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La modulacion de la sintesis de IL-2 e IFN-y por células
mononucleadas humanas se asocia a la inmunosupresion
fisiologica del fluido epididimario

Alain R Rodriguez-Orozco, MD, PhD;* Lorenzo E Mallea Sanchez, MD;** Ada J Machado Curbelo,
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RESUMEN

Fundamento y objetivo: La IL-2 y el IFN-y desempefian un importante papel en la activacion y
proliferacion linfocitaria. El propdsito de este estudio fue analizar si el efecto inhibidor del epididimo
humano sobre la respuesta inmune esta relacionado con la modulacion de la produccion de IL-2 e
IFN-y. Material y métodos: Se obtuvieron células mononucleadas (Ficoll-paque d = 1.077) de sangre
periférica de donantes sanos y fueron estimuladas con fluido proveniente de homogeneizados de
epididimos humanos de un donante de 6rganos y de un paciente sometido a castracién quirdrgica.
Una vez constatada la inhibicion del crecimiento de las células mononucleadas se determinaron por
ELISA, IL.-2 e IFN-y en los sobrenadantes de cultivos de células mononucleadas estimuladas con
fluido epididimario y los resultados se expresaron como indices de inhibicién o estimulacion de la
sintesis de estas citocinas. Resultados: El efecto inhibidor del fluido epididimario sobre la
proliferacién de células mononucleadas es independiente de la fuente de obtencion de los
homogeneizados y se asocid a una potente estimulacion de la sintesis de IFN- y, la cual mostro un
méaximo de 51.6 x 10°% a la dilucién 1/4 del fluido epididimario, y a la inhibicion de la sintesis de IL-
2, que alcanzé un maximo de 100%, a la dilucién 1/4 de fluido epididimario. Conclusiones: La
modulacion de la sintesis de citocinas importantes en la respuesta inmune como IL-2 e IFN-y es uno
de los mecanismos por el que sustancias epididimarias pueden inhibir la respuesta inmune local.

Palabras clave: Interleucina 2, interferén- gamma, epididimos humanos, inmunorregulacion,
proliferacion celular.

ABSTRACT

Background and objective: IL-2 and IFN-y play an important role in lymphocyte proliferation and
activation. This study was undertaken to analyze if the inhibitory effect of the epididymal fluid on the
immune response is associated with the modulation of the expression of IL-2 and IFN-y. Material and
methods: Mononuclear cells (Ficoll-paque d = 1.077) were isolated from blood from healthy donors
and they were stimulated with epididymal fluid from everyone: an organ donor, and a man who was
castrated by surgery. Once demonstrated the inhibition of proliferation of mononuclear cells, the
levels of IL-2 and IFN-y was determined by ELISA in supernatants of cultures of mononuclear cells
stimulated with epididymal fluid and the results were expressed as inhibition or stimulation index.
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Results: The inhibitory effect of the epididymal fluid on the mononuclear cells proliferation was not
associated with the source of the epididymus and it was associated with potent stimulation of the
synthesis of IFN-y up to 51.6 x 10° % in cells treated with 1/4 dilution of the epididymal fluid and with
IL-2 synthesis inhibition up to 100% in cells treated with 1/4 dilution of the epididymal fluid.
Conclusions: The modulation of the synthesis of IL-2 and IFN-y is one of the mechanisms involved in
the inhibition of the local immune response by epydidimal substances.

Key words: Interleukin 2, interferon-gamma, human epydidimis, immune regulation, cell proliferation.

INTRODUCCION

Es un hecho bien conocido que las células de la li-
nea germinal del macho incluidos los espermatozoi-
des poseen antigenos que son extrafios para el sis-
tema inmune de la hembra; como éstos se expresan
en la pubertad resultan también extrafios para el sis-
tema inmune del macho.!

A pesar de esto, en la mayoria de los casos no se
observa respuesta inmune de la hembra hacia los anti-
genos espermaticos del macho, ni respuesta autoinmu-
ne del macho contra dichos antigenos. Se ha propues-
to que la falta de respuesta se debe a la presencia de
factores inmunosupresores en el aparato reproductor.?
Estos factores parecen provenir de las diferentes glan-
dulas accesorias del aparato genital masculino, pues el
fluido de prostata, vesiculas seminales y epididimo
muestran actividad inmunosupresora in Vitro.®* En uno
de nuestros laboratorios se comprob6 que estos fluidos
inhiben la proliferacion de linfocitos estimulados por
lectinas y la fagocitosis in vitro, y que el efecto mas
potente se obtiene con el fluido epididimario.

