ESTUDIOS SOBRE LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS DE LA
INFERTILIDAD

Dr. RODOLFO GONZALES ENDERS (*}

Existen parejas infértiles que son anatdmica y hormonalmente normales; se
ha tratado de dar multiples explicaciones a este fendmeno y una de ellas es
la inmunolégica. Esta fue documentada en 1964 por Franklin y Dukes (1) vy
en 1967 por Schwimmer (2] y colaboradores.

Schwimmer y Col. (2} encontraron que el 37.5% de mujeres con infertilidad
primaria y 50% de aquellas con infertilidad secundaric de causa desconoci-
da tenian aglutininas espermaticas y que sélo al desaparecer estas aglutini-
nas algunas de estas parejas concebian.

Se traté de obtener un modelo experimental y Sawada (3), asi como Otani (4)
y colaboradores pudieron reproducir esta infertilidad temporal y relativa en
conejas y cobayas inmunizadas con semen por via subcutdnea y vaginal.

Al tener un modelo experimental, se empezaron a hacer los estudios sobre el
mecanismo de accién y asi Takahashi {5) encontré que se producia ovulacién
y el transporte de los évulos a través de las trompas de las conejas era en-
teramente normal.

Nuestros experimentos se disenaron para estudiar fertilizacién e implantacién
en conejas inmunizadas con semen total de conejo que tenian titulos mas al-
tos que los encontrados por Sawada (3}, que ya producion infertilidad tem-
poral y relativo.

Estos experimentos se basaron en la fisiologia de la coneja {5] que es un ani-
mal que ovulo en forma inducida, por lo cépula y/o cuando se le inyecta
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gonadotiofina coriénica. Ademds sobemos que en la coneja existe un perio-
do de capacitacién de los espérmatozoides de 12 horas; que la 12 y 22 di-
vision celular de ia mérula se realiza enire 24 y 36 horas despuds del coito
y la implantaciéon del blastocisto que entre el 7° y 8° dia después de la in-
seminacién.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon conejas de raza Nueva Zelandia de 3,000 @ 4,000 g., que
habian tenido una camada y se encontraban en jaulas separadas. Los machos
dadores de semen fuerch de la micma raza vy enirenados para eycacular en
una vagina artificial.

Las conejas fueron agrupadas en controles e inmunizadas, a su vez cada
grupo de los anteriores en dadores y receptores. La mecdnica del experimen-
to consistia en que una vez alcanzado vn titulo por hemoaglutinacién mayor
a 1/1,000 en los animales inmunizados, se superovulaban las conejas dado-
ras y se inseminaban; 24 a 36 horas después se contaban los puntos de ovu-
lacién y se recuperaban los dvulos de las trempas, los que se estudiaban pa-
ra determinar la divisién celulor a 2-4-8 células.

Una vez establecida la fertilizacidn y ta formacién de la mérula, se trans-
plantaban en condiciones estériles 5 mérulas a cada una de las trompas de
las conejas pseudo embarazadas, confroles e inmunizadas; para reoperarse-
les al 9° dia de gestacién y hacer el recuento de implaniaciones (blastocistos).

Algunas conejas se mantenian vivas hasia el 28° 6 29° dia de gestacién para
ver el desarrollo de los blastocistos impiantados.

Inmunizacién (3)

Se procticd con semen fotal de conejo, diluido en suero fisiolégico de modo
que contenga 20 mg. de proteina cc.; mezclado con igual volumen de adju-
vante completo "'Difco.”. Se administraba un total de 24 mg. de proteina por
inmunizacién, subcutGneamente en la espalda, en 10 lugares diferentes. Estas
inmunizaciones se repetian cada 3 semanas hasta obfener un titulo mayor de
1/1,000. A los animales coatroles se les traté igual, con la excepcidn de in-
yectar suero fisiolégico en lugar de profeina.

Titulacién

Los titulos de anticuerpos se determinaron por hemoaglutinacién (7 - 8) 7 a
10 dias después del tratamiento, vy el titulo requerido se obtenia después de
3 o 4 inmunizaciones {60 - 9Q dias).
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Superovulacién (9}

Utilizames 25 wu.i. de FSH postmencospéusica humana {Pergonal) subcuténea-
mente por 3 dias y al 4° dia se inyectaba endovenosamente 200 u.i. de HCG
humana, al mismo tiempo que se inseminaban lds conejas dadoras con un cc.
de semen total fresco; paralelamente se producia pseudo-embarazo en las co-
hejas receptoras.

