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INTRODUCCION




El epididimo es un érgano de vital importancia en la biologia de
la reproduccién, adquiriendo dia a dia un mayor protagonismo en los
diferentes estudios encaminados a esclarecer el papel que desempeiia
en estos procesos. Las contribuciones del epitelio epididimal son
esenciales para la  adquisicién del poder fertilizante del
espermatozoide [Bedford, 1975 #63; Orgebin-Crist, 1975 #73] aunque
todavia no se han identificado los factores responsables de este
proceso. Este hecho se debe en parte a la dificultad que entrafia el
relacionar cambios especificos del espermatozoide con la obtencién de
la capacidad fertilizante por el mismo, puesto que la maduracién del
espermatozoide lleva consigo modificaciones morfoldgicas vy
bioquimicas, estando sélo alguna de éllas directamente asociada con la
capacidad que posteriormente adquiere para penetrar el oocito
[Bedford, 1975 #63; Leese, 1988 #15]. Por otra parte, el lumen
epididimal contiene gran variedad de compuestos, muchos de los
cuales pueden ser necesarios para un mantenimiento adecuado de la
viabilidad del espermatozoide, sin que necesariamente se desarrolle
alteracién alguna en su funcién

1. EL EPIDIDIMO: ESTRUCTURA

Ei epididimo forma un conducto tnico pero extraordinariamente
plegado, de tal manera que su enorme longitud ocupa muy poco
espacio, que conecta el testiculo con las vias seminales inferiores. Asi,
el epididimo es, al principio, via de paso de los espermatozoides que
salen del testiculo y en su parte final se convierte en la principal zona
de almacenamiento de estos espermatozoides.

Desde largo tiempo atrds, son conocidas la diferencias
estructurales existentes entre epididimos procedentes de diferentes
cspecies [Hamilton, 1975 #99], aunque en la mayoria los casos se
pucden distinguir claramente tres dreas anatémicas: una "cabeza"
principal (caput) que recibe espermatozoides y fluido de los vasos
clerentes testiculares, un "cuerpo”, mas estrecho (corpus o istmo), que
conecta la cabeza con una "cola" globosa (cauda) que se encarga de
almacenar el esperma hasta la eyaculacién (Fig 1). Los conductos
eferentes, que conectan los tibulos testiculares con el epidididmo,
participan en procesos de resorcién y secreciéon de material al fluido
luminal. El segmento medio del epididimo, representado por gran
parte del caput mds el corpus, interviene directamente en la
maduracion del espermatozoide. Por dltimo, el segmento terminal, que
comprende la cauda mds el tibulo deferente proximal, se encarga del
almacenamiento del espermatozoide fértil. El epitelio de ambos
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Fig. 1. Morfologia del epididimo de conejo; conexion con la
red tubular del testiculo.



segmentos estd implicado en procesos de absorcién y secrecién
[Orgebin-Crist, 1987 #1; Moore, 1981 #57]. Este epitelio estd formado
por dos tipos principales de células: células principales predominantes
y pequefias células basales, cuya funcién hoy dia se desconoce. En el
segmento inicial se encuentran también las llamadas células apicales y
en todo el ducto existen "células halo". Las células principales
contienen un gran aparato de Golgi y numerosos microvilli en su zona
apical. Igualmente se pueden encontrar macrofagos en el epitelio en
cuestion.

En términos generales, todo el flufdo que llega al epididimo a
partir del testiculo sufre un proceso de reabsorcién en los conductos
eferentes y la parte inicial del caput. De esta forma se origina un
aumento de concentracién espermdtica en la suspensién luminal. Las
células principales secretan compuestos especificos y enzimas hacia el
fluido luminal que provocan modificaciones en la membrana
plasmitica y estructuras internas del espermatozoide, asi como en sus
funciones, haciendo que se conviertan en células métiles y fértiles.

Todavia no se conoce con exactitud el lugar concreto dentro del
epididimo de conejo al que debe ser transportado el espermatozoide
para alcanzar un determinado umbral fecundante para el oocito.

2. FUNCION DEL EPIDIDIMO
2.1.- Maduraciéon del espermatozoide en el epididimo

El epididimo aporta tanto las secreciones como el tiempo
necesario para que el espermatozoide inmaduro que abandona el
testiculo se convierta en una célula madura con capacidad de
fertilizacion del oocito. Los procesos de resorciéon que tienen lugar en el
epididimo pueden igualmente modificar el espermatozoide de forma
que pueda interaccionar con las diferentes secreciones circundantes,
Durante su trdnsito por este érgano, los espermatozoides desarrollan
su capacidad de fertilizacién tanto "in vivo" comeo "in vitro",
pudiéndose encontar en el corpus distal del epididimo de conejo
poblaciones de espermatozoides capaces de penetrar en un gran
porcentaje los oocitos correspondientes. Una vez que tal capacidad es
adquirida, no se producen aumentos significativos de la misma en
regiones mds distales del epididimo [Overstreet, 1974 #100].

2.2.- Capacidad fertilizante



2.2.1.- Motilidad del espermatozoide

La induccién de la capacidad del espermatozoide, dentro del
propio conducto epididimal, para sufrir un aumento progresivo de su
motilidad, es de vital importancia para que éstos puedan negociar con
éxito el cérvix o la juntura uterotubal. Los cambios en la composicidn
intracelular del espermatozoide, parecen ser directamente
responsables del incremento en la motilidad, estando el epididimo
directamente implicado en la facilitacién de estos cambios por medio
de un aporte o eliminacién de iones o cofactores que actuan sobre el
fltagelo (Brokaw, 1987 #26). La capacidad para desarrollar una
"motilidad hiperactivada” en las proximidades del oocito, debe
igualmente desarrollarse durante el triansito epididimal ([Overstreet,
1974 #100]).

2.2.2.- Capacitacién

La capacitaciéon es un proceso "pre-fertilizacién" necesario y sin
el cval los espermatozoides, incluso cuando alcanzan la madurez, son
incapaces de fertilizar el oocito (ya sea por alteraciones en la unién o
en la penetracién posterior en la zona peliicida). Inicialmente se
describié la capacitacion como un perfodo de residencia en el tracto
femenino precisado por el espermatozoide para poder fecundar los
oocitos recien ovulados ([Chang, 1984 #101]). La capacitacién es un
evento reversible protagonizado por "factores de decapacitacién” que,
de acuerdo con diferentes hipétesis, actuarian sobre espermatozoides
previamente capacitados en el tracto femenino; la naturaleza de tales
factores comprende péptidos, glicoproteinas y lipidos ([Davis, 1983
#102]).

Durante la capacitacién tienen lugar una serie de cambios en la
superficie del espermatozoide, que van desde una reduccién de la
carga en la superficie de la membrana hasta cambios que se traducen
en una alteracién en las propiedades de unién al oocito. Probablemente
representen  variaciones en las unidades carbohidratadas mas
expuestas al exterior, cambios puestos de manifiesto a través de
estudios que revelan modificaciones en sus propiedades de unién a
fectinas ([Brown, 1983 #65, Moore, 1981 #57])

Numerosos estudios han dado a conocer las alteraciones que
sufren las protefnas de membrana durante la capacitacién (cambios en
la distribucion de anticuerpos dirigidos contra estas proteinas [Brown,
1983 #65], reajustes de particulas intramembrana, y pérdidas de
proteinas de alto peso molecular del espermatozoide capacitado



[Bearer, 1990 #98; Oliphant, 1979 #29: Overstreet, 1974 #100]). El
epididimo juega un papel decisivo en la consecucién de este proceso;
igualmente, los andrégenos promueven Ia incorporacién de
aminodcidos en protefnas epididimales especificas que son secretadas
al lumen y que posteriormente se asocian a la superficie del
espermatozoide maduro ([Brooks, 1980 #37; Garcia, 1988 #77;, Zeheb,
1984 #30]).

La capacitacion, por tanto, refleja una fase de ciertas acciones
epididimales encaminadas a prevenir la expresién fuera de tiempo de
propiedades que adquiere el espermatozoide una vez que madura. La
estabilizacion de la membrana celular del espermatozoide por
adsorcion de proteinas o esteroles secretados por el epididimo se
revierte en el tracto femenino, de forma que los procesos
postcapacitacién ocurren en las cercanias del oocito recién ovulado

2.2.3.- Reaccién acrosomal

El término "reaccién acrosomal" se refiere a un conjunto de
cambios que tienen lugar en el acrosoma y que se traducen en la
liberacién de su contenido de enzimas hidroliticos y la exposicién de
una nueva membrana limitante de la porcién anterior de la cabeza del
espermatozoide, procesos esenciales para la fertilizacién ([Bedforfd,
1978 #103; Chang, 1984 #101; Bearer, 1990 #98]). La membrana
plasmdtica del espermatozoide se fusiona con la membrana acrosomal
externa localizada inmediatamente por debajo, dando lugar a la
aparicion de vesiculas membranosas. Sin embargo, el origen de los
cambios que tienen lugar durante la reaccién acrosomal no estd
esclarecido por el momento. La vesiculacién de la membrana de la
cabeza del espermatozoide ocurre gracias a que las membranas
implicadas estdn lo suficientemente cerca como para fusionarse, vy,
aunque se ha sugerido por diferentes autores la participacién del
citoesqueleto en este proceso ([Olson, 1983 #143]), ain no se conoce el
grado de implicacién microtubular. Algunos datos apuntan a que
ciertos cambios en la composicién de la membrana la hacen mds
susceptible para la fusién. Podrfa darse una mayor explicacién a este
punto si se conociera con exactitud la composicién de las membranas
participantes en la fusién, aunque se sabe, gracias a diferentes
estudios bioquimicos, que la membrana acrosomal externa contiene
mds colesterol y una menor actividad Ca2+-ATPasa que la membrana
plasmdtica. Una de las principales consecuencias de la reaccidn
acrosomal es la liberacion de enzimas ([Zaneveld, 1970 #13]), entre los
que merece mencién especial la denominada acrosina ([Bradford, 1981



#104; Johnson, 1983 #105]). La acrosina es una proteasa con capacidad
para digerir la zona pelicida, aunque el hecho de que el
espermatozoide pueda penetrar en zonas resistentes a acrosina y
tripsina puede explicarse mediante la accién de otros enzimas
acrosomales como la arilsulfatasa, que puede estar implicada
directamente en el proceso de penetracién. La acrosina estd presente
en el espermatozoide epididimal maduro en forma de un precursor
denominado proacrosina, que puede estar localizado en la membrana
acrosomal interna ([Bradford, 1981 #104]), en la matriz acrosomal, o
en ambas ([Johnson, 1983 #105]). Es liberada mediante autoactivacién
de la proacrosina una vez que tiene lugar la disrupcién acrosomal o
bien por accién de un enzima, la acrolisina. La liberacién prematura
del enzima se evita gracias al bajo pH existente en ciertos
compartimentos acrosomales o mediante inhibidores de tripsina
endégenos localizados en células espermdticas que no presentan este
pH dcido. Igualmente se ha demostrado que alguno de estos
inhibidores se pierde durante la capacitacién ([Goodpasture, 1981
#106]).

Los inhibidores de proteasas estin presentes en miltiples formas
y numerosos tejidos. Su funcién fisioldgica principal es evitar
proteolisis no deseadas, aunque en general, no se tienen excesivos
detalles sobre el papel que desempefian. Con la excepcién de las
macroglobulinas, que inhiben proteinasas de todo tipo, se puede
afirmar que los inhibidores proteicos actian gracias a un determinado
mecanismo caracteristico de cada una de las diferentes clases. Entre
todos éstos, los mejor caracterizados son los inhibidores de serin-
proteasas, que interaccionan con las proteasas de acuerdo con un
mecanismo comtn, En la superficie de cada molécula inhibidora existe
un puente peptidico a nivel del sitio activo, que se combina con el
enzima , haciendo las veces de substrato para ésta.

IEn el complejo estable enzima-inhibidor el sitio activo se
encuentra todavia intacto y el estado conformacional de los residuos
que lo circundan se corresponde con el éptimo para un substrato, Estos
sitios activos son muy rigidos y los cambios producidos durante la
interaccién de cada uno de los componentes del complejo enzima-
inhibidor son minimos,

Es caracteristico de estos inhibidores la presencia de varios sitios
reactivos homélogos en la misma cadena polipeptidica, y, por otro lado,
que el hecho de sustituir un aminodcido por otro en esta regidn,
conduce a un cambio en la actividad inhibidora. La hipervariabilidad
de estos sitios activos a lo largo del proceso evolutivo, estd en claro
contraste con la evolucién de los sitios actives de otras proteinas, que



se manifiestan como altamente conservados, del mismo modo que
sustituciones a ese nivel, originan una pérdida total en su actividad.

Durante los ultimos afios se ha sugerido que la funcién fisioldgica
de los inhibidores de proteasas en las secreciones de las gldndulas
accesorias masculinas estd relacionada con la fertilizacién ([Tschesche,
1974 #134; Goodpasture, 1981 #106]). Estos compuestos inhiben
acrosina y su eliminacidén parece estar involucrada en el proceso de
capacitacién ([Goodpasture, 1981 #106]).

Se acepta de forma general que los espermatozoides no entran en

contacto con estos inhibidores hasta que no se produce la eyaculacion.
Sin embargo, el haber encontrado altas concentraciones de inhibidores
de tripsina en el flufdo epididimal de carnero y cerdo puede indicar
que el espermatozoide se encuentra expuesto a altas concentraciones
de inhibidores de tripsina desde el momento que abandona el
testiculo.
Mediante ensayos de marcaje, se han localizado inhibidores exdgenos
de acrosina en la membrana acrosomal interna, mientras que los
inhibidores exdgenos anteriormente mencionados actuan solamente
sobre la fraccidn soluble del enzima, enfatizando este hecho la
importancia de la forma ligada del enzima durante la fertilizacidn.

3. PRODUCTOS DE SECRECION DEL EPIDIDIMO Y SU
REGULACION

3.1.- Secrccién y resorcién de proteinas epididimales

Como se ha mencionado con anterioridad, las diferentes
aportacioncs del epitelio del epididimo son imprescindibles para la
adquisicién de la capacidad fertilizante por parte del espermatozoide
([Bedford, 1975 #63 y Orgebin-Crist, 1975 #73}). A continuacién y de
forma resumida, se comentard el origen y los procesos de resorcién y
secrecién para los factores proteicos implicados.

3.1.1.- Origen de las proteinas epididimales
3.1.1.1.- Torrente circulatorio
[.a mayoria de las proteinas del fluido del epididimo son

diferentes a las que se encuentran en el plasma sangufneo o en el
flufdo testicular ([Brooks, 1980 #37]) aunque existe en el fluido una



importante cantidad de seroalbimina no procedente de las células
epididimales ([Regalado, 1989 #76]).

