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I. RESUMEN 

Los factores que el semen humano emplea para bloquear la 

respuesta inmune humoral a nivel del cuello uterino no se 

conocen. Esta respuesta esta representada principalmente por la 

inmunoglulina A de tipo secretor (IgA-S). un mecanismo posible, 

seria la hidrólisis de IgA-S en forma analoga como ha sido 

descrito para algunas bacterias patógenas que colonizan los 

epitelios humanos e hidrolizan a la IgA-s. 

El objetivo de este trabajo fue investigar la presencia de 

una proteasa para IgA-S en semen humano, plasma seminal y 

espermatozoides, empleando inmunoelectroforesis en agarosa y 

electroforesis en poliacrilamida, realizando posteriormente 

inmunotransferencia en membrana de nitrocelulosa. 

Fue posible identificar una proteasa en la 

fracción espermatica, que hidroliza a la IgA-S, produciendo dos 

fragmentos, el primero con peso molecular entre 66 y 76 kDa, el 

segundo con peso molecular entre 46 y 45 kDa. su actividad 
o 

enzimatica fue óptima a las 24 hs, pH 7.5, a 37 c. se trata de 

una metaloproteasa (inhibida por EDTA). su actividad fue 

especifica para IgA-s, no afectando otras inmunoglobulinas (IgG e 

IgM). La actividad enzimatica del espermatozoide demostrada en 

este estudio, puede ser uno de factores necesarios, empleados 

para bloquear la respuesta inmune humoral en el tracto genital 

femenino y permitir al espermatozoide lograr la fecundación del 

ovocito humano. 
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II.ANTECEDENTES. 

La inmunologia de la Reproducción plantea problemas 

dificiles de compi:·ender a pesar de los avances x··~alizados en los 

ültimos afio~ .. La fecundación del avocito se desarrolla en un 

ambiente inmunológico relativamente hostil, puesto que involucra 

la asociaci~~ intima del espermatozoide y el óvulo que no son 

histo-compatibles. La in1plantación del embrión humano con su 

complemento total de genes paternos y maternos, es un proceso 

complejo que involucra la interaccion de dos epitelios 

antigénicamente distintos: el endo~etrio y ~1 trofoblas~o. estos 

tejidos se toleran inmunológicamente durante la gestaci~n. En 

teorla, deberla provocarse una respuesta inmunitaria materna de 

rechazo, sin embargo, la gestación es un fenómeho que parece 

trasgredir las leyes del transplante (1,2). 

A. INMUNOLOGIA DEL SEMEN HUMANO. 

l. Antigenos del espermatozoide humano. 

Desde 1899 se demostró que los espermatozoides humanos 

tenlan capacidad antigénica. Actualmente se conoce por estudios 

de inmunización heteróloga que los e~permatozoides humanos, sus 

células precursoras y el plasma seminal (PS), contienen antigenos 

activos (3-5). Durante la meiosis, se expresan en las células 

germinales del testiculo moléculas diferenciadas unicas, las 

cuales persiten durante la espermiogéncsis: posteriormente 
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aparecen en la membrana plasmatica y al terminar la 

espermatogénesis se agr•~gan otros a la superficie del 

espermatozoide cuando pasan por el epididimo (6,7). Se ha 

demostrado mediante imnunización activa que los antigenos de 

las células germinales pueden estimular la producción de 

autoanticuerpos (8,9). Con el inicio de la pubertad, principia la 

producción de espermatozoides dentro del tracto reproductivo del 

hombre, estas células son extraftas al organismo porque se 

forman mucho tiempo después del reconocj.miento de lo propio y 

extrafto en el organismo, por esta razón, las células germinales 

son protegidas por la barrera hematotestlcular, ésta es formada 

por las células de Sertoli y su función es impedl~ el paso de 

linfocitos, inmunoglobulinas y componentes del complemento 

( lE>, 11). También impiden que sustancias t ranspoc·tadas por la 

sangre penetren y lesionen a las células germinales (12). En 

algunas ocasiones la barrera hematotesticular se llega a romper 

como resultado de un proceso infeccioso, traumatice o 

quirórgico, originando la formación de anticuerpos contra los 

espermatozoides (13-15). 

Los sitlos 

espermatozoides, 

antigénicas, Acl 

donde se han identificado los antlgenos de los 

han sido el acrosoma con 2 fracciones 

y Ac2): la región ecuatorial, la pieza 

intermedia y la parte principal de la cola (13,16,17). Algunos de 

los antigenos que se expresan en la superficie del 

espermatozoide son: La hialuronidasa, una enzima que se encuentra 

en el acrosoma del espermatozoide, cuya función esta relacionada 

3 



con la penetración de la corona radiada del ovocito (16,19); la 

acrosina, que favorece la penetracion de la zona pelacida (20); 

la deshidrogenasa lactica, producida en grandes cantidades por 

las células germinales del testiculo (21); la escaferrina (SCA), 

antigeno de cubierta del espermatozoide, que es una beta 

globulina producida en las veslculas germinales (22,23). La 

expresión de antlgenos de histocompatibilidad (HLA) en el 

espermatozoide humano, ha sido motivo de controversia, debido a 

los distintos métodos de anélisis. Estudios lniclales sugirieron 

la expresión de HLA en el espermatozoide humano empleando 

inmunoflorescencia (24,25), pero estudios posteriores no apoyaron 

estos resultados (26,27). Recientemente se han empleado técnicas 

mas sensibles, 

inmunoenzimatico 

como radioinmunoanallsis (26,27) 

(ELISA), con anticuerpos 

y anélisis 

monoclonales 

especificos para moléculas de MHC clase l y clase II (28,29). 

Con estas técnicas se ha demostrado en los espermatozoides 

humanos, la expresión de niveles bajos de moléculas MHC de la 

clase II y de las subclases DP, DQ y DR, no se identificaron 

moléculas de la clase I (29). Los antigenos de los grupos 

sanguineos ABO, se encontraron en los espermatozoides de los 

individuos anicamente como secretores. y éstos se absorven del PS 

(30). Existen otros estudios donde se han identificado en la 

superficie del espermatozoide otros antigenos, que solamente han 

sido caracterizados en forma parcial, a los cuales se les ha 

designado, de acuerdo a sus propiedades, por medio de siglas 
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(RSA, MA, FA, SO). ;alta det~rm¡na~ ·~·~ai es su' composición y su 

función (17,31). 

2. Factores inmunosupresores del semen humano. 

E1 organismo femenino durante la vida sexual activa es 

inocu1ado constantemente con antlgenos que contiene el semen 

humano, que son extranos en la mujer, sin embargo, en la rnayorla 

de los casos no se produce la respuesta inmune local a pesar del 

estirnu1o persistente; esta falta de respuesta, probablemente se 

debe a la estructura histológica de la pared vaginal, que esta 

revestida con epitelio plano estratificado, el cual evita el paso 

del espermatozoide a la circulación sistémica (32,33), ademas, 

1a mayor parte del semen es expulsado de la vagina poco tiempo 

después de terminada la relación sexual. Otro mecanismo que 

probab1emente interviene en ev i tat· la rnani f e>Jtac ion de la 

respuesta inmune contra los antigenos sexuales durante la vida 

reproductiva de la mujer es el plasma seminal (PS), ya que se 

ha demostrado que es capaz suprimir tanto "in vitre" como "in 

vivo" algunas funciones inmunológicas (34-38). Esta supresión 

tendria como finalidad, evitar la sensibilización al semen humano 

en el tracto genital femenino, tornando en consideración, que el 

aparato genital de la mujer no es un sitio libre de la respuesta 

inmune (39,40). Algunas de las actividades de inrnunosupresión 

demostradas en el PS son: 

1). Linfotoxicidad a altas concentraciones (41,42). Este efecto 

es intensificado cuando se agrega suero fetal de ternera, que 
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contiene grandes cantidades de poliamina-oxidasa, enzima 

que oxida a la espermina y a la espermldina (presentes en 

grandes cantidades en el semen humano), produciéndose complejos 

de aldehidos labiles, que son extremadamente citotóxicos (43). 

