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IMMUNOLOCALITZACIO ULTRAESTRUCTURAL DELS ANTIGENS DE
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Utrastruciural immunoliocalization of human soerm surface antigsns
that induce immune response

The presence of antisperm antibodies in serum or in the reproductive
tract play a significant role in the impairment of fertility; to localize at
the ultrastructural level the antigenic proteing that induce thess
antibodies, we incubatad ultrathin sections of spermatozoa, embedded at
0w temperature in 8 methacrylate mixture | ,:*.:’r”'ﬂ K4M, with different
antisperm antisera and protein A-gold complex. Antisperm antisera were
induced in Mew Zealand white rabbits using different antigens:
capacitated and non capacitated whole spermatozoa, heads and tails. The
labelling is mainly found over the acrosome with different antisera; on
the other hand, the nucleus T
tails display a less intensive |

than with anti-tai
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Introduccid

L‘ﬁpari'cié d'autoimmunitat o isocimmunitat contra els espermatozoides,
en I'home i 1a dona respectivament, &s un dels maltiples factors que poden
interferir en el procés de la fertilitzacié, si bé& la demostracid
d'anticossos antiespermatozoides en el sérum o en s secrecions genitals
(plasma seminal 1 moc cervical) no és indicativa d'esterilitat permanent
hem de considerar també l'especificitat dels anticossos, la classe
d'immunoglobulina, la sseva concentracid, aixi com les influgncies
hormonals (SCHUMACHER, 1988).

Referents a 1'actuacid d'aquests anticossos antiespermatozoides, que
poden afectar a la reproduccid per efectes humora;;: directes {per les
immunoglobulines i/0 el complement) i efectes indirectes mediats per
cél.lules (fagocitosi d'espermatozoides mediada per macrdfags) (LONDON
et al., 1984), s'han descrit diversos mecanismes inhibidors de 1s
reproduccio tals com 1'aglutinacid o immobilitzacid dels espermatozoides,

la citotoxicitat, la interferadncia de la capaciacid o de ‘a reaccio
acrosomica, V'impediment de la penetracid en el moc cervical (WANG st

, 1885}, 1a inhibicid de 13 unid o de 1: penetra ié de les membranes ds
]G*,-‘%"‘ (ABDEL-LATIF et al., 1986), 1a inhibicio de 1a fertilitzacio “in vitro”

(CLARKE et a1, 1988) 1 1a ’r*.t;,-rfer‘ér:c"ﬂ en 1a implantacid dels embrions
(HAAS et al,, -iu”:l:l

Diversos estudis han mostrat que els anticossos antiespermatozoides
han estat induits per antigens de la superficie dels espermatozoides
(PARSLOW et al, 1987) o per components del plasma semina
realitzar una 1ch.uht7=tr:m precisa d "1" E;:'"':UQBHS responsable
aparicid, hem realitzat una immunolocali 8l
incubant talls ullrafins d'espsrmatozoides capacitat&:, i1
tar*,.;urafu.rs en la reina i_m*.’-:'if:rgv:‘. K4M, amb di'-zers S untrﬁr“n;s
antiespermato btinguts immunitzant conil 5 de MNova
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Zelanda i afe am; gls anticossos amb un complexe de protsina A-or
col.loidal.




Material i matndes
Obtencid de 1es mostres de semen huma

Les mostres de semen humé es ‘'van obtenir per masturbacid, prévia
abstinéncia sexual de tres digs. Es van recollir en un pot de pldstic estari]
i es van mantenir a 37°C perque tingués 1loc una bona liglhefaccid del
semen.

Seleccid i capacitacid dels e*oermotamides

Per & reproduir "in vitro® els canvis que ofreixen Is espermatozoides
en l'aparell genital femeni, les aligiotes de semen {0'S ml) es van
resuspendre en 1’5 ml de tampd B‘Mt’ (BIGGERS, WHITTEN i WHITTINGHAN,
1971), modificat per 1'addicié de 0.050 M de tampd Hepes (Sigma), que
contenia 3 mg/ml de HSA {albumina de sérum huma), es van centrifugar a
600g durant 5 minuts, a 2500g durant 1 minut, i es va aspirar el
sobrenadant. E] sediment que quedava es va cobrir amb 0> ml de tampd
BwWW modif 1r;.,t que contenia 33 rn:."-f’m: dg HSA i es va incubar & 37°C
durant 1 hora. La fraccid mobil d'e permatozoides desitjada era 1a que es
trobava en el sobrenadant (0'4 mI,‘J D'aquesta fraccid es va eliminar e
medi de cultiu centrifumm 3 3000g durant 2 minuts i resuspenent e}
sediment amb PBS (tampd fosfat de sodi 0" M, pH 7'4).

