gel de
agar en el que antfgeno y anticuerpo se difunden en for-
ma radial, en el sitio donde se encuentren cantidades
”}eQuivalentes se férman bandas de inmunoprecipitado |
(1,2).

Esta prueba presenta una mayor sensibilidad compa-
réndola con las técnicas de aglutinacién e inmoviliza -
cibn; ademé&s de que su ejecucidn es f4cil, los‘resulta-
dos son reproducibles y fdciles de interpretar (25).

Buscando una mayor sensibilidad en los métodos pa-
ra la investigécidn Y cuantificacién de los anticuerpds
frente al semen humano se aplicé la téenica e contra -
.inmunoelectroforesis (CIEF). Empleando un gei de agar

cargado negativamente, los anticuerpos cuya carga neta
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es muy baja se desplazan hacia el cdtodo por el flujo en-
dosmético del amortiguador. Colocando el anticuerpo en el
polo positivo y el antfgeno en el polo negativo, al en -~
contrarse ambos, se lleva a cabo la reaccién de precipi-
tacién (39).

Por su parte la mayor sensibilidad en CIEF cdmpara-
do con la doble difusibn en gel se explica de la siguien-
te manera: cuando se efectfa la doble difusién tanto el

. antfgeno como el anticuerpo se difunden en forma "radial"
en cambio en la contrainmunoelectroforesisvantigeno y
anticuerpo emigran en una zona n&s restringida, concen-
trdndose uno hacia el otro dando m4s sensibilidad por
evitar pé&rdida de reacéﬁvos.

b Mathur y Fudenberg estudiaron las técnicas de hema-
glutinacién indirecta y microcitotoxicidad en su afdn de
encohtrar métodos suficientemente sensibles, especificos
Yy Que incluyan procedimientos que puéden ser de rutina.
eﬁ los laboratorios de inmunologfa (23).

La;téénica de microcitotoxicidad propuesta por Ma -
thur y Fudenberg puede ser considerada como modificacién

del método original de Hammerlynck y Rimke (35).

Consiste en hacer reaccionar una suspensifn de es=-
permatozoides previamente tratados con diacetilfluores -

cefna, con diluciones del suero del paciente en presen -
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cia de complemento. Los espermatozoides vivos presentan
f£luorescencia de color verde, mientras que las c&lulas
muertas tienen un color anaranjado; los resultados se
observan empleando el microscopio de fluorescencia (31).
Lo maS'reciente>fué reportado por L. Mettler al em-
plear la técnica inmunoenzimdtica (ELISA) a la investi-

gacién de anticuerpos antiesperma, la cual consiste en

~acoplar los antfgenos espermdticos a una fase sélida

(celulosa, las concavidades de una placa de lucita o
bien a esferas de pldstico), poni&ndolos en contacto con

el suero problema. Se mantiene la mezcla en incubacién 2

‘horas a 37°C, sequida de lavados con amortiguador sali-

no de fosfatos.
Después de este tratamiento se égrega antigamma = -
globulina humana marcada con peroxidasa, se incuba 1 hora

a 37°C y se lava con amortiguador. Para el revelado de

‘la reacci6n se utiliza como sustrato per6xido de hidré-

géno y o~fenilen diamina, la intensidad del color ptodu—

cido se mide espectrofotométricamente a 492 nm.

Los valores de absorbancia obtenidos en los sueros

problema se interpolan en la curva de referencia cue se

realiza con sueros hiperinmunes obtenidos en conejos

(24).
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4, HEMAGLUTINACION INDIRECTA

La aglutinacién dé un antfgeno forme por su anticuer-
po es una forma cldsica y simple de investigar y cuantifi-
car los anticuerpos en suero. Asf en el caso de algunos
-antfgenos solubles &stos pueden ser adsorbidos sobre mate-~
" riales inertes como partfculas de bentonita o l4tex y de

esta manera actuar como antfgenos formes y dar la reaccitn
de aglutinaqién. Cuando se recurre al artificio de adsor-
‘ber a los antfgenos en parﬁIculas inertes, a este gfocedif'
miento se le llama aglutinaci6n indirecta o pasiva (15).

En la hemaglutinacidn indirecta se utilizan como so-

porte del Ag o del Ac eritrocitos de carnero o humanos

tipo "0", debido a que son fdciles de obtener y de con -

~_ servar en el laboratorio bajo ciertas condiciones, duran-

te por lo menos 15 dfas. Otra ﬁentaja que ofrecen es que
fijén‘espontaneamente a su,sﬁperficie a polisaciridos y ‘
proteinas antigénicas, cualidad que se incrementa cuando
los eritrocitos son tratados con sustancias como el &cido
tdnico, glutaraldehfdo o formalina (9,38).

“Esta técniéa en general se considefa altamente sen-
Sible Y facil de realizar,rpbr lo cue su empleo se ha |
difuﬁdidO'ampliameﬁte para ei diégndstiqb de‘unvgran

nfmero de enfermedades.
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Siendo critica la carga elé&ctrica de la partfcula y
del agente éara sensibilizar (Ag o Ac), la adsorcién o aco-
plamiento del antfgeno a los gl6bulos rojos puede favo-
recerse pof el tratamiento con ciertas sustancias, como en
el caso de tratamiento con &cido td&nico lo que mejora la
capacidad de adsorcién de los eritrocitos por el antfgeno
mediante fuerzas electrostiticas.

Tambi&n el &4cido tdnico actda aumentando la agluti-
nabilidad de los glébulos :ojos y estabilizando su'mem -
brana. ‘

Otra forma simple y efecti\}a de unién del antfgeno a
los eritrocitos es mediante enlaces covalentes favoreci -
do por el uso de compuestos como bencidina bgs—diazoada
difluoro dinitrobenceno y cloruro crémico (15).

El fundamento de la técnica de hemaglutinacién indi-- .
recta para la semicuantificaci6n de anticuerpos consiste
en utilizar eritrocitos de carnero como soporte para el
antfgeno; se hacen reaccionar cantidades constantes de la
suspenSidn de eritrocitos sensibilizados con el antfgeno
frenté a diluciones seriadas del Sue;o pxoblema,‘(EsquéF

na Ne. 4).
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lLas inmunoglobulinas especfficas para el antfgeno
aglutinaxdn a los eritrocitos. La dilucién mis alta de
suero que produce una hemaglutinacifn clara representa
el t{tulo de anticuerpos (9).

En este procedimiento los eritrocitos de carnero se
lavan con amortiguador salino de fosfatos pH=7.2 se tra-
tan primero con &cido t&nico diluido 1:20.060 incubando
15 min. a 37°C y se lavan las células con amortiguador.
Finalmente los eritrocitos sensibilizados se ﬁacen reac-
cionar con el suero en estudio, llevé&ndose a cabo la

reaccién de hemaglutinacitén si hay presencia de anticuer-

-

pos contra el antigeho (9,15,38).