2).Inhibición de la proliferación de linfocitos ante el estimulo 

por antigenos o mitógenos potentes (34,36). Se ha desmostrado 

que las prostaglandinas ( 44). las poliaminas (45),y la 

proteina A plasmatica asociada al embarazo (46), que se 

encuentran en el PS, son capaces de suprimir la proliferación 

de linfocitos, cuando se agregan purificados, en diversos 

ensayos inmunológicos. 

3). Inhibición de la generación d'e células T ci totóxicas en el 

cultivo mixto de linfocitos. Este mecanismo evita la destrucción 

de células infectadas por citomegalovlrus (35). 

4).Inhibición de las células asesinas naturales (NK). Estas son 

la primera linea de defensa del huésped para destruir células 

neoplasicas o infectadas por virus sin previa exposición 

(47-49). Este efecto esta en relación con prostaglandinas del 

tipo 19-0H-PGE 
1 

encuentran 
-1 

lElEl ug/mL 

en el 

(52). 

y 19-0H-PGE 
2 

(5El. 51). 

plasma seminal en 

las cuales se 

concentraciones de 

5).Supresión de la fagocitosis acoplada a la opsonización. 

Este fenómeno se realiza por los leucocitos polimorfonucleares 

ante las bacterias gram negativas. Un posible mecanismo seria 

el evitar la unión de los anticuerpos a receptores Fe de 
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las células fagociticas (53). . . . . 

En resumen, se puede afirmar que por-::10,;:'m~noiifuna parte de la 
.: .. · .--'· :· 

actividad inmunosupresora del PS se -encuentra p~·lncipalmente en 

las fracciones de bajo peso molecular, como son las 

prostaglandinas o poliaminas, las cuales se en6uentran en grandes 

cantidades en el PS (54-56). 

B. INMUNOLOGIA DEL TRACTO GENITAL FEMENINO. 

En el aparato genital femenino, como en otros aparatos del 

organismo humano. existen las respuestas inmunes humoral y 

celular. Las propiedades inmunosupresoras del semen humano para 

bloquear la respuesta celular ya fueron descrltas, sln embargo, 

hasta la fecha, no se conocen los mecanismos que el semen emplea 

para bloquear la respuesta inmune humoral en el aparato genital 

femenino de tal manera que le permita al espermato~oide llegar 

al óvulo y lograr la fecundación. En las superf icles mucosas de 

los epitelios humanos existe un sistema secretor inmune 

humoral (57) Asi, las mucosas son los sitios principales de 

exposición a los antigenos externos. Las secreciones banan a 

estas superficies, forman la barrera inmunológica que interviene 

en la defensa del huésped. La respuesta de anticuerpos en las 

superficies mucosas, se regula independientemente de la 

respuesta sérica (57), La inmunoglobulina que predomina en las 

mucosas, es la inmunoglobulina A (IgA)i en contraste, la 

concentración del resto de inmunoglobulinas (LgG e IgM) se 

encuentran en cantidades minimas (58), por lo que puede afirmarse 
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que éstas, son una respuesta diferente de la respuesta inmune 

humoral sistémica. 

Existen 2 subclases o isotipos de IgA: la IgAl y la IgA2. 

Ambas se encuentran tanto en el suero como en las secreciones de 

los epitelios, y ambas estan presentes en todas las personas 

normales. su estructura primaria es similar (58), excepto por 

un segmento de la estructura primaria de la IgAl en la región de 

la bisagra, rico en prolina, que establece diferencia antigénica 

entre las subclases (59). También difieren en el nómero de 

enlaces disulfuro intercatenarios y en sus propiedades 

metabólicas 

secreciones, 

(60-62). La 

se conoce 

IgA que se encuentra 

como inmunoglobulina A 

en 

de 

secretor (IgA-S), esté formada por dos unidades de IgA, 

mencionados 

las 

tipo 

que 

(61)' pueden 

unidas 

ser cualquiera de los isotipos arriba 

por un glucopéptido, la cadena "J" con peso molecular 

(PM) de 15 kDa, el cual se incorpora a las 2 unidades de IgA 

antes de ser secretadas (60,63). La molécula de IgA-S también 

consta de un componente secretor (CS), el cual tiene un PM de 

70 kDa. Este componente se extiende 

inmunoglobulina al fragmento Fe de la 

del fragmento Fe de 

otra inmunoglobulina. 

una 

El 

es permite la endocitosis y el transporte al exterior, ayuda a 

estabilizar a la molécula y la hace menos susceptible al ataque 

de diversas enzimas proteoliticas (63). La molécula completa 

tiene un peso molecular de 385 kDa y un coe!iciente de 

sedimentación de 11 s (61,62). La IgA-S es sintetizada por las 
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células pl.ésmaticas de la submucosa de los epitelios, es 

internalizada por endocitosis en las células epiteliales (por 

medio del CS), es transportada en C:orma de vesiculas al través 

del citoplasma, y final.mente es liberado en la superficie de los 

epitelios del aparato digestivo (saliva, secreciones 

intestinales, et:c.); respira torio, genital. mamario. la gr !mal 

(61,64-66) ¡ esta inmunoglobulina se une a bacterias, virus. 

toxinas microbianas y antigenos de los alimentos (6G). Se 

ha demostrado empleando técnica de inmunohistoquimica, que las 

células plasmaticas de la lámina propia de la trompa uterina, 

endometrio, cuello y vagina contienen IgA-S (63). El cuello 

uterino es el sitio donde se producen los cambios bioquimicos que 

intervienen en la receptividad del espermatozoide (67 J. también 

es el sitio donde se manifiesta la principal actividad 

inmunológica humoral, que es a base de IgA-S, el endometrio y las 

trompas manifiestan una menor actividad (68). La concentracion de 

IgA-S en el moco cervical varia durante el ciclo mestrual. 

encontréndose su nivel mas bajo (G.5 a 1.4 mg/mLJ durante la 

ovulación, probablemente para facilitar el paso del 

espermatozoide (69) . 

Se ha demostrado que dentro de los mecanismos de invasión 

de los epitelios humanos. algunas bacterias patógenas expresan 

actividad proteoli t ica 

la bisagra, originando 

humoral a nivel de 

capaz de romper a la IgA en la región de 

disminución del potencial de respuesta 

l.os epi tellos (7(;)-72). Esta actividad 
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proteoli tica esta dada por una prot.ea"'.ª, que es un producto 

comunmente encontrado en varias especies bacterianas patógenas, 

que colonizan los epitelios humanos (73-75). Algunas de las 

infecciones producidas por estos gérmenes son: meningitis, 

sinusitis, otitis media, bronquitis, neumonitis, enfermedades 

venéreas y endocarditis bacterina (73-75). En la actualidad, se 

han reportado 8 géneros que poseen actividad enzimatica contra 

IgA: Estreptococcus, Neisseria, Haemophilus, Bacteroides, 

Capnocytophaga, Gemmella, Pseudomonas y Ureaplasma (72-76). Los 

organismos que producen la proteasa para IgA son patógenos, los 

que no la producen, no lo son (72,'/7,78). La mayoria de 

las proteasas que son producidas por las bacterias patógenas, 

solamente tienen actividad enzimatica contra IqAl y raramente 

contra IgA2 o IgG (79,80). El sitio de hidrólisis es a nivel de 

la bisagra, donde existe un segmento de 13 aminoacidos ya 

mencionado anteriormente, el cual es rico en prolina-serina o 

prolina-treonina; las proteasas tienen actividad solamente contra 

el péptido de unión que contenga prolina (79,80). El resultado 

de la hidrólsis de IgAl es la liberación de 2 fragmentos, de 

distinto peso molecular: Fab y Fe. Los sitios de ruptura de las 

distintas proteasas fueron identificados analizando la secuencia 

de los residuos de aminoacidos de los fragmentos purificados 

(70,73,81,82). También se ha demostrado que la IgA-S es 

hidrólizada en la región de la bisagra, en los mismos péptidos de 

unión en donde se realiza la hidrólisis de IgA sérica (83). Los 

sitios donde las enzimas bacterias producen la ruptura de IgAl, 
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son distintos, or:lgiffan'd_o variacHm del peso molecular de los 

