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CAPITULD (1. INTRODUCCION

La respuesta del sistema inmunitario puede ser modi ficada por
una larga seris de factores, los cuales son tanto de origen endégeno
como exégeno. Entre estos Gltimos se pueden mencionar la exposicién.
a radiaciones, la inhalacién de vaporas qﬁe contienen ciertos metales,
la administracisén de aqunos medicamentos y la ingestién de agua o
alimentos en cuya composicién quimica se ancuentran elementos o
sustancias que pueden influir sobre la inmunocompetencia. Entre los
principales factores endégenos se encuentran las citocinas, las
hormonas, los neurotransmisores, los mediadores de la anafilaxis que
derivan del Acido araquidénice y algunos productos 1liberados por
células malignas. Existe ademis una gran cantidad de aoegundos
mensajeros que s ocupan de llevar la seffal, inmunoestimulante o
inmunosupresora, desde 1la matriz extracelular al ntcleo de 1los
linfocitos. Cada uno de esos factores puede actuar por diferentes
mecanismos y provocar distintos grados de alteracidn inmunoldgica gque,
fundamentalmente, dapende de las variables tiempo y cantidad. Por
lo general, los factores endégenocs actlan como inmunomoduladores vy
tienen actividades bioldégicas que pueden ser sindrgicas o antagénicas.

La suma de estas acciones contribuye a mantener la homeosntasis
del sistema inmunitario.

Entre las sustancias {nmunomoduladaras endégenas de naturaleza
hormonal, se encuentran los glucocorticoides, la tiroglobulina, la

pProlactina y los esteroides geruales.



En relacién a la actividad inmunomodul adora de sstos Ultimos, se
puede decir que las interacciones inmunogonadales han sido estudiadas
desde hace varias décadas porque se las ha considerado importantes para
la fecundacién y la evolucidén del embarazo, asi como por &u relacion
con la aparicién de algunas enfermedades autoinmunitarias y con
algunos cambjos bioquimicos e inmunoldégicos caracteristicos del
envajecimiento.

En este trabajo se estudia si existe una relacion entre la
inmunidad celular de un ¢grupo de ratones y la actividad de sus
vesiculas seminales, las cuales son glandulas de secrecidn exterpa
anexas al aparato reproductor masculino de los mamiferos.

Las vesiculas seminales no son glandulas enddcrinas que 1liberan
hormonas y, por lo tanto, hasta ahora no han sido inclufidas en los
esquemas convenc ionalas para axplicar las interacciones
inmunogonadales.

Sin embargo, on los Gltimos afos, en el Departamento de Biologia
de la Facultad de Quimica se han realizado wvarias investigaciones
cuyos resultados sugieren que, en animales de laboratorio sometidos a
ciertas condiciones experimentales, existe una franca relacién entre
la falta o la atrofia (envejecimiento) de las vesiculas seminales y la
capacidad de los ratonaes para producir anticuerpos.

El objetivo de este trabajo es estudiar si la falta de las
vasiculas seminales influye también sobre la capacidad que tienen los

infocitos de los ratones para proliferar, despuds de su aestimulacién

in vitro con el mitdédgeno Concanavalina A,



CAPITULO I1. ANTECEDENTES.

2.1.-Interacciones inmunogonadales.

Son relativamente recientes trabajos que nos han permitido
conocer como el usistema inmunitario, antes considerado practicamente
autdnomo, es capaz de interrelacionarse con todos o casi  todos los
sistemas del organismo. Dentro de esta nueva concepcidn del sistema
inmun:itario, las interacciones inmunogonadales han merecidc particulear
importancia. (1),

Histéricamente, las funciones de los drganos reproductivos e
inmunolégicos han sido conocidas como actividades biolégicas
independientes. La primera rolacidn entre estos dos sistemas fue
informada en 1898 por Calzolari,segun la referencia de Grossman (1),
ui cual ohservé que los conejos castratdos antes de su madurez sexual,
tentan la giandula timo mas grande que la de los animales control.

Esta primera observacidn no pudo ser interpretada porgue, para
esa fecha, se desconocia que el tinn {ormaba parte del sistema
inmunitario.

£n las décadas siguientes se fueron acumul ando una
evidencia considerable, resultado de numerosos estudios en animales de
laboratorio, a favor de que los estrégenos y los andrégenos sf{ pueden
influir sobre la respuesta del sistema inmunolégico y , ademis, ticnen
una funcidn muy importante en la regulacién del mismo y en 1la

diferenciacién de sus componentes celulares.



Asi por ejemplo, cuando los animales son inyectados con grandes
cantidades de andrégenos o estrégenos, pueden presentar wna atrofia

del timo y de los érganos linfoides secundarios (2).