3.1.1.2.- Fluido testicular

El fluido testicular es otra fuente de proteinas plasmdticas que
entran en el lumen epididimal, dado que las células de Sertoli secretan
varias protefnas que han sido encontradas en el plasma sanguineo. Las
proteinas del fluido testicular que no se degradan por enzimas
proteoliticos en el lumen epididimal y que no atraviesan las células
epiteliales, se concentran gracias al procesc de resorcién de agua que
tiene lugar en la luz del epididimo, no apareciendo en éste si se
procede a la ligacién de los conductos eferentes testiculares. Entre
éstas cabe citar la ABP (Proteina de Unién a Andrégenos) y una serie
de productos proteicos de secrecidon de las células de Sertoli
(transferrina, ceruloplasmina, "clusterina", proteinas con capacidad de
unién a retinol y ciertos factores de crecimiento).

3.1.1.3.- Biosintesis epitelial

Aquellas protefnas que persisten en el epididimo una vez ligados
los conductos cferentes, son de un claro origen epididimal. La sintesis
y secrecién de protefnas epididimales en ausencia de testiculos
(castracién), aporta datos adicionales sobre la funcién biosintética
epididimal. Las células principales del caput poseen un contenide
proteico mis elevado que las células basales o los fibroblastos,
sugiriendo este hecho su actividad de biosintesis. Las células
principales del corpus, en términos generales, son mds activas que las
del caput en el proceso de sintesis proteica.

3.1.2.- Precursores para la sintesis proieica
3.1.2.1.- Aminodcidos

A lo largo del epididimo existe una reserva de aminodcios libres,
focalizdandose una parte en el propio lumen epididimal. Una fuente
importante de aminodcidos es el torrente circulatorio, mediandose en
general el trdnsito compartimental por transportadores especificos. La
y-glutamil transpeptidasa, uno de los diferentes enzimas responsables
del transporte de aminodcidos a través de las membranas celulares,
estd presente en el epididimo de conejo a nivel de los estereocilios,
lugar comunmente asociado con el movimiento de sustancias desde el



lumen al torrente circulatorio y a nivel intercelular. Todos los
aminodcidos presentes en altas concentraciones en el lumen epididimal
basan su mecanismo de transporte en procesos de 6smosis, pudiendo
ser utilizados posteriormente como precursores de protefnas.

Muchos son los estudios "in vitro" que han demostrado la
incorporacién de aminodcidos en proteinas epididimales ([Jones, 1981
#5, Regalado, 1989 #761), concluyéndose de forma general que la
capacidad de biosintesis y los productos proteicos del epididimo varian
a lo largo de sus diferentes regiones,

3.1.2.2 Azucares

La mayoria de trabajos que recientemente han aportado nuevos
datos sobre la procedencia de los componentes glucidicos epididimales,
se han centrado en el estudio y origen del dcido sidlico presente en el
epididimo, encontrindose éste presente mayoritariamente incorporado
en sialoproteinas del lumen epididimal. Las altas actividades galactosil,
glicosil 'y sialiltransferasa que muestra el epididimo pueden ser
responsables de la incorporacién de los correspondientes restos
glucidicos en protefnas.

3.1.2.3.- Fosfato

Aunque se desconoce hoy dia cuial puede ser la impertancia de
las formas fosforiladas de ciertas proteinas epididimales de secrecidn,
parece claro que la fosforilacién tiene lugar en el aparato de Golgi (de
forma previa al proceso de secrecidn). La incorporacién de restos
fosfatados en proteinas de secreciéon de diferentes sistemas.se postula
como una modificaciéon postraduccional. Se podria especular que un
mecanismo  similar opera igualmente en el epididimo
([Mongkolsirikieat, 1984 #14])

3.1.3.- Secrecidn proteica en el epididimo

Puesto que el espermatozoide epididimal pose€ una capacidad
limitada para la sintesis "de novo" de macromoléculas, la fuente
mayoritariamente tesponsable de las modificaciones en la superficie
de la membrana del espermatozoide es el propio epitelio epididimal.
Este hecho se comprueba a través de diferentes datos que muestran
como el epididimo secreta distintas proteinas que pueden unirse al
espermatozoide ([Brooks, 1985 #31; Moore, 1981 #57; Garcia, 1988
#771). Igualmente se observan diferencias en el ritmo de transporte
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que podrian reflejar una maquinaria biosintética desigual en las
células epididimales ([Brooks, 1983 #39; Olson, 1985 #40; Regalado,
1989 #76; Flickinger, 1981 #94; Jones, 1980 #68; Brooks, 1983 #39;
Orgebin-Crist, 1987 #1]). En resumen, podemos decir que una gran
variedad de proteinas es sintetizada y secretada por el epitelio
epididimal, algunas de las cuales se adhieren de forma especifica al
espermatozoide en el proceso de maduracién mientras que otras no
presentarfan especificidad alguna. Existen proteinas que influyen
sobre la motilidad del espermatozoide, otras, por lo que hoy se conoce,
aumentan su capacidad para reconocer el oocito, actuando como
factores de decapacitacién que previenen la reaccién acrosomal. Un
gran nuimero de enzimas estd presente en el flufdo luminal, siendo
secretadas algunas de éllas directamente por el epididimo, pudiendo
modificar la superficie del espermatozoide y estando posiblemente
involucradas en Ia interaccion de éste con la zona pelicida. La sintesis
de proteinas de secreciédn especifica estd sujeta a variaciones
regionales de tal manera que algunas protefnas son sdélo sintetizadas
en una regién y no en otras ([Jones, 1981 #5; Thomas, 1984 #6]). Otras
veces la especificidad regional no es tan acusada y determinadas
proteinas son sintetizadas en todo el epididimo aunque con claras
diferencias de intensidad ([Regalado, 1989 #76; Haro, 1988 #70; Jones,
1981 #5]). Estos hechos indican diferenciaciones celulares regionales
mucho mds importante de lo que sugiere la estructura de su epitelio.
La identificacién y funcién de estas protefnas de secrecién estd muy
poco avanzada. Dos de estos polipéptidos unen dcido retinoico
(INewcomer, 1990 #113]) y podrfan ser transportadores de esta
sustancia. La estructura del cDNA para una proteina de 24 KDa
sintetizada en el epididimo del ratén es conocida, pero no la
funcionalidad de la misma ([Faure, 1991 #145]). El conocimiento de la
hiosintesis de protefnas epididimales de secrecién es importante para
la posterior identificacién y caracterizacién de su posible papel
fisioldgico.

3.1.4.- Resorcidén proteica en el epididimo

Se ha demostrado que las células principales ([Gerard, 1988
#211) estdn implicadas en la resorcién de proteinas Iuminales del
cpididimo; estas inclusiones celulares no se encuentran cuando se
procede a la ligacién del corpis, lo que sugiere que serian secretadas
en porciones anteriores donde se unirfan al espermatozoide. Esta
observacién implica que o bien la cantidad de glicoproteina secretada
por el epididimo estd relacionada con el mimero de espermatozoides

10




luminales, o, por otro lado, que la captacién de protefnas por parte del
epitelio se ve inhibida por el flujo de las secreciones testiculares. Las
proteinas unidas al espermatozoide no solo no atraviesan la barrera de
las  células epiteliales, sino que éstas, que en algin momento
contuvieron tales proteinas, son capaces de digerirlas.

3.2.- Regulacion androgénica de proteinas epididimales
de secrecidn

La diferenciacién, crecimiento, y actividad secretora de las
glandulas del aparato reproductor masculino, dependen
fundamentalmente de andrégenos provenientes del testiculo. En los
dltimos afios, la identificacién de marcadores bioquimicos altamente
sensibles y especificos que permiten calibrar los efectos de la
testosterona en estos tejidos, ha aportado informacién concluyente
sobre los sucesos tempranos que, a nivel molecular, tienen lugar
durante la accién de las hormonas esteroides ([Higgins, 1978 #47,
Higgins, 1978 #52]). La adquisiciéon de la capacidad fertilizante y el
poder de supervivencia del espermatozoide son fenémenos andrégeno-
dependientes (|Orgebin-Crist, 1975 #73]). Los andré6genos son
igualmente importantes para el mantenimiento de la integridad
morfoldgica y funcional del epididimeo. Estas acciones androgénicas son
resultado directo de interacciones con receptores de andrégenos que
estdn presentes en concentraciones variables a lo largo del conducto
epididimal ([Toney, 1988 #2]), receptores que se caracterizan por un
alto grado de especificidad, una baja tasa de disociacién de los
andrégenos que unen, y por la unién competitiva manifestada por
antiandrégenos para ligarse a sus mismos sitios de unién. La
interaccién de la hormona con el correspondiente receptor, conduce a
un cambio en la sintesis del mRNA que codifica para proteinas
especificas reguladas por andrégenos. Lste control de la sintesis
proteica en los tejidos diana a través de una regulacién de la
concentracién celular de mensajero, varia segin el tejido del que se
trate. Asi por ejemplo, en la préstata la testosterona aumenta
preferencialmente la cantidad de mRNA que codifica para las
principales proteinas de secrecién, mientras que en la vesicula seminal
cjerce una respuesta generalizada estimulando de forma local la
sintesis de protefnas. Cabe mencionar igualmente que el perfil de
proteinas epididimales de secrecién es considerablemente mas
complejo que el de la prdéstata o vesiculas seminales, donde la
secrecion se asocia a un nimero limitado de proteinas. Adicionalmente,
el epididimo desarrolla una respuesta pequefia a androgenos,
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considerando la tasa global de sintesis proteica, en relacion a prostata
y vesiculas seminales ([Brooks, 1980 #37]). Sd6lo unas cuantas
proteinas epididimales de secrecién son andrégeno-dependientes,
segin ponen de manifiesto las técnicas comunmente utilizadas, si bien
otras proteinas de respuesta a andrégenos puedan estar presentes,
quedando su deteccién enmascarada por proteinas coincidentes sin
respuesta alguna al control androgénico. Mediante el andlisis de los
productos de traduccién y con sondas de cDNA especificas se pueden
identificar especies de mRNA  cuya concentraciéon pueda verse
alterada hormonalmente ([D’Agostino, 1980 #35; Faure, 1991; Brooks,
1986 #22]). También mediante marcaje con aminodcidos radiactivos se
observan diferencias de sintesis ([Jones, 1981 #65; Orgebin-Crist, 1987
#107, Toney, 1988 #127; Regalado, 1989 #116]. Los andrégenos
pueden tanto inhibir como inducir la sintesis de determinadas
proteinas ([Orgebin-Crist, 1987 #1; Regalado, 1989 #76]).

En diferentes trabajos, se han cuantificado los cambios
ultraestructurales que tienen lugar en el epitelio epididimal en el
periodo inicial en el que los espermatozoides almacenados se
convierten en infértiles después de la castracién. Estos ensayos
muestran como al perder los espermatozoides su vitalidad, las células
principales de la cauda y del caput sufren una serie de cambios
producto del cese en la produccion de macromoléculas y un aumento
en su actividad lisosomal. Por el contrario, las células apicales del
caput no sufren alteraciones importantes transcurride un tiempo
después de la castracion. Se puede especular por tanto, que las células
principales suponen el soporte fundamental del epididimo,
constituyendo la secrecién, mds que la resorcién, su funcién
androgeno- dependiente principal.

A diferencia de la préstata y las vesiculas seminales, cuyo
suministro androgénico procede del torrente circulatorio y linfitico, el
epididimo rtecibe un aporte adicional de andrégenos directamente del
testiculo a través del fluido testicular. Esta testosterona del fluido
testicular, que se encuentra en concentraciones mucho mids elevadas a
las plasmdticas, se cree es importante para el mantenimiento de una
completa actividad de secrecién y resorcién en los segmentos inicial y
proximal del caput.

LLos receptores de andrégenos se encuentran igualmente
presentes en c¢l epididimo inmaduro ([Toney, 1988 #2]), pudiendo
actuar sobre la sintesis de proteinas tisulares mediante un fendmeno
directamente dependiente del estadio de desarrollo epididimal. Por
otro lado, se mantienen diversas hipdtesis sobre el papel que los
estrégenos pueden desarrollar en la regulacién del tracto masculino



(por ejemplo, provocar un aumento en el tiempo de trdnsito del
espermatozoide a través del epididimo). El receptor estrogénico sufre
una serie de cambios en su coeficiente de sedimentacidn, segin sea el
estadio del desarrollo en que se encuentre, pasando desde una forma
8-9S bajo condiciones de baja fuerza idnica en el citosol epididimal
preparado a partir de epididimos inmaduros, hasta una forma 3-4S8 en
el citosol epididimal obtenido utilizando animales sexualmente
maduros. Aunque esta forma 3-4S del receptor puede unir estradiol,
no podrd seguidamente interaccionar convenientemente con el
correspondiente DNA, deduciéndose que el receptor estrogénico no es
funcional en el epididimo maduro. Esta condicién del receptor
estrogénico parece deberse a la induccién o activacién de una proteasa
especifica en el animal maduro. Se ha demostrado recientemente que
se trata de una proteasa andrégeno-dependiente, conduciendo el cese
en el aporte de andrégencs a la aparicién de la forma 8-95 del
receptor estrogénico en todos los segmentos del epididimo.

3.3.- Regulacién por temperatura de la funcion del
epididimo

Como se ha mencionado con anterioridad, la regién terminal del
epididimo, la cauda, sirve como lugar de almacenamiento para los
espermatozoides una vez que se completa su maduracidn,
localizdndose en esta parte mds espermatozoides que en ninguna otira
([Amann, 1981 #107]). El almacenamiento parece depender de
condiciones especiales creadas en la cauda epididimal. Los factores
dltimos responsables de las propiedades de este resguardo
especializado no han sido por el momento identificados, pero desde
luego son dependientes de dos factores primarios: andrégenos
([Orgebin-Crist, 1975 #106]) y la relativa baja temperatura (~32°C) de
la cauda ([Glover, 1960; Foldesy, 1982]).

Aun en la actualidad resulta dificil explicarse el significado
adaptativo de la condicién escrotal y los mecanismos fisiolégicos por
los que se produce el descenso del testiculo y epididimo a un entorno
més frio. Desde los primeros hallazgos (Moore y Fukui en 1923) en los
que se indica cémo la funcién espermatogénica del testiculo depende
de una baja temperatura solamente posible en el escroto, un gran
nimero de investigaciones se han centrado en el testiculo. De esta
forma, hoy dia conocemos que muchos estadfos del ciclo germinal son
susceptibles a eventuales elevaciones de la temperatura. Diferentes
trabajos se han centrado en el estudio de la regulacién de la
temperatura testicular, comprobdndose que una elevacidn desde Ia
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temperatura del testiculo escrotal hasta la que presenta el abdomen,
va acompafiada de cambios en distintos sistemas metabdlicos
([Bedford, 1978 #607).