Aquest matode produsix la capacitacid dels espermatozoides. Per a
seleccionar-10s perd sense capacitar-los , ho se 1i afegeix 'HSA a1 madi
B

Obtencid dels antiserums antiespermatozoides

Els anticossos antigspermstozoides es van induir en conills de 1a raca
blance de MNova Zelanda, els quals van ser immunitzats amb
espermetozoides sencers capacitats i no ¢ Capacitats i fraccions d'aquests
(caps 1 cues, obtingudes per sonicacid) emulsionats amb adjuvant complet
de Freund. Els diferents antisdrums antie spermatozoides es van obtenir
fent 1a sagnada de 'animal per puncié r*lrsf"t al cor. Tambe es van obtenir
antiserums control d'animals no immunitzats. Els diferents antisérums es
van titular amb 1'assaig immunoenzimatic o ELISA.

Inclusid dels espermatozoides per microscopia electrinica de transmissid

Una mostra normal d'espermatozoides capacitats es va fikar amb
glutaraldehid a1 13 durant | hors a 4°C i, després de tres rentats amb
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tampd cacodilat, va ser encapsulada en agar al 13 i tallada en cubs de 0'5
mm de costat. Aquest material gs va deshidratar gradualment amb etanol
baixant progressivament 1a temperatura; la seqiéncia de deshidratacid va
ser 1a segient: etanol al 30% durant 30 minuts a 4°C, i etanol al 50%, 703,
853 i 1003 (duss vegades) a -20°C durant una hora cada un. Seguidament
es van infiltrar els cubs d'agar amb la reina Lowicryl K4M a -20°C d'acord
amb el protocol per aquesta reina ,i es ven collocar en cépsules de
gelatina que es van omplir a vessar amb Lowicryl pura i es van tapar.
Finalment, es va procedir a polimeritzar la reina irradiant-la
indirectament amb 1lum ultravioleta (lampares Sylvania blacklite
F15/TB/BL 350) durant 48 hores a -35°C i durant 72 hores a tempseratura
ambient.

Els blocs contenint la mostra d'espermatozoides inclosa van ser
seccionats en talls ultrafins (daurats), els quals van ser recollits en
reiketes de niquel de 200 mesh.

Immunomarcatge amb la tecnica de 1'or col.loidal

Per a dur a terme l'immunomarcatge, es van fer surar les reixetes de
niquel on es trobaven els talls ultrafine sobre gotes da les ssgients
solucions a temperatura ambient: en primer lloc sobre PBS contenint un
1% de BSA durant 10 minuts; seguidament sobre l'antiserum corresponent
diluit convenientment (veure taula I) durant 1 hora i a continuacio es van
rentar tres vegades amb el tampd PBS-BS4 durant 15 minuts. Aleshores
es van incubar amb un complexe de proteina A-or col.loidal de 15 nm (E.Y.
Laboratories) diluit 1/10 durant 30 minuts i després es van rentar, primer
amb PBS-BSA com en el cas anterior i després amb aigua destil.lada
durant 10 minuts. Una vegada seques les reixetes, s'observaren al
microscopi electronic de transmissid Hitachi HU 124,

-~ T

Els resultats obtinguts al titular per ELISA els diversos antisérums
induits i 1'analisi de les regions de 1'espermatozoide on es localitzen els
antigens sdn els que s'exposen a la tauls |, aixi com la dilucio emprada en
cada cas al realitzar I'immunomarcatge amb 1a tacnica de 1'or col.loidal.
Aquestes dades, gue es corresponen molt bé amb les obtingudes
anteriorment per marcatge fluorsscent i observacid al microscopi de
fluorescéncia, mostren que els antigens de superficie d'espermatozoides
humans que indueixen resposta immunitaria gs localitzen principalment a
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la regid acrosomal, ja que amb tots els antisérums s'obté marcatge en
aquesta zona mentre que les cues tsn sols presenten un marcatge
clarament definit quan s'utilitza 1'antisérum anti-cues; s'observa també
que el nucli estd practicament exempt de marcatge (figura 1)