AN no se conocen perfectamente todos los wmecanismos que
participan en las interacciones inmunogonadales. En este sentido,
hasta ahora se han propuesto dos hipodtesics. La primera sostiene

que el control gonadal se ejerce directamente, a travées de la
informaci®n codificada en los cromosomas sexuales. La segunda
propone que @1 control gonadal es indirecto, 3 través de las hormonas
sexuales. Sea en una u otra forma, actualmente ya se ha demostrado
que tanto los andrégenos como los estrdédgenos son moduladores de la
respuesta inmunoldgica, ya que pueden provocar una estimulacidn y/o
una inhibicidn de las principales actividades de los linfocitos (3).

Algunos estudios han demostrado que las hormonas gonadales
regulan las interacciones entre las diferentes subpoblaciones de
célules del sistema inmunitario, promoviendo la maduracidén de los
linfocitos T y 8, incremgntando la produccidn de anticuerpos &
modulando la inmunidad celular (4). Numerosas observaciones clinicas
y experimentales han comprohade que el sexo de los individuos influye
significativamente sobre la frecuencia con la que se presentan ciertas
patologias inmunolégicas, particularmente en las enfermgdades
autoinmunitarias (S).

Las enfermedades autoinmunitarias son maAs frecuentes en las

personas ¥y animales de sexo femenino,



Diversos estudios han confirmado que la relacién mujer : hombre
se desvia significativamente hacia el sexo femenino, en €! caso de la
artritis reumatoide (3:1), el lupus eritematoso sistémico (10:1), el
sindrome de Sjogren (9:1) y la tiroiditis de Hashimoto (9:11) (6).

Los resultados de algunos trabajos sugieren que las mujeres
tienen una respuasta inmunolégica mas efectiva que la de los hombres,
se ha observado que las mujeres presentan niveles mas altos de IgG e
IgM. Pe igual manera en el caso de 1os animales se ha observado que
la respuesta humoral es mis intensa en las hembras que en los machos
7).

Diferentes trabajos experimentales han moestrado que después de
lesionar o extirpar las génadas se praesentan algunas alteraciones en
la competencia inmunolégica del animal . La influencia de las
bormonas gonadales sobre el sistema inmune de los vertebrados ha sido
estudiada particularmente en animales de sexo femenino. Los trabajos
mas extensos han investigado los ratones hembra con una predisposicidén
genética a 1las enfermedades autoinmunes y a las alteraciones
inmunolégicas asociadas al embarazo y al envejecimiento (B).

El efecto modulador de los andrégenos y los estrédgenos sobre la
actividad inmunoldgica probablemente se debe a los receptores
especificos para estas hormonas que existen sobre la membrana de las
células linfoides. Los érganos linfoides mAs estudiados han sido el

timo, los ganglios linfAticos y el bazo (.



Las hormonas sexuales influyen sobre las funciones del timo, el
cual es el 4rgano central del sistema inmunitario. Los estudios
realizados hasta ahora establecen que el timo mse encuentra contreolado
por los estercoides sexuales, los cuales puseden alterar la produccion
de las principales hormonas timicas,en lineas generales se ha
propuesto que los andrégenos aumentan y los estrégenos disminuyen la
sintesis de las hormonas timicas (10). A su vez, estas hormonas
influyen sobre las respuestas, humoral y celular, del sistema
inmunitario. De este modo, las hormonas gonadales tienen una
actividad importante como moduladores de la respuasta inmunolégica de

los organismos vertebrados (11).,

2.2.-Interacciones neuroenddcrino—-fnmunoldgicas.

Tradicinnalmoente, el control de la respuesta inmuncldégica ha sido

visto como el resultado de las interaccionws entre una gran cantidad

de células inmunccompetentes, las cuales exgresan diferentes
receptores y marcadores de membrana en la superficie y secretan
numorosos lacisn concci 123,

Se ha observado que los sistemas nervioso y enddcrino también
participan como moduladores de la resbuesta inmunol égica, entre
otras acciones, los productos del sistema narvioso, neuropeptidos,
somastostatina y los cambios celulares pueden influir scbre 1la
maduracidn y el funcaionamiento de los linfocitos T y B, asi como sobre

la produccidén de anticuerpos (13),.



Lo anterior ha permitido proponer que los dos sistemas, nervioso
y endécrino, son los que ejercen una inmunomodulacién mas activa y
efectiva (14,

Los mocanismos por los cuales se presenta una inhibicién o
una estimulacion neuroendocrinolégica de la respuesta del sistema
inmunitario no han sido completamente aclarados todavia. Una gran
parte de la informacion écunulada en este sentido se apoya en las
alteracionaes inmunoldédgicas obeservadas deoszpudz do provocar lasiconas o
enfermedades del sistema neurocenddcrino (153,

De acuerdo a los resultados obtenidos por diversos autores v
tomando en cuenta el alto grado de versatilidad de las respuestas,
tanto del sistema inmune como del sistema neurocendécrino, se puede
sugerir que entre ellos existe una relacidn compleda que involucra
diferentes tipos de células y estructuras capaces de emitir y recibir
sefflales bidireccionalmante.