A diferencia del testiculo, el interrogante sobre la posible
dependencia térmica del epididimo escrotal no ha recibido tanta
atencién, no pudiendo por el momento dar una explicacién concreta
sobre el efecto de la temperatura abdominal sobre la fisiologia del
epididimo. Desde largo tiempo atrds se sabe que la colocacién de
ambos testiculos y epididimos en el abdomen conduce en cuestién de
dias a una pérdida de la capacidad fertilizante del espermatozoide
epididimal maduro, del mismo modo que los cambios que se originan
en respuesta a la temperatura abdominal, aparecen de forma mds
precoz en el espermatozoide inmaduro que en el maduro. Entre las
diferentes consecuencias que origina la elevacién térmica cabe
mencionar las siguientes: efectos limitados sobre la secrecidn
epididimal, cambios en la histologia del epididimo, en su contenido en
dcido sidlico y alteraciones en la incorporacién de fenilalanina en
proteinas. La estrecha dependencia funcional del epididimo escrotal de
la secrecion testicular, hace que ¢l descenso en el contenido de
andrégenos y posiblemente otros productos en el testiculo
criptorquidemizado, plantee ciertas dudas sobre la respuesta del
epididimo per se a la temperatura elevada. No se puede afirmar que
un deterioro rdpido del espermatozoide y otros cambios en el
epididimo sean causa directa de la temperatura abdominal o de una
liberacion hormonal inadecuada por fallo del testiculo, sino que
posiblemente ambos hechos estén conjuntamente implicados.

Estudios recientes ([Bedford, 1991 #7]), indican que la influencia
de la temperatura abdominal sobre el epididimo puede originar la
supresion de determinadas macromoléculas del fluido epididimal que
en condiciones normales se unen a la superficie del espermatozoide
([Esponda, 1986 #8]). Curiosamente, estas mismas variaciones del
fluido se pueden provocar por castracién. Por iltimo, cabe mencionar
que la exposicién prolongada a la temperatura abdominal no meodifica
el transporte iénico en el epididimo de conejo ([Jones, 1975 #108]),
como fue sugerido en un principio. Es posible, pues, que Ia
temperatura abdominal esté modificando la sintesis de proteinas de
secrecidn de la cauda,

Es un fendmeno bien conocido y extensible a un gran ndmero de
células el que un aumento de la temperatura conlleva la expresién de
los denominados genes de choque térmico. Estos genes codifican para
productos proteicos que supuestamente actian uniéndose a factores de
naturaleza peptidica, tal y como se ha demostrado para el nucleolo y
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componentes del reticulo endopldsmico ([Wu, 1984 #1407). El andlisis
molecular de la expresién de los genes de choque térmico permite
concluir que la mayoria de las protefnas de choque térmico (HSP) estdn
presentes en la célula en condiciones normales, incrementindose su
cantidad de forma considerable después de la induccién térmica. Por el
momento, $in embargo, se desconocen las razones moleculares de la
sensibilidad de las células germinales a la hipertermia. Si la funcién de
las. HSP 'y chaperoninas relacionadas es unirse a polipéptidos
incompletos, no glicosilados o de conformacién irregular, previniendo
asi la acumulacién y el transporte de tales proteinas a los diferentes
compartimentos celulares, podria pensarse en una cierta
responsabilidad sobre los efectos secundarios que la elevacién de la
temperatura conlleva([Lemaire, 1991 #109]).

4. LOS RETINOIDES EN LA FUNCION DEL TESTICULO Y
EPIDIDIMO

El retinol (Vitamina A) es un micronutriente esencial para el
mantenimiento del testiculo y el epididimo asi como un correcto
funcionamiento de la espermatogénesis. Cuando cesa el aporte de
vitamina A se produce una degeneracién del epitelio germinal, un cese
completo de la actividad espermatogenética y una serie de cambios
morfolégicos a nivel del epidididimo. Estos fenémenos se puden
revertit con un aporte de retinel, siendo inefectivo el #cido retinoico,
metabolito importante del primero, En un principio se pensé que el
dcido retinoico no tenfa papel alguno en ia espermatogénesis y la
funcion testicular, sin embargo, se han encontrado cantidades
importantes de dcido retinoico en el testiculo de rata, conteniendo
tanto testiculo como epididimo cantidades sustanciales de una proteina
especifica que liga dcido retinoico (CRABP) ([Ong, 1982 #1107).

Los cambios que se observan en el testiculo cuando se suministra
retinol o retinoico son diferentes, indicando que influyen sobre la
expresion de ciertos genes de manera diferente. Por tanto, el retinol y
el dcido retinoico seguramente tengan funciones independientes vy
especificas. Un hecho comiin para ambos es la existencia de proteinas
especificas de unidén. Las proteinas intracelulares de unién a retinol,
CRBP, y al dcido retinoico, CRABP, presentan localizaciones celulares
especificas. La CRBP se encuentra en abundancia en las células de
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Sertoli del testiculo ([Kato, 1985 #112; Porter, 1985 #111]) y en Ias
células principales del caput epididimal ([Kato, 1985 #112]).

Ademds de estas proteinas intracelulares, se han encontrado
algunas protefnas de unién a retinol relacionadas entre si, aunque
distintas a la RBP, secretadas por ltero y endometrio en respuesta a
progesterona ([Clawitter, 1990 #114]). Ademds, se han aislado del
lumen epididimal de la rata dos protefnas que unen con alta afinidad
dacido retinoico "todo-trans"” ([Ong, 1988 #115]) (Tabla 1). Estas
proteinas de secrecién podrian funcionar como transportadores
intercelulares de retinoides.

Por otra parte, el comprobado efecto de los retinoides sobre el
aparato reproductor, se ve corroborado por la existencia en sus
cpitelios ([ De Luca, 1991 #144]) de un receptor para 4cido retinoico
que actoa como factor de transcripcién modulando la expresién de
genes especilicos.

Todos cstos datos sugieren un importante, sino indispensable,
papel de los retinoides en el correscto funcionamiento del testiculo vy
epididimo.

Mr LIGANDO FUNCION
PROTEINA APROXIMADO PRINCIPAL SUGERIDA
(KD)
RBP 21 Retinol Transporte
I _ plasmitico
IRBP 140 Retinol, retinal Transporte

intercelular en el

_ ciclo visual _
Cualro  proleinag 22 Retinol Transporte hacia el
scercetadas en el feto

utero de cerdo

Dos proteinas 20 Acido retindico Transporte
luminales del intercelular
epididimo de rata

CRBP (I) 16 Retinol Donador en la
reaccion LRAT®,
lransporte
intracelular
CRBP (1) 16 Retinol Donador en la
reaccién LRATH*
CRBP (1D 15 Retinol ?
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CRABP (I)

16

Acido retinoico

Transporte
intracelular,
regulacion de la
concentracidn de
dcido retinoico libre

CRABP (II) de rata
nconatal

15

Acido retinoico

Transporte
intracelular,
regulacién de la
conceniracion de
dcido retinoico libre

' CRABP (1) de pollo
cmbrionario

16

Acido retinoico

Transporte
intracelular,
regulacién de la
concentracion de
dcido rctinoico [ibre

CRALBP

36

Retinal

Reacciones
enzimdticas en el
ciclo wisual

RAR o

50

Acido retinoico

Faclor de
transcripcidn
ligando-dependiente

RAR B

50

Acido retinoico

Factor de
trangcripeidn

| lipando-dependicnic

RAR v

50

Acido retinoico

Factor de
transcripeidn
ligando-dependiente

RXR o

30

Acido retinoico

Factor de
transcripcién
ligando-dependiente

Tabla 1.

*Legitina:

retinol

aciltransflcrasa

L7

Proteinas de unidn a retinoides.




OBIETIVOS




Los objetivos planteados en el presente trabajo son:

.- Caracterizacién del patrén de proteinas de
secrecion en el epididimo de conejo y estudio de las
diferencias existentes entre las principales regiones
epididimales, caput, corpus y cauda.

2.- Estudio de la regulacién por andrégenos de las
proteinas de secrecion del epididimo de conejo.

3.- Comparacidon de la regulacion por andrégenos y
por temperatura de la biosintesis de las proteinas
anteriormente mencionadas. Relacion entre los
mecanismos posiblemente implicados.

4.- Purificacién, caracterizaciéon y papel fisiolégico
de proteinas epididimales seleccionadas en funcidn
de su control androgénico y térmico.

5.~ Localizacién ultraestructural de proteinas de
secrecion epididimales asociadas a la superficie del
espermatozoide proveniente de la cauda epididimal
de conejo: implicaciones fisiolégicas.
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MATERIALES
Y
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1. MATERIALES
1.1.- Animales de experimentacién

En los experimentos realizados, se utilizaron conejos machos de la
raza New Zeland de unos ocho-diez meses de edad.y aproximadamente
tres-cuatro Kg de peso. Los conejos inmaduros eran de la misma raza y
de un mes de edad. Por dltimo, para la inmunizacién con antigenos
epididimales, se emplearon ratas de la raza Wistar de unos 150 g de
peso.

1.2.- Productos

El medio de cultivo DMEM fue suministrado por Gibco

La acrilamida, N,N' metilenbisacrilamida, persulfato aménico,
TEMED (N,N,N'N'-tetrametiletilendiamina), 2-mercaptoetanol, Tween-
20, SDS y urea son de Merck.

El azul de Coomassie R250, Negro Amido, NBT (Nitro Blue
Tetrazolium: cloruro de 2,2' di-p-nitro-fenil-5,5'-difenil-3,3'-(3,3'-
dimetoxi-4,4'-difenilen) ditetrazolium), BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato), azul de bromofenol son de Serva.

El Tris, a-cloronaftol, NTCB (Acido 2-nitro, 5 tiocianobenzoico),
seroalbimina bovina, ovoalbimina bovina, Tritén X-100, azul de
Coomassie G250, rojo Ponceau S y las proteinas marcadoras de peso
molecular son de Sigma,

El inhibidor de RNasas es de Boehringer y el lisado de
reticulocitos de Amersham y Promega-Biotec.

Los productos radiactivos: proteina A marcada con 12351, L-[355]
metionina, [3H] dihidrotestosterona son de Amersham.

Los anticuerpos IgG de rata dirigidos contra conejo y conjugados
a peroxidasa y fosfatasa alcalina son de TAGO. El suero de conejo no
inmune fue obtenido a partir de animales preinmunes. La protefna A
conjugada a particulas de oro coloidal de 10 nm es de Jenssen. La
suspension de Staphylococcus aureus es de Calbiochem-Behring

La nitrocelulosa es de Millipore y Schleicher & Schuell.

Las peliculas para autorradiografia son de Agfa (Curix RP2) y
Kodak (X-Omat).

Las sales orgdnicas ¢ inorgdnicas, y solventes orgdnicos no
citados son de Merck, Sigma y Carlo Erba.
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2,- METODOS
2.1.- Tratamientos

- Castracién: se llevé a cabo a través de una incisién
escrotal.

- Tratamiento con andrégenos: inmediatamente después de
la castracién se inyectaron intramuscularmente 20 mg de Testoviron-
Depot y 5 mg de propionato de testosterona (Schering AG.). Después de
este primer tratamiento los animales reciben 5 mg diarios de
testosterona.

- Incremento térmico de la cauda: segin las técnicas
estandar descritas ([Bedford, 1978 #60, Esponda, 1986 #8]). Tras
practicar una incisién abdominal, la cauda y el corpus del epididimo
fueron separados del testiculo y la cauda ligada a la pared abdominal
anterior mediante una sutura, devolviendo seguidamente el testiculo a
la cavidad escrotal. El epididimo contralateral permanecié en su
situacion natural, con el fin de utilizarlo como control, consiguiendo de
esta  forma obtener resultados de un misme animal en cada
experimento.

Los (ratamientos descritos se prolongaron por un espacio de 15
dias.

2.2.- LEspermatozoides y fluido epididimal

Las caudas de conejo, previa separacién del tejido adiposo
circundanie, fueron perfundidas con la ayuda de una bomba
peristdltica por inyeccién retrégrada de medio esencial de Dulbecco
(DMEM), a través del vaso deferente. El liquido perfundido asi
obtenido se centrifugd a 2000g y 4°C durante 5 min.. El sobrenadante,
denominado [luido epididimal, se utilizé para inmunizaciones, andlisis
electroforéticos y para la purificacién de proteinas, tal y como se
describe mds adelante. ,

El sedimento de espermatozoides fue cuidadosamente
resuspendido en 1 ml de DMEM y centrifugado como en el caso
anterior. El sedimento resultante fue lavado dos veces de la misma
forma, para ser finalmente resuspendido en 0.1 ml de DMEM y usado
para microscopia electrénica.
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2.3.- Cultivo de explantes

El cultivo de explantes fue llevado a cabo esencialmente como se
ha descrito para otros tejidos ([Nieto, 1980 #72; Fernindez-Renau,
1984 467]). Basicamente, el procedimiento consistié en cortar
porciones del epididimo en fragmentos (1-2 mm3) que se incubaron
posteriormente a 35 ©C en pequefios viales con 0.5 ml de DMEM. Salvo
para los ensayos sobre la sintesis regional de proteinas, se tomaron
explantes de diferentes regiones del epididimo, juntdndose en cada
vial, con el fin de representar los procesos de sintesis y secrecidén de
todo el epididimo. La incubacién se llevé a cabo en un bafio con
agitacion bajo una atmésfera de 95% 07 -5% CO2. Después de una
incubacion de 30 min., se sustituyé el medio y se afiadieron 30 pnCi de
[35S]metionina (800 Ci/mmol); la incubacién se continué por un tiempo
adicional de 3 h.. Seguidamente se tomé el medio de cada uno de los
viales, centrifugdndolo durante 10 min. a 10.000 g. Se separé el
sobrenadante, apartindolo para determinaciones posteriores.de
proteinas de secrecidn. Los explantes de tejido se homogeneizaron en 1
ml de PBS que contenfa 1% Triton X-100 (PBS-D), se centrifugé como
en el caso anterior y se recuperé el sobrenadante. Posteriormente se
tomaron porciones tantc de medio como de homogenado para la
medida de la radiactividad incorporada a proteinas ([Nieto, 1980 #72]).
Igualmente se tomaron pequefias alicuotas para la determinacién del
contenido proteico tisular ([Bradford, 1976 #117; Lowry, 1951 #71}),
para ensayos de inmunoprecipitacién y andlisis electroforéticos como
s¢ describird mds adelante,

2.4.- Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas (PAGE) en condiciones
desnaturalizantes se realizé en geles de poliacrilamida segin el método
de Laemmli (1970}, utilizando geles de una concentracién de
acrilamida del 12.5% en presencia de SDS.

