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1. JUSTIFICACION

El estudio de la infertilidad femenina de causa desconocida y presumiblemente debida 4
fendmenos de isoimmunidad, se basi en I determinacion del isoanticuerpo dirigidos contra los
espermatozoides, asi como los antigenos del semen contra los cuales estdn dirigidas Tas
inmunoglobulinas.

La mayorfa de las pruebas para la deteccion de anticuerpos antiesperma, tanto en
hombres como en mujeres, se realizan en muestras de suero ¢ incluyen pruebas de aglutinacion
en placa, inmovilizacion espermitica y citotoxicidad mediada por anticuerpos. Estas pruebas
estdn disefadas para detectar anticuerpos principalmente de las clases IpG e IgM con excepeion
de fa téenica con inmunoesferas la cual se pueden detectar anticuerpos antiesperma de clase IpA
en muestras de suero y de moco cervical.

El empleo de nuestras obtenidas directamente del tructo genital femenino como ¢s el
moco cervical puede reflefar de manera mds precisa fa condicion de una respuesta inmune de
tipo secretora mediada por IgAs contra antigenos espertidticas.

El andlisis de la concentracion refativa de 1gAs en ¢} moeo cervieal de nijeres infertiles,
asi como la identificacion por fa téenica de Western Blot de la especificidad contra los antigenos
espermdticos mds comunes, aporta un clemento diagnistico mds preciso en los casos de
infertilidad ferenina de causa presumiblemente inmunoldgica (incompatibitidad moco cervical-
semen).

La hipotesis del Sistemia Inmune Conwin de las Mucosas serd probada al analizar
simultdneamente muestras de saliva de las mismas pacientes « las que se analice la muestra de
suero y moco cervical.

Actushmente es posible fa determinacion de ta cancentracion total de IgAs en safiva
mediante ensayos inmunoenzimdticos (ELISA), los cuales tienen alta sensibilidad y especificidad,
Se pretende aplicar esta metodologia para la deteceion de anticuerpos antiesperma de clase IpAs
en muestras de moco cervical, suero y saliva (36). '

Este proyecto forma parte del estudio integral de infertilidad femenina en las pacientes
que son atendidas en Ja Clinica de Salud Reproductiva del Depattamento de Biologia de la

Reproduceion, del Instituto Nacional de la Nutrigion Salvador Zubirdn,



I1. OBJETIVOS

GENERAL.,
Detectar la presencia de anticuerpos antiesperma (AALsp) de clase 1gG ¢ [gA, dirigidos contra

los principales antigenos espermdticos en el suero, la saliva y ¢l moco cervical de mujeres con

infertilidad inexplicable (presumiblemente de drigen isoinnnne),

PARTICULARES.

Identificar a las mujeres que acuden a la Clinica de Salud Reproductiva del Departapiento
de Biologia de la Reproduceidn del Instituto Nacional de la Nutvicion Salvador Zubirdn
(INNSZ), con problemas de infertilidad, presumiblemente de origen isoinmune.
Desarrollar y estandarizar un sistema inmunoenzimdtico (ELISA indirecto) para Ia
deteccion de AAEsp de clase I8G ¢ IgA en el suero, la saliva y ¢l moco cervical
obienidas de mujeres con infertilidad inexplicable.

Determinar Iy posibie asociacion entre los diferentes isotipos de anticuerpos antiesperma
(IgG, 1gA) en el suero, la saliva y el moco cervieal de las pacientes.

Validar la técnica de deteceion de los isoanticuerpos antiesperma (IgG o lgA) para el
diagnostico de infertilidad femenina inexplicable,

Desarrollar fa téenica de Western Blat para determinar la reactividad de los anticuerpos
antiesperma de clase IgG o IgA cucantrados en el sucro, la saliva o ¢l moco cervical,

contra antigenos de la membrana celular del espermatozoide.



1. GENERALIDADES

La vida comenzé hace aproximadamente 4000 millones de anos, el sexo hace 1500
millones de afos y ¢l ser humano, apenas hace 4.5 millones de afos.

Los procesos mediame los cuales se leva o cabo la veproduccion varfan segin los
organismos, pero bisicamente se pueden definir en dos grupos: 1 reproduccion asexual y la
sexual. La reproduccion asexual es simple y direeta: en ésta el progenitor tinico se divide,
fragmenta o germina para fonnar dos descendicntes genéticamente idénticos al arganismo que
les dio origen. Lin cambio, fa repraduccion sexual implica fa fusion de dos células haploides
provenicntes de dos individuos de fa misma especie para formar una céfula diploide que, con el
posterior proceso de meiosis y recombinacion gendética, dan origen a descendientes con
caracteristicas genotipicas y Jenotipicas wnicas.

La reproduccidn y fa sexualidad son valores muy arraigados dentro de la sociedad y por
ello su pérdida o insulicicncia constituyen una alteracion que afeeta a) individuo, 3 Ja pareja y
al nicleo social-familiar en donde se desenvuelve, Dentro de las alteraciones que pueden existir
en Ja pareja en ¢l proceso de reproduccion, Ia infertilidad es una problentitica que requiere una
investigacion completa y cuidadosa de fa pareja, Por lo amerior es necesario hacer un breve

repaso de Ja fisiologfa de los aparatos reproductores masculino y femenino.

1. Aparato reproductor masculino.

.1, Estructura del aparato reproductor masculino,

Los testiculos estdn compuestos de asas contorneadas de tdbulos seminiferos, donde se
forman los espermatozoides a 1o Jargo de sus paredes, a pantir de las células germinales. Los dos
extremos de cada asa desembocan por uma red de conductos en el epididimo. De alli los
espermatozoides pasan 4 través del epididimo hacia el conducio deferente y entran por los
conductos eyaculadores a Iy uretra en el cuerpo de la prostata durante Ja eyaculacion.