Hasta hace poco tiempo las principales interacciones entre 1los
sistemas inmunitario y neurcenddécrino, se relacionaban con la
produccién de las hormonas glucocorticoides en el curso de varias

situacionaes provecnd

T8 QUE repreneniaban un  stress
para las personas o los animales de laboratorio.

Sin embargo,se ha demostrado que el sistema inmunitario puede
presentar alteraciones o©on funciones dabido a 1la interaccidén con
numerosos productos sintetizados a diferentes niveles del eje
hipotalamico -pituitario —-gonadal (1S, La mayoria de las células y

los érganos que forman parte del sistema no escapan a la influencia
neurosnd4crina.
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Fig.1 Esquema de las principales interacciones entre los
sistomas inmunitarioc y enddcrino.(28)>.

Por otro lado, tampoco el sistema endécrinoc se escapa a la

influencia directa o indirecta de algunos productos del sistema

inmunitario, como son las interleucinas IL~1, IL-2 , IL-6, la fraccion

% de 1a timopina y las timosinas @ ¥ ﬂd (16).
Varias citocinas, como los IFN~-a o 3 y las Il~1 e |IL-6, puadsn
actuar directamente sobre el eje hipotalamico—pituitario. Sin

embargo, ellos no son los Gnicos mediadores. (16) (figura No 1)



En esta relacidén bidireccional entre los sistema neuroendédcrino e
inmunolégico también existen varios otros productos sintetizados por
células del sistema neuroenddcrino que representan seffales de
activacién o son factores de regulacidn para la respuesta del sistema
inmunitario. Tales son 10s casos de las hormonas peptidicas del
crecimiento (GH), la prolactina (PRL), la hormona estimulante de
cortdza adrenal (ACTH) y 'la hormona estimulante del tiroides (TSH),
que ayudan a mantener las relaciones existentes entre los dos sistemas

(17) figura No 2.
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Fig.2, Esquema de 1las principales interacciones entre el
sistema inmunitario y los productos de secrecion del
hipotalamo, la hipdfisis y las gdnadas.(1).



2.3.-Mecanismos propuestos.

La modulacién del sistema inmunoldgico por el sistema gonadal se
lleva a cabo mediante diversas interacciones, en las cuales pueden
participar las diferentes hormonas sexuales, asi como como tambhién las

secrecioness de las glandulas anexas al aparato reproductor masculino
[$3- 9

El esteroide sexual testosterona puede actuar a diferentes
nivales del eje nourownddcrino-inmunoldgico, ya sea regulando la
interaccidn de las génadas con el hipotalame y la piturtaria y con el
sistema inmunitario, en dondes actda modificando principalmente el
microambiente de la glandula timica.

Por su parte, el plasma seminal contiene factores
inmunosupresores que actuan a un nivel local, sobre la mucosa del
aparato ganital femonino, facilitando la roproduccidén ye gque suprimen
la sensibilizacidén femenina por los antigenos del esperma (19),

Ademds , varios estudios recientes realizados sobre las vesiculas
seminales han demostrado gque cuando faltan estas glandulas dea
secrecidn externa se produce una disminucidn en la produccién de
anticunrpes o nivel sistdnico, (20) Hasta ahora nn =2 conacaen Yos
mecanismos por los cuales la actividad de estas glandulas exoécrinas
se relaciona con la respuesta inmunitaria humoral .

Sin embargo,ha sido posible proponer algunas hipdtesis que estan
fundamentadas principalmente en el conocimiento que se tiene sobre las
principales actividades de las vesiculas seminales como glandulas

accesorias al aparato reproductor masculino.
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La actividad inmunosupresora del plasma seminal (semen) ha sido
relacionada con su contenido de productos secretados principalmente en
la préstata y las vesiculas seminales. Los factores inmunosupresores
mas conocidos del plasma seminal son las prostaglandinas las
poliaminas , los neurotransmisores y el zinc (21,22), Couthino Yy sus

colaboradores (23), aislaron del li{iquido seminal una proteina que se

comportabe como un agonte inmunosupresor cuando sup acdivi
era probada jn viveo e in vitro.

El zinc es uno de los componentes del plasma seminal que mas ha
llamado la atencidn, debido a dos caracterfisticas importantes. tLa
primera es que las vesiculas seminales contienen una gran cantidad de
este clemanto traza.

La segunda son las propiedades inmunomoduladoras que tiene ¢l
zinc en el organismo ya que @1 forma parte de una metalohoermona
timica y @5 un cofactor esencial para numorosas enzimas (NPasa por
ejemplo) nocesarias para que se lleve a cahbo la respuesta del sistema

inmunitario (24).

14



Fig.3.Esquema que representa la unién de un Atomo de zinc
a cuatro puntos diferentes de una cadena polipeptidica.
De este modo el elemento traza influye sobre la
conformacién de la molécula y sobre la explicacién de
algunas de sus actividades hioldgicas (243,



2.4.-Actividad inmunosupreasora del plasma seminal.