fragmentos liberados (1-'ab,Fc}, que pueden ser .identificados 

empleando electroforesis en geles de po1iacrilumlda (64-66}. Esta 

técnica ha permitido el reconocimiento de diferentes proteasas 

para IgAl, inclusive dentro de un mismo género (64-86). Al 

producirse la ruptura, la lnmunoglobulina pierde sus funciones 

inmunológicas, como seria el evitar la colonización de los 

epitelios por bacterias patógenas, ya que no pueden 

realizarse fenómenos como la aglutinación. Ademas el 

fragn1ento Fab al permanecer unido a los antigenos de la 

superficie microbiana, los protege de alguna interacción 

posterior con elementos del sistema inmune (61,62,72). Algunos 

estudios han demostrado que existen proteasas bacterianas 

que ademas de tener actividad enzimatica sobre lgAl, también 

tienen actividad contra lgA2 e IgG. La proteasa aislada de 

Clostridium ramosum, produce hidrólisis sobre IgAl e IgA2, el 

sitio de ruptura es en el péptido prolina-valina a nivel de la 

bisagra, que es coman para ambas inmunoglobulinas (67}. Cepas 

de Bacteroides gingivalis e intermedius, Proteus mirabilis y 

Serratia marcescen, producen hidrólsis de IgAl, IgA2 e IgG 

(88-91}. Capnocytophaga y otras especies de bacteroides producen 

hidrólsis de IgAl e IgG, pero no degradan a IgA2 (90}. El papel 

de las proteasas de IgG en el campo de los procesos patológicos, 

no se ha caracterizado tan completamente como ha sido el caso en 

las proteasas de IgAl y solamente se conoce su actividad en forma 

parcial ( 92) . 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El 

capaces 

esperntatozoide 

de producir 

humano expresa antigenos de superficie, 

una respuesta inmune de rechazo, tanto 

humoral como celular. Los factores que el semen humano emplea 

para bloquear la respuesta inmune celular ya se han descrito, 

pero los mecanismos que el semen humano emplea para bloquear la 

respuesta humoral en el tracto genital femenino, que es, 

principalmente a base de la IgA de tipo secretor , se desconocen. 

Un posible mecanismo seria la inactivación de la IqA por una 

enzima, como ha sido descrito para algunas bacterias patógenas 

que colonizan los epitelios humanos, produciendo hidrólsis de IgA 

a nivel de la bisagra. La inactivación de IgA por el semen 

humano, permitiria al espermatozoide su ascenso por el aparato 

genital femenino para lograr la fecundación. 
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IV. HIPOTESIS GENERAL. 

El semen humano contiene una proteasa que hidroliza a la 

inmunoglobulina A de tipo secretor obtenida de calostro humano, 

esta proteasa puede encontrarse en el plasma seminal o en los 

espermatozoides. 

HIPOTESIS NULA. 

El semen humano o alguno de sus componentes no contienen 

una proteasa que hidroliza a la inmunoglobulina A de tipo 

secretor obtenida de calostro humano. 
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V. OBJETIVO GENERAL. 

Investigar si el. semen humano, el plasma seminal o los 

espermatozoides cont:lenen una proteasa psra la inmunoglobul.ina 

A de tipo secretor obtenida de calostro humano. 

A. OBJETIVOS SECUNDARIOS. 

l. Investigar si e.sta proteasa es especifica para la 

inmunoglobulina A de t: ipo secretor o tiene actividad contra 

otras inmunoglobul inas ( J:gG, IgMJ. 

2. Una vez identificada la existencia de la actividad enzimlltica 

propuesta, realizar la caracterizaci~'n· parcial de la proteaBa. 
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DISENO DE LA INVESTIGACION 

Ensayo experimental biomédico. 

VI. MATERIAL Y METODOS. 

A. MUESTRAS BIOLOGICAS EMPLEADAS EN ESTA INVESTIGACION. 

l. Semen humano. 

2. Inmunoglobulina A de tipo secretor obtenida de calostro humano. 

3. Proteasa bacterina para la inmunoglobulina A. 

4. Anticuerpos especificos contra la inmunoglobulina A. 

B. CRITERIOS DE INCLUSION. 

l. Semen humano. 

a. Varones con fertilidad comprobada. 

b. Sin tratamiento con antibióticos. 

c. Sin ninguna enfermedad agregada. 

d. Que acepten participar en el estudio. 

e. Con semen normal, segun los criterios de la Organización 

Mundial de la Salud (93). 

f. Con espermocultivo negativo, 

Ureaplasma urealyticum (76). 

2. Obtenci6n de calostro humano. 

incluyendo la bosqueda de 

a. Pacientes que se encontraban entre el segundo y tercer dia 

postparto. 

b. Sin ninguna enfermedad agregada. 
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c. Que no recibieron antibiÓticos .du.rante el parto. 

d. Sin ningan proceso infeccioso al momento de la toma de la 

muestra. 

e. Con cultivo de la secreción negativo, incluyendo la busqueda 

de Ureaplasma urealyticum. 

f. Que aceptaron participar en el estudio. 

C. OBTENCION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS. 

l. Semen humano. 

La muestra de semen fue obtenida una hora antes del ensayo, 

se incubó durante 30 mlnutos en bafto maria a 37oc., para permitir 

la licuefacción: se tomó una muestra para realizar el 

analisis preliminar de acuerdo a los criterios de la Organización 

Mundial de la Salud (OMSJ,(93): y para efectuar espermocultivo 

incluyendo la búsqueda de Ureaplasma urealyticum. Posteriormente 

la muestra fue centrifugada para separar el plasma seminal de los 

espermatozoides. El procedimiento se realizó a 450xg, durante 15 
o 

minutos, a una temperatura de 25 c. Los espermatozoides fueron 

lavados dos veces con solución salina isotónica (SS!) y 

resuspendidos con 1 mL de la misma solución, a continuación 

fueron homogenizados, por periodos de 15 segundos, en bano de 

hielo, empleando un aparato Polytron (Brinkman Co.).El semen 

total también fue sometido a homogenización con la metodologia 

antes mencionadas. La concentración de proteinas de las muestras 

fue determinada por el método de Bradford (94) y se ajustó su 
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para su empleo en la reacción~ de 

proteasa. 'El pH de-las muestras fue ajustado a 7.5 (27). 

2. Obtención de inmunoglobulina A. 

La IgA de tipo secretor fue obtenida a partir de calostro 

humano, de pacientes que se encontraban en el puerperio inmediato 

(95). Las muestras colectadas, fueron reunidas y centrifugadas a 
o 

l6,500xg por 30 minutos, 4 c., separando con este procedimiento 

los l.ipidos. Para retirar la caseina del sobrenadante se agregó 

acido acético glacial lentamente y con agitación constante, hasta 

alcanzar pH de 4.6; se centrifugó a 16,500xg por 15 minutos, el 

sobrenadan te se separó y se ajustó el pH con TRIS 

( hidroximet i l) aminometano, pH 8.3. Par.a precipitar las gamma 

globulinas del sobrenadante, se agregó lentamente, sulfato de 

amonio saturado, pH 6.8; al 50 % de saturación; centrifugandose 

posterior.mente a 16,500xg por 15 minutos; el precipitado obtenido 

se disolvió en amortiguador de TRIS 1 mM pH 8.3; después se 

agregó sulfato de amonio al 33 % de saturación, para centrifugar 

posteriormente a l6,500xg durante 15 minutos, recuperando el 

sedimento con TRIS 1 mM pH 8.3. La muestra fue dializada contra 

el mismo amortiguador para eliminar e] sulfato de amonio. 

