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Resumen  



Resumen 

 

Estudio de las m oléculas de adhesión  celular y quem oquinas 

involucradas en el tráfico leucocitario en un cuadr o de orquit is 

autoinm une experim ental  

 

Los cuadros de inflamación e infección del aparato reproductor 

masculino const ituyen una de las principales causas de infert ilidad. La orquit is 

autoinmune experimental (OAE) fue inducida por inmunización act iva, en la 

rata, con ant ígenos espermát icos y adyuvantes y const ituye un modelo út il 

para estudiar inflamación test icular y autoinmunidad específica de órgano. La 

OAE se caracteriza por la presencia de un infilt rado linfomonocitario interst icial 

y lesión de los túbulos seminíferos con células germ inales que sufren apoptosis 

y descamación. Nos propusimos estudiar, en la OAE, las principales 

quemoquinas y moléculas de adhesión involucradas en la m igración y 

ext ravasación de linfomonocitos. Mediante técnicas de ELISA se detectó, en las 

ratas con orquit is, respecto de cont roles, un aumento en la concentración 

test icular de MIP- 1 ?  durante el período de inmunización m ientras que MCP- 1  

aumentó durante el desarrollo completo del cuadro incluyendo el período de 

lesión severa. Se observó un aumento en el número de linfomonocitos 

test iculares que expresan los receptores específicos de dichas quemoquinas, 

CCR2 y CCR5. Por citom et ría de flujo, se detectó una disminución en el número 

linfomonocitos CD44+  en sangre periférica, simultánea a un aumento de 

dichas células en el interst icio test icular. A nivel del endotelio test icular, 

aumentó el número de células PECAM- 1+  que expresan VCAM - 1. 

Los resultados sugieren que las quemoquinas y moléculas de adhesión 

estudiadas const ituyen un componente del circuito de amplificación de la 

respuesta inmune, esencial para el reclutamiento linfomonocitario y la 

inducción de una orquit is autoinmune severa, en el contexto de una 

inflamación crónica. 

 

Palabras Claves: quemoquinas, moléculas de adhesión, orquit is autoinmune, 

test ículo, interacción leucocito- endotelio  

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Summary  



Summary 

 

Expression of cell adhesion m olecules and chem okine s involv ed in 

leucocyte traffic in rats undergoing autoim m une orc hit is  

 

I nflammat ion and infect ion of the genital t ract  is one of the leading 

causes of male infert ility. We have developed an experimental model of 

autoimmune orchit is (EAO) in rats by act ive immuniz at ion with spermat ic 

ant igens and adjuvants, a useful model to study organ specific autoimmunity 

and to analyze test is inflammation. This disease is characterized by interst it ial 

lymphomononuclear cell infilt rates and severe damage of seminiferous tubules 

with apoptosis and sloughing of germ  cells. The aim  of this work was to detect  

the main chemokines and cell adhesion molecules involved in leukocyte 

extravasat ion in this model. By ELISA we detected in rats with EAO an increase 

in the test icular content  of MIP- 1 ?  during the immunizat ion period and of MCP-

1 during the development of the disease including the period of severe 

test icular damage. We also observed an increase in the number of test icular 

cells CCR2+  o CCR5+ , specific chemokine receptors. By flow cytom et ry we 

detected a decrease in the number of CD44+  lymphomonocytes from 

peripheral blood concomitant  with an increase of these cells in the test icular 

interst it ium. Rats with EAO showed a significant  increase in the number of 

PECAM-1+  test icular endothelial cells that  express VCAM- 1.  

Results suggest  that  the chemokines and cell adhesion molecules 

analyzed const itute part  of an amplificat ion circuit  of the immune cell response 

essent ial, for leukocyte recruitment  and induct ion of severe autoimmune 

orchit is, in the context  of a chronic test icular inflammation. 

 

Keyw ords: chemokines, adhesion molecules, autoimmune orchit is, test is, 

leukocyte- endothelial interact ions 
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AFC Adyuvante de Freund completo 
AH  Acido hialurónico 
BSA Albúmina bovina sérica 
C Control (grupo de ratas cont roles)  
CCR1  Receptor  de MCP- 1  
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M CP- 1  ( CCL2 )  Proteína quim ioat ractante de m onocitos- 1 
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MI P- 1 ?  ( CCL3 )  Proteína inflamatoria de macrófagos- 1 ?  
MI P- 1 ?  ( CCL4 )  Proteína inflamatoria de macrófagos- 1 ?  
N Normal (grupo de ratas normales)  
OAE Orquit is autoinmune experimental 
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PECAM- 1  ( CD 3 1 )  Molécula de adhesión plaquetaria y endotelial- 1 
PE-Cy5  Ficoerit r ina R acoplado a cianina 
Rpm  Revoluciones por m inutos 
SEM Error estándar de la media 
SFB Suero fetal bovino  
VCAM - 1  ( CD 1 0 6 )  Molécula de adhesión vascular - 1  
TGF Factor de crecim iento t ransformante 
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El test ículo, a pesar de ser un órgano inmunoprivilegiado, sufre procesos 

inflamatorios que desencadenan esterilidad. El concepto de “ inmunoprivilegio”  

está asociado a un sit io anatóm ico en el cual un aloinjerto sobrevive un 

período de t iem po m ayor que en la mayoría de los ot ros órganos. Se postula 

que los sit ios inmunoprivilegiados se han desarrollado, a lo largo de la 

evolución, com o un m ecanism o protector de órganos altam ente especializados 

en los cuales una respuesta inmune podría alterar la función norm al de los 

m ismos (por ejemplo, la espermatogénesis en el test ículo) . En efecto, se 

demostró que aloinjertos de dist intos tej idos sobrevivían en el test ículo, sin 

signos de rechazo, por períodos extensos de t iem po (Maddocks y col.,  1990) . 

Este “ inmunoprivilegio”  es evidente en la pubertad, período en el cual se inicia 

la espermatogénesis con la expresión de nuevos ant ígenos que, sin embargo, 

no generannormalmente una respuesta de autoinmunidad test icular. 

 
I nmunobiología del testículo  

Posibles m ecanis m os de inm unoregulación test icular  

 La prevención de respuestas autoinmunes específicas contra las células 

germ inales en el test ículo adulto ha sido explicada, durante muchos años, 

sobre la base de que los autoant ígenos expresados por las células germ inale s 

están “secuestrados”  dentro de los túbulos seminíferos. La barrera hemato -

test icular separa el compart imento basal del epitelio seminífero que cont iene 

espermatogonias y espermatocitos preleptoténicos del compart imento 

adluminal, donde la espermatogénesis comienza a part ir de la pubertad. 

Morfológicamente, la barrera hemato- test icular está formada por las uniones 

estrechas ( “ t ight  junct ions” )  de las células de Sertoli adyacentes haciendo que 
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los espacios intercelulares se vuelvan impermeables aún a moléculas 

pequeñas. De este modo, el compart imento adluminal se halla aislado del 

sistema vascular y de las células del sistema inmune (Pellet ier y col., 1992) . 

Aunque esta barrera t isular es importante, no es suficiente para proteger a las 

células germinales del ataque inmunológico. Existen suficientes evidencias que 

indican que múlt iples mecanismos inmunoregulatorios estarían involucrados en 

mantener el inmunoprivilegio en el test ículo adulto normal. Mientras que la 

deleción clonal de linfocitos T autoreact ivos a t ravés de la selección t ím ica 

durante la vida perinatal no controla la autoreact ividad contra las células 

germ inales, mecanismos de tolerancia periférica tales como anergia clonal de 

células T jugarían un papel clave. Los linfocitos T vírgenes permanecen 

refractarios a la act ivación ant igénica cuando encuentran células presentadoras 

de ant ígenos en asociación a m oléculas del com plejo m ayor de 

histocompat ibilidad (CMH) pero sin señales co- est imulatorias. En concordancia 

con este concepto, se ha dem ost rado  que las células del interst icio test icular 

expresan const itut ivamente moléculas del CMH pero no expresan las moléculas 

co -est imulatorias B7 (CD80/ CD86)  y la mólecula de adhesión intercelular- 1  

(ICAM- 1, CD54) (Sainio -Pollanen y col., 1996) . 

 Los linfocitos T regulatorios (Tr eg)  también estarían involucrados en el 

fenómeno de inmunosupresión. Se ha postulado que la interleuquina ( IL) - 10 y  

el factor de crecim iento tumoral (TGF- ?)  producidos por los linfocitos Tr eg 

controlarían la inflamación in v ivo (O´ Garra y col.,  2004) . Adem ás, 

experimentos recientes realizados con sangre periférica de dadores sanos 

most raron que la expansión de linfocitos T autoreact ivos cont ra ant ígenos 
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test iculares puede ser suprim ida por células T r eg   CD4+  CD25+  (Danke y col., 

2004) .  Sin embargo, hasta el momento no se han hecho estudios in vivo que 

clarifiquen la presencia y posible papel funcional de estas células en el 

test ículo. 

 Otro nivel de protección inmunológica ocurre a t ravés de la apoptosis de 

los linfocitos T que ingresan al test ículo. Resultados recientes obtenidos en un 

modelo de t rasplante alogeneico murino indican que los linfocitos T de 

memoria CD8+  son capaces de m igrar al test ículo e iniciar una respuesta 

inmune cont ra injertos de tej ido foráneo pero presentan una tasa de apoptosis 

elevada por sobreexpresión de Fas (CD95)  y CD30 sobre su superficie (Dai y 

col., 2005) . A su vez, la expresión del ligando de Fas (FasL)  en las células de 

Sertoli ha sido postulada como un mecanismo que mant iene el privilegio 

inmune test icular. Sin embargo, esta hipótesis es muy controvert ida, ya que 

varios t rabajos demuestran que las células de Sertoli no expresan FasL (Allison 

y col., 1997) . 

 Finalmente, ha sido descripto que ciertas citoquinas de perfil 

inmunosupresor producidas en el t racto genital masculino jugarían un papel 

clave en la prevención de la act ivación de la respuesta inmune y subsecuente 

inflamación test icular.  

 

Células del sistem a inm une en el testículo  

El test ículo a pesar de ser un órgano inmunológicamente privilegiado no 

se está aislado del sistema inmune. Bajo condiciones fisiológicas, macrófagos, 

mastocitos, linfocitos, células NK ( “natural killer” )  y células dendrít icas se 
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encuentran en el interst icio test icular de mamíferos, incluyendo el hombre 

(Hedger,  1997) . 

En el test ículo de rata fueron ident ificados macrófagos provenientes de 

la circulación y macrófagos residentes siendo estos últ imos el t ipo celular más 

abundante del interst icio luego de las células de Leydig. El número de 

macrófagos se incrementa durante la pubertad y su número depende de la 

interacción con las células de Leydig (Hedger, 2002) . Se ha dem ost rado que en 

el test ículo adulto, los macrófagos están involucrados en la esteroidogénesis y 

en la act ivación de la respuesta inmune innata. Sin embargo, la liberación de 

citoquinas proinflamatorias como IL- 1, IL- 6 y factor de necrosis tum oral (TNF) -

?  es reducida en macrófagos aislados de test ículo normal de ratas en 

comparación con macrófagos peritoneales (Kern y col., 1995) . A su vez los 

m acrófagos test iculares sintet izan TGF-?  y ot ros factores que inhiben la 

respuesta inmune, postulándose entonces que ejercerían una función 

inmunosupresora. 

Los mastocitos, que en el test ículo normal de rata se localizan en la zona 

subalbugínea cercanos a los vasos sanguíneos, estarían involucrados en la 

regulación de la respuesta inmune innata y adaptat iva siendo capaces de 

liberar una amplia variedad de mediadores inflamatorios tales como triptasas, 

histamina, leucotrienos, prostaglandinas y numerosas citoquinas (Hedger, 

1997) . 

Los linfocitos representan un 15%  de las células del sistema inmune en 

el test ículo normal de una rata adulta. La mayoría de ellos expresan 

marcadores de células T predominando los linfocitos T CD8+ , m ient ras que no 
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se han detectado células B (Hedger, 1997) . En relación al test ículo humano, 

los estudios son escasos y solamente se han publicado resultados cualitat ivos 

que revelan algunos linfocitos (CD8+  ?  CD4+ ) en el tej ido test icular periférico 

subalbugíneo y en el tej ido conect ivo intertubular de la rete test is. Al igual que 

en las ratas no se observan células B (Pollanen y col., 1987) . 

Mediante los m arcadores CD11c y OX-62 hem os dem ost rado la 

presencia de células dendrít icas en el interst icio test icular de ratas normales de 

las cepas Sprague - Dawley y Wistar (Rival y col., 2006). 

 

El rol dual de las citoquinas en el testículo  

 La regulación de la espermatogénesis y la esteroidogénesis en el 

test ículo está bajo cont rol hormonal pero también depende de numerosos 

mediadores autocrinos y paracrinos incluyendo factores de crecim iento y 

citoquinas. Este aparente solapamiento de las funciones inmunes y test iculares 

de las citoquinas podría ser la clave para comprender el fenómeno de privilegio 

inmune y los procesos que conducen a lesiones test iculares por causas 

inflamatorias. 

 La citoquina pro - inflamatoria IL-1 es secretada por m acrófagos act ivados 

pero también es inducible en otros t ipos celulares. En el test ículo de rata, la 

isoforma IL-1 ?  es producida y secretada bajo condiciones fisiológicas por las 

células de Sertoli (Gérard y col., 1991) , espermatocitos y espermát idas 

(Haugen y col., 1994) . Receptores de alta afinidad para IL- 1 así com o m ARN 

para el receptor de t ransducción de señal de IL- 1 han sido encontrados en la 

mayoría de las células del epitelio de los túbulos seminíferos y en el interst icio 
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test icular (Gomez y col., 1999) . La I L - 1 test icular coordinaría el desarrollo de 

las células de Sertoli y las células germinales así como también controlaría la 

esteroidogenésis. La IL- 1 generalmente inhibe la producción de testosterona 

est imulada por la hormona luteinizante (LH) pero puede est imular la 

esteroidogénesis en cult ivos primarios de células de Leydig (Svechnikov y col., 

2001) . Por el contrario, la I L-1 ?  no es producida en cant idades significat ivas en 

el test ículo normal (Hedger y col., 2003) . Sin embargo, el antagonista del 

receptor de IL- 1 es producido por las células de Sertoli murinas (Zeyse y col., 

2000) . 

 En el testículo normal murino, TNF- ?  se expresa en esperm atocitos 

paquiténicos y espermát idas redondas (De y col., 1993) . Además es producido 

in vit ro por macrófagos test iculares act ivados (Xiong y col., 1993) . Sim ilar a la 

IL- 1, el TNF- ?  modula la esteroidogénesis y su localización en células 

germinales postmeiót icas indica su posible rol durante la espermatogénesis. De 

hecho, estudios realizados en el test ículo humano sugieren que el TNF- ?  

tendría un papel regulador de la espermatogénesis (Pent ikainen y col., 2001) . 

 El factor inhibitorio de la m igración de macrófagos (MIF)  es una proteína 

pleiotrópica que part icipa durante la respuesta inmune y actúa como 

contraregulador de la supresión inmune inducida por glucocort icoides. En el 

test ículo de la rata, MIF es expresado por las células de Leydig (Meinhardt  y 

col., 1996) , reduce la secreción de inhibina en células de Sertoli en cult ivo e 

induce un incremento t ransitorio de calcio en células peritubulares. Estos 

resultados indican que MIF part icipa en la regulación paracrina de las 

interacciones célula de Leydig- túbulo sem inífero (Wennemuth y col., 2000) . 
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 Los m iembros de la fam ilia TGF- ?  son citoquinas diméricas con act ividad 

predominantemente inmunosupresora y ant i- inflamatoria. Hay t res isoformas 

de TGB-?  en mamíferos que son expresadas por las células de Sertoli, Leydig y 

peritubulares en test ículos fetales e inmaduros pero su producción dism inuye 

en la postpubertad (Mullaney y col., 1993) . En el test ículo adulto, aún no se ha 

establecido el preciso rol de TGF- ? aunque ha sido propuesta como una 

citoquina inmunosupresora involucrada en el inmunoprivileg io (Filippini y col., 

2001) . 

