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RESUMEN

Con el objetivo de describir las subpoblaciones de células mononucleares presentes
en el semen de pacientes infértiles, se realizd un estudio descriptivo en 78 hombres
miembros de parejas infértiles, con leucocitospermia, leucocitos peroxidasa-
positivos en semen mayor o igual a 1x10° leucocitos/ml, que acudieron a la
consulta del Instituto Nacional de Endocrinologia (37) y a la del Hospital Abel
Santamaria Cuadrado en Pinar del Rio (41) entre 1999 y 2001. Se realizé un
estudio con anticuerpos que reconocian distintas especificidades celulares, tales
como macrofagos, células B, algunas células T activadas, todos los linfocitos T,
células NK, linfocitos CD8+, y linfocitos CD4+. Los resultados fueron diferentes de
otros estudios revisados, mostrando un predominio de células T y células
presentadoras de antigenos. La presencia de ambos tipos celulares indicd la
posibilidad de establecer una reaccion inflamatoria con liberacion de citoquinas
dafiinas para los parametros del espermograma y la movilizaciéon de células con
iguales efectos, no cuantificadas rutinariamente. En poblaciones distintas, donde la
prevalencia de infecciones y habitos toxicos e irritantes que provocan
leucocitospermia son muy diferentes, también pueden observarse diferencias de los
patrones celulares en semen.

Palabras clave: INFERTILIDAD/prevalencia/epidemiologia.

ABSTRACT

With the purpose of describing mononuclear-cell subpopulations existing innon-
fertile men's sperm with leucoytospermia, a descriptive study was performed with
78 men members of infertile couples, with leucocytospermia, peroxidase-positive
leucocytes greater than or equal to 1 x 10° leucocytes/ml., who attended the office
of the National Endocrinology Institute (37) and the office of Abel Santamaria
Cuadrado Hospital in Pinar del Rio (41), 1999-2000. The study was carried out with
antibodies which recognized different cellular particulars, such as macrofages, B
cells, some activated T cells, all T lymphocytes, NK cells, CD8+ lymphocytes, CD4+
lymphocytes. The results were different from other revised studies, showing
predominance of T cells and antigen-presenting cells. The presence of both types of
cells suggesed the chances of establishing an inflammatory reaction with harmful
cytocine release for the spermogram parameters, and the mobilisation of cells with
the same effects, not quantified routinely. In different populations, where the
prevalence of infections and toxic and irritant habits causing leucoytospermia are
very different, much difference can be seen in sperm cellular patterns.
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INTRODUCCION

La leucocitospermia, leucocitos peroxidasa - positivos en semen mayor o igual a
1x10° leucocitos/ml, ha sido asociada a disminucion de la calidad del semen. ! Sin
embargo, al ser signo de un proceso inflamatorio activo, es de esperarse que
ademas de estos leucocitos, existan otros que no se detectan con esa tincién, y que
su presencia puede influir de alguna manera en la calidad del semen. Algunos
trabajos refieren una fuerte asociacién entre leucocitospermia e infeccién, ? aunque
otros la asocian a procesos secundarios e irritantes quimicos. ** Las respuestas
inflamatorias que provocan los diferentes procesos, pueden diferir en cada uno de
los casos, y por lo tanto la composicion del exudado leucocitario pudiese ser
diferente en cuanto a las poblaciones celulares presentes. Como estas poblaciones
de células blancas segregan mediadores quimicos diferentes y tienen en general
funciones disimiles, el hecho de que una u otra predomine, puede cambiar de
manera importante el efecto sobre el semen, lo cual ha sido demostrado en un
trabajo anterior por parte de los autores. °

Estudios sobre las subpoblaciones en semen han demostrado un aumento de los
leucocitos en pacientes infértiles. ® También se ha visto asociacién de las distintas
citoquinas y dafios en los parametros del espermograma, por ejemplo, los niveles
de Inter leucina 2 (IL-2) e interferon gamma (INF gamma) se han relacionado
negativamente con el nimero, la movilidad y la morfologia de los espermatozoides,
existiendo ademas un aumento de ambas en pacientes infértiles. ’ Existe relacion
entre las células NK y dafio a la movilidad de los espermatozoides. ° Estos
resultados sugieren participacion activa de las células T. 7

Por lo antes expuesto resultaria importante describir las subpoblaciones de células
mononucleares presentes en el semen de pacientes infértiles con leucocitospermia,
células que normalmente no se buscan en los examenes de rutina, lo cual daria una
idea mas clara de las interacciones celulares que se establecen a este nivel.

MATERIAL Y METODO

Se realizd un estudio descriptivo en 78 hombres miembros de parejas infértiles con
leucocitospermia, que acudieron a la consulta del Instituto Nacional de
Endocrinologia (37) y a la del Hospital Abel Santamaria Cuadrado en Pinar del Rio
(41), entre 1999 y 2001. El anadlisis seminal se realiz6 siguiendo los procedimientos
descritos en el manual publicado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). 8

A los pacientes seleccionados se les realizd el estudio de las subpoblaciones
mononucleares en semen. Se extrajo el anillo de células mononucleares y se ajusto
la concentracién a 10’ células por ml; 10 ml de esta suspensidén se aplicaron en
cada excavacion de un portaobjetos de 8 excavaciones cubierto con teflon. Las
laminas se secaron a 37 °C y después se fijaron por 10 min en acetona y se
conservaron a -70 °C hasta que se procesaron para inmunohistoquimica.