Terminada la dialisis, la muestra fue pasada por una columna de 

cromatografia de intercambio iónico con dietil-amino-etil 

(DEAE Sepharosa), la columna fue equilibrada con TRIS 0.01 M, 

pH 8.3, se midió absorbancia a 280 nm. Para separar la muestra de 

IgA de la columna, se pasó un gradiente de 0.1 M a 0.4 M de NaCl 
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a pH 8.3 en TRIS 0.01 M. La pureza de le IgA fue comprobada por 

inmunodifusion radial simple, empleando anticuerpos especificas 

contra cada una de las inmunoglobulinas (95). La determinación de 

proteinas se realizó empleando el método de Bradford (94). 

También se obtuvo IgA de tipo secretor, aislada de calostro 

humano de una fuente comercial ( Dakopatts, Dinamarca), las dos 

IgA obtenidas fueron empleadas indistintamente en los ensayos. 

3. Obtención de la proteasa bacteriana para IgA. 

Se resembro una cepa de Streptococcus pneumonie (Sp), la 

ATCC (American Type Culture Colection) 6301, esta cepa es 

productora de proteasa para IgA (62), en placas de gelosa sangre 

de carnero (96), y después de obtener crecimiento bacteriano, se 

tomo una asada de Sp y se inoculo en 5 mL de caldo infusión 
o 

cerebro corazón (BHI), incubéndose a 37 e en una jarra de 

microaerofilia (5%,CO ) por 24 horas. El medio con crecimiento 
2 

bacteriano, fue inoculado en un litro de BHI, incubandose a 
o 

37 C., durante 24 hs en presencia de co al 5 t¡ la muestra fue 
o 2 

centrifugada a 4 c., durante 20 minutos, a 16,500xg. El 

sobrenadante se recupero y se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 1 M¡ 

las proteinas se precipitaron agregando lentamente sulfato de 

de amonio hasta una concentración final de 39 t; el precipitado 

obtenido se disolvió en amortiguador de fosfatos (PBS) 0.1 M, a 

pH 7.4, y se dializó contra el mismo (96). La determinación de 

proteinas se realizó por el método de Bradford (94), la 
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concentracion se aj e'n la reacción 

de proteasa. 

4. Anticuerpos contra IgA de tipo 'secretor. 

Los anticuerpos uti :t izados fueron adquiridos comercialmente: 

a. Anti-IgA-S de ca:tostro humano, obtenidos en conejo. 

Laboratorios Dakopatts (No.de código 262). 

b. Anti-cadenas pesadas (alfa) de IgA de calostro humano, 

obtenidos en conejo. Laboratorios Cappel (Organon Teknika 

Corporation, no. de código f>2E>l-f>f>l2). 

c. Anti-Fab de las i nmunoglobulinas humanas, obtenidos de 

conejo, (Hyland, Costa Mesa, Calif.,lote 6258Rf>fl2Al). 

d. Anticuerpo secundario marcado con peroxidasa, anti-IgG de 

conejo obtenidos en chivo ( Dakopa t ts no. de código P-399), 

empleado cuando se realizó inmunotransferencia. 

D. ACTIVIDAD ENZIMATICA CONTRA IgA. 

Para demostrar la hidrblisis de IgA-S se incubaron en 

tubos de 1 mL, cantidades constantes (50 ug) de plasma seminal, 

espermatozoides y semen humano, con concentraciones variables de 

IgA-S (10 a 100 ug), con el fin de encontrar la concentración 

donde la actividad proteolitica fuera maxima. La temperatura de 
o 

incubación fue de 37 C., en bai'\o maria. El tiempo de incubación 

vario, de 4 a 24 horas, tratando de encontrar el tiempo ideal de 

:ta actividad proteolltica (69, 9 7). posteriormente para observar 
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la hidrblisis de lgA-S se reali~b inmunoelectroforesis en 

agarosa y electroforesis en 'poÜacrilamida seguida de 

inmunotransferencia en nitroceluosa. 

l. Inmunoelectroforesis. 

Despues de terminar el perlodo de incubacion, se reali~o 

inmunoelectroforesis en laminillas de vidrio de 2.5 X 6 cms; 

preparadas con agarosa al 1 %, disuelta en amortiguador de 

barbituratos, 0.l M; pH de 6.6; con grosor de 1.5 mm; ancho del 

carril central de 1.0 mm; diametro de las perforaciones en la 

agarosa de 1.5 mm, con separación de 3 mm del carril central. 

volümenes constantes de las muestras (30 ul), se colocaron en las 

perforaciones de la agarosa, despues se sometieron a corrimiento 

durante 12El minutos, con voltage de lElEl volts, intensidad 

variable. Las proteinas migraron del polo negativo, al polo 

positivo, posteriormente se realizo inmunodifusibn, agregando al 

carril central velamenes constantes (50 ul) del anticuerpo 

especifico para cadenas pesadas alfa y el fragmento Fab. Las 
o 

muestras se incubaron por 46 horas, a 4 c., al término de la 

incubación, las laminillas se lavaron con SSI y posteriormente 

fueron tenidas con azul brillante de coomasie R-25El para su 

lectura (96). Como control positivo se empleo proteasa de Sp, y 

como control negativo se empleo solución salina isotónica (SS!). 

2. Electroforesis en poliacrilamida. 

Despues de terminar la incubación de las muestras, se 
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realizo electroforesis en geles de poliacrilamida, en un sistema 

discontinuo, preparados de una solucion que contenla 30 % de 

acrilamida (Bio-Rod, Laboratories), 0.8 % de N,N-bisacrilamida 

(99), con dodecil sulfato de sodio (SDS), la concentración final 

del gel concentrador fue del 4 %, y la del gel separador fue del 

l0t. Los geles fueron polimerizados por la adición de 0.25 % de 

tetrametil-etilen-diamino (TEMED) y persulfato de amonio. Después 

de terminar las incubaciones, las muestras fueron hervidas 

por 3 minutos para su desnaturalizacion. En cada carril 

se colocaron 15 ul de las muestras en estudio. Cada gel contenía 

un carril para marcadores de peso molecular: Fosforilasa B,92 

kDa; albumina bovina, 66 KDa; ovoalbumina,45 kDa; pepsina,34 kDa; 

tripsinógeno,24 kDa. El amortiguador de corrida, fue preparadc1 

con TRIS 0.025 M, glicina 0.192 M y SOS 0.1 t, pH:B.3. Se 

emplearon separadores de 10 carriles, en un aparato LKB:2050 

(Bromma sweden). La electroforesis se inicio con una intensidad 

de corriente de 10 mA.,hasta que las muestras alcanzaron el gel 

de separacion, después se incremento el voltaje, hasta alcanzar 

la intensidad de 20 mA, permaneciendo asl hasta que el colorante 

alcanzo el borde inferior del gel. La temperatura fue mantenida a 
o 

4 c., mediante camara de refrigeración. El tiempo de corrimiento 

fue de 4 horas. Después los geles fueron removidos del aparato y 

preparados para realizar inmunotransferencia o teflidos 

directamente para su lectura (99). 
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3. Inmunotransferencia. 

