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#\bstract.
Ultrastructural tmmunoloceuzetton of human soerm surface antigens

that induce í mmune response
Tt1e presence of entísperm ennbornes tn serum or In the reproductive

tract play él significant role in the impairment 01 '(erti1ity� to Ioceltzs at
the ultrastructural jevel the antigenic proteins that induce these
anti bcdt es, "tve incubated ultretn: n sect i ons of spermatozoa, embedded at
low temperature ln El methacrylate mixture Lowicryl K4M, with different
anttsperm enttsara and protein A-gold complex. Antisperm antisera 'were
induced in New Zealand white rebbits using different antigens:
capacitated and non capacitated wnols spermetozce, heeds and teils. The
labelling is mainly fòund over the acrosome with differ€mt ennsere: on
the other henc, the nucleus has practically no gold particles. The sperm
tetis display a less intensive 15belling with entt-wnole-sperm antisera
than with anti-tail entísere.

Key words: spermatozoa, enttspsrm antibodies, lmmunogold labelling,
Lawlcry! K4tt
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IntnHZucció

L'aparició d'autoimmunitat o tsctmmunttet contra els espermatozoides,
en l'home i le dona respecttvernént. és un dels múltiples T'actors que poden
íntertertr en el procés de le fertilització, si bé le cemostrscté

d'anticossos enttespermetozotdes en el sèrum o en les secrecions genltals
(plasma seminal i moc cervical) no és indicativa d'esteril Hat permanent;
hem de constcerer també l'especificitat dels anticossos, la classe

d'imrnuncqlobul íne, la seva concentreció, així corn les influències
hormonals (�CHUMACHER, 1988).

Referents a l'actuació d'aquests anticossos snttespermetozotoes, que

poden afectar el Ie reprocuccté per efectes humorals directes (per les

immuncqlobultnes i/o el complement) í efectes indirectes medtets per
cèl.lules (fagocHosi c'espermetozcídes mediada per macròfags) (LONDON
et el., 1984), s'han descrit diversos mscentsmes inhibidors de 16

reprocuccté tals com l'agiutinació o tmmobüttzectó dels espermetozotdes.'
te citotoxicitat, le interferència de le cepecteció o de Is rsecctó

acrosòmica, 1'1mpediment de la penetrecíé en el moc cervical (':NANG et

el., 1985), la inhib1ció de Ie unió o de le penstrectó de les membranes de

l'òvul (ABDEL -LATIF et el., 1986), la tnhíbtctó de le fertilització "in vitro"

(CLARKE et ei., 1988) 1 la interferència en ie tmplentecté dels embrions

(HAAS et el., 1986).
Diversos estudis han mostrat que els anticossos enttespermetezotces

han estat Indults per antígens es le supertícte dels espermatozoides
(PARSLO'tfl et a1., 1987) o per components del plasma seminal; per a

rea 1 ttzer una loca 1 ttzací Ó prscí sa de 1 s ant í gsns responseo 1 es de 1 él seva

aparició, hem realitzat una tmmunolocelttzsctó a nivell ultresstructuret

incubant tans ultrañns d'espermatozoides cepecttets, inclosos él baixes

temperatures en la reïna LOI¡,vlcryl K4M, amb diversos antisèrums

enttesperrnatezoíces obtinguts immunitzant conills blancs de Nove

Zelanda i detectant els enttcossos amb un compiexe de proteïna A-or

col.lotoel.



Materl al 1 mètodes
Obtenció de les mostres de semen hume

Les mostres de semen humà 8S 'ven obtenir per masturbectó, prèvia
abstinència sexual de tres dies. Es van recollir en un pot de plàstic estèril
i es van mentemr a 37°C perquè t1ngués lloc una bone liqüefacció del
semen.

Selecció i caoeci"tacíó dels espermatozoides
Per él raprcdutr "tn vitro" els canvis que sofreixen els espermatozoides

en l'aparell genital femení, les elfqüctes de semen (0'5 ml) es van

resuspencre en 1'5 ml de tampó BVt"1\! (BIGGERS, WHITTEN i YvHITTINGHAN)
1971), modHi cat per l'addi ci Ó de 0.050 M de tampó Hepes (Si qme). que
contenia 3 mg/ml de HSA (albumlna de sèrum humà), es van centrtruqer a

600g durant 5 mtnuts, El 2500g durant 1 minut; i es ve espirar el
sobrenedant. El sediment que quedava es ve cobrir amb 0'5 ml de tampó
BWW moctncet que contenia 33 mg/ml de HSA i es ve incubar e 37°C
durant 1 hora. Ui fracció mòbil d'espermato2o·jdes cesitjece era le que es
trobava en el scbrsnedent (0'4 ml). D'equsste fracció es ve eliminar el
medi de cultiu centrírupent a 3000g durant 3 minuts i resuspenent el
sediment amb PBS (tampó fosfat de sodi 0'1 M, pH 7'4).