 

I nflamación testicular  

I nflam ación test icular en el hom bre  

 Las infecciones e inflamaciones del aparato reproductor masculino 

pueden causar infert ilidad. La inflamación del testículo (orquit is)  clínicamente 

puede cursar com o una patología sintomát ica, aguda o como una inflamación 

asintomát ica, subaguda o crónica. La orquit is sintomát ica está asociada con 

infecciones sistém icas o locales m ient ras que la asintomát ica es de origen no 

infeccioso, difícil de diagnost icar y por lo tanto m uchas veces desatendida 

(Schuppe y col., 2005 ) . 

 Dentro de la orquit is infecciosa, la mayoría de los casos reportados están 

asociados al virus de la parot idit is y al virus de inmunodeficiencia humana. 

Recientemente un nuevo t rabajo indica que la orquit is es también una 

complicación asociada al virus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS) 

(Xu y col., 2006) . Mientras que en los varones adolescentes la infección con el 

virus de la parot idit is se lim ita a causar inflamación de las glándulas salivales, 
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en los hombres adultos está asociado en un 5 -37%  de los casos con un cuadro 

de orquit is. Esta se caracteriza por un infilt rado interst icial de linfomonocitos y 

oligospermia con atrofia y fibrosis de los túbulos seminíferos. La esterilidad 

causada por la pérdida del epitelio germinal puede ser definit iva o transitoria 

(Dejucq y col., 2001 ) . Los pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia 

Adquirida (SIDA) frecuentemente sufren de orquit is, hipogonadismo, 

oligosperm ia o azoosperm ia. Alrededor del 50%  de los pacientes con SIDA 

presentan un infilt rado interst icial de células mononucleares y descamación del 

epitelio germ inal. Además presentan bajos niveles de testosterona debido, 

probablemente al número reducido de células de Leydig (Chabon y col., 1987) . 

 Con respecto a las inflamaciones no infecciosas del test ículo, la orquit is 

granulomatosa es la patología mejor estudiada. Se caracteriza por la formación 

de granulomas, acumulación de mastocitos, macrófagos y células gigantes 

mult inucleadas además de la pérdida de células germinales. La orquit is 

granulomatosa puede ocurrir en un principio como una enfermedad crónica e 

indolora de et iología desconocida o como una rara manifestación de sarcoidosis 

(Lust ig y col., 2006) . Traumat ismos test iculares así como torsión del cordón 

espermát ico pueden causar reacciones de inflamación crónica en el test ículo 

contralateral que han sido clasificadas como orquit is autoinmune (Suominen y 

col. ,  1995) . 

 Hasta el m om ento, unos pocos estudios analizaron fenóm enos 

inflamatorios a nivel del test ículo en hombres infért iles. 4.8- 16.6%  de las 

biopsias test iculares de pacientes infért iles presentaban infilt raciones 

inflamatorias con predominio de linfocitos (Jahnukainen y col., 1995;  
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Suominen y col., 1982) . En una reciente re - evaluación de m uest ras de tej idos 

obtenidas de 260 pacientes asintomát icos con problemas de fert ilidad, se 

regist ró que en el 56.3%  de los casos había una infilt rado de linfocitos en el 

test ículo. Además el grado de infilt ración linfocít ica correlacionaba con el grado 

de daño del epitelio germinal, engrosamiento de la lámina propia y fibrosis 

tubular. La población linfocít ica está compuesta principalmente por linfocitos T 

CD4+  y CD8+  acom pañada de m acrófagos no residentes CD68+  y m astocitos. 

Estos 2 últ imos t ipos celulares modifican su localización desde el interst icio 

hacia los túbulos asociándose este hecho con la remodelación del tej ido y la 

fibrosis (Meineke y col., 2000;  Schuppe y col., 2005) . En el hombre, la 

inflamación crónica que sigue a la orquit is aguda presenta característ icas 

morfológicas t ípicas de la orquit is autoinmune experimental (OAE). 

 

 Orquit is experim ental  

El estudio de la OAE facilita la comprensión los mecanismos involucrados 

en las patologías autoinmunes específicas de órgano así como la regulación 

sistém ica que normalmente previene la enfermedad. Este cuadro puede ser 

inducido por a)  inmunización act iva con ant ígenos espermát icos incluyendo 

homogenado test icular, células germ inales y espermatozoides de epidídimo, b)  

t ransferencia pasiva de linfocitos test iculares sensibilizados o c)  t imectomía 

realizada al tercer día de nacim iento. Inicialmente, la orquit is autoinmune se 

estudió en el cobayo y luego en el ratón. Más adelante, se estudiaron modelos 

experimentales en monos y conejos. En especies con ciclos estacionales, com o 

el visón, se observó una orquit is autoinmune espontánea que cursa con 



I nt roducción  

24 

esterilidad en el período de regresión test icular. En nuestro laboratorio se 

desarrolló un cuadro de OAE en ratas por inmunización act iva con ant ígenos 

esperm át icos o con ant ígenos de m em brana basal (Doncel y col., 1989;  Lust ig 

y col. ,  1987) . 

 

El m odelo de OAE en la rata  

En el modelo de OAE inducido en ratas por inmunización act iva con 

hom ogenado test icular y adyuvantes (Doncel y col., 1989)  se observó que la 

orquit is se inicia a los 50 días con la presencia de escasos infilt rados 

linfomonocít icos en el interst icio test icular y focos de túbulos seminíferos con 

lesiones del epitelio germinal. A los 80 - 100 días de la primera inmunización 

aumenta la densidad del infilt rado interst icial y la lesión de los túbulos 

seminíferos se ext iende a todo el órgano. Las células del epitelio germ inal, 

fundamentalmente espermatocitos y espermát idas, mueren por apoptosis y se 

descaman provocando la at rofia del m ismo. Los receptores de muerte Fas y el 

receptor del factor de necrosis tumoral alfa de t ipo 1 (TNFR1)  expresados por 

las células germ inales act ivan la vía apoptót ica externa que conduce a la 

muerte de las m ismas (Theas y col., 2003;  Suescun y col., 2003;  Theas y col., 

2006) . La célula de Sertoli sufre alteraciones estructurales y funcionales 

tardíamente, cuando la lesión del epitelio seminífero es severa. 

A diferencia de lo observado en cobayos y ratones, en la rata no se 

observa la penetración de células linfomononucleares al interior del túbulo 

seminífero aún en los animales con un cuadro severo de orquit is. 

Ocasionalmente, existen granulomas con necrosis del epitelio germ inal. No se 
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observan cambios patológicos en la rete test is ni en los conductos deferentes, 

en cambio sí una leve epididimit is.  

La reacción de hipersensibilidad retardada (DTH) contra el homogenado 

test icular ut ilizada como parámetro de inmunidad celular específica indicó una 

reacción posit iva en el 74%  de los animales a los 50 días, manteniéndose este 

porcentaje a los 80 días de la primera inmunización.  

Ant icuerpos circulantes específicos (ant i- HT)  detectados por ELI SA, 

están presentes a los 30, 50 y 80 días, con t ítulos m áxim os a los 80 días, en 

aproximadamente la m itad de los animales del grupo experiment al. La fracción 

más ant igénica del homogenado test icular resultó ser el acrosoma ya que 

datos de inmunofluorescencia indican que los ant icuerpos de ratas con OAE 

reaccionan intensamente con la cabeza del espermatozoide a nivel del 

acrosom a. No existe una correlación entre el grado de severidad de la lesión 

test icular y la inmunidad humoral, fenómeno que si ocurre con la inmunidad 

celular. 

La caracterización fenot ípica de las poblaciones celulares de linfocitos y 

macrófagos de los ganglios linfát icos drenantes de los sit ios de inmunización y 

del test ículo, estudiada por inmunohistoquím ica, demostró que a part ir del 

inicio de la lesión test icular el número de células linfomonocitarias disminuye 

en los ganglios linfát icos y aumenta en el interst icio del test ículo 

( fundamentalmente linfocitos CD4+ )  (Lust ig y col., 1993) . 
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Mecanismos moleculares que controlan la extravasaci ón de 

leucocitos  

 La orquit is autoinmune se caracteriza por la presencia de un infilt rado de 

linfocitos y monocitos del interst icio test icular. El reclutam iento de leucocitos 

dentro de los tej idos está regulado por una serie de interacciones entre los 

leucocitos circulantes y las células endoteliales. El mecanismo de m igración de 

los leucocitos comprende una secuencia de eventos denom inada cascada de 

adhesión. La primera fase de esta cascada es la adhesión t ransitoria ( “ rolling” ) , 

en la cual se produce una unión reversible del leucocito al endotelio vascular. 

La m isma es seguida por la fase de act ivación leucocitaria ( “ t r iggering” )  cuya 

consecuencia da lugar a la tercera fase de este proceso denominado adhesión 

firme. Por últ imo ocurre la fase de t ransmigración o diapedesis, en donde el 

leucocito at raviesa el endotelio. Este proceso m igratorio es regulado por dos 

mecanismos, uno mediado por quemoquinas y ot ros factores quim iotáct icos y 

el ot ro por moléculas de adhesión expresadas en la superficie del leucocito y 

del endotelio vascular. Las principales moléculas de adhesión involucradas en 

la adhesión endotelial corresponden a la familia de las select inas, integrinas e 

inmunoglobulinas (Carlos y col., 1994) . La adhesión t ransitoria es mediada por 

la E- , P-  y L- select inas que reconocen ligandos que presentan sobre su 

superficie tet rasacáridos fucosilados sialyl Lewis o ligandos específicos del t ipo 

de las mucinas. En un cuadro de inflamación, la molécula de adhesión CD44 

expresada por leucocitos act ivados es también responsable de esta etapa al 

unirse al ácido hialurónico (AH) presentado en la superficie del endotelio 

(DeGrendele y col., 1997a) . Los leucocitos rodando sobre la superficie 
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endotelial son capaces de sensar, a t ravés de los receptores de quemoquinas, 

señales que los est imulan a unirse firmemente al endotelio. Tales señales son 

impart idas por quemoquinas presentadas e inmovilizadas por proteoglicanos 

sobre el endotelio. La molécula de adhesión plaquetaria y endotelial PECAM- 1  

(CD31), perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas y el factor 

act ivador de plaquetas (PAF) soluble también part iciparían en esta etapa 

necesaria para que la adhesión sea firme. Dicha act ivación leucocitaria induce 

la expresión de integrinas que se unen a m iembros de la superfamilia de 

inmunoglobulinas expresados por el endotelio. Dependiendo del est ímulo 

recibido (por ejemplo citoquinas tales como IL - 1, TNF- ?  o IL- 4)  y del t ipo de 

endotelio, diferentes ligandos de integrinas son expresados en las células 

endoteliales (Proost  y col., 1996) .  Las principales integrinas involucradas en 

esta etapa son el ant ígeno asociado a la función leucocitaria LFA- 1  

(CD11a/ CD18) ,  Mac- 1 (CD11b/ CD18)  y el ant ígeno de “act ivación muy tardía”  

VLA- 4 (CD49d/ CD29)  las cuales se unen a la molécula de adhesión intercelular 

ICAM- 1 (CD54)  y a la molécula de adhesión vascular VCAM- 1 (CD106) . 

Finalmente ocurre la etapa de t ransm igración en donde intervienen 

principalmente LFA-1 y VLA- 4 interactuando con ICAM-1 y VCAM-1, 

respect ivamente. Otras moléculas descriptas para esta fase de la cascada de 

adhesión son ICAM- 2 y PECAM- 1 (Butcher,  1991;  Ebnet  y  col. ,  1999) . 
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La fam ilia de las quem oquinas  

 Las quemoquinas, junto con las moléculas de adhesión y citoquinas, son 

esenciales para la m igración dirigida de leucocitos durante procesos normales e 

inflamatorios. 

 Las quemoquinas son proteínas de bajo peso molecular (6 - 14 KDa)  

caracterizadas por la presencia de cuatro residuos conservados de cisteína que 

forman dos puentes disulfuro. La posición de las dos primeras cisteínas del 

ext rem o NH2 - terminal divide a la familia de las quemoquinas en cuatro 

subfam ilias, C, CC, CXC y CX3C (en donde “C”  representa un residuo de 

cisteína y “X”  un am inoácido no conservado) . Las subfam ilias CC y CXC se 

caracterizan por la presencia de dos residuos de cisteína adyacentes (CC)  o 

separados por un am inoácido (CXC) . La subfam ilia CX3C se caracteriza por 

poseer t res am inoácidos separando las cisteínas del ext remo NH2- terminal y 

hasta el presente incluye un solo m iembro denominado fractalquina. Esta 

quemoquina, a diferencia de las otras, está unida a la membrana celular a 

t ravés de un largo dominio t ipo mucina e interviene en procesos de quim iotaxis 

y adhesión de linfocitos T y monocitos. La subfamilia C que incluye también un 

único m iembro, la linfotact ina, posee un solo residuo de cisteína (Rot tman, 

1999) . La función principal de las quemoquinas es la quim ioatracción de 

leucocitos y la regulación del t ráfico leucocitario. Aunque otras funciones de las 

m ismas son:  la proliferación y movilización de células progenitoras 

hematopoyét icas, regulación de la angiogénesis y la act ivación de leucocitos 

(Kim  y col., 1999) . La mayoría de las quemoquinas pertenecen a la subfamilia 

CXC, que at rae fundamentalmente granulocitos o a la subfamilia CC que atrae 
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principalmente monocitos, macrófagos y linfocitos. La proteína 

quim ioat ractante de m onocitos- 1 ( MCP- 1), la proteína inflamatoria de 

m acró fagos (MI P) - 1?  y MIP- 1 ?  ( tam bién denom inadas CCL2, CCL3 y CCL4 

respect ivamente, de acuerdo a la nueva nomenclatura)  son m iembros de esta 

últ ima subfamilia (Zlotnik y col., 2000) . Las quemoquinas ejercen su acción 

interactuando con receptores de membrana acoplados a proteínas G. Estos 

receptores se caracterizan por presentar siete dom inios t ransmembrana y al 

igual que a sus ligandos se los ha clasificado en cuatro grupos:  CR, CCR, CXCR 

y CX3CR. Algunos de ellos se expresan en un solo t ipo celular (por ejemplo,  

CXCR1 es expresado predominantemente por los neut rófilos)  m ient ras que 

ot ros lo hacen sobre más de una población leucocitaria. Además se ha 

descripto que se expresan en neuronas, astrocitos, células epiteliales y 

endoteliales. MCP- 1 se une exclusivamente al receptor CCR2, MIP- 1?  se une a 

CCR1 y CCR5 y MI P- 1?  a CCR5. La unión de estas quemoquinas a sus 

respect ivos receptores produce un aumento del Ca2 +  intracelular y act ivación 

de la fosfolipasa A2 induciendo la liberación de ácido araquidónico necesario 

para la quim iotaxis de los m onocitos (Rot tm an, 1999) . 

En relación a la presencia de quemoquinas en el test ículo, recientemente 

Aubry y col. (2000)  demost raron la producción in vit ro de MCP- 1 en células 

peritubulares y de Leydig aisladas de test ículo normal de rata. Esta expresión 

aumentaba al est imular las células con citoquinas pro-inflamatorias ( IL-1 ? , IL-

1 ? , TNF- ? )  y  lipopolisacárido  bacteriano (LPS) . En cambio, MIP-1 ?  no fue 

detectada en ningún t ipo celular. También ha sido demostrado que el virus 

Sendai induce la producción in vit ro de MCP- 1 en las células peritubulares y de 
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Leydig (Le Goffic y col., 2002) . Por últ im o, Gerdprasert  y col. (2002 a, b)  

sugirieron que el aumento del número de macrófagos int ratest iculares estaba 

est im ulado por MCP-1 en un modelo inflamatorio inducido por LPS. 

 

Select inas  

 Esta familia compuesta por t res proteínas está involucrada en la primera 

fase de la cascada de adhesión. La L-select ina es expresada por la mayoría de 

los leucocitos, la E- select ina es específica de células endoteliales y la P-

select ina se presenta en el endotelio y en las plaquetas. 