Las proteinas, separadas de acuerdo a su peso molecular por 

medio de electroforesis en geles de poliacrilamida, se 

transfirieron a la membrana de nitrocelulosa, con tamafto del poro 

de 0.2 um (100). Después de terminar la electroforP.is, el gel se 

quito del aparato y se coloco durante 30 minutos en amortiguador 

de transferencia (AT): Tris, 25 mM; glicina ,192 mM; pH 8.3; 

posteriormente se puso en contacto intimo con la membrana de 

de nitrocelulosa, colocando 2 hojas de papel Whatman 3 MM a 

ambos lados, y por ultimo se coloco una lamina porosa de 

polietileno también a cada lado. Todos los elementos se colocaron 

a presion en soportes de plastico especificas (LKB) para 

inmunotransferencia. El aparato empleado fue LKB 2002 

(Bromma,sweden). El tiempo ideal de transferencia fue de 22 hs, 

con corriente constante de 40 mA y voltaje variable, el 
o 

procedimiento se realizo en una camara de refrigeracion a 4 c. 

Después de terminar la transferencia, el gel de poliacrilamida 

fue teftido para observar si existia alguna banda que no hubiera 

sido transferida. La membrana de nitrocelulosa se coloco en AT 

durante 10 minutos, y después durante 30 minutos en amortiguador 

de bloqueo (albumina al 1 %, diluido en AT). El anticuerpo 

primario diluido en amortiguador de bloqueo (1:1500), se 
o 

aplico a la nitrocelulosa por 24 horas a 4 c. El segundo 

anticuerpo marcado con peroxidasa se aplico diluido 1:3000. El 
o 

tiempo de incubacion fue de 4 hs en la obscuridad, a 4 c. 
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;·::·:.x"~ .'.::. 
Al término, se procedió''a revelar é:ort 4.;;cloronartol en metanol 

( 100 ml AT, 20 mL de 0. 3 % de 4C:~ioronaftol en metanol, 60 ul de 

30 t de H O ). Al finalizar el revelado, solamente se observaron 
2 2 

las bandas de IgA-5, o sus productos de degradacion (161). 

4. Identificación inmunológica de los productos de degradación. 

La identificación de cada uno de los productos, obtenidos por 

la hidrolisis de IgA-5, cuando se coloco con semen humano o 

con cada uno de sus componentes, se baso en el empleo por 

separado de anticuerpos dirigidos contra las cadenas pesadas 

(alfa) de IgA, y anticuerpos dirigidos contra el fragmento Fab de 

la inmunoglobulina. 

E. CARACTERIZACI~ PARCIAL DE LA PROTEASA. 

Una vez identificada la existencia de la actividad 

enzimatica propuesta, se procedió a su caracteri~ación parcial, 

lo cual permitió conocer algunas caracteristicas utiles en su 

definición y manipulación posterior. 

l. Localización del origen. 

Esta fase se inició con el fraccionamiento del semen humano, 

en espermatozoides, y plasma seminal. 

2. caracterización bioqulmica. 

Incluyo la identificacion del tipo de proteasa, de que se 

trataba, de acuerdo a la clasificación del residuo catalítico 
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que contenia el sitio activo. ·para ello se utilizaron métodos 

ya establecidos, empleandose dfferentes inhibidores, con 

especificidad definida (102), Sigma Chemical Co. ) . 

a. Acido etilen-diamino-tetra-acetico (EDTA), 80 mM. 

b. N-etil-maleimida (NEM), 20 mM. 

c. Fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), 10 mM. 

Los inhibidores se agregaron a la incubación con IqA-S, agregando 

posteriormente cantidades constantes de la proteina producto de 

la producto de la homogenización de los espermatozoides, 
o 

incubandose a 37 e., por 2 4 horas: después se real. izó 

electroforesis en pol. iacri l. amida seguida de inmunotrans ferencia. 

3. Especificidad enzimética. 

La especificidad enzimatica se demostró empleando como 

sustratos otras inmunoglobul.inas, como IgG e IgM. El 

procedimiento fue similar al. realizado con IgA-S. 

F. RECOLECCION DE DATOS. 

La metodologia aplicada en cada ensayo realizado en el 

laboratorio, y los resultados obtenidos fueron anotados en una 

libreta para laboratorio. Cuando se realizó el.ectroforesis e 

inmunotransferencia se emplearon formas especiales. Las 

laminillas donde se realizó el procedimiento de 

inmunotransferencia, asi como las membranas de nitrocelulosa, 
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fueron fotografiadas para su presentación. 

G •. CONSIDERACIONES ETICAS. 

En cuanto a los principios éticos sobre estudios en seres 

humanos, se siguió lo indicado en los tratados internacionales y 

en guias de investigación en humanos (103,104). 
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VII. RESULTADOS. 

Solamente se encontró la proteasa contra IgA-S en la 

fracción espermatica. El semen total y el plasma seminal no 

manifestaron actividad proteolitica contra IgA-S humana. 

Para establecer la concentración adecuada de enzima y 

substrato al probar la actividad de proteasa, se utilizaron 

cantidades constantes (50 ug) de la fracción espermatica contra 

cantidades variables de IgA-S (10 a 100 ug), la actividad 

enzimatica óptima se obtuvo con 50 ug. El tiempo ideal de 

incubación fue 
o 

de 24 horas a 37 c. La determinación de 

proteinas de las muestras empleadas, se muestra en la tabla l. 

A. ACTIVIDAD DE PROTEASA. 

Se demost~ó la hidrólisis de IgA-S cuando se incubó con 

la fracción espermatica (Fig.l), empleando inmunoelectroforesis 

en laminillas con agarosa al li. La hidrólisis se observó por la 

formación de 2 bandas, con movilidad electroforética distinta, 

esta ruptura también se observó cuando se incubó IgA-S con 

proteasa de Sp, el cual fue el control positivo. El control 

negativo fue IgA-S con SSI, donde la banda de IgA-S permaneció 

integra. Después de observar la hidrólisis de IgA-S con 

inmunoelectroforesis, que es un procedimiento cualitativo, se 

realizó electroforesis en geles de poliacrilamida al 10i, que es 

un procedimiento cuantitativo, donde las proteinas se desplazaron 

de acuerdo a su peso molecular (Fig.2). En el carril, donde se 
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colocó IgA-S con SSI (control negativo), se observó una sola 

banda continua (92 kDa), que correspondió a la inmunoglobulina 

integra, en el resto de los carriles donde se colocó semen 

total, plasma seminal o espermatozoides con lqA-S o SSI, se 

observó la formación de varias bandas, que corresponden a las 

distintas proteinas que forman parte del semen, plasma seminal o 

espermatozoides. 

Empleando electroforesis en geles de poliacrilamida, no fue 

posible determinar cuales eran las bandas especificas de 

la hidrólisis de IgA-S por la enzima, ya que se forman varias 

bandas en cada carril, motivo por el cual, después de terminar 

este procedimiento, se realizó inmunotransferencia empleando 

una membrana de nitrocelulosa. La figura 3, muestra en la parte 

superior, el gel de poliacrilamida te~ido con azul de Coomasie, 

donde se observa el desplazamiento de las proteinas (bandas) de 

acuerdo a su peso molecular, antes de ser transferidas a la 

membrana de nitrocelulosa¡ en la parte inferior de la figura, se 

observa el gel después de transferir las proteinas (bandas) a la 

membrana, y se comprueba que todas las bandas fueron 

transferidas a la membrana de nitrocelulosa. 

La hidrolis de IgA-S por una proteasa, encontrada en 

la fracción espermatica del semen humano, se puede observar en la 

figura 4, que es el resultado de la electroforesis en 

poliacrilamida seguida de inmunotransferencia; en los carriles 

donde se coloco IgA-S con la fracción espermatica, se formaron 

dos bandas con movilidad distinta, esta movilidad es de acuerdo a 
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su peso molecular. La primera banda, con peso molecular entre 66 

y 70 kDa: la segunda con peso molecular entre 40 y 45 kDa. En los 

carriles donde se coloco semen total mas IgA-S y plasma seminal 

mé.s IgA-5, no se observo la formacion de las 2 bandas encontradas 

con los espermatozoides mé.s IgA-5. El control negativo fue IgA-S 

con 551, aqui solamente se observo una banda, que correspondó a 

IgA-5 integra visualizandose en el borde superior de la 

membrana de nitrocelulosa sin ningun desplazamiento. El control 

positivo correspondió a IgA-5 con la proteasa de Sp, se observo 

la formacion de dos bandas semejantes a las obtenidas con la 

fracción espermé.tica. 