Las paredes de los tibulos seminiferos estan recubiertos por células germinales y por las
células de Sertoli que se extienden desde 1a ldmina basal del wihulo hasta la luz del mismo. Las
uniones intercelulares del tipo "unidn estrecha” entee las células de Sertoli adyacentes a la ldmina

basal, forman Ia barrera hematotesticular (BITT) Ia cual impide que las proteinas y otras



moléeulas grandes pasen del liquido intersticial a Ja Tuz de los conductos; solo los esteroides
penetran esta barrera con facilidad (31).

La espermatogénesis es un proceso que iicia durante la adolescencia cuando las
espermatogonias maduran convirtiendose en espermatocitos primarios, los cuales experimentan
division meidtica reduciendo su ndmero de cromosomas a 23 (eélula haploide); posteriormente
se dividen en espermatocitos secundarios y finalmente en espermdtides. Cuando la
espermatogonia se divide y madura, sus descendientes permanccen unidos por puentes
citoplasmaticos hasta Ia etapa de espermdtide Tinal. Esto aparentemente asegura I sincronia de
la diferenciacion de cada clona de células germinales, Por este proceso ordenado de
espermatogénesis el ndmero estimado de espernidtides formadas a partir de una espermatogonia
es de 512, y se requieren en promedio de 74 dias para formar un espermatozoide maduro a
partir de una célula germinal primitiva. Cada espermatozoide maduro estd formado de una
cabeza compuesta por ¢l acrosoma y el ndcleo, una pieza media rodeada por mitacondrias y la

cola que obtiene su energia de la vaina mitocondrial (2,4,20,31,45).

1.2. Composicion del setien,

El liguido en el interior de los tibulos seminiferos es totalimente diferente del plasma;
contiene muy poca proteina y glucosa, pero es rico en andrégenos, estrdgenos, K', inositol y
dcidos glutdmico y aspirtico. La conservacion de esta composicion depende de la BHT, que
también protege a las células germinales de agentes téxicos acarrcados por la sangre ¢ impide
que los antigenos de las células en division y maduracion, pasen a la circulacion y generen una
respuesta de tipo autoinmune.

El semen contiene espermatozoides y las secreciones de las vesiculas seminales, de la
prostata, de las glindulas de Cowper y probablemente, de las glindulas uretrales, El volumen
promedio por eyaculacion es de 2.0 a 5.0 ml de semen (anexo 1),

El volumen de semen y el nimero de espermatozoides decrece rdpidamente con Ia
eyaculacion repetida. Aungue salo se requicre un espermatozoide para fecundar ¢t dévulo,
normalmente existen cerca de 20x10° espermatozoides por mililitro de semen; fo que significa

que por cada eyaculacion se expulsan entre 40 y 100 millones de espermatozoides. Los



espermatozoides se mueven i una velocidad de 3 mun por isato en ef aparst genital femenino
y Hegan a los oviductos entre 30 y 60 minwtos después del coito,

El semen contiene deido ascorbico, froctoss, ergotionisn, fosforilcoling, flavinas y
prostaglandinas de las vesicutas seminales, fas cuales aportan un 60% del volumen total, La
espermina, ¢ dcido citrico, ¢l cotesterol, fosfolipidos, fa fibvinogenasa, el zine y tr fosfatasa

ficida de la prostata apostan cerca det 20% del volusien total (2,20,31).

1.3. Principales antigenns espermiiticos.

Los antigenos espeeificos del espermatozoide se producen desde ¢l momento que se
forman en el testiculn (figura 1), Al pasar por el epididimo ¢l espermatozoide continda su
desarrollo y adquiere nuevos antigenos los cuales pueden cambiar al continuar su paso a través
del tracto reproductor masculino y posteriormente en tos fluidos del tracto reproductor femenino.
Solo algunos antigenos espermiticas han sido caracterizados extensamente como la enzima

lactato deshidrogenasa C4 (LDUH-C4), ta protaming, Ia RS-1 y la acrosina.

o Protesi Casdenas de
Glicolfpidos periférica ligosachridos

m w Bicops de
fustolidas
Prateinus

transinembriales

(oSS Membrga plasntdtics
2 AR Membrain exterior del
NGl I '“’*l. '  I] acwsona
) Membrans interior del
N . R . ALTOS
Esperaatozaide o e dcrosii

Figura {. Estructura de la membrana espermdtica, (Koff WC and Six HR, 52).
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La membrana plasmdtica del espermatozoide que cubre al acrosoma, cstd compuesta de
una membrana externa y otra interna; después de la reaccion, lisis y Tusion del acrosoma, la
membrana acrosomal interna exhibe nuevos antigenos de membrana,

La LDH-C4 es una isoenzima de la lactata deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) que se
encuentra dnicamente en las células germinales masculinas. Esta enziima es una ghicoproteina que
existe en formas moleculares multiples debido a Ja combinacion de las subunidades que la
componen (las cuales se han designado como A, By C), homo 6 heterotetraméricas cun
funciones especificas, La LDH-C4 aparcee en la pubertad durante la division meidtiea del primer
espermatocito y se encuentra también en el espermatozoide maduro. A pesar de ser un antigena
interno, puede atravesar la membrana plasmitica y aparecer en la superficie (8,50).

