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A mis padres



Llegará una época en la que una investigación diligente y
prolongada. sacará. a la luz cosas que hoy están ocultas. . . .
Llegará una época en la que nuestros descendientes se a­
sombrarán de que ignoríbamos cosas que para ellos son
tan claras. . . . Muchos son los descubrimientos reserva­
dos para las épocas futuras, cuando se haya borrado el
recuerdo de nosotros. . . . Nuestro universo sería una co­
sa muy limitada si no ofreciera a cada época algo que in­
vestigar. . . . La naturaleza no revela sus misterios de u­
na vez para siempre.

Séneca, Cuestiones naturales

libro 7, siglo primero.
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INTRODUCCION

La interacción de un espermat ozoide y un ovocito marca, en

alguna medida, una.línea divisoria entre la vida y la muerte. Si estas

dos células interactúan con éxito, teniendo lugar lo que se denomina

"fertilización", sus núcleos se combinarán y comenzara el desarrollo

de un nuevo individuo; pero si ésto no ocurre ambas células morirán

a1 cabo de pocas horas.

Esto explica entonces claramente, el gran gasto de energia

tanto fisiológica como comportamental, que los organismos vivientes

destinan al sólo fin de asegurar el encuentro entre sus gametas.

Pero si bien la unión de estas dos células significa un hecho

critico para las especies, no lo es menos para los cientificos, quie .­

nes han encontrado en su estudio la posibilidad de descifrar muchos

de los misterios de la biologia celular.

Es así que gracias a las intensas investigaciones acerca de

este evento a nivel molecular, hoy no sólo contamos con nuevos ele ­

mentos de control de la fertilidad sino que comprendemos cada.vez

más otros fenómenos celulares tales como los que ocurren en la cé­

lula cancerosa.



Básicamente el proceso de fertilización comprende tres eta;

pas fundamentales.

1) Reconocimiento del ovocito por el espermatozoide.

2) Regulación, por parte del ovocito, de la entrada del espe_r

mat ozoide, de modo tal que la fertilización ocurra entre gametas homg

logas y con un sólo eSpermatozoide por ovocito (baSe de la continuidad

y diversidad de especie).

3) Activación del "adormecido" metabolismo del ovocito,

permitiendo el comienzo de la división celular v el desarrollo embrio­

nario.

Para que esta serie de pasos se lleven a cabo, se hace evi­

dente que tanto el esPermatozoide como el ovocito deben ser células

altamente especializadas .

El conjunto de cambios que sufre un espermatozoide durante

su tránsito por el epidídimo, y que en todos los mamíferos estudiados ,

resulta en la adquisición de capacidad fertilizante, constituye el deno­

minado "proceso de maduración".

El objetivo de este trabajo consiste precisamente en estudiar

la posible participación de los factores epididimarios en el proceso

por el cual un espermatozoide inmaduro se convierte en una célula ca­

paz de alcanzar, reconocer y finalmente fertilizar a un ovocito.



Estructura del espermatozoide

El espermatozoide es una célula haploide cuya estructura y

comp05iciónmolecular están "diseñadas" para cumplir con una tras­

cendente misión: la de atravesar las distintas envolturas que rodean

a un ovocito permitiendo asi la fusión entre las respectivas membra_

nas plasmáticas v con ello la transmisión de su propio material gené_

tico a la gameta materna.

La mayor parte de los conocimientos acerca de la estructu

ra fina de un capermatozoide se debe a la microscopía electrónica(l, 2).

Mediante el uso de esta técnica se han podido observar es­

permatozoides provenientes de diversos mamíferos, cuya similitud

estructural nos permite hacer ciertas generalizaciones.

Describiremos entonces a un espermatozoide, haciendo rei

ferencia a las correlaciones existentes entre estructura, sustratos

bioquímicos y funciones de esta célula, dado que 1a capacidad fertili­

zante está determinada por su normalidad quimico-estructural y me­

tabólica.

En el "típico" espermatozoide de mamífero se pueden dis­

tinguir dos segmentos bien diferenciables: (Figura 1).

A) la cabeza, encargada del aporte del material genético y
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Figura l; Representación esqucmátíca de la organización general de un

espermatozoide de mamffero.



B) la cola, encargada de la actividad metabólica y 1a motili­

dad.

Cada uno de ellos puede a su vez dividirse en subregiones

que se caracterizan por tener diferentes organelas, asi como una or­

ganización de membrana y composición bioquímica especificas (3, 4)

A) Cabeza

La cabeza de un espermatozoide está formada por el núcleo

y el acrosoma.

núcleo: el núcleo esférico de una espermátide, se vuelve elongado en

un espermatozoide. condensándose la cromatina en el polo posterior.

Este polo se continúa luego con la cola, mientras que el polo

anterior está cubierto por el acrosoma.

El nucleolo es menos visible que en la espermátide jóven y

se lo observa en forma de gránulos oscuros cercanos a 1a membrana

nuclear.

Esta membrana derivada del reticulo endoplasmatico está

constituida por dos láminas y un espacio interlaminal. La lámina in­

terna experimenta dos engrosamientos, uno anterior convexo en 1a zc_>_

na cubierta por el acrosoma, y otro posterior cóncavollamado Ea;

base por donde se unen la cabeza y la cola del espermatozoide.



acrosoma: es una eSpecie de casquete que cubre el polo anterior del

núcleo y que deriva del complejo de Golgi de la espermátide.

Aparentemente al iniciarse la eSpermiogénesis, aparecen en

el aparato de Golgí unas vesículas conteniendo los llamados gránulos

preacrosómicos los cuales se fusionan entre sí para formar una única

vesícula: la vesícula acrosómica o acrosoma .

En un estadío posterior la membrana que rodea la vesícula

aumenta su área de adherencia a la membrana nuclear, llegando a c¡_.1_

brir los dos tercios anteriores del núcleo.

Entre la membrana externa del acrosoma y la membrana

plasmática, existen vesículas con un contenido rico en enzimas hidrg

liticas, mientras que por su parte el acrosoma en sí,contiene glico —

proteínas y enzimas proteolíticas que juegan un importante papel en la

llegada del espermatozoide a la membrana plasmática del ovocito.

El borde distal del acrosoma se denomina segmento ecuato­

ïy al parecer tambiénposeeenzimasproteolíticas.

Siguiendo al segmento ecuatorial, se encuentra la región

post-acrosomal, zona por la cual se fusionaría la membrana plasma­

tica del espermatozoide con la membrana vitelina del ovocito.

B) Cola

En la cola del espermatozoide podemos distinguir cuatro seg_



mentos: cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal.

gg): es una zona comprendida entre la placa base (engrosamiento

posterior de 1a membrana nuclear) y 1a pieza intermedia.

En esta región se encuentran un par de centriolos formando

un ángulo de 909 entre si'. Uno de ellos, el centriolo distal, dará ori­

gen a1 axonema que recorre toda 1a cola, rodeado de 9 fibras externas

sólo a lo largo de 1a pieza intermedia y principal.

pieza intermedia: esta región se caracteriza por tener un gran núme­

ro de mitocondrias dispuestas en forma.helicoidal, estructura a la que

se denomina "vaina mitocondrial".

Recordemos que las mitocondrias contienen las enzimas y

coenzimas del ciclo de Krebs, que constituyen la vía común del meta­

bolismo de hidratos de carbono, lípidos y proteínas, almacenándose

la energía producida por estas reacciones, en forma de ATP.

pieza principal: por su interior, al igual que ocurre con la pieza me­

dia, se encuentra el axonema rodeado de 9 fibrillas externas. En este

segmento la vaina mitocondrial está sustituida por una "vaina fibrosa".

pieza terminal: tanto 1a vaina fibrosa como las fibras exteriores, desa

parecen en un punto que marca el comienzo de 1a pieza terminal, la



cual está constitufda por un axonema desorganizado y cubierto por 1a

membrana celular que rodea al espermatozoide en su totalidad.

Para finalizar esta descripción, resumiremos la importan­

cia que tiene cada estructura mencionada en relación con las princi­

pales funciones del e5permatozoide.

acondicionamiento para. el transLorte del DNA: el DNA,

localizado en el núcleo, es el material fundamental pa­

ra los procesos de diferenciación y regulación celular

Es inactivo por pertenecer a una.célula que no precisa

CABEZA si’ntesís proteica y esta protegido de diversos agentes

químicos gracias a las cubiertas que lo envuelven.

Benetración de las envolturas del ovocito: gracias a la

acción de enzimas hidroli’ticas y proteoli'ticas conteni­

das en el acrosoma.

fuente de energía: está dada por 1a vaina mitocondrial

que tiene el equipo enzimático necesario para obtener

energía en forma de ATP, 1a cual será consumida por

COLA los elementos contráctiles del axonema.

elemento de translación: está. representado por el axe­

nema y sus 9 fibrillas externas, estructura similar a

1a de las cilias y flagelos de otras células.



Veamos ahora como participan cada uno de los órganos del

tracto reproductor masculino, a lo largo de la vida de un espermato­

zoide, desde su producción hasta su eyaculación.

Aparato genital masculino.

Esencialmente el sistema reproductor masculino está dise­

ñado para producir espermatozoides maduros, almacenarlos hasta

que sean necesarios, y descargarlos en la hembra formando parte de

un fluído conveniente que les permita ascender por el tracto femenino.

Para cumplir con estas funciones el sistema reproductor

consta de un sitio de producción de espermatozoides: los testículos,

de un órgano de maduración, almacenamiento y tran8porte: el epidí­

dimo y el vas deferens y de un grupo de glándulas accesorias que con

tribuyen a formar el plasma seminal y la porción fluída del eyaculado:

vesículas seminales, próstata y glándulas bulbouretrales o de CowPer.

La Figura 2 muestra un diagrama generalizado del aparato

reproductor masculino de un mamífero, incluyendo también la direc­

ción del flujo de los espermatozoides y del flufdo.

En la mayoría de los mamíferos, el testículo se encuentra

ubicado en el escroto, cubierto por una cápsula de tejido conectivo: la

túnica albugínea. Su parénquima consta de un compartimiento interno,



vesículas seminales

ampula del conducto deferente

‘ " “ eyaculatorio
próstata

A inicial

glándulas bulbouretrales
cuerpo de epididl'rno
"-4 “‘ deferente
cola de epidídimo
otros glándulas ureirales

Figura. 2: Diagrama generalizado del tracto reproductivo masculino de

mamíferos. Las flechas indican 1a.dirección del flujo de es­

permatozoides y del fluido.



ll.

no vascularizado, los túbulos seminíferos, donde se producen los es­

permatozoides como resultado de un complejo proceso citológico, "la

espermatogénesis”, por el cual una célula inmadura y simple, la es­

permatogonia, se convierte en un espermatozoide altamente diferen­

cíado.

El otro compartimento, esta vez muy irrigado, lo constitu

ye el tejido intersticial que rodea los túbulos seminíferos y que con­

tiene a las células de Leydig, cuya función es la producción de hor­

monas androgénicas.

El testículo ademas de los espermatozoides, produce el

fluido testicular que baña las células germinales. Este fluido es rico

en K+, ácido ascórbico e inositol, conteniendo también altas cantida­

des de ácido glutámico y aspártico.

Los esPermatozoides formados en los túbulos seminíferos

son llevados en una suspención diluida, a través de unos túbulos pequ_e

ños, los túbulos rectos, que convergen hacia la rete testis; ésta forma

una trama de cavidades vasculares y canales comunicantes de paredes

finas que emergen del testículo. En este punto se encuentra una valvu

la que impide el retorno del fluido a los túbulos seminíferos.

De la rete testis sale una serie de pequeños conductos, reg

tilineos primero y arrollados sobre si mismos después, los conductos
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oferentes, que luego de un tortuoso camino conducen a los esPermato­

zoides y al fluido testicular, hacia el epididimo.

Este órgano, estrechamente unido a la cara externa del

testículo, está formado por un único y largo conducto enrrollado so­

bre sf en forma compacta.

Pueden distinguirse en él tres grandes zonas o segmentos:

cabeza, cuerpo y cola, los cuales histológica, morfológica y funcio­

nalmente resultan diferentes.

Además de un rol de transporte y almacenamiento, el epid_i’

dimo interviene activamente en el proceso de maduración de los es _

permatozoides, al que describiremos en detalle más adelante.

El epidídimo se continúa luego en el conducto deferente ,

que ya no es más contorneado como los conductos hasta ahora descrip

tos, sino recto, delgado y de paredes musculares gruesas. En su por­

ción inicial sigue un trayecto paralelo al epidídimo para luego entrar

a formar parte del cordón espermático. Su porción terminal muy dila

tada se conoce con el nombre de ampulla diferencial y representa un

reservorio de espermatozoides.

Restan mencionar entonces las glándulas accesorias cuya

secreción es recibida por los espermatozoides en el momento de la

eyacula ción.



Esta secreción, junto al fluido testicular y epididimario

constituyen el llamado plasma seminal, el que además de aportar los

productos necesarios para 1aactividad metabólica de los espermato­

zoides, posee una serie de funciones esenciales para el transporte y

maduración de los mismos.

Los esPermatozoides, (componente celular), y el plasma

scminal (componente plasmática) forman en conjunto el exaculado.

Las vesículas seminales son dos sacos alargados que se unen por un

estrecho cuello con el conducto deferente para formar el conducto e­

yaculador.

La secreción de las vesículas seminales representa el 60%

del volumen total del eyaculado caracterizándose por su notable poder

reductor. Los componentes más importantes por su significación mi

tabólica son, la fructosa, el ácido ascórbico, las prostaglandinas y

c1 K+.

La próstata es una glándula firme y compacta, ubicada inmediatamen

te por debajo de la vejiga, que descarga su secreción a la uretra pros

tática a través de una serie de pequeños túbulos. La secreción prostí

tica representa aproximadamente el 30 % del eyaculado, es ácida

(pH: 5.4) y contiene Zinc, ácido cítrico y fosfatasas ácidas como elc­

mentos más importantes, además de cloruros, colesterol, aminoáci­
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dos y fosfol'ipidos.

Las glándulas bulbouretrales son un par de glándulas túbulo alveolares,

que vierten su secreción mucoidea directamente en la uretra membra­

nosa.

Además de ser importante en volumen, su secreción es ri­

ca en albúmina, a la que se le atribuye un mero papel lubricante. Con_

tiene también mucopolisacáridos compuestos de galactosa, galactosa_

mina, ácido galacturónico, ácido siálico y metil-pentosa.

Cabe aclarar que todos estos órganos y glándulas compar­

ten una sensibilidad a los esteroides sexuales, dependiendo de los arL

drógenos para la diferenciación y mantenimiento de sus propiedades

estructurales y funcionales. De ahí se deduce la enorme importancia

de la función endócrina del testículo.

Puesto que el punto principal de este trabajo consiste en el

estudio del proceso de maduración que sufren los espermatozoides du

rante su tránsito por el epididimo, describiremos más detalladamen­

te las propiedades histológicas y fisiológicas que caracterizan a éste

órgano.

Histología y fisiología del epidídimo.

Uno de los objetivos de muchos investigadores (5, ó, 7, 8)ha

sido el establecimiento de una apropiada división del epidídimo, que
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se corresponda con las variaciones estructurales y funcionales obser­

vadas a.lo largo de este órgano.

Ya es un hecho bien claro, que los términos: cabeza, cuer­

po y cola, utilizados para designar las tres regiones anatómicas del

epididimo, no necesariamente se refieren a la misma región en las

diferentes especies.

Glover y Nicander (7), basándose en criterios filogenéticos

y fisiológicos, propusieron tres regiones funcionales a las que llama­

ron: segmentos inicial, intermedio y terminal. Sin embargo, estas re_

giones presentan diferente longitud según la especie y no tienen en

cuenta 1a diversidad celular encontrada en el epitelio epididimario.

Utilizando entonces un criterio histológico para. la clasifi­

cación de las diferentes zonas del epididimo, se han podido describir

a1 menos cuatro zonas en el ratón (9), cinco en el cobayo y el hamster(6,

(10), seis en 1a rata, carnero y toro (11', 12) y hasta ocho en el conejo

y en el hombre (13, 14).

De todos modos, para simplificar 1a descripción histológi­

ca general que haremos a continuación, consideraremos a1 epididimo

dividido esquematicamente en cuatro zonas principales: segmento ini­

cial, cabeza, cuerpo y cola.

E1 lumen de los túbulos del segmento inicial está tapizado

por un alto epitelio pseudoestratificado constituido por células princi­

pales, basales y apicales (ll).
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Distalmentc a1 segmento inicial, las células apicales coming

zan a desaparecer, encontrándose sólo células principales y basales

en 1a cabeza y cuerpo epididimarios. Este tipo de epitelio se mantie­

ne bastante uniforme a lo largo de todo el epidfdimo excepto por algu_

nas variaciones en la altura celular y otras características citológi­

cas, que podri'an indicar modificaciones locales de 1a actividad meta

bólica.

Es asi' que 1a luz tubular es menor en los segmentos prox_i

males a1 testículo, donde la velocidad de absorción de componentes

del flui'do es elevada, aumentando en los segmentos siguientes, donde

1a secreción proteica es importante y la reabsorción de agua disminu

ye (15).

En el segmento más distal, la cola epididimaria, aparece

un cuarto tipo celular: las células claras, y mientras la altura del e­

pitelio es mucho menor que en otras regiones, el diametro luminal

aumenta bruscamente, confiriéndole a esta región una gran capacidad

para el almacenamiento de eSpermatozoides.

Las célulaürincipales estan presentes a lo largo de todo el epidi’di­

mo, presentando caracteristicas citológicas que vari’an de acuerdo a

1a región del órgano (16).

Son células columnares altas en el segmento inicial y cabe



za, transformándose progresivamente en células de menor altura en

el cuerpo y cola epididimarias.

En la membrana apical pueden observarse numerosas mi­

crovellosidades (estereocilias), de variados tipos y longitudes, como

asi también vesículas pinocitóticas ubicadas en la base de las mismas.

Poseen un nu'cleo basal, rico en cromatina y variable en

cuanto a forma y tamaño a lo largo del epidídimo, rodeado general ­

mente por un retículo endoplasmático rugoso muy extenso, que ocupa

gran parte del cit0p1asma celular.

El rasgo mas sobresaliente de estas células es su altamer¿

te desarrollado aparato de Golgi (compuesto de cisternas paralelas

de membranas lisas), lo cual sumado a las características menciona;

das anteriormente, nos estarían indicandola alta actividad secretoria

de este tipo celular.

En el elongado citoplasma supranuclear se encuentran ade­

más, mitocondrias uniformemente distribuidas y numerosos granulos

de secreción, lisosomas y cuerpos multivesiculares.

Las células basales, apoyadas sobre la membrana basal, se distribu­

yen esporádicamente a lo largo del conducto epididimario y a diferen­

cia de las células principales, presentan un citoplasma con pocas or­

ganelas e inclusioncs celulares. La mayor parte de las células basa­
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les interdigitan de manera compleja con las células principales,

presumiblemente estabilizando el epitelio.

Las células apicales se encuentran casi exclusivamente en el segmen

to inicial del epidi'dimo, distribuyéndose a lo largo de la superficie

luminal del epitelio. Si bien presentan varias caracteristicas de las

células principales adyacentes, existen diferencias cualitativas que

las distinguen.

El citoplasma contiene una menor cantidad de organelas

(e incluso con formas algo diferentes a las de las células principales)

algunas mitocondrias menos uniformes en su forma y aparentemente

más largas, y sólo unos pocos sáculos cortos de reti'culo endoplasm_á

tico granular .

Las microvellosidades que se observan raramente en 1a su

perficie luminal son también menos desarrolladas que en las principa

les.

Las células claras, denominadas asi' por presentar un citoplasma ela

ro al microscopio óptico, se encuentran particularmente en el segmín

to terminal del epidi'dimo. El análisis ultraestructural de las mismas,

reveló 1a presencia de vacuolas y lisosomas en la zona apical y dc a­

cúmulos de glicoli’pidos (17) o gotas lipfdicas en la base celular.

También poseen algunos sáculos de reti'culo endoplasmatico
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bre el núcleo y algunas microvellosidades cortas en la superficie lu­

minal.

A partir de los estudios histológicos y ultraestructurales

descriptos, se hace evidente que el epitelio epididimario no es el que

se esPeraria encontrar para un órgano cuya única función fuese la del

transporte y/o almacenamiento pasivo de los espermatozoides.

De hecho se ha demostrado que el epididimo interviene ac­

tivamente en el proceso de maduración de los espermatozoides, a tra

vés de las funciones absortivas y secretorias de su epitelio.

Se ha estimado que en algunas especies, mas del 90%del

fluido que sale del testículo, se reabsorbe en los conductos eferentes

y regiones proximales del epididímo (18). Esto se debe a la demostr_a

da capacidad del epitelio de transferir líquido desde el lumen hacia. el

intersticio y de absorber y digerir el material particulado o macrom_o

lecular.

Es posible que estos dos procesos, mediados por mecanis­

mos de micropinocitosis, actúen en forma complementaria de modo

tal que la célula, al ingerir el plasma epididimario, absorbería no sg

lo agua e iones sino también macromoléculas de diversos tipos. Mie_n

tras el agua y los iones pueden ser fácilmente eliminados de la célula,
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las macromoléculas serian secuestradas y digeridas.

También existen pruebas de que el epitelio epididimario es

capaz de sintetizar determinados compuestos, algunos de los cuales

son secretados a1 lumen tubular:

a) glicerofosforilcolina (GPC): Dawson y colaboradores (19), fueron

los primeros en observar que el epidídimo contenía grandes cantida­

des de GPC.

Posteriormente Scott y colaboradores (20), a través de la

incorporación de 32P in vivo e in vitro, demostraron que dicho GPC

era efectivamente sintetizada en el órgano y no provenía de la ruptu_

ra de fosfolipidos del espermatozoide (21).

Si bien aún se desconoce el rol fisiológico de 1a GPC en el

semen, se plantea la posibilidad de que esta sustancia tenga un efecto

estabilizador sobre los espermatozoides e intervenga en el manteni —

miento del equilibrio osmótico luminal a medida que se absorbe el

NaCl (20).

La acumulación de este compuesto a lo largo del epididimo,

podría explicarse teniendo en cuenta la ausencia de una GPC-diestera

sa en el órgano y la incapacidad de los espermatozoides de metaboli­

zar 1a GPC exógena.
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b) ácido siálico y glicoproteinas: dado que la mitad de los carbohidra­

tos del fluido epididimario,(con reacción de orcinol positiva), pueden

ser precipitados con ácido tricloroacético (TCA), se ha sugerido que

éstos se encuentran unidos a proteinas.

Este hecho, sumado a la rápida incorporación de 3H galac_

tosa o 3H fucosa al complejo de Golgi de las células epiteliales, y su

posterior aparición en el lumen, permiten concluir que el epitelio ep_i

didimario es capaz de sintetizar y secretar glicoproteinas (22), prodt_1_

cicndo aparentemente tanto la. porción proteica como la de hidratos

de carbono de las mismas (23).

AJ.respecto, se han identificado importantes cantidades de

ácido sialico (grupo de azúcares unidos a proteinas, lípidos o polisa­

cáridos) en el fluido luminal (24, 25, 26).

Aunque muchas de las proteinas antigénicas se encuentran

unidas a esta entidad (2.7),hasta el momento no se han encontrado ex­

plicaciones satisfactorias sobre la función del ácido siálico en la. ex­

presión de las propiedades inmunológicas de esas glicoproteinas.

La identificación de glicoproteinas epididimarias esPecifi­

cas, como asi también sus probables mecanismos de acción, se dis­

cutirán en detalle posteriormente.

c) carnitina: este compuesto, que en otros tejidos está. involucrado en



el transporte de algunos acidos grasos hacia las mitocondrias, se en

cuentra también presente en altas concentraciones en el epididimo (28).

Inicialmente se pensó que 1a carnitina se sintetizaba local­

mente, pero trabajos mas recientes demostraron sólamente su trans­

porte y acumulación en el lumen del cuerpo y de la cola del epididimo.

Su función en el plasma seminal aún no se conoce, pero el

hecho de que los espermatozoides tengan una alta actividad de carniti_

na_aceti1 transferasa (28) sugiere su probable participación en el me­

tabolismo energético de los espermatozoides almacenados en el epidi

dimo.

esteroides: aunque la mayor parte de la testosterona (T) y Dehidro ­

epiandrosterona (DHEA)presentes en el epididimo (29), provienen del

fluido testicular, existen evidencias que sugieren que el epididimo mi_s

mo es capaz de sintetizar esteroides in vitro (30).

Es asi que algunos investigadores, mediante analisis bio .­

quimicos e histológicos, demostraron la existencia de hidroxiestero_i

des deshidrogenasas (enzimas esenciales en la sintesis de esteroides

androgénicos) (31), mientras que otros grupos observaron 1a sintesis

in vitro de colesterol, testosterona y DHEA, utilizando 14€ acetato

como precursor (32, 33, 34).

De todos modos, aún no hay evidencias de la sintesis in vivo
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de esteroides, ni del significado fisiológico de esta probable actividad

cpididimaria.