 En un primer momento, la L- select ina (CD62L)  se describió com o un 

receptor expresado por los linfocitos e involucrado en la adhesión t ransitoria de 

los m ismos al endotelio alto de las vénulas post- capilares de los ganglios 

linfát icos (Gallat in y col., 1983) . Más tarde, se descubrió que se expresa 

también en neutrófilos y monocitos y part icipa en el ingreso de leucocitos a 

tej idos inflam ados. La E- select ina se expresa en endotelio  y es inducible por 

citoquinas proinflamatorias (Bevilacqua y col., 1987)  y la P- select ina se 

ident ificó por primera vez en plaquetas y más tarde en la superficie del 

endotelio (Hsu- Lin y col. ,  1984;  McEver y col. ,  1984) . 

 Estructuralmente presentan un extrem o NH2 - terminal de t ipo lect ina o 

CRD (dominio de reconocim iento de carbohidratos) , seguido de un dominio 

sim ilar al factor de crecim iento epidérmico, un número variable de repet iciones 

de secuencias consenso (sim ilares a las halladas en proteínas regulatorias del 

complemento) , un dom inio t ransmembrana y una cola citoplasmát ica corta. 
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 Una característ ica que diferencia a la L-select ina de las ot ras moléculas 

de adhesión es que sufre un clivaje proteolít ico en el dominio próximo a la 

m em brana, dando com o resultado un fragmento de L-select ina act ivo (Khan y 

col. ,  2003) . 

 

CD4 4 

La molécula de adhesión CD44 está involucrada en las interacciones 

célula- célula y célula-matriz. La fam ilia de CD44 comprende a glicoproteínas de 

t ransmembrana de 85 - 200 KDa expresadas en una amplia variedad de t ipos 

celulares, leucocitos, fibroblastos, células epiteliales, querat inocitos y algunas 

células endoteliales (Gee y col., 2004) . CD44 funciona como receptor para el 

AH y aunque la mayoría de las células expresan CD44, pocas son capaces de 

reconocerlo (Lesley y col., 1993) . La est imulación in vit ro o in vivo de linfocitos 

T normales a t ravés del receptor T induce la forma act ivada de CD44 y 

consecuentemente la adhesión al endotelio o al AH (DeGrendele y col., 1997b) . 

La molécula CD44 adquiriría la capacidad de unir AH por cambios estructurales 

de su dom inio ext racelular, oligomerización de CD44 sobre la membrana 

celular, fosforilación de su dom inio citoplasmát ico o por alteraciones de su 

pat rón de glicosilación (Gee y col., 2003) . Además, ha sido reportado que el 

LPS y el TNF- ?  regulan posit ivamente la expresión de isoformas de CD44 

capaces de unir  AH en m onocitos est im ulados por LPS (Levesque y col.,  1996, 

1997) . Los linfocitos act ivados se unen al AH presente en el endotelio y est a 

unión específica facilita el “ rolling”  y extravasación de los leucocitos dentro de 

tej idos inflamados. Además, un reciente t rabajo de Nandi y col. (2004)  
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demostró que la interacción select iva y cooperat iva entre CD44 y la integrina 

VLA- 4 es requerida para la extravasación de linfocitos T.  

 
Superfam ilia de las inm unoglobulinas  

 La superfamilia de las inmunoglobulinas ( Igs)  comprende un número 

importante de moléculas, involucradas no sólo en la adhesión celular sino 

también en el reconocim iento ant igénico y múlt iples funciones inmunes. 

Est ructuralmente todas las moléculas de la fam ilia se presentan con uno o más 

dom inios de I g, compuestos por dos lám inas ? . La estructura se encuentra 

estabilizada por am inoácidos hidrofóbicos en las cadenas ?  y puentes disulfuro 

intercatenarios. 

 El ligando o contrareceptor puede ser ot ra molécula perteneciente a la 

m isma familia (homofílica)  u otra familia (heterofílica) . Entre los m iembros 

más representat ivos que intervienen en el t ráfico celular encontramos a ICAM-

1 y  –2, VCAM- 1 y PECAM- 1. Describiremos con más detalle VCAM- 1 y PECAM-  

por t ratarse de las moléculas estudiadas en este t rabajo de Tesis. 

 VCAM- 1 es una proteína de t ransmembana de 110 KDa, con seis o siete 

dominios de Ig ( “splicing”  alternat ivo del dominio 4) . VCAM- 1 se une a 

linfocitos y monocitos que expresan las integrinas VLA- 4  (? 4 ? 1 ), ? 4 ?7 , y el 

pépt ido CS-1 de la molécula fibronect ina. La interacción de VCAM- 1 con su 

ligando media la adhesión y la t ransmigración de linfocitos y monocitos a 

t ravés del endotelio vascular durante procesos fisiológicos y patológicos. 

VCAM- 1 es expresado en el endotelio de los ganglios linfát icos y es inducido en 

el endotelio en tej idos inflamados. Se expresa en el endotelio act ivado por I L -

1, TNF- ?  y  LPS (Cook- Mills, 2002) . 
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 En t est ículo de ratón y humano se observó que VCAM- 1 es también 

expresado por las células de Leydig y es capaz de unir leucocitos, sugiriendo 

que prevendría la respuesta inmune contra células germ inales (Verajankorva, 

2002) . 

 PECAM- 1 es una glicoproteína de 130 KDa con seis dominios I g. La 

proteína está compuesta por un dominio ext racelular de 574 am inoácidos, una 

región t ransmembrana de 19 residuos hidrofóbicos y un dominio citoplasmát ico 

de 118 aminoácidos. En el domino extracelular existen 9 sit ios de N-

glicosilación y los carbohidratos const ituyen el 40%  de la masa de la proteína. 

PECAM-1 es expresada por plaquetas, células endoteliales, monocitos, 

neutrófilos, células madre de la médula ósea y linfocitos T CD8+ . Durante el 

desarrollo embrionario, PECAM- 1 es expresado tem pranam ente en el 

blastocisto, en angioblastos del embrión e islotes sanguíneos del saco vitelino y 

su expresión persiste durante todo el desarrollo embrionario. En el adulto, 

PECAM-1 es expresado en las células endoteliales de los vasos linfát icos y 

sanguíneos existentes y en formación, característ ica que lo define como 

marcador de células endoteliales. PECAM-1 se puede unir en forma homofílica 

a ot ra m olécula de PECAM-1, en forma heterofílica a un proteoglicano que 

cont iene heparina o sulfato de condroit ina y a la integrina ? V ? 3. PECAM- 1  

cumple un rol fundamental en el proceso de m igración de leucocitos a t ravés 

del endotelio vascular y en la unión intercelular en células endoteliales ( I lan, 

2003) . 
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Objet ivo G eneral  

Las infecciones e inflamaciones del aparato reproductor masculino 

const ituyen las principales causas de infert ilidad. La orquit is autoinmune 

experimental (OAE)  es un modelo út il para comprender estos procesos 

inflamatorios en el test ículo. Este cuadro, inducido en la rata por inmunización 

act iva con hom ogenado test icular m ás adyuvantes, se caracter iza por la 

presencia de un infilt rado linfomonocitario en el interst icio test icular y un daño 

de los túbulos seminíferos, inicialmente focal y luego extend ido a todo el 

órgano. I nteresados en comprender  los m ecanism os por los cuales los 

linfomonocitos m igran desde la sangre al test ículo , nos propusimos estudiar las 

principales quemoquinas y moléculas de adhesión involucradas en la 

ext ravasación leucocitaria. 

 

Objet ivos específicos  

A)  Estudiar los principales factores que facilitan la m igración de 

linfomonocitos al interst icio test icular. 

-  Evaluar las concentraciones de las siguientes quemoquinas de la 

subfam ilia CC:  MCP-1 (CCL2)  y MI P- 1 ?  (CCL3)  en suero, fluído test icular y 

medio condicionado de macrófagos test iculares. 

-  Ident ificar las dist intas poblaciones celulares del test ículo que 

expresan dichas quemoquinas y sus receptores específicos (CCR2 , CCR1 y 

CCR5) . 

-  Determ inar la act ividad quimoatractante de MCP- 1 y MIP-1 ?  

sobre los leucocitos aislados de sangre y ganglios linfát icos. 
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B)  Estudiar las moléculas de adhesión involucradas en la m igración y 

extravasación leucocitaria. 

-  Estudiar la expresión de las moléculas de adhesión L- select ina 

(CD62L)  y  CD44 en linfomonocitos de sangre periférica y ganglios linfát icos 

drenantes del sit io de inmunización. 

-  Estudiar la funcionalidad de la molécula de adhesión CD44 y su 

expresión en el test ículo.  

-  Estudiar la expresión de las moléculas de adhesión PECAM- 1  

(CD31)  y  VCAM-1 (CD106)  en células endoteliales test iculares. 
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Anim ales  

Se ut ilizaron ratas macho Sprague - Dawley de 50- 60 días de edad, 

mantenidas a 22 ?C con un esquema de 14 h de luz y 10 h de oscuridad, 

alimentadas con comida estándar y agua ad libitum. Los animales fueron 

sacrificados según las indicaciones de la Guía para el uso y cuidado de 

animales de laboratorio del Nat ional Inst itutes of Health.  

 

Esquem a de inm unización  

Las ratas del grupo experimental (E)  fueron inmunizadas con una 

emulsión de homogenado test icular (HT)  y adyuvante de Freund completo 

(AFC)  preparado como previamente se describe (Doncel y col., 1989) . 

Brevemente, test ículos de ratas adultas jóvenes fueron decapsulados, diluidos 

en igual volumen de solución salina buffereada (PBS)  y hom ogenizados en un 

Omni m ixer por 30 s. La concentración final fue 500 mg/ m l peso húmedo. Las 

ratas del grupo E fueron inyectadas 3 veces con 0,4 m l de HT (200 mg) /  dosis/  

rata cada 14 días emulsionado con 0,4 m l de AFC. La inmunización se realizó 

por vía intradérmica en las almohadillas plantares y en múlt iples sit ios 

cercanos a las regiones ganglionares inguinales y cervicales. Se ut ilizó como 

coadyuvante Bordetella Pertussis (Bp)  (cepa 10536, I nst ituto Nacional de 

Microbiología “C. Malbrán” ) , inyectándose 10 1 0 m icroorganismos por vía 

int ravenosa en las 2 primeras inmunizaciones y 5x10 9  m icroorganism os por vía 

int raperitoneal en la tercera inmunización. Las ratas del grupo control (C)  se 

inmunizaron en las m ismas condiciones que las del grupo E reemplazando el 

HT por solución fisiológica. Las ratas del grupo E, C y normales (N)  sin t ratar 
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fueron sacrificadas en diferentes días (7, 30, 50 y 100 días)  posteriores a la 

primera inmunización. La sangre fue recogida y el suero  almacenado a –70  ?C 

hasta su uso o fue procesada para el aislam iento de células mononucleares 

periféricas. Los test ículos fueron fijados en una solución de Bouin e incluídos 

en parafina, congelados para realizar cortes de cr ióstato o procesados para 

aislar macrófagos y células endoteliales o para obtener fluído test icular . Los 

ganglios poplíteos fueron procesados para aislar linfomonocitos. 

 

Histopatología Test icular  

 La histopatología test icular se estudió en cortes de parafina obtenidos en 

tres diferentes niveles, teñidos con hematoxilina- eosina. 

 

Obtención de fluído test icular  

 Los fluídos test iculares (FT)  fueron recogidos de acuerdo a la 

metodología descripta por Sharpe y col. (1984) . Brevemente, los test ículos 

fueron decapsulados y el FT drenante fue recogido en presencia de los 

inhibidores de proteasas, aprot inina y PMSF (Sigma Chemical Co., St . Louis, 

MO, Estados Unidos)  después de 16 h a 4 ?C. 

 

Aislam iento y cult ivo de m acrófagos test iculares  

El método de aislam iento fue sim ilar al descripto por Yee y Hutson 

(1983)  con pequeñas m odificaciones (Suescun y col., 2000) . Brevem ente, las 

ratas de los grupos N, C y E fueron perfundidas con solución salina estéril y fría 

hasta que los tej idos estuvieran pálidos. Los test ículos decapsulados fueron 
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incubados con colagenasa (0.3 mg/ m l, Worthington Biochemical Corporat ion, 

Freehold, NJ, Estados Unidos)  en PBS conteniendo 0.1%  de albúmina bovina 

(BSA, Sigma Chemical Co.)  durante 15 m in. en un baño a 34 ?C con agitación. 

La colagenasa fue inact ivada con PBS frío, se permit ió que los túbulos 

seminíferos sedimenten y el sobrenadante recogido fue centrifugado a 300 x g 

durante 5 m in. a 4 ?C. Las células interst iciales obtenidas fueron sembradas 

sobre placas de Pet r i de 35mm de diámetro e incubadas a 34 ?C durante 2 h. 

Después de varios lavados con PBS, las células adheridas fueron cult ivadas en 

Medio 199 (M199, Sigma Chemical Co.)  conteniendo una solución ant ibiót ica-

ant im itót ica (100 U/ m l penicilina G;  100 g/ m l est reptom icina;  0.25 g/ m l 

anfotericina B, Gibco, Carlsbad, CA, Estados Unidos)  por 20 h a 34 ?C en una 

atm ósfera húm eda conteniendo 5 %  de CO2. La pureza de la suspensión de 

m acrófagos fue 90- 95 % , evaluada contando el núm ero de m acrófagos 

test iculares que incorporaron azul t r ipán o bolitas de látex (0,81 ?m  de 

diámetro, Difco lab., Detroit , MI , Estados Unidos)  después de 1 h de incubación 

a 34 ?C. 

 

Obtención de m edio condicionado de m acrófagos  

 Los m edios condicionados de m acrófagos (MCM)  fueron recogidos en 

condiciones estériles a part ir  de cult ivos de 20 h de macrófagos test iculares. 

Fueron cent r ifugados a 3000 rpm durante 10 m in. y almacenados a –70  ?C 

hasta la determ inación de MCP-1 y MI P- 1 ?  por ELISA. El número total de 

células adherentes/  placa fue calculado realizando un recuento con azul t ripán.  
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I nm unoens ayo para MCP - 1  ( ELI SA)  

 Un kit  de ELISA para MCP- 1 de rata (Biosource I nt ., Camarillo, CA, 

Estados Unidos)  fue empleado para determ inar la concentración de MCP- 1 en 

sueros, FT y MCM test iculares provenientes de ratas pertenecientes a los 

grupos N, C y E. La m ínim a concent ración de MCP- 1 detectable con el ensayo 

fue menor de 8 pg / m l.  

 

I nm unohistoquím ica  

 Se ut ilizó la técnica de inmunoperoxidasa indirecta amplificada en cortes 

de test ículo obtenidos en cr ióstato (6 ?m  de espesor)  y fij ados con acetona 

fría. Los cortes fueron lavados con PBS e incubados con 5%  de leche 

descrem ada, 0.01 %  de Tritón X-100 (para los ant isueros MCP-1, CCR1, CCR2 

y CCR5)  o suero normal de caballo (para el ant isuero CD44)  y luego incubados 

con una solución de bloqueo avidina-  biotina (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, Estados Unidos) . Luego de la incubación con los ant icuerpos primarios 

ant i- CD44 de rata obtenido en ratón (2,5 ?g/ m l)  (BD Pharm ingen, San Diego, 

CA, Estados Unidos), anti- CCR5 de rata (10 ?g/ m l) , ant i- MCP-1, CCR1, CCR2 

obtenidos en cabra (5 ?g/ m l)  (Santa Cruz Biotechnology I nc., CA, Estados 

Unidos) , los cortes fueron incubados con un ant icuerpo ant i- ratón o ant i- cabra 

biot inilado según la especie del ant icuerpo primario (Vector Lab.) . La act ividad 

de peroxidasa endógena fue bloqueada incubando los cortes con 0.3 %  de 

H2 O2  en metanol durante 30 m in. Luego la reacción fue amplificada mediante 

el kit  ABC Vectastain (Vector Lab.)  ut ilizando 3´ diam inobenzidina- H2O2   

(Sust rato DAB, Vector Lab.)  como sust rato de la peroxidasa. Los cortes fueron 
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contrateñidos con hematoxilina. Los controles negat ivos fueron obtenidos 

incubando los cortes con PBS en lugar del ant icuerpo primario o con el 

ant icuerpo MCP-1 com binado con un exceso de la proteína recom binante MCP-

1 (Santa Cruz Biotechnology I nc.) . Excepcionalmente los cortes de cr ióstato 

fueron somet idos a m icroondas (5 m in. a 370 W)  en un buffer cit rato de sodio 

10mM, pH 6, luego enfr iados rápidamente en PBS e incubados con ant i-MCP- 1  

en las m ismas condiciones mencionadas anteriormente. El recuento de las 

células CD44+ , CCR1+ , CCR2+  o CCR5+  fue realizado usando un objet ivo de 

40x y un ocular (12.5x)  acoplado a una grilla cuadrát ica con un área total de 

36100 ?m 2 .  El núm ero total de cam pos contados por cada corte fueron 40 en 3 

animales/  grupo/  día posterior a la primera inmunización. El número de células 

por unidad de volumen test icular (Nv)  fue calculado empleando la ecuación de 

Floderus (Floderus, 1944) :  Nv= Na/ (D+ T-2h) , siendo Na el número de células 

contadas por superficie, D el diámetro nuclear promedio, T el espesor de los 

cortes de crióstato y h un factor de corrección para calcular el diámetro 

nuclear. El número total de células CD44+ , CCR1+ , CCR2+  o CCR5+  por 

test ículo fue calculado mult iplicando Nv por el volumen test icular. Este últ imo 

fue calculado como previamente se describe (Suescun y col., 1994) . 