El plasma seminal esta compuesto por una mezcla de secrecionus
que proceden de varias glandulas anexas at tractoe reproductor
masculino. Entre stas se eancuentra el epididimo, las vesiculas
seminales, la prostata y las glindulas bulbo uretrales.

Algunos de los componaentes del plasma seminal m&s conocidos aon
las transglutaminasas, uteroglobulinas, receptores para la porcidn
poliaminas, prostaglandinas E (PGEzl, ﬁz—microglobulin.'. ¥ zinc
(21).Cfugura No 3

Numerosos estudios realizados jin yitro han demostrado la
participacién de dichos wslementos en la supresion de algunas
actividades inmunolégicas. El plasma saminal, por ejemplo, suprime
la actividad da las células NK, rsduce la activacidn del sistema
complamento y, ademas, tiene un efecto inhibidor sobre la unidn de la
porcion Fo de los anticuerpos Ig6 con sus receptores que se encuantran
oobre la suparficie de la meabrana de numerosas células (24,235}

La inmunosupresién inducida por 1los factores presentes en el
seran no se lleva a cabo en una forma sistémica, si no que mas bien
parece que se eJerce solamente sobre la superficie de las mucosas.

De este modo, £l plasma seminal provoca un abatimiento de los
macanismos defensivos localus y, a ese nivel, permite la sobrevida de
los espermatozoides ¢ impide la sennibilizacién de la mujer con los

antiganos do histocompatibilidad paternos .
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Otras inv..gtigaciones han demostrado que el plasma seminal
tasbién puede interferir, divecta -] indirectamente, con las
actividades de las principales poblaciones de células del sistema
inmunitario, como los linfocitos T, B y NK y/o los macrédfagos (21).

Por otra parte, se han publicado varios estudios cuyos resultados
damuestran que el plasma seminal posee una potaente actividad
inmunosupresora in yitro.

Diferantes trabajos exporimontales han demostrado que después de
axtirpar cualquier glandula primaria del aje
hipotalimico~-hipofisario-gonadal, se obhservan slgunas alteraciones en
la competencia insunolégica del animal (B8,17).

Dentro del sistema gonadal masculino, la actividad secretora de
los érganos anexos (préstata, vesiculas seminales y glandulas bulbo
uratrales) depende principalmonte de las  hormonas gonadales -]
hipofisarias (prolactina, por ejemplo ) asi como de la accidén de
var ios neuropéptidos, que tienen una concentracidn elevada en las
secreciones de las vesiculas seminales (26,27).

Las msecreciones de las glandulas anexas al aparatoc no habfan
8idc ra@lacicnzdaz con lz2= funcieones del tefide lin'?idn hasta que
descubrieron las actividades inmunosupresoras del plas;a seminal.

Otros estudios comprobaron que las glandulas seminales influyan
scbre la competencia inmunoldgica de los linfocitos esplenicos ya que
la extirpacién experimental de las vesiculas disminuye la capacidad de

esas células para sintetizar anticuerpos.
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Estos vesultados sirvieron para proponer que las vesiculas
seminales son glandulas accasorias de secrecidn externa que, sin
emhargo, parecen participar activamente en las interaccionas entre los

sistema neuroendécrino e inmunolégico (8, t18).

18



CAPITULO IIl. OBJETIVDO E HIPOTESLS.

€l pressnte trabajo tiene como objetivo conocer si la extirpacién
de las vesiculas soninales pusde o no compromgter la raespuesta

proliferativa de los linfocitos T de ratones Balb/c.

La hipdtesis propone que 1la eaextirpacion de las vesiculas
seminalas disainuye la respuesta proliferativa de los linfocitos

astimulados jpn yitro con el mitégeno Con-A.
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CAPITULO IV. DISENO DEL EXPERIMENTO

Se trabajo con dos grupos de animales, usometidos a diferentes

condiciones experimentales, a los cuales se les midid la misma

respuesta de sus linfocitos esplénicos, tal como =& indica en el

cuadro siguiente.

GRUFPOD CONDICION NUMERO MEDICION
ANIMALES SIN LINFOPROLIFERACION
1.- VESICULAS SEMINALES. 10 IN VYITRO,
EDAD DE 4 MESES. (sin vs).
2.~ ANIMALES CON LINFOPROLIFERACION
VESICULAS SEMINALES. 10 IN VITRO.

EDAD DE 4 MESES. (con vs).

El trabajo se dividié en dos partes. £&n el
se extirparon las vesiculas seminales de un grupo
tres semanas de edad. En otro grupo de ratones
adad, sSc realizd la misma intervencidn quirargica

las glandulas seminales.