Pseudo-embarazo

Se inyectaban 200 u.i. de HCG humana endévenosamente y se inseminaban
con 1 cc. de semen total muerto.

Trasplante de Zigotes (10 - 11)

24 @ 36 horas después de la inseminacién sé llévaba a las conejas dadoras
y receptoras o la sala de operaciones y mediante anestesia general con pen-
tobarbital-éter se exanguinaban las dadoras.

Se extraion los huevos lavando las trompas con 1 cc. de solucidén salina es-
téril, inyectéridola por él extremo proximal (Unidn Utero-tubaria) y luego se
examinoba el liquido al microscopio buscando las mérulas, confirmaba su
existencia se operaban las conejas receptoras y en las mismas condiciones de
esterilidad, con una pipeta capilar se colocaban 5 zigotes en cada extremi-
dad disfal de las trompaos recepteras con 0.1 ec. de suero fisioldgico y sin
burbujas de aire. Todo este procedimiento. de trasplante duraba 15 minutos.
Las conejas receptoras recibian penicilina-estreptomicina profiléctica post-ope-
foria.

Lectura de implantaciones (10 - 11)

Al 9° dia de gestacién en condiciones estériles, se operaban las conejas re-
ceptorgs y se contaban implantaciones. Algunas conejas se sacrificaban por
exanguinacién y otras se suturaban para sacrificarlas entre los 25 a 28 dias
de gestacién y poder examinar la morfologio de los fetos.

RESULTADOS

Fertilizacidn

Para este estudio se utilizaron los animales que llamames dadores superovu-
lados e inseminados, dé acuerdo a la técnica descrita. Se contaron los puntos
de ovulacién, el nimero de évulos récupetados y el ndmere de dvulos fecun-
dados.
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CUADRO N* |
FERTILIZACION
Nomeros Titule de N? de puntos Nomero de évules
N® Peso
crias anticuerpos de ovulacion Fecundados No fecundados
CONTROLES
39 6 4540 (4] 93 65 5
31 6 4340 C 87 70 1
71 6 3550 0 52 1) 1
INMUN!ZADOS
1 7 1930 1/1280 22 15 3
14 8 1930 1/5120 21 14 4
15 ) 3570 1/5120 a1 20 2
25 8 4050 1/1280 82 69 1

En el cuadro N¢ 1 se observa:

— En animales inmunizades se produce ovulacion (superovulacién) y fertili-
zacidén en el 71% semejantes al 6% de los controles.

-

— &l indice de recuperacidn de évulos fue del 849 .

Implantacién

Para este estudio se trasplantd los zigotes de las conejas dadoras a las co-
nejas receptoras pseudo embarazcadas, conidndose los blastocistos implanta-
dos en los cuernos uterinos al 9¢ dia de gestacién.

En el cuadro N° 2 se observa:

— Que hay 559% de implantacién de zigotes al ser trasplantados a cone-
jas no inmunizadas.

— Este porcentaje decrece al 23.3% en conejas inmunizadas con semen total
de conejo.

DISCUSION

En el Centro de Investigaciones de Biologia de la Reproduccién de la Univer-
sidad de Michigan, desde hace algunos afos se estdn estudiando los meca-
nismos de la infertilidad humana por causa inmunolégica (2).
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CUADRO N° 2

IMPLANTACION

N° N¢ Titulo del Ndomero de zigotes Numero de blastocistos
animal crias Peso anticverpo transplantados Implantados al 9% dia
Derecha Izquierda  Derecha Izquierda

CONTROLES

36 6 4150 1/20 5 5 0 0
43 8 4100 1/40 5 5 3 2
44 é 4660 o] 51 5 4 3
45 9 4970 1/40 5 5 5 2
70 10 3470 1/40 5 s 4 5
72 5 4240 1/20.- 5 5 4 3
52 6 4380 1/80 4 5 0 3
34 35 20 18

69 38

INMUNIZADOS

9 7 3480 1/2560 5 5 3 1
10 ) 4240 1/5120 5 5 0 0
13 5 4300 1/1280 s 5 o} 0
16 7 2680 1/1280 5 5 0 0
27 4 3470 1/2560 5 5 [¢] 1
28 2 4240 1/2560 5 5 5 4
30 30 8 6

60 14

Los primeros pasos fueron duados al haber lograde reproducir este fenémene
en conejas y cobayas (3 - 4), asi, pues, teniendo un modelo experimental ani-
mal, en este caso el més adecuado fue la coneja, se disefaren una serie de
experimentos para estudiar los mecanismos que producian esta infertilidad.