Finalmente cabe aclarar que el epitelio epididimario es no_

toriamente sensible a los andrógenos, tal como lo demuestra la gran

disminución de sus actividades absortivas y secretorias, observada

luego de la hipofisectomia o castración del animal.

El epididimo como órgano efector de andrógenos.

La dependencia del epididimo por los andrógenos se pone

de manifiesto utilizando el clásico esquema de castración y adminis ­

tración exógena de la hormona.

Es asi que 1a castración produce una profunda atrofia del

órgano (pérdida de peso, disminución del diámetro luminal, involución

del epitelio)(35, 36, 37, 38) una alteración de la actividad secretoria

(menor secreción de GPC (39,40), ácido siálico (41,42) y carnitina

(43); menor actividad de fosfatasas alcalina y ácida (44) y 5 °<reductasa

(45))y la pérdida de motilidad (5,446Lycapacidad fertilizante de los es.

permatozoides (47, 48, 49), mientras que la posterior administración

de testosterona puede revertir parcial o totalmente estas alteraciones .

A continuación resumiremos el mecanismo de acción de los andróge ..

nos, cuya secuencia de eventos se esquematiza en la Figura 3.
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La T sintetizada en el testículo, llega al epidídimo tanto

por la vía sanguínea corno por la vi’acanalicular, ésta última cuanti­

tativamente más importante.

El fluido testicular, secretado por las células de Sertoli luE

go de la estimulación por FSH, contiene testosterona libre y también

unida a una proteina ligadora de andrógenos, el ABP, que sería la reí

ponsable del transporte intratubular de los andrógenos.

En el torrente sanguíneo por su parte, la hormona viaja u­

nida a globulinas transportadoras, llegando así a las glándulas sexua­

les anexas y a los tejidos efectores.

Si bien hay quienes sostienen que la entrada de hormonas a

la célula ocurre a través de un transporte facilitado (50), con activa

participación de una proteína de membrana (51), la teoría más acep­

tada actualmente sugiere la difusión libre de testosterona a través de

la membrana plasmática y a favor de un gradiente de concentración

(52).

No obstante ser la T el principal andrógeno secretado por

el testículo de diversos mamíferos (53), está ampliamente demostrí

do que su metabolito reducido, la dihidrotestosterona (DHT) es la ho:

mona fisiológicamente activa.

La metabolización de T a DHT se lleva a cabo en el cito ­
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plasma de las células blanco y esta catalizada por la enzima NADPH:

_°( cetoesteroide reductasa (54),(ubicada principalmente en las frac­

ciones microsomal y nuclear (55),) cuya actividad mostró ser también

andrógeno-dependiente (45).

La magnitud de esta transformación es tal que la relación

T/DHT que es de 10:1 a la salida del testículo (56) pasa a ser l :6 en

el epididimo (57).

En este órgano actúan ademas las enzimas 3 °‘ y 3 fi ol

deshidrogenasas (que a diferencia de la 5 N reductasa muestran una ag

tivídad concentrada en la fracción soluble del citoplasma (58)) que 11e_

van rcvcrsiblcmcntc la DHThacia 1a formación dc 3 d y 3(! androstan

dioles (dioles), utilizando también NADPHcomo cofactor.

La DHT se une entonces con alta afinidad y no covalentemen_

te (59), a una proteina citoplasmática, "el receptor", dando lugar al

complejo hormona-receptor (H-R), cuya presencia en el epididimo ha

sido demostrada por diversos grupos de investigación (60, 61, 62, 63,

64).

Luego de su activación, el complejo se transloca a1 núcleo

donde se une en forma específica a los sitios aceptores de la cromag

na (65, 66), y permanece retenido por un tiempo variable. El complg

jo induce entonces 1a transcripción del material genético específico



y la activación de la maquinaria enzimática necesaria (67).

Finalmente el complejo se disocía de los sitios aceptores y

el receptor retorna a1 compartimento citoplasmatico mediante el pro­

ceso de reciclado (68).

A través de este mecanismo los andrógenos regulan la fun­

ción epididimaria cuya principal resultante es sin lugar a dudas, "1a

maduración de los espermatozoides".

Proceso de maduración del espermatozoide.

Antiguamente se consideraba a1 epidídimo como un simple

conducto de paso de espermatozoides desde el testículo al conducto e­

yaculador.

Esta hipótesis continuó sosteniéndose hasta que llamó nota­

blemente la atención el hecho de que un espermatozoide proveniente

del testículo, si bien constituía una.célula altamente especializada, era

incapaz de fertilizar a un ovocito sin antes haber transitado a lo largo

del epidídimo.

Más aún, muchos investigadores dedicados al estudio de la

función epididimaria habían observado diferencias en las caracterísg

cas de espermatozoides de distintas regiones del órgano, por lo cual

finalmente se concluyó que debían ocurrir fenómenos de suma impor­
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tancia sobre un espermatozoide durante su tránsito por el epididimo,

que resultaran en 1a adquisisión de capacidad fertilizante.

Gracias a los avances que se han hecho, principalmente de;

bidos a la introducción de innovaciones metodológicas, actualmente

es bien conocido que el pasaje de un esPermatozoide por el epidi'dimo,

está acompañado por una serie de cambios morfológicos, fisiológicos

y bioquímicos que en conjunto constituyen el denominado "proceso de

maduración."

Se ha podido demostrar que la maduración de un espermatg

zoide, al igual que otras funciones epididimarias, también depende

de un adecuado aporte de andrógenos. (69, 47, 70).

A1no haberse encontrado receptores androgénicos en los

mismos esPermatozoides (71) se ha sugerido que los andrógenos afes

tari'an a los mismos en forma indirecta a través de su acción sobre

el tejido epididimario. (72)

La hormona induciri’a entonces la si'ntesis de productos se­

cretorios, los cuales liberados al lúmen, modificari'an al medio que

rodea a los espermatozoides favoreciendo su maduración.

Por otro lado, estos productos secretorios podrían interag

tuar directamente con las gametas, alterando sus propiedades de su­

perficie o produciendo otros cambios que condujeran a la adquisición
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de capacidad fertilizante.

Básicamente los diferentes cambios que ocurren durante la

maduración pueden dividirse en cinco grandes grupos;

1. - CAMBIOS EN LA HABILIDAD FERTILIZANTE

2.- CAMBIOS EN LA MOTILIDAD

3.- CAMBIOS METABOLICOS

4.- CAMBIOSESTRUCTURALES

5. - CAMBIOS A NIVEL DE SUPERFICIE

A continuación describiremos brevemente en qué consisten

cada uno de ellos, cómo asi' también de qué manera el epidi’dimo resu_1

ta ser relevante para la función última de un espermatozoide: "la fer­

tilización".

l) Cambios en 1a habilidad fertilizante.

La suposición de los primeros investigadores acerca de una

maduración funcional de los espermatozoides en el epidi'dimo de la m_a

yori’a de los mamíferos, fueron confirmadas por Young en 1931 (73),

quién observó un aumento en el porcentaje de hembras preñadas luego

de la inseminación de espermatozoides de cola distal (68%)respecto

del obtenido con espermatozoides de cola proximal (33%).
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Estos resultados obtenidos en cobayo se extendieron luego

al conejo (74, 75), a 1a rata (76) y al hamster (77), sugiriendo enton­

ces que la adquisición de habilidad fertilizante ocurrfa gradualmente

a medida que el espermatozoide recorri’a el epidi'dimo.

Posteriormente se demostró que dicha adquisición se prod_u

ci’aen un segmento determinado del órgano, donde algunos espermatg

zoides estaban maduros para fertilizar al ovocito, si bien la mayoría

de los mismos se encontraban maduros cuando alcanzaban recién las

regiones mas distales.

Sin embargo,este "segmento de transición" resultó ser di_

ferente según la e3pecie estudiada. FBasi' que en el conejo y en el ca_r

ncro ya se encuentran espermatozoides fértiles en el cuerpo proximal,

(74, 75, 78), mientras que en la rata (47), el hamster (77) y aparente­

mente el hombre (79), los primeros espermatozoides con capacidad

fertilizante, se hallan recién en la unión entre el cuerpo distal y la

cola proximal.

De todos modos la maduración de un espermatozoide no es

un fenómeno relacionado sólo con la capacidad de penetrar a un ovo­

cito. Orgebin- Crist (80, 81, 82) demostró que los ovocitos fertilizados

por espermatozoides de la región proximal (tanto del cuerpo como de

la cola del epidi'dimo)eran menos capaces de desarrollarse normal­
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mente durante el período de preimplantación que aquellos ovocitos fer

tilizados por espermatozoides eyaculados. Estos resultados fueron

también hallados por otros autores (83, 84) por lo cual puede concluir­

se que el proceso de maduración de un espermatozoide continúa aún

luego de haber adquirido la capacidad fertilizante.

Young en 1931 (73), encontró un pequeño aumento en el por­

centaje de hembras de cobayo preñadas, cuando éstas eran insemina_

das con los espermatozoides de la cola proximal de un epídfdimo cuyos

vas deferens habian permanecido ligados durante 25 dias.

Sin embargo, en los últimos años se ha hecho evidente que 1a

sóla retención de los espermatozoides no es condición suficiente para

que se desarrollen los diversos cambios que acompañan al proceso de

maduración.

Es así que cuando se impide el descenso de espermatozoides

de conejo mediante ligaduras del conducto, los espermatozoides de ca­

beza proximal adquieren motilidad pero no capacidad fertilizante, aún

luego de haber estado retenidos en esta región durante un período de

12 días, que supera el tiempo empleado para el normal tránsito de un

espermatozoide a lo largo de todo el epidídimo (75).

Del mismo modo, en el hamster, la retención de esperma­

tozoides en las regiones proximales del órgano no resulta en la adqui
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sición de habilidad fertilizante por parte de los mismos (77, 85).

Pareceria entonces, que al menos en estas dos especies,

los espermatozoides necesitarían exponerse al entorno de una región

determinada del epididimo, para poder desarrollar la capacidad de

fertilizar al ovocito, atribuyéndose actualmente esta propiedad a la

acción especifica de las secreciones epididimarias.

2) Cambios en la motilidad.

La motilidad de los espermatozoides es una propiedad que

sólo se expresa cuando éstos se ponen en contacto con las secreciones

de glándulas accesorias en el momento de la eyaculación, o bien al

ser diluidos en una solución buffer.

Sin embargo es bien sabido que los espermatozoides prove­

nientes de testículo son incapaces de mostrar motilidad, adquiriendo

recién esta capacidad a1 transitar por el conducto epididimario (86).

Hammar en 1897 (87) y luego Tournade en 1913 (88), obseï

varon inclusive que el perfil de motilidad de espermatozoides epidid_i

marios se modifica tanto cuantitativa como cualitativamente a med_í

da que éstos descienden por el epididimo.

Es así que los espermatozoides de cabeza se mueven débi_l

mente in situ y en forma circular, mientras que los espermatozoides



de la región caudal ya pueden desplazarse vigorosamente con el caras

teristico movimiento progresivo y direccional, constituyendo induda ­

blomcnte la motilidad el cambio mas notorio que sufre un e5permato_

zoide durante el proceso de maduración.

Aunque no se conocen exactamente cuales son los mecanis­

mos involucrados en la adquisición de motilidad, ni en la transición

del movimiento circular al progresivo, son varios los parámetros

que podrian influir:

a) cambios en la estructura flagelar: los estudios de Bedford y colabg

radores (86, 89, 90) demuestran claramente que durante el desarro­

llo de la motilidad en el epididimo, existen cambios en el estado de

oxidación de los grupos sulfidrilos (SH) del esPermatozoide .

El consecuente aumento en el contenido de puentes disulfu­

ro (S-S),junto a la fosforilación de microtúbulos (91) llevaría a la es­

tabilización de las estructuras celulares (pieza intermedia, membra

na mitocondrial externa y cubierta fibrosa de la pieza principal) res­

ponsables de modelar la forma y amplitud del movimiento flagelar.

b) cambios bioquímicos: Hoskins y colaboradores trabajando en cone­

jo (92, 93) sugirieron que los cambios en la motilidad de un esperma
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tozoide podrían estar relacionados con el contenido intracelular de

AMPC. Esta suposición se basa en que los niveles de AMPC del es —

permatozoide prácticamente se duplican durante su pasaje por el epi_

dïdimo, mientras que en forma paralela existe una disminución de la

actividad de la fosfodiesterasa, enzima encargada de 1a degradación

de AMPc del fluido epididimario.

Mas aún,Se ha podido inducir in vitro mediante el agrega ..

do de inhibidores de fosfodiesterasa, un aumento en la motilidad de

espermatozoides de cabeza de cobayo (94) y rata (95), aunque sin 113

gar a mostrar el movimientoprogresivo característico del esperma­

tozoide maduro.

c) efecto de factores extrinsecos: Lindhomer trabajando en el hom ­

bre (96) y Hoskins en carnero (92) observaron que el agregado simu_1

taneo de un inhibidor de fosfodiesterasa y de pequeñas cantidades de

plasma seminal a una susPensión de espermatozoides de cabeza era

capaz de inducir, al cabo de diez minutos, motilidad progresiva y

direccional en casi el 40 % de los espermatozoides.

Restaba no obstante saber cual era precisamente el factor

responsable de esta actividad del plasma seminal, como asi también
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de dónde procedía y de qué manera actuaba.

A raiz de estos interrogantes Hoskins encaró una.purifica­

ción y caracterización parcial del factor al que denominó FMP, con ­

cluyendo que el mismo era una glicoproteina estable al calor, con un

peso molecular aparente de 37000para su forma monomérica (97).

Debemos aclarar no obstante que los espermatozoides tes­

ticulares no reaponden a la acción de este factor, lo cual implica otra

diferencia adicional entre el espermatozoide testicular y el esperma­

tozoide epididimario.

Young en 1929 (98) demostró que la motilidad de esperma­

tozoides de cobayo, retenidos en cabeza por una simple ligadura, au­

mentaba considerablemente respecto a la de e3permatozoides de cabe

za provenientes de un epididimo no ligado, por lo cual sugirió que 1a.

adquisición de motilidad era un proceso de naturaleza intrínseca, de­

pendiente del tiempo, que comenzaba en el testículo y se completaba

en el túbulo epididimario.

En los últimos 40 años se han hecho muchos intentos usan­

do la técnica de ligaduras, para determinar si los aumentos de moti­

lidad de espermatozoides retenidos eran debidos a.factores intrinse

cos o extrinsecos al espermatozoide.
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Es asi como algunos autores trabajando con otras especies

coincidieron con Young (77, 99, 100, 101, 102), mientras que otros

(103) no encontraron ninguna diferencia de movimiento entre esperma

tozoides de epididimos ligados y epididimos control.

Sin embargo, aún en los casos en que existia aumento en la

motilidad,no pudo observarse nunca el desarrollo del movimiento uni_

direccional y progresivo.

Actualmente se piensa que un factor del medio externo es

el responsable de convertir el movimiento flagelar en el clasico mov_i

miento progresivo, postulándose como firme candidata 1a glicoproteí

na purificada por Hoskins (FMP).

Aunque no se conoce su procedencia, 1a gran concentración

de FMP encontrada en el fluido de 1a cola del epididimo hace pensar

en su origen epididimario, por lo cual podria concluirse que esta gli­

coproteína interactuaria con el espermatozoide otorgándole la capaci­

dad de movimiento direccional.

3) cambios metabólicos:

La dificultad de obtener preparaciones de espermatozoides

de suficiente cantidad y pureza, limitó durante varios años el estudio

de los cambios metabólicos que acompañan al transito de un e9perma­
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tozoide por el epididimo.

Sin embargo el posterior desarrollo de una técnica para la

recolección de espermatozoides de rete testis (104) ha permitido la

comparación de varias caracteristicas bioquímicas entre espermato

zoides con diferente grado de maduración.

Gracias a ello actualmente podemos afirmar que el meta­

bolismo de un esPermatozoide testicular difiere totalmente del de un

espermatozoide maduro (105).

Durante el tránsito de un espermatozoide por el epididimo

aumentan la glicólisis y la respiración (medidas a través del consumo

de oxigeno), mientras que disminuye la actividad biosintética (106).

Se ha podido observar que los espermatozoides testiculares

convierten una mayor proporción de glucosa en COZy una menor en

lactato, respecto de espermatozoides de cola.de epidídimo (107), co­

mo asi también que espermatozoides inmaduros son capaces de for .­

mar apreciables cantidades de aminoácidos a partir de glucosa, no

pudiendo observarse lo mismo para el caso de espermatozoides eya­

culados (104, 107, 108).

Contrariamente, la capacidad de síntesis de fosfolípidos,

medida por la incorporación de glucosa a lípidos, es mayor en el es­

permatozoide inmaduro que en el eyaculado (106, 109).
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Por su parte la capacidad de síntesis proteica, ha sido de­

mostrada a través de la incorporación de aminoácidos marcados a las

proteínas de espermatozoides (110), existiendo inclusive evidencias

de que la maquinaria sintética estarfa localizada en las mitocondrias

(111); de todos modos la cantidad de proteinas sintetizadas por los es­

permatozoides es muy pequeña.

Por lo tanto se cree que las modificaciones que en este as­

pecto ocurren durante la maduración, estarían asociadas a cambios

en las macromoléculas (posteriores a la traducción), como fosforila­

ción, formación de puentes disulfuro, o glicosilación, más que a la

síntesis de nuevos componentes.

El análisis completo del fluido luminal del epididimo per­

mitió establecer una diferente composición del mismo para los Sucs

sivos segmentos (108, 112, 113, 114).

Es así que se ha observado una serie de modificaciones,

en sentido céfalo- caudal, entre las cuales pueden mencionarse una

importante reabsorción del fluido que resultan en un aumento de 20 VE

ces en la concentración de los espermatozoides, una disminución a .­

preciable del pH (113) y de la osmolaridad (115) y una variación de la

concentración iónica, con caída del cociente Na +/K +(ll3, 116, 117),

3)reducción de cloruros (Cl-) y aumento de fosfatos (1304- . (114)
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Por otro lado, el fluido epididimario contiene un cierto nú­

mero de sustancias tales como ácido láctico, inositol, GPC, carniti­

na, glutamato, acidos grasos de cadena larga, etc. (39) que el esper­

matozoide podria utilizar como sustratos metabólicos.

Si bién hasta el momento no se conoce de qué manera estas

sustancias y/o los diferentes cambios antes mencionados, podrían a­

fectar a1 proceso de maduración in vivo, existen evidencias de que el

metabolismo de los espermatozoides puede ser modificado in vitro

por la acción del flufdo epididimario o de los diversos componentes

encontrados en el mismo. (118)

El agregado de fluido de rete testis (RTF) o de fluido de la

cola del epididimo (CEF) a susPensiones de espermatozoides testicu­

lares y epididimarios, logra aumentar la entrada de oxigeno y cam­

biar el perfil de degradación de la glucosa.

Las altas concentraciones de carnitina presentes en el fluí­

do epididimario han resultado tener efectos contradictorios sobre la

oxidación de palmitato. Mientras algunos autores observaron que la

carnitina aumenta la velocidad de oxidación en espermatozoides bo ­

vinos (119), otros no encontraron ningún efecto (120) o inclusive ob .­

servaron una disminución. (121)
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Es probable que estas discrepancias se deban a los diferer_1_

tes estados de maduración que presentaran los espermatozoides o a

los distintos protocolos experimentales empleados en cada caso.

La presencia de esteroides en los fluidos del tracto repro­

ductor (29, 122) ha llevado a algunos investigadores a examinar sus e_

fectos sobre el metabolismo de los espermatozoides.

Varios andrógenos parecen estimular la glicólisis anaeró­

bica de espermatozoides de bovino, ya sea eyaculados o provenientes

de la cola del epidídimo, pero no de los espermatozoides testiculares

(123, 124, 125).

En ausencia de esteroides exógenos se encontró que los es­

permatozoides testiculares incorporan más lípidos que los eyaculados,

aumentando en ambos casos la sintesis lipidica luego del agregado de

esteroides al medio de incubación (124).

Murdock y colaboradores (123) observaron que la mayoría

de los progestágenos disminuyen la cantidad de oxígeno consumida por

los espermatozoides de carnero e incrementan el metabolismo anaeré

bico de la glucosa.

Por su parte, todos los andrógenos y estrógenos excepto

la estrona, disminuyen también el consumo de oxígeno, aunque sólo

la testosterona y la androstenediona estimulan significativamente la

glicólisis .
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Si bien estos autores han demostrado el efecto de las her­

monas esteroideas sobre el metabolismo del espermatozoide, no po­

demos asegurar su significado biológico, dado que las concentracio —

nes de esteroide utilizadas (115-350/14-M),exceden en varios órdenes

de magnitud, a los niveles fisiológicos (30-70 MM).

4) cambios estructurales.

Si bien el espermatozoide al ser liberado del epitelio semi_

ni'fero es ya una célula e3pecializada, sufre una diferenciación poste­

rior en su estructura mientras recorre el túbulo epididimario.

Por microscopía óptica se han observado cambios en 1a u­

bicación de la gota citoplasmática (resto de citoplasma que rodea a 1a

región del cuello del esPermatozoide testicular), la cual se encuentra

inicialmente en el cuello de un espermatozoide de cabeza de epidi'dimo

y migra gradualmente a lo largo de la pieza media para terminar per_

diéndose en el espermatozoide maduro.

Aunque no se conocen ni la. función ni el mecanismo de mi­

gración, las últimas evidencias demostrando 1a presencia de actina

en 1a gota citoplasmatica sugeririan la intervención de proteinas con

tractiles en este proceso. (126).

También han sido observados cambios en 1a morfología del
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acrosoma. Los estudios por microscopía óptica revelan una dismi_

nución en el tamaño del acrosoma de espermatozoide de conejo (127),

lo cual fue luego confirmado por microsc0pía electrónica (128, 129).

En otras especies que incluyen el mono (128), cobayo (130,

131), Chinchilla (131) y marsupiales (132), se observó una remodela

ción del acrosoma a medida que los e3permatozoides descienden por

c1 epidídimo.

Es interesante hacer notar que al menos en los espermatg

zoides de cobayo (131) y conejo (133), existen inclusive cambios en

la densidad del contenido acrosomal durante el proceso de maduración.

Aún se desconocen cómo se relacionan estos cambios con

el desencadenamiento de la reacción acrosomal que es capaz de su­

frir un espermatozoide maduro, pero hay evidencias de que el conte­

nido acrosomal del espermatozoide inmaduro posee una actividad pro

teásica.

No se han observado sin embargo, cambios evidentes en

el núcleo y organelas accesorias del flagelo, excepto la estabilización

de ciertas estructuras por puentes disulfuro (perforatorium, mambrí

na mitocondrial externa y las organelas accesorias del flagelo (89)).

Por último restan mencionar los cambios a nivel de la men_i

brana plasmática (128, 131, 135) que por estar íntimamente ligados al
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mecanismo de fertilización, se describiran detalladamente a continua­

ción.

5) Cambios a nivel de sgerficie.

L_ainteracción de un espermatozoide y un ovocito involucra

una serie de eventos mediados por membrana, que en conjunto pueden

considerarse básicamente como un fenómeno de reconocimiento inter­

celular. De aquí se hace evidente entonces el papel fundamental que

juega 1a membrana plasmática en este proceso.

Debido a ésta íntima participación de la membrana en el

mecanismo de fertilización, muchos investigadores prestaron espe —

cial interés en aquellos cambios que se producen en la superficie de

un espermatozoide a medida que éste desciende por el epidídimo.

En primer lugar comencemos por aclarar que la membra­

na plasmática que rodea a un espermatozoide no es homogénea en

cuanto a sus características bioquímicas y estructurales, sino que

se encuentra dividida en varias regiones o "dominios" cuyos límites

estarían definidos por las organelas subyacentes.

Así por ejemplo, los segmentos acrosomal, post-acrosoma1

y flagelar de un espermatozoide difieren notoriamente en el tamaño,
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densidad y distribución de partículas intramembranosas (136, 137), lo

cual estaria reflejando de alguna manera, las funciones especificas

de cada uno de estos dominios.

Durante el proceso de maduración, el espermatozoide sufre

diversos cambios post-testiculares en su superficie, ya sea a nivel

de la cara externa .de1a membrana, de 1a cara interna o citoplasmáti­

ca, o bien dentro del mismo plano de la membrana.

Mediante la técnica de criofractura se ha demostrado una

gran redistribución de partículas intramembranosas en dominios res­

tringidos de 1a membrana, y en zonas especificas del epidfdimo (138,

139) .

Si bien aún no se conecen los mecanismos que la producen,

parecería estar relacionado con factores unidos a 1a cara externa,

así como a cambios en 1a cantidad de material asociado a la cara ci­

toplasmática.

Sin embargo, hasta el momento es muy poco lo que se ha

encontrado respecto a las modificaciones de 1a estructura interna de

1a membrana, ya que indudablemente 1a mayor parte de los estudios

se ha centrado en los cambios de superficie que ocurren en 1a cara

externa y que se relacionan en forma directa con el reconocimiento

del ovocito por parte del espormatozoide.
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Se han utilizado varias técnicas para demostrar cambios

moleculares a nivel de superficie:

a) determinación de la densidad de residuos acídicos negativos.

b) identificación y localización de residuos terminales de azúcares en

oligosacáridos de superficie.

c) localización histoquímica, marcación, aislamiento y caracteriza­

ción de glicoproteínas .