20
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En la segunda parte del trabajo, cuatro wmeses mas tarde, se
procedid a sacrificar los animales y obtener sus cé¢lulas esplénicas
para estudiar in vitrg su respuesta proliferativa despuds del estimulo
con la Concanavalina A <(Con A), midiendo 1la incorporacidén de

t3H1-timidina.

4.1~ Extirpacidin de las vesiculas seminales.

La extirpacién quirdrgica se raalizé cuando los ratoncs macho

tenfian 3 semanas de edad, cuando todavia no habian madurado

sexualmente y adn era escasa la irrigacion vascular de sus tejidos.

Es decir, De acuerdo al disefio del axperimento, las vesiculas

saeminales fueron extirpadas antes de gque ocurriera su maduracidn y se
iniciara su actividad secretora.

€1 procedimiento guirdrgico se llevd a cabo previa anestesia deo
los animales y limpieza de la piel con una solucidn antiséptica. Una
ver vrveaalizada la tncision en la piel, se procedid a cortar

longitudinalmente la pared muscular y @1 peritoneo contiguc en la

aitad inferior del abdossn de los ratones. Al quedar expuest'a la
cavidad abdominal, las glandulas se localizan , desplazango la veojiga
hacia fuera y abajo. ta inafcidn para extirpar 1las vesiculas

wwainales se hize lo mas cercano posible al tejido prostatico.
La pared muscular y el poritoneo se suturaron en un solo plano

con Catgut 4-0 y ,al final, la picl s sutur® con seda
quirdrgica 4-0.

negra
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4.2-Estudio de la respuesta linfoproliferativa in vitro,

El estudio de la respuesta linfoproliferativa se realizé cuatro

mesaes después de la intervencidn quirurgica, mediante

incorporacisn de atH]—timidina al nucleo,

1a pruagba de

para medir la intensidad da
la estimulacidn de los linfocitos esplénicos cultivados en presencia

de Concanavalina-A.

22



CAPITULO V.  MATERIAL Y METODOS .

S.1- Animales .

Se utilizaron ratones Balb/c, machos, recién nacidos, que fueron
obtenidos del Bioterio de la Facultad de Quimica (UNAM), en donde
permanecieron durante el transcurso del experimento bajo las mismas

condicionaes, ccn alimento (Bluebonnet, Brand) y agua ad libitum,

S5.2- Cultivo de Células y estimulacién con el mitégeno.

Los animales de cuatro meses fueron sacrificados por dislocacién
cervical. Bajo condiciones de esterilidad, se les abridé 1la cavidad
abdominal y se procedid a extirpar bazo.

Las células de este organo linfoide se perfundié con S ml de
solucién salina balanceada (BSS) esteéril sobre una caja Petri esteril.

Las células fueron lavadas dos veces con BSS y posteriormente
suspendidas en una solucién hemolizante de NH4c1 al 80 %Z y Tris base
al 20 7%, con el propduits do eliminar globulos rojos y facilitar el
contec de células viables.

Una vez eliminados los eritrocitos, las células mononucleares
esplénicas se resuspendiecron en 1 @l de medio de cultivo RPMI 1640 (HY
CLONE LABORATORIES Inc., USA,430-1800 EAY suplementado con suero
bovino fetal al 10 7% (FLOW taboratories Inc., USA,A-1115-D) que Hhabila
sido previamente inactivado 30 minutos, a S6C, y al cual se affadis

Penicil ina—Estreptomicina al 17 (Microlab, Mxicod, aminoacidos no
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esenciales al ©.5% (Microlab, Mx::z0), t-glutamina 200 mM al 0.5 Z y
2SmM (HEPES Microlab, Mxico). El medioc de ~ultivo se mantuvo a 4 C
y fue suplementado el dia de su uso, bajo condiciones de
esterilidad.

La viabilidad de las cé¢lulas se determind por exclusién del
colorante azul tripano, preparade al 0.4 % an SS1 (Sigma
sChemical,T-6146, Co, U.S.A.) El ndmzro de <células necesario para
los experimentos fue determinado mediante un conteo bajo microscopic,
con un ocular 40X, utilizando la cuadricula de una camara de Neubauer.
Una vez contadas las células viablez, se ajustd una suspensidn do tal
forma que el numero de cé¢lulas deseado 300 000 siampre quedara en un
volumen de 100 ul. -

Se aNadieron 100 wl de cada suspensidn de células esplénicas mas
100 ul de medio de cultiveo RPMI 1640 recién suplementado an 6 pozos
de 300 ul de una microplaca (Costar, U.S5.A. 3896).

La estimulacion de las células fue realizada al ahadir 100 ul
del mitégeno Con~-A IV a una concentracidn de 2 ug/ml (Sigma Chemical
Co., USA) a cada tres poros de los seis en donde se habia vepartido
la suspensién célular de cada animal. A los tres pozos restantes no
ae les afadis mitogeno.

La microplaca se mantuvo en incubacidn durante 72 horas a 37 L en
una atmésfera de C02 al 5%, con 19.7% de humedad.