Como algunos sueros humanos contienen anticuerpos
heter6filos capaces de aglutinar eritrocitos de‘cainero
es necesario incluir en la técnica un control de los
sueros problemé con eritrocitos tanados sin sensibilizar
(9, 38). '

La técnica puede réalizarse en tubo (macrotécnica)
o en placa de microtitulacién con fondo en "U" (microtéc-
nica) . Para pruebas mids sensibles se_ utilizan tubos, pero
;eStokimplica un mayor‘gasto en reactivos y que tratindose
de las comefcializadas fepresenta un precio‘élgvado, por
flo tanto se usa con mayor_frecuenéia placa de microtitu-

lacién coh la cual hay una gran sensibilidad y;uh ahorro
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considerable de reactives (9).

Para la microtécnica se requiere cierto eguipo espe -
cial; placas de microtitulacién, micropipetas y microdilu-
tores; pero con la ventaja de su glta sensibilidad y su
f4cil manejo.

‘ Los eritrocitos sensibilizadﬁs pueden emplearse por
un tiempo limitado, paré preser?arlos y poder almacgnarlos
.existen varios mé&todos como el tratamiento con formaldehi-
do y quando seidesea una mayor vigencia del reactivo la
liofilizacifn (9, 15).

Sobre lasinvestigacién de anticuerpos antiesperma
hay repo;tes de autores como Gﬁpta, Southam, Mathur y
Fudénberg gue aplicaron la técﬁica de hemaglutinacion in -
diiecta (6,23}, en la bﬁsqueda de una mayor éensibilidad

Cy especificidad Que no encontraban en 1asltécnicas tradi-

cioﬂales,de aglutinacién.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL

1. DIAGRAMA
Obtencién del inmunégeno
(plasma seminal est&ril)
Obtencién del suero L |IPruebas de esterilidad

innune en cohejos

(control [+] )

bacteriana y micética

—

Evaluacién por el método
de Ouchterlony (D.D)

Determinacién de subs-

tancia de grupo

Determinacién de pro -
tefnas (nétodo de Biu-

ret)

1
1 !

—

Obtencién del
antfigeno (plasma

[Desarrolio v I seminal)
evaluacién del
_mftgdo ce hera-! Estudio comparativo |
g g lnazlonHI con contrainmunoelec-
‘indirecta (HI) ' troforesis (CIEF)
Sen51blllzaci6n

de eritrocitos
con plasma

{Esquera de tanado |

Determinacién de la

seminal

dilucidn 6ptima del

antfgeno

»—M4Esquema de sensibilizaciéﬂ

eritrocitos

Formalinizacién de los

|

Montaje de’técnicaL4Esquema para microtitulaciénl
; i

Investigacién de anticuerpos
antiesperma-humano en indivi-
duos estériles, mujeres mul -
tiparas y vasectomizados
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2. OBTENCION DEL ANTIGENO

Se utilizé en las té&cnicas de doble difusién (DD),
hemaglutinacién indirecta (HI) y contrainmunoelectrofore-
sis (CIEF).

El semen se obtuvo recolectando las muestras sobran-
tes de espermatobioscopfas con resultados normales, del
‘centro hospitalario "20 de noviembre" del ISSSTE, de 15
Unidad de Gineco Obstetricia del Centro Médico Nacional
y de la Clinica 32 del IMSS.

Las muestras se mantuvieron congeladas por sepéra-
do hasta tener un buen ndmero de ellas, (aproximadamen-
te 60 muestras de 2 ml cada una). |

Posteriormente se descongelaron y se centrifugaron a
3>000 rpm durante 20 min para poder determinar en el plas-
ma seminal la presencia de substancias de grupo A y B mé-
diante reacciones de‘iﬁhibiciﬁn de la aglutinacién
 (Apéndice Ii—l). .

S6lo se conservaron las muestras que carecieron‘de
substancias de grupo sanghineo. Esto eé neceSario_pués
.la substancia de grupo presente en el plasma seminal de
individuos secretores se podrfavadsorber en los glébu-
los rojos de carnero que se émplea:dn en la técnica de_
hemagluﬁinacidn'indirecta y poéteriormente ;eaccidnarta

. con las isoaglutininas presentes en los sueros en estudio.
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Una vez comprobada la ausencia de substancias de gru-
po se form6 un lote, mezclando todas las nuestras.

Se tom6 una mugstra de 1 ml y se determiné la canti-
dad de protefna en el plasma seminal por el método de
Biuret (Apé&ndice I-1, la concentracién fué de 0.035g/di

Se distribuy§ el plasma seminal (P.S.) en alfcuotas
Ae 0.5 ml gque se mantuﬁieron en congelacién hasta su uso.

Para el desarrollo y evaluacién de la t&cnica pro-
'puesté, fué necesario obtener suero inmune de conejos. Es-
te suero se utilizé como control positivo. Para esto se
recolect6 el semen de muestras de espermatobioscopias con
resultados normales, en los mismoé centros'hospitalarios

(Apéndice 1I-4).
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3. CONTRAINMUNQELECTROFORESIS (CIEF)

Se realizé un estudio comparativo con CIEF porgue se
ha comprobado que es una té&cnica inmunolégica muy sensi -
ble y confiable en la investigacifén de anticuerpos frente
al semen (2), (Esquema No. 5).

Para cada corrimiento electroforético (Apéndice II-5):

Se Qesccngeld‘un frasco con plasma seminal y se pre-
pararoh diluciones seriadas de 0.5 hl en solucién salina
hasta una dilucién 1:1280,

Las condiciones para céda corrimiento fueron:
potencial 9 v/cm .
amortiéuador para la c8&mara pH=8.6 p = 0.05
tiempo de corrimiento 45 min |

Se probaron los sueros positivos determinandose'ei

tftulo de ellos, los resultados fueron los siguientes:

. .CIEF titulo
Suero (+) 1 1:160
Suéto (+) 2 © 1380
Suero (+) 3 1:10
Suero (+) 4 1:160
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4, HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI)

En la té&cnica se utilizaron glébulos rojos de car -
nero (GRC) como soporte del antigeno.

En condiciones estériles se tom6 10 ml de sangre en
solucifn de Alsevef, se centrifugé a 2 000 rpm durante
3 min, desechando el sobrenadante y se lav8 3 veces con
amortiquador salino de fosfatos:(ASF) pH=7.2 y se prepa-
rS la suspensién de glébuloes rbjos de carnero al 2.5%,

30 ml de la suspensifn de GRC al 2.5% se trataron
- .con el mismo vdluméh'de una solucifén de ac. t&nico
1:20,000, incubando 15 min a 37°C en un bafio de agua
" (Apéndice II-6).

Se centrifugaron a 2 000 rpm durante 5 min. Se lavé
3 veces con iamor*l:igm-xdor salino de fosfatos pH 7.2.