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizé
exactamente de la misma manera pero omitiendo el SDS en todas las
soluciones.

Los geles se tifieron con azul de Coomassie segin el método de
Fairbanks y col (1981}, Las protefnas marcadas radiactivamente se
detectaron mediante fluorografia con PPO ([Bomnner, 1974 #64]).

2.5.- Técnicas inmunolégicas
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2.5.1.- Preparacién de anticuerpos
2.5.1.1.- Anticuerpos contra antigenos totales

Con el fin de obtener anticucrpos frente al mayor nimero de
proteinas del fluido epididimal, se tomé una porciéon del mismo
conteniendo del orden de 20 pg de protefna y se emulsioné con un
volumen igual de adyuvante completo de Freund. La emulsién asf
obtenida fue inyectada via subcutdnea en ratas Wistar. Al cabo de 10
dias, los animales recibieron dosis similares, a intervalos semanales,
utilizando en  este caso adjuvante incompleto para preparar la
emulsion. Aproximadamente al mes de la primera inyeccidn se extrajo
sangre de la vena caudal, se preparé el suero por coagulacién vy
centrifugacion 'y sc¢ chequed el titulo de los anticuerpos mediante la
técnica de inmunodifusién doble (Ouchterlony),

2.5.1.2.- Anticuerpos contra antigenos purificados

Para la obtencién de antisueros especificos, las protefnas del
fluido epididimal fueron separadas mediante SDS-PAGE como  se
describe en el apartado 2.4, Después de la tincidén, se corté el
fragmento del gel (con 10-20 lg) conteniendo la banda proteica
descada, se neutralizé mediante sucesivos cambios en PBS y se
procedid a su emulsificacién con adyuvante de Freund, sirviéndose
para clHo de un homogeneizador, La via y pauta de administracién
fueron similares a las descritas en el apartado anterior.

2.5.2.- Inmunotransferencia ("Western blotting”)

Las  proteinas separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida, ¢n presencia de SDS, se transfirieron a filtros de
nitrocelulosa segin el método de Towbin y col., (1979). Los filtros se
tifieron entonces con 0.2% rojo Ponceau en 3% TCA, se fotografiaron y
s¢ destificron con PBS. A continuacién los filtros se saturaron durante
[ h. con PBS conteniendo 0.05% Tween-20 (viv) (PBS-T) y 1% SAB
(p/v); 1a incubacién con el primer anticuerpo diluido (1/100) se
efectud durante 3-16 h. a 259C. Después de varios cambios con PBS-T,
sc incubaron los [filtros durante 2 h., con el anticuerpo conjugado a
peroxidasa (conejo anti-[1gG de rata]). Finalmente, los filtros se
volvieron a lavar exhaustivamente con PBS-T. La reaccién de la
peroxidasa sc desarrollé en 50 mM Tris-HCl pH 7.5 con H2O2 y a-
cloronaftol.



En algunos experimentos se utilizé en lugar de un segundo
anticuerpo, proteina A de Staphylococcus aureus inarcada
radiactivamente con 1251 ([Burnette, 1981 #1211). La incubacién con
esta proteina (0.1 pCifml, en PBS-T) se realizé durante 20 min. a
temperatura ambiente. Los filtros se sometieron a varios lavados con
PBS-T 'y posteriormente se expusieron sobre peliculas para
autorradiografia.

2.53.- Inmunoprecipitacién

La inmunoprecipitacién de las protefnas marcadas procedentes
de los explantes incubados (apartado 2.3 de "Métodos") se efectud
seglin procedimientos anteriormente descritos ([Fernindez-Renau,
1984 #67]). En resumen, se diluyeron en PBS-D diferentes porciones
de los homogenados de explantes y se incubaron a 4°C durante toda la
noche con antisuero o suero preinmune respectivamente. La
inmunoprecipitacion se llevé a cabo con cantidades crecientes e
antisuero con el fin de asegurar una completa precipitacién del
antigeno radiactive. El complejo antigeno-anticuerpo se precipité con
una suspension de protefna A de Staphylococcus aureus y ¢l sedimento
obtenido se lavd varias veces con PBS-D (con centrifugaciones
intermedias), para finalmente medir su radiactividad,

2.5.4.- Inmunomicroscopia elecirénica

A Ta suspensidn de espermatozoides lavados (0.1 ml, apartado
2.2 de "Métodos") se le fue aiiadiendo lentamente Yy con agitacién
suiave 4% paraformaldehido en PBS frio hasta 2 ml. Se dejé reposar la
mezela o 49C durante 1 h. y los espermatozoides ya fijados se
recogieron por centrifugacién y se trataron con 0.1 M glicina para
bloquear cualquier resto de fijador. Las rejillas recubiertas de carbén
coloidal  se suspendieron durante 5 min. sobre goticulas de la
suspension de  espermatozoides a analizar, tratando posteriormente las
rejitlas durante 15 min, con 4% ovoalbimina en PBS (PBS-ov). Todos
los pasos subsiguicntes se realizaron con reactives diluidos en PBS-ov.
Las rejillas se incubaron durante 2 h. con el primer anticuerpo o suero
preinmune  respectivamente  (diluidos ambos  1/200). Posteriormente,
las rejillas se incubaron, después de un lavado previo, durante 1 h. con
el segundo anticuerpo (concjo anti-[IgG de rata]) diluido 1/200.
Después de lavados exhaustives con PBS, las rejillas se incubaron 1 h
con proteina A conjugada a oro coloidal diluida 1/40, se lavaron varias
veees  y se secaron al aire antes de proceder al examen en un
microscopio electrdnico Jeol 10013.

24



2.6.- Aislamiento de RNA celular total

Basicamente, se aplicé el procedimiento descrito por Brawerman
([Brawermann, 1974 #122]).

El tejido se congelé en Ny liquido inmediatamente después de su
extraccion, se pulverizé en un mortero y se homogeneizé en 5 vol
(p/v) de tampén de homogeneizacién (Tris-HCI 0.1M pH 9, SDS 0.5%,
EDTA 2mM) y otros 5 volimenes de fenol equilibrado en el tampdn
anterior hasta un pH de aproximadamente 9. Se efectuaron tantas
fenolizaciones como fueron necesarias hasta obtener una total
desproteinizacion,

Los dcidos nucleicos se obtuvieron mediante precipitacién con
etanol de la fase acuosa final, y el RNA fue separado del DNA, por
solubilizacién en alta sal, bien NaAcO 3M o LiCl 2M. La concentracion
se determind espectrofotométricamente, asumiendo que 25 u, de Azs0
equivalen a Img/ml de RNA ([Maniatis, 1982 #123]).

2.7.- Obtencion de poli (A)* RNA

Basicamente se llevé a cabo siguiendo el procedimiento de
Lombardero y Nieto (1981). Brevemenete, el poli (A)* mRNA se aislé
por cromatograffa en Oligo (dT)-celulosa, en presencia de SDS. Con este
método, aparentemente se obtienen mRNAg intactos, como se deduce a
partir de ensayos de "Northern" llevados a cabo con sondas especificas
de ¢cDNA (|Haro, 1988 #70]).

. g

2,8.- Ensayos de traduccidén in vitre en sistemas libres
de células.

El poli (A)* RNA se tradujo utilizando lisados comerciales de
reticulocitos de conejo, caracterizados por la reproductibilidad en la
traduccion de un amplio rango de RNAs mensajeros exdgenos,
utilizando las condiciones recomendadas por el fabricante. Los ensayos
(volumen final de 50 pl) se incubaron durante 1 h. a 30°C en presencia
de [338|metionina; transcurrido este tiempo, se tomaron alicuotas para
medir la radiactividad incorporada a protefnas y para SDS-PAGE de los
productos totales. La inmunoprecipitacién subsiguiente se llevé a cabo
seglin se describe en el apartado 2.5.3.

2.9.- Determinacion de receptores de andrégenos



Puesto que el epididimo contiene, ademds de receptores de
andrdégenos, proteinas con alta afinidad para andrégenos, se eligié una
determinacién basada en la unién especifica de los receptores
hormonales activados a DNA ligado a celulosa ([Sherman, 1984 #131;
Yamamoto, 1985 #130)]),

La cauda se homogeneizé en 5 voldmenes (p/v) de tampén TDG
(2 mM DTT, I mM EDTA, 10% glicerol, 40 mM HCI-Tris, pH 7.5). El
homogenado se centrifugé durante 1 h a 100.000 g, llevando el
sobrenadante hasta saturacién con 40% de (NHs)2S04. Este tratamiento
purifica parcialmente el receptor y lo convierte en una forma con
capacidad de unién a DNA ([Chang, 1981 #132]). El precipitado proteico
se resuspendid en tampén TDG y el receptor se marcé radiactivamente
incubédndolo a 0°C durante 2 h con 10 nM [3H]dihidrotestosterona. La
hormona libre se adsorbié con carbén-dextrano ({Chang, 1981 #132]) vy
la solucién se pasé lentamente por una columna de 0.5 ml de DNA-
celulosa. Después de varios lavados con tampén TDG, el receptor ligado
se eluyé con 0.5 M NaCl, determindndose la radiactividad que ha
incorporado. En otro tipo de medidas, el precipitado de (NH4)2S804 de
receptor no marcado se purificé por medio de la DNA-celulosa, como se
acaba de describir, ensayando el receptor elufdo por el método del
carboén dextrano ([Leake, 1987 #133]). Ambos tipos de medidas
arrojaron resultados similares.

2.10.- Purificacién de proteinas del fluido epididimal
A continuacidén se presenta de forma esquemdtica el proceso

levado a cabo para la purificacion de los distintos componentes
proteicos epididimales que fueron de nuestro interés.
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Perfusién de Caudas con PBS

Sedimentacién de eipernmtozmdes

Sedimento Sobrenadante

Fluido epididimal liofilizado y retomado en 0.7 ml de agua

Scephadex G100 45cemx Ldeom @
Eluyente: PBS

Fracciones: 1.5 ml

Reunién de fracciones en el rango 10.000-30.000 kDa

Licfilizar y retomar en 1 ml de agua

4

Dializar contra 40 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl (Tampén 1)

DEAL celulosa 6emx 053 em gf

CGiradienie tmpdn | hasta
B0 mi NaCl
FRACCIONES Y I DE EP21 Fracciones 1.2 ml

INHIBIDOR DE PROTEFEASAS

2.11.- Purificaciéon de acrosina

Se siguio el procedimiento descrito por Kenneth y col. (1977) con
ciertas modificaciones. El método se basa en la extraccidn de
proacrosina de los espermatozoides en medio dcido. La proacrosina se
autoactiva  posteriormente en medio  bidsico para dar acrosina.
Brevemente el método consiste en:
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Perfusion de Caudas con PBS

Sedimentacién de espermatozoides

| !

Sobrenadante Sedimento

}

Lavar 3x con PBS

}

Resuspender en 1 ml de 2% AcH

Mantener toda la noche a 4 grados centigrados

}

Centrifugar 14.000 g durante 5 min.

g
Sedimento Sobrenadante

1

Liofilizar y retomar en 200 ulde 1 mM HCI

Sephadex G-10029 cm x 1.1 em
Tampon: 1 mM HC!

Flujo 10 mih

Fracciones 0.5 mi

L
Reunir fracciones pico de proacrosina, ofilizar hasta concentrar proacrosina 2x

|

Activacién a pH 8 con 10 mM CaCl

2.12.- Ensayos para la deteccion de la actividad
antiproteasa

2.12.1.- Utilizacion de substratos naturales: azocaseina

Basicamente el procedimiento utilizado fue el descritc por Sarath
y col (1989). El substrato coloreado (azocaseina) se incuba con un
enzima proteolitico en presencia o ausencia del inhibidor de proteasas.
La azocaseina no digerida se precipita con TCA y los péptidos solubles
coloreados se miden espectrofotometricamente. La reaccién se
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mantiene 2 h a 379C en obscuridad, parfndose por adicién de 300 pl
de 10% TCA a cada tubo de reaccidn, que se mantendrdn
posteriormente 15 min. a 09C para asegurar una completa
precipitacion de la azocaseina no digerida.

2.12.2.- Utilizacién de substratos sintéticos: substratos
conjugados a la 4-nitroanilida.

Para determinar actividad anti-tripsina se utilizé6 en ocasiones
benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) a una concentracién de 1
mM (Sarath y col, 1989). La liberacién de 4-nitro anilina se midid
espectrofotometricamente.

2.12.3.- Métodos de difusion radial

En  lineas generales se aplicé el procedimiento descrito por
Maerki y col. (1984). Basicamente el método consiste en ensayar la
actividad antiproteasa en placas de agar gelificadas con adicién de
caseina, en las que se han practicado una serie de pocillos en los que se
depositan el enzima y el inhibidor a ensayar. Por tincién posterior con
Negro Amido se puede detectar en qué casos no aparece el halo
correspondiente a la digestién triptica,

2.13.- Mapas peptidicos
2.13.1.- Proteolisis enzimdtica

Se realizaron digestiones enzimdticas de las fracciones
purificadas o« y p de la EP21. El procedimiento proteolitico con tripsina
se llevd a cabo como se describe a continuacién, La alicuota de la
proteina a digerir (40-50 ug, en 50 pl} se calenté previamente a 100°C
durante 3 min. para desnaturalizar la proteina. Se alcalinizé el medio
con 200 mM NH4CO3 pH 85 y se incubd 2x con 1.5 pug de tripsina
durante 3.5 h. Finalmente, se liofilizé

2.13.2 Separacidn de los péptidos tripticos

LLos péptidos generados en la proteolisis con tripsina, se
analizaron mediante HPLC o TLC.
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En el primer caso se aplicaron a una columna de fase reversa C-
18 de Nova-Pak (Waters) que se desarrolld con un gradiente de 0.1%
TFA en agua y 0.1% TFA en acetonitrilo. La deteccién se realizé a 220
nm.

En el segundo caso, los péptidos se marcaron fluorescentemente
con cloruro de dansylo (DNS-Cl1) (Atherton y Thomson, 1969) y se€
separaron por cromatografia bidimensional en capa de Silica gel. El
primer solvente fue Acetato de etilo/2-propanol/NH4OH (9/7/4) y el
segundo cloroformo/etanol/dcido acético (38/4/3). Los péptidos se
visualizaron con luz ultravioleta

2.14.- Ensayos de unién a retinol y #cido retinoico

El perfundido epididimal se incubé a 0°C en obscuridad durante
90 min. con 5x10-8 M de [3H]-retinol o 4cido retinoico y las proteinas
det  perfundido se purificaron segin se describe en 2.10.
Seguidamente, se midi6 la radiactividad en las fracciones de las
cromatografias.