TA I

Titol i 1loc d'unid dels diversos antiserums antiespermatozoides induits

en conills blancs de Nova Zelanda

Antiserum Titol ELISA Dilucid Immunomarcatge amb or col.loidal

Anti-cues 178000 175 Acrosoma, superficie cua
(nucli)

Anti-caps Acrosoma -part posterior-

capacitats 171500 1 (nucli, superficie cues)

Anti-caps

no capacitats ~ 1 Acrosoma

Anti-espermato- -

zoides sencers

capacitats 174000 1/3 Acrosoma
(superficie cues)

Anti-espermato-

zoides sencers Acrosoma
no capacitats 174200 1/3  (nucli, superficie cues)
Control negatiu 1 negatiu

Entre parentesi, les regions lleugerament marcades.
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Fig. 1: Diversos patrons de marcatge obtinguts & I'incubar talls ultrafins
d'espermatozoides capacitats amb els diversos antiserums:

a) principalment 1'acrosoma sencer; b} principalment la part posterior de
I'acrosoma; ¢) la superficie de les cues; d) 1'acrosoma, i un lleuger
marcatge sobre el nucli i les cues.




Di v

L'espermatozoide, c&l.lula que presenta una elevada gspecialitzacid,
estd format per un cap, que conté I'scrosoma (amb els enzims essencials
per la fertilitzacid), el nucli i una quantitat minima de citoplasma, i una
cua o flagel. Els anticossos que reaccionen contra antigens de la regi6
acrosomal poden interferir en el procés de 1a reaccié acrosdmica (NAGAE
el al., 1986), 1a qual és necessdria perqué els espermatozoides puguin
penetrar les cobertes exteriors de 1'dvul i pergué es puguin fusionar amb
la seva membrana plasmdtica, 1 impedir que pugui tenir lloc la
fertilitzacic.

L'escds marcatge observat en la superficie de les cues g I'emprar els
antisérums obtinguts immunitzant els conills amb espermatozoides
sencers capacitats i no capacitats, no desmersix la importancia dels
anticossos que indueixen les cues en la interferencia del procés de 1a
fertilitzacié ja que, si bé semblen ser menys immunogéniques que
I'acrosoma, presenten una gran superficie i, per tant, sén susceptibles de
que s'hi uneixin una gran quantitat d'anticossos provocant I'aglutinacid o
immobilitzacid dels espermatozoides,

El fet que amb V'entisdrum anti-cues les particules d'or es localitzin
també a 1'acrosoms, fa sospitar 1a preséncia d'antigens comuns o de
reaccions creuades entre les dues regions de 1'espermatozoide;
préviament ja haviem observat, al realitzar una immunodeteccid sobre un
extracte de proteines de superficie d'espermatozoides humans
transferides & membranes de nitrocel.lulosa, que amb antisérums anti-
Cues es detectaven bandes que també eren detectades amb els antisérums
anti-caps.

La manca de marcatge a nivell del nucli era previsible ja que els
diversos antisérums s'han obtingut immunitzant els conills amb antigens
de superficie. Mo obstant aixd, 1a preséncia d'anticossos contra antigens
nuclears en el sérum o en les secrecions genitals tindria poca importéncia
8 nivell de interferéncia del procés reproductiu en quant a que, en
condicions fisioldgiques, aquests anticossos no tenen accés al nucli.

La induccid d'anticossos antiespermatozoides en conills mostra, doncs,
que aquests van dirigits contra antigens de la superficie de
l'espermatozoide i que poden, per tant, bloquejar la seva mobilitat i 1a
seva capacitatl per poder fertilitzar 1'ovul Aguest estudi, que es pot
considerar un simil de la infertilitat humana per causa immunologica,
Justificaria els mecanismes inhibitdris de la reproduccis, deguts a la
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preséncia d'enticossos antiespermatozoides, descrits anteriorment per
diversos autors.

Agraiments
Aquest treball ha estat possible grécies a la subvencié del Fondo de

Investigaciones Sanitarias (referéncia 88/0891).
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