‘ Se restituyé el paguete con ei mismo_ﬁolumen {30 ml)

- pero éhqra con ASF pH=6.4

Para.determinér la dilucién ﬁptimaTGe antfgeno se
descongeld plasma seminai Y se;prepéraron diluciones 1:10
1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 con amortiguador salino
de fosfatos pH¥6.4, (Esqueﬁa‘No.‘ﬁ).

‘Se pfoéedié a’sensibilizar los élcbulos rojos'éoh
‘cada dilucién de antfgeno de la siquiente forma:

A cada dilucién se le agregé gl mismo volumen de gl6-
buios rbjoslai 2.5% tanados, dejando como control un volu-

~ men’ de glébulos rojos sin antfgeno.
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fSe incubaron los tubos a 37°C durante 15 min y se
centrifugaron 5 min a 2 000 rpm. Se lavaron 3 veces con
amortiguador salino de fosfatos pH=7.2 con suero normal
“dé conejo (SNC) al 1%.

Finalmente se restituyeron las cé&lulas sensibiliza -
das con ASF pH=7.2 + SNC 1% para tener una concentracién
al 1.5%. |

La dilucién 1:80 de:plasma'seminal fué la diiucidn
6ptima de antfgeno pues esta fud la dilucién mds baja de -
k antfgeno que dio el tftulo m&s elevado 1:16384 con los

sueros inmunes y adem&s no dic reaccién con el suero

negativo.

Se observ6 que las diluciones 1:10, 1:20, 1:40 die-

ron reaccidn con el sueroc negativo.

HI titulo
Suero (+) 1 1:16384
Suero (+) 2 ~1:16384
Suero (#) 3 |  1:16384
Suero (+) 4 1:16384
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA
Placa problema: GRC sensibilizados
‘ 1 2 3 .45 67 8 91011 12
suero (1) 1]A 00 0O0000000D0OO
suero (+) 2|3 OO0 O0O0DO0O0O0000O0
suero (+) 31 OO 0O 000000000
suero (+) 4 |D OOOOOOOOOOOO
suero (-)NC [E OO O 0O O0O00000000 |
diluyente |F OO0 0000000000 |[]
¢ 000000000000
1:8 16 32 64 128 16384
Placa control: GRC sin sensibilizar
1 2 3 4 5 67 891011 12
suero () 1}]4a OO0 0000000000
suero (+) 2 BOOIOOOOOOOOOO
suero (+) 3 c00000000000D0
suero (+) 4 DOO OOOOOO Q000
suere ()N(|EO O OO0 00000000
diluyente FOO 0000000000 (]
¢c000000000000 .
16384

1:.8 16 32 64 128

sueros
positivos

control
negativo

control de

‘diluyente

control
para Ac

_heterdfilos

control “de
GR.

DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DE ANTIGENO

ESQUEMA No. 6
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4,1 Montaje de la técnica. Esguema para microtitulacién

Sé utilizaron placas de microtitulacién con fondo en

"U" los sueros problema y sueros controles (+) y (-) se
inactivarbh a 56°C en bafio marfa 30 min. Se realizé una di-
lucién inicial de los éueros, 1:8 pues se observ4 que a di-
luciones menores se obtuvieron reacciones inespecfficas.

Para cada placa se manej6 un control (+), un control

(=) , el control del diluyente (ASF pH=7.2 + SNC 1%) y la

placa control en la cual se utilizaron GRC sin sensibilizar,
- la cual sirﬁié para los controles de anticuerpos heter6fi-
los y glébulos rojos, (Esquema No. 8). |

ée deposité 0.025 ml del diluyente a partir del pozo
2en todas las hileras para los sueros. .En la hilera del
contxolvdelvdiluyente se comenzéudesde el pozo 1.

. A continuacién se agregé 0.05 ml de las diluciones 1:8
de los sueros, en los pozos 'l de cada hilera, menos en la
hilera del control del diluyente.

Se cargaron los microdilutores en-lés pozos 1 de cada
hilera £ransfiriendo 0.025 ml: de los siguieﬁtes pozos, se
ﬁezcld Yy nuevamente se transfirié repitiendo el proceso has-

" ta el filtimo pozo del cual se descart6 0.025 ml.

37



Ya hechas las diluciones de los sueros se agregt 0.025
hl de glébulos rojos de carnero sensibilizados a todos los
pozos. A la placa control se le agregé la suspensién de
GRC no sensibilizados.

Inmediatamente se agitaron en un rotor durante 5 mi-
nutos y posteriormente se dejaron en reposo a temperatura
ambiente durante 2 a 3 horas.

Un resultado positivo ocurre cuando los eritrocitos
aglutinan en forma homogénea en la oguecad. En un, re-
sultado negativo se forma un botén en el fondo del pozo.

La dilucién més alta de‘suero gue muestra una hemaglu-
tinacidn clara se considera como punto final de la reaccidn
y representa el tftulo de anticuerpos. (Esquema No. 7).

En el caso de presencia de anticuefpos heteré6filos
‘fﬁé neéesario repetir la prueba con el suero previamente
absorbido con glébulos rojes de carnero,

Los sueros de personas estérileé, nmujeres multiparas
e individuos vasectomizados fueron gentilmente proporcio-
nados por la Unidad de Gineco-Obstetricia del Centro Méci-
co Nacional, por la Clinica 35 del IMSS y en su mayor par-
te por el laboratorio particqlar’del Dr. Luir Rodriguez

villa, jefe del laboratorio del Sanatorio,Espaﬁoi.
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suero
suero
suero
suero
suero
suero (+)

suero (-)
diluyente

suero
suero

nuero
Suero
suero

suero (+)
suere (=)

diluyente

Placa problema:

. HEMAGLUTIXACLON

INDIREVTA

12 3 4 5 67 891011 12
1] O0000C0000000
:lp O0OO0O000000000
50¢c 000000000000
s{p OO0 000000000
s{e OO0 000000000
1{lr 000000000000
1{c 000000000000
Hn 000000000000

1: 8 16 32 64 12& 16384

Placa control: CLC sin gensibilizar

1 2 3 45 6 1 89 1C 11 12
1ta 00 0000000000
2]l 00 0000000000
3lc OO 0000000000
4lp OO OO0 0000000
5t OO0 0000000000
1]r OO0 00O0O0O0O00DOO
116 0O OO0 0OLDODOOOO
OO 00000000000
1t 8 16 32 64 128

16384
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GRC sencibilizedos con dil. &ptima de Ag

nroblemas
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control negativo
control de diluyente

control
para
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heter6filos

control de GR

APLICACION DEL METODO EN SUEROS- PROBLEMA
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4.2 BEstabilizacidén de los reactivos. Formalinizacién

A una suspensién de GR (30 ml} sensibilizados con
plasma seminal y al mismo volumen de células no sensibi-
lizadas (control negativo de antigeno heteréfilo), se les
agreg8 lentamente, gota a gota, 3 ml de formalina al 40%.