 

Técnica de co - localización por inmunofluorescencia en  

m acrófagos test iculares  

 Una técnica de doble inmunofluorescencia fue empleada para detectar 

MCP- 1, CCR2, CCR5 en m acrófagos test iculares ED1+  o ED2+ . Los ant icuerpos 

monoclonales ED1 y ED2 que reconocen un ant ígeno citoplasmát ico en 
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monocitos, macrófagos y células dendrít icas de ratas (ED1)  y un ant ígeno de 

membrana de los macrófagos de tej ido (ED2) , fueron ut ilizados para identificar 

macrófagos circulantes y residentes, respect ivamente. Los macrófagos aislados 

del test ículo fueron sembrados sobre cubreobjetos, fij ados en 2 %  de 

formaldehído durante 10 m in. y permeabilizados con 0.1 %  Tritón- X 100 en 

PBS. Las células fueron lavadas t res veces con PBS, repit iéndose este paso 

después de cada incubación. Los sit ios de unión inespecíficos fueron 

bloqueados t ratando las células con 5 %  de suero normal de cabra en 3 %  BSA 

en PBS durante 30 m in. a temperatura ambiente. Las células fueron incubadas 

con un ant icuerpo ant i- rata MCP- 1, ant i- rata CCR2 o ant i- rata CCR5 (10 ?g/ m l)  

y luego con un ant icuerpo ant i- cabra conjugado con rodam ina (1: 100)  (Santa 

Cruz Biotechnology Inc.) . Posteriormente, para ident ificar las subpoblaciones 

de m acró fagos, las células fueron incubadas con los ant icuerpos ED1 (10 

?g/ m l)  (BD Pharm ingen)  o ED2 (5 ?g/ m l)  (BD Pharm ingen)  en 0.1 M PBS con 

0.03 %  Tr itón- X 100 y 5 %  de suero normal de rata y luego el ant icuerpo ant i-

ratón conjugado con isot iocianato de fluoresceína (FI TC)  (1: 50)  (Vector Lab.)  

en 0.1 M PBS con 0.03 %  Tritón-X 100 y 5 %  de suero norm al de rata. En los 

controles se reemplazó el ant icuerpo primario con PBS o con una I gG del 

m ismo isot ipo que el ant icuerpo primario. Los cubreobjetos fueron montados 

con 90 %  de glicerina en PBS. El porcentaje de macrófagos ED1+  MCP- 1+  o 

ED2+  MCP-1+  fue obtenido usando un m icroscopio de epifluorescencia 

(objet ivo 100X) . 
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Técnica de co - localización por inm unofluorescencia en cortes de 

crióstato  

Una técnica de doble inmunofluorescencia fue empleada para detectar 

MCP- 1 y CCR2 en células dendrít icas OX- 62+ . El ant icuerpo monoclonal OX-62  

reconoce la integrina E2 expresada por las células dendrít icas y linfocitos T ??  

de rata. Cortes de test ículo obtenidos en cr ióstato (6 ?m  de espesor)  y fij ados 

con etanol fueron lavados con PBS y bloqueados los sit ios de unión inespecífica 

con 5%  BSA en PBS. Luego fueron incubados con un ant icuerpo ant i- rata MCP-

1 o ant i- rata CCR2 (10 ?g/ m l)  y luego con un ant icuerpo ant i- cabra conjugado 

co n rodamina (1: 100)  (Santa Cruz Biotechnology I nc.) . Posteriormente, para 

ident ificar las células dendrít icas, los cortes fueron incubados con el ant icuerpo 

OX-62 (Serotec, Oxford, Reino Unido)  (dilución 1: 75 en 10 %  BSA)  y luego el 

ant icuerpo ant i- ratón conjugado con FI TC (1: 50)  (Vector Lab.)  en 0.1 M PBS 

con 0.03 %  Tritón- X 100 y 5 %  de suero norm al de rata. En los cont roles se 

reemplazó el ant icuerpo primario con PBS o con una I gG del m ismo isot ipo que 

el ant icuerpo primario. Todas las incubaciones fueron realizadas durante 30 

m in. a temperatura ambiente. 

 

Ensayo de quim iotaxis  

 El ensayo de quim iotaxis empleando el sistema de t ranswells (Corning 

I ncorporated, Acton, MA, Estados Unidos)  fue realizado para medir la 

m igración de los linfomonocitos en respuesta a determ inadas quemoquinas. 

Las cámaras superior e inferior fueron separadas por una membrana de 

policarbonato conteniendo poros de 5 ?m . Los linfom onocitos (2x106/ 0.1m l 
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medio)  obtenidos de sangre periférica o de ganglio poplíteo de ratas con 

orquit is fueron sembrados por duplicado en la cámara superior m ientras que la 

cámara inferior contenía 0.6 m l de la quemoquina MCP-1 o MI P-1 ?  (100 ng/ m l)  

o m edio (M 199: RPMI  1640 (1: 1) , 0.5%  BSA) . Luego de 4 horas de incubación 

a 37 ?C, 5%  CO2 ,  los linfom onocitos m igrados fueron recogidos de la cámara 

infer ior y contados con azul t rypan. Los resultados fueron expresados com o 

células m igradas por acción de la quemoquina/ células m igradas por acción del 

medio solo ( índice de m igración) . 

 

I nm unoensayo para MI P - 1 ?  ( ELI SA)  

 La concentración de MIP- 1?  en MCM test iculares, FT y suero de rata 

obtenidos en diferentes días posteriores a la primera inmunización fue 

determ inada mediante un ensayo de ELISA amplificado. Una m icroplaca de 96 

hoyos con fondo plano ( I m m ulon 2HB, Therm o Elect ron Corporat ion, Waltham, 

MA, Estados Unidos)  fue cubierta con 100 ? l de las muestras a ensayar 

(dilución al medio en buffer carbonato 50 mM, pH= 9, suero fetal bovino (SFB)  

0.5%  inact ivado)  durante 16 horas a 4 ?C. Los sit ios de unión inespecíficos 

fueron bloqueados con 1%  BSA en PBS durante 90 m in. a temperatura 

ambiente y posteriormente se realizó un lavado con PBS 0.02%  azida. Luego 

de 90 m in. de incubación a temperatura ambiente con 100 ?l del ant icuerpo 

ant i- MIP- 1 ?  de rata obtenido en conejo (1: 100 en PBS 1%  BSA)  (Biosource 

I nt .) , los hoyos fueron lavados 3 veces con PBS 0.05%  Tween (buffer de 

lavado)  y 100 ?l del ant icuerpo ant i-conejo biot inilado (10 ?g/ m l en PBS 1%  

BSA , 0.1%  Tween)  (Vector Lab.)  fueron agregados. Finalizado el t iempo de 
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incubación (90 m in. a temperatura ambiente)  y lavado, los hoyos fueron 

incubados durante 60 m in. con 100 ? l de estreptavidina- fosfatasa alcalina 

(Vector Lab.)  (1: 200 en 10 m M Hepes, 0.15 M NaCl, 0.1m g/ m l BSA) . Por 

últ imo y luego del lavado correspondiente el sus t rato de la fosfatasa (p -

nit rofenil fosfato, Sigma Chemical Co.)  fue agregado dejando desarrollar la 

reacción durante 30 m in. en oscuridad. La m isma fue bloqueada adicionando 

100 ? l de EDTA (0.1M, pH= 7.5)  y la absorbancia fue medida a 405 nm en un 

lector de placa de ELISA (Bio -Rad, CA, Estados Unidos) . Una curva de 

calibración (25 ng/ m l- 0.2 ng/ m l)  fue realizada para cada ensayo empleando 

diluciones al medio de la proteína recombinante MIP- 1 ?  de rata (Biosource 

I nt .)  preparada en buffer carbonato. 

 

Aislam ien to de linfom onocitos a part ir de ganglios linfát ico s 

 Los ganglios poplíteos fueron colocados en PBS conteniendo 0,03%  de 

azida sódica y 10%  de SFB, cortados en pequeños fragm entos y pasados a 

t ravés de una malla de acero inoxidable. Luego la suspensión celular fue 

rápidamente pasada a t ravés de una jeringa con lana de nylon (Scrubbed 

NylonT M Fibers, ZeptoMet r ix Corporat ion, Buffalo, NY, Estados Unidos)  con el 

objet ivo de enriquecer la suspensión en linfomonocitos y elim inar las células 

muertas y el tej ido adiposo. La viabilidad celular fue evaluada con azul t ripán y 

cuant ificada en una cámara de Neubauer. 
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Aislam iento de linfom onocitos a part ir de sangre pe riférica  

Las células mononucleares de sangre periférica fueron purificadas 

mediante cent r ifugación en un gradiente Histopaque ? -1 0 7 7  (Sigma Chemical 

Co.)  de densidad 1,077 g/ m l preparado según especificaciones del fabricante. 

La viabilidad celular fue evaluada con azul t ripán y cuant ificada en una cámara 

de Neubauer.  

 

Técnica de citom etría de flujo  

La expresión de CD44 y L- select ina (CD62L)  en linfomonocitos de sangre 

periférica y de ganglios linfát icos fue estudiada por citometría de flujo. 2x10 6  

células de ambas muestras fueron incubadas con el ant icuerpo primario ant i-

CD44 de rata obtenido en ratón ( I gG 2 A ,?, BD Pharmingen)  o ant i- rata CD62L 

(L- select ina) ( IgG 1 ,?, BD Pharmingen) durante 30 min. Luego de ser lavadas 

con PBS conteniendo 0.03%  azida sódica y 10%  de SFB (PBS/ SFB) , las células 

fueron incubadas con un segundo ant icuerpo ant i- ratón conjugado con FITC 

(1: 50)  (Vector Lab.)  durante 30 m in. y luego nuevamente lavadas con 

PBS/ SFB. Todo el procedim iento se realizó a 4 ?C. Las células marcadas fueron 

evaluadas por citometría de flujo usando un equipo Ortho Diagnost ic System 

Cytoron Absolute (Johnson ?  Johnson)  del Servicio de Inmunogenét ica, 

Hospital de Clínicas “José de San Mart ín” . Una región (gate)  de exclusión de 

yoduro de propidio fue pre- seteado para asegurar que sólo se adquieran 

células viables. El análisis fue realizado sobre la fracción de linfom onocitos 

totales. Como control negat ivo se empleó una inmunoglobulina irrelevante de 

ratón ( I gG2A2 A ,? , IgG 1 ,? , BD Pharm ingen)  y como cont rol posit ivo un 
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ant icuerpo ant i-rata linfocitos W3/ 13 (Accurate Chemical Science Co.,  

Westbury, NY, Estados Unidos) . 

 

Ensayo de adhesión de PBMC y linfom onocitos de gang lio  

linfático a ácido hialurónico  

 Una m icroplaca de 96 hoyos con fondo plano (Maxisorp, Nunc, 

Rochester, NY, Estados Unidos)  fue cubierta con 1 mg/ m l/ hoyo de ácido 

hialurónico (AH)  (obtenido de cresta de gallo, Sigma Chemical Co.)  disuelto en 

PBS. Luego de 16 h de incubación a 4 ?C, la m icroplaca fue lavada dos veces 

con PBS y 2,5x10 5  células fueron sembradas en cada hoyo. Transcurrida una 

hora de incubación a 37 ?C, 5%  CO2 ,  las células adheridas fueron lavadas y 

cuant ificadasdas con CellTiter 96?  Aqueous Non- Radioact ive Cell Proliferat ion 

Assay (Prom ega, Madison, Estados unidos) . La absorbancia fue leída a una 

longitud de onda de 490 nm en un lector de placa para ELISA (Bio - Rad) . En 

ot ro exper im ento, hialuronidasa de test ículo bovino (Sigma Chemical Co.)  en 

una concentración de 900 U/ m l (90 U/ hoyo)  fue agregada a la m icroplaca 

cubierta con AH. Después de 30 m in. de incubación (37 ?C, 5%  CO2 ) , las 

m icroplacas fueron lavadas y 2,5x105 células fueron sembradas en cada hoyo. 

También se estudió la adhesión celular a hoyos sin cubrir (plást ico) . El 

porcentaje de adhesión celular fue calculado de acuerdo a la siguiente 

ecuación:  (absorbancia de las células adheridas por hoyo/  absorbancia máxima 

correspondiente a 2,5x105  células)  x 100. 
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Aislam iento de células endoteliales del testículo p or  

inm unoseparación m agnét ica  

 Test ículos provenientes de ratas N, C y E fueron digeridos con 

colagenasa (0.3 mg/ m l en PBS 0.1%  BSA)  durante 15 m in. a 34 ?C en 

agitación. Las células interst iciales obtenidas fueron filt radas a t ravés de una 

malla de nylon de 30 ?m, centrifugadas a 300 x g durante 10 m in. e incubadas 

con el ant icuerpo monoclonal ant i- PECAM- 1 (CD31)  de rata conjugado con 

ficoerit r ina (PE) (BD Pharm ingen)  durante 15 m in. a 4 ?C en oscuridad. Luego 

las células fueron lavadas con PBS suplementado con 0.5%  BSA y 2 mM EDTA, 

centrifugadas y finalmente incubadas con perlas (beads)  magnét icas 

conjugadas con el ant icuerpo ant i- PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Alemania)  durante 15 m in. a 4 ?C. Por últ imo las células PECAM-1+  fueron 

seleccionadas ut ilizando un sistema de columna y magneto de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante y empleadas posteriormente para estudios de 

citometría de flujo. 

 

Caracterización de la s células endoteliales test iculares por  

citom etría de flujo  

 La fracción celular del interst icio test icular PECAM- 1+  fue incubada con 

el ant icuerpo primario monoclonal ant i- VCAM-1 (CD106)  de rata obtenido en 

ratón (1 ?g/ millón de células) (BD Pharmingen), luego fue lavada con PBS/ SFB 

y nuevamente incubada con un segundo ant icuerpo ant i- ratón conjugado con 

FITC (1: 50) . Por últ imo fueron incubadas con el ant icuerpo monoclonal ant i-

ant ígeno común leucocitario (CD45)  de rata conjugado con PE- Cy5 (0.5 
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?g/ 1x106  de células)  (BD Pharmingen) . Todas las incubaciones se realizaron a 

4  ?C y durante 30 m in. Com o cont roles negat ivos se em plearon 

inmunoglobulinas irrelevantes de ratón ( IgG1,? , BD Pharmingen) sin marcar o 

m arcadas con PE o PE- Cy5 según corresponda. El análisis de la expresión de 

VCAM- 1 fue realizado sobre la subpoblación PECAM- 1+ CD45 - . 