La hidrolisis de IgA-S por la fraccion espermatica de 4 

pacientes 

colocó la 

degradacion 

se observa en la figura 4, en los carriles donde 

IgA-5 mas la fracción espermatica, se obervó 

de lgA-S, en forma similar a lo encontrado en 

se 

la 

la 

figura 3; en el control negativo, solamente se observo una banda 

en la parte superior, que correspondio a IgA-S no degradada. En 

el control positivo (Sp mas IgA-5), también se observaron las 

dos bandas de degradacion. 

La identificación de cada una de 1.as bandas, producto de la 

hidrolisis de IgA-5 (Fig.6), se realizo aplicando por separado, 

anticuerpos especificos contra la cadena alfa, identificandose 

1.as 2 bandas antes mencionadas (Fig.6, lado A). cuando se apl.ico 

el anticuerpo especifico contra el fragmento Fab, solamente 

se observo una banda, con peso molecular entre 40 y 45 kDa 
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(Fig.6, l.ado B), esta ültima banda correspondió al fragmento 

Fab de IgA-S, porque el anticuerpo empl.eado solamente reconoce a 

este fragmento de las imnunoglobulinas. 

B. INHIBIClON DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA. 

La actividad proteolitica se inhibio totalmente con EDTA 
2+ 

( 80 mM) • que es un agente quelante de ca identi ficandose a 

esta enzima como metalo-proteasa: los inhibidores de proteasas de 

serina (PMSF) y de cisteina (NEM) no tuvieron efecto sobre la 

actividad de la proteasa. El EDTA tambien inhibió la actividad 

del control positivo (IgA-S con Sp), a la concentración antes 

mencionada (Fig. 7). 

C. ESPECIFICIDAD DE SUBSTRATO. 

Se empl.earon inmunoglobulina G e inmunoglobulina M, para 

conocer si la actividad proteolica encontrada en la fracción 

espertnAtica, tenia algün efecto en otras inmunoglobulinas. Los 

ensayos se realizaron en las mismas condiciones descritas para 

IgA-S, no se observó actividad enzimatica de la fracción 

espermatica contra lgG 6 lgM. 
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VIII. DISCUSION 

Los resultados de este estudio muestran que el 

espermatozoide humano contiene una proteasa que hidr6liza a IgA-S 

obtenida de calostro humano. En los ensayos iniciales de este 

trabajo, se emplearon espermatozoides separados del plasma 

seminal por medio de centrifugación, en estas condiciones no se 

observó actividad proteolitica sobre IgA-S después de realizar 

el procedimiento varias veces. Solamente 

al homogenizar los espermatozoides bajo 

mencionadas. cuando se empleó semen 

se observó actividad 

las condiciones ya 

total, no se observó 

actividad a pesar de haber homogenizado la muestra en las mismas 

condiciones empleadas que para la fracción espermática, este 

fenómeno se debe probablemente a la existencia, en el plasma 

seminal, de algunas sustancias inhibidoras de proteasas. Estas 

proteasas inician su actividad cuando el plasma seminal se separa 

de los espermatozoides, un ejemplo de este proceso lo constituye 

la reacción acrosomal, que se inicia cuando el plasma seminal se 

separa de los espermatozoides (105). 

La acción de la proteasa del espermatozoide, se efectua 

probablemente en un solo péptido de la cadena pesada (alfa), sin 

embargo, en este estudio no se determinó el sitio especifico de 

hidrólisis. Se pudo observar que el peso molecular de los 

fragmentos producidos por la ruptura es similar a los obtenidos 

con la acción de la proteasa de Sp. Por ello se podria sugerir 

que el sitio de ruptura puede ser muy semejante al lugar donde 

30 



_produ9e~ hidiólisis esta enzima bacteriana, es decir entre el 

aminoacido 227-228 (70,106), sin embargo, como se mencionó, 

fa.lta determinar el sitio especifico de ruptura. 

La identificación de los productos de degradación, se realizó 

empleando anticuerpos especificos. La banda que se formó entre 

los 40 y 45 kDa, correspondió al fragmento Fab, ya que el 

anticuerpo empleado que la identifica solo reconoce esta parte 

de la inmunoglobulina. Nuestros resultados coiciden con algunos 

estudios previos donde se muestra la movilidad electroforética 

del fragmento Fab, asi como su identificación (101,107,108). Se 

ha demostrado que cuando la IgA esta intacta, se une por el 

fragmento Fab a la superficie de los espermatozoides (97), 

evitando su progresión, 

espermatozoide sigue su 

adherido, evitando asi 

pero cuando ha sufrido hidrólisis, el 

progresión aun con el fragmento Fab 

el reconocimiento por las moléculas 

intactas (97). La otra banda observada, con peso molecular entre 

66 y 70 KDa, probablemente corresponda al fragmento Fe o 

a una parte del mismo (65,66,100); con los datos de nuestro 

estudio no puede conocerse si la enzima afecta al componente 

secretor o a la cadena "J", ambos componentes de la IgA-S y si 

estas estructuras permanecen unidas al fragmento Fe, que es 

reconocido por el anticuerpo, o se encuentran separadas. 

La enzima es altamente sensible a la inhibición por agentes 

quelantes de cationes divalentes y pierde su actividad con la 

presencia de EDTA, por lo que se puede catalogar como una 

enzima metalodependiente. El tipo del ión metalice necesario, es 
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.y probablemente .se ti~t~ de ~i~~ o calcio, los 
'·---·· .. 

que desconocido, 

se encuentran en el plasma seminal en mayor é~ncentraci6n que 

otros. 

La proteasa manifestó actividad proteolitica para la lgA-S 

como substrato, pero no determinamos si tenia actividad 

especifica contra cada uno de los subtipos de IgA (lgAl o lgA2), 

probablemente su actividad sea solamente contra IgAl, como la 

mayoria de las proteasas descritas para IgA. Esta enzima no 

presentó actividad contra otro tipo de inmunoglobulinas, como IgG 

o IgM. 

La localización de esta protesa en el espermatozoide, 

probablemente sea en la membrana interna, como otras 

metaloproteasas, tomando en consideración que su actividad 

solamente se demostró cuando las células fueron homogenizadas, 

por lo tanto no está en la membrana externa. Otra probabilidad 

remota es que la enzima sea intracitoplásmica (109-111). 

Existe un numero importante de proteasas en el semen humano, 

algunas son componentes del plasma seminal, predominantemente de 

la secreción prostática, mientras otras estan asociadas con los 

espermatozoides. Estas proteasas son importantes porque con 

ellas, el espermatozoide logra la fertilización. La mayor 

actividad enzimática expresada por el espermatozoide es durante 

la reacción acrosomal. El acrosoma es una estructura localizada 

en la porción anterior de la cabeza del espermatozoide, confinada 

por una membrana interna y otra externa, contiene enzimas 
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hidrol i t icas fenómeno de 

exocitosis que comprende la" fusi6n de la membrana plasmatica con 

la membrana acrosomal externa, produciéndose multiples 

fenestraciones, con la concomitante liberación de las enzimas del 

acrosoma, este proceso le permite al espermatozoide penetrar al 

través de la zona pelocida y fusionarse con la membrana 

plasmatica del ovulo (105,112). Se han descrito en el 

espermatozoide grupos enzimas responsables del proceso de la 

fecundación. Con respecto al grupo de las metaloproteasas se ha 

observado, en estudios realizados empleando geles de 

pal iacri lamida, que la mayor actividad proteolitica se encuentra 

en las proteinas que migran entre los 47 y 55 kDa, y entre los 

34 y 37 kDa¡ estas enzimas fueron metaloproteasas neutras y 

alcalinas, dependientes de zinc (113,114). Algunas de estas 

proteasas han sido caracterizadas en forma parcial, desde el 

punto de vista bioquimico, sin embargo, hasta la fecha no se 

conocen completamente sus funciones. 