Se dej6 reposar 18 horas a 4°C, al cabho de este pe-
rfodo se agregé nuevamente el mismo volumen de formalina.

Al tercer dfa se retir6 el sobrenadante resuspen-
diendo las células formalinizadas al volumen original con
anortiguador salino de‘fosfatos pH = 7,2 + SNC 1% llevan-
do la suépensién al 1.5%. Finalmente se agrecaron 3 go-
tas de formalina al 40%.

Las células asf tratadas tienen un tiempo de vigen~-
cia aproximado de 6 meses y el tftulo mdximo obtenido con

los sueros hiperinmunes fue 1:2,048.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

MATERIAL ESTUDIADO

_A)

B)

C)

D)
E)

F)

G).

5

11

100

50

sueros de conejos inmunizados
con plasma seminal humano,
como control (+)

suero inmune de fuente comer-
cial

suero control (+) humano
sueros procedentes de nifos,

como .control (=)

- sueros de personas estériles,

sin causa orgdnica
sueros de mujeres multfparas -
sueros de individuos vasecto-

rizados
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RESULTADOS

Resultados obtenidos en los sueros humanos estudiados por

la técnica de hemaglutinacién. indirecta:

Personas estériles no se detectaron anticuerpos
antiesperma

Mujeres nultfiparas un suero positivo en 50

nuestras, tftulo 1:32

Individuos vasecto- no se detectaron anticuerpos

mizados antiesperma

Por CIEF y doble difusi6n no se detectaron anticuerpos. . -~
»

antiesperma en los sueros estudiados.

Controles positivos utilizados en el desarrollo de la -

técnica:

Sueros de conejos tftulo 1:16,384
inmunizados con
- plasma seminal hu-

mano.
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DISCUSION

Solo se encontraron anticuerpos antiesperma en uno de
50 sueros procedentes de mujeres multiparas, el tftulo en-
contrado fué 1:32. Se estudiaron 100 muestras. de pacientes
infértiles y no se detectaron anticuerpos antiesperma, se-
guramente porque la infertilidad se debfa a otros motivos
por lo que se considera necesario trabajar con una pobla-
cién mayor restringida a aéuellos pacientes en los cuales
se han exclufdo otras posibles causas de infertilidad.

En el caso de los individuos vasectom%zados solo se
pudo estudiar un nfmero muy pecguefic de muestras.

En el suero con resultado positivo no se detectaroh -
anticuerpos antiesperma por las técnicas de inmunoprecipi-
tacién pues era necesario al menos un tftulo 1:100 en he-
maglutinacién indirecta para gue se obtuvieran bandas de

precipitacién.
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CAPITULO V

RESUMEN

« En él presente trabajo se aplic6 la técnica de hema--~
glutinacién indirecta para la investigacién de anticuerpos
antiesperma-humano, en suercs con alta probabilidad de -
presentarlos como son los procedentes de personas estéri-
les, mujeres multiparas e individuos vasectomizados; uti-
lizando las técnicas de doble difusién y contrainmunoelec-
troforesis como métodos de comparacién.

Se planeb desarrollar la técnica de hemaglutinacibn
en este sistema inmunolégico por ;ér un método accesible
a cualquier laboratorio ya gue su ejecucién es sencilla,
no ;equiere de un equipo compliéado y tiene una gran sen-
sibilidad. '

Para el desarrollo y evaluaci6n de la té&cnica propues-
ta se obtuvieron sueros-inmunes de conejos, estos sueros
"'ge utilizaron como controles positivos .

Lo siéuienté fu& la recoleccién del antfgeno (plasma
seﬁin&l), obtenido de espermatobioscopias peiorempleahdo
s6lo las que carecfan de substancias de grupo A, y B. Para
éonocér la concentfacibn de proteinas antigéhicas se de-
terminé su concentraéién por el método de Biuret.

Como controles negativos se utilizaron sueros proce-

dentes de nifios.
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Despu&s se realiz® el montaje de la té&cnica. Se
emplearon eritrocitos de carnero sensibilizados con plas-
ma seminal para lo cual, se procedif al tanado de las cé-
lulas y posteriormente se buscé la dilucidén Sptima cel -~
antigeno para sensibilizarlos.

Con todo lo anterior se procedid a evaluar el esgue-
ma de microtit&lacién, empleando los controles positivos,
los sueros negativos y ademds un control del diluyente y
una placa duplicado pero utilizando eritrocitos de carne-
ro sin sensibilizar, gue sirvi® como control para anti- -
cuerpos heter6filos y control de eritrocitos.

'El estudio se hizo comparativo con CIEF, pero los re-
‘sultados de esta técnica fueron similares en cuanto a sen-
sibilidad con doble difusién radial.

Esto se debe a que la contrainmunoelectroforesis es
especialmente susceptible a cualquier cgmbio en factores
" cormo pH y fuerza i6niéa del amortiguadof{ voltaje e in - -
tensidad de corriente aplicados, temperatura, grosor del
i gél, etc; lo que se evita al tener un cuidado extremo'de
estas variables y con el manejo continuo de la técnica.

La senéibilidad de la té&cnica de hemaglutinacién in-
directa fué 100 veces mayor gque las pruebas de inmunopré-’
cipitacién eﬁ’gel, empleando para sensibilizar a los glé-
bulos rojos de carnero, una dilucibn 1:80 de plasma semi-
nal con una concentracién de proteinas de 0.03579/61.

o
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5espués se realiz6 el montaje de la técnica. Se
emplearon eritrocitos de carnero sensibilizados con plas-
ma seminal para lo cual, se procedif al tanado de las cé-
lulas y posteriormente se buscf la dilucidén Sptima el -~
antigeno para sensibilizarlos. ‘

Con todo lo anterior se procedif a evaluar el esgue-~
ma de microtitulacidn, empleando los controles positivos,
los sueros negativos y ademds un control del diluyente y
una placa‘duplicado pero utilizando eritrocitos de carne-
ro sinbsensibilizar, gue sirvié como control para anti- -
cuerpos heteréfilos y control de exitrocitos.

El estudio se hizo comparativo con CIEF, pero los re-
sultados de esta técnica fueron similares en cuanto a sen-

e sibilidad con doble difusién radial..

Esto se debe a gue la contrainmunoelectroforesis es
especialmente susceptible a cualquier cambio en factores -
como pH y,fuet?a i6nica del amortiguador{ voltaje e in - =~
tensidad de corriente aplicados, temperatura, grosor del
-gel, etc; lo que se evita al tener un cuidado extremo de
estas variables y con el manejo continqo de la té&cnica.