Se han demostrado alteraciones en la constitu-
cion del plasma seminal y en particular en la produc-
cion de citocinas en pacientes con enfermedades in-
flamatorias del aparato reproductor masculino y
también en hombres infértiles.*® Los efectos inmu-
nosupresores in vivo e in vitro del plasma seminal
son ejercidos sobre células T, B, NK y macrofagos y
muchas de éstas provienen del epididimo, de forma
gue resulta de interés su caracterizacion.

La IL-2 humana es producto de un gen situado en el
cromosoma 4 y es una linfocina sintetizada y segrega-
da primariamente por células NK, timocitos medulares
activados y células T helper 1 (Thl) estimuladas por
mitdégenos o por interaccion del complejo receptor de
células T (TCR) con complejos sistema mayor de his-
tocompatibilidad-antigeno en la superficie de células
presentadoras de antigenos.” La activacion de las célu-
las Th induce la expresion del receptor de IL-2 y subse-
cuentemente la expansion de células T antigeno espe-
cificas; desde este punto de vista IL-2 es un factor
autocrino, pero también actla como estimulante para-
crino influenciando la actividad de otras células del sis-
tema inmune e incluso de estirpes celulares de otros

sistemas. En el sistema inmune estimula el crecimien-
to de células NK, actia como factor estimulante del
crecimiento de linfocitos B y estimula en ellos la pro-
duccion de anticuerpos y potencia la funcion fagocitica
de neutréfilos y macréfagos.”®

Las actividades biologicas de la IL-2 son media-
das por la union de ésta a un receptor celular alfa
(), beta (8), gamma (y) en el que las tres cadenas
establecen contacto con el ligando.

El IFN v es producido por células T CD8+, NK ga-
mma delta y Thl estimuladas por antigenos y mito-
genos.® Se ha identificado un receptor para interfe-
rén y y su gen esta localizado en el cromosoma 6
mientras que esta citocina es producida por un gen
del cromosoma 12.78

Los efectos inmunomodulatorios del IFN y son di-
versos: en macrofagos y monocitos aumenta la ex-
presion de MHC-1 aumenta la produccién de IL-1, fac-
tor activador de plaquetas, peroxido de hidrogeno y
protege a monocitos de las lisis mediadas por células
LAK, regula negativamente la expresiéon de IL-8, con
lipopolisacaridos e induce la produccion de NO, lo que
activa monocitos citotéxicos para regular negativa-
mente la expresién del receptor del factor transforma-
dor del crecimiento beta (TGF- ), y estimula la subu-
nidad y del receptor de IL-2 (IL-2R). Es quimiotactico
para monocitos, aumenta la secrecion de inmunoglo-
bulina G2a (IgG2a) por células B estimuladas por lipo-
polisacaridos (LPS) y la inmunoglobulina G3 (IgG3) en
células B no dependientes de T helper 2 (Th2).” Su
actividad antiviral y antiproliferativa ha sido explorada
en numerosos ensayos clinicos, induce su propia ex-
presién y su produccion local se acompafia de infla-
macion, la cual puede acaecer en sitios distantes de
aquéllos en los que se sintetizé lo que pudiera ser
debido a su circulacion o a la produccién de éste por
células que migran. El IFN-y aumenta la expresién
de ICAM-1 en células endoteliales, inhiben la prolife-
racion celular, el crecimiento tumoral y la diferencia-
cion de fibroblastos. Aumenta la diferenciacion de
células leucémicas monoblasticas y promielociticas,
aumenta la producciéon de endotoxinas inducidas por
IL-1 en macrofagos, aumenta la generacién de célu-
las T citotoxicas y la actividad NK. Estimula la dife-
renciacion de células eritroleucémicas, la produccion
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de anticuerpos y la inmunidad celular. Potencia la
accion del TNF en células endoteliales donde pro-
mueve la adhesion y extravasacion celular a lo largo
del endotelio vascular.”8

Debido al importante papel que el IFNy y la IL-2
desempefian sobre la proliferacién y la activacion lin-
focitaria se decide estudiar si el efecto inhibidor del
epididimo humano sobre la respuesta inmune esta
relacionado con la modulacion de la produccion de
dichas citoquinas.