 

Análisis estadíst ico  

 Las evaluaciones estadíst icas fueron realizadas empleando el test  no 

paramétrico Mann - Whitney rank test  para comparar dos muest ras o Kruskal 

Wallis (ANOVA de un factor)  para comparar más de dos muest ras. Un valor de 

p ?  0.05 fue considerado significat ivo. 
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Histopatología  

 El 90%  de las ratas del grupo experimental (E)  desarrollaron orquit is 

autoinmune, caracterizada por un infilt rado interst icial de linfocitos y 

fundalmentalmente monocitos y lesiones de los túbulos seminíferos que 

presentaban dist intos grados de descamación de espermát idas y 

espermatocitos. La orquit is se inició a los 50 días de la primera inmunización 

observándose focos de lesión con un número reducido de túbulos sem iníferos 

dañados (Fig. 1b y 2b) . A los 100 días el grado de lesión test icular fue severo, 

observándose grandes áreas de túbulos sem iníferos aspermatogénicos que 

sólo contenían espermatogonias y  células de Sertoli (Fig. 1c y 2c) . Ninguna de 

las ratas del grupo norm al (N)  y cont rol (C)  (Fig. 1a y 2a)  m ost raron 

alteraciones patológicas de los test ículos. 

 De acuerdo a las observaciones histopatológicas, los animales fueron 

agrupados en 7 -30 días (sin daño test icular) , 50 días (orquit is focal)  y 100 días 

(orquit is severa) . Las ratas del grupo E que no desarrollaron orquit is después 

de los 50 días no fueron estudiadas. 
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Fig. 1 . Histopatología test icular. Cor t es de t est ícu lo de rat a de los grupos
cont rol (a ) ,  exper im ent al de 50 días ( b)  y  exper im ent al de 100 días (c) .  En la 
rat a del grupo cont rol se observan t úbulos sem iníferos con esperm at ogénesis
norm al.  I n iciada la lesión ( 50 días) ,  algunos t úbulos sem iníferos m ant ienen el 
epit elio germ inal int act o m ient ras que ot ros ya han com enzado a sufr ir  
descam ación de las célu las germ inales y  form ación de células gigant es . 
m ult inucleadas Finalm ent e a los 100 días,  la t ot alidad de los t úbulos 
sem iníferos est án dañados,  sólo se observan célu las de Ser t ol i , 
esperm at ogonias y  escasos esperm at ocit os. A igual aum ento, los diám et ros de 
los t úbulos sem iníferos de la rat a del grupo exper im ent al son m enores a los de
la rat a del grupo cont rol debido a la pérdida de célu las germ inales y  at rof ia d e  
los t úbulos sem iníferos.  Hem atox ilina-eosina X100 . 
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Fig. 2 . Histopatología test icular. Cor t es de t est ícu lo de rat a de los grupos 
cont r o l  (a ) ,  exper im ent al de 50 días (b) y de 100  días (c) . Se observa un 
im por tante inf ilt rado interst icial de linfom onocit os ent re célu las de Leydig en  las 
rat as del grupo exper im ent al,  m oderado a los 50 días y  abundant e a los 100 
días.  Hem atox ilina-eosina, f iguras de la izquierda:  X200 ,  f iguras de la derecha:  
X400. 
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Quemoquinas  

I nteresados en conocer algunos de los mecanismos involucrados en la 

at racción de linfocitos y monocitos al interst icio test icular durante el desarrollo 

de la orquit is, estudiamos el papel de las quemoquinas MCP- 1 y MIP-1 ? . En 

pr im er térm ino se presentarán los resultados correspondientes a MCP- 1 y 

luego los correspondientes a MIP-1 ? . 

 

Determ inación de MCP - 1  

La quemoquina MCP- 1 fue medida por ELISA en el fluído test icular (FT), 

medio condicionado de macrófagos (MCM) test iculares y suero de ratas de los 

grupos N, C y E. Se observó un aumento en la concentración de MCP- 1 en las 

ratas del grupo E en comparación con las del grupo N en los t res t ipos de 

muestras analizadas. En el FT y en el MCM test iculares se regist ró un aumento 

progresivo de la concentración de MCP- 1 durante el desarrollo de la orquit is. 

Por ot ra parte, la concent ración de MCP- 1 en el FT (Fig. 3)  y en el MCM 

test iculares (Fig. 4)  fue significat ivamente mayor en las ratas de los grupos E 

( 7 - 30 y  50-100 d)  en comparación con las ratas del grupo C. La concent ración 

de MCP-1 fue sim ilar en los sueros provenientes de ratas C y E (Fig. 5) . 
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Fig. 3 . Determ inación de MCP - 1  en fluído test icular.
Mediant e la t écnica de ELI SA se m idió la concent ración de 
MCP-1 en f lu ídos t est icu lares provenient es de rat as de los 
grupos norm al,  cont rol y  exper im ental.  d=  días poster io res a 
la pr im era inm unización.  Los valores ( pg/ m l)  son las m edias ±  
S.E.M.  de 6 rat as/ grupo/ días post er iores a la pr im era 
inm unización. +  p= 0,004 vs cont rol,  #  p= 0,002 vs norm al,  *  
p= 0,04 vs norm al.  

Fig. 4 .  Determ inación de MCP - 1  en m edio condicionado de 
m acrófagos test iculares.  Mediant e la t écnica de ELI SA se 
m idió la concent ración de MCP-1 en m edios condicionados de 
m acrófagos t est icu lares provenient es de rat as de los grupos 
norm al,  cont rol y  exper im ental.  d=  días poster iores a la pr im era 
inm unización. Los valores (pg/ m l/ 104 célu las)  son las m edias ?
S.E.M.  de 6 rat as/ grupo/ días post er iores a la pr im era 
inm unización. *  p= 0,0001 vs cont rol. 
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¿Qué células del test ículo expresan MCP -1 ? 

 Mediante técnicas inmunohistoquím icas, se estudió la expresión de MCP-

1 en cortes de crióstato de test ículo de ratas de los grupos N, C y E. La 

expresión de MCP- 1 fue observada en los t res grupos de ratas estudiados 

aunque la intensidad del producto de reacción fue mayor en las ratas con 

orquit is. MCP- 1 fue detectado en las células de Leydig, endoteliales, 

peritubulares y mononucleares presentes en el interst icio del test ículo (Fig.6) . 

Dicha quemoquina fue también detectada en las células musculares lisas de las 

paredes de los vasos al t ratar los cortes con m icroondas com o m étodo de 

desenm ascaram iento ant igénico ( resultado no most rado) . En los túbulos 

sem iníferos, MCP- 1 se expresa en el citoplasma de las células de Sertoli 

m ientras que las células germinales no expresan la quemoquina. La intensidad 

Fig 5 .  Determ inación de MCP - 1  en suero.  Mediant e la 
t écnica de ELI SA se m idió la concent ración de MCP-1  en  suer os 
p rovenient es de rat as de los grupos norm al,  cont rol y  
exper im ent al.  d=  días post er iores a la pr im era inm unización.  
Los valores ( pg/ m l)  son las m edias ?  S.E.M. de 6 
rat as/ grupo/ días post er iores a la pr im era inm unización.  La 
m edia de los grupos cont roles y  exp er im ent ales son 
signif icat ivam ente m ayor  que la del grupo norm al ( p ? 0,05) . 
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de la reacción fue débil en las células de Sertoli de las ratas N y C (Fig. 6A)  y 

mucho más intensa en las ratas con orquit is severa (Fig. 6B) . La t inción 

inmunohistoquím ica fue específica para MCP- 1 dado que no se observó 

inmunoreacción al incubarse los cortes con el ant icuerpo ant i-MCP- 1  

previamente absorbido con su ligando específico (Fig. 6C). I dént ico resultado 

negat ivo se obtuvo al incubar los cortes de test ículo con PBS en reemplazo del 

ant icuerpo primario. 

A efectos de ident ificar las células que expresan MCP-1 dent ro de la 

población de célu las mononucleares del interst icio test icular se realizó una 

técnica de inmunofluorescencia doble sobre macrófagos aislados o sobre cortes 

de test ículo de ratas con orquit is. Los macrófagos test iculares fueron 

ident ificados ut ilizando el ant icuerpo ED2, específico de macrófagos residentes 

y ED1 específico de monocitos provenientes de la circulación, macrófagos y 

células dendrít icas (Wang y col., 1994) . Alrededor del 60%  de los macrófagos 

ED1+  expresaron MCP- 1 en ratas de los grupos C y E m ientras que alrededor  

del 60%  de los m acrófagos residentes ED2+  fueron negat ivos para MCP- 1. La 

Fig. 7 ilust ra la expresión de MCP- 1 en subpoblaciones de m acrófagos ED1 o 

ED2. Por otra parte, las células dendrít icas se ident ificaron en cortes de 

test ículo con el marcador OX6 2. Previam ente describim os (Rival y col.,  2006)  

un aumento significat ivo de las células dendrít icas en el interst icio test icular de 

ratas con orquit is. En este t rabajo demostramos que dichas células 

presentadoras de ant ígenos también expresan MCP- 1 (result ado no m ost rado) . 
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Fig 6 . Expresión de MCP - 1  en cortes de test ículo. Expresión débil de MCP-1 en célu las 
de Ser t oli ( punt a de f lecha)  del t est ículo de rat a del grupo cont rol (a ). En ratas con orquit is 
severa ( c)   se observa m ayor  int ensidad de reacción en la célula de Ser t oli ( punta de f lecha)  
y célula de Leydig ( f lecha) .  Expresión de sim ilar  in t ensidad es observada en las célu las 
endoteliales ( a  y c) .  No se observa t inción cuando los cor t es se t rat aron con el ant isuero ant i-
MCP-1 absorbido con el pépt ido bloqueant e MCP-1 (b ). Técnica de inm unoperox idasa,  a y  c:  
X 330, b:  X 165.  
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Fig. 7 . Expresión de MCP - 1  en m acrófagos test iculares .  Un 
ant icuerpo secundar io conj ugado con FI TC fue ut i l izado para ident ificar 
células ED1+  o ED2+  y  ot ro,  conj ugado con rodam ina,  para detectar  MCP-
1.  Todos los m acrófagos t est icu lares ED1+  ( d)  aislados de rat as con 
orquit is expresan MCP-1 ( c)  m ient ras que solam ent e unas pocas célu las
ED2+  ( b)  expresan MCP-1 (a) .  X 825. 
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Expresión de CCR2 , receptor de la quem oquina MCP -1  

 Dado que MCP- 1 es expresada por numerosas células somát icas del 

test ículo y que su concentración aumenta durante el desarrollo de la orquit is, 

nos preguntamos si las células mononucleares presentes en el interst icio 

m igrarían por acción de dicha quemoquina. Para responder esta pregunta 

com enzam os por estudiar la expresión de su receptor, CCR2. 

Mediante técnicas inmunohistoquím icas, se estudió la expresión de CCR2 

en cortes de cr ióstato de test ículo de ratas de los grupos N, C y E. Se observó 

que CCR2 es expresado por las células mononucleares presentes en el 

interst icio test icular (Fig. 8) . El número de células CCR2+  fue 

significat ivamente mayor en ratas con orquit is (50- 100 días)  en comparación 

con ratas de los grupos C (p = 0,007)  y N (p ?0,0001)  (Tabla 1) . En el grupo E, 

el aumento en el número de células CCR2+  fue observado solamente en las 

ratas con daño test icular. Estos resultados sugieren una correlación entre el 

grado de severidad de la lesión test icular y la expresión de CCR2. 

Para ident ificar las subpoblaciones de macrófagos test iculares que 

expresan CCR2 se realizó en muest ras de macrófagos aislados una técnica de 

inmunofluorescencia doble. La subpoblación de macrófagos ED1+  expresa 

CCR2 m ient ras que la mayoría de macrófagos de la subpoblación ED2+  es 

negat iva para este receptor. A su vez, ident ificamos en cortes de test ículo 

células dendrít icas (OX62+ )  que expresan CCR2 (datos no m ost rados) . 
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Fig . 8 . Expresión de CCR2  en cortes de test ículo.  Una in t ensa 
m arcación posit iva para CCR2 es observada en los l in fom onocit os que 
invaden el int erst icio t est icular  de rat as con orquit is ( b ) ,  m ient ras que una 
in t ensidad m enor  se observa en las rat as cont roles (a) .  Los t úbulos 
sem iníferos dañados de rat as con orquit is m uest ran un m enor  diám et ro 
com parado con los cont roles.  Técnica de inm unoperox idasa, X 165 . 
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Quimiotaxis de linfomonocitos en respuesta a MCP -1 

 Visto que el número de células mononucleares CCR2+  aumenta durante 

el desarrollo de la orquit is, nos interesó conocer si los linfomonocitos t ienen la 

capacidad de m igrar en respuesta a la acción quim iotáct ica de MCP-1. Los 

resultados del ensayo de quim iotaxis indican que los linfomonocitos 

provenientes de ganglios linfát icos drenantes del sit io de inmunización o de 

sangre perifér ica de ratas del grupo E m igran por acción de la quemoquina 

MCP- 1 (Tabla 2) . 

 

 

 

 

 

 

Días* Normal Control Experimental

1,86 ± 0,38 - -

7-30 1,58 ± 0,27 1,58 ± 0,18 - -

50-100 6,55 ± 0,64d 11,40 ± 1,00a,b,c
- ±/+/++

Lesión Testicular

 Control    Experimental 

El recuent o celu lar  fue realizado en cor t es de cr ióst at o de t est ículo de 3 rat as/ grupo/ días 
post er iores a la pr im era inm unización.  El daño t est icular  fue evaluado com o ? , +  y + +  
indicando focos aislados,  num erosos focos o grandes áreas de t úbulos sem iníferos con 
descam ación de célu las germ inales,  respect ivam ent e.  Los valores son las m edias ? S.E.M. 
a p= 0,007 vs cont rol,  b p ?0,0001 vs exper im ent al 7-30 días,  c p ? 0,0001 vs norm al,  d

p? 0,0001 vs norm al y  cont rol 7 -30 días.  *  Días post er iores a la pr im era inm unización. 

Tabla 1 . Núm ero de células CCR2 + / test ículo ( x1 0 5)  
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Días* Ganglio Sangre 

50 1,42 ± 0,18 1,46 ± 0,18 

100 1,85 ± 0,73 2,50 ± 0,71 

 

 

 

 

Determ inación de MI P - 1 ?  

La concentración de MIP- 1 ?  fue medida por ELISA en FT, MCM 

test iculares y suero de ratas N, C y E. En el FT no se observaron diferencias 

significat ivas en la concentración de MIP- 1?  ent re los grupos C y E a los 7 - 30d 

posteriores a la primera inmunización. Sin embargo a los 50 d, período en el 

cual aparecen los primeros túbulos sem iníferos lesionados, la concentración de 

MIP- 1 ?  aumenta en las ratas del grupo E en comparación con las del grupo C. 

Este aum ento no se m antuvo a lo largo del t iem po y a los 100d se volvió a 

observar una menor concentración de la quemoquina en las ratas del grupo E 

en comparación con las del grupo C (Fig. 9) . La concentración de MIP-1 ?  

medida en ratas del grupo N fue sim ilar a la del grupo C ( resultado no 

m ost rado) . 

 

 

 

Los resu lt ados son expresados com o un índice de m igración =  
núm ero de célu las m igradas en respuest a a MCP-1 /  núm ero de 
célu las m igradas en respuest a al m edio solo.  Los valores 
represent an las m edias ?  S.E.M.  de 4 rat as/ días post er iores a la 
pr im era inm unización.  *  Días poster iores a la pr im era inmunización.

Tabla 2 . Ensayo de quim iotaxis de linfom onocitos de  ganglios 
linfát icos y de sangre per ifér ica  
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La concentración de MIP- 1?  en MCM test iculares fue significat ivamente 

mayo r en ratas del grupo E sacrificadas a los 7 y 30d en comparación con las 

ratas del grupo C (p= 0,0098 y p= 0,0008, respect ivamente) . Por el cont rario, a 

los 50 y 100d la concentración de MIP- 1 ?  fue significat ivamente menor en las 

ratas del grupo E en comparación con las del grupo C (p= 0,0056 y p?0,0001, 

respect ivam ente)  (Fig.10) . 

La concentración de MIP- 1?  fue sim ilar en los sueros provenientes de 

ratas C,  E (Fig. 11)  y N. 