La sensibilidad de la t&cnica de hemaglutinaci6n in-l
directa fué 100 veces mayor que las pruebas de inmunopre-
cipitacidn‘envgel,’empleando para sensibilizar a los glé-
buios'rojos de carnero, una diluci6n 1:80 de plasma semi~

nal con una concentracifn de protefnas de 0.035 g/dl.
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Una vez que se tuvieron estandarizadas todas las
condiciones se procedif a aplicar el estudio en la inves-
tigacién de anticuerpos antiesperma-humano en sueros de -
persbnas estériles, vasectomizadas y multfiparas.

Finalmente como mé&todo para estabilizar los reacti -
vos, se trataron con formaldehfdo. Se probaron con los -
sheios hiperinmunes los cuales dieron . tfitulos B veces

mis bajos con los glébulos rojos formalinizados pero la

estabilidad de las células se prolongd durante los 6 me-

ses que duré el estudio.
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CONCLUSIONES

La hemaglutinacibn indirecfa es aplicable a la inves~-
tigacifn de anticuerpos frente al semen como lo demuestran
los resultados de este trabajo.

Es una técnica sensible, reproducible, sencillas r4-
pida, la cantidad de reactivos que utiliza es minima con
la opcién de prolongar su estabilidad por el tratamiento
a los glébulos rojos.

Al compararse con técnicas de inmunoprecipitacién su
sensibilidad fué 100 veces mayor.

A manera de prueba piloto el mé&todo se aplicé en la
bﬂsqueda‘de anticuerpos antiésperma.en sueros humanos, -
obteniéndose solo un caso positivo en la poblacién de mu-
jeres multfparas. ‘

Esta técnica queda ya lista para su aplicacibn al -.
estudio de sueros de individuos vasectomizados para lo- -
grar asf dilucidar si en este procedimiento se prbduce -

- . . “ .
una respuesta autoinmune y con qué frecuencia sucede.
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APENDICE 1

METODOS QUIMICOS

.

1. DETERMINACTON DE PROTEINAS METODO DE BIURET

1.1 Fundamento

Las proteinas y los péptidos forman en solucién mode-
radamente alcalina con iones Cu++, un complejo de color -
violeta. Esta reaccién llamada reaccibén de Biuret ocurre
entre el ién cutt y los gruops <-C=0'y =N-H de las &niones
peptidicas; un ién clprico se enlaza a 4~6 uniones pepti-
dicas por enlaces cocordinados, cuanto mayor es la cantidad
de proteina presente, tanto mas uniones pepfidicas hay dis-~
ponibles para la reaccién. '

La intensidad de color producido es proporcional al =
nimero de uniones peptidicas que intervienen en la reac- -
cibn de Biuret como base de un método colorimétrico sim-
Ple y rdpido para la determinacifn de protefnas.

- Se dispone de gran ntmero de modificaciones del pro-‘
éedimiento; pero el principio es similar,‘variando en por-
menéres y en la formulacién del reactivo'ﬁsado.para.formar
el color de Biuret; con la mayorfa de los méﬁodbs se pue-
den determinar protefnas en el interﬁalo de 0.5 a 15 mg -

de protefnas en la porci6n alfcuota que se mide (39).
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1.4

Equipo:

espectrofotSmetro

balanza analfitica

Material:

tubos de ensayo 12X75 mm (4)

tubos de ensayo 13X100 mm (6)

pipeta de 10 ml

pipeta de 5 ml

pipeta de 0.1 ml
gradilla

espétula

matraz aforado.de 10 ml
matraz aforado de 100 ml
matraz aforado de 200 ml
probeta de 100 ml
frascos ambar (3)
Reactivos:

Reactivo de Eiuret

- diluyente de Biuret

Se disuelve 1.0 g de KI en 200 ml de NaOH 0.25 N

"= reactivo de Biuret

Se disuelven 1.5 g de CuSO4.5 H,0 en 8 ml. de agua.
Se prepara una solucién con 4.5 g de tartrato de

sodio y potasio tetrahidratado en 70 ml de diluyente
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de Biuret y se agrega lentamente agitando, la
solucién de Cus0y,.
Ambas soluciones ‘deben estar a temperatura ambiente
cuando se mezclen. Se afora a 100 ml con diluyente’
de Biuret (Biuret concentrado).
Para el Biuret de trabajo se diluye 1:5 con dilu-~-
yente de Biuret.
Solucién patr6n de albGmina sérica bovina 6 g/dl.
Se pesan 0.6 g de alb@mina purificada y se disuelven
en 5 ml. de solucién salina isot6nica aforando a
10 ml,
1.5 Método:
- Preparacién de la curva patrén::
En tubos de ensayo dg 12x75‘mm, se preparan a partir de
la solucién patrén de 6 g/di., 3 diluciones para tener 4

puntos de la curva, de la siguiente manera:

ml patrén concentrado| ml sol. salina | concentracifn
: isoténica final
- 6.0 g/dl
0.3 0.1 4.5 g/dl
0.1 . 0.1 . 3.0 g/d1
0.2 1.5 g/ar
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Se separa una muestra de 0.2 ml del lote de plasma seminal
que se va a usar como antigeno.

En tubos de ensayo de 13X100, se miden 0.1 ml de la mues-

tra de antigeno asf como 0.1 ml, de c/u de las diluciones

del patrb6n, para correr la curva y el problema al mismo -

tiempo, como sigue:

patrén Lprbblema blanco
1 2. 3 4
patrén 6.0 g/dl  |0.1lml - - - - -
4.5 " - 0.1lml - - - -
3.0 " - - 0.1iml} - - -
1.5 " - - - 0.1lml - -
plasma seminal - - - - 0.1ml -
Hy0 destilada - - - - T 0.1ml
react. Biuret 5.0ml 5.0mlj 5.0ml] 5.0mlj 5.0ml| 5.0ml

Mezclar, reposo 30 min. a t° amb. Leer D.O. a 545 mm

1.6> Interpretacién

- Sé grafica la D.0O. contra la concentracién usando papel
milimétrico '

- Por intefpolacién del valor de D.O. dgl problema en la
curva patrén se obtiene la concentracibn de proteina.del

~antfgeno en g/dl.

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES EN PLASMA SEMINAL

El contenido de protefnas del plasma seminal gue se uti-
1iz& como antfgeno fu& de 2.8 g/dl. determinado por el

método de Biuret y mediante la siguiente curva patrén:
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concentracién absorbancia
g/dl
6.0 0.310
4.5 0.220
3.0 0.150
1.5 0.075
plasma seminal 0.145

Determinacién protefnas en'plasma seminal

Método de Biuret
A _ Aparato Coleman
0.324 30-8-83
0.30
0. 264
0. 264
0.244°
0.229
0.20
0.18
0.164 )
0.24F7 """ 77T
0.12
0.104
0.084
0.06
0.04%
0.02¢

—
8]
[V 3
L
(8]
=)

-

e
-
-
-

o/dlL
rrotefnas

[xe]
[
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APENDICE 1II

METODOS INMUNOQUIMICOS

1. DETERMINACION DE SUBSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO

DEL SISTEMA ABO EN PLASMA SEMINAL
1.1 Fundamento

Badsicamente éste sistema estd formado por los grupos
A,B, AB y O. En la sangre de los individuos pertenecien-
tes al grupo A se encuentra el antfgeno eritrocftico A y
aglutininas anti B. En el -grupo B, se encuentra el agluti-
négeno B y las aglutininas anti A, el grupo AB posee ambos
aglutin6genos y carece de aglutininas en tanto que ei
grupo O carece de aglutinfgenos y posee aglutininas anti
Ay anti B (1).