Cada una de estas técnicas ha contribuido al mejor conoci­

miento de la composición molecular de la membrana plasmática y de

sus cambios durante el proceso de maduración.

a) Los primeros resultados que describen diferencias en 1a superfi­

cie de un espermatozoide inmaduro y otro maduro, fueron realizados

por Bedford en 1963 (140), quien utilizando la. técnica de electrofore­

sis de células enteras, encontró que los espermatozoides de la cola

presentaban una carga negativa mayor que los espermatozoides pro­

venientes de cabeza, orientándose también de manera diferente en un

campo eléctrico.

Estas observaciones se confirmaron más tarde por estu —

dios ultraestructurales basados en la unión de partículas coloidales

cargadas positivamente, a los sitios aniónicos de la membrana, lo



46.

que mostró un incremento en la densidad de carga negativa de super­

ficie durante el proceso de maduración (141, 142,143,144).

Es muy probable que este aumento en la carga negativa se

deba a la unión de grupos acidicos, especialmente carboxilos, a pro­

teínas y lípidos de membrana, o bien al agregado de glicoproteínas

y/o glicolípidos a la superficie de un e5permatozoide durante su pasa

je por el epidídimo.

Esta interacción de material epididimario con la membrana

del espermatozoidesería reaponsable de los cambios en las propieda

des antigénicas de la superficie celular. (145,146)

b) Los glicoconjugados se encuentran presentes tanto en la superficie

de 1a gameta masculina como de las células somáticas.

Mediante el uso de técnicas citoquímicas selectivas, no sí

lo se los ha podido localizar en la superficie del espermatozoide epi­

didimario, sino inclusive se ha analizado su composición evolutiva du

rante la maduración.

La técnica se basa en el uso de lectinas específicas, con

el fin de identificar distintos mono u oligosacáridos en la superficie

celular.

Las lectinas son proteínas de origen vegetal o animal, con

múltiples sitios de unión de hidratos de carbono.
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Cada lectina une en forma esPecífica distintos sacáridos,

presentando la particularidad de no perder su actividad biológica lug

go de 1a conjugación con componentes fluorescentes o radiactivos,

por lo cual su interacción con la superficie puede visualizarse al mi

croscopio.

Si bien las lectinas unen residuos específicos, no se ha pg

dido discriminar si lo hacen a constituyentes glicoproteicos o glico­

lípidicos.

Nicolson y Yanagimachi (147) fueron los primeros en exa­

minar 1a presencia de sitios ligadores de lectinas en espermatozoi­

des de mamíferos, estudiando los cambios a través de ensayos de a­

glutinación, del uso de lectinas marcadas, o bien mediante la fijación

de lectinas y el consecuente tratamiento con reactivos específicos.

Los resultados encontrados en varias esPecies, utilizando

tres tipos diferentes de lectinas (WGA, RCA y Con A) indicaron que

la densidad y diaponibilidad de receptores para lectinas, generalmen

te disminuian desde la cabeza a la cola, presentando inclusive una

distribución hetereogénea en las distintas regiones de una misma cé­

lula, ya que la disminución era, mayor en la cola que en la cabeza

del espermatozoide.

Sin embargo, otros autores han hallado perfiles opuestos

(148) o bien no han encontrado ningún tipo de cambio (149).
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Estas modificaciones en la cantidad de receptores, no sólo

se observan durante el tránsito por el túbulo epididimario, sino tam­

bién luego de 1a eyaculación y podrían deberse a:

- degradación de glicoproteínas y de oligosacáridos de superficie por

la acción de proteasas y glicosidasas resPectivamente.

_agregado de nuevos residuos que completen la cadena de oligosacá­

ridos (ej.: ácido siálico vía una sialotransferasa).

-adsorci6n de sustancias que puedan enmascarar los sitios disponi­

bles de superficie.

c) Por estudios bioquímicos recientes se ha encontrado que también

existen cambios específicos durante la maduración, en las macromo­

léculas de 1a cara externa de 1a membrana plasmática de los esperm_a

tozoides.

La mayoría de los estudios ha empleado técnicas de radio­

marcación enzimática de residuos que forman parte de proteínas,

glícoproteínas y glicolípidos expuestos a1 medio externo.

Básicamente las técnicas utilizadas son tres;

- íodinación catalizada por lactoperoxidasa para marcar residuos ex­

puestos de tirosina e histidina.
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- acción de galactosa oxidasa y posterior reducción con borohidruro

de sodio para marcar restos de galactosa y de N_acetil galactosam_i

na.

—acción de metaperiodato de sodio y posterior reducción con borohi­

druro de sodio para marcar restos de ácido siálico.

Utilizando el método de galactosa oxidasa (150), Olson y

Hamilton (1978) (151) hallaron que los espermatozoides de la cola del

epidídimo de rata mostraban una glicoproteína de 37000 que no estaba

presente en el espermatozoide de cabeza.

En 1981 Olson y Danzo (152) encontraron que tanto los es­

permatozoides de cabeza como los de cola presentaban incorporación

de radioactividad a un pico de 37000 que también pudo determinarse

con las mismas caracteristicas mediante el ensayo con metaperioda­

to.

Si el pico de 37000, reconocido tanto por el ensayo de ga­

lactosa como por el de lactoperoxidasa, representa un único compo­

nente, entonces es posible que éste se modifique (quizás por glicosi­

dación) durante el proceso de maduración en el epididimo.

Estas modificaciones se detectan en aquellos espermatozo_i

des de la región de la cola proximal, coincidiendo así con la región

donde los espermatozoides muestran por primera vez capacidad ferti
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lizante (Olson y colaboradores, no publicados aún).

También se han encontrado en otras especies, diferentes

componentes en la superficie de espermatozoides de distintas regio­

nes del órgano.

En conejo por ejemplo, se identificaron ocho componentes,

dos de los cuales (PM: 35000 y PM: 39000) están ausentes en esperma

tozoides de cabeza, dos (PM: 50000 y PM: 78000) están en pequeñas

cantidades, y uno de PM: 86000 que se encuentra en espermatozoides

de cabeza, se reduce notoriamente en espermatozoides de cola (153).

En carnero se han hallado siete componentes cuyos pesos

moleculares oscilan entre 78000y 132000, pero aqui, en contraste,

con los casos anteriores, los espermatozoides de cola pierden la mi

yor parte de los componentes que caracterizan a un eSpermatozoide

testicular, aunque poseen otros componentes que incluyen una protei­

na de 24000 (154).

A partir de estos datos se hace evidente que existen diferen

cias significativas en 1a disposición de proteínas en la superficie del

espermatozoide entre las diversas especies.

Por otro lado los numerosos cambios en cuanto a los com­

ponentes de superficie entre espermatozoides de cabeza y cola, nos

estarían hablando una vez más, de la modificación y/o desenmascarí
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miento de componentes ya presentes en eSpermatozoides de cabeza,

o bien del agregado de nuevas estructuras provenientes del mismo e_s

permatozoide o del entorno epididimario.

Por lo que se ha descripto hasta el momento parecen exis­

tir profundos cambios en la membrana de un espermatozoide durante

su tránsito por el epididimo.

Es muy poco probable que estas modificaciones resulten de

la síntesis de nuevas proteinas por el mismo espermatozoide, ya que

no está presente en esta célula la maquinaria necesaria, por lo que

se deduce que serían más bien mediados por el entorno epididimario.

Dentro de las opciones que podrían explicar la aparición

de nuevos componentes en la superficie, y que incluyen procesos de

degradación e inserción enzimática de residuos a cadenas laterales

de glicoproteínas, también habiamos mencionado el recubrimiento

de la superficie del espermatozoide por materiales secretados por el

epididimo.

El análisis electroforético del fluido epididimario ha demo_s

trado que los componentes proteicos del mismo varían a lo largo del

conducto, siendo inclusive diferentes de aquellos presentes en el Sus

ro.

Esta variación de composición se debería a un proceso
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(lSi 156, 157, 158, 159).

Estos resultados confirmaron así estudios previos en los

que se demostraba la secreción de proteínas por el epitelio epididima

rio, mediante el análisis bioquímico de citosol de epidídimo (160,

161), técnicas inmunológicas (162) y de radioautografïa (22, 163, 164,

165,166,167,168,169).

Recientemente y en un estudio más profundo del fenómeno,

se han aislado, purificado y caracterizado glicoproteínas epididima­

rias específicas en diversas especies de mamíferos. (42, 170, 171,

172,173).

Es importante hacer notar que aún existiendo variaciones

en los resultados encontrados para cada especie, todos los autores

parecen coincidir en cuanto a la producción andrógeno-dependiente de

proteínas de bajo peso molecular (30000 a 45000) que interactúan con

la superficie que recubre la cabeza del espermatozoide.

La localización de estas glicoproteínas por técnicas inmu­

nohistoquímicas, reveló que éstas son secretadas por el epitelio de

la cabeza y el cuerpo y que estan presentes en el lúmen de los túbulos

de la cola, donde aparecen asociadas o unidas al eSpermatozoide .

(162,170,171,l72,l73,l74,l75,l76)
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De todos modos ni las técnicas inmunohistoquímícas ni de

radioautografía pudieron determinar cuán firmemente unidos están es_

tos componentes a la membrana.

Las glicoproteínas marcadas con 3H fucosa por ejemplo,

que son secretadas por epididimo, pueden detectarse sobre la super­

ficie de un espermatozoide intacto (167), siendo suficiente un sólo 1a­

vado para que el material radioactivo desaparezca, lo cual estaría

indicando la unión débil de este componente a la superficie (Orgebin­

Crist y colaboradores, aún no publicado). Otros, sin embargo, re ­

quieren procedimientos más drásticos para su extracción.

En conclusión, todo parecería indicar que la membrana

plasmática del espermatozoide sufre una extensa reorganización es­

tructural y quimica a.distintos niveles, cuyo significado fisiológico,

si bien aún poco conocido, estaría relacionado directamente con la

capacidad fertilizante de 1a gameta.

Capacitación y reacción acrosomal del espermatozoide.

Aún luego de la maduración epididimaria los esPermato—

zoides no han adquirido su completa capacidad de fertilización.

Chang (177) y Austin (178) en 1951 fueron los primeros en
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observar que los espermatozoides de ciertos mamíferos requerían de

un cierto período de permanencia en el tracto reproductivo de la hem

bra para desarrollar totalmente su potencial capacidad fertilizante.

A este fenómeno se lo denominó mas tarde "capacitación"

(179) y se lo define como un acondicionamiento del espermatozoide

dentro de 1a hembra, que luego de completado permite al espermato_

zoide penetrar las distintas envolturas celulares y no celulares que

rodean a un ovoeito.

Actualmente se sabe que 1a capacitación es un prerequisito

para la fertilización en todos los mamíferos incluyendo el hombre,

con un tiempo de duración que varía según la especie (de 2 a 6 horas

en animales de laboratorio y de 6 a 12 horas en la esPecie humana) y

que se determina a través del intervalo entre 1a inseminación de los

espermatozoides y su penetración en los ovocitos.

Existen numerosos estudios que demuestran la posibilidad

de reproducir el proceso de capacitación in vitro, incubando los es­

permatozoides en un medio adecuado durante un tiempo suficiente

(180,181, 182,183,184,185,186, 187), si bien aún no se puede asegurar

que la capacitación in vitro e in vivo constituyan procesos fisiológicos

idénticos.

Como es sabido el acrosoma de un esPermatozoide esta re­
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cubierto por proteínas epididimarias y del plasma seminal que de a_1_

gún modo estabilizan la membrana plasmática que rodea esta región.

Uno de los pasos importantes de 1a capacitación consisti —

ría justamente en la pérdida de estos elementos de superficie (174,

187,188,189,190), como consecuencia de agentes líticos presentes

tanto dentro del mismo espermatozoide como del tracto de la hembra

(191.192.193).

El otro paso sería una alteración de las glicoproteinas de

la membrana plasmática (148, 194), que también contribuiría a la

desestabilización,posiblemente reduciendo las cargas negativas o all

mentando la fluidez.

Debido a que la. capacitación involucraría entonces modifi­

caciones importantes en la membrana plasmática, se postuló la exii

tencia de cambios morfológicos correlativos, los cuales hasta el m2

mento no han podido ser observados (191,195,196).

Sin embargo, sí se ha visto que durante este proceso hay

una reorganización de la. estructura interna de la membrana, refleja

da a través de cambios de su fluidez (197), por lo que hoy se considg

ra a la capacitación como una serie de eventos a nivel molecular

que prepararían a la membrana para la llamada reacción acrosomal,

que se describira en detalle mas adelante.
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Acompañandoa estos cambios estructurales existe un mar­

cado incremento de_la actividad respiratoria, y en la. motilidad de los

espermatozoides (198, 199, 200).

El intenso movimiento que presenta un eSpermatozoide ca­

pacitado respecto de uno eyaculado se ha definido como activación

del espermatozoide, atribuyéndosele un importante papel en este fe­

nómeno a los cambios en la permeabilidad de membrana observados

durante la capacitación.

Si bien no se ha establecido aún si 1a activación es o no un

prerequisito para 1a fecundación, se cree que el tipo de movimiento

que exiben los espermatozoides activados podría ser importante para

un óptimo impulso de penetración en el ovocito (195).

Por otro lado Chang en 1957 (201) y otros autores posterio]:

mente (202, 203, 204) demostraron que la capacidad fertilizante que se

desarrollaba en el útero, se perdía completamente cuando los esper­

matozoides se incubaban con plasma seminal: decapacitación, pero

que podía ser recuperada luego de un nuevo periodo de incubación en

el tracto de la hembra; recapacitación.

La decapacitación resultó ser inespecifica de especie ya

que tanto el plasma seminal humano como el de toro eran capaces de

producir efectos similares .
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El factor decapacitante presente en el plasma seminal pare

ce ser una sustancia estable, asociada a otro componente de alto peso

molecular (202), que actuaría sobre la superficie de los espermatozo_i

des ya sea enmascarando sitios receptores de la célula y previniendo

asi el contacto del espermatozoide con el ovocito, o bien estabilizando

la membrana plasmática, particularmente sobre la región de la cabe­

za, con lo cual se impidiría la iniciación de la reacción acrosomal y

su concomitante liberación de factores liticos.

Asi como 1a capacitación podría verse como la etapa final

del proceso de maduración del espermatozoide, la reacción acroso­

mal representaría la culminación de los cambios que ocurren duran­

te 1a capacitación. La evidencia de la reacción acrosomal en mamífe­

ros fué reconocida primeramente por Austin en 1958 (205) y definida

claramente por el mismo autor en 1963 (206).

Se ha dado el nombre de reacción acrosomal a.una serie

de alteraciones morfológicas que ocurren en la región acrosomal de

un espermatozoide cuando éste se encuentra en las cercanias del

cúmulus oophorus, y que consiste en la aparición de múltiples pun­

tos de fusión entre la membrana plasmática y la membrana acroso­

mal externa (207, 208, 209, 210, 211). Esto resulta en la forma —

ción de vesículas o discontinuidades membranosas , proceso
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que se extiende hasta llegar a una región especializada de 1a membra

na plasmática denominada "segmento ecuatorial". (Figura 4).

La interrupción de la reacción acrosomal en este punto im

pediría que se modifique la membrana plasmática que rodea a1 resto

del espermatozoide, alterando por ejemplo su motilidad. (198)

Este proceso de vesiculación, cuyo estímulo probablemerl

te provenga de las células de la granulosa que rodean al ovocito(180,

181,212), tendria como objeto la liberación y/o activación de las en­

zimas contenidas en el acrosoma. Es importante aclarar que un es —

permatozoide muerto muchas veces presenta formas degenerativas

del acrosoma que lo confunden con un e8permatozoide reaccionado.

En esta falsa reacción acrosomal no ocurre ni vesiculación, ni fusión

de la membrana plasmática y la membrana acrosomal externa (191,

213), sino que por el contrario ambas se pierden independientemen­

te. (191, 214).

El análisis bioquímico del contenido acrosomal indicó 1a

presencia de varias enzimas líticas (2), entre las cuales 1a hialuro­

nidasa (215,216) (distribuida en el acrosoma) y la acrosina (217) (u­

nida a la membrana acrosomal interna) (216, 218, 219, 220, 221), han

sido sin lugar a duda las más estudiadas.

Primeramente se libera la hialuronidasa, que facilita la

llegada del espermatozoide a1 ovocito mediante 1a disPersión de las
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Contenido
acrosomal

MembranaMembrana
Masmáfica acrosomd<- Interna

Membrana
acrosomal
externa

Figura 4: Sucesiiras etapas de la reacción acrosomal.

A: espermatozoide intacto. B: la membrana plasmática se fusiona

con la membrana acrosomal externa, creando poros a través de

los cuales se libera el contenido acrosomal. C: la pérdida com­

pleta del acrosoma deja a 1a membrana acrosomal interna recu­

briendo la cabeza del espermatozoide en su porción anterior.

(D.W. Fawcett. Developmental Biology, 1975).
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células del cúmulus (222), luego, a1 terminar el deSprendimiento de

vesículas, y quedar expuesta 1a membrana acrosomal interna, comen

zaria a actuar la acrosina que con una actividad similar a 1a de la

tripsina (223), sería Laencargada de digerir 1a zona pelúcida que ro­

dea al ovocito.

De todos modos,las evidencias experimentales indicando

que 1a acrosina es requerida para el pasaje del espermatozoide a tr_a_

vés de la zona pelúcida son sugestivas pero no concluyentes, ya que

si bien la penetración de 1a zona se completa en minutos, 1a acrosina

purificada proveniente de millones de eSpermatozoides, es incapaz

de remover la zona luego de varias horas de exposición (216). Es muy

probable entonces que la degradación de 1a matriz glicoproteica de 1a

zona pelúcida involucre tanto a la acrosina como a otras enzimas a _

crosomales incluyendo 1ahialuronidasa, las cuales actuarian en forma

sinergistica.

Finalmente los diversos estudios in vitro han demostrado

la necesidad de la presencia de lactato (224) v piruvato (225) en el mE

dio, mientras que la glucosa por el contrario, parecería retrasar 1a

iniciación de la reacción acrosomal. (226)

La presencia de Ca++ por otro lado, resulta esencial para

1a iniciación de la reacción (227) lo cual parece razonable si se tiene
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en cuenta que el Ca++ intervendría en la fusión de membranas (228,

229, 230) asi como también en la estimulación de motilidad que expe­

rimenta un esPermatozoide capacitado.

Estructura del ovocito.

Antes de explicar en detalle cada una de las etapas del pnl

ceso de fertilización y para un mejor entendimiento de las mismas,

describiremos brevemente la estructura general de un ovocito.

El ovocito, al igual que el espermatozoide es una célula muy

diferenciada que se caracteriza por tener un gran tamaño respecto al

resto de las células de loa mamíferos, siendo 20000 veces mayor en

volumen que la gameta masculina. (231)

Como el ovocito recibe una escasa irrigación directa duran

te su crecimiento, en un primer estadío se lo encuentra totalmente r_o

deado por células foliculares, a las que necesita para satisfacer sus

requerimientos funcionales.

En esta etapa, 1a membrana del ovocito u oolema y la de las

células foliculares están muy próximas entre si, e incluso en ciertos

puntos pueden observarse engrosamientos del tipo de los desmosomas

que parecen unir a ambas membranas. Probablemente a través de es_

tos desmosomas se transmitan los iones y nutrientes al ovocito en de_

sarrollo. (232)
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Posteriormente, entre el oolema y la membrana de las cé­

lulas foliculares , comienza a formarse una estructura periférica y

translúcida denominada zona pelúcida que se origina a partir del ma­

terial secretado tanto por el ovocito como por las células que lo ro —

dean. (233, 234)

Esta estructura básicamente está compuesta por proteínas

y carbohidratos en forma de glicopéptidos estabilizados por puentes

disulfuro (S_S) o uniones salinas (235), en vista de lo cual no resulta

sorprendente su fuerte carácter antigénico. (236)

La zona pelúcida es la encargada de dar la esPecificidad

de especie al proceso de fertilización, atribuyéndosele además la fun

ción de absorción, utilización y tran8porte del material aportado al

oolema por las células foliculares y de aquel introducido al ovocito

por pinocitosis.

Por debajo del oolema y en forma periférica aparecen los

gránulos corticales, originados del complejo de Golgi (237), ricos en

glicoproteínas (238)y destinados a impedir la poliespermia durante

la fertilización.

En un estadío más avanzado comienza a acumularse una su_s

tancia líquida entre las células foliculares, que termina por formar mi

na gran cavidad dejando al ovocito rodeado por unas pocas células: la

corona radiata.
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Durante este período se completa la formación de la zona

pelúcida y de los gránulos corticales, a.la vez que se origina el primer

corpúsculo polar (morfológicamente semejante al ovocito) que perma­

nece por debajo de la zona pelúcida.

Al acercarse la ovulación,aparece entre el oolema y la zo­

na pelúcida el llamado espacio perivitelino y finalmente, como resul­

tado de la ovulación, se libera un ovocito que en la mayoría de los

mamíferos aparece rodeado por miles de células, relativamente sep_a

radas entre si v embebidas en una matriz gelatinosa: el cúmulus

oophorus.(239) Los estudios sobre la composición bioquímica de la

matriz del cúmulus han indicado al ácido hialurónico como el princi_

pal componente (240).Las células por su parte, muestran prominentes

evaginaciones y microvellosidades y son capaces de secretar estrógc_

nos y progesterona (241).

Luego de la ovulación, el ovocito permanece inactivo y a —

rrestado en metafase II, hasta el momento de ponerse en contacto con

el esPermatozoide, provocándose la segunda división meiótica y la ex_

pul sión del segundo corpúsculo polar. La Figura 5 esquematiza la es­

tructura que presenta un ovocito de mamífero luego de ser ovulado.

Las distintas envolturas que rodean a un ovocito constituyen

barreras mecánicas que el espermatozoide debe atravesar para poner
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célula del cümulus

microvellosídades

. matriz del cúmulusVitelo
huso acromátíco en

eSpacio perivítelino metafase II

zona pellucída , .granulos cortlcales

Figura 5: Disposición de los diversos componentes de un ovocito de mami­

fero recientenuente ovulado.



se en contacto con el óvulo.

Para ello deberá primero interactuar con las células del

cúmulus, unirse a1 exterior de la zona pelúcida y, luego de penetrar­

1a,interactuar directamente con 1a membrana plasmática del ovocito.

El proceso continúa con la fusión de las respectivas mem­

branas, bloqueándose 1a entrada de espermatozoides adicionales me

diante la descarga del contenido de los granulos corticales en el esPí

cio perivitelino.

Proceso de fertilización.

E1 proceso de fertilización en mamíferos consiste en una

secuencia de eventos cuidadosamente ordenada:

l) Pasaje del capermatozoide a través de 1a envoltura celular que r2

dea al ovocito.

2) Unión del espermatozoide a 1a superficie de la zona pelúcida.

3) Penetración de la. zona. pelúcida.

4) Fusión del e3permatozoide con el vitelio del ovocito.

5) Activación del ovocito y desencadenamiento de los mecanismos dc

prevención de 1a poliespermia.:

a) Reacción cortical

b) Reac ción vit elina

c) Reacción de zona
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ó) Formación y fusión de pronlícleos.

A continuación describiremos cada una de estas etapas, co

mo así también los diversos mecanismos involucrados en las mismas.

l) E1pasaje del espermatozoide a través del cúmulus oophorus

2)

está

mediado tal como se mencionara anteriormente, por 1a acción de

la hialuronidasa, enzima que degrada las uniones entre glic0pro —

teínas y ácido hialurónico presentes en la matriz del cúmulus.

Como consecuencia de esta dispersión celular, el esperma

tozoide ya tiene acceso al ovocito en sí, poniéndose en contacto con

la zona pelúcida.

La unión del espermatozoide a la superficie de la zona pelúcida a­

parentemente ocurre a través de la membrana plasmática que ro­

dea al acrosoma (214, 242), aunque no se descarta una participación

de la región post-acrosomal.

Hartmman en 1972 (243) observó que las gametas se asocia;

ban in vitro a través de una compleja serie de interacciones duran­

te las cuales muy probablemente tuviera lugar la reacción'acroso­

mal.

Estas interacciones consisten en una primera asociación

débil, independiente de la temperatura (ya que puede ocurrir tanto
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a 2° como a 370,) reversible por pipeteo, e inespecífica de esPecie:

"adhesión", seguida 30 a 40 minutos deepués por una asociación

fuerte, no reversible, dependiente de la temperatura y de la e5pe—

: "unión".

Está demostrado que durante ambas etapas, tanto el esper_

matozoide como el ovocito sufren modificaciones. Los resultados

indican que los espermatozoides que previamente han sufrido el

proceso de adhesión, al ponerse en contacto con nuevos ovocitos,

se unen a éstos más rapidamente que aquellos no tratados. Posib1_e

mente la modificación que ocurre en el esPermatozoide durante esa

primera asociación, consista en 1a conversión de proacrosina en

acrosina activa.