Despuds de S4 horas de cultivo, se aMadié 3 Cu de (3H]—t£m£dina
en cada pozo (TRA 120 Batch 326 ) Postericormente se incubd la
microplaca 18 horas a 37C Bajo las mismas condiciones de atmésfera y

humedad gue ya han sido mencionadas.
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Las células se procesaron en un cosechador (modelo 24 V-BRANDEL,
U2RY que depoxitd el contenido de cada pozo sobre el papel de fibra
de vidrio (WHATMAN, USA) con poros de 0.4 p. Las tiras de papel se
dejaron secar a temperatura ambiente y, posteriormente, fueron
separadas @ introducidas en viales (WHEATON, USAY) de 20 w1 que
contenfian 5 ml de liquido de contelleo cospuesto por 2.5 difenil
oxazol y POPOP , (bis (2-(S5-fenil oxazol))) hanceno. Estas dos
sustancias == dicolvieron en tolueno y la solucién se mantuvo a 4 C ,

La radiactividad fué medida en un contador de centelleo (TRI-CARB
300, PACKARD, USA). Las lecturas fueron registradas como cuentas
por minuto (cpm). Cada auestra de cé¢lulas esplénicas fue cultivada vy

estimulada por sextuplicado, de modo que, por cada animal wutilizado,
al final se obtuvieron tres lecturas de la incorporacién de timidina
por las células @stimuladas y otras tres lecturas de la incorporacidn

del isétopo en condiciones basales.
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5.4~ Analisis estadistico.

La heterogenicidad de las varianzas se demostré por la prueba de
la x2 de Bartlett (28).

Para establecer el grado de significancia de 1las diferencias
antre las medias de 10s dos grupos estudiados, se utilizé la prueba ¢
de Student, con el agregado de Welch (28) de dos colas, para muaestras
independientes de tamafio diferente y con varianzas no homogéneas, con

un nivel de cortc =l 95%.

Prueba de t de Stundent-HWelch.

f - 3
. = 1 2
2 2
Sy + 8
Ny Ny

Donda, X as la media, 52 1a varianza y n el tamafio de las

suestras,
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Prusba de Bartlett.

£s¥n -0 Ly e
In ——————— gn - ]2 Ein e a1
R CEETE CLE A ‘ S o

K+ 1

PR 3 (K- 1) (N~ K)

donde, 1ln es logaritmo natural, s* es la varianza, n el tamafio

de la muestra, K el nGmerc de grupos y N el tamaffo total o sumatoria
de las muestras.

Grados de libertad (gl) segan el agregadc de Welch.

2
o3 o
1 2
P ——
n n
s -
gl = = -
52 2 2 2
i =
n,- 1 n, = 1
-+
nl nz

donde, gl son los grados de libertad, «* las varianzas yn el

tamafo de las muestras.
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CAPITULO 6. RESULTADOS

Los valores del promedio y de los indices de estimulacién fueron
superiores en los cultivos de linfocitos de los ratones sin vesiculas
seminales, como se puede observar en las Tablas 1 y 2, asi como en la
grafica 1. Sin embargo, el anilisis estadistico de 1los resultados
reveld que estas diferencias no eran significativas (p > 0.05). Por
consiguiente, en el grupo de animales estudiados, la extirpacién de
lac glindulas seainales no modificd significativamente, cuatro moses
después de la intervenciédn quirdrgica, la respuesta proliferativa de
los linfocitos esplénicos estimulados con 1la Concanavalina A. De
acuerdo a los resultados del analisis estadistico, se rechaza la

hipdtesis de trabajo (Ha) y se acepta la hipoétesis de nulidad (Hod.

TABLA 1. INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA AL NOCLEQ DE LOS
LINFOCITOS, ESTIMULADOS CON Con-A. (cpm).

ratones N X < S (un)
con VS 9 34,508 9,543.3
sin VS 10 44,810 17,214.9
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(#) cpm, después de restar la lectura promedio que fue obtenida de
los linfocitos que no fueron estimulados. Los promedios
de las lecturas basales de las células no estimuladas, fueron
3304 y 3992 cpm para los linfocitos de los ratones sin
vesiculas seminales y para los de los ratones control,
respectivamente.

(##) desviacidn estandard.

TABLA 2. INDICE DE ESTIMULACION DE LODS LINFOCITOS, DESPUES

DE EXTIRPAR LAS VESICULAS SEMINALES.

ratones N X o S (% ®
con V8 9 11.0S 7.80
sin VS 10 16.64 12.27

(#) Valores obtenidos después de dividir las cpm en los
cultivos de los linfocitos estimulados entre las cpm de
sus respectivos controles que no habian sido estimulados,
tanto en el grupoc de los ratones sin vesiculas seminales

como en el grupo de los ratones sanos.

(#%) Desviacién estandard.
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CAPITULD VII,~ DISCUSIDN.