Las substancias A y B no solo se presentan en su for-
ma soluble en alcohol contenidas en eritrocitos y otras cé-
~ 1lulas del organismo, sino también pueden existir como subs~
tancias hidrosolubles y entonces se les puede detectar adé-
mis de en las células, en los liquidos y secreciones del
ﬁrganismo. Aproximadamente el 80% de la raza blanca secre-
tan estas substancias, por lo que se les llama "secretores"
y para su deteccifn se utilizan reacciones de inhibicién de
la aglﬁtinacidn (1,10). |

El plasma seminal de un individuo secretor contiene
substancias Ao Bo amb;s, estas sﬁbstancias neutralizén

a los sueros anti A y anti B e inhiben la aglutinacién de
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los eritrocitos A o B.

La presencia de substancia de grupo sangufineo estd indica-

da por la inhibicién de la aglutinacién de los eritrocitos.

[

Los testigos constitufidos por suero anti A o suero anti B

m&s los gl&bulos rojos respectivos deberdn mostrar agluti-

nacién franca.

1.2

1.3

1.4

Equipo

centrffuga clfnica

relpj de intervalos

Maferial

Tubos de ensaye 12X75 mm (20)
tubos c¢bnicos (2)

pipetas de 1 ml. (4)

gradilla

frascos 4mpula (4)

Reactivos

Suspensién al 2% de eritrocitos grupo A

Se mide 1 ml. de sangre total del grupo A en un tubo
cbnico y se centrifuga a 2,000 rpm durante 5 min,

Se lava 3 veces con solucifn salina isot6nica.

- para 25 ml de suspensién, se mide 0.5 ml del paquete
dé ériﬁrocitos lavados aforando a 25 ml. con solucibn

‘salina isoténica.

Suspensi6n al 2% de eritrocitos grupo B

' Se prepara en la misma forma que la anterior.
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Suero Anti A y suero anti B 1:4

Por cada volumen del suero comercial medido se agre-

gan 3 volGmenes de solucifén salina isot6nica.
1.5 Método
- Las mueétraS'de semen se centrifugan. En una gradilla
se coloca el doble de tubos de ensayo de acuerdo al ntmero
de muestras, se deposita 1 gota de plasma seminal en cada
tubo, a dos Gltimos tubos de 1és agrega en lugar de plas-
ma éemihal, una gota de solucién salina isoténica, estos
tubos servirdn como testigos de 1la aglutinacién.
- Se dividen los tubos en dos series. A una serie se le -
agrega 1 gota de suero anti A 1:4 y a la otra serie suero
anti B 1:4.k

- Se mezcla perfectamente el contenido de los tubos y se-

dejan reposar a temperatura ambiente durante exactamente

10 minutos.

- Después se agrega a todos los tubos 1 gota de la suspen=
sifén de eritrocitos delgrupokA o del grupo B segln corres-
ponda. Se mezcla y se dejan reposar durante 5 minutos a
températura ambiente.

- Se,ééhtrifuga a 1000 rpm durante 1 minuto. Se renweven
suavemente los eritrocitos sedimentados y se observa si

existe aglutinacifén macroscépica.
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1.6 Interpretacidn

[y

grupo sangufineo

substancias presentes

AB

H, A Y B
H, A
H, B

H
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2. DOBLE DIFUSION RADIAL. TECNICA DE OUCHTERLONY

2.1 Fundamento

Es una técnica extremadamente @itil por la sencillez
de su realizacibn, se basa en el principio de que el antf-
gené y el anticuerpo se difunden en forma radial a través
de un medio semisblido de agar purificado disuelto en amor-
tiguador acetato-veronal; en el lugar donde el antigeno y
su anticuerpo se encuentran en concentraciones equivalentes
"se forma una banda de precipitacién (2,i1).

En el caso de probar un antfgeno constitufdo por una
mezcla de fracciones antigénicas frente a una mezcla de an-
ticuerpos se forman varias bandas y cada una corresponde a
una fraccién antigénica diferente (1).

La velocidad de difusitn de:los reactivos es una =
.funcién de la‘éoncentracién (c), del 4rea de superficie =~
ﬂ>disponible para la difusié6én (A), del grosor ael medio de'
difusi6én (d) y de la constante de difusifn de la substan-
‘cia (k). Esté relaci6n se conoce como ley de Fick y estﬁ

eXpresada por:

La constante de difusifén K, depende a su vez del pe~
so molecular y estructura de la substancia, asf como de su

solubilidad y grado de ionizacifn.
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2.2

2.3

2.4

Equipo:

balanza analftica
Material:

portaocbjetos (12)
horadador 4 mm de di&metro
capilares (10) >
placa de vidrio

nivel de gota

plantilla para perforacifn
tripié con tela de alambre

mechero

"probeta de 50 ml,

_pipeta de 10 ml.

tubos de ensayo 13X100 mm (12)

'recipiente con tapa, para cdmara hGmeda

tubos con tapbn de rosca (2)
matraz Erlenmeyer 125 ml.

Reactivos:

‘ Ambrtiguador acetato veronal pH=8.6 p=0.1

Se disuelve un frasco de amortiguador pH=8.6 p=0.1
(de fuente cbmercial) en un litro de agua desioniza-
da. |

Agér al 1.5% en amortiguador acetato-veronal pH=8.6

p .= 0,05
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Para 25 ml. se pesan 0.375 g de agar purum, se colo-
can en un matraz Erlenmeyer de 125 ml. El amorti- =
'guador tiene una fuerza ibnica de 0.1 y para las -
placas se requiere a p=0.05, se miden 12.5 ml. de =~
amortiguador a p=0.1 y se afora a 25 ml. con agua -
desionizada. Los 25 ml. se agregan al agar pesado,
ademds se $gregan 0.25 ml., de timerosal. 1:100 como -
conservador. Se calienta el agar, en bafio de agua -
hirviente hasta su completa disolucién, después se -
coloca en tubos de 13X100 depositando 3 ml. en cada
tubo, se tapan con parafilm, se ;otulan Y seAguaraan
en refrigeracibn hasta su uso.
Agar al 0.5% .para sellar
Para 20»@1. se pesa 0.1 g de agér purum, se colocan
 en un matraz Erlenmeyer de 125 ml. que contenga 20 ml.
defagué destilada, disolver calentahdo en bafio de
agua hirviente, se agregan 0.2 ml. de timerosal 1:100
como conservador. Se guarda en tubos con tapbn de
.xosca y se refrigera hasta su uso..
2.5 Mé&todo: ’
~ Preparaci6n de las placas:
Sellado de portaobjetos. Los portaobjetos perfectamente
limpios se desengrasan en una mezcla4de etanol/acetona.