Para el caso del ovocito, la adhesión modificaria la super­

ficie de la zona.pelúcida,ya que ovocitos previamente sometidos a

sólo 10 minutos de esta interacción lograron unir espermatozoides

más rápidamente. (244)

Como se vió anteriormente, la unión de espermatozoides al

ovocito tarda de 30 a 40 minutos en establecerse. Contrariamente

a ésto la unión de espermatozoides a zonas pelúcidas aisladas, re_

quiere sólamente de 5 a 10 minutos en establecerse, lo cual suge­

riría 1a participación de algún factor del vitelo en 1a interacción de
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las gametas evitando 1a rápida. unión que ocurre a las zonas aísla

das (Figura 6).

Una prueba. de ello la encontramos en las curvas que se ob

tienen al representar 1a unión en función de la. concentración de e_s

permatozoides. Mientras la unión de esPermatozoides a zonas pe­

lúcidas sigue una relación lineal, la unión a. ovocitos enteros muís

tra una curva sigmoidal, que estaría hablando de un posible efecto

cooperativo del factor vitelino.

Todos estos distintos procesos de unión entre ovocitos y

espermatozoides pueden considerarse como interacciones de tipo

rcceptor-ligando entre estructuras complementarias presentes en

ambas células.

Estos supuestos "receptores" han sido localizados en la zg

na pelúcida del ovocito,observándose que los espermatozoides se

unen tanto a la cara interna como externa de zonas pelúcidas pre­

viamente aisladas (245,246). Se concluye entonces que los recep­

tores podrian estar presentes a través de toda 1a zona,mantenien­

do una fuerte asociación entre las gametas hasta que el esperma­

tozoide alcanzara el vitelo.

En 1976 Gwatkin y colaboradores observaron en el hamster,

que la exposición de la zona pelúcida a 65° durante 35 minutos,
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Figura 6: Cinétíca de unión de espermatozoides a zonas pelúcidas aisladas

y de unión y penetración a los ovocitos enteros.

(Hartmann y colaboradores, 1972).
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permitía la liberación de un factor soluble,que de estar presente

durante la interacción entre gametas, bloqueaba la habilidad de los

espermatozoides de unirse a los ovacitos y fertilizarlos.

Este hecho se interpretó posteriormente como una inhibi —

ción de tipo competitivo del sitio del espermatozoide, por parte

del factor de zona.

Dado que estos receptores son sensibles a 1a actividad de

enzimas proteolíticas (tripsina, quimotripsina, acrosina, etc.),

se piensa que estarian compuestos por proteínas, aunque la pre ­

sencia de hidratos de carbono (233) en 1a zona, no excluye una es­

tructura de tipo glicoproteica.

Nada se conoce sin embargo hasta el momento, sobre la

naturaleza del receptor complementario en 1a gameta masculina.

Si asumimos que 1a acrosina es la enzima lítica que permite al es

permatozoide atravesar la zona, la pregunta que surge es ¿dónde

se localiza?

Si estuviera uniformemente distribuida en el acrosoma, se

liberaría casi completamente en las primeras etapas de la reacción

acrosomal. Sin embargo, los espermatozoides poseen actividad

proteolítica aún luego de perderse la membrana plasmática y el

contenido acrosomal (247).
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Bedford en 1968 (248) propuso que la acrosina estaría unida

a 1amembrana acrosomal interna mientras que otros autores como

Yanagimachi (249) y Barros (250), sugirieron su localización en el

segmento ecuatorial, que al menos en hamster, aparece vesicula­

do durante la penetración. Ya que la acrosina soluble puede des ­

truir como vimos anteriormente los receptores de la zona.pelúci­

da, es poco probable que se liberen cantidades significativas de es

ta enzima en las cercanias del ovocito durante la fertilización.

Los inhibidores de acrosina hallados en el espermatozoide

tendrian por lo tanto como función, la inactivación de aquella acrg

sina soluble liberada accidentalmente por espermatozoides daña ..

dos (251).

La penetración del espermatozoide a través de la zona pe­

lúcida, proceso que dura entre 4 a 22 minutos, se produce oblicua

mente al ovocito, aunque en ciertas ocaciones ocurre en forma r3

dial (252), estando facilitada por los movimientos de cabeza que

desarrolla el espermatozoide luego de la capacitación.

4) Luego de haber penetrado la zona pelúcida, el espermatozoide

debe atravesar el espacio perivitelino que existe entre la zona pe­

lúcida y la superficie del ovocito (l a 2 segundos) (253), antes de

alcanzar 1a membrana vitelina (254).
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Cuando ello ocurre las microvellosidades del ovocito en _

vuelven la cabeza del espermatozoide y las membranas de ambas

gametas se comienzan a fusionar.

Aunquevarios autores han cuestionado la necesidad de la

reacción acrosomal como un prerequisito para la fusión (255),ag

tualmente se considera que sólo los e5permatozoides reaccionados

son capaces de fusionarse a la membrana vitelina (256).

Contrariamente a lo que ocurre en los invertebrados, don­

de el contacto inicial con el ovocito se produce por la membrana

acrosomal interna del espermatozoide, en los mamíferos el pro­

ceso de fusión se lleva a cabo entre la membrana vitelina y la mer_n

brana plasmática que recubre 1a región posterior de 1a cabeza del

espermatozoide (207, 213, 239, 249, 255)_.

Si bien la fusión se realiza por una zona e5pecifica del es­

permatozoide, la uniformidad de 1a membrana vitelina permite

que la interacción se lleve a cabo por cualquier punto de 1a super­

ficie del ovocito.

Es probable que los receptores presentes en el oolema sean

capaces de interactuar exclusivamente con una población específica

de macromoléculas localizadas en la región post-acrosomal, lo

cual daria la especificidad de unión.
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De todos modos se necesitan muchos estudios para identifi_

car las propiedades especificas de esta región que resulta esencial

para el reconocimiento y fusión entre gametas.

Cuando 1a fusión del eSpermatozoide con el vitelo se ha corg

pletado, el citoplasma del ovocito protrusiona para rodear a1núcleo

del espermatozoide, formando lo que se denomina cono de fertiliza­

ción.

El proceso de fusión del espermatozoide con el vitelo pre­

senta una menor eSpecificidad de especie, si se lo compara con 1a

penetración de zona.

Hanada y Chang (257) encontraron que los e3permatozoides

de rata y ratón son capaces de penetrar el vitelo de ovocito de ham_s

ter sin zona, si a1 igual que 1a fusión homóloga,los espermatozoi­

des estan previamente capacitados.

Cuando un espermatozoide se fusiona con el ovocito, se desencadg

na una serie de eventos morfogenéticos en la corteza del vitelo,

destinados a impedir 1a entrada de otros eSpermatozoides presen_

tes ya sea en las cercanías de 1a zona pelúcida o dentro del espa _

cio perivitelino.

Esta prevención de 1a poliespermia involucra tres reaccio­

nes sucesivas:
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a) reacción cortical. b) reacción vitelina. y c) reacción de zona.

a) Reacción cortical.

En el momento en que un espermatozoide alcanza el vitelo,

la mayoría de los gránulos corticales fusionan sus membranas con

el oolema y descargan el contenido cortical (proteasas, lectinas, mE

copolisacáridos, glicoproteínas) al espacio perivitelino, muy proba­

blemente por exocitosis. Este proceso inducido por la fusión de men_1

branas, pero no por el simple contacto entre ellas, se conoce en con

junto como reacción cortical (258).

La reacción cortical se propaga luego alrededor de todo el

ovocíto partiendo del punto de asociación entre el espermatozoide y

1a membrana vitelina (259).

En muchas especies la reacción cortical no requiere nece­

sariamente del contacto entre el ovocito y el espermatozoide, ya que

otros mecanismos de activación (osmóticos, temperatura, schok e ­

léctrico, exposición a 1a luz, etc.) también son capaces de provoca_r

la.

Esta inducción artificial de 1a reacción cortical podría ex­

plicarse asumiendo que los gránulos corticales presentan una carga

neta negativa que normalmente los mantiene alejados de la cara in­
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terna de 1a membrana vitelina, cargada también negativamente (260).

La proximidad de una carga positiva cambiaría entonces la

polaridad del oolema desapareciendo la anterior repulsión electrostá;

tica y reduciéndose la distancia que separa a los gránulos corticales

de la membrana vitelina.

Quizas, justamente una importante función de la zona pelú­

cida sea la de proteger al vitelo del posible contacto con particulas

positivas del oviducto, antes de que comience la fertilización.

Se ha observado que el Ca++juega un importante papel en

la reacción cortical, pero debido a que el ionóforo A2318? también

es capaz de inducir 1a reacción aún en la ausencia del ión, se postu

la más bien una liberación del Ca++ intracelular, principalmente

proveniente del espermatozoide (261).

b) Reacción vitelina.

Como resultado de la reacción cortical se produce una re­

constitución de la membrana vitelina por el agregado de las membra_

nas de los gránulos corticales (262). Esta reorganización que altera

las propiedades de la membrana vitelina de modo tal de hacerla impE

netrable para el resto de los espermatozoides, se denomina reacción

vitelina y ocurre 2 a 3 horas luego de la fertilización.
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Un ejemplo de estas alteraciones lo constituye el mayor nt_í_

mero de sitios de unión de lectinas (263), y el aumento de grupos ca1_-_

gados negativamente que se observan en la membrana vitelina luego

de 1a fertilización (141).

Acompañando a estos cambios de composición, se suma el

probable efecto de las enzimas proteolíticas liberadas, que modifica­

rían proteínas de superficie, entre las cuales se encuentran los factg

res de reconocimiento que tiene 1a membrana plasmática para el es­

permatozoide.

c) Reacción de zona.

Comomencionáramos anteriormente la reacción cortical

provoca 1a liberación del contenido de los gránulos corticales al esPa

cio perivitelino.

Austin y Braden en 1956 (264), propusieron que estos factg

res liberados podrían modificar la estructura y/o composición mole­

cular de la zona pelúcida, inactivando o eliminando los sitios receptg

res especificos de especie, que la zona posee para los espermatozoi­

des.

Este proceso, llamado reacción de zona, ocurre 15 minutos

después de la fertilización y altera la zona pelúcida de modo tal que
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los espermatozoides ya no pueden unirse a ella ni penetrarla (256,

264, 265).

El rol de los gránulos corticales en el bloqueo de la polieï

permia ha sido demostrado para los ovocitos de numerosos mamífe­

ros (266) .

En aquellos casos en los cuales se observa poliesPermia es

pontánea, tal como ocurre en el conejo, los estudios por microscopía

electrónica indicaron que los gránulos corticales se encontraban rete­

nidos en el ovocito, sugiriendo un defecto en la reacción cortical (267).

En la rata y el ratón, el bloqueo involucra cambios en 1a

composición físico-química tanto de la membrana vitelina como de la

zona pelúcida, mientras que por el contrario en el hamster, el primer

bloqueo de la poliespermia se limita a la. zona pelúcida y en el conejo

a la membrana plasmática (141, 263).

La hipótesis de que los gránulos corticales pudieran tener

diferentes funciones en la fertilización, sugiere que los mismos p0­

drían presentarse como una población morfológica y bioquímicamente

heterogénea y mas aún que pudiesen liberarse diferentemente en el es_

pacio perivitelino luego de la ovulación.

También se ha observado que la reacción de zona es un

proceso dependiente del estadío del ovocito y del tiempo que transcu—
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rre una vez que ha sido ovulado. Es así que los ovocitos de hamster

obtenidos 17 horas luego de la administración de HCG, exiben una

completa fertilización monoespérmica, mientras que los recuperados

21 a 24 horas de5pués de la inyección de hormona, presentan alrede­

dor de 2 y 9 espermatozoides por ovocito respectivamente (268). A

tiempos aún mayores, los ovocitos descargan el contenido de los gré

nulos corticales espontáneamente y se vuelven resistentes a 1a peng

tración de zona (269).

Esta descarga espontánea no ocurre en cambio en el ratón,

1a rata y el conejo para los cuales se observa una creciente polies_

permia en función del tiempo (270).

6) Poco tiempo desPués de que un espermatozoide logra incorporarse

a1 citoplasma del ovocito, su membrana nuclear se desintegra me _

diante un proceso de vesiculación similar al que ocurre en la reac _

ción acrosomal.

Comienzan a aparecer entonces agregados de pequeñas pa:

tículas alrededor de la cabeza del espermatozoide, mientras la cro —

matina que hasta el momento se mantenía condensada, empieza a dís_

persarse y difundir en el ooplasma (2'71).

Luego de la descondesación comienza a formarse una en­

voltura nuclear que encierra a la cromatina del espermatozoide for_
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mando el prondcleo masculino.

A través de diversas observaciones se ha sugerido la pre —

sencia en el ooplasma de un factor reaponsable de la formación y cre­

cimiento del pronúcleo masculino, aunque hasta el momento su existen

cia es sólo hipotética (272).

Concomitantemente a la fusión entre las membranas plas­

máticas de las gametas, aparece el segundo cuerjo polar, permane_

ciendo unido al ovocito fertilizado, por lo menos hasta el estadío de

pronúcleos (273).

Simultáneamente a este proceso se disPersan los cromoso­

mas del ovocito, los cuales rápidamente resultan rodeados por una en­

voltura bilaminar, originándose el Bronúcleo femenino. Los dos pro­

nucleos se dirigen juntos hacia la región central del ovocito y sus mem

branas comienzan a interdigitarse.

Finalmente la cromatina vuelve a condensarse, las envoltu­

ras de los pronúcleos se rompen y comienza la asociación de los geng

nas materno y paterno, proceso denominado singamia, dando lugar a

un único núcleo diploide .

En la cigota así formada no existe ninguna envoltura rodean­

do al material genómico y recién en el estadío de 2 células, aparece

la membrana nuclear. Luego de la primera división mitótica o clivaje
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celular, la cigota comienza una fase de crecimiento y desarrollo ca.­

racterizado por cambios en 1a.organización y composición del cito —

plasma.

Este período de desarrollo post- fertilización, que incluye

1a formación del blastocisto, constituye el denominado período de

preimplantación.
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OBJETIVOS

A lo largo de la introducción hemos visto que los eSperma_

tozoides que salen del testículo son incapaces de fertilizar a un ovo —

cito, adquiriendo dicha capacidad como consecuencia de un proceso

de maduración andrógeno dependiente que tiene lugar mientras és­

tos transitan por el epídidimo.

El hecho de que la mayoría de los cambios observados du­

rante la maduración ocurran a nivel de la membrana plasmática de

los espermatozoides, ha dado origen a numerosos trabajos que integ

tan relacionar este proceso con los productos secretorios epididima­

rios.

Estos productos podrian actuar ya sea alterando el medio

que rodea a los espermatozoides y creando asi las condiciones favo­

rables para su maduración, o bién interactuando directamente con

los mismos modificando sus propiedades de superficie.

De todos modos,hasta el momento no se ha podido esta­

blecer ninguna relación directa entre el proceso de maduración y co_

nocidos componentes andrógeno-dependientes del fluido epididimario

tales como GPC, carnitina o ácido siálico, existiendo por el contra­

rio una gran cantidad de evidencias que señalan a las proteínas epid_i
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dimarias como los posibles factores madurantes.

La sintesis y secreción al lumen de proteínas epididima­

rias ha sido demostrada por distintos autores en varias especies

(155, 157, 275), sin embargo, los primeros resultados identifican­

do proteínas epididimarias específicas (PEE), andrógenmdependien

tes, provienen de trabajos realizados en nuestro laboratorio por

Cameo y Blaquier (161).

Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, estos

autores encontraron tres bandas en el citosol de epididimo de rata

(C, D, E) cuya intensidad disminuiria al utilizar citosol de animal

castrado, volviendo a recuperarse cn el caso del animal inyectado

con andrógcnos.

Luego de la purificación de PEE, se estudiaron algunas de

sus propiedades fisico-químicas, encontrándose que las mismas eran

glicoproteinas de bajo peso molecular (22000 para C y 36000 para D_E)

de naturaleza acidica (171) y con un 10, 5%de hidratos de carbono en

su composición (274).

El requerimiento de andrógenos para la síntesis de PEE,

conjuntamente con la andrógeno-dependencia de la maduración de los

espermatozoides, sugirió una participación de las glicoproteinas en

este proceso.
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Esta hipótesis cobró real importancia a través de los expg

rimentos de Orgebin-Crist y Jahad (276), quienes utilizando túbulos

mantenidos en cultivo, mostraron que la adquisición de capacidad

fertilizante por parte dc los espermatozoides,obtenida en respuesta

a la estimulación androgénica, podía ser bloqueada por el agregado

simultáneo al medio de cultivo, de antiandrógenos o inhibidores de

las síntesis proteica y del RNA.

Más aún estos mismos autores encontraron mas tarde(277),

que el efecto de los andrógenos sobre los túbulos cultivados podia re_

producirse totalmente al utilizar un extracto de citosol epididimario

previamente tratado con carbón . Este extracto estaría teóricamen­

tc libre de esteroides y otras pequeñas moléculas lo cual implicaría

que las macromoléculas (proteínas) serían las re5ponsab1es de los

efectos observados.

A raíz de estos resultados nuestro laboratorio se orientó

hacia un estudio más profundo de la interrelación entre estimulación

androgénica, síntesis proteica y proceso de maduración.

La producción de anticuerpos específicos permitió el de­

sarrollo de una técnica cuantitativa de medición de PEE, la fijación

de complemento, con ayuda de la cual se determinó que la cantidad

de PEE unida a los espermatozoides era tres veces mayor en la co­
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la que en la cabeza del epidídimo, siendo este último segmento el

principal sitio de síntesis de las proteínas (176).

E1 aumento en 1a cantidad de glicoprotei’nas unidas a los

espermatozoides que se observa a medida que éstos descienden por

el órgano, podría explicar muchos de los cambios de superficie en­

contrados durante la maduración, tales como el mayor número de si­

tios de unión de 1ectinas(147)v/o la adquisición de antígenos de super_

ficie (146,162) y de partículas cargadas negativamente (140,141 , 142),

que bien podrían deberse a1 agregado de moléculas cargadas como lo

son las glicoproteínas.

Por otro lado los experimentos de inmunofluorescencia re_

velaron que las PEE se localizaban principalmente en la región acrg

somal del espermatozoide (278) y el análisis del efecto de 1a capaci­

tación sobre la cantidad de PEE unida a los espermatozoides, indicó

que aproximadamente el 50%de las mismas se pierden luego de 1a ca

pacitación tanto in vivo (4 hs.) como in vitro (6 hs.) (279).

La pérdida de glicoprote‘mas asociadas a los e3permatozo_i

des que ocurre durante la capacitación, es un fenómeno que como

ya describiéramos anteriormente, conduce a la desestabilización de

la membrana plasmática y su consiguiente fusión con 1a membrana a­

crosomal externa (reacción acrosomal). Puesto que para ser efecti­
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va, 1a reacción acrosomal debe tener lugar en las cercanías del 0vo­

cito, se podría suponer que una de las funciones de la cubierta glíco­

proteica fuera precisamente la de estabilizar la membrana plasmáti­

ca impidiendo asi la ocurrencia de una prematura reacción acroso —

mal durante la estadía del esPermatozoide en el tracto genital mascE

lino.

Al respecto se han descripto en el plasma seminal del co ­

nejo (280) y en el fluido epididimario del ratón (187), del hamster (281)

y del cobayo (189, 281), componentes de naturaleza proteica capaces

de ejercer dicho efecto sobre los esPermatozoides, y a los cuales se

les ha dado el nombre de "factores decapacitantes".

Las propiedades de PEE y las características de su interas

ción con los espermatozoides permitirían especular para estas glicg

proteínas un rol estabilizador de membrana; sin embargo el hecho de

que las PEE no se pierdan por completo durante la capacitación, per­

maneciendo un remanente de las mismas sobre los espermatozoides,

sugiere que las PEE podrían estar involucradas en el proceso de fer­

tilización.

Se consideró entonces de interés estudiar más detallada —

mente la localización de esas proteínas remanentes en el espermato­

zoidc para determinar su posible presencia en zonas de la membra_
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na que jugasen algún rol en el recon0cimiento del ovocito y/o poste­

rior fusión de membranas.

Con este propósito, se desarrolló una técnica inmunohistcl

química, altamente sensible, de peroxidasa anti peroxidasa (PAP),

mediante 1a cual se observó que en los espermatozoides capacitados

y reaccionados, las proteínas se localizan en la membrana que se eJí

tiende por detrás del segmento ecuatorial, resultado de gran impli —

cancia si se tiene en cuenta que 1a región post-acrosomal del esper_

matozoide es el sitio por donde se lleva a cabo la fusión con la mem­

brana vitelina del ovocito (282).

Numerosos grupos de investigación han descripto 1a asocia

ción de glicoprote’inas a.la superficie de los espermatozoides de diver

sas especies (151, 154, 170, 172, 173), sin embargo, podemos afir .­

mar que aún se desconoce el significado fisiológico de este tipo de in­

teracción.

Por tal razón, el objetivo de este trabajo consistió en : '2­

vestiEr si aquellas glicoprotefnas epididimarias andrógeno-degendiem.

tes gue interactúan con los espermatozoides, cumplen algún papel bio —

lógico en el proceso de maduración.

Aunque son muchos los parámetros utilizables como indicado­

res de1grado de maduración de un espermatozoide (motilidad, metabo ­
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lismo, ultraestructura, etc.), decidimos estudiar la participación de

estas glicoproteínas, en uno de los cambios más significativos que SLL

fre el espermatozoide durante su tránsito por el epididimo: la adquisl

ción de capacidad fertilizante.

No obstante, puesto que para fertilizar a un ovocito, el es­

permatozoide debe primeramente reconocer y unirse a la zona pelúci­

da del mismo y dado que las glicoproteinas son moléculas íntimamente

relacionadas a los procesos de reconocimiento intercelular, considera_

mos fundamental evaluar la participación de las mismas en esta prime_

ra etapa del proceso de fertilización.

Cabe aclarar que la gran dificultad que presenta el manipu —

leo de gametas en 1a rata, nos llevó a utilizar al hamster como animal

de experimentación, por ser esta especie sumamente adecuada para el

desarrollo de las diversas técnicas y ensayos biológicos que requerían

nuestros estudios.

Este trabajo se ha dividido básicamente en dos partes:

Primera Parte: Identificación y caracterización parcial de proteinas

andrógeno-dependientes en el epididimo del hamster.

Segunda Parte: Estudio del papel biológico de las proteínas epididima­

rias en el proceso de maduración de los espermatozoi_

des.
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MATERIALES Y METODOS

Primera Parte

Animales y tratamiento

Para esta serie de estudios se utilizaron hamsters machos

pertenecientes a la cepa "Mesocricetus Auratus" cuya edad osciló e11

tre 8 y 10 semanas (adultos), con excepción del estudio de aparición

de proteínas con la edad, para el cual se emplearon animales de 23,

30, 35, 45, 60 y 90 dias.

Estos animales fueron criados bajo un régimen estricto de

14 hs. de luz y 10 de oscuridad, a una temperatura de entre 22 y 24°C

recibiendo agua y alimento balanceado ad libitum.

La mayor parte de los mismos provinieron del Instituto de

Biologia y Medicina Experimental (IBYME), si bien en algunas ocasíg

nes se utilizaron animales gentilmente cedidos por el Centro Panamg

ricano de Zoonosis.

Para aque1105estudios que requiriesen animales castrados

y/o reinducidos por diferentes tiempos, se procedió como se describe

a continuación.

Los animales sometidos a castración se anestesiaron con
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éter etílico, realizándose la intervención por vía escrotal o abdomi­

nal, con especial cuidado en no dañar el epidídimo ni su irrigación

sanguínea.

La reinducción de los animales durante los diferentes pe­

riodos se efectuó mediante una inyección diaria de 300 ug de Testoí

terona administrados por vía subcutánea.

En todos los casos los animales fueron sacrificados por a­

nestesia con éter el día del experimento, y sus epidídimos disecados

cuidadosamente.

Drogas y soluciones .

La testosterona empleada en los casos de reinducción, fue

provista por Sigma Chemical Company (St. Louis, Mo). El aceite ve­

getal estéril usado como vehiculo en el tratamiento hormonal, fue

gentilmente obsequiado por Laboratorios Gador, Bs. As.

La preparación de la T para estos experimentos se realizó

disolviendo la hormona en acetona, luego de lo cual se agregó el volu­

men de aceite vegetal necesario para obtener la concentración desea­

da, evaporándose finalmente la acetona a 509C durante toda la noche.
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Las mezclas de 20 aminoácidos tritiados (NET-250) y Car­

bono catorce (NEC-445) fueron adquiridas a New England Nuclear

(Boston, MA)y utilizadas en el estudio de incorporación diferencial

de aminoácidos marcados.