La protamina es un antigeno del espermatozoide que reemplaza a las histonas en ¢l nieleo
espermdtico durante la espermatogénesis. Este antigeno puede inducir autoinmunidad enun 30%
de hombres vasectomizados y, al igual que la LDH-C4, es un antigeno interno que puede
aparecer en la superficie de fa membrana plasmdtica del espermatozoide (10).

El RSA-1 es otro antigeno especifico del espermatozoide ¢l cual se localiza en la
membrana plasmatica, y cuyo peso molecular es de 14 KD, se cree que participa en Ia union del
espermatozoide a la zoma pelicida del dvulo (8,50).

La FA-1 es um glicoproteima que se encuctitra como dimiero con un peso molecular
aproximado de 48 a 50 KD 6 como monémero de 234:2 KD, en la membrana de- las células
germinales de varias especies animales y fa induccién de una respuesta inmune hacia esta
proteina altera dircetamente et proceso de espermatogénesis y la unién del espermatozoide a la
zona peliicida del 6vulo (6,71,72).

El SP-10 es un antigeno que sc encuentra ¢n abundancia en el interior de ta membrana
acrosomal de fos espermatozoides maduros, asociada con I reaccidn acrosomal de ta cabeza del
espermatozoide y su peso molecular varia de 18 a 34 KD (6).

La acrosina (EC 3,4.21.10) es una proteasa de serina focalizada en el acrosoma de los
espermatozoides de los mamiferos y se encuentra en forma de zimégeno como proacrosina (PM
53 KD), desde el estadio temprano del espermatozoide y es activada por un mecanismo

enzimatico intrazimdgeno. Esta enzima estd involucrada en la reaceion y dispersion de la matriz



acrosomal, asi como en la union y en la penetracion del espermatozoide a la zona pelicida del
ovulo (9,50,59).

La hialuronidato 3-glicano/hidrolasa, conocida como hialuronidasa (EC 3.2.1.35, PM 60-
65 KD), se encuentra en el plasma seminal y en la membrana del espermatozoide. También

participa en la hidrdlisis del acrosoma del espermatozaide (47,52).

2. Aparato reproductor femenino.

2.1. Ciclo menstrual y ovulacion.

El desarrollo de los dvutos enel ovario inicia durante la gestacion, de modo que al nacer,
¢l nimera de dvulos presentes en el ovario ya esti determinado. Cuando la mujer aleanza la
madurez sexual, representada por el primer sangrado menstrual (menarca), se produce I
liberacion del primer dvulo maduro,

Ll ovario consta de 3 regianes: 1a externa o cortical, la interna o medular y el hitio. Sus
camponentes principales consisten en una cubierta de epitelio celomico, foliculos en varios
grados de maduracion, tejido de soporte conocido como estroma 'y vasos linfiticos y sanguineos.

En su etapa mds inmadura el foliculo se conoce como "primordial” y estd separado del
estroma por una membrana basal. El foliculo contiene un oocito primario rodeado por una sola
capa de células en forma de huso, las cuales adquicren una-forma cuboidal y el foliculo se
denomina primario y su posterior transformacion da origen a kit "zona granulosa” que secreta
una glicoproteina que forma la zona pelicida, que cubre al oocito.

Desde la menarca hasta la menopausia, se observan en la mujer cambios hormonales
ciclicos mensuales que se originan en el sistema neuroenddcerino, que dan como resuhtado un
sangrado vaginal de origen uterino Hamado menstruacion,

La duracion del ciclo menstrual es variable, pero en su mayoria se considera normal de
25 a 30 dias y su duracion se calcula desde el primer dia de sangrado hasta un dia previo al

siguiente.

2.2. Cambios hormonales en el cicla menstrual,
El ciclo menstrual se divide en dos fases: la tase folicular o proliferativa y la fase litea

o seeretora. La fase folicutar tiene una duracidn aproximada de 10 a 20 dias (14 en promedio),
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comicnza con el primer dia de sangrada y termina el dia del pico de Ia hormona luteinizante
(L11) que estimula el desarrolio de los foliculos hasta el mowento de T ovulacion,

La hormona foliculo estimulante (FSH) produce el desarrollo inicial y fa secrecion de
estrogenos, pricipalmente estradiol (E,) por los folicufos oviricos, y la LI induce la secrecion
de progesterona por las células ovdricas durante la fase litea. Es entonces cuando los foliculos
denominados primarios inician su desarrolto, el cual s¢ smaniltiesta por el aumento de amao del
oocito y por la proliferacion de las células de Ja capa granulosa. Conforme avanza su
maduracion, ¢l évulo empieza a separarse de la caps granelosa, a partir de fa zona pelicida
secretada por las células foliculares.

Al aproximarse la ovulacion (etapa periovulatotia) dos dias antes de que tenmine la fase
{olicular y los dos primeros dias de la fase dtea, fuy una elevacion en la concentracion

plasmitica det E, y se mantiene el pico hasta unas horas antes del pico ovolatorio (figura 2).
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Figura 2. Cambios hormonales durante el ciclo menstrual,
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Durante ta fase ovulatoria el foliculo aleanza su madurez completa, se rompe y el dvulu
es expulsado. Esto ocurre cuando hay una elevacion de fa LITy Ia FSH. El dvulo es recogido
por los extremos fimbriados de las trompas de Falopio y es transpottado al dtero y, a menos que
ocurra la fecundacion, hacia el exterior a traves de la vagina. Los foliculos que crecen, pero no
ovulan, degeneran formando foliculos atrésicos (45).