Otro grupo de enzimas que tiene el espermatozoide son las 

glicosil-transferasa, la enzima mejor estudiada es la la 

galactosil-transferasa EC (Enzyme Commission of the International 

Union of Biochemistry) 2.4.1.22, es una proteina integral de la 

membrna plasmética, localizada en la región acrosomal del 

espermatozoide, con peso molecular de 55 kDa, interviene en la 

adhesión del espermatozoide con la zona pelücida (115). 

Otro grupo de enzimas son las galactosidasas, principalmente 

la alfa manosidasa (EC 3.2.1.24), como la anterior, también es 
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una proteina integral de la membrana plasmatica localizada en la 

cabeza del espermatozoide. Es una proteina mediadora de la 

interacción del espermatozoide con la zona pe lucida ( 116). 

Se han descrito también algunas proteinas con actividad de 

lec tinas que intervienen en la fecundación, la més estudiada es 

la acrosina del espermatozoide de mamifero (EC 3.4.21.Hl), 

pertenece al grupo de las serino-proteasas, su peso molecular de 

38 kDa. Esta enzima es sintetizada como pro-acrosina, es 

covertida por proteólisís en acrosína activa. Hidroliza la zona 

pelacida del ovocito humano cuando el espermatozoide toma 

contacto con él (20, 109). Otra enzima liberada es la 

hialuronidasa, hidroliza la corona radiada del. ovocito (18,19). 

Con los datos expuestos anteriormente no existe duda, que 

el espermatozoide humano expresa actividad proteolitica 

intensa, necesaria para poder lograr la penetración del tracto 

genital y realizar la fecundación ( 10 5, 117) • 

La hidrólisis de IgA-S por una proteasa del espermatozoide, 

demostrada en este trabajo, probablemente sea necesaria para 

bloquear la respuesta inmune humoral del tracto genital femenino. 

que es la primera barrera con la que toma contacto el 

espermatozoide cuando es depositado en la vagina. Después de 

la hidrólisis, la IgA-S pierde sus funciones especificas, 

como se ha demostrado en la acción de algunos microorganismos 

patógenos que colonizan los epitelios. También se ha observado, 

que después de la hidrólisis de la inmunoglobulina, el fragmento 
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Fab queda fijo al microorganismo, evitado su reconocimiento 

posterior por otras IgA-S intactas o por los macrófagos (66). 

esto permite a las bacterias colonizar los epitelios. En el 

caso del espermatozoide, probablemente ocurra este fenómeno 

durante su permanencia en el cuello uterino o al través de su 

ascenso por el utero, evitado su reconocimiento y destrucción por 

macrófagos o leucocitos. También se debe tomar en consideración, 

que la actividad proteolitica del espermatozoide sobre la IgA-S, 

puede ser el efecto secundario de una enzima que tenga otra 

función principal. 

El plasma seminal también manifiesta actividad proteolitica. 

principalmente por algunas enzimas de la próstata y vesiculas 

seminales (118). Las siguientes razones sei'lalan su 

importancia: en primer lugar para que se lleve acabo los 

fenómenos de coagulación y licuefacción del semen; en segundo 

lugar para la adecuada motilidad de los espermatozoides 

(118,119). En un estudio realizado con plasma seminal humano 

(110), se encontró actividad proteol1tica capaz de hidrolizar 

gelatina; en dicho estudio se detectaron tres bandas producto de 

la actividad proteolitica, con peso molecular entre los 60, 66 y 

90 kDa; y bandas con menor actividad entre los 34, 37, 71, 82 
2+ 

y 105 kDa. Todas ellas requirieron la presencia de Ca para 

lograr su actividad óptima. cuando se agregó EDTA dicha actividad 

,enzimatica desapareció (119,120). como se ha demostrado, el 

plasma seminal humano también manifiesta actividad proteol1tica 

dependiente de algunas metaloproteasas, sin embargo, en nuestro 
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estudio no se observo ninguna actividad proteolitica del plasma 

seminal sobre la IgA-5, probablemente porque el substrato no es 

el adecuado. 

El espermatozoide humano para poder colonizar el tracto 

genital femenino, tiene que evitar una serie factores especificos 

e inespecificos que le son adversos. En condiciones normales, 

durante el coito, son depositados en la vagina de 2ee a 5ee 

millones de espermatozoides, pero la mayorla son expulsados por 

arrastre mecanico, y solamente asciende una parte (121). La 

vagina no ofrece condiciones optimas para la supervivencia del 

espermatozoide, la acidez del liquido vaginal (pH 4-5) es nociva 

para los mismos, aun cuando la reacción alcalina del plasma 

seminal tiene efecto amortiguador. Por tal motivo, al término de 

la fase de licuefacción, el espermatozoide tiene que ascender 

inmediatamente a sitios con medio alcalino, ya que de lo 

contrario, pronto perderé movilidad iniciandose algunos procesos 

liticos (122). Posteriormente el espermatozoide llegara al cuello 

uterino, ascendiendo solamente los que presentan morfologia 

normal, quedando atrapados en el moco cervical los que tienen 

alteraciones en su morfologia (123). Los estudios con microscopia 

electrónica reticular han demostrado la formación de redes y 

canales a partir de filamentos de mucina del moco cervical, que 

impide o retarda el paso de los espermatozoides de configuración 

anormal (124). 

Se ha demostrado que en el tracto genital femenino, como en 
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otros aparatos, existe respuesta inmune celular y humoral, 

principalmente a nivel del cuello y utero. En sus secreciones se 

encuentran macrófagos, linfocitos y otros leucocitos; estas 

células fagocitan a los espermatozoides inmóviles y a las 

particulas extranas que ingresan al tracto genital 

los millones de espermatozoides depositados en 

(125,126). De 

vagina, sólo 

entre 606 y 880 alcanzaran las trompas de Falopio y en la 

mayoria de las casos, solamente uno lograra penetrar al óvulo. 

La cantidad que llega a las trompas de Falopio da una impresión 

sobre el proceso de selección riguroso que sufren los 

espermatozoides. Cuando el numero de espermatozoides esté 

disminuido, las posibilidades de fecundación disminuyen, y en 

algunas ocasiones nunca se lograré el embarazo, probablemente 

porque las barreras que se oponen al paso del espermatozoide 

el tracto genital, no son evadidas completamente (121). De 

expuesto anteriormente, se concluye, que la colonización 

en 

lo 

del 

aparato genital femenino por el espermatozoide humano implica el 

paso de varios obstaculos que son hostiles en su recorrido para 

llegar al óvulo, siendo un proceso complejo y dificil, no 

entendido completamente hasta ahora. 

En este estudio, un factor importante para evitar resultados 

falsos positivos con las muestras de semen obtenidas, fue el 

realizar espermocultivo para aerobios y anaerobios en las 

muestras de semen humano empleadas en los ensayos, rechazando 

aquellas donde los resultados fueron positivos. como ya se ha 

demostrado, algunas bacterias patógenas que colonizan los 
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epitelios humanos producen una proteasa que hidroliza a la lgA-S 

(61, 70-72). El epitelio del aparato reproductor masculino no esta 

libre de ser colonizado por estos gérmenes y originar resultados 

falsos positivos: este estudio también incluyó la busqueda de 

Ureaplasma urealyticum, que también produce hidrólisis sobre 

IgA-S (76). 