Para la tincién inmunohistoquimica de las subpoblaciones leucocitarias se utilizd el
sistema estreptavidina- biotina- peoxidasa. Los sitios de unidon no especificos se
saturaron con suero normal de conejo, y después a cada excavacion se le afiadio el
correspondiente anticuerpo biotinilado, que se incubd por 10 minutos y luego, el
conjugado estreptavidina- peoxidasa con 5 minutos de incubacion. Al final se
afnadio el sustrato (aminoetilcarbazol) y las laminas se tifleron con hematoxilina
para proporcionar una tincién de contraste. >



Por Ultimo las laminas se montaron y conservaron hasta su lectura en el
microscopio dptico, con objetivo de 40x.

Se utilizaron como control negativo laminas en las que en vez del anticuerpo
monoclonal se afiadié suero normal de ratdn. Para comprobar el funcionamiento en
la tincién de los monoclonales se utilizaron células provenientes de sangre
periférica humana.

Para la lectura se contaron 100 células en cada excavacion y se tomaron como
positivas las que exhibian una coloracion rojo pardo en el citoplasma. La lectura
permitié establecer el perfil porcentual de las subpoblaciones leucocitarias para
cada individuo de la muestra.

En el estudio se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales:

Tabla 1. Especificidad de los anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio.

NOMBRE ESPECIFICIDAD
e Dako- LC Panleucocitario
¢« Dako HLA-DRE Macrofagos, celulas B,
e« Dako T11 Todos los linfocitos T,
s Dako CDEGS Células MK

s [Dakowver- MAC3 | Macrofagos, monocitos

¢« Dako 4KBE Células B
e Dako T8 Linfocitos CD8+
« Dako T4 Linfocitos CD4+

RESULTADOS

Con relacién al perfil de subpoblaciones de leucocitos mononucleares existentes en
la muestra estudiada pudo determinarse que los rangos de las distintas
subpoblaciones muestran una amplia variacion, predominando las células T con un
49 % vy las células con HLA-DR, 47 %.

En la Figura 1 se representa la distribucion de las subpoblaciones de células T,
encontrandose un 28% de linfocitos T CD4 y un 11 % de linfocitos T CD8.
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Figura 1. Distribucion de linfocitos T CD4 {1) v CD8 {2), en semen de hambres infertiles con leucocit
1999- 2001

La distribucién de las células con moléculas HLA-DR, presentadoras de antigenos,
como células B y macrofagos, entre otras, aparecen representadas en la Figura 2,
obsérvese un predominio de macrofagos en relacion a las células B y otros tipos
celulares.
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Figura 2. Distribucion de ceélulas HLA-DR, Macrofagos (13, Celulas B {2}, otros fipos (3% en semen
infertiles con leucocitoespermia. 1999-2001

DISCUSION

La distribucion en el semen de subpoblaciones de leucocitos mononucleares
observadas (25%) difiere de las observadas por Wolf y Anderson,’ con un
porcentaje mucho mayor de macréfagos en su muestra (46%).

Por el contrario, estos autores encontraron escasa representacion de células T en
semen, (6.3%), y en el presente trabajo fue de un 49 %, encontrandose 28% de
linfocitos T CD4 (Figura 1), que como se conoce son células que brindan la



cooperacion para el establecimiento de una respuesta inmune, mediante la
liberacion de citoquinas que a la vez que activan otras células, pueden producir
dafios a los parametros seminales, de este modo son capaces de promover una
respuesta inflamatoria local.

Las células atraidas y activadas en esa respuesta inflamatoria pueden producir
dafios con los productos de su secrecién a la calidad seminal, un 11% del total de
células fueron linfocitos T CD8, capaces de producir lisis de otras células que porten
sobre su HLA clase I, antigenos reconocidos por ellas y liberar citoquinas con
conocido efecto deletéreo sobre la calidad seminal como el INF gamma, TNF y en
menor grado IL-2. 7''° La presencia de esos linfocitos T puede ser resultado de una
respuesta autoinmune o no a nivel prostatico ' seminal u otro lugar del sistema
reproductor, pudiendo ser sus productos causa de induccién de muerte celular
programada por el plasma seminal. 3

Mas aun, la idea de una respuesta inmune organizada, no evaluada rutinariamente,
a este nivel en los pacientes estudiados, se ve afirmada por la presencia comun de
las células descritas y células con moléculas HLA-DR, presentadoras de antigenos,
como células B y macréfagos, entre otras (Figura 2), necesarias para la activacion
de los linfocitos T CD4, al presentarles antigenos sobre la molécula HLA de clase II
y brindarle sefiales co-estimulatorias. Ademas, son capaces de liberar citoquinas
dafiinas al semen y en el caso de las células B, como es conocido, son capaces de
establecer una respuesta de anticuerpos, también deletérea.

La presencia de los tipos celulares descritos indica la posibilidad de establecerse

una reaccion inflamatoria con la consiguiente liberacion de citoquinas dafiinas para

los parametros del espermograma y la movilizacidon de células con iguales efectos.
7

’

La diferencia entre nuestro estudio y el referido puede deberse a que la
composicion del exudado leucocitario esta relacionada con el tipo de germen
implicado o con el factor irritante presente que provoque su aparicion, * por lo que
es explicable que en poblaciones distintas, donde la prevalencia de infecciones y
determinados habitos toxicos como exposicidbn a irritantes que provocan
leucocitospermia son diferentes, también se observen diferencias como las
sefialadas anteriormente.
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