Los resultados del presente trabajo muestran que, cuatro mesas
después de la extirpacién quirtrgica de las vesiculas seminales, los
ratones Balb/c no wmodificaron la respuesta proliferativa de sus
linfocitos esplénicos cuando éstos fueron estiaulados con el wmitédgenc
Con-A. Los reaultados coinciden con los que habfan sido publicados

en un estudio previo realizado con ratas Wistar , o©on las cuales se

observé que los linfocitos esplénicos de los animales operados podfan

provocar una reaccidon injerto contra huésped (GvH) de la misma

intensidad gue la inducida con 1los linfogitos esplénicos de los

animales normales (8.

Sin esbargo, estos dos resultados, obtenidos al explorar la

inmunidad celular de roedores sin vesiculas seminales |, contrastan

significativamente las observaciones realizadas al estudiar la

respuesta de anticuerpos en animales sometidos a las mismas
condiciones experimentales. Tanto en las ratas como en los ratones
1nmunizados «con gldbulos rojos de carnero (GRC), albdmina Y

Yipopol isacsr idos (LPS) o infectados con IasEniz cvassiceps,

diferentes grupos de investigadores han encontrado que 1la falta de

las vesiculas seminales provoca una reduccidn significativa en 1la

produccién de anticuerpos contra los inmundgenos mencionados y los

antigenos del parasito.
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Hace varios affos, Byfield y Howard (29) observaron que los
linfocitos de 1los ratones de una cepa, caracterizada por tener
deprimida su produccidn de anticuerpos, conservaban intacta su
capacidad para inducir una reaccién GvH. Ya que las reacciones GvH
dependen de la competencia de los linfocitos T del animal donador, los
autores consideran que las dos respuestas,humoral y celular,se habian
dasarrollado en una forma independiente y expresaban la actividad de
dos subpoblaciones de linfocitos diferentes que so encontraban
modulados por factores distintos.

El caso anterior ejemplifica la importancia de los factores
modul adores. Aunque el sistema inmunitario se conserve normal, es
posible que su respuesta se incremente o se deprima transitoriamente a
cauca de diversos cambios, fisioldgicods o patoldgicos, que pueden
ocurrir en los mecanismos encargades de modular la inmunidad.

De ah{ 1la importancia de los factores moduladores que pueden
influir, positiva o negativamente, sobre la intensidad de 1la
respuesta del sistema inmunitario. Todos ellos pueden tener varios
mocaniamos de accidn diferentes que han sido estudiados extensamente
durante ios ultimos afos. La modulacién de la inmunidad (a trsevés del
sistema nervioso, las hormonas o los componentes de la dieta)
constituye un capltulo nuevo de la inmunologia, que rapidamente ha
aumentado su extension y su complejidad.

Algunas de las actividades de las vesiculas han sido ubicadas en
este contexto. E£stas glandulas no solamente participan en &1 proceso
de la fecundacién sino aue también pueden ser incluidas en la red de

interacciones que relacionan los sistemas gonadal e inmunitario.
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Los resultados publicados en trabajos previos han permitido
proponer que esas glandulas anexas al aparato raproductor masculino
s0n necesarias para que se lleve a cabo una produccién adecuada de
anticuerpos.

La extirpacidn temprana de las vesiculas seminales ( en roedores
que tienen menos de un mes de edad) provoca una declipacion gradual de
la sintesis de inmunoglobulinas, lo cual se manifiesta en una forma
evidente y estadisticamente significativa cuatro meses daspué¢s de 1la
intervencidn quirdrgica. Los resultados del presente  trabajo apoyan el
punto de vista en favor de que la falta de 1las vesiculas seminales
solamente deprime la respuesta de los linfocitos B y no inter fiereon
la respuesta de los linfocitos T. Hasta ahora, en la literatura
revisada, no sc han encontrado trabajos que estudien los mecanismos
por los cuales se lleva a cabo este efecto inmunomodulador selectivo.

Sin embargo, la informacidn recopilada sobre 1las interacciones
inmunogonadales (parte de la cual bha sido revisada en el segundo
capitulc de la Tesis) , permite proponer que la falta de las vesiculas
seminale@s medifica, al menos, dos de los mecanismos que participan en
1a modulacién de la inmunidad.

Uno de ellos puede ser el de la inmunomodulacidn hormonal. Esta
proposicién se puede sostener porque las vesiculas seminales, 1o mismo
que la préstata, contienen receptores para la hormona hipofisaria
prolactina (PROL). Existen varios trabajos que demuestran como la PROL
es necesaria para el desarrollo normal y para la expresion de las

principales actividades de las glandulas anexas al aparato reproductor

masculino,
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Entre estas tltimas se pueden mencionar la captacién de z2ing,
la cual se encuantra aumentada despus de la administracién de PROL y
de la hormona estimulante de las células intersticiales.