MATERIAL Y METODOS
1. Materiales

RPMI 1640, Bicarbonato de sodio (NaHCO,), hepes (N-
2 hidroxyethylpiperazine- N-2 etanoisulfonic acid), glu-
tamina, suero fetal bovino inactivado, cloruro de sodio
(NaCl) y gradiente de concentracion Ficoll Hypaque de
Life Technologies, Grand Island, N. York; gentamicina,
penicilina, estreptomicina y la fitohemaglutinina (PHA)
de Gibco BRL. Life Technologies, Grand Island, N.
Cork. Placas de 96 pocillos de Corning Costar Corpora-
tion, Cambridge, MA, USA. Liquido de centelleo Scin-
tran, Timidina tritiada (°*H Timidita) con actividad espe-
cifica 30 Cl/mmol de Amersham, Inglaterra, acido
fosforico y etanol absoluto de la firma Merck (E.
Merck, Darmstadt, Alemania). Albimina bovina sérica
(BSA) y azul brillante Coomasie de Sigma (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA).

Para la determinacion cuantitativa de IL-2 e INF- y
se utilizaron juegos de reactivos de la firma R and D
(Quantikine TM Comercial Immunoassays R and D
Systems, Minneapolis, USA) que se leyeron en equipo.

2. Obtencion de la muestra biologica

Los bloques de testiculos y epididimos se obtuvieron
de 10 hombres, 8 de los cuales estaban comprendidos
entre los 50 y 62 afios, uno de 35 afios y uno de 85
afios, todos con antecedentes de fertilidad y no some-
tidos a tratamiento con hormonas esteroideas antes de
la extraccion de los 6rganos. Todos los 6rganos obteni-
dos presentaron aspecto macroscépico normal.

3. Preparacion de los homogeneizados de epididimo

Para la preparacién de los homogeneizados de epidi-
dimo se tomaron los bloques de testiculo y epididi-
mo de 8 hombres de menos de 3 horas de fallecidos,
en las salas de diseccion de los hospitales Calixto
Garcia y Hermanos Almejeiras; de un paciente so-
metido a castracion quirdrgica como tratamiento
para el adenocarcinoma prostatico en el Hospital Ma-
nuel Fajardo, y de un paciente donante de drganos
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en el Hospital Calixto Garcia, todos estos hospitales
pertenecen al Ministerio de Salud Publica de La Ha-
bana, Cuba. Los 6rganos fueron obtenidos bajo con-
sentimiento de pacientes o familiares de los falleci-
dos y el protocolo fue aprobado por el Comité de
Etica de las instituciones participantes.

Los bloques de testiculos y epididimo se conser-
varon a 4 °C en medio RPMI 1640 suplementado con
penicilina (100 ug/mL), estreptomicina (100 ug/mL),
fungizona (2.5 ug/mL) y hepes (20 mM), pH 7.4 a par-
tir de su extraccién y fueron transportados en frascos
estériles y sellados hasta el cuarto de cultivo de célu-
las del Instituto Nacional de Endocrinologia de Cuba
en un tiempo no mayor de 24 horas, sitio donde se
realizé la diseccion de los epididimos en flujo laminar.

Los epididimos disectados bajo condiciones estéri-
les se lavaron repetidamente por centrifugacion a 4,500
rpm en solucion salina estéril (NaCl 0.9%) durante 15
minutos a 4 °C, hasta obtener un sobrenadante incolo-
ro. Los tejidos aislados fueron fragmentados individual-
mente sobre placas Petri y luego suspendidos en me-
dio RPMI 1640 a razén de 10 mL de medio por gramo
de peso humedo del érgano, condiciones éstas en que
los homogeneizados epididimarios muestran mayor ac-
tividad inhibidora de la proliferacion linfocitaria (resulta-
dos no publicados, Laboratorio de Inmunologia de la
Reproduccion, INEN).

Los epididimos fueron homogeneizados por sepa-
rado en un equipo Politron (Cinematica, Suiza) por
espacio de 45 segundos a méaxima velocidad. Los
homogeneizados se centrifugaron durante 30 minu-
tos a 4,000 rpm en centrifuga Eppendorf. Los sobre-
nadantes obtenidos se esterilizaron por filtracion en
membranas Millipore de 0.2 uc, con esto se logro eli-
minar el material particular. Las muestras asi obteni-
das se congelaron a 20 °C en alicuotas de 400 ulL
hasta su procesamiento.

4. Determinacion de la concentracion de proteinas
totales en los homogeneizados de epididimo

La concentracién de proteinas totales en los homo-
geneizados de epididimo se determin6 de acuerdo al
método de Bradford® utilizando albGmina bovina séri-
ca como patrén.

Como los homogeneizados estaban suspendidos
en RPMI 1640 se utiliz6 este diluente como control
negativo adicional del ensayo.