 

 

 

 

Fig.  9 .  Determ inación de MI P - 1 ?  en fluído test icular.  
Mediante la t écnica de ELI SA se m idió la concent ración de MI P-
1 ?  en f luídos t est iculares prove n ien t es de rat as de los grupos 
cont rol y  exper im ental.  d=  días poster iores a la pr im era 
inm unización.  Los valores son las m edias ?  S.E.M. de 6 
rat as/ grupo/ días post er iores a la pr im era inm unización.  *  
p= 0,0336 vs cont rol,  #  p? 0,0001 vs cont rol.  
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Fig 1 0 .  Determ inación de MI P - 1 ?  en m edio condicionado 
de m acrófagos test iculares.  Mediante la t écnica de ELI SA se 
m idió la concent ración de MI P-1 ?  en m edios condicionados de 
m acrófagos t est icu lares provenient es de rat as de los grupos 
cont rol y  exper im ent al.  d=  días post er iores a la pr im era 
inm unización.  Los valores son las m edias ?  S.E.M. de 6 
rat as/ grupo/ días post er iores a la pr im era inm unización.  *  
p= 0,0098 vs cont rol,  +  p= 0,0008 vs cont rol,  #  p= 0,0056 vs 
cont rol,  * *  p ? 0,0001 vs cont rol. 

Fig 1 1 .  Determ inación de M I P- 1 ?  en suero.  Mediant e la 
t écnica de ELI SA se m idió la concent ración de MI P-1?  en  suer os 
provenient es de rat as de los grupos cont rol y  exper im ent al.  d=  
días post er iores a la pr im era inm unización.  Los valores son las 
m edias ?  S.E.M. de 6 ratas/ grupo/ días post er iores a la pr im era 
inm unización. 
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¿Qué células expresan los receptores de la quem oqui na  MI P- 1 ? ?  

 CCR5 y CCR1 son los receptores de la quemoquina MIP- 1 ? . Mediante 

técnicas inmunohistoquím icas, se estudió su expresión en cortes de crióstato 

de test ículo de ratas de los grupos N, C y E. Los receptores CCR5 y CCR1 son 

expresados por células con morfología t ipo macrófago presentes en el 

interst icio test icular (Fig. 12 y 13) . Los controles realizados incubando los 

cortes con PBS o con una IgG normal en lugar del ant icuerpo primario 

resultaron negat ivos.  

El número de células CCR5+  de las ratas del grupo E aumentó con 

respecto al grupo cont rol desde el período 7- 30d llegando a incrementos 

significat ivos a los 50- 100d (Tabla 3) .  
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Fig. 1 2 . Expresión de CCR5  en cortes de test ículo .  Por  t écnicas de 
inm unoperox idasa se observan célu las per it ubulares y  per ivasculares con 
m or fología del t ipo de m acrófagos que expresan CCR5 ( b) .  No se observa 
t inción en rat as del grupo cont rol ( a) .  Los t úbulos sem iníferos lesionados de 
ratas con orquit is m uest ran un m enor  diám et ro com parado con l os cont roles.  
X 500.  
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 Fig. 1 3 . Expresión de CCR1  en cortes de cr ióstato 
de test ículo.  Se observa un núm ero sim ilar  de células 
con m or fología del t ipo de m acrófagos que expresan 
CCR1 en el inster t icio t est icular  de ratas con orquit is ( 100 
d)  (b)  y de ra t as cont roles ( a) .  No se observó t inción 
cuando se incubaron los cor t es con PBS ( c) .  Técnica de 
inm unoperox idasa,  X 250. 
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Por el cont rario, no se observan diferencias en el número de células 

CCR1+  en los diferentes grupos estudiados (Tabla 4) . 

 

 

  

 

 

 

Días* Normal Control Experimental

0,58 ± 0,12 - -

7-30 0,46 ± 0,09 1,53 ± 0,14a, b
- -

50 0,92 ± 0,25 2,63 ± 0,42
c,d

- ±

100 0,88 ± 0,38 4,87 ± 0,24e, f
- +/++

 Lesión Testicular  

 Control    Experimental

El recuent o celu lar  fue realizado en cor t es de cr ióst at o de t est ículo de 4 rat as/ grupo/ días 
poster iores a la pr im era inm unización.  El daño t est icular  fue evaluado co m o ? , +  y + +  
indicando focos aislados,  num erosos focos o grandes áreas de t úbulos sem iníferos con 
descam ación de célu las germ inales,  respect ivam ent e.  Los valores son las m edias ? S.E.M. 
a p= 0,0008 vs norm al,  b p ?0,0001 vs cont rol 7 -30 días,  c p= 0,0089 vs cont rol 50 días,  d

p? 0,0001 vs norm al,  e p? 0,0001 vs cont rol 100 días y  norm al,  f p= 0.0007 vs 
exper im ental 50 días.  *  Días poster iores a la pr im era inm unización. 

Tabla 3 . Núm ero de células CCR5 + / test ículo ( x1 0 6 )  

Días* Normal Control Experimental

2,73 ± 0,24 - -

7-30 1,77 ± 0,186 1,91 ± 0,21 - -

50 2,45 ± 0,30 2,10 ± 0,20 - ±

100 3,13 ± 0,33 2,77 ± 0,20 - +/++

  Lesión Testicular

 Control    Experimental

El recuent o celu lar  fue realizado en cor t es de cr ióst at o de t est ículo de 4 rat as/ grupo/ días 
poster iores a la pr im era inm unización.  El daño t est icu lar  es evaluado com o ? , +  y + +  
indicando focos aislados,  num erosos focos o grandes áreas de t úbulos sem iníferos con 
descam ación de célu las germ inales,  respect ivam ent e.  Los valores son las m edias ? S.E.M. 
*  Días post er iores a la pr im era inm unización. 

Tabla 4 . Núm ero de células CCR1 + / test ículo ( x1 0 6 )  
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Para ident ificar las subpoblaciones de macrófagos test iculares ED1 o 

ED2 que expresan CCR5 y CCR1 se realizó en m uest ras de m acrófagos aislados 

una técnica de inmunofluorescencia doble. Se observó que la mayoría de los 

m acrófagos ED1+  o ED2+  expresaban CCR5 (Fig. 14)  o CCR1 (datos no 

m ost rados) . 
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Fig.1 4 .  Expresión de CCR5  en m acrófagos test iculares. Técnica de inm unofluorescencia 
doble:  un ant icuerpo secundar io conj ugado con FI TC fue ut i l izado para ident if icar  célu las
ED1+  o ED2+  y  ot ro,  conj ugado con rodam ina,  para detectar  CCR5. Todos los m acrófagos 
ED1+  ( D)  o ED2+  ( B)  aislados de ratas con orquit is autoinm une expresan CCR5 ( A,  C) .  X 
900. 
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Quim iotaxis de linfom onocitos en respuesta a MI P - 1 ?  

 Los resultados del ensayo de quim iotaxis indican que los linfomonocitos 

provenientes de ganglios linfát icos drenantes del sit io de inmunización o de 

sangre periférica de ratas del grupo E m igran por acción de la quemoquina 

MIP- 1 ? . El índice de m igración es levemente mayor en las ratas con orquit is 

severa (100d)  en comparación con las ratas con orquit is focal (50d)  (Tabla 5) . 

 

Días* Ganglio Sangre 

50 1,23 ± 0,27 1,51 ± 0,30 

100 
2,69 ± 0,42 2,19 ± 0,56 

Los resu lt ados son expresados com o u n índice de m igración =  
núm ero de célu las m igradas en respuest a a MI P-1 ?  /  núm ero de 
célu las m igradas en respuest a al m edio solo.  Los valores 
represent an las m edias ?  S.E.M.  de 4 rat as/ días post er iores a la 
pr im era inm unización.  *  Días poster iores a la pr im era inm unización.

Tabla 5 . Ensayo de quim iotaxis de linfom onocitos de  ganglios 
linfát icos y de sangre per ifér ica  
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Moléculas de adhesión  

Las quemoquinas y las moléculas de adhesión juegan un papel 

importante en el proceso de m igración y ext ravasación leucocitaria durante el 

desarrollo de un cuadro inflamatorio. La interacción leucocito- endotelio ocurre 

a t ravés de una cascada de eventos en los cuales dist intas fam ilias de 

moléculas de adhesión están involucradas. Por lo tanto, decidimos estudiar las 

m oléculas L-select ina, CD44, VCAM- 1 y PECAM- 1 . 

 

Expresión de L - select ina en linfom onocitos de sangre periférica y 

ganglios linfát icos  

Aproximadamente el 90%  de las células mononucleares aisladas de 

sangre y ganglios linfát icos de ratas de los grupos N, C y E expresan la 

molécula de adhesión L- select ina. Mediante citometría de flujo, observamos en 

los linfomonocitos aislados de sangre una sim ilar intensidad de fluorescencia 

media al comparar los grupos N, C y E. Este m ismo resultado se obtuvo tanto 

al com pararse los grupos durante el período de inmunización (7- 30 d)  com o 

durante el período de orquit is (50- 100 d)  (Fig. 15a) . Sim ilar perfil de expresión 

de L- select ina se observa en las células aisladas de ganglios linfát icos 

drenantes del sit io de inmunización ( Fig. 15b) . 
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Fig 1 5 .  Expresión de L - select ina por citom etría de flujo. Los h ist ogram as m uest ran la 
int ensidad de f luorescencia m edia de L -select ina. Grupo exper im ental ( linea negra) ,  grupo 
cont rol ( linea gr is)  ,  grupo norm al ( linea f ina)  y  cont rol negat ivo ( I gG1 k)  ( linea punteada) .
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Expresión de CD44  en linfom onocitos de sangre perif érica y de 

ganglios linfát icos  

 Mediante la técnica de citometría de flujo, se estudió la expresión de la 

molécula CD44 en las células mononucleares de sangre periférica y de ganglios 

linfát icos drenantes del sit io de inmunización. Como se muestra en la Fig. 16 y 

17, la molécula CD44 se expresa sobre la superficie de los linfomonocitos 

aislados de sangre y de ganglio de ratas N, C y E sacrificadas a diferentes días 

post eriores a la primera inmunización. Un aumento en la intensidad de la 

fluorescencia media fue observado en los grupos C y E después de finalizar el 

período de inmunización y una vez iniciado el daño test icular en comparación 

con las ratas sacrificadas a los 7 - 30 días (Fig. 16b y Fig. 17b) . Una dism inución 

en el número y en la intensidad de fluorescencia media de los linfomonocitos 

CD44+  de sangre fue observada en las ratas con orquit is severa en 

comparación con las ratas del grupo C (Fig. 16a y 17b) . El perf il de expresión 

de CD44 en linfomonocitos aisladas de ganglio linfát ico fue sim ilar al obtenido 

en sangre (Fig. 17a y b) . 
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Fig.  1 6 .  Expresión de CD4 4  en células 
m ononucleares aisladas de sangre  
perifér ica.  ( a)  Porcent aj e de célu las 
CD44+ .  Los valores represent an las 
m edias ±  S.E.M de 4 ratas/ grupo/ días 
post er iores a la pr im era inm unización. 
* p= 0,0046 vs cont rol ( 100días) .  ( b)  Los 
h ist ogram as m uest ran la in t ensidad de 
f luorescencia m edia de CD44.  Grupo 
exper im ental ( linea negra) ,  grupo cont rol 
( linea gr is)  y  cont rol negat ivo ( I gG2 Ak) 

( l inea f ina) .  Las célu las aisladas de rat as 
del grupo cont rol y  exper im ental 
present aron los m ism os per f i les para el 
cont rol negat ivo. GR-FL:  Fluorescencia 
verde (FI TC) . 
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Fig 1 7 .  Expresión de CD4 4  en células 
m ononucleares aisladas de ganglio  
linfát ico.  ( a )  Porcent aj e de célu las 
CD44+ .  Los valores represent an las 
m edias ±  S.E.M de 4 ratas/ grupo/ días 
post er iores a la pr im era inm unización.  
( b)  Los h ist ogram as m uest ran la 
in t ensidad de f luorescencia m edia de 
CD44. Grupo exper im ental ( linea negra) ,  
grupo cont rol ( linea gr is)  y cont rol 
negat ivo ( I gG2 Ak)  ( linea fina) . Las 
célu las aisladas de rat as del grupo 
cont rol y  exper im ent al present aron los 
m ism os per f iles para el cont rol negat ivo.  
GR-FL:  Fluorescencia verde ( FI TC) .  
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Los linfom onocitos de sangre periférica y de gangli o linfát ico se 

adhieren al ácido hialurónico  

 Con el objet ivo de invest igar la funcionalidad de la molécula CD44 

expresada por los linfomonocitos de sangre periférica y de ganglios linfát icos, 

se analizó la capacidad de dichas células de interaccionar con el AH. Los 

linfomonocitos de sangre y de ganglio linfát ico de las ratas del grupo E 

presentaron un mayor porcentaje de adhesión al AH en comparación con las 

del grupo N (p= 0,032 y p= 0,019 respect ivam ente)  (Fig. 18) . A su vez los 

linfomonocitos de sangre del grupo E mostraron un mayor porc entaje de 

adhesión en comparación con los del grupo C (Fig. 18a) . Por el cont rario, no se 

observaron diferencias en el porcentaje de adhesión de las células de ganglios 

linfát icos al comparar el grupo E y C (Fig. 18b) . Para determ inar la 

especificidad de dicha unión, se evaluó la capacidad de las células de unirse al 

AH t ratado con hialuronidasa o al plást ico sin t ratar. Como se muestra en la 

Fig. 18, la hialuronidasa bloqueó eficientemente la adhesión de las células de 

los grupo C y E al AH, no así la adhesión de las células del grupo N. Por otra 

parte, las células del grupo E mostraron una adhesión significat ivamente 

mayor al AH en comparación con la adhesión al plást ico (sangre:  p= 0,016 y 

ganglio:  p= 0,029) . 
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Fig .  1 8 .  Adhesión de linfom onocitos de sangre perifér ica y
de ganglio linfát ico al ácido hia lurónico ( AH) .  ( a)
Porcent aj e de adhesión de célu las de sangre per ifér ica aisladas 
de rat as del grupo norm al,  cont rol y  exper im ent al con orquit is 
severa ( 100d) .  * p?0,05 vs. AH-AHasa,  vs plást ico y  vs grupo 
norm al.  ( b)  Porcent aj e de adhesión de célu las de ganglio 
l in fát ico aisladas de rat as del grupo norm al,  cont rol y  
exper im ental con orquit is.  * p?0,05 vs AH-AHasa,  vs plást ico y  
vs grupo norm al.  Los valores cor responden a las m edias ?
S.E.M. de 4 ratas/ grupo.  AH-AHasa:  hoyos cubier tos con AH y 
luego t rat ados con hialuronidasa ( 90 U/ hoyo)  y  plást ico:  hoyos 
sin cubr ir . 
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Se m odifica el núm ero  de células CD44+  en el test ículo durante 

el desarrollo de la OAE?  

 En cortes de test ículo, se observaron linfomonocitos CD44+  en el 

interst icio test icular, en áreas perivasculares o en el lumen de los vasos 

sanguíneos. No se detectaron células posit ivas en el interior de los túbulos 

sem iníferos (Fig.19 y 20) . Los cont roles realizados incubando los cortes con 

PBS o con una IgG de ratón en lugar del ant icuerpo primario resultaron 

negat ivos. 

El recuento de dichas células (Tabla 6) , indica que no existen diferencias 

en el número de células marcadas comparando el grupo N y C. En cambio, el 

número de células CD44+  observado en las ratas con orquit is severa 

sacrificadas a los 100 días fue significat ivamente mayor en comparación con el 

observado en las ratas C. El aum ento en el núm ero de linfom onocitos CD44+  

se asocia con un mayor grado de daño test icular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Días* Normal Control Experimental

1,03 ± 0,05 - -

7-30 0,75± 0,22 0,94 ± 0,08 - -

50 1,13 ± 0,07 1,43 ± 0,11 - ±

100 1,59 ± 0,15    3,54 ± 0,83
a,b,c

- +/++

Lesión Testicular

  Control         Experimental 

El recuent o celu lar  fue realizado en cor t es de cr ióst at o de t est ículo de 3  ratas/ grupo/ días 
post er iores a la pr im era inm unización.  El daño t est icular  es evaluado com o ? , +  y + +  
indicando focos aislados,  num erosos focos o grandes áreas de t úbulos sem iníferos con 
descam ación de célu las germ inales,  respect ivam ent e.  Los valores representan las medias 
? S.E.M. ap= 0,013 vs cont rol,  bp= 0,0043 vs norm al y cp ? 0,005 vs exper im ent al 50 días.  
* Días post er iores a la pr im era inm unización. 