En los ensayos de saturabilidad de unién el perfundido se
incubaba con concentraciones crecientes de [3H]-dcido retinoico (hasta
2.5x10-5 M) y la cantidad ligada a las proteinas se determinaba
midiendo [a radiactividad y calculando a partir de la radiactividad
especifica del retinoico.

Para asegurarse que el producto unido era realmente dcido
retinoico y no un metabolito producido durante la incubacién, los picos
de proteina con radiactividad asociada, se liofilizaron y se extrajeron
con etanol. El extracto se desecd bajo N2 en obscuridad, se retomd en
2-5 pl de etanol y se cromatografié en capa fina de poliamida
desarrollada con metanol. En paralelo se colocé un patrén de [3H]-dcido
retinoico. Después de la cromatografia la placa se rocié con EN3HANCER
y se autorradiografid.
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1. BIOSINTESIS Y REGULACION DE PROTEINAS DE
SECRECION EPIDIDIMALES

En este apartado nos propusimos identificar las diferentes
proteinas de secrecién sintetizadas por el epididimo y analizar su
distribucion en este 6rgano as{ como estudiar la regulacién de su
sintesis por diferentes factores. La metodologfa bdsica consistié en
marcar las protefnas con un aminodcido radiactivo ([358] metionina),
incubando "in vitro" explantes de epididimo procedentes de
animales controles, castrados, castrados + tratados hormonalmente,
etc.. Las proteinas marcadas secretadas al medic de incubacién se
analizaron mediante electroforesis en gel.

1.1. Marcaje y anilisis de proteinas de secrecidon

Con el objeto de analizar la sintesis de proteinas de secrecidn
provenientes del epididimo y liberadas al medio de incubacidn, se
hizo necesario confirmar previamente que cualquier posible
diferencia observada fuese debida a cambios en la propia tasa de
sintesis, mdas que en la de secrecion, Para ello, se establecieron las
condiciones en las que las proteinas de secrecidon sintetizadas "de
novo", marcadas radiactivamente durante un perfodo de "pulso”,
eran liberadas completamente al medio después de un periodo de
"caza". La Figura 2 muestra c¢émo durante un periodo de marcaje de
1.5 h, los explantes de cauda epididimal incorporan activamente
[35S]metionina en protefnas, algunas de las cuales son liberadas al
medio. Después del periodo de "caza", donde se suplementa el medio
con un exceso de metionina no marcada, se suprime la
incorporacién de radiactividad en proteinas celulares; sin embargo,
las proteinas de secrecién ya marcadas y almacenadas en el tejido
continuan liberdndose al medio, completdndose tal secrecion
transcurridas las 4.5 h del periodo de caza. Aproximadamente el 8-
10% de las protefnas epididimales marcadas es secretado al medio
de cultivo.

Las protefnas marcadas secretadas al medio fueron analizadas
por SDS-PAGE (Fig. 3) y los polipéptidos presentes en el fluido
epididimal de conejo, se analizaron de la misma forma con el fin de
utilizarlos como referencia (Fig. 3). Las bandas mayoritarias
presentes en este fluido se corresponden con polipéptidos de los
siguientes pesos moleculares: 110, 80, 66, 45, 35 y 21 KDa. Por su
presencia abundante, se decidié obtener anticuerpos a partir de las
proteinas de 21 KDa (denominadas por nosoiros EP21) para andlisis
posteriores. Los polipéptidos sintetizados 'y secretados al medio
presentaron  pesos moleculares comprendidos entre 14 KDa Y Por
encima de 100 KDa (Fig. 3), mostrdndose como mayoritarios
aquellos con pesos moleculares de 90, 45, 35, 28 y 21 KDa. Se puede

31



T
- O _
3 o o
o -
) 9_33
T3]
o 2 N
- o
x —
£ 12
a £
8] ju N
| N lle) 4 ”
=1
&
| | | I | |
0 2 q 6
Time, h

Fig. 2. Cinética de sintesis y secrecién in vitro de
proteinas epididimales. Explantes de epididimo se
incubaron in vitro en presencia de [3°S]metionina,
como se describe en Materiales y Métodos.
Después de 1.5 h, los explantes se sometieron a un
periodo de "caza" con un exceso de metionina no
marcada (flecha). A los tiempos indicados, se
tomaron porciones de tejido (O) y medio (@) para
medir la radiactividad incorporada a proteinas,
Los valores estdn referidos a 1 mg de proteina.



Fig. 3 . SDS-PAGE de los polipéptidos marcados
radiactivamente, sintetizados y secretados por
explantes epididimales. a: Tincidn de proteinas
procedentes del fluido epididimal; b: Fluorografia
de las proteinas marcadas procedentes del medio de
incubacién; «¢: Fluorograffa de las proteinas
intracelulares procedentes de los explantes
incubados.

El peso motecular (en KDa) de los marcadores se
indica en la izquierda.



observar que alguno de ellos se corresponde con bandas proteicas
el fluido epididimal anteriormente mencionadas. Otros
solipéptidos de este fluido, que a primera vista no parece sean
sintetizados y secretados por los explantes epididimales,
seguramente tengan su origen en secreciones testiculares O del
:xudado intercelular. As{ por ejemplo, el componente mayoritario
le 66 KDa del fluido epididimal (Fig. 3) no parece ser sintetizado en
2l epididimo (Fig. 3). Experimentos con anticuerpos especificos
contra seroalbimina de conejo demostraron que efectivamente este
zomponente mayoritario era albimina procedente del trasudado
sanguineo.

El andlisis electroforético de las proteinas marcadas
srocedentes de homogenados de explantes, mostré un pairon
complejo con un gran numero de bandas radiactivas distribuidas a
o largo del gel (Fig. 3), sugiriendo que el origen de las proteinas
narcadas del medio era debido a un proceso secretor y no a una
iberacidn inespecifica de protefnas intracelulares debida a una
yosible degeneracion y lisis de las células epididimales incubadas.

1.2. Diferencias recgionales en la secrecién de
proteinas epididimales

La Figura 4 muestra un patrén tipico de polipéptidos
sintetizados y secretados "in vitro" por las tres principales regiones
lel epididimo. La EP21 se sintetiza y secreta fundamentalmente en
>l caput y en el corpus, incrementindese paulatinamente hacia la
egidn de la cauda los polipéptides de 90 y 35 KDa. Otros
rolipéptidos muestran variaciones de menor consideracién, aunque
lebe mencionarse (ue se obtuvieron pequefios cambios sobre el
yatrén  descrito  entre los distintos animales estudiados. Para
ronfirmar que las diferencias regionales encontradas para la EP2I1
:ran  causa directa de las variaciones sufridas por su tasa de
;intesis, se realizaron inmunoprecipitaciones del contenido
-adiactivo total (tejido + medio) con los anticuerpos obtenidos para
ficha proteina. En estos experimentos de inmunoprecipitacidn, la
intesis relativa de EP21 (expresada como porcentaje sobre la
sintesis de protefnas totales) fue de un 4 y un 1.2% para caput y
rauda  respectivamente.

1.3. Regulacién por androégenos
En la Figura 5 se muestra la influencia de los andrdégenos

.obre la sintesis y secrecién de proteinas epididimales. TLa
sastraciéon  (Fig. 5) produce practicamente la desaparicidn por
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Fig.4 . SDS-PAGE de los polipéptidos marcados
secretados {n wvitro  por explantes procedentes de los
tres principales segmentos epididimales. Se aplicaron
por pocillo aproximadamente 30.000 cpm de proteina
radiactiva del medio de incubacién. Después de la
electroforesis, se procesdé el gel por fluorografia. a:
Caput; b: Corpus; c¢: Cauda. En la parte izquierda se
indica el peso molecular (en KDa) de los marcadores
utilizados.
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Fig. 5 . Comparacién del efecto de la temperatura corporal
y la castracion sobre la sintesis de proteinas de secrecién
de la cauda. Las protefnas marcadas secretadas in vitro
por los explantes de la cauda.se analizaron en SDS-PAGE.
a: Cauda control (escrotal); b: Cauda contralateral situada
a temperatura corporal (abdominal) {5 dias antes; c:
Cauda escrotal de conejos castrados 1[5 dias antes; d:
Cauda escrotal -de conejo castrado tratado 15 dias con
testosterona; e: Cauda abdominal de animal tratado 15
dias con testosterona. A la derecha aparece el peso
molecular (en KDa) de los marcadores utilizados. Las
diferentes proteinas reguladas se encuentran numeradas
en el centro de la figura,



completo de la EP21, asi como de otro componente de unos 150 KDa.
Curiosamente, la deprivacién de andrégenos lleva consigo la
aparicién de un polipéptido de 24 KDa y la intensificacién de varias
bandas comprendidas entre 32 y 90 KDa. La administracién de
testosterona @ los animales castrados revirtié el patrén
electroforético hacia el observade en animales intactos, con la
excepeion de algunos polipéptidos de peso molecular superior a 100
KDa, cuyas bandas aparecieron mds intensas (Fig. 5). Los cambios
mencionados en este apartado se obtuvieron de forma repetida
para los diferentes pares de animales utilizados en estos estudios.

1.4. Regulacion por el desarrollo

Se ha estudiado igualmente la influencia de la edad sobre el
patrén de protefnas sintetizadas por el epididimo. Para ello, se
analizo el patrén de polipéptidos sintetizados y secretados por el
cpididimo de conejos sexualmente inmaduros (Fig. 6), observando
su similitud con el de animales adultos, salvo en el aspecto
cuantitativo, donde difieren considerablemente. Los polipéptidos de
21 'y 35 KDa estin presentes en pequeilas cantidades, mientras que
las bandas correspondientes a los péptidos de 32 y 42 KDa se
encuentran incrementadas. Si se comparan los patrones proteicos
correspondientes a animales castrados e inmaduros, se puede
observar una importante analogia.

1.5. Regulacién por temperatura

En la Figura 5 se muestra el efecto de la temperatura corporal
sobre la sintesis de proteinas de secreciéon de la cauda. Los
polipéptidos sintetizados en las caudas controles (Fig. 5) abarcan un
amplio rango de peso molecular, como se describe en el apartado
I.1 de este capitulo. La cauda contralateral mantenida a
temperatura corporal ofrecié un patrén proteico con algunas
diferencias con respecto al anterior (Fig. 5). Concretamente, la
sintesis de las proteinas 1, 4 y 5 se encuenira incrementada,
observando curiosamente la aparicién de un nuevo polipéptido (6).
Por otro lado, se detecta una disminucidon en la sintesis de los
polipéptides 3 y 7. Estos cambios son muy similares a los
producidos por causa de la castracién (Fig. 5), aungue en este caso
se incrementa ademds la sintesis de otro polipéptido (2).

En vista de los cambios similares producidos por la castracidn

y la elevacién de la temperatura sobre la sintesis de proteinas de
secrecién de la cauda, nos planteamos la posibilidad de que un
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Fig.6 . Regulacién hormonal y por el desarrollo de

proteinas de secrecién epididimales. Unas 30.000
cpm de proleinas marcadas secretadas in vitro por
explantes se analizaron por SDS-PAGE. Los explantes
procedian de los siguientes animales: a: Conejos
controles; Db: Animales castrados 15 dfas antes; c:
[gual que en ¢l carril b, salvo que los animales
recibieron un aporte de lestosterona como se indica
en "Materiales y Métodos". Las puntas de flecha a la
izquierda de los polipéptidos indican los inducidos
por andrégenos; las siluadas a la derecha se refieren
a los reprimidos por andrégenos; d: Polipéptidos
marcados secretados por explantes epididimales de
animales inmaduros (de 1 mes). Los nidmeros indican
los pesos moleculares {en KDa) de los marcadores
utilizados.



aporte exdgeno de andrdgenos (suplemento a la produccién
testicular) pudiera revertir los efectos de la temperatura, La Figura
5 muestra que tal administracién de andrégenos no contraresta los
efectos de la temperatura, salvo para el polipéptido 6, cuya sintesis
se encuentra reprimida como ocurre en la cauda control.

1.6. Traduccién de poli (A)*RNA en sistemas libres de
células

Con el fin de profundizar en los mecanismos responsables de
las observaciones descritas en el apartado anterior, se analizaron los
niveles del mRNA correspondiente a la EP21, uno de los péptidos
regulados por andréogenos y temperatura, y del que se disponian
anticuerpos especificos.

De forma preliminar, se establecieron las condiciones para una
traduccion  adecuada del poli (A)*RNA (Fig. 7). La sintesis de
protefnas totales se mostré lineal y dependiente de {a dosis hasta
una concentracion de RNA de [0 pg/ml, para descender
gradualmente a partir de este punto. La sintesis de la EP21, medida
por ensayos de inmunoprecipitacién, describié una cinética mas
lineal, originando un porcentaje constante de producto
inmunoprecipitable para bajas concentraciones de RNA vy
aumentando el porcentaje cuando éstas se elevaban (Fig 7, inserto).
Esta traduccién preferencial para Ia EP21 es similar a la descrita
para otros mMRNAs ({Kaempfer, 1983 #128; Lombardero, 1981
#127}) y parece deberse a un proceso de iniciacién preferencial en
¢l ribosoma. Considerando estos resultados, las traducciones
subsiguientes de RNA se realizaron utilizando dosis de RNA sitnadas
en la zona de respiesta lineal. Se realizaron ensayos de traduccidn
utilizando poli (A)*RNA proveniente de caudas escrotales y
abdominales, as{ como de animales castrados. Los productos totales
e inmunoprecipitables se analizaron mediante SDS-PAGE. Los
productos totales (Fig. 8) no variaron de manera significativa en
cualquiera de los casos. La incorporaciéon de [338)metionina en
productos totales, expresada en c.p.m. por pg de RNA, fue de 27.000
+ 3.200, 30.000 + 3.800 y 32.000 + 4.200 (+SD, n=3) para caudas de
animales castrados, situadas a nivel abdominal y a nivel escrotal,
respectivamente. |

Cuando se analizaron por SDS-PAGE los productos
inmunoprecipitados de las traducciones anteriores, se observaron
cambios de importancia (Fig. 8). Los niveles de EP2]1 mRNA en
animales castrados bajaban casi por completo, restaurdndose como
consecuencia del tratamiento con testosterona. De manera similar, la
concentracién del mRNA de la EP21 se redujo fuertemente en
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Fig. 7. Traduccién en un sistema libre de células de
poli (A*)RNA procedente de cauda. La sintesis de
proteinas se llevé a cabo en un lisado de reticulocitos
con las concentraciones de RNA indicadas.
Seguidamente, se determinaron la sintesis de
proteinas totales (@) y el producto inmunoprecipitado
de la EP21 (O). El diagrama interno muestra el
porcentaje de productos inmunoprecipitables
sintetizados utilizando diferentes concentraciones de
RNA.
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Fig. 8 .. Efecto de la temperatura corporal y la castracion
sobre los productos totales (A) y los inmunoprecipitables
con anti-EP21 (B) sintetizados en el lisado de reticulocitos.
Se tradujeron 8 pg de poli(A+)RNA de cauda epididimal en el
lisado. Los productos del ensayo se analizaron mediante
SDS-PAGE directamente (A) o despuds de inmunoprecipitar
con el anticuerpo frente a la EP21. Los carriles ay a'
representan  ensayos en blanco realizados en ausencia de
RNA. La procedencia del poli(A*)RNA en los diferentes
carriles es la siguiente: cauda control escrotal (b, b'); cauda
escrotal de animales castrados (c, c¢'); como en el caso
anterior mds un Aporte de testosterona durante 15 dias (d,
d'); cauda abdominal (e, ¢'); como en el caso anterior mds un
aporte de testosterona durante 15 dias (f, f'). En Ia parte
izquierda se indica el peso molecular (KDa) de los
marcadores. Las puntas de flecha indican la posicién de los
productos inmunoreactivos frente a la EP21.




caudas abdominales, comparando con aquelias que habian sido
mantenidas en su posicién natural, aunque en este caso el aporte de
androgenos no restaurd las concentraciones del mRNA de la EP21.