En primer lugar se demostrd que no hobia alteracién en la ovulacién, ni en el
tcansporte de los 6vulos a fravés del tracto genital de conejas inmunizadas
con semen total de conejo (5).

Nuestra labor fue la de investigar la fertilizacién y divisién celular precoz
desde el punto de vista morfoldgico y especialmente la implantacién en el
Utero en sus primeros momentos.
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Por el cuadro N® 1 podemos darnos cuenta que la fertilizacién y morulacién
hasta la segunda o tercera divisién celular se realiza en forma normal, com-
parable con los animales control, pero que existe una disminucién marcada
del nimero de mbérulas, transformadas ya en blastocistos, al ser transplanta-
dos en idénticas condiciones a conejas inmunizadas (cuadro N¢ 2).

En esta comparacién podemos decir que mds de un 509 de mérulas no se
implantdn en las conejas inmunizadas, frente o una sola variable, que seria
la presencia de un alto titulo de anticuerpo antiseminal circutante.

Con esto deducimos que algo sucede a las mérulas durante su vida intratu-

baria o intrautering entre el 2?2 y 8° dia de maduracién y las posibilidades
podrian ser las siguientes:

a) Podria ser gue la mérula degenera frente o la presencia de anticuerpos
antiseminales que existen en el liquido tubario y uterino (12), y esto tam-
bién explicaria que esta degeneracién podria estar en relacidn al titulo
del anticuverpo y permitir asi algunas implantaciones.

b) Podria ser que producida la fertilizacién y las primeras divisiones celula-
res, éstas aparezcan morfolégicamente normales, pero que la bioguimica
celular esté alterada por la presencia de anticuerpos antiseminales en el
liquido tubario, sabermos que alteran el metabolismo cerdbico y ance-
rébico de los espermatozoides (T3), también podrian calterar el meta-
bolismo de los dvulos o de las mérulas deteniendo su divisién. posferior
y llevandolas a degenerar,

c) Por Gltime podria tratarse de que el anticuerpo antiseminal se encuentre a
nivel tisular endemetrial, tal como se ha encontrado en humanos (14);

estos podrian producir una alteracién de la implantacién y, por lo tanto,
un rechagzo del blastocisto.

Por unos pocos casos que seguimos hasta el desarrollo fetal completo, he-
mos visto que los blastocistos implantados se desarrollan normalmente des-
de el punto de vista morfolégico; algunas placentas degeneraron, pero en
ndmero semejante en ambos grupos de conejas: control e inmunizadas,

Mediante este trabdjo hemos tratade de dilucidar el mecanismo de accién de
los anticuerpos antiseminales como factor de infertilidad y hemos puéesto nue-
vos interrogantes. Estos hallazgos pueden relacionarse con lo descrito  por
Hertig y Rock (15), que demostraren que la mayor pérdida fetal se debe o
abortes en la etapa de pre-implantacién; en estas parejas infértiles su de-
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fecto se debe quizds, a una alteracién inmunoldgica, produciéndose esta
infertilidad femporal y relativa, tan dificil de tratar.

CONCLUSIONES

1.— Es posible producir en conejas, anticuerpos antiseminales capaces de
causar infertilidad de origen inmunoldgico.

2.— La ovulacién y fertilizacidn en conejas inmunizadas se produce normal-
mente hasta la tercera divisidn celular.

3.— La alteracién del mecanismo de concepcién estaria en la etapa de pre-
implantacién o implantacién inicial.

4. — Esta inmunidad es relativa, temporal y por el momento no es de alto gra-
do de proteccidn anticonceptiva.

5— No se ha observado efecto teratogénico en los animales gue nacieron
de conejas inmunizadas.

SUMMARY

A review of the mechanims of inmunelogic infertility, taking the rabbit as an
experimental model, is presented with the following conclusions:

I.— In female rabbits it is possible to produce sperm antibodies, capable to
be the cause of inmunologic infertility.

2 — Inmunized female rabbits are capable of ovulation, fertilization and
cleavege up to the third celular division.

3.— The contraceptive effect observed could be in the pre implantation or ini-
tial implantation stages.

4.— The inmunity developed is relative, temporal and does not give high con-
fraceptive protection.

5.— Teratogenic effect in the offsprings of the inmunized rabbits was not
observed. '
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