En la fase Iitea el cuerpo liteo (amarillo) que se caracteriza por la vacuolizacion y
vascularizacion de las células de la capa granulosa del ovario, tiene una etapa de crecimiento que
dura 7 dias (después del pico de Ia LH), seguida de una fase de 7 dias caracterizada por la
disminucion de la produccion de esteroides y si hay embarazo, ¢l cuerpo Kiteo persiste por la
accion de la gonodotropina coridnica, y por lo general no se presentan mis periodos hasta
después del parto, Si no hay embarazo, empiezit a degenerar 4 dins antes de la siguiente
menstruacion (24o. dia del ciclo menstrual) hasta que al fin es reemplazada por tejido cicatrizal,
y al final de la menstruacion todas las capas se desprenden del endometrio, excepto las
profundas.

Despaes de fa menstruacion, se regenera el endometrio a partir de las células que quedan
en la capa basal, y desde el punto de vista de la funcion endometrial, 1a fase proliferativa del
ciclo menstrual representa el restahlecimicnto del epitelio a partir de la menstruacion precedente,
y la fase ltea la preparacion del dtero para I implantacion del évulo fecundado (29).

La mucosa del cuctlo uterino presenta cambios ciclicos en las secreciones que produce.
El periodo fértil en el cual la inseminacion puede dar como resultado la fertilizacion, estd
intimamente relacionado con el ¢érvix y el moco cervical; el ¢érvix es el drgano blanco de un
sofisticado sistema de control enddcrino, y uno de sus papeles es modular las propiedades y la

secrecién del moco cervical.

2.3. Moco cervical.

La mucosa endocervical es un intrincado sistema de criptas que agrupadas dan 1
impresion de ser glindulas. Estas criptas que consisten en sacos de epitelio columnar de Ia
mucosa cervical, pueden tener una orientacion oblicua, transversal o longitudinal, pero que
nunca se cruzan entre ellas, aunque pueden bifurcarse o extenderse hacin fa porcion basal, y su

estructura viurfa segan la edad y la etapa del ciclo menstrual. El epitelio cervical comprende
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distintos tipos de células secretorias que varfan de acuerdo a la abundancia de grinulos
secretorios en distintas partes del cuello utering, formando el moco cervical,

El moco cervical se compone de una fase liquida y una solida, La fase liguida del moco
contiene proteinas, sales inorgdnicas y enzimas; 1a fase solida consiste en un polimero insoluble
de glicoproteina (Ja mucina), que forman una matriz en ki cual se dispersa la fase acuosa y las
dos en combinacion le confieren integridad estructural y funcional al moco cervical. La variacion
cfclica de tos constituyentes del moco cervical influye en la penetracion y la supervivencia de
los espermatozoides dentro de 1t mucosa endocervical,

La secrecion del moco cervical depende de fa tuncion, de 1a actividad y de la respuesta
de las células secretorias del epitelio cervical a las hormonas cireulantes. Los estrogenos
principalmente el E,, estimulan la produccion abundante de un moco acuoso por tas células
epiteliates det cérvix, mientras que la progesterona inhibe su actividad secretoria. También el
volumen secretado de moca cervical exhibe variaciones ciclicas: en mujeres sanas en edad
reproductiva, fa produccidn diaria del moco varfa desde 500 pf durante 11 mitad def ciclo hasta
menos de 100 ul en otros periodos del ciclo menstrual. Una pequeiin cantidad de liuido
endometrial tubdrico (y quiza folicular) también contribuye a formar el moco cervical. -Ademds
en ¢ moco cervical existen detritos celulares procedentes de las epitelivs uterino y cervical, asi
como también leucocitos. Por lo tamo ¢l moco cervical es una seerecion heterogénea que
contiene més de 90% de agua, gran cantidad de la cual esta inclufda dentro de la matriz de la
mucina. ‘

Durante e} cicla menstrual existen variaciones en la consistencia det moco cervical; justo
antes de fa menstruacion es viscoso, y en los dias periovutatorios presenta una mayor hidratacion
y su micraestructura es més abierta con espacios intersticiales mis extensos que el moco de ta
fase latea, lo cual fe confiere una mdxima capacidad receptiva al ingreso de los espermatozoides
desde el sitio de 1a eyaculacion.

Al entrar los espermatozoides en el moco cervicat, los constituyentes del plasma seminal
quedan adheridos en su superficie y Jos espermatozoides son guiados por Jineas de fuerza del
moco cervical hasta las criptas cervicales, en donde son retenidos y tiberados lentamente hacia
el dtero y las trampas de Falopio. Los intersticios del moco cervica) son mds pequefios que los

espermatozoides, por lo que su penetracion depende exclusivamente de movimicentos activos de
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las colas que estdn directamente relacionados con ¢l grado de movilidad o vitalidad; solo los
espermatozoides morfologicamente normales son capaces de proseguir i través del moco, de esta
manera al desplazarse el espermatozoide es empujado haciic los lados y/o bloqueado a través de
la microestructura del moco mediado tamhién por contraceiones musculares en el tracto
reproductor femenino (48,49,87).

La fisiologia de ta interaccion moco-semen no ha sido totalmente aclirada pero se sabe
que esta interaceion involucra un mecanismo conocido como reservorio espermitica, en el cual
fos espermatozoides pueden permanecer hasta 6 o 7 dias a nivel del canal cervical recibiendo

aporte energético que los mantiene bioquimicamente activos.

3. Proceso de fertilizacion,

Antes de penetrar las capas del oocito, el espermatozoide pasa por un proceso de
capacitacion que normalmente ocurre en el tracto genital femenino. Este proceso de capacitacion
se define como un conjunto de cambios bioguimicos y morfoldgicos que ocurren en el
espermatozoide al pasar por el oviducto del tracto reproductor femenino, los cuates le permiten
la induccién de Ia reaccion acrosomal y el proceso de fusion dviilo-espermatozoide.