5. Separacion de células mononucleadas de sangre
periférica

Las células mononucleadas se obtuvieron a partir de
sangre venosa heparinizada de donantes sanos me-
diante centrifugacién en un gradiente de Ficoll-Hipa-
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que, 20 mL de sangre se diluyeron mezclando suave-
mente, con 20 mL de RPMI 1640 libre de suero en tu-
bos de centrifuga coénicos de plastico de 50 mL. Se
afiadieron 20 mL de la solucién Ficoll-Hipaque sobre
de las cuales se dejaron caer —lentamente y por las
paredes 20 mL de sangre diluida. Los tubos se centri-
fugaron a 2,500 rpm durante 30 minutos en una centri-
fuga Damon (Damon-D 600 DPRF, ICE, USA) a 20
°C. El anillo de las células mononucleadas formando
entre las dos superficies se recolectd por succién con
una pipeta. Las células se lavaron tres veces con me-
dio RPMI 1640 sin suero, por centrifugacion a 1,500
rom y 4 °C durante 10 minutos. Las células se sus-
pendieron finalmente en 5 mL de RPMI suplementado
con antibiéticos y suero fetal bovino inactivado al
10%. La variabilidad celular se determind por conteo
de las células que excluyeron una solucién de azul de
tripan al 0.4%. La suspension celular se ajustdé a una
concentracion final de 2 x 10° células/mL.

6. Determinacion en los homogeneizados de epididi-
mo humano de la actividad inhibidora de la prolifera-
cion linfocitaria

La actividad inhibidora de la proliferacion linfocitaria
se determind por incubacion en placas de 96 poci-
llos de diferentes diluciones de los homogeneizados
(1/64, 1/32, 1/16, 1/8, 1/4) con células linfocitarias.

Las células fueron contadas en hemocitometro y
se ajustaron a una concentracion final de 2 x 10° célu-
las por pozo. La concentracion de PHA afadida a los
cultivos fue de 5 ug/mL, la cual se estim6 6ptima en
experimentos previos. Se us6 siempre como diluente
RPMI 1640 + suero fetal bovino inactivado 10%.

Muestras y controles se montaron por sextuplica-
do y se afadieron a la placa en los siguientes volu-
menes.

Células Medio PHA  Homogeneizado
Control — 100 uL 150 ul - -
Control + 100 uL 50 uL 100 uL -
Muestras 100 uL - 100 uL 50 uL

Las placas se incubaron durante 72 horas a 37 °C,
en una atmosfera con 5% de CO, y 95% de hume-
dad relativa. A las 66 horas de cultivo, se afiadié 20
L de timidina tritiada a razén 1 ci por pozo, se usoé
como diluente RPMI 1640 + SFBI 10%, y en la ma-
flana siguiente, las células se cosecharon en un
equipo Skatron (Noruega). La radiactividad se deter-
min6 en un contador de radiaciones 8 (LKB, Suecia).

El porcentaje de inhibicion de la proliferacion linfo-
citaria se calculd de acuerdo a la férmula:

cpm media muestras — cpm media controles negativos

- . - x 100%
cpm media controles positivos — cpm media

controles negativos

7. Determinacion de las concentraciones de IL-2 e
IFN-y.

Para la determinacion de las concentraciones de IL-
2 e IFN- y producidas por células incubadas en pre-
sencia de los homogeneizados epididimarios; culti-
vos como los antes descritos; a los que no se les
dio el pulso de °H Timidina se centrifugaron a
14,000 rpm durante 14 minutos en centrifuga Ep-
pendorf. Los sobrenadantes se conservaron a — 20
°C hasta que se realizaron las determinaciones de
IL-2 e IFN- y por ELISA.

A los controles referidos en los cultivos, se afa-
dieron dos controles negativos adicionales: homoge-
neizados puros y RPMI + SFBI 10%.

Muestras y controles se montaron en la placa de
cultivo por sextuplicado y por triplicado en los ELISA
y los niveles de inhibicién o estimulacién de la sinte-
sis de IL-2 e IFN- y se expresaron en veces X dadas
las altas cifras del analito encontradas en las mues-
tras y el valor tendiente a O de los controles negati-
vos. En este céalculo su us6 la formula.

4 concentracion muestras — concentracion controles negativos 100%
— X )
concentracion controles positivos — concentracion

controles negativos

RESULTADOS

En el cuadro | se relaciona la edad de los casos es-
tudiados y la fuente de obtencién de los epididimos.
El 80% de los casos estaba entre 50 y 62 afios de
edad y la fuente de obtencién mas utilizada fue la de
cadaveres (80%).