Debe resaltarse que en cualquiera de los casos el mensajero de
la EP21 dirigi6 [a sintesis de un polipéptido de 23 KDa de peso
molecular, por lo tante de peso molecular superior al de la EP21
madura, hecho esperable sin embargo, puesto que los productos
primarios de traduccién de protefnas de secrecidn contienen un
fragmento adicional de unos 20 aminodcidos denominado "péptido
sefial” ([Kreil, 1981 #129)).

1.7. Cuantificaciéon del receptor de andrégenos en el
epididimo

Puesto que los andrégenos, al igual que otras hormonas
esteroides, median sus principales acciones por interaccién con
receptores  especificos ([Yamamoto, 1985 #130]), un descenso en
estos receptores androgénicos, producido por la elevacién térmica,
podria explicar los efectos andlogos obtenidos tras sendos periodos
de castracidn y aumento de temperatura. Con el fin de aclarur este
punto, se midieron los niveles del receptor de andrégenos en caudas
controles y situadas a nivel abdominal. Los resultados obtenidos
fueron similares en ambas situaciones (3 + 0.4 fmol/mg para los
controles y 2.8 £ 0.5 fmol/mg de proteina tisular soluble para los
epididimos  subidos al abdomen; n=3)}. Hstos resultados parecen
indicar que los efectos originados por elevacién de Ia temperatura
no son consecuencia de mecanismos que alteren la presencia de los
receptores androgénicos.

2. CARACTERIZACION DE PROTEINAS DEL FLUIDO
EPIDIDIMAL

2.1. Purificaciéon de isoformas de 21 KDa que ligan
dAcido retinoico

Puesto que hasta el momento conocfamos que la denominada
por mnosotros EP21 era una proteina regulada androgénica y
termicamente con capacidad de unién a la membrana del
espermatozoide, decidimos proceder a su purificacién para
profundizar en el estudio de la misma. Asi mismo, otro punto
importante que nos empujé a esta caracterizacién, fue la existencia
de una protefna en el epididimo de rata regulada por andrégenos
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({Brooks, 1986 #9]) y un peso molecular préximo al de la EP21 (18.5
KDa) y que tiene capacidad de unién a dcido retinoico ({Newcomer,
1990 #113]).

El fluido epididimal se incubé a 0°C con [3H] dcido retinoico y
s¢ cromatografio en una columna de Sephadex G-100 en cuyas
fracciones se midieron radiactividad y Azg0 (Fig. 9). Se observaron
tres picos de radiactividad asociados a otros tres principales picos
de protefnas. El pico 1 corresponde al volumen de exclusion (Vo) v
resulté heterogéneo en SDS-PAGE (Fig. 9, inserto). El pico II también
era heterogéneo, con un componente mayoritario de seroalbmina,
La presencia de esta protefna podria explicar la unién de retinoico
observada en este pico puesto que la seroalbimina liga este
compuesto ([Chytil, 1978 #148]}).

El pico III (EP21) es aparentemente bastante homogéneo en
SDS-PAGE pero resulté heterogéneo en PAGE en condiciones no
desnaturalizantes (Fig. 10) sugiriendo la presencia de diferentes
componentes con la misma M,

Las fracciones correspondientes a este pico s¢ sometieron a
cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa (Fig. 10). Se
observaron tres picos de radiactividad asociados a otros
correspondientes de proteinas. El pico I es material no retenido en
la columna y es todavia heterogéneo (Fig. 10). Los picos I y III
parecen homogéneos tanto en condiciones desnaturalizantes o no. El
componente Il eluye a mayor fuerza idnica en la columna,
sugiriendo mayor carga negativa que el II. En concordancia con
esto, el pico [l se mueve mas rapidamente que el II en Ila
electroforesis no desnaturalizante realizada a pH bdsico. Para
determinar la posible saturabilidad de unién del retinoico a la BEP21,
alicuotas de fluido epididimal se incubaron con [3H]dcido retinoico y
cantidades crecientes de dcido retinoico no marcado (hasta 2 x 105
M), cromatografidndose entonces en Sephadex G-100. Este tipo de
experimentos demostré que ta unién de retincico a EP21 no era
saturable. Con similares técnicas se observéd que EP21 no liga
[3H]retinol.

Por otro lado, para demostrar que la radiactividad asociada a
EP21 era auténtico dcido retinoico y no un metabolito producido en
la incubacién con el fluido epididimal, la EP21 se extrajo con etanol
y estos extractos se analizaron en cromatografia de capa fina junto
con un patrén de retinoico. Los resultados demosiraron que la
radiactividad ligada a EP21 era auténtico dcido retinoico.

2.2.- Caracterizacién de las isoformas 11 y III

2.2.1.- Determinacion de Mr
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Fig. 2 . Cromatogralia en Sephadex G-100 de {luido epididimal
icubado con [ dcido retinoico. Las pumias de flechn indican
Fas posiciones de clucion de los siguientes marcadores: [y 3
amitisa (200 KDy (Vo) 2) BSA (65 KDa); 3) quimotripsindgeno
(25 Kbay 4 wieroglobina ¢15 KDa)., La fotogealia interior
muestra el anabtsis mediante SDS-PAGE del contenido de las
siguientes Tracctones: 19 (v 24 (e 28 (b 34 ey 42 (1) 4060
(py. B cwrrd o contiene (Tuido epididimat inicial aplicado o 1a
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Fig. A0 . Cromatogralia do intercambio iontco  del pico 1
abtenido en Sephadex G-100. T preo L (EP21) se aplico a una
columna de DEAl-cclulosa que se desarrolld con un pradiente
de NaCl como se indica on Mdétodos. L proteina {Aago) Y la
radiactividad asociada a ¢lla se deerminaron en cada lraceion,
La  fotografin inferna muesira el andlists de cada  pico
mediante  PAGE  ¢n condiciones  nativas  (izquicerda) o
desnaturalizantes (derechay.  Los carriles conticnen: pico 1 (a,
Wy pico [ (b, by pico THE (o, ¢ Lo Me de los mircadores
nsados en SDS-PAGE esti inedicada como en la Fig,



Los picos II y IIT tienen la misma M; (21 KDa) tantc en
determinaciones en filtracién en gel como en SDS-PAGE (Fig. 11). La
coincidencia de M; en los dos sistemas indica que a pH 7 y 0.15 M
NaCl los polipéptidos II y IlI estdn como mondmeros,

2.2.2.- Andlisis de aminodcidos y aziicares. Secuenciacién

El andlisis de aminodcidos de las dos EP21 (II y L) sugiere
una composicién muy similar (Tabla 2). Ambos polipéptidos se
tiieron con el reactivo de Schiff, sugiriendo que son glicoproteinas.
La secuenciacién del componente Il intacto permitié identificar los
siguientes residuos: HoN-Ala-Gly-Ala-X-Asp-Pro-Gly-vVal. E!
componente III no generé ninguna secuencia, sugiriendo un N-
terminal bloqueado.

2.2.3.- Mapas peptidicos

Los péptidos tripticos de los componentes II y III, separados
por HPLC, se muestran en la Figura 12. Ambos polipéptidos tienen
péptidos muy similares variando sélo 1 o 2 de éllos.

Los mapas peptidicos de los péptidos tripticos dansilados se
muestran esquematicamente en la Figura 13. También con este
sistema de andlisis se observa una gran homologia entre EP21 II y
I, pero al menos un péptido parece diferente.

2.3.- Actividad antiproteasa en el fluido epididimal

2.3.1.- Actividad antiproteasa a lo largo del proceso de
purificacion.

Una observacién totalmente fortuita llevé a la deteccién de
una actividad antiproteasa que parecia asociada a  EP21. Para
clarificar este punto se¢ hizo un seguimiento de esta actividad en
cada uno de los pasos de purificacién de esta proteina(s)
comentados en 2.1,

En Sephadex G-100 (Fig. 14) se observa un pico de actividad
antitripsina que no se solapa exactamente con el pico de EP21,
cluyendo con una M, aparente de ~25 KDa. Cuando este pico de
antiproteasa se cromatografié en DEAE-celulosa, la actividad eluyé
en la fracciéon no unida a la columna y que como se mostré en 2.1
(Fig. 10) es heterogénea. Las isoformas EP21 II y [l no poseian
actividad antiproteasa. Debido a su heterogeneidad el polipéptido
activo todavia no ha sido purificado totalmente.

Puesto que el testiculo y el torrente circulatorio son fuentes
importantes del material proteico que constituye el fluido
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Fig. 11. Determinacién de las M, aparentes de las isoformas II
y III en condiciones nativas (A) y desnaturalizantes (B).
Ambas isoformas se cromatografiaron en Sephadex G-100 (A)
o se analizaron en SDS-PAGE en geles del 12.5% (B). La
posicion de elucién (o movilidad) de las dos isoformas se
interpold en las rectas de calibraciéon obtenidas con los
siguientes marcadores: 1) SAB;, 2) ovoalbimina: 3)
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; 4) anhidrasa
carbOnica; 5) quimotripsinégeno; 6) inhibidor tripsina de soja;
7) mioglobina; 8) uteroglobina; 9) lisozima; 10) citocromo C.
Kp=(Ve-Vo)/(Vi-Vp)



Composicion _de aminodcidos de EP21 II y III

mol/100mol n? probable de residuos

11 111 11 111
Asp 7.43 6.72 14 13
Tre 5.80 5.65 11 11
Ser 5.15 6.15 10 11-12
Glu 13,40 13.18 25 25
Pro 0.31 0.22 1 |
Gli 3.80 4.00 7 7
Ala 16.23 17.60 31 33
Val 8.24 8.13 15-16 15-16
Met 2.22 1.98 4 4
Ile 1.74 1.71 3 3
Leu 9.30 9.15 17-18 17-18
Tir 5.10 5.90 10 11
Fen 4.90 4.46 9 O
Lis 8.63 7.80 16 15
i 3.20 3.10 6 6
Arg 4,64 4.00 0 8
Residuos totales 188/190 189/192 |

Tabla 2. Composicién de aminodcidos de EP21 II y III
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Fig. 12. Mapas peptidicos de las isoformas II (a) y III (b)
de fa EP21. Ambas isoformas se digirieron con tripsina y
los péptidos se separaron mediante cromatografia (HPLC)
en fase reversa. Las puntas de flecha indican posibles
diferencias en el patrén de péptidos
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Fig. 13. Mapas peptidicos de las isoformas II y Il de EP21. Los
péptidos tripticos de ambas proteinas se “"dansilaron" y se
sépararon en cromatografia bidimensional en capa fina como se
describe en Métodos. Los péptidos fluorescentes se visualizaron con
luz UV. Los subproductos del reactivo (DNS-OH y DNS-NH3) se
muestran  rayados. La flecha en II apunta a un péptido  con
diferente  movilidad.
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Fig.44 . Purificacién en Sephadex G-100 del inhibidor de
proteasas epididimal., Fluido epididimal de conejo se
cromatografié en una columna en las mismas condiciones
como en la Fig. . 10 pl de cada fraccion se usaron para
determinacién de inhibicién de tripsina, bien con azocaseina
(O—~—0) o por el método de difusién radial (fotografia
inserta). En este dftimo caso se emplearon dos dosis de

tripsina (50 y 100 ng).

Inhibicion tripsina (%)



cpididimal, el siguiente punto a esclarecer era la procedencia de la
actividad antiproteasa encontrada. Para ello, se corrieron sendas
cromatografias de filtracién de un extracto testicular y de suero de
conejo concentrado tres veces, en las mismas condiciones a las
uttlizadas para el fluido epididimal. Se determiné la actividad
antiproteasa en un rango de fracciones donde deberia eluirse el
inhibidor encontrado en fluido epididimal, obteniendo resultados
negativos para suero (Fig. 15) y un pico de actividad para el
extracto testicular, aunque de peso molecular superior al inhibidor
epididimal (Fig. 16). A la vista de estos resultados, parece que el
inhibidor es de procedencia epididimal

2.3.2.- Regulacion androgénica del inhibidor epididimal
de proteasas

Pucsto que uno de los principales objetivos del presente
trabajo consiste en el estudio de la regulacién androgénica de
proteinas epididimales, se procedié a determinar si el inhibidor
especifico de epididimo estaba sometido a la accién de hormonas
androgénicas. Se obtuvieron los fluidos epididimales de varios
conejos castrados y de varios controles y se fraccionaron en
Sephadex G-100. La determinacién de la actividad antiproteasa
subsiguiente (Fig. 17) indicé la fuerte disminucién de la misma en
los animales castrados, lo que nos hace pensar que se trate de un
inhibidor regulado por andrégenos.

2.3.3.- Especificidad de la actividad antiproteasa
2.3.3.1.- Trente a proteasas convencionales

Con el propésito de analizar la especificidad del inhibidor
encontrado en epididimo, se midié la actividad inhibidora frente a
proteasas convencionales. Las curvas de inhibiciéon obtenidas
muestran  una mdxima actividad frente a tripsina y papaina,
decreciendo notablemente para subtilisina y siendo totalmente
inactiva frente a quimotripsina (Fig 18).