Todos los reactivos empleados en la preparación de geles

de poliacrilamida, se adquirieron en Bio Rad Laboratories, mientras

que el agar (Noble), provino de DIFCO (Detroit. Mich. U.S.A.). La

albúmina sérica bovina (BSA), el inhibidor de tripsina de poroto de

soja (SBTI) y la ovoalbúmina (OA)uti1izados como sustancias patrones

en la determinación del peso molecular, fueron provistos por Sigma

Chemical Company (St. Louis, MO).

Tanto el Tris (hidroximetil) amino metano (Trizma Base

o Tris) marca Sigma, como las restantes drogas empleadas para 1a

preparación de los bufferes, fueron de grado analítico, utilizándose

agua bidestilada para la preparación y/o dilución de los mismos. Lug

go de los ajustes de pH a 5° C, todos los bufferes fueron congelados

hasta su uso.

Los bufferes utilizados fueron:



PBS

Tris_G1icina

(Tris_G1y)

Tris

Marcación in vitro de las proteínas

C1Na

PO HNa2

PO4HZK

NNa

Tris

Glícina

NNa.
3

Tris

Sacarosa

EDTA

Ditiotreitol (DTT)

7HZO

91.

moles/litro

0.14

0.0043

0.01

(0.02 a70)

0.05 pH:8.3

(0.02 alo)

0.050 pH:7.8

0.250

0.015

0.00025

El estudio de 1a influencia de los andrógenos sobre la sín­

tesis proteica se llevó a cabo según la técnica descripta por

Katzenellenbogen y Gorski (283). Para. ello se utilizaron 2 lotes de

machos adultos que fueron sacrificados conjuntamente luego de ha­
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ber recibido diferentes tratamientos. Unode los lotes corre8pondía

a un grupo de animales castrados durante 15 días, mientras que el

restante lote estaba integrado por animales que luego de un período

de 5 dias de castración, habían recibido durante 10 dias, una inyec­

ción diaria de 300ug de T por via subcutánea.

Los epididimos de animales castrados ya sea con o sin tri

tamiento androgénico, se lavaron y cortaron con tijera en pequeños

trozos, y una cantidad entre 50 y 100 mg de tejido se incubó con una

mezcla de 40 uCi de aminoácidos tritiados y 15 uCi de aminoácidos

14C, respectivamente, durante 3 horas a 31° C, en un buffer Krebs

Ringer Fosfato, pH: 7.4.

Finalizada la incubación el tejido fue lavado exhaustiva .­

mente con PBS y homogenizado para la posterior obtención de la frag

ción citosólica.

Preparación de los citosoles.

Inmediatamente luego de sacrificar los animales (normales,

castrados o reinducidos), los epidídimos fueron extraídos, pesados y

cortados con tijera sobre un baño de hielo. Para el caso del tejido in_

cubado con aminoácidos marcados, finalizada la incubación, éste fue

lavado con solución salina, continuándose en adelante del mismo mo­
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Se procedió entonces a la homogenización del tejido median

te un homogenizador Polytrón (Brinkmann) en 3 volúmenes (respecto

del peso inicial del tejido) de buffer Tris 50 mM, pH z 7.8. Los home

genatos se centrifugaron a 105.000 g durante 60 minutos a 49 C en

una centrífuga Beckman LS-50, obteniéndose un precipitado que se

descarta y una fracción soluble o citosol en el sobrenadante.

Tanto el higado como el músculo, el testículo, 1a próstata

y las vesículas seminales utilizadas para los estudios de origen y es­

pecifícidad de las proteinas, fueron tratados y procesados de 1a mis­

ma forma descripta para el tejido epididimario.

En todos los casos se tomaron alícuotas de 10 a 20 ul de

citosol para 1a determinación de proteinas según el método de Lowry

y colaboradores (284).

Extracción de proteinas de la superficie del espermatozoide.

Los espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola se obtuvie­

ron por sucesivos cortes de cada una de estas regiones en 1 ml de bu_

ffer PBS, pH :7.4, luego de lo cual se efectuó en todos los casos una

agitación con Vortex a temperatura ambiente durante l o 2 minutos,

a fin de facilitar la salida de los mismos.
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Los espermatozoides testiculares se obtuvieron en cambio,

por punción de la rete testis de animales cuyos conductos eferentes

habían sido previamente ligados por e5pacio de 24 horas.

Una vcz recogidos los espermatozoides, se procedió a c­

fectuar el tratamiento de extracción salina de las proteínas asociadas

a su superficie, el cual constó de los siguientes pasos;

1)la suspensión de espermatozoides en PBS se centrifugó du­

rante 10 minutos a 1000 rpm, con lo cual se obtuvo un pri­

mer sobrenadante, SNl, y un primer precipitado, deol.

2)el deo1 se redisolvió en PBS a1 cual se le había agregado

1a cantidad de NaCl necesaria para alcanzar una concentra­

ción final de 0.25 6 0.5 M y se lo centrifugó 10 minutos a

1000 rpm obteniéndose, el SN2y el deoz.

3)el deoZ se redisolvió nuevamente en PBS 0.25 ó 0.5 M, se

incubó en NaCl 30 a 40 min. a temperatura ambiente con agi­

tación leve y se volvió a centrifugar 10 min. a 1000 rpm para

obtener el SN3y el deo3.

Este último sobrenadante, SN3, fue en definitiva 1a muestra

que se utilizó posteriormente para el análisis de las proteínas extrai —

das.
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Finalmente, tanto los citosoles como los extractos protei —

cos de los espermatozoides fueron analizados mediante 1a técnica de

electroforesis en geles de poliacrilamida que se describirá a conti­

nuación.

Análisis electroforético.

a) Tratamiento de las muestras

Las extracciones salinas de los esPermatozoides y los ci­

tosoles obtenidos para el estudio de 1a síntesis proteica, fueron pri­

meramente dializados contra 100 volúmenes de buffer Tris_G1y (pH :

8. 3) durante 16 horas a 4° C, con el fin de eliminar el ClNa.y 1a ra­

dioactividad no asociada a proteínas.

Los túbulos de diálisis fueron pretratados secuencialmen­

te con etanol: agua 1:1, bicarbonato de sodio l N, EDTA 1mM y agua

destilada. Cabe aclarar que el procedimiento de diálisis no fue nece­

sario en el caso de los restantes citosoles.

Finalmente alícuotas de entre 30 y 80 ug de proteínas y 80

ul de volumen como máximo, se mezclaron con algunos cristales de

sacarosa para aumentar su densidad y con 5 ul de azul de bromofenol

(0.1 % en agua) como indicador del frente de corrida. Todas las

muestras se mantenían a —20°C hasta el momento de su uso.
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b) Armado de los geles de poliacrilamida

En todos los casos se utilizaron geles de poliacrilamida al

10 % que se prepararon según la técnica descripta por Raymond y

Weintraub (285).

Los pasos seguidos fueron los siguientes:

1) Preparación de la solución l sobre baño de hielo:

Solución 1

Acrilamida al 15 % 10 ml

N, N metil bis acrilamida al 1% 4. 5 ml

Buffer Tris-Gly concentrado 2.0 m1

agua bidestilada 2. 95 m1

mercaptoetanol (0.14 M) 0. 25 ml

sacarosa l gr

2) Eliminación del O2 disuelto en la solución, mediante vacío durante

2 a 3 minutos.

3 Agregado de 10 ul de N, N, N', N' tetrametil diamina (Temed) cgV

mo catalizador, y de 0. 2 ml de persulfato de amonio como inicia _

dor (0.0375 gr en 0.5 ml de agua). Esta mezcla se colocó en la cí

mara soporte del gel cuyas medidas eran : 10. 5 cm (largo), 8.2cm
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(ancho) y 0. 3 cm (e5pesor), agregandose una capa de agua bidesíi

lada sobre el borde superior del gel, con el fin de obtener una su­

perficie libre de irregularidades.

4) Luego de 16-24 horas y completada la polimerización, se retira el

agua depositaday se reemplaza por aproximadamente 2 a 4 m1 de

la solución espaciadora 6 stacking, preparada por mezcla de: l

parte de solución A. , 2 partes de solución B, 1 parte de solución C

y 4 partes de agua.

Solución A: HCl lN 48 m1

Tris Base 5.98 gr

Tcmed 0.46 m1

agua hasta 100 ml

Solución B: Acrilamida 10 gr

Bis acrilamida 2.5 gr

agua hasta 100 m1

Solución C: Riboflavina 4 mg

agua hasta 100 m1

En esta capa de stacking se inserta un molde que permite
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la formación de "dientes" de separación, donde se aplican posterior

mente las muestras.

La. irradiación de esta mezcla con luz fluorescente desen_

cadena su polimerización en aproximadamente l hora, razón por la

cual esta solución debió guardarse en frío y en oscuridad.

c) Electroforesis

La electroforesis se realizó en un aparato Pharmacia

Fine Chemical (JE-4, utilizando una fuente de poder Buchler de co­

rrie nte contínua. En todos los casos se trabajó a voltaje constante

y a una temperatura de 4° C, empleandose Tris-Gly l: 10 pH: 8. 3

como buffer de corrida.

La primera etapa consistió en una precorrida durante 10

minutos a 200 volts, luego de lo cual se procedió a la colocación de

las muestras. Para el caso en el que posteriormente se analizara la

incorporación de aminoácidos marcados a las diferentes bandas prg

teicas, se realizó una co- electroforesis de las muestras que consi_s

tió en la siembra de una mezcla de alícuotas de citosol de epidídimos

castrados y reinducidos conteniendo igual cantidad de proteínas.

Desde el momento de la siembra y en adelante, los geles

fueron corridos a un voltaje constante de 200 volts que correspondía
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a unos 20 a 25 mA por gel. Una vez que las muestras hubieran atrav_e

sado el gel esPaciador, la corrida se acompañaba por un reflujo con_s

tante de buffer.

La electroforesis finalizaba generalmente al cabo de Z a 3

horas de iniciada la corrida.

d) Procesamiento de los geles.

Luego de ser retirados de las cámaras, los geles se tiñe­

ron o cortaron en fracciones según el tipo de análisis posterior.

La tinción se realizó sumergiendo al gel toda una noche a

temperatura ambiente, en una solución de azul de Coomasie (2 % vol/

vol en agua) preparada en una mezcla de fijación (metanol 40 % vol/

vol en agua y ácido acético 10 % vol/vol en agua). La decoloración se

llevó a cabo durante varias horas, mediante 2 ó 3 lavados con una 52

lución de metanol (16 % vol/vol en agua) y ácido acético (4 % vol/vol

en agua).

La inducción de 1a sintesis de proteinas se determinó mi­

diendo la radioactividad asociada a las distintas bandas. Para ello c_a

da gel fue cortado en 70 a 75 fracciones de 1 mm de espesor, que se

transfirieron a viales de conteo conteniendo 100 ul de agua oxigenada

al 30 “¡o. Los viales se taparon herméticamente y se mantuvieron a
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20°C durante 16 a 20 horas. Luego del agregado de 7 ml de una solu­

ción al 4% de Protosol (New England Nuclear Boston, MA) en tolueno

centelleante (4 gr Omnifluor New England Nuclear, por litro de tolue­

no), los viales se taparon y agitaron fuertemente hasta obtener una e­

mulsión. El precipitado formado se disolvia generalmente repitiendo

esta operación 1 6 2 veces por dia.

Para minimizar la fotoluminiscencia de la mezcla utilizada,

los viales se mantuvieron en oscuridad las 24 horas previas al conteo.

La radioactividad correspondiente a los dos isótopos en ca;

da fracción se cuantificó utilizando un contador de centelleo líquido

Beckman LS 100, con una eficiencia del 35 % para 3H y 94 % para 14€.

Finalmente se calculó el indice 3H/14C para cada fracción.

Densitometría

Esta técnica fue utilizada con el objeto de cuantificar los

cambios ya observados por tinción de geles, en las glicoproteínas

PE1_6, como resultado de la castración y posterior reinducción an­

drogénica.

Para tal fin se utilizó un e3pectrofotómetro Beckman Quartz

(California, U. S. A.), acoplado a un registrador.
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Los geles fueron colocados en cámaras o cubetas (de 10 cm

x l cm) las cuales se deslizaron frente a un haz de 550 nm, a una ve­

locidad igual a la escogida para el registrador, de manera tal que el

gráfico resultante coincidiese con el tamaño real del gel. Esto nos

permitió correlacionar facilmente los picos obtenidos en el grafico

con las bandas teñidas correspondientes a1 gel.

Luego de que las seis glicoproteínas fueron identificadas

en los gráficos,se procedió a calcular la proporción en que cada una

de ellas se encontraba respecto del total de muestra, tarea que se 113

vó a cabo pesando el área recortada de cada uno de los picos. Final­

mente los resultados se expresaron como el porcentaje de PEL6 /

total de muestra para el caso de los citosoles normal, castrado y

rcinducido.

Cálculo de los Pesos Moleculares de las proteínas

Los pesos moleculares de las diferentes glicoproteínas se

estimaron siguiendo el método de análisis de regresión lineal de

Ferguson (286). Para ello muestras de citosol de epidídimo de hams_

ter normal se separaron por electroforesis en geles de poliacrilam_i

da a1 7.5, 10, 12 y 14 %.

Se calcularon las movilidades electroforéticas (RI) de cada
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una de las PE y de las sustancias marcadoras utilizadas : albúmi­1-6

na sérica bovina (BSA) PM : 67000, ovoalbúmina (OA) PM : 43500 e

inhibidor de tripsina de poroto de soja (SBTI) PM : 22700, luego de lo

cual, fueron graficados en función de los porcentajes de acrilamida

("/0 T).

Mediante la extrapolación de R.fa concentración cero de a­

crilamida se obtuvieron los valores de Yo, los cuales a su vez perm_i

tieron calcular los diferentes Kr (coeficientes de retardación) para

cada banda,utilizando la siguiente expresión:

log(Rf):logY —K .To r

“(log (Rf) - log Yo)K .r
T

Por último, a través del gráfico PM en función del Kr, se

calcularon los PM correspondientes a cada banda.

Ensayo de tinción de PAS

La presencia de hidratos de carbono en la composición de

las proteínas epididimarias PEl 6, se determinó mediante la técnica

de ácido periódico-reactivo de Schiff (PAS), tal como lo describen

Zaccharius y colaboradores (287).
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Segunda Parte

Animales y tratamiento

Para esta segunda parte de los estudios utilizamos hams_

ters hembras de la cepa "Mesocricetus Auratus", ya sea preptíberes,

es decir entre 5 y 7 semanas de edad, o bien adultas, no mayores de

90 días. Los machos por su parte, tenían de 8 a 10 semanas de edad.

Estos animales fueron criados en las mismas condiciones descriptas

anteriormente en la primera parte de esta sección.

La superovulación de las hembras prepúberes, inducida me

diante la administración de gonadotrofinas, consistió en una inyección

subcutánea de 30 unidades (UI) de gonadotrofina de suero de yegua prs

ñada (PMS), seguida de una inyección intraperitoneal de 40 UI de go ­

nadotrofina coriónica humana (HCG) 48 a 72 horas más tarde. De es ­

ta manera la ovulación se producía 12 a 17 horas luego de la inyección

de HCG.

Para el caso de animales adultos, el tratamiento hormonal

se efectuó sobre aquellas hembras que estuviesen en período de estro

en el momento de la administración de PMS. Para identificar las hem­

bras que se encontraban en dicho estadío del ciclo sexual se procedió

a 1aobservación a simple vista de las características del moco cer



104.

vical, mediante el estiramiento del mismo con ayuda de un elemento

introducido en la vagina. Se seleccionaron aquellas hembras que pre­

sentaran un moco tal que al ser estirado produjera un largo filamento

transparente.

Los mismos procedimientos se emplearon para. superovular

las ratas Wistar utilizadas en los estudios finales de acción del anti­

cuerpo anti-DE sobre el espermatozoide maduro. Para estos casos

las ratas hembras prepúberes tenian entre 25 y 30 días de edad, no

siendo aconsejable utilizar hembras que estuviesen fuera de dicho ps

ríodo.

Mediante la superovulación inducida por gonadotrofinas,

ya sea en el caso de las hembras prepúberes o adultas, se obtuvieron

un promedio de 20 a 30 ovocitos por animal, los cuales no presentan

diferencias en cuanto a su posibilidad de ser fecundadas, respecto de

aquellos obtenidos como resultado de una ovulación espontánea (288).

Drogas y soluciones

Tanto la PMS como la HCGprovistas por los laboratorios

Sigma o Serono, se prepararon en solución fisiológica, fraccionándo­

las en viales conteniendo 30 y 40 UI, respectivamente, que correspon

dieron a un volumen de 80 ul en ambos casos, luego de lo cual se guard_a
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ron a —20°C hasta su uso. La solución de hialuronidasa empleada pa­

ra remover las células de la granulosa, se preparó disolviendo 450

UI de hialuronidasa (Sigma, St. Louis) proveniente de testículo bovi­

no y 1 % de polivinil pirrolidona (PVP) en buffer fosfato.

El medio Brinster (BMOC)(289),utilizado para mantener

los espermatozoides en los distintos ensayos, fue preparado en el la;

boratorio y su composición es la siguiente:

ClNa 87.3 mM

ClK 4. 63 mM

ClZCa l. 71 mM

KHZPO4 l. 98 mM

MgSO4. 7H20 1.19mM

ácido láctico 19.2 mM

CO3HNa 23.6 mM

rojo fenol 5 mg/ml

ácido pirúvico 0. 32mM

Es importante aclarar que este medio fue preparado con a

gua deionizada y esterilizada gentilmente por el Instituto de Neurobig

logia.

Las soluciones salinas balanceadas de Hank y Earle, uti­
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lizadas en los cultivos, como así también el medio 199 preparado en

base a los dos tipos de soluciones salinas, fueron marca DIFCO

(Detroit, Mich. U. S. A. ).

Sus respectivas composiciones son las que se indican a continuación:

lfiïfii

(gr/l)

CINa 6.8

ClK 0.4

ClZCa 0.2

804Mg 0.2

PO4H2K 0.125

Bactodextrosa 1.0

CO3HNa 0.66

rojo fenol 0. 02

Earle

(gr/l)

La.penicilina y la estreptomicina provinieron de laborato­

rios Squib y Abbot respectivamente.

El suero fetal bovino, marca Gibco, fué adsorbido previa­

mente con carbón activado al 0. 5 % (P/V), con agitación magnética y

bajo condiciones estériles, a.0° C durante 30 minutos. La suspensión



fue centrifugada a 1500 g, 10 minutos a temperatura ambiente y el

sobrenadante filtrado a través de una membrana Millipore (Bedford,

Massachusetts), de 0.4 u de diámetro de poro, usando portafiltros

Swinnex-ZS(Millipore). Finalmente fue distribuido en alícuotas de 3

ml, y congelado a .20o C.

3H y14C, la DHT, los 30kLas mezclas de aminoácidos

y 3 (5 androstandioles y la cicloheximida utilizados en los cultivos

fueron marca Sigma (St. Louis, MO).

El acetato de ciproterona, por su parte, fue gentilmente

cedido por laboratorios Gador S.A. (Bs. As. , Argentina).

Todos los bufferes y soluciones utilizados en .el cultivo fue

ron esterilizados mediante filtración, empleándose para su prepara­

ción agua bidestilada.

Las operaciones realizadas durante el cultivo de tejido se

llevaron a cabo con material estéril y bajo atmósfera también esté ­

ríl proveniente de un aparato de flujo laminar (Edgegard, Baker, Co.

Inc. Sanford, Maine, U.S.A.).

Todos los reactivos utilizados para la preparación de geles

de poliacrilamida corresponden a los ya descritos en la primera par_

te de Materiales y Métodos.

La peroxidasa anti peroxidasa (PAP) utilizada en los estu­

dios de rata, Provino de Polysciences, el p-formaldehído de labora­
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Sigma y el segundo anticuerpo (anti-I gG de conejo en oveja) fue faci­

litado por 1a Clínica de Endocrinología (Bs. A5.). El resto de las drg

gas empleadas fueron de grado analítico.

Obtención“reparación de los ovocitos

Para 1a recuperación de los ovocitos se procedió a sacrif_i

car las hembras 12 a 17 horas desPués de 1a administración de HCG,

extrayendo ambas trompas de Falopio de cada animal, las cuales fue

ron colocadas en medio BMOCy observadas bajo lupa (Carl zeiss,

Germany), utilizando un aumento de 40 X.

Mediante el uso de un elemento punzante se rasgó la zona

más hinchada y transparente de 1a trompa, que es aquella donde se

concentran los ovocitos. De este modo salían rápidamente por 1a hen

dídura provocada, un conjunto de ovocitos que se mantenían unidos

por las células del cúmulus;. en este momento las trompas eran reti­

radas.

Para el caso en que se requiriesen ovocitos libres de célu­

las foliculares, los cúmulus se trataban con solución de hialuronidasa

(450 UI) durante 5 minutos, luego de lo cual los ovocitos limpios se

lavaban 2 o 3 veces con BMOC para eliminar 1a hialuronidasa del me_

dio.
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Los manipuleos de ovocitos y de cúmulus se realizaron ms

diante el uso de pipetas Pasteur de diámetro muy pequeño fabricadas

en el laboratorio.

Obtención y preparación de las suspensiones de espermatozoides.

Luego de sacrificar los animales, los epidídimos se extraían

cuidadosamente removiendo los restos de tejido adiposo que pudiesen

presentar.

Se procedía luego a 1a separación del segmento requerido

para el ensayo, el cual una vez obtenido, se colocaba en una cápsula

estéril (de 3 cm de diámetro) donde eran cortados con tijera 2 o 3 ve­

ces de modo tal de provocar la salida de los espermatozoides. Luego

de ello, el tejido era retirado y la gota de espermatozoides obtenida

se diluía en el volumen necesario de BMOC (a 37° C) como para que

la concentración final de la suspensión resultase aproximadamente

107 espermatozoides/ml. Esta operación se realizó sobre una platina

(Multi Block Heater Lab Line), mantenida a 37° C para evitar el dete

rioro del eSpermatozoide. Es necesario utilizar cápsulas Tissue cul­

ture (Falcon), debido a que el tratamiento al que son sometidas en su

fabricación impide la adherencia de los esPermatozoides a las mismas.

Las concentraciones de espermatozoides se determinaron
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en todos los casos mediante el uso de un hemocitómetro.

Delimitación de los distintos segmentos epididimarios

Previo a la realización de cualquier estudio sobre madura

ción del espermatozoide, fue imprescindible definir los distintos seg

mentos en los que se dividiria al epidídimo, teniendo en cuenta que

los mismos debían ser francamente diferenciables entre sí, con línli

tes lo suficientemente netos entre cada uno de ellos como para que la

división del órgano fuese reproducible en todos los casos.

Las cinco zonas finalmente elegidas en nuestro esquema ef

perimental se diferenciaron principalmente por el diámetro de sus tg

bulos y correspondieron a cabeza (H), cuerpo proximal (B1), cuerpo

distal (BZ), cola proximal (T1) y cola distal (T2) representadas en la

Figura 7.

Ensayo de unión de espermatozoides a la zona pelúcida de los ovocitos

Los ovocitos utilizados para esta técnica se obtuvieron 15

a 17 horas después de la inyección de HCG, recuperándose en todos

los casos en forma de cúmulus.

Estos cúmulus en algunos casos se trataron directamente

con hialuronidasa, utilizándose los ovocitos libres para el ensayo de

unión.
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Figura. 7: Esquema de las diversas regiones epídidimarias.
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En otras ocasiones los cúmulus se colocaron en una gota

de BMOC ubicada en una cápsula de Petri y luego de cubrirla con a­

ceite mineral estéril se los incubó durante 2 horas a 37° C bajo at ­

mósfera de 95 % de aire y 5 % de COZ. Finalizada la incubación los

cúmulus se sometian a la acción de hialuronidasa durante 5 minutos.

Una tercer variante consistió en tratar los cúmulus con

hialuronidasa y una vez obtenidos los ovocitos limpios, incubarlos en

BMOCbajo aceite durante 2 horas en las mismas condiciones antes

mencionadas.

Los ovocitos preparados de cualquiera de estas tres formas

se colocaban en grupos de aproximadamente 10, en una gota de 20 ul

de BMOC cubierta con aceite estéril. Sobre esta gota se colocaba

20 ul de la susPensión de espermatozoides (107 esperm./ml), mantg

nida a 37° C.

La incubación de ovocitos con espermatozoides se hizo en

cápsulas Tissue culture, bajo atmósfera de carbógeno, en un incuba_

dor Vicking (modelo Dubnoff), durante 40 minutos a 37° C, con agita

ción suave (50 oscilaciones/min).

Finalizada esta incubación, se retiraban los ovocitos y se

lavaban 3 veces mediante sucesivos pasajes de los mismos a gotas

de solución fisiológica. Esta operación se realizaba con la ayuda de

una fina pipeta Pasteur (Fisher Scien, Pittsburg), cuyo diámetro per
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mitía remover los esPermatozoides que no estuviesen firmemente u­

nidos, tal como lo describen Hartmann y colaboradores (243).