Tabla 6 . Núm ero de células CD4 4 + / test ículo ( x 1 0 6)  
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Fig. 19 . Expresión de CD4 4  en cortes de test ículo . Se observa un m ayor  núm ero de 
células CD44+  en el int erst icio t est icular  de las rat as del grupo exper im ental ( b y  d)  en 
com paración con las rat as del grupo cont rol ( a y  c) sacr if icadas a los 100 días post er iores a  
la pr im era inm unización. A igual aum ent o,  los diám et ros de los t úbulos sem iníferos de las 
rat as del grupo exper im ent al son m enores a los de las rat as del grupo cont rol debido a la 
pérdida de célu las germ inales. Técnica de inm unoperox idasa. a y  b : X 64, c y d :  X 130. 
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Fig. 2 0 . Expresión de CD4 4  en cortes de test ículo . Se obser v an  
linfom onocit os CD44+  en el int erst icio t est icu lar ,  dent ro de los vasos 
sanguíneos ( b)  o dist r ibuidos en la zona per it ubular  y  per ivascular ( a)  de 
rat as del grupo exper im ent al sacr if icadas a los 100 días post er iores a la 
pr im era inm unización.  Técnica de inm unoperox idasa. a:  X 260 y b:  X 650 . 
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Expresión de PECAM - 1  y VCAM - 1  en células endoteliales  

test iculares  

Para que el proceso de m igración y extravasación tenga lugar es 

necesaria la interacción leucocito-endotelio. Una vez estudiados MCP- 1 y MIP- 1  

?  como quim ioatractantes de los linfomonocitos que invaden el interst icio 

test icular y la expresión de la molécula CD44 involucrada en la extravasación 

de los m ismos, resta abordar la part icipación del endotelio de la 

m icrovasculatura test icular. El objet ivo fue estudiar la expresión de VCAM- 1 y 

PECAM-1 en las células endoteliales del test ículo de los grupos N, C y E a 

diferentes t iempos posteriores a la primera inmunización. 

Dado que el número de células endoteliales es reducido en comparación 

con el resto de las células interst iciales, se decidió t rabajar con una suspensión 

celular enriquecida en dichas células mediante la metodología de 

inmunoseparación magnét ica. La estrategia empleada fue aislar las células 

endoteliales por selección posit iva ya que las m ismas expresan PECAM- 1. Al 

analizar por citometría de flujo la fracción posit iva de la inmunoseparación 

corroboramos que el ant icuerpo ant i- rata PECAM- 1 se unía a linfocitos y 

monocitos (Fig. 21a) , por lo tanto se decidió analizar la expresión de VCAM - 1 y 

PECAM-1 en la subpoblación celular PECAM- 1+  CD45-  ( región R1 de la Fig. 

21a) . 

Se observó que el porcentaje de células PECAM-1+  CD45-  es m ayor en 

las ratas del grupo C y E en comparación con las ratas del grupo N en los 

diferentes t iempos estudiados. Dicho porcentaje es sim ilar entre las ratas del 

grupo C y E durante el período de inmunización (7- 30 d) . Por el cont rar io, las 
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ratas del grupo E pre sentan un mayor porcentaje de células endoteliales en 

comparación con las ratas del grupo C a los 50 d posteriores a la primera 

inmunización siendo esta diferencia significat ivamente mayor en el t iempo de 

orquit is severa (100 d) . 

Al analizar la expresión de VCAM- 1 en las células endoteliales del 

interst icio test icular se observó que las ratas con orquit is severa expresan 

VCAM- 1 con una intensidad de fluorescencia media mayor en comparación con 

las ratas del grupo C. Por el contrario, durante el período de inmunización la 

expresión de dicha molécula en los grupos C y E es sim ilar. A su vez, la 

mayoría de células endoteliales provenientes de ratas del grupo N no expresan 

la molécula de adhesión VCAM- 1 (Fig. 21b) . 
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Fig. 2 1 .  Expresión de VCAM - 1  en células endotelia les 
test iculares. a)  Gráf ico de punt os que m uest ra la región R1 
cor respondient e a la subpoblación PECAM-1+  CD45 -. R2 
m uest ra el t am año vs com plej idad celular  de la subpoblación 
R1. b)  Los h ist ogram as m uest ran la in t ensidad de 
f luorescencia m edia de VCAM-1.  Grupo exper im ental ( linea 
negra) ,  grupo cont rol ( l inea gr is)  y  cont rol negat ivo ( I gG1k)  
( linea fina) .  
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La orquit is autoinm une , modelo experimental út il para estudiar 

autoinmunidad específica de órgano, se caracteriza por un infilt rado 

linfomonocitario en el interst icio test icular y un daño de los túbulos 

sem iníferos, que presentan apoptosis y descamación de las células germinales. 

La lesión inicialmente focal se ext iende a todo el órgano y lleva a la esterilidad.  

En este t rabajo de Tesis nos propusimos determ inar los factores que 

facilitan el reclutam iento de los leucocitos al int erst icio t est icular  

durante el desarrollo de la orquit is autoinmune. Con ese fin se estudió el papel 

de las principales quemoquinas y moléculas de adhesión compromet idas en la 

m igración y ext ravasación de linfomonocitos al órgano huésped.  

Debido que las células predominantes del infilt rado interst icial en la OAE 

son los m onocitos, m acrófagos y linfocitos se estudiaron MCP- 1 y MIP- 1? , 

quemoquinas de la familia C-C involucradas en la quim iotaxis de estas células. 

Se conoce que MCP- 1 y MIP- 1?  son eficientes at ractantes de m onocitos, 

macrófagos, linfocitos T CD4+  y CD8+  act ivados y células dendrít icas. Dado 

que la interacción entre quemoquinas y moléculas de adhesión celular es 

relevante en el desarrollo de los cuadros inflamatorios, se analizó también el 

papel de L-select ina, CD44, PECAM-1 y VCAM - 1 durante el desarrollo de la 

orquit is autoinmune. 

 

Quemoquinas  

La escasa información existente acerca de la acción de las 

quem oquinas  en el test ículo proviene fundamentalmente de t rabajos in vitro , 

en los cuales se estudia la in fluencia de quemoquinas sobre el comportam iento 
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de dist intos t ipos celulares test iculares, evaluando su acción a t iempos cortos 

(Aubry y col., 2000 ;  Le Goffic y col., 2002) . Nos interesaba saber el efecto de 

las m ism as in vivo y por largos períodos de t ie mpo para evaluar su acción en 

un cuadro de inflamación crónica como es la orquit is autoinmune. 

Los resultados indican que los animales del grupo C que recibieron 

solución salina y adyuvantes presentan un mayor contenido, a nivel sistém ico 

y test icular, de quemoquinas que el grupo de animales N, no t ratados. Se ha 

descripto ( I shii y col., 2005)  que dist intos t ipos de adyuvantes y, en part icular 

el AFC, inducen la expresión de numerosos genes de las células dendrít icas que 

facilitan la presentación ant igénica y la liberación de quemoquinas y citoquinas. 

Comparando los datos de concentración sérica de quemoquinas del grupo C y 

del grupo E observamos que no hay diferencias. Las quemoquinas ejercen sus 

efectos at ractantes sólo cuando se expresan localm ente y en bajas 

concentraciones. Se ha demostrado que las quemoquinas administ radas 

sistém icam ente antagonizan los efectos locales (Rollins, 1997) . Los datos 

obtenidos demuestran que durante el período de inmunización (7- 30 días 

después de la primera inmunización)  y hasta los 50 días, hay un aum ento de 

ambas quemoquinas a nivel test icular. Cuando la lesión es severa (80 - 100 

días)  existe un comportam iento dist into, m ient ras el contenido de MCP- 1 sigue 

aumentado respecto del grupo C, hay una dism inución en el contenido de MIP-

1 ? . Se interpreta que en la etapa inicial, inductora, son necesarias ambas 

quemoquinas. Nuest ros resultados concuerdan con los de Szekanecz y col. 

(2001)  quienes observaron , en un modelo experimental de art r it is en la rata, 

un aumento inicial de MIP- 1?  que precede los síntomas clínicos y que está 



Discusión  

90 

asociado a los fenóm enos inflam ator ios tem pranos m ient ras que MCP- 1  

cont inúa involucrada en la fase mas tardía de la enfermedad. Estos m ismos 

autores descr iben (2004)  que MCP- 1 tendría también un papel angiogénico. En 

el m odelo de OAE nosot ros hem os observado un increm ento de los vasos 

test iculares de pequeño calibre. 

Ciertas citoquinas pro-inflamatorias como la I L- 6 y el TNF- ?  est imulan la 

síntesis de quemoquinas por parte de macrófagos y monocitos (Aubry y  col. , 

2000) . En nuest ro laborator io hem os dem ost rado que durante el desarrollo de 

la OAE hay un aumento en el contenido de TNF- ?  (Suescun y col., 2003)  y I L- 6  

(Rival y col., 2006)  en el MCM test iculares. La I L- 6 es sintet izada es sintet izada 

principalmente por los monocitos provenientes de la circulación (macrófagos 

ED1+ ), aunque otras células test iculares también expresan dicha citoquina 

(células de Leydig y células peritubulares) . 

En forma sim ilar a lo descripto por Hedger y col. (2002b)  quienes 

inducen inflamación test icular con la administración de LPS in v ivo, en la OAE 

el reclutam iento de nuevos monocitos y macrófagos en el interst icio test icular 

altera la composición normal de las subpoblaciones de macrófagos (Suescun y 

col. ,  2003) . Los m acrófagos t est iculares const ituyen una población 

heterogénea con dist intas funciones. Se ha sugerido que los macrófagos ED1+  

mantienen el perfil pro- inflamatorio de los monocitos circulantes m ientras que 

los macrófagos ED2+  dependen del m icroambiente test icular y exhiben un 

perfil ant i- inflamatorio. Se ha demostrado también que células ED1+  pueden 

adquirir la inmunoreact ividad de ED2 característ ica de los macrófagos 

residentes. Se ha suger ido (Wang y col. ,  1994)  y nosot ros lo hem os 
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demostrado también (Suescun y col., 2003)  que existen, en el test ículo,  

macrófagos ED1+ , ED2+ , hecho que indicaría la t ransformación, en el 

m icroambiente test icular, de monocitos circulantes a macrófagos residentes. 

Durante el desarrollo de la OAE el número de células ED1+  y ED2+  se 

increm enta en proporciones sim ilares (Suescun y col., 2003) . Los resultados 

del presente t rabajo dem uest ran que MCP- 1 es expresado fundamentalmente 

por los macrófagos ED1+  m ientras que la expresión de dicha quemoquina por 

las células ED2+  es menor. Estos resultados son sim ilares a los observados por 

Gerdprasert  y col. (2002a)  en ratas inyectadas con LPS.  

Dado que el ant icuerpo ED1 también ident ifica células dendrít icas nos 

pareció interesante ident ificarestas células con algún marcador apropiado 

( OX62)  a efectos de determ inar, por técnicas de inmunofluorescencia doble, si 

dichas células expresaban MCP- 1 y su receptor. Resultados previos de nuest ro 

laboratorio (Rival y col., 2006)  demostraron un significat ivo aumento del 

número de células dendrít icas en el test ículo  de ratas con orquit is respecto de 

ratas del grupo N y C. En este t rabajo detectamos que dichas células 

dendrít icas expresanMCP- 1 y CCR2. Sozzani y col. (2005)  descr ibieron que las 

células dendrít icas son una importante fuente in vivo e in vit ro de 

quemoqu inas y que la producción de las m ismas aumenta durante el proceso 

de maduración celular. La interacción de las células dendrít icas con las 

quemoquinas es vital para su normal funcionamiernto. Las células dendrít icas 

inmaduras expresan los receptores CCR1, CCR2, CCR5 y CCR6. El proceso de 

maduración de las m ismas se asocia a una dism inución de dichos receptores y 

un aumento en la expresión de CCR7 (Mantovani y col., 1998) . 
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Además de macrófagos y células dendrít icas, hemos observado, por 

inmunohistoquím ica, que MCP- 1 se expresa con una intensidad muy baja en 

otras células somát icas del test ículo N como las células endoteliales, 

peritubulares y de Leydig mientras que las células germinales son negat ivas. A 

diferencia de los animales del grupo N, no t ratado, y del grupo C, los animales 

con orquit is most raron una franca expresión de MCP- 1 en células de Leydig y 

peritubulares. Esto se acompañó de un aumento del contenido de MCP-1 en el 

MCM test iculares y en el fluído test icular (producto de factores liberados por las 

células del interst icio) . En este últ imo compart imento, según Gerdprasert  y col. 

(2002a) , existe una concentración preferencial de MCP- 1. Esta quemoquina 

presente en los animales N podría mantener la población de macrófagos 

norm ales. Hem os observado adem ás una fuerte expresión de MCP- 1 en la zona 

perinuclear de las células de Sertoli en los túbulos seminíferos de ratas con 

OAE. Aubry y col. (2000)  detectaron expresión de MCP- 1 en células de Sertoli 

de ratas normales prepúberes, sólo por RT-PCR (y no por  Northern blot  y 

ELISA), dato que sugiere que dichas células expresan la quemoquina en muy 

bajas concent raciones. No sabemos si la expresión de MCP- 1 es dist inta en 

ratas prepúberes y adultas. A su vez, Le Goffic y col. (2002)  demost raron, por 

la técnica de ELISA, la presencia de MCP- 1 en el medio condicionado de cult ivo 

de células de Sertoli que habían sido expuestas al virus Sendai. Los m ismos 

autores dem ost raron en experim entos in vitro , que luego de la infección viral 

las células peritubulares fueron las que m as sintet izaron MCP- 1. Esto indicaría 

que en dos situaciones experimentales una inducida in vit ro (virus Sendai)  y 

ot ra in v ivo (OAE) habría un incremento de la síntesis de MCP-1 por parte de 
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las células somát icas (y no de las células germinales) . Es te aumento de la 

quemoquina facilitaría el reclutamiento leucocitario en el interst icio test icular. 

 En relación a MIP- 1 ? , no pudimos ident ificar las células 

test iculares que expresan dicha quemoquina dado que no se comercializa el 

ant isuero específico. 

 

En relación a los receptores  de MCP- 1 (CCR2)  y de MIP- 1?  (CCR1 y 

CCR5)  observam os que CCR2 se expresa en linfom onocitos m ient ras que CCR5 

y CCR1 en células, con morfología t ípica de macrófagos, presentes en el 

interst icio test icular. Se observaron diferencias en el número de células 

posit ivas para CCR2 y CCR5 ent re los grupos de ratas N, C y E. El número de 

células CCR2+  o CCR5+  es significat ivamente mayor en las ratas con orquit is 

respecto de ratas de los grupos C y N (estos 2 últ im os poseen núm eros 

similares de células marcadas) . En cambio, no hay diferencias en el número de 

células CCR1+  en los 3 grupos de ratas estudiados. No sabemos si el grado de 

afinidad de MIP- 1?  por CCR5 es mayor que para CCR1. Ha sido descripto que 

CCR5 es también receptor de MIP- 1 ?.  Previam ente (Guazzone y col. ,  2004)  

hem os dem ost rado la expresión de MI P-1 ?  en células de las paredes de los 

vasos sanguíneos test iculares y en monocitos y macrófagos aislados del 

test ículo. A su vez, detectamos por ELISA un aumento de la concentración de 

dicha quemoquina en el MCM test iculares y fluído test icular de ratas con OAE. 