Aquest mètode produeix te cepecítecté dels espermetozotoes. Per a
seleccionar-los però sense capacitar-los} no se 11 afegelx l'HSA al medi
BV'/W.

Obtenció dels antiserums antlespermatozoldes
Els anticossos enttescermetczotdss es van índuir en comlls de le raça

blanca de Nova Zelanda, els Quals van ser immunitzats amb
espermatozoides sencers cepecítets i no cepecttets i fraccions d'aquests
(caps 1 cues; obtingudes per somcectó) emulstonets amb adjuvant complet
de Freund. Els dHerents antisèrums enuespermetozctdes es van obtenir
fent Ie sagnada de rani mel per punció directa al cor. També es van obtenir
antisèrums control d'animals no immunitzats. Els diferents antisèrums es
van tttuler amb l'assaig immunoenztmèttc o ELISA .

..

Inclusió dels esoermetozoides per microscòpia electrònica de transmissió
Una mostra normal d'espermatozoides cepecítets es va fixar amb

glutareldehid al 1 % durant J hora a 4QC t, després de tres rentats amb
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tampó cecocüet. ve ser encepsulade en ager al 1% 1 tallada en cubs de 0'5

mm de costat. Aquest material es ve deshidratar qrecuelment amb etanol

baixant proqressívement Ie temperatura; le seqüència de ceshtdretsctó ve

ser le següent: etanol al 30% durent 30 minuts a 4�C, i etanol al 50%, 70%,
95% 1 1-00% (dues vegades) a -20°C durant una t'lora cada un. seguicernent
es van infiltrar els cubs ¡j'agar amb le reïna Loytlcryl l<4M a -20°C d'acord

amb el protocol per aquesta reïna ,i es ven col.locer en càpsules de

gelatina que es ven omplir el vessar amb Lov'/ícryl pura i es ven tapar.

Finalment, es ve procedir e polimeritzar te reïna trrectent-Ie

tndtrectemsnt amb llum uttrevtolete (lámparas Sylvania blecklíts

F l5/TS/BL 350) durant 48 hores a -35°C 1 durant 72 hores e temperatura
ambient

Els blocs contenint le mostra d'espermatozoides inclosa van ser

seccionats en talls ultrenns (daurats), els quals van ser recollits en

reixetes de níquel de 200 mesh.

Immunomarcatge arnb la tècnica de l'or cot.lorcel

Per el dur a terme rtmmunemercetps. es van fer surar les reixetes de

níqusi on es trobaven els tells ultrettns sobre gotes de les següents
solucions a temperatura ambient: en primer noc sobre PBS contenint un

1 % de BSA durant 10 minuts; seguidament sobre l'antisèrum corresponent
diluït convsntentmsnt (veure taula I) durant 1 hora 1 El conttnuectó es van

renter tres vegades amb el tampó PBS-BS,� (jurant i 5 minuts. Aleshores

es van incubar amb un complexa de proteïna A-or col.lotdel de 15 nm (E.V.
Laboratories) dlluït 1/10 durant 30 minuts i després es van renter¡ primer
amb PBS-BSA com en el cas anterior 1 després amb aigua csstü.lede

durant 10 minuts. Una vegada seques les ratxetes, s'observaren al

mtcroscopí electrònic de trensmissió Hjtachi HU 12A.

R�sulhüs

Els resultats obtinguts al titular per ELISA els diversos antisèrums

induïts i I'eneltst os les regions de l'espermetczetde on es locelttzsn els

antígens són els que s'exposen a Is taula I, així com le dilució emprada en

cada cas el realitzar 1'immunomarcatge amb le tècnica de l'or cot.lotdel.