Para sellarlos se barnizan con el agar al 0,5% fundido y
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se dejan solidificar a temperatura ambiente.

Se funde el agar al 1.5% de los tubos, se enfrfan a 80°C,
se‘colocan en una superficie nivelada y se vacfan 3 ml.
uniformemente sobre cada portacbjetos de manera que quede
una capa homogénea, se deja solidificar perfectamente el
gel de agar.

Se prepara una cdmara h@meda para las placas y se colocan
en refrigeracién durante 15 min.

'se coloca una 1aminilla sobre la plantilla y con el.hora--
dadq; se perfora el gel en forma dé roseta es decir uno
central y seis periféricos, se reti;an los cilindrps de gel.
En cada portaobjeto, se pueden.practicar dos rosetas,
.Esquema No. 9 ”

- = Inmunodifusidn: 7

Cdﬁ capilares’diferentés, se colocan las diluciones del
plasma seﬁinal en la periferia siguiendo el sentido de las
manecillas del reloj y el suero hiperinmune en el pozo cen-
tral de manera que se llenen completamente y sin derramar -
su contenido.

Se colocan las laminillas en c4mara hGmeda a temperatura

. ambiente 24-48 h.

Se hace ié lectura y se registran los resultados.

2.6 Interpretacién |

Se registran las bandas de precipitacién que apérecen.
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Si es necesario, las laminillas se pueden teiir.

La presencia de bandas de precipitacidén entre el antigeno
y el suero, se considera como una reaccifn positiva.

El tftulo de anticuerpos estari dado por la diluci6én mis

alta gque da bandas de precipitacién definidas.
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PROCESO DE TRABAJO
PARA LAS PRUEBAS DE DIFUSION

R R EN GEL, SEGUN OUCHTERLONY

agar amortiguador agua timerosal °o°o° ooc%
purum acetato  desionizada 0 e ©
veronal 12.5 ml *
0.375g pH 8.6 0.25 mlL diluciones de Ag

i

e e v B

cada vez 3 pl

ebullicidn
° 9 0o
24-48 h. a temp. amblente O Oj fo)

% o0

TEcnzca DE cororacron @

ESQUEMA No. 9
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3. TECNICA DE COLORACION DE LOS INMUNOPRECIPITADOS

3.1 Fundamento:

La té&cnica de colbracién se basa en la capacidad que
tienen las protefnas para captar colorantes como el negro
de amido y rojo de Ponceau, asf como en.la.facilidad de -
estos colorantes para penetrar a través del gel de agar
- (33,38). : -

3.2 Equipo:

balanza analftica

relbj de intervalos
3.3 Maferial:

‘probeta 100 ml,

matraz aforado de 1,000 ml.

" ‘cajas de Coplin (3)‘

pinzas millipore
3.4 ﬁeactivos:

Solucién salina isoténica (0.85%)

Solucién de aé. ac8tico al 2% |

Colorante: negro de amido 10 B. Se pesan-o.sﬁg,ae negro

de amido 10 B jvse disuélven en 100 ml de metanol-&cido

: acé#ico.glacial (9:1)
Mezcla metanol-4cido acético giaciél (9:1)
3.5 Mé&todo:
3.5.1»Eliminaci6n de las proteinas que no reaccionaron
Las placas de agar se lavan con solucién salina isot6nica vy
agitacibn durante 6 h.
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lLas placas de agar lavadas éé recubren con tiras de papel
filtro humedecidas, evitanéo que queden burbujas de aire.
Se dejan secar a temperatura amgiente de 24 a 48 h.

Se quitan las tiras de papel de las placas de agar y se =
cdlocan 5 min. en 4cido ac&tico al 2%.

3.5.2 Tincién:

Se colocan las laminillas en la caja de Coplin que contie- .
ne el colorante negro de amido, durante 2 min.

3.5.3 Decoloracién:

Se escurre el colorante y se sumergen las laminillas en -
metanol;&cido,acético glacial 9:1 durante 15 min.

Se hacen varios cambios hasta que el gel de agar quede in=-

coloro y solo las bandas de precipitacién estén teiiidas.
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4, “OBTENCION DEL SUERO INMUNE EN CONEJQOS

Este suero se utilizé como control positivo para la eva -~ -

luacién del método desarrollado.

OBTENCION DEL INMUNOGENO
El semen se obtuvo recolectando las muestras sobrantes de
espermatobioscopias con resultados normales, del centro -
hospitalario "20 de noviembre" del ISSSTE, de la Unidad de
Gineco Obstetricia del Centro M&dico Nacional y de la Clf-
nica 32 del IMss.
Las muesﬁras se mantuvieron congeladas hasta tener un vo-
lumen apreciable, se descongelaron y se centrifugaron 2
veces.a 3,000 rpm. durante 20 minutos para eliminar la ma-
yor cantidad posible de espermatozoides obteniéndose asft
el plasma seminal.
Sé formé un lote, mezclando las muestras centrifugadas, el
cual se esterilizé por filtracién en Seitz. Del filtrado
estéril se separS una muestra de 4 ml. para realizar la
prueba de esterilidad bacteriana y mic6tica; para esto se
sembraron muestras de 0.5 ml. en tubos conteniendo 16 ml
de medio de tioglicoiato flufdo (USP), asf como tubos con-
teniendo el mismo volumen perc de medio Saboureaud 1fgquido
(UsP), los primeros se incubaron a 32-35°C durante 7 dfas
y los de Saboureaud a temperatura ambiente durante 14 dias.
Diariamente se hizo la observacifn de los tubos para eQiden-
ciar cualquier indicio de desarrollo bacteriano o de hongos.
Como no hubo desarrollo se procedif a la inmunizacién de

los conejos.
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ESQUEMA DE INMUNIZACION
Se inocularon 5 conejos, siguiéndose el esquema de inmuni-

zacidén que se describe en la tabla No. 3

TABLA No. 3

dfa | plasma seminal adyuvante completo| vfa de adminis
humano (ml ) de Freund (ml.) tracién

1 0.5 0.5 ~ A intramuscular

8 1.0 1.0 intramuscular
15 0.2 (1:10) - endovenosa
16 0.5 (1:10) - endovenosa
17 1.0 (1:10) - endovenosa
18 0.2 - »| endovenosa
19 0.5 - endovenosa
20 1.0 - endovenosa

Al té&rmino del esquéma de inmunizacidn, se dej6 descansar
a los animales durante una semana y se procedif a hacer la
sangrfa de prueba; la respuesta individual en los animéles
se evalud por el mé€todo de Ouchterlony en su modalidad se~
micuantitativa. En ios casos en que la prueba dié un tftulo
bajo, fue necesario aplicar 2 dosis mis de plasma semiﬁal
de 2 ml, cada una por via intraperitoneal a intervalos de
' ﬁna semana entre la primera y la segunda.