Los ovocitos se montaban y observaban al microscopio 6p­

tico, contándose aquellos espermatozoides enteros unidos a la zona

pelúcida de cada uno de e1105.

Nuestra experiencia indicó que sólo pueden distinguirse

con claridad no más de 20 espermatozoides unidos a un mismo ovo­

cito. E1 siguiente diagrama esquematiza los pasos descriptos;

® ©

ovacitos ovacüos
en cúmulusovocijos en curnulusen cumulue

hialuronidasa
5 min

incubaciónhialuronidasa
' 2h: 37°C5 min

ovoci'os libres

ovocitos libres

hialuronidaea incubación
5 rnin Zhs 37°C

ovociios+libre2/
suspensión de

espermatozoides (IO’I ml )
(BMOC)

aceiie

incubación
40' 37°C..
con ecuacion

observación de Interacclón
enpermatozolde-ovocno
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Inseminación in vivo de los espermatozoides

Las inseminaciones in vivo de los espermatozoides se efes

tuaron siguiendo básicamente la técnica empleada por Lubicz_Nawrocki

(290). Para ello 9 a 14 horas después de la administración de HCG,

las hembras se anestesiaron con éter, practicándose una incición me­

dio-ventral en las mismas, a través de la cual se expusieron los cue:

nos uterinos. Alrededor de 1a base de cada uno de ellos se ubicó una.

ligadura que se mantuvo "floja" durante la introducción de los esper­

matozoides. Estos se inseminaron en un volumen de 100 ul con una je

ringa estéril de 1 m1(Dyscart, libre de pirógenos), cuya aguja (sili­

conada) se introdujo en el centro de 1a ligadura. Posteriormente la

ligadura se cerró fuertemente para retener 1a susPensión y evitar una

transmigración entre cuernos (290).

Elección del criterio de fertilización

Para definir el criterio de fertilización a utilizar se rea­

lizó un estudio observando los distintos estadios de fertilización que

presentaban los ovocitos en función del tiempo transcurrido a.partir

del momento de 1a inseminación.

Para ello se inseminaron las hembras con espermatozoides

de cola distal del epididimo, efectuándose la observación de los ovoc_i
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tos fccundados, 10, 12, 15, 17, 21, 24 048 horas desPués,

Los ovocitos se recuperaron tal como lo describiéramos

anteriormente y se montaron para su observación al microscopio óp­

tico. El montaje consistió en colocar sobre un portaobjetos una.gota

de 5 a. 15 ul de solución fisiológica, con no más de 5 ovocitos,

Sobre esta gota se ubicó un cubreobjetos (20 mm.20mm),

en cuyos cuatro vértices se habia colocado previamente una pequeña

cantidad de vaselina. De este modo se evitaba una posible dispersión

de la gota y por ende la pérdida del material.

Para la observación de los ovocitos se empleó un micros­

copio (Phillip Harris, England).

Los criterios considerados fueron:

a) observación de espermatozoide en el esPacio perivitelino del

ovocito.

b observación de dos cuerpos polares, dos pronúcleos y cola de
V

espermatozoide en el citoplasma del ovocito.

c) observación de clivaje celular.

Dado que podían distinguirse claramente los distintos esta­

dios que presentaban los ovocitos fecundados, en ningún caso se hizo

necesario recurrir a la técnica de tinción para una mejor visualiza _
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ción de los mismos.

Perfiles de capacidad de unión y de capacidad fertilizante

El perfil cpididimario de capacidad de unión a la zona pelú­

(:ida se realizó aplicando cl ensayo de unión antes descripto, a espe:

matozoidcs provenientes de las regiones H, B1, B2 y T2 de un epidíd_i

mo recién extraído del animal.

Transcurridos los 40 minutos necesarios para la interacción,

se recuperaron los ovocitos, se contaron los e5permatozoides unidos

a cada uno de ellos y finalmente se calcularon los porcentajes de ovo­

citos que presentaron 0, 1-5, 5-10 o más de 10 espermatozoides uni­

dos. En aquellos casos en que fue posible, los resultados se expresa­

ron también como el número promedio de espermatozoides unidos por

ovocito . Para determinar el porcentaje de fertilidad de cada una de

las regiones del epidfdimo, se utilizó el siguiente esquema experimen

tal: un grupo de 8 hembras prepú'beres, previamente estimuladas por

el tratamiento con gonadotrofinas , se dividió en dos lotes de 4 ani —

males cada uno. Por su parte , un macho adulto fue operado bajo

anestesia con éter, extrayéndosele uno de sus epidídimos y permane­

ciendo el órgano contralateral dentro del animal vivo, hasta el momento
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dc ser utilizado. El epididimo se dividió cuidadosamente en las 5 re­

giones ya estipuladas, preparándose las suspensiones de cada una de

ellas tal como se describiera anteriormente.

Se procedió entonces a 1a inseminación in vivo de los eSper_

matozoides, 7 a 9 horas después de 1a administración de HCG. Los

espermatozoides de las zonas H, B BZ y T1 del órgano, se insemi­1.

naron en los cuernos uterinos derechos de cada hembra, colocando en

los cuernos izquierdas las suspensiones de espermatozoides de T2 u­

tilizadas como control.

E1 volumen introducido en cada cuerno fue de 100 ul y la

concentración aproximadamente de 107 espermatozoides por mililitro

en todos los casos.

Finalizada 1a inseminación de estas 4 hembras, se tomaba

el lote restante, procediéndose de igual forma pero esta vez con los

espermatozoides provenientes del epididimo contralateral.

Preparación de 1a fracción proteica enriquecida en PE¡_6

El extracto enriquecido en glicoproteínas andrógeno-depen

dientes de epidídimo de hamster fue obtenido por Piñeiro y colaborado

res mediante una cromatografía del citosol epididimario en una co ­

lumna de DEAE- Sephadex (171), La fracción eluída entre 0. 12 y 0.25 M
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de NaCl, fue recolectada, dializada y finalmente liofilizada. El poste­

rio análisis en geles de poliacrilamida al 10 %, indicó que esta frac ­

ción se encontraba enriquecida en las glicoproteínas PE1_6.

Los mismos pasos de purificación se emplearon para el ci­

tosol epididimario proveniente de animales castrados por 30 días.

La Tabla I muestra la composición porcentual del citosol y

de las fracciones enriquecidas provenientes de epidídimos normales

y castrados, calculada a través de una densitometría a 550 nrn de los

geles correspondientes .

Cultivo de órgano.

La extracción de aquellos epidídimos destinados a cultivo

se realizó en el laboratorio bajo condiciones de asepcia, colocándose

los órganos de inmediato en cápsulas de Petri de 6 cm de diámetro

conteniendo medio 199 (Hank); el resto del procesamiento del tejido

fue efectuado en cuarto de cultivo estéril.

Mantenidos en medio 199 (Hank), los epidídimos fueron di­

secados cuidadosamente bajo lupa con material de cirujía esteriliza­

do, separándose él o los segmentos requeridos de acuerdo al tipo de

estudios a realizar.

Una cantidad entre 50 a 100 mg dc tejido, preparado en for
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[Í Fracciones enriquecidas(%)

Fracción Citosol(%) Normal Castrado

EPL 6 18 30 8

EPZ y EP 3 6 16 2

Albúmina 8 10 14

otras proteínas 74 60 78

El material analizado correspondió a un cítosol epididimario de animal
normal y a las fracciones eluídas (entre 0.12 y 0.25 MNaCl) de una co­
lumna de Sephadex, provenientes de un citosol epididimario de animal
normal (control) o castrado por 30 días. 100 ug de cada una. de estas
muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida,
los cuales se tiñeron en azul de Coomasie para la identificación de las
bandas y luego se sometieron a análisis densitométrico a 550 nm.
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ma diferente de acuerdo a1 segmento a cultivar, se colocó sobre gri_

llas de acero inoxidable (Falcon) que a su vez fueron depositadas en

cápsulas para cultivo de órgano (60 x 15 mm N9 3037 Falcon Dickinson

and Co, Cockeyville, MD, U.S.A.)

La cámara interna, bajo 1a grilla, fue llenada con medio

199 (Earle) o BMOC, hasta tomar contacto con el tejido y en la cama;

ra externa se colocó aproximadamente l m1 de agua bidestilada esté­

ril. Las cápsulas se incubaron por 2.4, 48 o 72 horas en una estufa a

339 C, bajo atmósfera de carbógeno (95 % O2 y 5 % C02), realizando

se un cambio de medio por día.

Los esteroides (DHT, 3 ot y 3 P androstandioles) y el ace­

tato de ciproterona fueron preparados en etanol y agregados directa­

mente al medio de cultivo en pequeños volúmenes, de modo tal que

las concentraciones finales alcanzadas fueran de 0.1 a Z uM para la.

DHT, 2 uM para los dioles y 4 uM para el acetato de ciproterona.

La cicloheximida por su parte, se preparó en medio 199

(Earle) agregándose en una concentración 20 uM.

El extracto epididimario enriquecido se agregó a1 medio

de cultivo hasta obtener una concentración final de l mg/ml, salvo en

los casos en que se especifique lo contrario.

Los epididimos de rata fueron cultivados de 1a misma for­
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ma descripta para el hamster.

Para el estudio del efecto de anti-DE sobre la capacidad

fertilizante de los espermatozoides de T2, se agregaron directamen

tc al medio de cultivo, el suero de conejo normal (SCN) y el anticueï

po anti-DE en las concentraciones de 0.'l mg/ml para ambos casos.

Sintesis de proteínas en cultivo.

El esquema seguido para estudiar la sfntesis de proteinas

en cultivo y su posterior asociación al espermatozoide fue el siguien_

te: los túbulos epididimarios proximales (H y B1) fueron lavados con

solución salina de Hank durante 1 hora inmediatamente luego de ser

extraídos del animal. Una cantidad entre 50 y 100 mg de tejido fue

cubada en aproximadamente 0. 6 ml de BMOC, suplementado con 10%

de penicilina-estreptomicina (P- E) y 0.5 % de BSAy mantenido en

cultivo bajo atmósfera de carbógeno por espacio de 17 hs. , luego de

lo cual los túbulos fueron lavados nuevamente con BMOCy cultivados

por un período adicional de lo hs. Esta incubación, cuya duración to­

tal resultó de 27 hs. , se realizó con el fin de disminuir los andróge­

nos endógenos y el pool de aminoácidos intracelulares.

Finalmente los túbulos se lavaron exhaustivamente con me

dio 199 (Hank) y se cultivaron otras 17 hs. en un medio con la siguieg
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te composición.

- 0.6 m1 de BMOC

- L- Metionina, concentración final l mM.

- P—E(concentración final 100 UI/ml y 100 mg/ml re5pectiva .­

mente).

—lorci de una mezcla de 20 aminoácidos tritiados.

Aquellos túbulos que además fueron estimulados con hormg

na recibieron DHTen una concentración final de leM, mientras que

en los controles el esteroide fue reemplazado por un volumen igual

de etanol.

Luego de este pulso de 17 hs. con aminoácidos tritiados,

los tejidos (inducido y control) se lavaron varias veces con solución

salina, para luego procederse a 1a recuperación de los espermatozo_i

des en 0.3 m1 de BMOC.

Una vez recogidos los espermatozoides, el tejido fue seca_

do, pesado y homogeneizado en 5 volumenes de buffer Tris-Gly 1:10,

con un homogeneizador Potter Elvejhem (vidrio-vidrio), para 1a ob ­

tención posterior de 1a fracción citosólica.

Por su parte,los espermatozoides fueron sometidos a1 tra­

tamiento de extracción salina de las proteínas asociadas a su superfi_

cie, siguiendo la secuencia de etapas ya descriptas en su oportunidad.
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Los citosoles de tejido y las proteínas de espermatozoides

se separaron en bandas proteicas mediante la electroforesis en geles

de poliacrilamida al 10 % durante 2-3 hs. a 200 volts.

Los geles se cortaron en 70-75 fracciones de l mm de es­

pesor continuando el procesamiento de la forma ya descripta en la pr_i_

mera parte de Materiales y Métodos.

Finalmente 1a inducción de la síntesis de proteinas se deteï

minó midiendo 1a radioactividad asociada a las distintas fracciones y

calculándose el índice cpm 3H del tíbulo tratado/ cpm 3H del tú'bulo

control.

Control histológico —Morfometria.

Se tomaron muestras de aproximadamente 50 mg, de cuer­

po proxima1(B1) de epididimos recién sacados del animal, cultivados

durante 24 horas sin andrógeno y cultivados 24 hs. con DHT en una

concentración ZluM. El tejido se fijó en solución de Bouin, se deshi­

drató por las técnicas habituales y se incluyó en parafina. Finalmente

se obtuvieron cortes de 4 de espesor que fueron coloreados con hem_a

toxilina- eosina.

El análisis morfométrico de los cortes fijados y teñidos se

realizó mediante observación directa a través de un ocular graduado
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(escala micrométrica ocular 5/100), en un microscopio Zeiss, con un

aumento de 100 y 400 veces.

Ensayodejeroxidasa anti-peroxidasa (PAP).

Se utilizó la técnica descripta por Sternberger y col. (291)

pero con ligeras modificaciones.

Los extendidos de espermatozoides provenientes de túbulos

de cola distal del epididimo de rata se secaron al aire, se fijaron con

p-formaldehído al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente y

se lavaron 2 veces con buffer Tris 0.05 M pH : 7..6.

Posteriormente se incubaron con distintas soluciones en

una cámara húmeda y en 1a siguiente secuencia: anti-DE (dilución

1 : 100) toda la noche a 49 C, segundo anticuerpo (anti IgG de conejo

en oveja , dilución 1 : 5), 1 hora a temperatura ambiente y PAP (dilli

ción l : 50), l hora a temperatura ambiente.

Los extendidos de espermatozoides provenientes de túbulos

cultivados por e5pacio de 24 hs. , ya sea con suero de conejo normal

(SCN)o con suero anti-DE , se incubaron directamente con el segun

do anticuerpo. Entre cada incubación se realizaron 3 lavados con bu_

ffer Tris. La peroxidasa se visualizó mediante la incubación con 3­

3' díamino bencidina (DAB) 0.04 “loy HZOZ0.03 %, durante 7 minutos
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a temperatura ambiente y 1a preparación fue luego deshidratada a tra

vés de una serie de diluciones de alcohol.

Cabe aclarar que el suero anti-DE utilizado fue preparado

por Garberi y colaboradores (171) inyectando conejos de la raza New

Zealand White, con porciones de geles de poliacrilamida conteniendo

las proteínas D_E y emulsionadas con adyuvante de Freund completo.

Las diluciones del anti-DE fueron hechas con suero de ove­

ja normal al 1 % en buffer Tris 0.05 M.

El p-formaldehído, la DAB, el HZO2y el PAP también fue­

ron disueltos en buffer Tris.

Tratamiento estadístico de los datos.

En todos aquellos estudios en los cuales se compararon po_r_

centajes de fertilidad o número promedio de espermatozoides unidos

por ovocito, los resultados fueron analizados mediante el test esta.de

tico de Mann-Whitney(292) mientras que las distribuciones porcentuí

les de ovocitos conteniendo un número diferente de espermatozoides

unidos (0, 1-5, 5-10 o más de 10), se analizaron con el test de X2

(293).

Los resultados correspondientes al estudio morfométrico

fueron analizados mediante el test de Student.
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RESULTADOS

Primera Parte

En esta primera parte del trabajo se describirán los siguic_r_1

tcs puntos:

1. Identificación de proteinas andrógeno-dependientes en el epididi ­

mo del hamster (PE) mediante 1a estimulación a) in vivo y ME

fifa-¿de 1a síntesis de PE.

2. Origen y especificidad de PE.

3. Interacción de PE con los espermatozoides.

4. Aparición de PE en función de 1a edad del animal.

5. Caracterización parcial de PE:

a) determinación del peso molecular de PE.

b) estudio de 1a presencia de hidratos de carbono en 1a composi ­

ción de PE.

1. Identificación dejroteinas gaididimarias andrógeno-dependientes

(PE).

La identificación de proteinas epididimarias andrógeno-de_
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pendientes se llevó a cabo a través de dos técnicas diferentes basadas

en:

a) la distinta intensidad de tinción que presentan las bandas

proteicas obtenidas por separación electroforética de cito­

sol de epidídimo.

b) la distinta incorporación de aminoácidos radioactivos a ca­

da una de dichas bandas.

a) El primer paso de este estudio consistió en establecer el perfil de

bandas proteicas separadas electroforéticamente de la fracción ci­

tosólica del epidídimo de animales normales, el cual se comparó

posteriormente con los obtenidos de animales castrados y reinduc_i

dos con testosterona.

Se identificaron así, mediante la tinción con azul de Cooma

sie, una serie de bandas sensibles a la deprivación androgénica,

cuyas movilidades relativas a la albúmina (Ra) en geles de poliacr_i

lamida al 10 % resultaron ser: 0.30; 0.35; 0.80; 1.11; 1.21; 1.31;

l . 52 y l. 63.

La comparación del perfil obtenido de animales control (Fi_

gura 8, gel A) con el obtenido de animales castrados por 15 dias

(Figura 8, gel B), muestra una disminución en la intensidad de es­
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Figura 8: Efecto de 1a castración y el tratamiento androgénico sobre las
proteínas PE1_6 de epidídímo de hamster. Alícuotas de citosol
epidïdimario (80 ug) fueron sometidos a electroforesis en geles
de poliacrilamída a1 10 %, los cuales se tiñeron con azul de Cog
masie.
A: control B= castrado por 15 días C= castrado por 15 días

y tratados con 300 ug
de Testosterona/día
durante 10 dias.

La flecha indica 1a posición de 1a.albúmina.
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tas bandas, mientras que la administración de testosterona (300 ug/

día, durante 10 días) a animales castrados por 15 días, induce un

aumento en la intensidad de las mismas. (Figura 8, gel C).

Con el objeto de investigar si el aumento de estas proteínas en el

animal reínducido s'e debía a una estimulación en la síntesis de las

mismas, se efectuaron experimentos de incorporación diferencial

de aminoácidos marcados.

Para ello se incubaron los tejidos epididimarios del animal

castrado y reínducido por andrógenos con una mezcla de aminoáci­

dos marcados con 140 y 3H, respectivamente. Obtenidos los cito ­

soles para cada caso, se realizó una co-electroforesis de los mis­

mos en geles de poliacrilamida, analizándose luego la radioactivi —

dad asociada a las diferentes proteínas sintetizadas.

Para evaluar el grado de estimulación de una determinada

proteína respecto a las restantes, calculamos el siguiente paráme­

tro comparativo:

x100
I-hl

donde i= indice 3H/14C para una determinada proteina.

_i= índice 31-1/14Cpromedio de todo el gel.
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La Figura 9 esquematiza los picos de reinducción obteni_

dos como promedio de 9 experimentos, pudiendo observarse el pa­

ralelismo existente entre éstos y las bandas proteicas antes mencicl

nadas.

No obstante aparece un pico de Ra 0.40, que no se corres_

ponde con una banda teñible por azul de Coomasie y no se detectan las

bandas de Ra: 0. 30 y 0. 35 halladas por la técnica de tinción.

En conclusión, las seis bandas que mostraron ser sensi ­

bles a 1a castración y a1 tratamiento androgéníco por ambas técnicas

se designaron PE1_6 y presentaron los siguientes Ra: PEI: 0.30 Í

0.03; PE2:1.10 t 0.01; PE ; 1.21 ir 0.02; PE 1.31 Í 0.01; PES:3 4’

1.52 Í 0.03 y PEóz 1.63 i 0.02.

Efecto de diferentes períodos de castración y reinducción sobre 1a

concentración de PE1_6.

Quisimos ver luego que ocurría con 1a intensidad de las

bandas PE1_6 a tiempos mayores de castración y reinducción.

Los tiempos de castración elegidos fueron 7, 15, 30 y 45

días, utilizándose un animal castrado por 30 días para. efectuar el

tratamiento androgénico durante 5, 15 y 30 di'as.

Este estudio mostró que 1a disminución en 1a intensidad de
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Estimulación androgénica de la. síntesis de PE1-6 in vitro .

Alícuotas de 50-100 mg de tejido epididimarío proveniente

de animales castrados por 15 días o castradoa por 15 días

y reinducidos con T los últimos 10 días, se incubaron duraE

te 3 hs. y a. 319 C con 15luci de una. mezcla de aminoácidos
4

marcados con 1 C o con 40/.Lci de una. mezcla. de aminoáci­

dos marcados con 3H respectivamente. Finalizada. la incu ­
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bación se prepararon las fracciones citosólicas de cada tejido y una mez_

cla de 80 ul de cada citosol fue sometida a una coelectroforesis en geles

de poliacrilamida al 10 %. Los geles se tiñeron o cortaron en fracciones

de 1 mm de espesor, se determinó 1a radioactividad incorporada a cada

una de las fracciones y finalmente se calculó el indice 3H/14C para cada.

una de ellas.

La flecha indica la posición de la. albúmina. BPB=azu1 de bromofenol.



133.

las bandas, producida por la castración se manifiesta a los 7 dfas des­

pués de la orquídectomía (Figura 10, gel A), haciéndose más notoria a

los 15 y 30 días(Figura 10, geles B y C) para finalmente desaparecer

a los 45 días de castración.

Mientras el efecto de la castración parece ser uniforme pa­

ra todas las bandas, el tratamiento con testosterona por 10 y 15 dias

a animales castrados por 30 días, aumenta la intensidad de las bandas

PEl , PEZ y PE4 más rápidamente que las bandas PE3, PE5 y PEó.

(Figura 10, geles D y E), lo cual estaria de acuerdo con 1a mayor in­

corporación de radioactividad encontrada anteriormente en los picos

correspondientes a las PEl , PE3 y PE4.

La administración dc andrógenos por períodos más largos

(30 días) no aumentó los niveles de reinducción. (Figura 10, gel F).

El siguiente paso consistió en calcular en forma cuantitati­

va los cambios observados luego de efectuadas la castración y poste­

rior reinducción androgénica. Para tal fin se realizó una densitome­

tria a 550 nm, de los geles de citosol de animal normal, castrado por

15 días y reinducido por 10 días.

Los resultados indicaron una bajada de aproximadamente

un 40 % en el contenido de PE1_6 debido a la castración, y una re ­
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Figura lozEfecto de los diferentes periodos de castración y tratamiento
androgénico, sobre las proteínas PEl 6.

A: castrado por 7 dias
castrado por 15 dias

C= castrado por 30 días
castrado por 30 días y tratado con 300 ug de T/di’a durante
10 días

E: castrado por 30 días y tratado con T durante 15 dias
—castrado por 30 días y tratado con T durante 30 dias

UÜ Il

Uu

¡11
l
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cuperacíón del 90 %luego del tratamiento con la hormona. La Figura

11 muestra los perfiles obtenidos cuando los geles de citosol normal

(A) y castrado por 15 días (B), se sometieron a.la técnica.

2. Estudios de origen y especificidad de las proteínas PE1_6.

Existía la posibilidad de que estas proteínas tuvieran su o.­

rigen en el testículo llegando al epidídimo a través del fluido testicu­

lar, 10cual podria explicar entonces la bajada en su concentración

producida por 1a castración.

Para. descartar esta probabilidad se preparó un citosol a

partir de homogenatotesticular, cuyo perfil electroforético se com­

paró con el correspondiente al citosol control.

Los resultados obtenidos muestran la presencia de dos ban

das en el citosol de testículo (Figura 12, gel B) con la misma moví­

lidad relativa que las PEl y PE4 de citosol normal (Figura 12, gel

A) estando completamente ausentes las restantes proteínas. En la

misma figura se observa el gel de suero de animal normal (Figura

12, gel C), que al igual que en músculo e higado (no incluidos en 1a

foto), no presenta ninguna de las bandas en cuestión.
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Alb

Figura ll: Análisis densitométríco dc las bandas proteicas provenientes de
1a electroforesis de un citosol epididimarío de animal normal (A)
y castrado por 15 días (B).
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Figura 12: Comparación de las bandas proteicas de:

A: citosol de epidi’dimo , B: citosol de testfculo y"

C: suero sanguíneo de hamster.
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Por su parte, los geles correspondientes a los citosoles

de próstata y vesículas seminales mostraron Zbandas cuyos Ra fue­

ron cercanos, aunque no coincidentes, con los hallados para PEZ y

PE4.

Con el fin de saber si las proteinas PE1_6 eran o no secrs

tadas a 1a luz del túbulo epididimario, se analizaron muestras de flu_i'

do extraido de 1a cola del órgano, encontrándose presentes en el mis­

mo 3 bandas cuyos Ra,coincidieron con las proteínas PEI, PE3 y PE4

sintetizadas por el tejido.

3. Interacción de las proteinas PELÓ con los espermatozoides.

Los estudios destinados a investigar una posible interacción

de PE1_6 con los espermatozoides epididimarios, se llevaron a cabo

examinando 1a presencia de estas proteínas sobre la superficie de los

mismos.

Para ello se tomaron muestras de espermatozoides testicu­

lares y provenientes de diferentes segmentos del epididimo, a los cua

les se les extrajeron las proteinas de superficie mediante tratamiento

salino con solución de NaCl 0.25 o 0.5 M.