La media y la desviacién estandar de las determi-
naciones de proteinas totales determinadas por el
meétodo Bradford fue de 854 + 137. El coeficiente de
variacion estimado para este grupo de determinacio-
nes fue del 16%.

Los resultados de los ensayos de transformacion
blastica para los homogeneizados epididimarios de
los casos 2 y 8 produjeron una inhibicion similar, la
cual resultd superior al 50% a la dilucion 1/4. No se
estimo necesario evaluar los 8 restantes homogenei-
zados, obtenidos de cadaveres, fuente trabajada en
nuestro laboratorio en ocasiones anteriores y donde
se han encontrado resultados similares.
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La curva patron para la determinacion de IL-2
mostré los siguientes parametros: r = 0.998, pen-
diente = 0.14 e intercepto en el eje de las y = 0.93,
lo que se consider6 adecuado para las mediciones
que se efectuaron.

Los niveles de IL-2 en los sobrenadantes de cultivos
resultaron no detectables en los controles negativos.
Los cultivos de células mononucleadas estimulados
con sobrenadantes de los homogeneizados epididima-
rios mostraron una inhibicion de la produccién de IL-2

Cuadro |. Edad de los pacientes y fuente de obtencion de los
epididimos en los casos estudiados.

Casos Edad Fuente de obtencién

1 53 Cadaver

2 58 Castracion

3 55 Cadaver

4 58 Cadaver

5 85 Cadaver

6 62 Cadaver

7 52 Cadaver

8 35 Donante de 6rganos
9 56 Cadaver

10 56 Cadaver

Cuadro Il. Porcentajes de inhibicion de la produccion de IL-2 en
cultivos de células mononucleadas de sangre periférica,
estimulados con fitohemaglutinina y sobrenadantes de

homogeneizados de epididimos humanos.
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en forma dosis-dependiente. Al valorar los porcenta-
jes de inhibicion para las muestras: a dilucion 1/4 se
obtuvieron valores del 100% hasta el 34%. A la dilu-
cion 1/8 también se obtuvo un rango amplio de varia-
cion, éste fue de 80% hasta 0 (Cuadro 11).

El analisis de la curva patron para la determinacion
del IFN-y arroj6 un coeficiente de regresion r = 0.997,
pendiente = 1.14 e intercept6 en el eje de las y =
0.77, por lo que se admitié ésta para hacer las deter-
minaciones propuestas.

Los niveles de IFN-y en los sobrenadantes de
cultivos fueron no detectables en los controles
negativos.

Los cultivos con muestras a las concentraciones
1/64, luego de diluirseles 20 veces en RPMI + SFBI
10% mostraron un maximo de estimulaciéon de pro-
duccién de IFN-y de 5.7x y un minimo de 1.4x. Lue-
go de diluirse 1,000 veces los cultivos con concen-
tracion 1/4 de los homogeneizados se obtuvo un
maximo de estimulacion de la produccion de IFN-y
de 51.6x y un minimo de 13.8x (Cuadro Ill).

Al relacionarse los porcentajes de inhibicion de la
produccion de IL-2 y los porcentajes de estimulacion
de la produccién de IFN-y en los cultivos trabajados a
dilucion 1/4 de los sobrenadantes de los homogenei-
zados, se observé un comportamiento variable de for-

Cuadro lIl. Nivel de estimulacion de la produccion de IFN-y en
cultivos de células mononucleadas de sangre periférica
estimulados con fitohemaglutinina y sobrenadantes de

homogeneizados de epididimos humanos.

% de inhibicion IL-2

Nivel de estimulacion IFN-y

Homogeneizados Dilucién (Veces X) Homogeneizados Dilucion (Veces X)
1 1/8 58.1 1 1/64 1.4 x 20
1/4 60.3 1/4 39.6 x 10°