2.3.3.2.- Frente a proteasas del espermatozoide

Dado que existen algunos antecedentes de inhibidores
acrosomales encontrados en el plasma seminal y fluido testicular
([Goodpasture, 1981 #106, Tschesche, 1974 #134]), nos planteamos
estudiar la posible accién antiproteolitica del inhibidor epididimal
sobre la acrosina, el enzima proteolftico presente en el acrosoma del
espermatozoide y que parece implicada en la fecundacion ([Tesarik,
1990 #149]). Para la purificacién del extracto de proacrosina, forma
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Fig. 45 . Ausencia de inhibidor de proteasas epididimal en suero,
Suero de conejo se concentré como se describe en Métodos y se
cromatografié en Sephadex G-100 en la mismas condiciones que en
la Fig. . La actividad antitripsina (e) s¢ midié en las fracciones. No
se observa actividad en la posicién de eluciéon del inhibidor

epididimal.
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Fig. 16. Ausencia de inhibidor de proteasas epididimal en la
secrecion del testiculo. Un testiculo de conejo se dividié en
explantes que s¢ incubaron en 7 ml de medio de cultivo
durante 5 h como se describe en Métodos. El medio se
centrifugd, se concentré por liofilizacion y se cromatografid
en Sephadex G-100 en Ja mismas condiciones que la Fig.14.
La actividad antitripsina (O——0) se midié en las fracciones.
No se observa actividad en la posicién de elucién del
inhibidor epididimal.
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Fig. 17. Desaparicién del inhibidor epididimal en animales
castrados. Fluido epididimal de animales controles intactos ©
de castrados 15 dias antes, se cromatografié en Sephadex G-
100, se reunieron las fracciones correspondientes al inhibidor
y se ensay$ la actividad frente a tripsina (80 ng). Cada curva
corresponde a un animal diferente.
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Fig. 18. Inhibicién de diferentes proteasas por el inhibidor
epididimal. La actividad de 80 ng de cada protesasa se
determiné en presencia de las cantidades de inhibidor
indicadas. E! ensayo se realizé usando como substrato
azocaseina. como se describe en MéEtodos.
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precursora inactiva de la acrosina, se siguié el esquema mostrado
en "Materiales y Métodos", donde el lavado repetido de
espermatozoides con PBS se mostré crucial a la hora de eliminar
inhibidores de proteasas presentes en la preparacién. La omisién de
este  punto puede enmascarar cualquier actividad de acrosina
presente en la preparacidon. Para la medicién de la actividad
proteolitica de la acrosina, previamente se debe autoactivar la
proacrosina, hecho que se consigue a pH bédsico (pH 8.0) y en
presencia de iones Cat2, La purificacién de proacrosina se lleva a
cabo a pH dcido (pH 3.0) precisamente para evitar en lo posible
pérdidas en el precursor. La Figura 19 muestra la actividad de la
acrosina después del proceso de activacién. Una vez confirmada la
presencia en el extracto de actividad en acrosina, se ensayé la
capacidad antiacrosina del inhibidor epididimal. Para ello, dado que
no se disponia de acrosina purificada a homogeneidad, se utilizaron
cantidades de la proteasa que eran capaces de producir un mismo
efecto proteolitico que el alcanzado con las concentraciones de
tripsina ensayadas. Las curvas de titulacién de la acrosina presente
en el extracto con el inhibidor epididimal purificadoe son
comparables a las obtenidas para tripsina (Fig. 20).

3.- ASOCIACION DE LA EP21 A LA SUPERFICIE DEL
ESPERMATOQZOIDE

[La unién de varias proteinas del fluido epididimal a la
superficiec del espermatozoide estd ampliamente demostrada
(|Brooks, 1980 #37, Garcia, 1988 #77, Zeheb, 1984 #30]). La funcitn
de estas proteinas asociadas es oscura hasta el momento. Parecid,
por tanto, de interés observar si la EP21 era una proteina asociada
al espermatozoide. Para una mejor definiciéon y sensibilidad de
deteccion se¢ emplearon técnicas de inmunomicroscopia electronica.

3.1.- Caracterizacién de anticuerpos

Las proteinas del fluido epididimal fueron separadas en un gel
de poliacrilamida con SDS y posteriormente transferidas a papel de
nitrocelulosa. Un carril de la inmunotransferencia se tifié con rojo
Ponceau para visualizar el patrén de protefnas (Fig. 21). Se ensayé
un carril paralelo de la transferencia con anticuerpos frente a la
EP21, obtenidos como se describe en "Métodos". El anticuerpo frente
a la EP21 (Fig. 21) mostré especificidad por su antigeno aunque se
observé igualmente reaccién en zonas dc peso molecular inferior,
reacciéon que podria corresponderse con una degradacidn
proteolitica de la EP21, diferentes formas glicosiladas de la proteina
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Fig. 19. Activacién de proacrosina a acrosina. Proacrosina
purificada en Sephadex G-100, se dividié en dos alicuotas.
Una de éllas se mantuvo a 0°C durante 1 h mientras que la
otra se activé a pH 8 y 10 mM Ca2+ a 25°C por el mismo
tiempo. La actividad proteolitica se determiné siguiendo la
cinética de hidrélisis de BAPNA. La ligera actividad de la
proacrosina mantenida a O°C probablemente es debida a
activacién durante el ensayo de proteolisis.
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Fig. 20. Efecto comparativo del inhibidor epididimal
sobre la actividad de tripsina y acrosina
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Fig. 24 . Caracterizacién del anticuerpo contra EP21. Dos
porciones iguales de fluido epididimal se sometieron a SDS-
PAGE. El gel se transfirié a papel de nitrocelulosa y un carril
(a) se tiié con rojo Ponceau para visualizar las proteinas
totales. FEl otro carril (b) se incubé con anti-EP21. La M; de los
marcadores se muestra a la izquierda,



o incluse polipéptidos relacionados con reaccién cruzada para el
antisuero.

3.2.- Inmunomicroscopia electronica de la EP21 en el
espermatozoide

L.os espermatozoides incubados con un suero control no
inmune no presentaron reaccién ni en la cabeza (Fig. 22) ni en la
cola (Fig. 22) Cuando se empleé anti-EP21 para la localizacién del
antigeno correspondiente en la superficie celular, se observé un
ligero marcaje en la regién acrosomal y en la zona postacrosomal de
la cabeza (Fig. 22). La EP21 se asocia igualmente al segmento medio
(Fig. 22) pero no a la region principal de la cola (Fig. 22).
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Fig. 22. Inmunomicroscopia electrénica de la EP21 en el
espermatozoide. a: Control incubado con suero no inmune; by c:
Segmento medio y regién principal, respectivamente, de la cola de
un control incubado con suero no inmune; d: Asociacién de la EP2I
a toda la superficie de la cabeza; e: Asociacién de la EP21 al
segmento medio; f: No se observa practicamente ningin marcaje
sobre la regién principal
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El epididimo no es meramente un conducto que comunica
fisicamente el testiculo con las vias inferiores sino que es un érgano
donde los espermatozoides maduran, adquiriendo su capacidad de
fecundacion, y donde se almacenan por largos periodos. Todos estos
procesos son dependientes, en primer lugar, de la presencia de
androgenos. Mds recientemente, parece que la capacidad de
almacenamiento de espermatozoides es ademds dependiente de una
temperatura inferior a la corporal ([Rasweiler, 1982 #137: Bedford,
1978 #60; Esponda, 1986 #8; Bedford, 1991 #7]). En todos estos
procesos parecen estar implicados proteinas de secrecién del
epididimo. Asi, algunas de estas proteinas son reguladas por
andrégenos ([Brooks, 1986 #9; Brooks, 1980 #37, Brooks, 1983 #39;
Jones, 1980 #68]) y se asocian diferencialmente a la superficie del
espermatozoide (|Gareia, 1988 #77, Olson, 1981 #92; Esponda, 1985
#61]). Aunque existen numerosos estudios sobre el epididimo y su
relacion con la maduracién del espermio, son relativamente pocos
los concernientes con esas proteinas de secrecién., Ademds, la
mayorfa de estos trabajos  han sido realizados en rata, siendo muy
pocos los estudios en conejo.

Con estos antecedentes, el presente trabajo ha intentado en
primer lugar, [fa caracterizacién de proteinas de secrecién del
epididimo de conejo y la regulacién de su  biosintesis por
androgenos  y  temperatura. En  segundo lugar, se ha intentado
purificar alguna de estas proteinas y asignarles una posible funcién
fisioldgica.

1. BIOSINTESIS DE PROTEINAS DE SECRECION: REGULACION
POR ANDROGENOS Y POR TEMPERATURA.

Los resultados presentados en el presente trabajo,
demuestran fa utibidad de los explantes epididimales cultivados in
pitro o la hora de estudiar la biosintesis de protefnas de secrecidn
en este Organo, En este sistema, aproximadamente un 8-10% de las
proteinas sintetizadas por el epididimo son proteinas de secrecion,
lo que representa un  importante porcentaje, indicativo de [a
actividad secretora de este drgano.

Un hecho que merece especial atencién es la  diferencia
regional en la sintesis y secrecion de algunos polipéptidos de
secrecion a lo largo del epididimo de conejo. Este hecho se
demuestra igualmente en diferentes trabajos ([Jones, 1980 #68;
Orgebin-Crist, 1987 #1; Haro, 1988 #70]), aunque se desconoce si Ia
diferencia regional puede tener un papel fisiologico o simplemente
representa el estado de organizacion celular del epididimo durante
el desarrollo.
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El epididimo es un 6rgano diana tipico de la accién de
hormonas androgénicas, La castracién provoca involucién del
epididimo con un descenso en la sintesis de protefnas especificas
([Jones, 1980 #68; Jones, 1981 #5: Brooks, 1986 #Y9; Brooks, 1980
#37]). Los resultados aqui mostrados indican que la sintesis y
secrecion de varios polipéptidos en el epididimo de conejo son
claramente reguladas por andrégenos, haciéndose notar asimismo el
efecto dual ejercido por la testosterona sobre estos polipéptidos. La
aparicion de alguno de ellos depende de la presencia de
testosterona, mientras que esta hormona reprime la sintesis de
algunos otros, Los conejos inmaduros, es decir, animales con bajos
niveles de  testosterona, presentan un  patrén  de sintesis de
proteinas de secrecién similar en algunos aspectos al encontrado en
animales  castrados, con algunos polipéptidos cuya sintesis vy
secrecion estd reprimida en el adulto. Estos cambios, como se
comentard  posteriormente, parecen deberse a variaciones en los
niveles de mRNA's especificos de proteinas de secrecion.

Recientemente  Orgebin-Crist  y col ([Orgebin-Crist, 1987 #1])
analizaron la sintesis de diferentes proteinas del corpus del
epididimo de conejo in vitro. En este trabajo también se indica que
la testosterona ejerce un efecto dual, aumentando la sintesis de
algunas proteias especificas (M, 20 y 25 KDa) y reprimiéndola en
otros casos (M, 23, 35 y 42 KDa). Queda por establecer en el estudio
mencionado  si estas  proteinas reguladas hormonalmente son de
secrecion, aunque es notoria la semejanza de M, con los mostrados
por nosotros.

Este efecto represivo de la testosterona observado en el
epididimo es de gran interés puesto que puede servir como modelo
para un mejor entendimiento de los mecanismos de accién de ésta y
otras hormonas esteroides. Generalmente, se ha tendido ha estudiar
[a accion inductora de la testosterona y otras hormonas esteroides
sobre determinados  genes pero el efecto represor ha recibido
mucha menos atencién. Recientemente se han  descrito en  otros
drganos  proteinas especificas reprimidas por testosterona (| Léger,
1987 #28; Chatterjee, 1987 #66; Saltzman, 1987 #74}) lo que abre
una via interesante para el estudio de la regulacidén hormonal.

Con los diferentes resultados que se iban obteniendo, se
intentd  establecer un  posible paralelismo  entre diferentes
mecanismos  de regutacién. En el presente trabajo se muestra el
efecto de la elevacion de la temperatura y de la supresion del
aporte androgénico sobre la sintesis de proteinas de secrecion de la
cauda epididimal de conejo. Los resultados obtenidos indican que
una relativamente alta temperatura (temperatura corporaly en la
cauda produce cambios en la biosintesis de proteinas de secrecion
muy similares a los observados después de la castracion; tales
resultados son de especial importancia pues hasta el momento
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presente no se han descrito semejanzas de este tipo. En estudios
anteriores Esponda y Bedford (|Esponda, 1986 #8]) consiguieron
efectos similares de la castracién y la temperatura corporal sobre la
composicion proteica del fluico de la cauda, sin establecer si las
alteraciones encontradas se debfan a cambios en la reabsorcidn,
sintesis o secrecién, o degradacién de macromoléculas.

Los mecanismos de accién de los andrégenos y la temperatura
corporal sobre las proteinas de secrecién de la cauda parecen ser
diferentes segin se deduce de las siguientes observaciones: a) Los
efectos de la castracién y la temperatura corporal fueron muy
similares  aunque no idénticos; en este sentido, cabe mencionar
como la temperatura corporal no induce la sintesis del polipéptido
2, que sin embargo aumenta después de la castracidn {Fig. 5); b) La
administracion de andrdgenos (incluso altas dosis) no revierte el
efecto de la temperatura, excepto en el caso del polipéptido 6, cuya
sintesis  recupera el nivel de los controles. En contraste, la
adiministracion de andrégenos revierte los cambios sobre la sintesis
de proteinas de secrecién producidos por la castracién ([Regalado,
1989 #76]).

Para respaldar estas observaciones se estudiaron los efectos
de la castarcidn y la temperatura corporal sobre la concentracién
caudal del mRNA correspondiente a la EP21. Nos centramos
particularmente en este mensajero puesto que la EP2] es un
componente de  secrecidon mayoritario  del fluido epididimal
(|Regalado, 1989 #76]) siendo faciimente sintetizado e
inmunoprecipitado  después de la  traduccién in vitro del poli
(AYPmRNA  epididimal.

Las variaciones observadas a nivel de la biosintesis de la EP21
se correlacionaron  con los cambios encontrados para las
concentraciones de su mRNA, La castracién y la temperatura
corporal descienden el nivel de su mRNA aunque, mientras que la
suplementacién con andrdgenos restaurd este nivel en los animales
castrados, el tratamiento hormonal no produjo efecto alguno sobre
las caudas abdominales.

El  efecto de Ia temperatura corporal parece  ser
particularmente  selectivo, puesto que solamente algunas proteinas
de secrccion se ven afectadas, Mds adan, la temperatura corporal no
provoca variaciones considerables sobre la  cantidad de
|33 S metionina incorporada en proteinas totales por cantidades
similares de explantes cultivados in vitre, obtenidos a partir de
caudas escrotales y abdominales. Tampoco se observaron efectos
apr bles de la temperatura corporal sobre la mayoria de los

. ‘s proredentes de la cauda, segin se deduce del andlisis
oforét”  de los productos resultantes de la traduccidén in vitre
A . . . ]
Aleans antidades  similares de  poli(A)*RNA de caudas
F A
,35.. i“f
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escrotales  y abdominales (Fig. 8). En relacién a este punto,
Rasweiler y Bedford ([Rasweiler, 1982 #137]) no encontraron
alteraciones a nivel de [a ultraestructura de las células epiteliales
de la cauda mantenida a temperatura corporal, lo que también
sugiere un efecto muy selectivo de la temperatura sobre esta regidn
del epididimo.