Los resultados indicaron la ausencia de las bandas corres­

pondientes a PE1_6 entre las proteínas extraídas de espermatozoides
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de testículo o de los segmentos epididimarios proximales (cabeza y

cuerpo proximal), ya. sea utilizando NaCl 0.25 o 0. 5 M.

No obstante, luego de cualquiera de ambos tratamientos,

los espermatozoides de cuerpo y cola distal del epididimo presentí

ron cantidades apreciables de PE2 y PE3 las cuales, analizadas a

través de la técnica de densitometría representaron un 60 % de las

proteínas totales extraídas con el tratamiento salino.

En la Figura 13 (gel A), se muestran las bandas PELó

dc un citosol normal, contra el cual se comparan una serie de ex­

tractos proteicos de espermatozoides provenientes de cuatro ma ­

chos diferentes (Figura 13, geles B, C,D y E).

Puede verse en todos los casos la presencia de dos bandas

cuyos Ra coincidieron con los de las proteínas PE2 y PE3, lo cual es

taria indicando su posible asociación a la superficie de los espermatg

zoídes. Sin embargo, la banda correspondiente a PE2 se presenta en

forma cuantitativamente diferente, mostrando una contribución mucho

mayor para el caso de los espermatozoides que para el del citosol no:

mal utilizado como control.

La gran abundancia de PE2 eluída de espermatozoides de

la cola epididimaria como así también su Ra cercano al correspondíen

te Ra de la albúmina, nos llevó a pensar que podríamos estar en pre­
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Figura. 13: Comparación de las bandas proteicas de un citosol epididima­

rio (A) y de los extractos proteicos provenientes de esperma;

tozoides de 1a.cola distal del epidídimo de 4 animales difereg

tes (B-E).

La flecha indica. la posición de 1a albúmina.
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sencia de albúmina modificada. por el tratamiento salino al que fue­

ron expuestos los espermatozoides. Para descartar esta teoría se

procedió a efectuar el tratamiento salino sobre citosol normal, in­

cubándose al mismo durante 20 minutos con una solución de NaCl

0.25 o 0. 5 M.

A través de los resultados obtenidos concluímos que el

perfil para. las proteinas extraídas de espermatozoides no era un

mero producto de la técnica empleada, ya que luego del tratamien

to salino no pudieron observarse diferencias en el Ra de la albúm_i

na del citosol,

Existia afin 1a posibilidad de que la acción de una enzima

proteol‘itica del acrosoma del espermatozoide, liberada durante la

extracción salina, alterase de alguna manera la movilidad electrofg

rética de la albúmina.

Para ello se extrajeron los espermatozoides en un buffer

0.25 M en NaCl, conteniendo un inhibidor de tripsina, con el fin de

impedir la acción de la enzima acrosomal. Por los resultados obte­

nidos, nuevamente descartamos una alteración de la albúmina por

este mecanismo.

4. Aparición de las proteinas epididimarias PE1 Aenfunción de la.
edad.
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Teniendo en cuenta la posible asociación de PE2 y PE3 a

la superficie de los espermatozoides, consideramos que sería de in­

terés realizar un estudio de la aparición de las mismas en el epididi_

mo en función de la edad del animal, con el fin de correlacionar di .­

cha aparición con el estado funcional del órgano.

Se utilizaron para ello animales de seis edades diferentes;

23 y 30 dias (prepúberes), 35, 45 y 60 días (púberes) y 90 días (adul­

tos), a partir de los cuales se hicieron citosoles de epidídimo entero,

procediéndose luego a la separación proteica mediante la técnica de

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 "lo.

La Figura 14 muestra el perfil obtenido luego de la tinción

con azul de Coomasie, donde podemos observar que cinco (PE1_5)

de las seis proteinas estudiadas, se encuentran presentes en todas las

edades. Es importante destacar que si bien recién encontramos esper­

matozoides en el epidídimo proveniente del animal de 45 dias de edad,

PE2 y PE3 ya se detectaron desde las primeras edades, lo cual esta­

ría indicando que la síntesis de dichas proteínas precedería a 1a llega­

da de espermatozoides al órgano.

También podemos observar que tanto la PEó como una pro­

teina de Ra: 0.92, comienzan a detectarse recién en el animal de 45
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Figura 14: Estudio de 1a presencia de PE1_6 en función de la edad del animal

A: 23 dfas B= 30 días C= 35 días D= 45 días E: 60 días y'

F: 90 días.
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días de edad, para hacerse finalmente notorias en la edad adulta,

coincidiendo entonces la aparición de estas Z proteínas con la llega­

da dc espermatozoides al epid'idimo.

5. Caracterización parcial delas Eotcínas PELÓ.

Al no poseer aún un extracto purificado de las proteínas

PE1_6, procedimos a realizar una caracterización tan sólo parcial

de las mismas, la cual se limitó a 1a determinación de sus pesos rn_o_

leculares y al estudio de la presencia de hidratos de carbono en 1a

composición de las mismas.

a) Determinación del peso molecular de PE1_6: El estudio del peso

molecular se llevó a cabo a través del análisis de regresión lineal

dc Ferguson, para lo cual, tal como se indica en Materiales y

Métodos, se utilizaron geles de distinta concentración de polia­

crilamida (7.5 %, 10 %, 12 % y 14 %), en todos los cuales se sera

bró una muestra de citosol normal. Las sustancias elegidas como

patrones internos fueron: Albúmina sérica bovina (BSA) PM:67000,

Ovoalbúmina (OA) PM: 43500 e inhibidor de tripsina del poroto de

soja (SBTI) PM: 22700.



b
v

145.

En la Figura 15 se muestra un gráfico de peso molecular

(PM) en función del coeficiente de retardación (Kr), (el cual depen

de directamente de la concentración de acrilamida utilizada), don­

de pueden observarse las posiciones que ocupan los patrones como

así también las de las seis bandas proteicas en cuestión. Los pesos

moleculares hallados mediante este método fueron: PEI: 61400,

: 41000.PEZ: 42500, PE3: 23800, PE 64: 20400, PES: 26100 y PE

Estudio de la presencia de hidratos de carbono: De acuerdo a los

conocimientos que existen acerca de proteínas epididimarias se —

cretorias andrógeno-dependientes en distintas especies, había

grandes posibilidades de que PE1_6 fueran en realidad glicopro­

teínas.

Para confirmar esta teoría se utilizó el ensayo de tinción

de PAS con reactivo de Schiff-ácido periódico, el cual resultó pg

sitivo para las seis bandas estudiadas, indicando la naturaleza

glicoproteica de las mismas.
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Los patrones utilizados fueron BSA (PM367000), OA (PMz43500)
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dc las proteínas PE1_6. Los valores obtenidos representan el
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I'll couficicntv du la recta. cs r = 0.988.
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Segunda Parte

Como mencionáramos anteriormente, el objetivo final de

este trabajo ha consistido en estudiar el papel biológico que cumplen

las glicoproteinas andrógenmdependientes dentro del proceso de ma­

duración y más específicamente en lo que respecta a 1a adquisición

dc capacidad de reconocimiento y capacidad fertilizante por parte del

espermatozoide.

Los puntos que describiremos en esta. segunda parte de re­

sultados son los siguientes;

I) desarrollo de los ensayos biológicos con los cuales se evalúa:

a) la capacidad de unión de espermatozoides a la zona pelúc_i

da del ovocito.

b) la capacidad del espermatozoide para penetrar y fertilizar

a1 ovocito.

II) determinación, a través de los ensayos a y b, del grado de madura­

ción de espermatozoides provenientes de los distintos segmentos

del epididimo, con el fin de identificar 1a población más indicada pa

ra estudiar el efecto de factores madurantes.
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III) desarrollo de un sistema de cultivo de órgano que permita mante_

ncr la motilidad y viabilidad de los espermatozoides contenidos

dentro de los túbulos epididimarios.

IV) determinación de la participación de proteínas epididimarias en

el proceso de maduración de los espermatozoides, evaluando la

capacidad de reconocimiento y/o fertilización que presentan los

mismos luego del agregado de los diversos factores al medio de

cultivo .

I) Desarrollo de los ensayos biológicos

a) Ensayo de unión de espermatozoides a 1a zona pelúcida .

Este ensayo, en el cual se determina el número de esper­

matozoides unidos a la zona pelúcida de un ovocito, permite evaluar

una de las propiedades fundamentales de un espermatozoide, como lo

es su capacidad de reconocer al ovocito.

Sin embargo, es importante aclarar que la validez de esta

técnica esta basada en la cuantificación de sólo aquellos espermato —

zoides unidos en forma especifica a la zona pelúcida, ya que tal como

se describiera en la introducción, los espermatozoides de mamíferos

presentan una primera etapa de interacción débil y reversible duran­
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te la cual pueden ser removidos de la zona pelúcida por sucesivos la­

vados (adhesión) y una segunda etapa de unión irreversible e incluso

estable a los numerosos lavados (unión).

Puesto que tanto 1a adhesión como 1a unión han sido defin_i

das en base a operaciones metodológicas (243), es común encontrar

variaciones cuantitativas entre los diversos laboratorios que utilizan

estos ensayos.

Por tal razón nuestros primeros experimentos se realiza;

ron con el objeto de establecer las condiciones necesarias para ver._i

ficar y distinguir ambos tipos de interacción.

Para ello incubamos durante 40' y a 379 C, una suspensión

de espermatozoides provenientes de la cola distal del epidi’dimo(TZ),

con ovocitos enteros obtenidos a partir de un cúmulus previamente

tratado durante 5 minutos con solución de hialuronidasa.

Finalizada la incubación, algunos ovocitos fueron retira­

dos y directamente observados al microscopio óptico, mientras que

otros fueron sometidos a tres lavados sucesivos en solución fisioló­

gica y recién luego examinados al microscopio.

Pudimos observar entonces que aquellos ovocitos que no

habían sido previamente lavados, presentaban un gran número de es_

permatozoides unidos a la zona pelúcida pero sólo en forma tempo­
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ral, ya que luego de 5 a 10 minutos la mayoría de los mismos se ha

bia disociado. (unión inespecifica).

Por su parte lOs ovocitos previamente lavados presenta­

ban una menor cantidad de espermatozoides unidos que permanecían

asociados a la zona pelúcida aún luego de varias horas. (unión espe­

cífica).

De acuerdo a estos resultados y para lograr una mayor r3

producibilidad del ensayo, concluímos que la determinación del númg

ro de espermatozoides unidos debía llevarse a cabo siguiendo el se­

gundo esquema experimental.

Dado que la unión de los espermatozoides a la zona pelúc_i

da.de los ovocitos es cn parte un reflejo de la frecuencia de colisio­

nes entre dichas gametas, la motilidad inicial de los esPermatozoides

se convierte en uno de los principales factores que deben ser consi_

derados al realizar estos ensayos.

Para validar la comparación entre los resultados obtenidos

con las distintas poblaciones de espermatozoides, decidimos realizar

estas incubaciones bajo una agitación mecanica. suave (50 oscilaciones

por minuto), que nos permitió independizar nuestras conclusiones del

factor motilidad.

Finalmente pudimos observar que la unión de espermatozoi
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des a 1a zona pelúcida también dependía del procedimiento empleado

en 1a preparación previa de los ovocitos.

Ningún espermatozoide al cabo de 40 minutos de interac _

ción, logró unirse a la zona pelúcida de los ovocitos cuando los mis­

mos se encontraban rodeados de las células del cúmulus.

Si bien los espermatozoides ya fueron capaces de unirse a

ovocitos liberados de las células del cúmulus por acción de hialuro­

nidasa, observamos que la unión se incrementaba notoriamente cuan­

do los cúmulus o bien las ovocitos libres eran incubados durante a ..

proximadamente 2 horas y recién luego puestos en contacto con los es

permatozoides .

b) Determinación de la capacidad fertilizante de los espermatozoides.

Para evaluar la capacidad fertilizante de un esPermatozoi­

de es fundamental definir previamente el criterio de fertilidad con el

cual se examinarán los ovocitos fecundados.

Por tal razón realizamos un primer estudio que consistió

en observar los distintos estadios de fertilización que presentaban los

ovocitos en función del tiempo transcurrido a partir del momento de

la inseminación.

Es conveniente aclarar que nos referiremos a un ovocito

como "penetrado", cuando el espermatozoide se encuentra en el es­
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pacio perivitelino del mismo y como "fertilizado" cuando ya el ovoc_i

to presenta dos pronúcleos y espermatozoide en su citoplasma celu ­

lar.

La Tabla II resume entonces los distintos estadios y por­

centajes de penetración y/o fertilización encontrados para cada hora

rio.

Si bien de acuerdo a los resultados obtenidos y a los crite_

rios de fertilización comunmente utilizados, cualquiera de los hora­

rios ensayados parecia tener validez, la observación de los ovocitos

se realizó finalmente a las 17 hs. luego de la inseminación por ser

este horario no sólo accesible para el operador sino aquel que pre ­

sentaba el 100 % de los ovocitos "fertilizados" y en un mismo estadio

(2 pronúcleos y cola de espermatozoide). Otro horario de observación

que ofrecía aparentemente las mismas ventajas era el correspondien

te a las 24 hs. posteriores a la inseminación (100 % de clivaje celu­

lar), sin embargo es importante destacar que a partir de este hora­

rio y en adelante, comenzaba a hacerse muy notorio el porcentaje de

ovocitos que habían sufrido partenogénesis.

Este fenómeno, descripto sólo para mamíferos, puede dc­

finirse como la tendencia de los ovocitos no fcrtilizados a desarro —

llarse espontáneamente en ausencia de la gameta masculina (294).
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Tabla II

Estadios de fertilización correspondiente a ovocitos de hamster
observados a diferentes tiempos luego de la inseminación.

Espermatozoides de la. cola distal del epidídimo fueron inseminados

in vivo en hembras prepúberes previamente superovuladas. Los

ovocitos se recuperaron al cabo de los periodos señalados y se exa_

minaron (sin fijar) a1microscopio óptico. Los porcentajes de pene­

tración y/o fertilización obtenidos están referidos al total de ovoci­

tos fecundados.
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Tiempos de Estadios encontrados “¡ode penetración
observación y/o fertilización

(115-)

10-12 espermatozoide en espacio pe- 100r1v1telino

espermatozoide en espacio pe- lorivitelino
15

2 pronúcleos y cola de esperma
. . — 90tozmde en el c1toplasma celular

2 pronúcleos y cola de esperma17 . . - 100toz01de en el Citoplasma celular

2 pronúcleos y cola de esperma 80
tozoide en el citoplasma celular

21

clivaje celular 20

24 clivaje celular 100
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La gran cantidad de ovocitos con l ó 2 pronúcleos que pus

de obtenerse luego de la sola inseminación de medio BMOC, es sin

lugar a dudas 1a corroboración más definitiva de 1a existencia de es_

te fenómeno.

Dado que los ovocitos "partenogenizados" son especialmen

te parecidos a los ovocitos fecundados excepto por la falta de esper­

matozoide, se hace imprenscindible el empleo de un criterio de fer­

tilización como el que hemos seleccionado, en el cual se incluye la

presencia del espermatozoide en el citoplasma celular.

II) Perfiles de maduración.

Teniendo en cuenta que nuestro objetivo consistió en estu­

diar el efecto de factores madurantes, tanto sobre la capacidad de r3

conocimiento como sobre la capacidad fertilizante de un espermato­

zoide, decidimos evaluar el grado de maduración que presentan los

espermatozoides de los distintos segmentos epididimarios, con el

fin de identificar la población mas adecuada para cada estudio. Estos

espermatozoides debían ser lo suficientemente inmaduros como para

ser suceptibles a las modificaciones impuestas por el tratamiento, sin

llegar a niveles tales que nos impidiesen utilizarlos como controles

internos en los diversos ensayos.
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a) Perfil Hididimario de capacidad de reconocimiento y unión al ovo­

cito.

Para ello se utilizaron espermatozoides recién obtenidos

de los distintos segmentos epididimarios (H, B1, B2 y T2), los cua­

les se pusieron en contacto durante 40 minutos con ovocitos prove ­

nientes de un cúmulus previamente incubado durante 2 horas a 379C

contándose finalmente el número de espermatozoides unidos en forma

especifica a cada uno de ellos.

La agitación mecánica durante 1a incubación resulta ser

imprescindible en este tipo de estudio comparativo, en vista del di­

ferente grado de motilidad que presentan los espermatozoides de las

distintas regiones del epididimo.

Los resultados obtenidos y resumidos en la Tabla HI se ef

presan como el porcentaje de ovocitos que presentan 0. 1-5, 5-10 o

mas de 10 espermatozoides unidos, agregandose para aquellos casos

en que fuera posible, el número promedio de espermatozoides unidos

por ovocito.

Puede observarse que el 100%de los ovocitos incubados

con espermatozoides de la cabeza epididimaria (H) no presentaron

ningún espermatozoide unido a 1a zona pelúcida, lo cual estaria in­

dicando 1a incapacidad de dichos espermatozoides de reconocer y u­
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Capacidad de unión a zona pelúcida de espermatozoides provenientes de diferen­
tes segmentos del epidídimo de hamster.

N9 tOta-l N9 (“/o)de ovocitos con N9 Promedio
Segmento

de 0 1-5 5-10 >10 de esp/ovocito
epididimario

ovocitOS espermatozoides unidos Í ES

cabeza 40 40 ( 100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0

cuerpo proximal 56 34(61) 14(25) 8(l4) 0(0) 1.95 Í 0. 51

cuerpo distal 36 6(17) 0(0) 6(16) 24(67) > 20

cola distal 28 0(0) 0(0) 0(0) 28(100) > 20

Alícuotas de una suspensión de espermatozoides recuperados de los distin­
tos segmentos del epidfdimo (107 cel/m1) se íncubaron con ovocitos libres
de células del cúmulus, durante 40 minutos con agitación suave y a 379C.
Finalizada 1a incubación se determinó el número de espermatozoides que
permanecían firmemente unidos a 1a zona pelúcida de los ovocitos, aún
luego de 3 pasajes sucesivos de los mismos a través de una fina pipeta
Pasteur.
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nirse al ovocito.

La capacidad de reconocimiento recién comienza a eviden­

ciarse en el cuerpo proximal (B1), donde algunos ovocitos (25 ‘70)Pre_

sentaron de 1-5 espermatozoides unidos y otros (14 %) entre 5 y 10,

y aumenta abruptamente al pasar al cuerpo distal (B2), alcanzando

valores mu},rcercanos a los hallados para la cola epididimaria. (67%

y 100 ‘70de ovocitos con más de 10 espermatozoides unidos respectiva

mente).

Esta variación también se ve reflejada en el número promg

dio de espermatozoides unidos por ovocito, cuyo valor fue 0 para la

cabeza y 1.95 Í 0.51 para el cuerpo proximal, aumentando a mas de

20 para el cuerpo y cola distal.

Teniendo en cuenta que los espermatozoides del cuerpo

distal del epididimo ya presentan 1a capacidad de unión de un esper­

matozoide maduro, seleccionamos al cuerpo proximal (B1) como el

segmento mas adecuado para ensayar el efecto de factores maduran

tes sobre la capacidad de reconocimiento del espermatozoide.

b) Perfil epididimario de capacidad fertilizante.

Este estudio se llevó a cabo determinando 1a capacidad fer_

tilizante de los espermatozoides de distintos segmentos del epidídimo,
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Para. ello las suspensiones de esPermatozoides correspon­

dientes a los segmentos H, B1, B2 y T1 se inseminaron en uno de los

cuernos uterinos de la. hembra, colocándose en el cuerno contralate­

ral, la suspensión de espermatozoides de].segmento T2 utilizada. co­

mo control.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla. IV e in­

dican un aumento de la capacidad fertilizante de los espermatozoides

epididimarios en sentido cefalo- caudal. Mientras los espermatozoi­

des de cabeza y cuerpo proximal se mostraron totalmente incapaces

dc fertilizar a un ovocito (0 ‘70),los espermatozoides del cuerpo dis­

tal presentaron un porcentaje de fertilidad del 13 “lo,que se eleva

bruscamente en el segmento posterior ( T1) hasta alcanzar un valor

(73 %) que no difiere significativamente de aquel obtenido con espe);

matozoides completamente maduros de 1a cola distal (89 "/o).

En vista de estos resultados, decidimos que el cuerpo dis_

tal era una región de transición y por lo tanto la mas apropiada pa­

ra estudiar 1a acción de factores madurantes sobre la capacidad fe:

tilizante del espermatozoide.

El diseño experimental antes descripto se aplicó tanto al

epididimo izquierdo como al epididimo derecho de cada animal, ob­
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Tabla IV

Capacidad fertilizante de espermatozoides provenientes de los dife­

rentes segmentos del epidídimo.

Se mento n epidídimo epidídimo
g izquierdo derecho

a b
cabeza 6 0/60 (0) o/44(0)

cuerpo proximal 10 0/57(0) 0/64(0)

cuerpo distal 22 20/152-(13) 18/138(13)

cola proximal zo 88/121(73) 119/168(71)

rola distal 58 209/235(89) 222/262(85)

fi

a= N9de ovocitos fertilizadoe / N9total de ovocitos recuperados.

o“= porcentaje de fertilización.

Alícuotas de una suspensión (10.7cel/ml) de espermatozoides de H,
B , B o T , se inseminaron en uno de los cuernos uterinos de cada
helmbra, colocandose en el cuerno contralateral, una suspensión de
espermatozoides de T2 utilizada como control. El mismo procedi —
miento se repitió para los epididimos izquierdo y derecho de cada
animal.
En todos los casos los ovocitos se recuperaron y examinaron al mi­
croscopio óptico 17 hs. luego de la inseminación, calculándose los
porcentajes de fertilización obtenidos.
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teniéndose resultados (TablaIV) que por su coincidencia estarían indi_

cando un avance sincrónico en la maduración de los espermatozoides

de ambos órganos. Por otro lado, estos resultados nos dan una me —

dida del grado de reproducibilidad de la técnica empleada, permitién

donos a la vez utilizar a. cada epididimo como control de su contrala­

teral.

III) Desarrollo del sistema de cultivo.

Los e5permatozoides mantenidos fuera de su entorno epi­

didimario alcanzan un período de sobrevida que puede ser estimado

en horas, mientras que permaneciendo dentro del túbulo epididima_

rio pueden llegar a mantenerse mótiles y viables por espacio de va­

rios dfas.

Los resultados que describiremos a continuación forman

parte de un estudio cuyo objetivo consistió precisamente en desarrg

llar un sistema de cultivo de órgano que permitiera mantener la in­

tegridad del tejido epididimario y la motilidad y viabilidad de los es

permatozoides contenidos.

En una primera etapa del estudio, las condiciones más a­

decuadas del sistema de cultivo se establecieron comparando la mo­

tilidad de espermatozoides maduros (T2) provenientes de un túbulo
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cultivado, reSpecto de la de aquellos recuperados del mismo segmen­

to de un órgano recién extraído.

La Tabla V resume los resultados obtenidos, señalando el

grado de motilidad observado en función de los diversos diseños expg

rimentales ensayados. Comenzamos estudiando el efecto de la prein­

cubación del tejido epididimario, previamente disecado, en una solu­

ción de enzima proteolitica capaz de remover el tejido conectivo re ­

mancnte y facilitar el desarrollamiento del túbulo. Para ello utiliza —

mos solución de colagenasa en un rango de concentraciones del 0.05%

al 0.5 % durante diversos tiempos de incubación que oscilaron entre

2 y 15 minutos.

Pudimos observar que si bien esta enzima lograba en todos

los casos remover el tejido conectivo, afectaba en forma simultánea

la integridad de los túbulos y la motilidad de los espermatozoides r3

cuperados.

La alta sensibilidad de los túbulos epididimarios al trata­

miento enzimático nos llevó a recurrir a la separación mecanica de

los mismos, la cual se efectuó bajo lupa y con ayuda de material de

cirujia, prestando especial atención en no dañar el tejido y provocar

la. liberación de espermatozoides al medio.

Sin embargo, a pesar de un cuidadoso manipuleo,este últí_
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Tabla V

Efecto de diversas condiciones de cultivo sobre la motilidad de
espermatozoides de la cola distal del epid'idimode hamster.

Túbulos de la cola distal del epidídimo se cultivaron durante 24 hs.

bajo diversas condiciones experimentales. Finalizado el cultivo,

los espermatozoides se liberaron en medio BMOC a 379 C y una

alícuota de cada suspensión se examinó inmediatamente al micro_s

copio óptico.