2 1/8 - 2 1/64 2x 20
1/4 56.7 1/4 13.8 x 10°

3 1/8 44 3 1/64 29 x 20
1/4 100 1/4 14.7 x 10°

4 1/8 70.6 4 1/64 23 x 20
1/4 80.3 1/4 30.8 x 10°

5 1/8 6 5 1/64 23 x 20
1/4 34.3 1/4 22.9 x 10°

6 1/8 32 6 1/64 2x 20
1/4 42.8 1/4 415 x 10°

7 1/8 57.7 7 1/64 24 x 20
1/4 91.2 1/4 415 x 10°

8 1/8 0 8 1/64 5.7 x 20
1/4 52 1/4 26.6 x 10°

9 1/8 42.3 9 1/64 28 x 20
1/4 100 1/4 51.6 x 10°

10 1/8 100 10 1/64 3.1x20
1/4 100 1/4 21 x 10°
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ma que en homogeneizados con altos porcentajes de
inhibicién de la produccion de IL-2 (100%) se encon-
traron niveles variables de la produccion de IFN-y que
fueron 14.7x, 51.6x y 21x para los homogeneizados
3.9 y 10 respectivamente; y los menores niveles de
estimulacion de la produccion de IFN-y, se correspon-
dieron con porcentajes de inhibicion de IL-2 de 56.7 y
100% en los homogeneizados 2 y 3 (Cuadros Il y 1l).

Aunque en los distintos casos estudiados se ob-
servaron diferencias cuantitativas con respecto a la
inhibicion de la produccion de IL-2 y la estimulacion
de la produccion de IFN-y, en todos los casos el
efecto cualitativo fue el mismo, una marcada inhibi-
cion de la produccion de IL-2 y una potente estimula-
cion de la produccion de IFN-y.

DISCUSION

Se conoce que el semen es rico en proteinas, que
muchas de éstas son de origen epididimario, y se
caracterizan por su dependencia de hormonas este-
roideas particularmente andrégenos, también se ha
comentado sobre su papel en la maduracién esper-
matica y en la fertilizacion y se ha referido el hecho
que no coinciden las correlaciones entre los niveles
de hormonas y citocinas del plasma seminal con las
correlaciones entre estas citocinas y hormonas en
suero,*® esto apunta a la necesidad de profundizar en
el estudio de los mecanismos que regulan la sintesis
de citocinas en el plasma seminal por su implicacion
en cancer, autoinmunidad y en la salud reproductiva.

Las diferencias entre las concentraciones de pro-
teinas encontradas no son atribuibles al procedi-
miento ni a la fuente de obtencion, tampoco a efec-
tos de dilucién de las muestras, éstas se deben a
variaciones bioldgicas individuales.

Como era de esperar, en el ensayo de transforma-
cion blastica se encontrd una inhibicion de la prolife-
racién linfocitaria asociada al aumento en la concen-
tracion de sobrenadantes de los homogeneizados.

Se obtuvieron niveles de inhibicion similares para
los dos homogeneizados procesados, uno provenien-
te de un donante de 6rganos y otro proveniente de
un sujeto sometido a castracion quirdrgica. Similar
comportamiento ha sido visto en experiencias ante-
riores efectuadas en uno de nuestros laboratorios,
éstas se realizaron mayoritariamente a partir de 0Or-
ganos de cadaveres y de pacientes sometidos a
castracién quirdrgica (datos no publicados por el la-
boratorio de Inmunologia de la Reproduccion del Ins-
tituto Nacional de Endocrinologia de Cuba, INEN);
internacionalmente son estas las fuentes mas usa-
das para estudios de este tipo.® No se consideré ne-
cesario repetir la experiencia en los casos en que
los érganos fueron obtenidos de cadaveres.

Luego de reproducir este efecto “in vitro” se consi-
der6 que las muestras eran susceptibles de ser eva-
luadas bajo la hipotesis que eran capaces de inducir
la modulacion de IL-2 e IFN-y por linfocitos del cultivo.

Varios mecanismos pudieran explicar en el plano
tedrico la inhibicion de la proliferacion linfocitaria que
producen factores presentes en los homogeneizados
epididimarios; en la presente experiencia dos de
ellos pudieran responder al problema.

Uno de ellos seria alguna interferencia con el me-
canismo de la proliferacion celular que se produce
cuando los linfocitos en cultivo son estimulados con
un mitdégeno o con un antigeno especifico; dicha in-
duccion es consecuencia del efecto de citocinas
promotoras de la diferenciacion y proliferacién celular
como es el caso de IL-2. La accién de la IL-2 puede
ser bloqueada por la supresién de su sintesis o por
la disminucion de su expresién del receptor especifi-
co de alta afinidad para dicha molécula.

En este trabajo no se evalud esta ultima posibili-
dad pero si se comprob6 que los homogeneizados
epididimarios producen una fuerte inhibicion de la
produccion de IL-2 que es dependiente de la concen-
tracion de homogeneizado afiadida.