La reaceién acrosomal consiste en una serie de cventos exocitdticos que se Hevan a cabo
en la membrana del espermatozoide, los cuales inician con la fusidn y la vesiculacion progresiva
de la membrana exterior acrosomal y la concomitante liberacion del contenido acrosomal. La
reaccion acrosomal depende del control de 1a acivacion y de Ja liberacion de las enzimas
acrosomales necesarias para que el espermatozoide penetre al évulo a través de la zona peldcida,
Si Ia reaccidn acrosomal ocurre en otro tiempo o en otro sitio diferente a las trompas de Falopio,
esto puede ser motivo de infertilidad (25,36,96-99).

Al fusionarse las dos células, la division celular comienza de inmediato y el embrién en
desarrollo (blastocito) baja por Ja trompa de Falopio e ingresa al dtero. Una vez en contaeto con
el endometrio, el blastocito es rodeado por una capa exterior de sincitiotrofoblastos y una capa
interior de citotrofoblastos. El blastocito permanece aproximadamente 3 dias en Ia trompa de
Falopio y 3 dias mis en los lquidos del diero antes de implantarse en la pared dorsal det utero,
momento en ¢l cual comienza el desarrollo de la placenta y los cambios hormonales

caracteristicos del embarazo.



4. Infertilidad.

Son numerosos los faetores que pueden ser responsables de la disminucion de la
concepeidn y el embarazo, El hombre vequiere de una espermatogénesis, funcion sexual y
anatomica  normal, para poder  depositay un nimery  adecuade  de espermatozoides
morfologicamente normales y moviles demro de ku vagina, L mujer requiere de ciclos

menstruales regulares y normafes.

4.1, Etiologia y epidemiologia.

En lo que respecta a los factores anatdmicos y fisiologicos, en una pareja infértil, el
hombre es responsable en un 40 a 50% de los casos. El primer dato que se considera para
determinar si la infertilidad es de origen masculino es la espermatobinscopfa (anexo 1), que
consiste en un andlisis de las caracter{sticas del semen; si alguna de ellas no se encuentra dentro
de los pardmetros establecidos, puede ser mativo de infertilidad. Otros Tactores responsables de
infertilidad masculina son una espermatogénesis deficiente, impotencia, eyaculacion retrograda,
obstruccién testicular, criptorquidia y' secuelas yuirdrgicas (53).

Un 30% de Jos casos de infertilidad femenina se originan por alteraciones del ciclo
menstrual (endocrinopatiasy, un 20% por endometriasis y enfermedades pélvico-inflantatorias,
5% por infecciones, un 20% de causa inexplicable y entre un 5% a 17% de origen inmunologico
45).

En adicion 4 los efectos inhicrentes de 1a edad, los organos reproductivos estin expuestos
a daiios que potencialmente afectan fa fertilidad. Las enfermedades cangénitas y fas infeccivnes
genitales en ¢ hombre, pueden ocasionar un espermatogénesis deficiente o anormal. Iin ka
mujer el uso de dispositivos intrauterinos (DIU) paede provocar lesiones que generan
enfermedades pétvico inflamatorias (EPH con una subsccuente infertilidad,

En ¢l tabaquismo cronico en el hombre (aproximadimmente 20 cigneros por dfa) se ha
reportado que existe una disminucidn de un 20% a 40% de la concentracion de dcido ascrbico
en el suero, disminuyendo la calidad del espermatozoide (en su morfologia, su movilidad o su
concentracion). En el caso de las mujeres fumadoras, cerca del 30% de ellas tienen problemas
de infertilidad, debido a que los metabolitas de la nicotina estdn presentes en el moco cervical

(24).



El aleoholismo crénico en la mujer induce desordenes ovulatorios y en ¢l hombre afecta
la sintesis testicular y la secrecion de testosterona, dando como resultado una disfuncion sexual,
asi como una probable impotencia permanente. Finalmente la exposicion de hombres y mujeres
a una canstante radiacion o actividades ocupacionales en las que se encuentre en contacto con
agentes quimicos (mercurio, cadmio) y exposicion a altas temperaturas, aumentan el riesgo de

tener una intertilidad de tipo idiopdtica (39).

4.2. Historia clinica y examen médico.

El diagndstico de infertilidad comienza con la primera visita al médico, ¢l cual debe
realizar a la pareja una historia clinica, para pader estahlecer una evitluacion que lleve a cunocer
la causa probable de la infertitidad. La historia clinica de la mujer incluye, la vatoracivn de su
ciclo menstrual, uso de anticonceptivos, frecuencia de actividad sexual, embarazos previos que
no Hegaron a término, dbitos, ete.

Otro dato importante que debe ser incluido en la historia clinica de la paciente es el pertil
endocrinoldgico y en el cual se incluyen a la hormona Tuteinizante (LH), la hormona foliculo
estimulante (FSH), la progesterona (1), los estrégenos principalmente E, y prolactina (PL).

El estudio anatémico incluye histerosalpingonogralfa y laparoseapia, asi como examen
pélvico con objeto de detectar anormalidades como endametriosis. Mediante el Papanicolau s¢
realiza la busqueda de microorganismos como Mycoplasma hominis, Ureaplasma wrealyticum,
Chiamydia y Neisseria gonorhoeae. Por iltimo, se realiza una prueba de penctracion espermitica
(PPE) o prucba post-coital, que refleja la int¢raccidn entre ¢l moco cervieal y el espermatozoide
(ancxo 2) (45,58).