Aquestes dades, que es corresponen molt bé amb les obtingudes
entsnorment per marcatge fluorescent i obssrvectó al microscopi de

fluorescència, mostren que els antígens de superfície d'espermatozoides
humans que indueixen resposta immunitària es localttzen prtnctpelrnent a
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10 regió ecrosome+ ja que amb tots els antisèrums s'obté marcatge en
aquesta zona mentre Que les cues tan sols presenten un marcatge
clerement definit Quan s'utilitza l'antisèrum anti-cues; s'observa també
Que el nucli està pràcticament exempt de marcatge (flgura 1)

TAULA I

Antiserum Titol EliSA Dilució Immunornarcatge amb or colloidal

Títol i lloc d'unió dels diversos antisèrums ontiespermato2oides induïts
en conills blancs de Nova Zelenda

Anti-cues 1/8000 l/S Acrosoma .. superfície cua

(nucli)

Anti-caps Acrosoma .... part pnstartor-

cepecttats 1/1500 (nucli, superfície cues)

Anti-caps
no cepecí tats 1 Acrosoma

Ant i -espermato-
z01 des sencers

cepecttets 1/4000 1/3 Acrosoma

(superf í ci e cues)

Ant i -espermato-
zoi des sencers Acrosoma
no cepecí tats 1/4200 1/3 (nuclí, superfície cues)

Control negatiu negatiu

Entre parèntesi¡ les regions lleugerament marcades.
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Fig. 1: Diversos patrons de marcatge obtinguts a I'lncuoer talls ultreüns

d'espermatozoides cepecítets amb els diversos entísèrums:

a) principalment l'acrosoma sencer; b) prínctpetment le part posterior de

l'acrosoma; c) la superfície de les cues; d) l'acrosoma} i un lleuger
marcatge sobre el nuclí i 1es cues.
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DiscussiÓ
l'espermatozoide, càl.lule que presenta una elevada especíelttzacté.

està format per un cap, Que conté l'ecrosome (amb els enzims essencials
per la fertilització), el nucli i una ouenutet mínima de citoplasma, i una
cua o flagel. Els anticossos Que reaccionen contra antígens de te regió
acrosomal poden íntertsrtr en el procés de le reacció acrosòmica (NAGAE
et el., 1986), le Qual és necessària perquè els espermatozoides puguin
penetrar les cobertes exteriors cie l'òvul i perquè es puguin fusionar amb
Ie seva membrana plssmêttce, i impedir Que pugui tenir lloc re
fertilització.

l'escàs marcetge observat en la superfície de les cues a l'emprar els
antisèrums obtinguts immunitzant els conills amb espermatozoides
sencers cepecttets j no cepecttets, no desmereix le importància dels
anticossos que indueixen les cues en la interferència del procés de le
fertilització ja que, si bé semblen ser menys immunogèniques que
l'acrosoma} presenten una gran superfície t, per tant} són susceptibles de
Que s'hi uneixin une gran quentttet d'anticossos provocant l'aglutinació o
i mmobil i tzecí ó dels espermatozot des.

El fet Que amb l'antisèrum anti-cues les pertfcutss d'or es locelítztn
també a l'acrosoma, fa sospitar le presèncíe d'antígens comuns o de
reaccions creuades entre les dues regions de t'espermetozotoe:
prèviament ja havíem observat, al realitzar una immunodetecció sobre un
extracte de proteïnes de superfície d'espermatozoides humans
transferides a membranes de nttrocel.lulose, Que amb antisèrums anti
cues es detectaven bandes Que també eren detectades amb els antisèrums
anti-caps.

Le menee de marcatge e nivell del nucli era previsible ja que els
diversos antisèrums s'han obtingut immunitzant els conills amb antígens
de superfície. No obstant això} le prasèncte c'enttcossos contra antígens
nuclears en el sèrum o en les secrsctons genitals tindria poca importància
a ntvall de interferència del procés reprcducttu en Quant a que} en
condí ci ons fi si 01 ògi ques, aquests ant i cossos no tenen accés al nucli.

t.e tncuccté d'anticossos enttespermetozotues en conills mostra, doncs}
que aquests van dlrigits contra antígens de le superfície de
l'espermatozoide i que poden, per tant, bloquejar te seve mobilitat i la
seva cepecítet per poder fertilitzar l'òvul. Aquest estudi, que es pot
constcerer un símil de Ie tntertnttet humana per causa immunològica}
justtüceríe els mecentsmss inhibitòris de le reproducció, deguts a le
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noi d'cnt 1 cossos ent 1 espsrmetozoí des, descri ts entsrí arment per

d1 V so úters.

�_o.....menfJ!
Aquest treball ha estat poss1ble gràcies a la subvenció del Fondo de

Invest 1 gec1 ones semtert as (referènct a 88/0891).
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