Es interesante el hecho de que cuando células mo-
nonucleares de sangre periférica estimuladas con mi-
tégeno son co-cultivadas con células de coriocarcino-
ma se produce una inhibicion de la sintesis de IL-2.1
Las células de coriocarcinoma son derivadas de tejido
placentario tumoral y se ha observado que la placenta
presenta una proteina inmunosupresora que también
se encuentra en el semen,? por lo que pudiera postu-
larse que la supresion de la sintesis de IL-2 observa-
da en los experimentos esté mediada por esta sus-
tancia o alguna otra con ella relacionada.

El otro mecanismo que probablemente pueda ex-
plicar la inhibicion de la linfoproliferacion constatada
en este trabajo es la induccién de apoptosis. La
muerte celular programada es un importante meca-
nismo de control de la respuesta inmune y es uno de
los que permiten que determinados lugares anatémi-
cos sean sitios inmunolégicamente privilegiados.

Se conoce que el ligando para el receptor Fas, in-
ductor de apoptosis se expresa en las células de
Sertoli del testiculo y en epitelio de tubos seminife-
ros y que la expresiéon del sistema Fas es suscepti-
ble de regulacién por citocinas.'? Es posible que el
epididimo produzca un factor inductor de la apopto-
sis, ya sea que éste se exprese en la membrana ce-
lular y sea liberado por la homogeneizacion o que
sea producido en forma soluble.

El resultado que mas llama la atencion en este
estudio es la fuerte estimulacion de la produccién de
IFN-y que provoca el homogeneizado del epididimo.
Pudiera parecer contradictorio que esto coincida con
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la inhibicién de la proliferacion celular y de la produc-
cion de IL-2, ambas citocinas son productos de células
Thl. Sin embargo, se ha observado que los estimulos
que aumentan la produccion de IFN-y no aumentan
la de IL-2 o incluso la inhiben®® y también que la in-
duccién de la proliferacién celular puede manifestar-
se sin produccién de IFN-y,** de ahi que pueda plan-
tearse que los fendmenos de la produccion de IFN-y y
proliferacion celular pueden transcurrir en sentidos di-
vergentes. De hecho algunas experiencias indican
que el IFN-y desencadena la apoptosis de células T.
Se ha demostrado que cuando los taquizoitos de
Toxoplasma gondii son cultivados con monocitos, es-
tos dltimos producen una sustancia que inhibe la sin-
tesis de ADN en linfocitos estimulados por mitégenos
y que esta accion inhibidora es mediada por IFN-y,®
otros resultados indican que este factor monocitario
podria ser la IL-15, que ademas compite con la IL-2
por la unién al receptor de esta Gltima.®

Se ha observado que el entrecruzamiento de recep-
tores CD4 en la membrana de linfocitos T estimula la
produccion de IFN-y, el que a su vez aumenta la ex-
presién del mediador de apoptosis Fas o CD95 y de
hecho éste desencadena la apoptosis de las células
asi estimuladas. La neutralizaciéon del IFN-y inhibe la
apoptosis inducida por el entrecruzamiento de la mo-
lécula CD4 y esta inhibicion se correlaciona con una
regulacién negativa de Fas en la membrana celular.*®
Tal consideracion apunta hacia un mecanismo fisio-
I6gico de regulacién del destino celular dependiente
del IFN-y.

Se ha reportado que las cadenas a y 3 del recep-
tor de IFN-y son moduladas independientemente en
la superficie de células T luego de la estimulacion de
éstas y que dependiendo de su expresion el IFN-y
toma parte en la direccién de la respuesta celular ha-
cia la apoptosis o hacia la proliferacion.’

Segun esta experiencia, linfocitos de sangre peri-
férica, no estimulados, expresan bajos niveles de
ambas cadenas del receptor de IFN-y. Luego de la
estimulacién primaria se sobreexpresa transitoria-
mente la cadena «a, antes de que los linfocitos en-
tren a la etapa de sintesis del ciclo celular, si éstos
son co-cultivados con IL-2 y ocurre una reaccion con
mitégenos o anticuerpos anti CD3, ambas cadenas
del receptor de IFN-y se sobreexpresan y la célula
va hacia la apoptosis. Esta apoptosis es inhibida si
el IFN-y interactla sdlo con la cadena « del receptor,
cuando ésta se sobreexpreso inicialmente. El blo-
queo de ésta inhibe la apoptosis y restablece la ca-
pacidad proliferativa. Segun otros autores la IL-2
puede ser la sefial que sobrerregula la expresion de
las cadenas a y 3 del receptor de IFN-y y desde este
criterio serian mas susceptibles de esta actividad re-
gulatoria los linfocitos T maduros.’
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En ratones se han reportado efectos antiprolifera-
tivos del IFN-y en células Th 2 pero no en Th 1, de-
pendiendo de la expresion de la cadena  del recep-
tor de IFN-y lo cual sélo tiene lugar en linfocitos
murinos Th 2. La pérdida de esta cadena confiere a
las células Th 1 un estado de resistencia a las sefia-
les de activacion inducidas por IFN-y.181°