Para ¢l estudio de la inlertilidad masculina, la historia clinica debe incluir antecedentes
de fertilidad, es decir, actividad sexual, sccuclas quirirgicas en drganos reproductivos,
espermatobioscopia, enfermedades trasmitidas sexualmente y, en ocasiones Ia frecuencia a la

exposicion ambiental y ocupacional a metabolitos que pueden daiar o alterar la fertilidad.

5. Infertilidad inmunoldgica.
El sistema inmune desempedia un papel importante en fa reproduceion de los mamiferos.

Para que ocurra ¢l embarazo se requiere que la respuesta inmune se modifique en el tracto
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reproductor femenino, para que se Heve a cabo fa fertilizacion e implantacion del dvulo y una
posterior embriogénesis, estableciéndose una tolerancia inmunoldgica que acompaia a los
gametos (ovulo y espermatozoide).

En el hombre, la presencia de ta BHT limita ¢l paso de Ias células inmunocompetentes
hacia el interior del aparato reproductor en donde se forma y transporta el espermatozaide. Sin
embargo, existe la posibilidad de que se praduzcan autoanticuerpos (dirigidos hacia antigenos
propios) o isoanticuerpos (anticuerpos dirigidos hacia antigenos de otro individuo) contra el
espermatozoide, siendo esta respuesta inmune de tipo humoral o mediada por células, a pivel
local o sistémico.

La incompatibilidad inmunoldgica es un problema de infertilidad en aproximadamente un
5a 17% de las parejas con infertilidad, sienda esta respuesta inmune de tipo humoral o mediada
por células, a nivel local o sistémico. Los anticuerpos anti-espermatozoide (AAEsp) reaccionan
contra dominios antigénicus especificos deb espermatozoide en a enbeza o a cola, pudiendo
afectar su funcién, su movilidad, su viabilidad, su capacitacion o su interacion con el dvulo
(figura 3).
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Figura 3. Interferencia de los AAEsp con el espermatozoide.
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5.1. Interferencia de los AAESsp con el proceso de fertilizacion.
Los AAEsp interfieren con la fertilizacion mediante dos mecanismos principales; el
primero sobre la movilidad del espermatozoide y el segundo en la interaccion del espermatozoide

can ¢l dvulo,

5.1.1. En ¢l transporte del espermatozoide,

La unién de los AAEsp a la supericie del espermatozoide en el semen, modifica su
novilidad y capacidad de penetracion en el moco cervical. La presencia de anticuerpos reactivos
al espermatozoide dentro del moco cervieal, también puede producir daiio a las membranas
celular y acrosomal del espermatozoide.

Los anticuerpos dirigidos contra la cabeza del espermatozoide (principalmente IgG ¢ IgM)
activan el sistema del complemento ¢ interfieren con su penetracion en el moeo eervical y en la
union con el dvulo, mientras que los anticuerpos dirigidos contra [a cola del espermatozoide
(IgA) promueven la pérdida de la movilidad espermitica.

El proceso de opsonizacion por anticuerpo y el Tuctor C3 del complemento unidos al
espermatozoide, puede producir el aumento en la fagocitosis del espermatozoide por los

macréfagos presentes en el tracto reproductor femenino,

5.1.2. Par interaccidn con ¢l dvulo,

Los anticuerpos dirigidos contra la cabeza del espermatozoide pueden obstruir el sitio de
unidn de este a la zona pelicida del dvulo impidiendo la interaccion fisica de ambos gametos.

Los anticuerpos que activan complemento (IgG e IgM) dirigidos contra la cabeza del
espermatozoide, pueden afectar la capacidad del espermatozoide de penetrar al dvulo, Este efecto
estd mediado por daiio a la zona del acrosoma y a la membrana plasmitica espermitica, ain

cuando la movilidad eelular no se vea alterada (14,43,45).

6. Inmunologia de las mucosas.
El sistema inmune de las mucusas estd representado por Ia IgA secretoria (IgAs), la cual
actda como primera linca de defensa especifica u nivel de las mucosas. La IgAs actia inhibiendo

o retrasando la adherencia de los microorganismos a la superficie de las células epiteliales que
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forman las mucosas, impidiendo su emrada hacia los tejidos y su posterior eliminacion por otros

mecanismos de resistencia a las infeceiones.

6.1. IpA secretoria (IgAs).

La TgAs se encuentra presente en altas concentraciones en las diferentes secreciones del
organismo, en las lagrimas, la saliva, Ia leche, el calostro y en los fluidos que badian los tractos
respiratorios, digestivo y genitourinario,

Existe evidencia de que la IgAs no pasa de la sangre a las dilerentes secreciones, sino
que debajo del epitelio existen células plasnuiticas que sinetizan IgA y el péptido de unidn o
cadena J, por lo que su producto es BpA polimérica, principalimente en torna de dimeros de
immunoglobulina (IgA;.J), la cual es secretada hacfa ¢l espacio intersticial. Las células que
forman los diferentes epitelios, estin intinamente unidas entee i por uniones intercelulares del
tipp "unidn estrecha” (tight junction), que evitan que la IgA dimérica atcance la superficie de
las epitelios por difusiéu simple. Se ha postulado que el camponente secretar (CS) o "pieza
sccretoria”, adenyis de otorgarle una ventaja adicional frente 4 la desnaturalizacion proteolitica,
actia como ¢l receptor para la IgA dimérica, siendo éste mecanismo de transporte de la IgAs
el mis aceptado.