Por lo tanto, consideramos que el aumento del número de células CCR5+  en el 

test ículo de ratas con OAE estaría asociado a la quim iotaxis , vía MIP- 1 ? . 
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Analizando los dist intos períodos estudiados se observa un aumento 

creciente a lo largo del t iempo (de 7 a 100 días)  del número de células 

posit ivas para receptores de quemoquinas en las ratas del grupo E. Durante el 

desarrollo de la OAE se detecta un mayor número de células CCR2+, la m ayor 

concent ración de MCP- 1 en el fluído test icular y en el MCM test iculares, así 

como la mayor densidad celular del infilt rado interst icial y lesión test icular. El 

aumento del número de células que expresan el receptor asociado al aumento 

de producción de la quemoquina se interpreta como un signo de funcionalidad 

de la interacción MCP- 1/ CCR2. 

El ensayo de quim iotaxis  nos perm it ió demostrar la funcionalidad de 

ambas quemoquinas así como la capacidad de linfocitos de sangre y de ganglio 

linfát ico de lo s animales con orquit is de responder a dicho est ímulo. No 

podemos, sin embargo, descartar que haya ot ras quemoquinas involucradas en 

la inducción del cuadro. Sin embargo, como menciona Rollins (1997)  es posible 

que aunque muchas quemoquinas induzcan respue stas sim ilares, sólo una o 

pocas, se expresan, in vivo , en un part icular microambiente. 

En conclusión, podemos especular que MCP- 1 y MIP-1 ?  const ituyen 

componentes esenciales de un circuito de amplificación de la respuesta inmune 

en el contexto de un cuadro de inflamación crónica. Nuestros resultados son 

sim ilares a los obtenidos en un modelo experimental de art rit is inducida con 

colágeno en donde se describe un aumento de quemoquinas de la familia CC 

en las art iculaciones durante la fase tardía del cuadro (44 días después de la 

primera inmunización)  (Kasama y col., 1995) . Dichos autores demost raron que 
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la depleción de quemoquinas, inducía una reducción significat iva de la 

incidencia y severidad de la inflamación art icular. 

Se ha sugerido que los receptores de quemoquinas se expresan en 

forma select iva en las células Th polarizadas (Mantovani y col., 2004)  y que 

actúan como reguladores de la respuesta inmune modulando el balance 

Th1/ Th2 (Maurer y col.,  2004) . 

De acuerdo a los datos aportados por Tanaka (2001) y Springer (1994) , 

MCP- 1, MIP- 1 ?  y MIP- 1 ? est imularían la expresión de integrinas induciendo la 

adhesión firme de los linfocitos circulantes a ligandos específicos expresados 

en el endotelio, facilitando así la extravasación. 

 

Moléculas de adhesión leucoc itaria  

La interacción entre m oléculas de adhesión celular  y quemoquinas es 

importante en la iniciación y mantenim iento de un cuadro inflamatorio ya que 

dichas moléculas están involucradas en la extravasación leucocitaria. La 

expresión y funcionalidad de las moléculas de adhesión está altamente 

regulada por señales intracelulares inducidas por est imulación de citoquinas y 

quemoquinas. A su vez, dichas moléculas t ransducen información extracelular 

a las organelas intracelulares, induciendo act ivación celular y producción de 

quem o y citoquinas (Tanaka, 2001) . 

Los resultados obtenidos por citometría de flujo no most raron 

diferencias en la expresión de L-select ina  en los linfomonocitos de sangre y 

ganglio linfát ico provenientes de ratas del grupo E y C indicando que no hay 

una modulación en la expresión de la m isma a largo plazo. Los resultados 
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obtenidos no nos perm iten aseverar que la etapa de “ rolling”  ocurra 

independientemente de la L- select ina. Resultados sim ilares han sido descriptos 

en ot ros cuadros inflamatorios (Waters y col.,  2003;  Dadfar y col.,  2004) . Una 

característ ica única que dist ingue a dicha molécula de otras moléculas de 

adhesión es el rápido clivaje que sufre su dominio extracelular luego de la 

act ivación de la célula (Venturi y col.,2003) . 

De los datos de la bibliografía surge que existen muchos caminos 

regulados por dist intas moléculas de adhesión y quemoquinas, que se 

desarrollaron como sistemas redundantes garant izando la entrada de células T 

en una amplia variedad de circunstancias. Por lo tanto, es probable que ot ras 

moléculas de adhesión estén involucradas en la primera etapa de la cascada de 

adhesión. Gee y col. (2004)  describieron que, en presencia de citoquinas u 

ot ros factores pro- inflamatorios, la expresión celular de L- select ina 

generalmente disminuye m ientras que hay un aumento en la expresión de 

CD44 y en su capacidad de adherirse al AH.  

 

La m olécula CD4 4  part icipa select ivamente en el t ráfico de linfocitos 

act ivados a los sit ios de inflamación y podría const ituir un marcador de 

inflamación crónica en cuadros autoinmunes (Siegelman, 1999) . 

Estudiando la expresión de CD44 en linfomonocitos de ganglios 

linfát icos, sangre periférica y test ículo de ratas durante el desarrollo de la OAE 

detectamos la expresión de CD44 en la superficie de linfom onocitos de sangre 

y ganglios en los 3 grupos de ratas estudiados, N, C y E. Los linfocitos T y B no 

act ivados y ot ras células hem atopoyét icas norm ales que expresan CD44 no se 
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adhieren al AH, in vit ro (Lesley y col., 1993) . En efecto, las células 

provenientes de sangre y ganglios de ratas normales no se adhieren en forma 

específica al AH. A su vez, observamos, un aumento de la intensidad de 

fluorescencia media en los grupos C y E en el período posterior a la 

inmunización, indicando una mayor expresión de las moléculas CD44 en la 

superficie celular. Según Puré y Cuff (2001)  la expresión aumentada de CD44 

es uno de los mecanismos que producen variantes de la molécula de CD44 con 

capacidad de unir AH. En efecto, hemos demostrado que linfomonocitos de 

sangre y ganglio provenientes de ratas del grupo E se adhirieron 

específicamente a placas cubiertas con AH.  Estos resultados sugieren la 

presencia de CD44 en su forma act iva en las células de las ratas con orquit is. 

El hecho de que un porcentaje similar de células de ganglios linfát icos 

provenientes de los grupos C y E se adhieran al AH puede deberse a que el 

adyuvante induzca la forma act iva de CD44 (DeGrendele y col., 1996) . Sin 

embargo, el porcentaje de adhesión de las células de sangre del grupo E fue 

m ayor  que el del grupo C, probablemente debido al m icroambiente 

inflamatorio que regula la m igración de esta células desde los ganglios 

linfát icos a la sangre periférica. El TNF- ?  y las quemoquinas presentes en la 

vecindad de las paredes de los vasos sanguíneos o intravasculares, pueden 

rápidamente act ivar la molécula CD44 expresada en los linfocitos T (Ariel y 

col., 2000) . Estos factores podrían estar involucrados en la act ivación de CD44 

en los linfomonocitos en la OAE dado que, como ya hemos descripto, existe e n 

este cuadro un aumento de la concentración de TNF- ?  (Suescun y col., 2003)  y 

de MIP-1 ?  (Guazzone y col. ,  2004)  en el MCM test iculares de ratas con orquit is 
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severa. Adem ás, ha sido descripto (Moham adzadeh y col.,  1998)  que el TNF- ?  

y la IL- ? inducen la expresión de AH en las células endoteliales de los pequeños 

vasos. También demostramos una dism inución en el porcentaje células CD44+  

asociado a una disminución de la intensidad de fluorescencia media en la 

sangre de ratas con OAE severa (100 días) , con respecto a ratas del grupo C. 

Simultáneamente, en ese período, se observó un significat ivo aumento de 

células CD44+  en el interst icio test icular sugiriendo un t ráfico de células 

CD44+  desde sangre periférica al test ículo. El aumento del número de células 

CD44+  en el test ículo se asoció con el grado de severidad de la lesión. 

Nuest ros resultados concuerdan con el concepto de que la forma act iva 

de la molécula CD44 part icipa select ivamente en el reclutamiento de linfocitos 

act ivados en el órgano blanco y que este evento puede ser un indicador de 

act ividad autoinmune. En pacientes con lupus eritematoso sistém ico o con 

art r it is, se observó una estrecha asociación entre la existencia de una 

subpoblación de células T que expresan CD44 act ivo y el grado de severidad 

del cuadro autoinmune (Estess y col., 1998) . El papel de la molécula CD44 en 

la inflamación ha sido también demostrado en ot ros modelos experimentales 

de autoinmunidad tales como, art r it is (Zeidler y col., 1995;  Halloran y col., 

1996) , encefalom ielit is (Brocke y col., 1999)  e inflamación cutánea (Camp y 

col. ,  1993) . Stoop y col. (2001) , observaron una significat iva reducción de la 

severidad e incidencia de la art rit is inducida por colágeno, en ratones 

deficientes en CD44. Este cuadro se acompañaba de una alteración en los 

niveles séricos de AH, expresión reducida de L- select ina y un retardo en la 

m igración y ext ravasación de linfocitos al tej ido sinovial de ratones huésped. A 
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nivel clínico, también se demostró el papel relevante de la molécula CD44 en 

pacientes con art r it is reumatoidea (Tanaka y col., 2001) . 

En conclusión, la adhesión específica al AH por parte de los 

linfomonocitos de la sangre y de los ganglios linfát icos y el aumento del 

número de células CD44+  en el interst icio test icular de ratas durante el 

desarrollo de la orquit is autoinmune nos perm ite especular que esta molécula 

está involucrada en el reclutam iento linfomonocitario en el órgano blanco 

jugando un papel clave en la dirección del t ráfico leucocitario y en el 

mantenim iento de la inflamación crónica en el cuadro autoinmune. 

 

Moléculas de adhesión endotelial  

En los procesos inflamatorios está involucrada la m icrovasculatura del 

órgano blanco. Los est ímulos inflamatorios act ivan a las células endoteliales a 

expresar moléculas de adhesión y quem oquinas que promueven la adhesión de 

leucocitos al endotelio. 

El número de células endoteliales test iculares PECAM - 1+  es m ayor en 

las ratas con orquit is en comparación con las ratas de los grupos C y N. Este 

resultado concuerda con el hecho de que las ratas con OAE presentan un 

mayor número de vasos sanguíneos test iculares de pequeño calibre, según lo 

observado en la histopatología test icular. Se ha demostrado que PECAM- 1  

part icipa en las etapas de firme adhesión y diapedesis de la cascada de 

adhesión (Jonson- Léger y Imhof, 2003) . A nivel clínico, se ha detectado un 

aumento de la expresión de PECAM- 1, en pacientes con art rit is reumatoidea y 

osteoart r it is (Szekanecz y col. ,  2000;  Johnson y col. ,  1993) . 
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Resultados previos del laboratorio (Lust ig y col., 1999)  dem ost raron, por 

Western blot , un aumento significat ivo de la expresión de VCAM- 1  en 

ext ractos test iculares de ratas con OAE (1.8 veces de increm ento con respecto 

al cont rol) . Este t rabajo de tesis dem uest ra que dicho aum ento de VCAM- 1 se 

debe, en gran parte, al aumento de células endoteliales VCAM- 1+ . 

La expresión de VCAM- 1 es inducida en las células endoteliales en 

respuesta a un número de est ímulos inflamatorios incluyendo TNF- ? , IL- 1 y 

LPS. Bajo estas condiciones VCAM- 1 es un importante mediador del 

reclutam iento de linfocitos al sit io de inflamación (Carter y col., 2001;  Cook 

Mills, 2002) . 

De acuerdo a los resultados obtenidos, las células del endotelio de la 

m icrovasculatura test icular de ratas N no expresan VCAM- 1. En cambio, las 

células endoteliales de las ratas C y E, expresan dicha molécula. A su vez, el 

número de células endoteliales VCAM- 1+  es significat ivamente mayor en las 

ratas con orquit is en comparación con las del grupo C y está asociado a la 

severidad de la lesión y abundancia del infilt rado interst icial. Estos resultados 

concuerdan con datos que demuest ran que VCAM - 1 está involucrada en la 

patogenia de ot ros cuadros autoinmunes como art r it is reumatoidea (Carter y 

col., 2001)  y encefalom ielit is alérgica (Baron y col., 1993) . 

 

La inflamación involucra una serie de fenómenos como la act ivación de 

leucocitos, el aumento de la producción de quemoquinas, citoquinas pro -

inflamatorias, prostaglandinas y especies react ivas del O2, est imulación de la 



Discusión  

101 

expresión de moléculas de adhesión que llevan al aumento de la permeabilidad 

vascular facilitando el reclutamiento de células del sistema inmune en los sit ios 

blanco de la lesión. En este t rabajo se estudió el papel de las principales 

quemoquinas y moléculas de adhesión involucradas en la quim iotaxis de 

m onocitos, linfocitos y macrófagos en la OAE lográndose determ inar la 

expresión temporal y regional de las m ismas a lo largo del desarrollo del 

cuadro. El conocim iento de la patogenia de la OAE y de las interacciones entre 

células del sistema inmune y células germ inales es relevante para la 

comprensión de patologías test iculares y de cuadros de esterilidad asociados a 

mecanismos inmunológicos.  

Estos resultados, en conjunto con resultados experimentales obtenidos 

en ot ros cuadros autoinmunes perm it irán idear estrategias terapéut icas que 

contemplen el bloqueo secuencial de los factores que facilitan el desarrollo de 

infilt rados inflamatorios en el tej ido blanco. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones  



Conclusiones  

103 

Quem oquinas  

En el modelo de orquit is autoinmune en rata observam os en el grupo 

experimental en comparación con el grupo control:  

1 ) Aumento de quemoquinas a nivel local, test icular y no a nivel 

sistém ico. 

2 ) Aumento del contenido test icular de MIP- 1?  durante el período de 

inmunización (7-30 días) . 

3 ) Aum ento de la concentración test icular de MCP- 1 durante todo el 

desarrollo del cuadro de OAE, desde el período de inmunización 

hasta la lesión test icular severa (7- 100 días) . 

4 ) Variación temporal del contenido test icular de quemoquinas:  

aumento inicial de MIP- 1 ? , que precede la lesión test icular;  

aum ento de MCP- 1 que se mant iene durante el período de orquit is 

severa. 

5 ) MCP- 1 está expresado en las células somát icas del test ículo:  

macrófagos, células dendrít icas, células peritubulares, células de 

Leydig y de Sertoli y no en las células germinales. 

6 ) La subpoblación de macrófagos ED1 provenientes de la circulación 

es la que, m ayoritar iam ente, expresa MCP- 1 . 

7) Aumento en el interst icio test icular del número de células que 

expresan receptores específicos para MCP- 1 (CCR2) y para MIP-

1 ?  ( CCR5) . 
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Moléculas de adhesión leucocitarias y endoteliales  

1) Dism inución en el número de linfomonocitos CD44+  en sangre 

periférica y aumento de los m ismos en el interst icio test icular 

asociado al grado de severidad de los túbulos sem iníferos. 

2 ) Aumento de la expresión de CD44 en los linfomonocitos de 

ganglios linfát icos y sangre. 

3 ) Adhesión al ácido hialurónico de los linfomonocitos de sangre y de 

ganglios linfát icos. 

4 ) Aumento del número de células endoteliales PECAM- 1+  en el 

test ículo. 

5 ) Aumento de la expresión de VCAM- 1+  en las células endoteliales 

del test ículo. 

 

 

Los linfom onocitos migrarían al interst icio test icular por acción de las 

quemoquinas MCP- 1 y MIP- 1?  que actuarían principalmente a t ravés 

de los receptores CCR2 y CCR5. 

La interacción CD44 - ácido hialurónico sería la responsable de la primera 

etapa de la cascada de adhesión celular m ientras que VCAM- 1 estaría 

involucrado en los eventos posteriores que perm iten la extravasación de 

los linfomonocitos al interst icio test icular.  
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Nuestros resultados sugieren que las quemoquinas y moléculas de adhesión 

estudiadas const ituyen un componente esencial del circuito de amplificación de 

la respuesta inmune en un cuadro de OAE. 
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Esquem a del proceso de reclutam iento linfom onocitar io al interst icio 
test icular durante el desarrollo de la OAE. Se ilustran las quemoquinas y 
m oléculas de adhesión propuestas por esta tesis como responsables del 
aumento de linfomonocitos en el interst icio test icular en un contexto de 
inflamación autoinmune crónica. 
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