Si esto ocurriese en humanos podria pensarse
que la apoptosis en los cultivos de linfocitos estimu-
lados con sobrenadante de los homogeneizados epi-
didimarios y con PHA; es predominantemente de cé-
lulas Th 2 y que quedan disponibles aln un buen
namero de células Th 1 capaces de producir grandes
cantidades de IFN-y.

Aun cuando la IL-2 juega un papel central en la
activacion de los linfocitos T?° y Fas interviene en la
transduccién de sefiales de activacion,?! se sugiere
que una secrecion fisiolégica de IFN-y y su union a
la cadena « del receptor de IFN-y puede regular la
expresion de la cadena «a del receptor de IL-2 y de
Fas, pues la expresion de ambos es inhibida por la
neutralizacion del efecto del IFN-y que se produce al
bloquear la cadena « de su receptor.®

De acuerdo a esto, el bloqueo temprano de la cade-
na « del receptor de IFN-y pudiera regular negativa-
mente la expresion de la cadena «a del receptor de IL-2,
lo que pudiera explicar en parte la actividad antiprolife-
rativa mediada por IFN-y. En este trabajo no se dispo-
ne de datos suficientes para apoyar esta hipotesis.

Se ha observado también que el IFN-y induce
apoptosis de linfocitos T estimulados en ausencia
de células accesorias y en presencia de grandes
cantidades de IL-2.?2

Sobre el papel compartido del IFN-y e IL-2 en la
regulacion de la apoptosis resulta interesante sefialar
que las cadenas « de los receptores del IFN-y e IL-2
estan sobrerregulados en la superficie de linfocitos T
gue estan en apoptosis.2®24

Varios estimulos, sin embargo pueden regular la
cadena « del receptor del IFN-y y otras sefiales de
crecimiento pueden determinar indirectamente si el
IFN-y promueve la proliferacién o apoptosis.

De tal forma los fenémenos: produccion de IFN-y
y proliferacion linfocitaria pueden ocurrir con relativa
independencia y la asociacion de estos fenémenos a
la modulacion de la produccion de IL-2 necesita de
estudios cinéticos y de activacion celular.

Que no haya una total inhibicién de la proliferacion
linfocitaria aun cuando la inhibicién de la produccién
de IL-2 sea muy elevada se explicaria porqué no es
éste el Unico factor de proliferacién linfocitaria y el
aumento de IFN-y en los cultivos, a pesar de estar
muriendo un nimero considerable de células podria
explicarse por una acumulacién de éste en el medio
de cultivo, producto de células que ya murieron y de
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otras, predominantemente Th 1 que aparecen en
cada ciclo celular. La otra fuente probable de IFN-y
seria a partir de células NK presentes en los cultivos
celulares, aunque de por si solo no parece explicar
los altos niveles de induccion de esta citocina, por
su escaso numero en sangre periférica. Tal hipétesis
es susceptible de contrastacion.

CONCLUSIONES

Todo lo anterior nos permite postular que el epididi-
mo humano produce uno o mas factores que ejercen
un papel modulador en la funcién del sistema inmu-
ne del aparato reproductor y que este papel es ejer-
cido al menos en parte a través de sus efectos sobre
la produccion de citocinas fundamentales en la res-
puesta inmune como IL-2 e IFN-y. La direccién en
gue se ejerce este efecto inmunomodulador parece
ser dependiente de circunstancias particulares como
el estado de activacién en que se encuentran las cé-
lulas del sistema inmune en ese lugar y momento.
Esta complejidad en la regulacién de la respuesta in-
mune no es privativa del sistema inmune local del
aparato reproductor, en realidad lo mismo se ha ob-
servado cuando se ha examinado rigurosamente
cualquier fenémeno biolégico en que participe el sis-
tema inmune. Resulta atractiva la idea de aislar el
factor o los factores responsables de los efectos ob-
servados por su impacto en la inmunopatogenia de
enfermedades autoinmunes y de transmision sexual
asi como en la regulacion de la fertilidad y en la in-
munoproteccion de mucosas contra patdégenos.
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