El CS es una glicoproteina que se sintetiza como un precursor de 96 KD por las células
epiteliales de las mucosas. Después de ser sintetizado, el CS se localiza en las porciones basal
y lateral de las células epiteliales, donde actia como el "receptor para IpA dimérica®, con ta cuat
s¢ combina por interacciones no covalentes. Después de unida, la IgA dimérica es endocitada
y transportada dentro de la célula epitelial en forma de vesiculas, hasta que es vertida en Ia luz
de tos cpitelios por un proceso de pinocitosis revertida dependiente de energia, Este sistema de
transporte favorece que la IgA dimérica pueda atravesar el epitelio sin que sufra modificaciones
enzimdticas, ya que viaja "protegida" dentro de las vesiculas,

Este sistema de transporte es dnico, ya que una pequeiia porcion del receptor permanece
unido con su ligando, después de ser exocitado por la céluli. Después de liberar a Iy molécula
de IgA, el fragmento del CS (peso molecular 20 KD), conacido come “fragmento de anclaje”
que quedd unido a la membrana de la célula epitelial, ya no es reciclado sino que se degrada

intracelularmente. Desde el punto de vista bioquimico, esto genera una gran complejidad, ya que
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por un lado, el CS debe ser "anclado” a la membrana de la célula en uno de sus polos para unir

a la IgA, mientras que por el otro, parte del CS debe ser "eliminado” junto con su carga,
después de haber efectuado su Tuncion de transporte.

La adicion del CS a la moléenla de 1gA dimérica, di como resultado T molécula
completa de 1A secretoria (IgAs), to que favorece su estabilidad y le proporciona ama ventaja
adicional al anticuerpa secretor, ya que aumenta su resistencia @ la hidrolisis en las scereciones

externas donde efectia sus funciones protectoras (figura 4) (1,51).
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Figura 4. Modelo para el tsusporte epitelial de la IgA dimérica mediada por CS.
I. Sintesis del CS en ¢l reticule endopldsmico rugoso (RER) de las edlulas
epitetiales.

2, Glicosilacion del CS en el aparato de Golgi,

3. Expresion del CS en las porciones bisal y lateral de L céluta epitelial.
4. Formacidn del complejo CS-1gA,.J.

5. Endocitosis det complejo CS-IgA,.J.

6. Formacidn de las vesfoulas.

7. Liberacidn de IgA secretoria (IgAs) y de CS libre,
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6.2. Tejido linfoide asociado al intestino,

Los tejidos linfoides asociados a los epitelios de la mucosa contienen un ndnero mayor
de células linfoides (linfocitos B y T) y células plasmiticas (70-80%), que las yue contienen ¢l
bazo, los nodulos linfiticos y Ta médula dsea en conjunto (20-30%).

Desde ¢f punto de vista inmunoldgico, el intestino ¢s vn drgano que participa activiamente
en los mecanismos de defensa especificos del organismo. 1) tejido linfoide asociado al intestino
(GALT, por sus siglas en inglés), forma parie de up sistemi de proteceion especializado que se
conoce como Tejido Linfoide Asaciado a las Mucosas (MALT), dentro del cual también se
incluye al tejido linfoide asociada a fos bronguiss (BALT).

Una de las caractetisticas tmds estudiadas del sistema innne de las mucosas, es i
Jocalizacidn y sintesis de los isotipos de It IgA polimérica y 1o IgAs en las mucosas. La
seerecion de a JgAs en la superficie de fas mucosus, es la primer linea de defensa especifica,
aungue la respuesta inmune humoral involuera a otras imunoglobulinas como 1gG ¢ IgM.

El aparato digestivo tiene como caracleristica ¢l estar en contacto con gran cantidad de
antigenos de diversa indole, por la cual es necesario gran cuntidad de tejido finfoide para
mantener fa homeostasis, por {0 que le confieren 2 funciones principales: proteger al organismo
de infecciones entéricas por virus, bacterias y parisitos, y minimizar la induccion de una
respuesta inmune mediada por células y por anticuerpos,

En el intestino se¢ encuentran Jucalizados agregados linfoides en forma dispersa a lo fargo
del intestino conacidos como placas de Peyer; éstas son mds grandes y abundantes en la porcidn
terminal del intestina (fleon). Se encuentran de 20 a 30 plicas de Peyer en el ser humano,
mtientras que en el raton son alrededar de 12 (1,26),

En cada una de fas placas de Peyer se encuentrt un centro germinativo canstituida
principalmente par linfacitos B IgA+. La zona interfuliculir, y en especial la mds cercana a la
fuz intestinal, contiene linfocitos Th (CP4+), Ts (CD8+) y los ilamados linfocitos T
contrasupresores (Tes) que pueden potenciar fa respuesta innmne contra antigenos en el tracto
intestinal.

Las células linfoides que s¢ encuentran dispersas en el intestino, pueden ser de dos tipos:

- Linfocitos intraepiteliales (IEL). E 80 a 90%, son linfocitos T cuya fenotipy es

supresor/citotoxico (Ts, CD8+); el resto de las células se cree que son célulis NK. Otra
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caracteristica importante de los IEL, s que no se encuentran linfocitos B dentro de esta
poblacion (26).

- Linfocitos de la Limina propia (LPL). Son células linfoides gue se localizan por debajo
de la membrana basal, dentro del tejido conectivo que las sostiene, estas células incluyen a
linfocitos B (30%), linfocitos T (50%) y mucrofagos (=25%). La superficie de fas placas de
Peyer estd cubierta por un epitelio especializado de células epiteliales de forma cuboide que
presentan antigenos HLA-DR 4+, muy pocas células caliciformes y una célula especializada en
¢l trinsporte de antigenos, conocida como eélula M debido a que en su superficie apical presenta
“micropliegues” en lugar de microvellosidades.