Para realizar los ensayos se empleó IgA-S obtenida de 

calostro humano. La razón fue que la concentración de esta 

inmunoglobulina en el calostro humano es abundante, y el 

bien procedimiento de obtención en el laboratorio está 

estandarizado (95). Lo ideal hubiera sido realizar los ensayos 

empleando IgA-S obtenida directamente de la secrec i 6n cervical, 

pero el procedimiento de obtención es dificil y la cantidad que 

se ext.rae de cada paciente es relativamente escasa, 

que reunir un numero muy grande de muestras. 

y se tendría 

Tomando en 

consideración que la IgA-S que se encuentra en todos los 

epitelios humanos, tiene las mismas caracteristicas en relación a 

su composición (66), se puede afirmar que este estudio L'ealizado 

con IgA-S obtenida de calostro humano tiene la misma validez. 

Es necesario realizar estudios en parejas con fertilidad 

comprobada, con el fin de observar si existe hidrolisis de IgA-S 

en las secreciones genitales después de las relaciones se:icuales. 

en forma anéloga como se ha demostrado en las secreciones 

obtenidas de los distintos aparatos del cuerpo humano, esta 

hidrólisis de IgA-S, es originada por las proteasas producidas 
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por las distintas bacterias pa_tógenas que·: coion:izan los epitelios 

humanos (61,62,72.79). 

Es necesario determinar en estudios posteriores, 

la unión péptidica donde se produce la hidrólisis 

ademas si la proteasa hidroliza a IgAl o IgA2. 

actividad enzimética contra ambas. 
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IX •. CONCLUSIONES 

l. En este estudio se demostró que el espermatozoide humano, 

contiene una proteasa que hidroliza a la inmunoglobulina A de 

tipo secretor obtenida de calostro humano. 

2. El resultado de la hidrólisis de la inmunoglobulina, es la 

formación de dos fragmentos, el primero. con peso molecular entre 

40 y 45 kDa y el segundo con peso molecular entre 66 y 70 kDa. 

3. La enzima es inhibida por agentes quelantes de cationes 

divalentes, por lo tanto es metaloproteasa. 

4. Su actividad enzimática fue óptima a pH 7.5 a 37 grados 

centigrados. 

5. Su actividad fue especifica para IgA-5, y no mostró actividad 

proteolitica contra otro tipo de inmunoglobulinas (IgG ó IgM). 

6. En el plasma seminal y semen entero no se encontró actividad 

proteolitica contra IgA-S. 

7. La actividad enzimatica del espermatozoide demostrada en este 

estudio, puede ser alguno de los mecanismos que el espermatoide 

humano emplea para bloquear la respuesta inmune humoral en el 

tracto genital femenino, y que le permita lograr la fecundación 

del ovocito humano. 
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TABLA l. CONCENTRACION DE PROTEINAS DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS 
EMPLEADAS EN LA REACCION DE PROTEASA 

MUESTRA 

SEMEN TOTAL 

CONCENTRACION 
mg/mL. 

15.93 

PLASMA SEMINAL 16.24 

ESPERMATOZOIDES 4.43 

INMUNOGLOBULINA "A" 
DE CALOSTRO HUMANO. 0.31 

PROTEASA DE S.PNEUMONIAE 4.98 
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DESVIACION 
ESTANDAR 

3.57 

2.20 

1.86 

l'l.12 

1.46 

ERROR 
ESTANDAR 

1.59 

1.10 

0.75 

0.07 

1.03 
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Figura l. Inmunoelectroforesis en laminillas 

con agarosa al 1%. En los carriles centrales 

se colocó anticuerpo contra IgA-S. (l),IgA-S 

con SSI (control negativo). (2), SSI sola. 

(3),IgA-S con espermatozoides. (4),espermat.e_ 

zoides con SSI. (5) ,IgA-S con proteasa de 

Sp (control positivo). (6),proteasa de Sp -­

con SSI. En (3 y 5), se observan dos bandas­

producto de la hidrólisis por las proteasas. 
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kDa 92 -

66 -

45 -

34 -
24 -

18 -

14 -

-
- -- •• -·- .._. -

~~~ -·-·_......__ 
Figura 2. Electroforesis en poliacrilamida al 10 %. 

(!),Marcadores de peso molecular. (2), IgA-S con SSI. 

(3),Semen con IgA-S. (4), Semen con SS!. (5),Plasma semi_ 

nal con IgA-S. (6), Plasma seminal con SSI. (7) ,Espermat.Q_ 

zoides con IgA-S. (8),Espermatozoides con SSI. (9),Pro-­

teasa de Sp con IgA-S. (10),Proteasa de Sp con SS!. Se -

observa que las proteínas que constituyen las muestras -

de estudio, se separan de acuerdo a su peso molecular. 
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kDa 92-
66- -
45 -

34 -
24 - -18 -
14 -

Figura 3. En la parte superior se 

observa el gel de poliacrilamida al 10%, 

separación de las proteínas en relación 

a su peso molecular. En la parte infe-­

rior se observa el mismo gel después de 

transferir las proteínas a la membrana­

de nitrocelulosa. Observese que han de­

saparecido las bandas. 
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kDa - 1 2 l .. 5 • 7 • 92 
-·~: .,.,,.--. ~: .. , --

66 ... -
45 - --

Figura 4. Inmunotransferencia en nitrocelu­

losa. (l),IgA-S con SST (control negativo). 

( 2 y 5), semen con IgA-S. ( 3 y 6) , plasma se­

minal con IgA-S. (4 y ?),espermatozoides -­

con IgA-S. (8), proteasa de Sp con IgA-S -

(control positivo). En (4,7 y 8), se obser­

va la hidrólisis de TgA-S con formación de 

dos bandas de distinto poso molecular. 
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kDa 92 .. ,, 
~:,::.. . ..._ .....~ ..... 1 2 ........ 

66 - ·- - -
45 - - - - 6. 

Figura S. Inmunotransferencia en nitrocelulosa. 

(1),IgA-S con SSI (control negativo). (2),csperm.i!_ 

tozoides con IgA-S (control positivo). (3),esper­

matozoides del carril (2) con SS!. En los carri-­

les (4 al 10) se colocó IgA-S con espermatozoides 

de 4 donadores, se observa la formación de dos -­

bandas de distinto peso molecular, resultado de -

la hidrólisis de IgA-S. 
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kDa 92 - 1 2 ·- _3 4 ~ ,.!..-7 8 9 10 

66 -
45 -

A 

Figura 6. Inmunotransferencia en nitrocelulosa. 

(! ,5,6 y 10), IgA-S con SSI (control negativo). 

(2,3,7 y 8). espermatozoides con IgA-S. (4 y 9), 

proteasa de Sp con IgA-S (control positivo). La­

do A, se aplicó anticuerpo contra cadenas alfa, 

se formarán dos bandas. Lado B, se aplicó anti-­

cuerpo contra el fragmento Fab, se formó una so­

la banda. 
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l 2 3 4 ---- ......... 6 B kDE 92 

66 -· -- - -
45 .. - -

Figura 7. Inmunotransferencia en nitrocelulosa. 

(l),IgA-S conSSI (control negativo). (2 y 3),es-­

permatozoides con IgA-S y EDTA (80 mM). (4 y 5),e.§. 

permatozoides con IgA-S y NEM (20 mM). (6 y 7) ,es­

permatozoides con IgA-S y PMSF (10 mM). (8 y 9) ,e.§_ 

permatozoides con IgA-S (control positivo). En 

(2 y 3) ,se observa inhibición de la hidrólisis de­

IgA-S por un ngente quelante, lo que no sucede con 

los otros inhibidores (4,5,6 y 7). 
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