La asociacién inmunogonadal se justifica en este caso porque los
linfocitos también poseen receptores para la PROL y por que algunos
cambios en la produccién de esta hormona han sido correlacionados con
varias alteraciones en la modulacién de la respuesta inmunitaria.

Como se puede observar, aungue ce acepte la relacidén entre PROL e
inmunidad, no esté aclarado el o los mecanismos por los cuales la
hormona influya sobre la actividad de los linfocitos, ni tampoco las
subpoblaciones que son susceptibles. De todos modos, es evidente que
al extirpar las vesiculas seminales se elimina una parte importante de
los receptores gonadales que tienen los ratones para la PROL.

Este hecho puede repercutir, de alguna manera, sobre ta
interaccién gque normalmente debe existir entre PROL y linfocitos o
influir sobre la tasa de produccidén de la hormona por la hipdfisis.

Otro mecanismc inmunomodulador que, hipotéticamente, podria estar
alterado en los animales operados de nuestro experimento, es 1la
relacidn que existe entre la concentracidn de zinc on los teijidos y
la calidad de la respuesta del sistema inmunitarie. Ei zinc es un
elemento esencial para la multiplicacidn y el funcionamiento de los
linfocitos, de tal modo qQue cuando su concontracidn disminuye o
aumenta, por arriba o por abajo de unos limites sumamente estrechos,

se modifican la calidad y la intensidad de la respuesta inmunitar:a.
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El zinc es necesario para el timo porque la timulina es una
metalhormona figura 3,y ademis, resulta igualmente necesario para las
vesiculas seminales porque el liquido seminal contiene una elevada
cantidad de este elemento traza Jjunto con otros tejidos pero
principalmente el timo.

Algunos resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio
sugieren gque la concentracion de zinc en el timo disminuye después de
la extirpacion de las vosiculas seminales. Si esto se puede confirmar
mas adelante, se podria establecer una relacidn evidente entre 1123
extirpacién de las glandulas anexas, €] metabolismo del zinc y las
alteraciones inmunoldgicas de los animales sin vesiculas semipales.

Sin embargo, todavia no se tiene la suficiente cantidad de
resultados como para apoyar algun mecanisamo de inmunomodulacidn
concreto que explique la participacidn de las vesiculas seminales en

la modulacidn de la respuesta inmunitaria.
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CAPITULO VIII.— CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permite

llegar a las siguientes conclusiones:

1.- La extirpacion de las vesiculas seminales deA los ratones
machos Balb/c no modific®, en una forma estadi{sticamente significativa
la respuesta proliferativa de los linfocitos estimulados in vitra con
Con—A.

2.~ Los resultados obtenidos confirman los resultados de trabajos
anteriores en los cuales se habia observado que la extirpacidn de las
vesiculas seminales no modifica la respuesta de los linfocitos T
contra cé¢lulas alognicas .

3.~ Como los linfoclitos de los animales sin  vesiculas seminales
mostraron una tendencia, no significativa, a incorporar mayor cantidad
de timidina tritiada que los linfocitos de 1los controles y como,
ademas, el namero de animales estudiado fue muy pequefio, sérla
conveniente repetir este estudio utilizando una mayor cantidad de

1 a6 agses de

4.~ Las interacciones inmunogonadales representan un capitulo
sumamente importante de 1la inmunoldgia., Los reosultados obtenidos
permiten definir los objetivos que pueden tenér los siguientes
estudios sobre las relaciones entre las wvesiculas seminales. y _la

competencia inmunoldégica.
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CAPITULO IX.-FESUMEN.

El presente trabajo tuvo como objetivos si la talta de las
tsiculas seminales, inlfuyen o no schre la capacidad que tienen los
infocitos, de 1los ratones para proliferar, despuds de sU
stimulacidn, in vitro con un mitogeno Loncanavalina~-A.

Los resultados demuestran que, cuatra meses después de La
tirpacidn quirurgica da las vésiculas seminales, los ratones Balb/co
10 modificaron la respuesta proliferativa de sus linfocitos espleénicos

tuando estos fueron estimulados, sin embargo estos resultados,
obtenidos al explorar la inmunidad celular de reoedores sin  vésiculas
seminales, contrastan con ctras observaciones realizadas al estudiar
la respuesta de anticuerpos en animales sometidos o las ‘mismas
condiciones experimentales, por provocar una reduccion significativa
en la produccidn de anticuerpos contra una variedad de inmuhagenos y
antigencs de Taenia crassiceps.

Sin embargo, nuevamente todavia no se tiene wuna cantidad de
resul tados suficientes como para apoyar algan mecanismo de
inmunomodulacien concrete qguc ovplique la participacién de las
vésiculas seminales en la modulacion de la respuesta inmunitaria. Mas
aan cuando los resultados del presente trabayo indican que, despuas de
la extirpacidn quirtrgica de las gladulas no se modifica la respuesta
proliferativa de los linfocaitos T aungue se ancuentre

significativamente deprimida la produccién de anticuerpos.
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