La eéhula M posee numerosas mitocondrias debajo de L poreion apical de su membrana,
asi camo numerasas vesiculas con las cuales endocita y lrunspu)‘lv:l moléculas y mieroorganismos.
Su nicleo se localiza en la poreion basal y su citoplasma generalmente “rodea” a una o mas
células que fa penctran, las cuales pueden ser linfocitos, linloblastos, macrdfagos, células
plasmiticas y, menos frecuentemente, PMN. Estas células se encuentran en el espacio
intereefular que forma una mella en su citoplasma, formando lo que se eonoce coma “hoyo
central" (figura 5).

La célula M es considerada como el principal punto de entrada a a placa de Peyer por
la pinocitosis y transporte intacto de los antigenos, a través del epitelio hacia el tejido linfoide
del interior de Ia placa de Peyer (funcidn que probablemente esié asociada con macrdéfagos y
células dendriticas), iniciando de ¢sta manera una respuesta inmune por las células T y B.

La célula M carece de moiéeulas del HLA de clase 11, por lo que ésta no participa en el
procesamiento del antigeno, asi como tampoco fo hace para el transporte de la 1gAs por carecer
de componente secretor; sinembargo se ha sugerido que fa IgA de la luz intestinal puede afectar
fa union y transparte de antigenos por la célula M, ya que se ha demostrada que ¢iertos
complejas antigeno-I1gA pueden adherirse selectivamente a la membrana de-la célula, Por lo tanto
la union y el transporte cficiente de el complejo antigeno-IgA por [a célula M permite sostener
la respuesta inmunce uny vez que ésta ha sido iniciada.
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Figura 5. Mecanismos para la induccion de la respuesta inmune en el 1ejido linfoide asociado

al intestino (GALT). (Griffin, et al, 37)

6.3. Sistema inmune comiin de las mucosas,

Las placas de Peyer estan enriquecidas en su superTicie de célufas ptasméticas precursoras

de IgA, asi como en otras mucosas y phindulas de secrecidn. Los primeros estudios
experimentales hechos en ratdn, demostraran que los finfocitos de las placas de Peyer se
diseminan hacia otros tejidos asociados a mycosas, observando el mismo tipo de respuesta
inmune humoral especifica (representada principalmente. por IgAs) en el BALT y en otras

glindulas de secrecion externa como la glinduta mamariy, las glindulas salivales, las glindulas

20



lagrimales y ¢l endocérvix, de manera independiente de la inmunidad sistémica. Esto did origen

al concepto de la existencia de un “Sistema Inmune Connin de Jas Mucosas"(1,70).

Los linfacitos B inmaduros que se encuentran en Ja placa de Peyer, son activados y

:ambian de isotipo de inmunoglobulina que expresan en su superficie: inicialmente expresan IgM

en su membrana (mlgM"*) y posteriormente IgA de membrana (mIgA*) bajo la influencia de

una poblacion especial de los linfocitos T de "switch”, presentes en las placas de Peyer; estos

linfocitos portan el marcador de superficie CD4' caracteristico de lintocitos ‘T con funcion

cooperador/inductor. Una vez activados los linfocitos, abandonan la placas de Peyer a ravés de

los conductos linfiticos eferentes y migran hacia los nodulos mesentérieos, para pasar

posteriormente al conducto toricico y de ahi, a la circulacion sanguinea (figura 6).
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Figura 6. Sislesna inmune comun de las mucosas en humaios. (Mestecky 1, e al. 70)
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S¢ ha demostrado que las células plasmiticas productoras de 1gA que fueron estimuladas
en el GALT regresan al sitio donde origimlmente ocurrio su activacion (fendmena conocido
como "homing"), la cual se debe a fa presencia de moléeulas en la superficie de los linfocitos
que las guian Racia el drgano al que finalmente van a alojarse; ademis que también se pueden
dirigir hacia otros sitios asociados a mucosas, como el tracto respiratorio y el tracto

genitourinario, asi como 3 fas glindulas fagrimales, salivales y mamarias (figura 6).

6.4. Respuesta inmune en ¢l aparato reproductor femenino,

El sistema inmune local de tipo secretor que existe en el dtero, el céyvix y a vagina es
cuatitativamente idéntico al que se encuentra asociado con otras superficies mucosas como ef
GALT y el BALT. Este sistema es cavacteristico par fa presencia de células que sintetizan
inmunoglobulinas en fa submucosa local, 1a cual reacciona con un estimulo antigénico local con
la subsecuente produccion de anticuerpos espeeiticos que son seeretados a través de by mucosa
del tejido.

En el epitelin ectocervical se encuentran las células de Langerhans, que son células
dendriticas intracpiteliales que provienen de la médula dsea y se encuentran presentes en higado,
bazo y piel, su principal funcién es fa de reconocer y expulsar antigenos exégenos i/l mucosa
y presentarlos a los linfocitos T,

Los linfocitas T se encuentran de manera intraepitelial en fa capa basal del epitelio
escamoso del cérvix. La poblacion de estos linfocitos presentan nna selacion CD4/CD8 que sc
encuemra en m rango de 2/3 a 1/9.

Los anticuerpos secretados Jocaimente juegan un papel importante en la proteceidn de las
superficies mucosas del tracto reproductor, el isotipo de inmunoglobuling que se encuentra
principalmente es de tipo IgAs enun 70%. Estudios inmunohistoguimicos en aparato reproductor
femenino han revelado I presencia de células plasmidticas que secretan IgAs, y en menor
cantidad IgM e 1pG. especialmente en ghindulus del endo y ectocérvix, en ef dtero y en las
trompas de Falopio. La deteceion de Ia cadena J en las célulus productoras de IgA, ha sugerido
que la IgA polimérica (plgA) y 