Teniendo en cuenta los efectos similares producidos por la
temperatura corporal y la castracién, podria pensarse que una
temperatura elevada produjera un descenso (o inactivacién) en el
nivel de receptores androgénicos, impidiéndose asi la  accién
hormonal. La medida de los receptores de andrégenos no evidencié
diferencias significativas entre caudas escrotales y epididimales.
Existen ademds una serie de consideraciones en contra de este
mecanismo:  a) el receptor de andrégenos es completamente
funcional en muchos 6rganos bajo la accién de la temperatura
corporal  (préstata, vesiculas seminales, higado, riiién); b) la
administracion de andrégenos revierte el efecto de la temperatura
sobre la sintesis del polipéptido 6 (Fig. 5), sugiriendo la existencia
de un receptor funcional. Sin embargo, cabe la posibilidad de que
otros factores, necesarios para el buen funcionamiento del receptor
de androgenos, pudieran alterarse tras la exposicién del epididimo a
la temperatura corporal.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos hasta
ahora comentados presentan un interés potencial en campos con la
importancia de la Biologia de la reproduccién y del control de la
expresion génica. El efecto de la temperatura sobre la sintesis de
proteinas epididimales de secrecion puede ser de vital importancia
a la hora de profundizar en la funcionalidad del espermatozoide y
su o almacenamiento en la cauda, dado que estas proteinas de
secrecion  estin  implicadas en ambos procesos ([Esponda, 1986
#81),9 'y, cicrtamente, alguna de las proteinas reguladas por
temperatura mencionadas en este trabajo se asocian selectivamente
a la superficie del espermatozoide de conejo almacenado en la
cauda ([Garcia, 1988 #77]), como se comentard posteriormente. Por
tanto, la variacion en la sintesis de polipéptidos de secrecién puede
alterar la composicién proteica del fluido epididimal, de vital
importancia  para la supervivencia del espermatozoide. En este
sentido, dos trabajos (|Bediord, 1991 #7; Esponda, 1986 #&8]) han
intentado  correlacionar  variaciones en  la  supervivencia vy
capuacitacion del espermatozoide de la cauda con cambios en el
perfil proteico del fluido luminal, producidos de forma similar por
la castracién o la temperatura corporal.

Por otro lado, los efectos similares producidos por la
temperatura corporal y los andrdgenos sobre la exprestén de varios
pencs epididimales puede ofrecer un mecanismo interesante para la
regulacién  génica. Solamente podemos especular sobre este
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mecanismo, aunque cabe mencionar que la sintesis de la proteina
de choque térmico de 90 KDa (inducible por alta temperatura),
también se induce por estradiol en el iitero ([Ramachandrdn, 1988
#138]) y por dexametasona en la lfnea celular L9209 ([Kasambalides,
1983 #139]). La expresion de las proteinas de choque térmico
parece estar modulada por la interaccién especifica de proteinas
nucleares especificas con secuencias de DNA proximas al promotor
del gen ({Morgan, 1987 #l41: Wu, 1984 #140]) de forma que
recuerda la interaccion de los receptores esteroidicos con secuencias
especificas de los genes regulados hormonalmente ([Beato, 1989
#142]). Podrin ocurrir que en la cauda epididimal factores nucleares
dependientes de temperatura interaccionasen con regiones de
algunos genes, regulando su expresién de forma similar a la dirigida
por andrégenos.

2. PRESENCIA DE PROTEINAS CON CAPACIDAD DE UNION A
ACIDO RETINOICO EN EL EPIDIDIMO DE CONEJO.

Varias son las protefnas intracelulares con capacidad de unién
a retinol y deido retinoico que hasta el momento han sido descritas;
sin embargo, no es tan elevada la relacién de protefnas de secrecion
que  presentan esta capacidad. Recientemente se han descrito
proteinas con capactdad de unidn a retinoides en las secreciones
uterinas de cerdo (|Clawitter, 1990 #151]) y en el fluido epididimal
de rata ((Ong, 1988 #115; Newcomer, 1990 #1113}, En este dltimo se
observan dos iseformas B y C de un polipéptido mayoritario dei
fluido con M, de 18.500 y que es dependiente de andrégenos.
Como se ha comentado anteriormente, los datos derivados del
presente estudio nos hacen sospechar que la proteina EP21 puede
ser la correspondiente a la de 18.5 KDa purificada del lumen
epididimal de rata. Con estos antecedentes, se decidié examinar la
actividad de unidn a retinoico en el fluido de epididimo de conejo. El
andlisis de los productos ligados a dcido retinoico, previa incubacion
fn vitro con este compuesto tritiado y posterior purificacion
mediante Filtracion en gel y cromatografia de intercambio, indicéd un
fuerte potencial de unién a retinoico para las formas I y Il de la
EP21. Los resultados obtenidos por Newcomer y col en rata
(INewcomer, 1990 #113]) ponen de manifiesto el alto grado de
similitucd existente entre las dos isoformas B y C anteriormente
descritas (| Brooks, 1986 #9]).
También en el conejo las dos isoformas de EP21 parecen muy
similares 2 juzgar por los andlisis de mapas peptidicos, andlisis de
aminodcidos y por su peso molecular. Los mapas peptidicos indican
una gran similitud: en HPLC (Fig. 12} 2 o 3 péptidos pueden ser
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diferentes, siendo la mayoria comunes; algo similar ocurre en TLC
(Fig. 13) donde también la mayoria de los péptidos son comunes
pero al menos uno de éllos es claramente diferente. Los andlisis de
aminodcidos también sugieren un gran parecido entre las isoformas
Iy 111,

Ambas isoformas estin glicosiladas por lo que existe la
posibilidad de que tengan diferente grado de glicosilacién. Esto
podria explicar su diferente carga eléctrica y el que algin péptido
glicosilado tuviera un diferente comportamiento en los mapas
peptidicos. Es dificil, por tanto, asegurar si las dos isoformas
difieren ligeramente en estructura primaria o si teniendo la misma
secuencia dilieren en su grado de glicosilacidn.

Ambas  isoformas tienen idéntica M, aparente tanto en
filtracién en gel en condiciones nativas como en electroforesis
desnaturalizante en presencia de SDS y de agentes reductores de
grupos -SH. Estos datos sugieren que las EP21l se encuentran como
mondémeros en condiciones [isiolégicas.

La funcién de estos polipéptidos estd por aclararse pero su
capacidad de union de retinoico es compatible con alguna funcién
del retinoico en el epididimo o en el espermatozoide. Como se ha
mencionado, los retinoides parecen esenciales en el mantenimiento
de las funciones reproductivas. ElI hecho de que se vayan
descubriendo proteinas con capacidad de unién de retinoides en las
seereciones de los tractos genitales, sugiere que estas proteinas
deben tener un importante, sino imprescindible, papel fisioldgicc.
Siendo las EP21 un componente mayoritario del fluido y teniendo
una unién de retinoico no saturable, es posible que tengan una
funcién de transporte de este retinoide. En este contexto, se debe
recordar que, como se ha demostrado en este trabajo, las EP21 se
sintctizan preferencialmente en la regién inicial del epididimo
{caput).

Dado que, al menos en rata, las células principales del capui
contienen los niveles mis elevados de CRBP ([Kato, 1985 #112;
Porter, 1985 #111]), cabe pensar que esta region
presente un elevado metabolismo o movimiento para la vitamina A,

3. ACTIVIDAD ANTIPROTEASA EN EL FLUIDO EPIDIDIMAL.

Otro de los polipéptidos de secrecién de interés observado en
este trabajo ha sido un inhibidor de proteasas. La presencia de este
polipéptido en el fluido epididimal no implica necesariamente su
origen en el epididimo. Existia la posibilidad de que procediera del
trasudado  sanguineo 0 intercelutar (como es el caso de la
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seroalbimina presente en el fluido epididimal) o de la secrecién del
testiculo que es vertida en el epididimo. Puesto que este inhibidor
ho ha sido purificado a homogeneidad, no hemos podido demostrar
Inequivocamente sy origen epididimal por medios tipicos como
inmunohisl:oqufmicn, marcaje radiactivo e inmunoprecipitacién, etc.,
Por tanto acudimos a mélodos indirectos para demostrar su origen.
La cromatografia en filtracién de suero de conejo o de secrecidn
testicular no permitié observar en éllos un inhibidor de proteasas
con las  caracteristicas del existente en epididimo, incluso
empleando  una cantidad de material de partida en el que
teoricamente deberia  haberse

observado tal inhibidor. Todo ello indica que este inhibidor es de
origen epididimal.

Un hecho interesante es la dependencia del inhibidor de la
presencia  de  andrégenos. La  castracidn produjo la practica
desaparicion  del inhibidor. Poirier y col ([Poirier, 1981 #148;
Poirier, 1984 #149]) han descrito en el fluido epididimal de ratén
inliibidores de tripsina con naturaleza andrégeno-dependiente,
dutores que sugieren que la presencia de éstos podria estar
relacionada con la prevencién del dafio del epitelio epididimal
causado por "fugas" de acrosina a partir de espermatozoides
defectuosos,

liste inhibidor epididimal es relativamente selectivo: no inhibe
en absoluto la quimotripsina y muy poco la subtilisina. Su mayor
actividad es frente a tripsina y acrosina.

Como se comentd en la introduccion, la acrosina es una
proteasa con actividad tipo tripsina localizada en el acrosoma del
espermatozoide de mamiferos y que permite la penetracién del
espermatozoide en la zona pelicida del oocito. Diferentes trabajos
(IZaneveld, 1970 #1013, Goodpasture, 1981 #106]) muestran como
inhibidores de la acrosina son capaces de prevenir el proceso de
fertilizacion tanto in vifro como in vive. Estos antecedentes sugerfan
la posibilidad de que pudieramos encontrarnos ante un inhibidor de
acrosina.

s posible que este inhibtdor mantenga inactiva la acrosina
del espermio hasta ¢l momento cercano a la fecundacidén, en el que
& acrosina activada ayude a la penetracién del espermatozoide en
el dvulo.

Alternativamente, la presenciadel inhibidor sostenida por sus
inductores, los andréogenos, podria impedir procesos de involucién
de tas células epididimales producidos por enzimas similares a
tripsina. Bsta involucién ocurre en el epididimo tras la supresion de
andrégenos  por  castracidn, aunque no esta  demostrada la
implicacién de enzimas proteoliticos.
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4. LOCALIZACION DE PROTEINAS EPIDIDIMALES DE
SECRECION ASOCIADAS A LA SUPERFICIE DEL
ESPERMATOZOIDE,

LEs esta la primera vez en la que se aborda la localizacion
ultraestructural, mediante téenicas de inmunomicroscopfa con
particulas de oro, de proteinas de secrecién epididimales asociadas
a la superficie del espermatozoide. Utilizando procedimientos
clisicos de inmunofluorescencia, trabajos anteriores han
demostrado la asociacién de proteinas del fluido epididimal con el
espermatozoide ([Brown, 1983 #65; Brooks, 1980 #37: Rifkin, 1985
#55; Smith, 1986 #56]}). En el presente trabajo se han utilizado
técnicas  inmunoultraestructurales con un mejor poder de resolucidn
y sensibitidad que los estudios de inmunofluorescencia
mencionados. Como ejemplo de esta mejora en la sensibilidad, cabe
mencionar que los resultados aqui presentados, en cuanto a la
tocalizacion de fa EP21 respecta, dificilmente se observaron
utilizando las  mismas  preparaciones de espermatozoides vy
anticuerpos, en algunos estudios de inmunofluorescencia
previamente llevados a cabo por nosotros

Los resultados obtenidos indican una asociacién selectiva de i
EP21 o algunas regiones del espermatozoide: la regidén acrosomal y
postacrosomal y ¢l segmento medio, pero no el principal de la cola.

Utilizando un antisuero frente al total proteico del fluido
epididimal, de conejo (Garcfa y cof, 1988) observaron que tres
regiones principales del espermatozoide unen estas proteinas,
regiones denominadas acrosoma, regién postacrosomal y segmento
medio de la cola. La porcién principal de la cola y la regidn
ecuatorial de la cabeza contienen menor cuantia de proteinas
epididimales.  Esta 1ltima  observacién  puede ser importante
considerando que el segmento ecuatorial no contiene los enzimas
liticos presentes en el resto del acrosoma y yue parece ser el sitin
inicial de la fusion espermatozoide/oocito.([Bedford, 1979 #78]),
Otros estudios (Brooks, 1980; Ritkin, 1985) también han indicado
asociacion selectiva de proteinas epididimales a la superficie del
espermatozoide.

Todos estos datos indican que el segmento principal de la cola
se asocia con un relativamente pequefio contenido proteico del
medio de la cauda epididinval. Sin embargo, la uteroglobina,
componentie minoritario de este [luido ([Haro, 1988 #701]), se asocia
con este segmento, lo que se confirma por el hecho de que el
espermatozoide  puede aglutinarse  "cola-cola” in vitro  por el
anticuerpo anti-uteroglobina,

En resumen, los resultados de inmunomicroscopia electrénica
indican que la asociacién de proteinas epididimales al

[

espermatozoide no es al azar, sino que se ajusta a interacciones
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especificas con cada dominio morfoldgico y funcional descrito para
el espermatozoide ([Olson, 1983 #1431]).

El significado funcional de esta unién diferencial y selectiva de
proteinas del fluido epididimal no se ha resuelto por el momento, lo
mismo (ue ocurre con el papel fisiologico exacto de muchas de estas

proteinas.
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CONCILUSIONES

l.-

.-

9.-

El 8-10% de las proteinas sintetizadas por el epididimo son de
ecrecidn.

|75}

La sintesis y secrecion de varios polipéptidos en el epididimo de
conejo estin reguladas por andrégenos

La testosterona ejerce un efecto dual, aumentando la sintesis de
algunas proteinas especificas y reprimiéndola en otros casos.

La elevacion de la temperatura en la cauda produce cambios en
la Dbiosintesis de protefnas de secrecidon muy similares a los
observados despuds de la castracidn,

La EP21 se presenta bajo isoformas muy similares que s¢
sintetizan  preferencialmente en la regidn inicial del epididimo.

La castracién y la temperatura corporal descienden el nivel del
mRNA de la EP2LL

Lay isoformas Uy UL de la EP21 presentan una fuerte
capacidad de unidén a dcido retinoico.

Lo BP21 se asocia a las regiones acrosomal, postacrosomal y
segmento medio del espermatozoide,

Un  polipéptido  de  secrecidn  epididimal dependiente de
andrégenos es un inhibidor especifico de proteasas.
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