Si el resultado de la §ruéba fu€é satisfactorio, se sangré
a los conejos por puncibn cardfaca. 'Se dej6 coagular ;a
sangre, se separ8 el suero al cual se le adicion6é 1 ml. de

solucién de timerosal 1:100 por cada 100 ml. de suero como
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conservador y se mantuvo en congelacién en alfcuotas de

0.5ml. y 1 ml.

EVALUACION DE 1L0OS SUEROS INMUNES POR EL METODO DE

OUCHTERLONY

La evaluacidén final de los sueros fue la siguiente:

suero: 1 2 3 4
Al término del esq., de 1:40 1:20 1:40 1:40
inmunizacién
Refuerzos
Evaluacidén final 1:160 1:80 1:40 1:160

Se pudieron observar hasta 3 bandas de precipitacién.
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5. CONTRA INMUNOELECTROFORESIS (CIEF)

5.1 Fundamento:

Es una técnica que puede aplicarse a las reacciones
de inmunoprecipitacién siempre que el antfgeno tenga una
movilidad eléctrica con predominio negativo.

El antigeno se mueve hacia el &nodo en el campo eléc-
trico y los anticuerpos que tienen una carga eléctrica muy
baja se mueven hacia el cédtodo debido al fenémeno electro-
endosmético del amortiguador; cuando los dos se unen se
forma una o varias lfneas de precipitacibn visibles en el
medio de soporte (agarosa, gel de agar purificado). En
comparaci6n con el método de Ouchterlony la contrainmuno-
electroforesis se caracteriza por la mayor rapidez en la
formacién de los precipitados (45-60 min) y por su mayor
grado de sensibilidad (concentra a todos los componentes
inmunol&igcos en un solo lugar).

5.2 Equipo:

balanza analftica

cémara de electroforesis

fuente poder
5.3. Material:

.portaobjetos (12)

horadador 2 mm de dismetro
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5.4

capilares (5)

placa de vidrio

nivel de gota

plantilla para perforaci6n

tripié con tela de alambre

mechero

probeta de 50 ml

pipeta de 10 ml

tubos de ensayo 13X100 mm (12)

recipiente con tapa, para c&mara htmeda

matraz Erlenmeyer 125 ml »

tiras de papel Whatman No. 1 de 2.5 cm X 4.5 cm (24)
Reactivos

Amortiguador acetato-veronal pH=8.6 p=0.1 (ver Apén-~
dice II-2).

Agar al 1.5% en amortiguador acetatc veronal pH=8.6
p=0.01

Se pesan 0.375 g de agar. El amortiguadér estd prepa-
rado -con p=0.1, se miden 2.5 ml y se afora a 25 ml
con agua desionizada para tener la fuerza ifnica de-

seada. Se agregan 0.25 ml de timerosal 1:100 como

conservador.

,Aéar al 0.5% para sellar (ver Apéndice II;Z)

Amortiguador acetato-veronal pH=8.6 P=0‘05

Se diluye 1:5 el amortiguador concentrado. .



5.5 Método:
- Preparacién de las placas

Sellado de protaobjetos. Los portacbjetos perfecta~
mente 1im§ios se desengrasan en una mezcla de etanol/ace-
tona. Para sellarlos se barnizan con el agar al 0.5% fun-
dido y se dejan solidificar a temperatura ambiente.

Se funde el agar, se enfrfa a 80°C se colocan en una
superficie nivelada y se depositan 3 ml uniformemente
sobre cada portaojbetos de manera que quede una capa ho-
mogénea, se deja solidificar perfectamente el gel de agar

Se prepara la cidmara hfimeda para ias placas y se co-~
1océn en refrigeracién durante 15 mdn.

Se coloca una laminilla sobre la plantilla y con el
horadador se perfora el gel en forma de filas por pares y
se retiran los cilindros de gel. En cada portaocbjetos
se pueden practicar 9 pares de pozos. Esquema No. 5
Con capilares diferenfes, se colocan las diluciones del
plasma seminql en una de las filas de pozos y en los po-
zos opuestos los sueros. |
- Electroforesis
| :Se llena la cdmara con amortiguador acetato=-veronal
pH=8.6 p=0.05. |

Se colocan. las placas, poniendo el antigeho en el 1§4
do del c&todo. El contacto entre el amortiguador y el gel

de agar se establece mediante tiras de'papel filtro
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Whatman No. 1

Se aplica un potencial de 9 v/cm durante 45 min.
5.6 Ihterpretacién
La presencia de bandas de precipitacibn entre el an-
tfgeno y el suero, se considera como una reaccién positiva.
El tftulo de anticuerpos estari dado por la dilucién

m&s alta de antfgeno que al reaccionar con el suero de

bandas de precipitacién definidas.
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA.

Solucién de Alsever

REACTIVOS

Para preparar 100 ml de Alsever se pesa:

glucosa:

citrato de sodio:

ac. citrico:

NaCl:

Se afora a 100 ml con agua destilada.

2.05 g
0.80 g
0.055 g
0.42 g

Se reparte en

3 matraces Erlenmeyer de 125 ml depositando 27 ml de soclu-

cibén de Alsever en cada uno; se tapan con torunda de algo-

dén v gasa y se esterilizan a 121°C durante 10 min.

Se guardan los matraces en refrigeracifn hasta su uso

Amortiguador salino de fosfatos

Soluciones concentradas

Na,HPO, KH,PO, NaCl
0.15 M 0.15 M 0.15 M
Na,HPO, 21.3 g KH,PO, 20.4 g NaCl 8.8 g

se afora al 1,000

mililitros

se afora a 1,000

mililitros

‘se afora a 1,000

mililitros

TABLA No. 4

Para 200 ml de amortiguador salino de fosfatos (ASF)

pH = 7.2, 'se mezclan:
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KH,PO, 0.15 M 24 ml

Na2HP04 0.15 M 76 ml
NacCl 0.15 M 100 ml
Se ajusta el pH a 7.2 con HC1 0.1 N
Para 200 ml de amortiguador salino de fosfatos (ASF)

pH = 6.4, se mezclan:

KH2P04 0.15 M . 67.7 ml
Na2HPO4 0.15 M 32.3 ml
NaCl 0.15 M 100.0 m}

Se ajusta el pH a 6.4 con HCl 0.1'N

Ac. t&nico 1:20,000

Se pesan 10 mg de &cido tdnico agregando 10 ml de
amortiguador salino de fosfatos pH=7.2 quedando una so-
lucién 1:1,000. - ‘

Se midenrl.s ml de la dilucién 1:1,000 Y se agregan

28.5 ml del amortiguador (solucién 1:20,000)
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