El grado de motilidad de los espermatozoides se evaluó de acuerdo

al siguiente criterio:

sin motilidad

+ motilidad in situ

++ motilidad de mediana intensidad con desplazamientos leves

+++ motilidad intensa y en parte progresiva

++++ máxima. motilidad: muy intensa y totalmente progresiva



condicionesensayadas

Gradodemotilidad

delosespermato­zoidesa1cabode 24hs.decultivo

enzimático

tratamiento

(colagenasa)

delos

conc(‘70)tiempo

215min

0.05Y

túbulos

quirúrgico

túbulosindecapsulartúbulodecapsulado túbulodecapsuladoydesenrrolladotúbulodecapsulado,desenrrolladoyligado

+ ++ +++ ++++

medio

de

cultivo

BMOC 199(Earle)199(Earle)+SFB(lc'70) 199(Earle)+PE(10%)

+++(*) ++++ ++++ ++++

atmósfera

gaseosa

aire aire(95%)yCO2(5%) 02(95o70)YC02(5%)

++++

Temperatura

339C 379C

++++ ++++

*AtiemposmayoresdeZ4hs,elmediosalinoBMOCyanofuécapazdemantenerlamotilidad

delosespermatozoides.

164.
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mo inconveniente se presentaba comunmente al intentar decapsular

los túbulos dc cola distal, debido a la gran cantidad dc cspcrmatozo_i

des almacenados en esta región.

La salida. de espermatozoides al medio a través de los ex­

tremos del túbulo, pudo resolverse en cambio utilizando ligaduras

terminales.

Luego de 24 horas de cultivo, los espermatozoides de los

túbulos asi’tratados, presentaron una motilidad que no difer'ia respeg

to de los espermatozoides control. Si bien en un principio el explan­

to se ubicaba sobre una lámina de agar colocada a su vez sobre un

soporte de acero inoxidable, optamos por colocarlo directamente si

bre la grilla metalica, debido a que el empleo del agar no represen­

taba ninguna ventaja adicional.

Tanto el medio completo 199 (Earle), como el medio sali­

no BMOC, fueron capaces de mantener la. motilidad de los esperma .­

tozoides luego de 24 horas de cultivo. Para períodos mas largos (48­

72 hs.), en cambio, observamos que aquellos espermatozoides pro­

venientes del túbulo cultivado en medio 199 (Earle), presentaban una

mejor motilidad. El agregado de suero fetal bovino (adsorbido con

carbón), al medio de cultivo, no modificó el mantenimiento de moti_

lidad obtenido en ausencia del mismo, de modo tal que su incorpora
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ción no fué necesaria.

La posible contaminación de los cultivos se contrarrestó

mediante el agregado de una mezcla de penicilina-estreptomicina,

que no afectó en absoluto la motilidad de los e8permatozoides.

Posteriormente se ensayaron diferentes temperaturas y

fases gaseosas, con el fin de determinar aquellas condiciones bajo

las cuales se incubarian los cultivos. Los resultados demostraron

que los espermatozoides provenientes de una incubación bajo carbó­

geno (95 % O2 - 5 % C OZ) fueron los únicos que mantuvieron su mo­

tilidad a1 cabo de 24 horas o mas. La incubación bajo aire, va sea

con o sin CO2 (5 c'70),mantuvo la motilidad de los espermatozoides

sólo por períodos no mayores de 8 horas.

Finalmente los cultivos se incubaron a 339 C si bien la

incubación a 379C mostró resultados equivalentes en cuanto al man

tenimiento de motilidad.

Teniendo en cuenta que nuestro objetivo final consistía

en estudiar el efecto de diversos factores sobre la capacidad de rs

conocimiento y fertilización de los espermatozoides inmaduros,

procedimos a cultivar los segmentos proximales del epididimo (H,

B1 y B2) siguiendo básicamente la técnica recién descripta aunque

con ligeras modificaciones según el caso.
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El inconveniente técnico que implicaba el desenrrollamien

to de los túbulos epididimarias pudo resolverse para los túbulos de

cabeza y cuerpo proximal, cultivando como explantos piezas enteras

dc cstos segmentos. En estos dos casos, no se requirió la decapsu­

lación de los túbulos.

Por el contrario, bajo ninguna de las condiciones descrip­

tas, logramos cultivar el cuerpo distal del epididimo por más de 8

horas, ni siquiera mediante el tratamiento con hormonas o el cocul­

tivo con diversas regiones epididimarias libres de espermatozoides.

Las caracteristicas de este segmento no permitieron cultivarlo co­

mo pieza entera debido al grosor del explanto resultante ni desenrg

llarlo en túbulos aislados debido a la extrema delgadez de los mis ..

mos.

Estudio histológico del túbulo epididimario en cultivo.

Con el propósito de investigar el posible efecto de la téc­

nica de cultivo sobre la morfología del túbulo epididimario, diversos

cortes de tejido provenientes de un túbulo intacto (control) o cultiva­

do por 24 6 72 hs. , fueron analizados histológicamente al microsco­

pio óptico.

Pudimos observar entonces que el característico epitelio



pseudoestratificado que reviste las paredes del túbulo epididimario,

se mantuvo regular y parejo al cabo de un día de cultivo, (Figura 16

A y B) presentando una altura celular que no difirió significativamen

te de la hallada para el túbulo intacto (28. 68km Ï 4.96 vs 29.20/4mnÍ

4.35, respectivamente). Por su parte, las estereocilias mantuvieron

su normal longitud y el lumen tubular continuó presentando una abun­

dante cantidad de esPermatozoides.

Mientras el túbulo cultivado por 24 hs. , presentaba de este

modo un aspecto prácticamente idéntico al del túbulo control, varios

signos de involución se hicieron evidentes al cabo de 3 días de cultivo.

Cabe aclarar sin embargo, que no todas las areas se encontraban a ­

fectadas por igual, pudiéndose observar varios túbulos razonablemerL

te preservados. En líneas generales la altura del epitelio se hallaba

disminuida luego de 72 hs. de cultivo, y el lumen tubular, también rs

ducido, contenía una menor cantidad de espermatozoides y abundantes

detritos celulares. Finalmente, la proximidad de la masa de esper ­

matozoides al borde luminal, indicó la fagocitosis de gametas por

las células epitelialcs.
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Figura 16

A=Aspectohistológico de túbulos intactas del cuerpo proximal

del epidídimo de hamster (Aumento 400 X)

B=Aspecto histológico de túbulos del cuerpo proximal del epi­

dídimo del hamster mantenidos en cultivo durante 24 ha.

(Aumento 400 X)
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Efecto del tiempo de cultivo sobre la motilidad de los espermatozoides

dc las distintas regiones epididimarias.

Quisimos investigar cuál era el tiempo máximo durante el

cual podrían cultivarse los distintos segmentos epididimarios sin que

se viera afectada la motilidad de los espermatozoides contenidos.

Para ello comparamos la motilidad observada luego de 8,

24, 48 y 72 horas de cultivo, con la de aquellos eSpermatozoides

provenientes de los mismos segmentos de un epididimo recién extra_i'

do.

Los resultados resumidas en la Tabla VI indicaron que

luego de un periodo de 8 horas de cultivo, los espermatozoides de

todas las regiones estudiadas presentaron un grado de motilidad i­

déntico al del los espermatozoides control, exceptuando aquellos

correspondientes al cuerpo distal, para los cuales la motilidad ya

se encontraba disminuida.

Los espermatozoides de la cabeza epididimaria mantuvie

ron la misma motilidad que los controles durante un periodo de 24

horas, luego del cual la motilidad comenzó a verse disminuida.

Los esPermatozoides del cuerpo proximal mostraron un

grado de motilidad idéntico al de los controles al cabo de 48 horas,

observándose algunas alteraciones a las 72 horas de cultivo.
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Tabla VI

Efecto del tiempo de cultivo sobre espermatozoides de distintos seg­
mentos epididimarios

Período de cultivo (hs)

Segmento
0 8 24 48 72

cabeza + + + +/_

cuerpo proximal ++ ++ ++ ++ +

cuerpo distal +++ ++ +

cola distal ++++ ++++ ++++ ++ ++

Túbulos de diferentes segmentos epididimarios se cultivaron durante
8, Z4, 48 y 72 hs.
Finalizados los diferentes períodos de cultivo, los espermatozoides
se liberaron en medio BMOC a 379C y una alícuota de cada suspen­
sión se examinó inmediatamente al microscopio óptico.
El grado de motilidad observado en cada caso, se comparó con el
correspondiente a los espermatozoides provenientes de los mismos
segmentos de un epidídimo no cultivado (t=o).
El grado de motilidad se evaluó según los criterios descriptos en la
Tabla V.
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Tal como señaláramos anteriormente, los espermatozoi ­

des de cuerpo distal sólo se mostraron mótiles a las 8 horas de cu_l

tivo, presentando una motilidad francamente disminuida luego de 24

horas.

Finalmente los espermatozoides de la cola distal mantu­

vieron la motilidad del control por esPacio de un día de cultivo, su­

friendo algunas alteraciones en éste parametro cuando provenían de

túbulos cultivados durante 48 ó 72 horas.

Capacidad fertilizante de los espermatozoides luego de 24 horas de

cultivo.

Este estudio se realizó con el objeto de investigar si la

viabilidad de los espermatozoides no resultaba afectada. por las coli

diciones de cultivo.

Por ello evaluamos la capacidad fertilizante de esperma­

tozoides provenientes de un túbulo cultivado y 1a comparamos con

la correspondiente a los espermatozoides del mismo segmento de

un epidídimo recién extraído del animal.

Para realizar esta comparación, trabajamos con túbulos

de la cola distal del epidfdimo cuyos espermatozoides eran inicia_l

mente fértiles y por lo tanto utilizables como control.



El período de cultivo seleccionado fué cl de 24 horas, de;

bido a que al cabo del mismo los espermatozoides de este segmento

no presentaban modificada su motilidad (Tabla VI).

El diseño experimental consistió en inseminar en uno de

los cuernos uterinos la suspensión de espermatozoides de tú'bulo

cultivado, introduciendo la suspensión de espermatozoides contro­

les en el cuerno contralateral.

La Tabla VII muestra. los porcentajes de fertilización

obtenidos para cada caso aclarando a su vcz el número de ovocitos

fucundados (con 2 pronúclcos y cola de espermatozoide) respecto

del número total de ovocitos observados.

Los resultados encontrados indicaron que el porcentaje

promedio de ovocitos fertilizados por los. espermatozoides del tú­

bulo cultivado (80 %)no fue significativamente diferente del halla­

do para los espermatozoides control (88 %).

En conclusión, los diversos resultados expuestos en és­

ta sección nos permite afirmar que, bajo el conjunto de condicio­

nes seleccionadas, es posible mantener tanto la morfología del tii

bulo como la motilidad y viabilidad de los espermatozoides luego

de 24 horas de cultivo.
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Tabla VII

Capacidad fertilizante de espermatozoides de hamster luego de 24
horas de cultivo.

Túbulos de la cola distal del epidídimo fueron cultivados durante 24

horas, luego de lo cual los espermatoz'oides se liberaron en medio

BMOC a. 379 C (107 cel/m1). Dicha suSpensión se inseminó en hem­

bras prcpú'berea previamente superovuladas y 17horas más tarde

los ovocitos se recuperaron y examinaron al microscopio óptico.

Los porcentajes de fertilización obtenidos se compararon con aque­

llos correspondientes al mismo segmento de un epidídimo intacto

(no cultivado).



N0 Experimento túbulo túbulo
control cultivado

1 5/6"“(83)b 3/6 (50)

2 4/10 (40) 15/28 (54)

3 10/10 (100) 18/18 (100)

4 13/14 (93) 17/25 (68)

5 24/24 (100) 10/10 (100)

ó 12/12 (100) 7/10 (70)

7 18/21 (86) 13/15 (87)

8 17/19 (90) 1o/11 (91)

9 15/15 (100) 11/11 (100)

Tc Í ES 88.0Ï6.4 130.0356.6»<

a: N9de ovocitos fertilizados / N9de ovocitos observados

b= porcentaje de fertilización

*= NS respecto del control

X: porcentaje promedio de fertilización
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Estimulación androgénica de los tú'bulos epididimarios en cultivo.

Como señalaramos anteriormente, los andrógenos inter —

vendrían en el proceso de maduración de los espermatozoides, a tra

vés de su acción sobre el tejido epididimario.

El mecanismo propuesto para explicar dicho efecto hormg

nal involucraria la estimulación de la sintesis de diversos productos

secretarios, los cuales una vez liberados del lumen, favorecerían

la maduración de los espermatozoides, ya sea modificando el entor­

no que los rodea o bien interactuando directamente con los mismos.

Con el fin de corroborar esta secuencia de eventos y te ­

nícndo en cuenta que los túbulos epididimarios en cultivo han mostra

do ser estimulablcs por hormonas en diversas especies (67), (295)

(296), decidimos utilizar el sistema de cultivo previamente descrip­

to para estudiar el efecto de los andrógenos sobre el tejido epididimg

rio, sobre su capacidad de síntesis proteica y finalmente sobre el

grado de maduración de los espermatozoides contenidos.

Efecto de los andrógenos sobre la morfología del tú'bulo epididimario.

Los túbulos epididimarios de cuerpo proximal cultivados

durante Z4 hs. en presencia de 5 04DHT(1)J-M y 2}; M) mostraron
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a1microscopio óptico, claros signos de hipertrofia celular (Figura

17 A y B). El agregado de concentraciones menores de 5 akDHT

(0.1/L»-M y 0. 5/.» M), no produjo modificaciones apreciables. Cabe

aclarar sin embargo, que en ninguno de los casos analizados se ob­

servó un efecto de los andrógenos sobre el tejido conectivo o muscu

lar circundante, limitándose dicho estimulo al epitelio que tapiza la

luz tubular.

Tal como puede observarse en la Tabla VIII, el agregado

de andrógenos al medio de cultivo produjo un aumento significativo de

1a altura del epitelio secretor, respecto de la observada para. el tú'bulo

cultivado en ausencia de 5d DHT. El diámetro del lúmen tubular por

su parte, presentó un valor mayor que el correspondiente al túbulo

control, aunque la diferencia no resultó ser significativa.

El citoplasma celular expandido hacia la luz y los núcleos

desplazados hacia la base, constituyeron otro de los indices de la es­

timulación hormonal (Figura 17 C y D). En algunas regiones pudimos

observar incluso pronunciadas proyecciones del epitelio hacia el lumen

tubular, el cual a su vez, presentaba una.abundante cantidad de esper­

matozoides y escasos detritos celulares.

La presencia de andrógenos en el medio de cultivo durante

tiempos mayores (72 hs.), no produjo cambios significativamente di­
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Figura 17

A: Aspecto histológico de túbulos del cuerpo proximal del epidídimo
de hamster mantenidos en cultivo durante 24 hs. (Aumento 100 X)

B= Aspecto histológico de túbulos del cuerpo proximal del epidídimo
de hamster mantenidos en cultivo durante 24 hs, en un medio cor_1_
teniendo Sat —DHT 2 r-M (Aumento 100 X).
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C= Aspecto histológico de túbulos del cuerpo proximal del epidídimo
de hamster mantenidos en cultivo durante 24 hs. (Aumento 400 X).

D= Aspecto histológico de túbulos del cuerpo proximal del epidídimo
de hamster mantenidos en cultivo durante 24 hs. en un medio coxl
teniendo 5 otDHT 2 ¡AM(Aumento 400 X).



Tabla VIII

1.80.

Efecto del agregado de 5d —DHTal medio de cultivo sobre 1a altura
del epitelio y c1 diámetro del lumen tubular.

altura celular Diámetro del
Tratamiento n n lumen tubular

(PmÏ ES) (pmiES)

túbulo cultivado 4o 28.68Ï4.96 19 3oo.52i51.o4
sin andrógeno (control)

. '*
túbul° Cultlvad° 4o 44. 75 i 11. 43* 3o 324.16 ir84. 8%

con 5 .( —DHT (ZlaM)

ln

=i=>l<NS vs. control
p(0. 001 vs. control

El análisis morfométrico se realizó sobre cortes de tejido fijados y

teñidos, provenientes de túbulos del cuerpo proximal del epidídimo

cultivados durante 24 horas en presencia o ausencia de 5 o<—DHT

(2pm­
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fcrcntes de aquellos observados luego de 24 horas de estimulación.

Efecto de los andrógenos sobre la síntesis de proteínas en cultivo.

El siguiente paso de nuestro estudio consistió en determi_

nar si la estimulación androgénica de los túbulos cultivados era capaz

dc producir una respuesta similar a la obtenida anteriormente in vivo,

en lo que respecta a 1a sintesis de las glicoproteínas PE1_6.

Para ello, túbulos provenientes dc cabeza, cuerpo proximal

y cola distal del epidídimo, se cultivaron primeramente durante 27 hg

ras en un medio libre de aminoácidos y hormonas y luego durante 17

horas en un medio conteniendo una mezcla de aminoácidos tritiados y

al que se había agregado (tratado) o no (control) 5 oc DHT en una. con­

centración 2/.»M.

Finalizado el período de cultivo, se procedió a analizar me

diante geles de poliacrilamida la radioactividad incorporada a las prg

teinas sintetizadas por el tejido.

Los resultados obtenidos indicaron que si bien los andróge­

nos fueron capaces de estimular la sintesis proteica en los tres seg­

mentos estudiados, la mayor incorporación de radioactividad corres­

pondi’aa las regiones de la cabeza y cuerpo proximal.

En la Figura 18A, se esquematiza el perfil de la incorpora­
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Figura 18;F,f(:ctode los andrógcnos sobre 1a.síntesis de proteínas
(-pididimarias y su interacción con los espermatozoides.
'l'ú'lmlos (-p'icl'idimurÍOH(lí'l cuerpo proximal (50-100 mg)



fueron cultivados durante 27 hs. cn BMOCy durante 17 hs. adicioní
lcs en BMOC conteniendo 1 mM de Metionina y 10 ¡LLci de aminoáci­
dos 3H. La mitad de las cápsulas recibieron también DHT Z/LM. Fi­
nalizada la incubación se procedió a la preparación del citosol del te­
jido cultivado y a la extracción con NaCl 0.5 M de las proteinas aso _
cíadas a la superficie de los espermatozoides provenientes de dichos
túbulos.
Ambas muestras se analizaron por electroforesis en geles de poliacr_i
lamida al 10 %, los cuales posteriormente fueron cortados y contados.
Cada muestra estimulada (tejido o extracto proteico de espermatozoi­
des) se comparó con su control ( no estimulado), calculándose el co ­
ciente cpm de muestras estimuladas / cpm muestras control.
Panel A: perfil- obtenido en el citosol epididimario.
Panel B: perfil obtenido en el extracto proteico de espermatozoides,
El esquema del gel ubicado entre ambos paneles, muestra la posición
de las bandas PE1_6. Alb= Albúmina BPB= azul de bromofenol.
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ción hallado para. el cuerpo proximal a1 graficar el cociente cpm 3H

túbulo trabado/ cpm 3Htúbulo control, para cada fracción.

El análisis del mismo indica 1a presencia de 6 picos de re­

inducción cuyos Ra coincidieron con aquellos correspondientes a las

proteínas PELó estimuladas in vivo por 1a administración de andr6_

gcnos.

Con el objeto de investigar si estas proteínas sintetizadas

por el cuerpo proximal eran secretadas a la luz tubular, interactuan­

do posteriormente con los espermatozoides, decidimos extraer las

proteinas asociadas a la superficie de los espermatozoides contenidos,

analizando luego la radioactividad incorporada a las mismas.

En la Figura 18B se muestra el perfil obtenido a1 graficar

el cociente: cpm 3Hde espermatozoides del túbulo tratado/cpm 3H

de espermatozoides del túbulo control, para cada fracción.

Es importante observar que las movilidades electroforéti­

cas de las proteinas inducidas extraídas de los espermatozoides coin­

cidíeron con las halladas para el tejido cultivado, siendo los dos picos

principales aquellos cuyos Ra se correspondían con los de las bandas

PE_2y PE3 detectadas mediante 1a estimulación in vivo.

En conclusión, los resultados que acabamos de presentar

apoyarian el mecanismo de acción hormonal antes propuesto, ya que
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los túbulos epididimarios del cuerpo proximal re5pondieron a 1a está

mulación androgénica a través de la síntesis y secreción de diversas

proteinas que posteriormente se detectaron asociadas a 1a superficie

de los espermatozoides (PE2 5).

Efecto del andrógeno sobre la capacidad de unión de los espermato _

zoides.

Los estudios que describiremos a continuación se realiza­

ron con el objeto de investigar si aquellos espermatozoides provenien

tes de los túbulos cultivados en presencia del andrógeno, presentaban

algún cambio en su grado de maduración que fuera concomitante a 1a

interacción de los mismos con las proteínas epididimarias sintetiza­

das y secretadas al lumen.

Para ello evaluamos 1a capacidad de reconocimiento de es

permatozoides recuperados de túbulos del cuerpo proximal, cultiva­

dos durante 24 horas en presencia (estimulado) o ausencia (control)

de DHT 2/»M.

Dado que 1a hormona que debia agregarse a1 medio de cul

tivo se encontraba disuelta en etanol, investigamos primeramente el

efecto del mismo sobre 1a viabilidad de los e5permatozoides. Los re

sultados observados en este estudio indicaron que el agregado del VE



186.

hículo, en las cantidades requeridas por el ensayo, no alteraba en

modo alguno ni la motilidad ni la capacidad de unión de dichos espe:

matozoídes. En base a estas observaciones, pasamos a estudiar el

efecto de la DHT sobre la capacidad de reconocimiento de los espe:

matozoídes, hallando los resultados que se resumen en la Tabla IX.

Como puede observarse hubo un notable aumento en la ca.­

pacidad de unión de aquellos espermatozoides provenientes de los tú­

bulos estimulados, obteniéndose una disminución significativa. en el

porcentaje de ovocitos que no presentan ningún espermatozoide unido

y un incremento simultáneo y significativo del porcentaje de ovocitos

con 1-5 y con más de 10 espermatozoides unidos.

Si bién también se produjo un aumento en el porcentaje de

ovocitos que presentaban entre 5 y 10 eSpermatozoides unidos, los

valores correspondientes a este grupo no resultaron ser significati­

vamente diferentes entre sí de acuerdo al análisis estadístico emplea

do.

En la misma tabla. se presentan los datos expresados co­

mo el número promedio de espermatozoides unidos por ovocito para

cada caso. El valor obtenido para el túbulo estimulado fue significati

vamente mayor que el encontrado para el tú'bulo control, lo cual esta­

ría reflejando nuevamente la acción estimulatoria de los andrógenos



'l‘abla IX

Efecto del agregado de 5 ok-DHT a1 medio de cultivo sobre 1a capacidad de
los espermatozoides de unirse a 1a zona pelúcida.

N9 'total N9 (%) de ovocitos con N9 Promedio

Tratamiento de 0 1-5 5-10 >10 de esp/ovocito

ovocitos espermatozoides unidos Í ES

Control 78 56(72) 18(23) 4(5) 0(0) 0.78 Í 0.41

** ** * #2:

5 o< DHT 99 21(21) 52(53) 11(11) 15(15) 5.51 Í 1.85

N: 12
p<0.01 vs. control

=:=>:<p<0.001 vs. control

Ambos túbulos del cuerpo proximal de un mismo animal fueron cultivados
durante Z4 hs. en presencia o ausencia de 5 ol —DHT(2P M).
Finalizado el cultivo los espermatozoides se liberaron en medio BMOC
a 379C (107 cel/m1) determinándose luego 1a capacidad dc unión a zona
pelúcida de cada población.
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sobre 1a capacidad de reconocimiento de los e5permatozoides de unir­

se a 1a zona pclúcida.

Especificídad del efecto del andrógeno sobre 1a capacidad de unión de

los espermatozoides .

Para determinar la especificidad del efecto producido por 1a

DHT, decidimos evaluar 1a capacidad de unión de aquellos esPermato­

zoides provenientes de túbulos cultivados durante 24 horas en presen­

cia de otros andrógenos. Observamos entonces que tanto el 3 d como

3 {3androstandiol, agregados al medio de cultivo en una concentración

ZÍJ- M, fueron incapaces de incrementar la capacidad de reconocimien­

to de los espermatozoides.

Por su parte, el agregado simultáneo a1 medio de cultivo de

DHT (ZÍA-M)y el antiandrógeno acetato de ciproterona (4/uM), logró

reducir significativamente el efecto estimulatorio producido por el an­

drógeno.

Los resultados hallados para este último estudio se presen­

tan en 1a Tabla X y muestran el aumento significativo del porcentaje

dc ovocitos que no presentan ningún espermatozoide unido, como aai'

también la disminución significativa del porcentaje de ovocitos con más

de 10 espermatozoides unidos.
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Tabla X

Efecto del agregado de 5 ol DHT y Acetato de ciproterona a1 medio de cultivo,
sobre 1a capacidad de los espermatozoides de unirse a la zona pelúcida.

N9 total N9 (%) de ovocitos con N9 Promedio

Tratamiento de 0 1-5 5-10 >10 de esp/ovocito

ovocitos espermatozoides unidos É ES

5 at DHT
111 42(38) 55(50) ¿(5) 8(7) 2.61Ï0.80

(Control)

5 c" + >}<>:< >.'< 2::

111 69(62) 41(37) 1(1) om) o.79io.20
Acetato dc

ciproterona

N: 19
*= p< 0.02 vs. control

>l<>ï<=p<0.01 vs. control

Túbulos del cuerpo proximal correspondiente a1 epidídimo izquierdo y dere­
cho de cada animal se cultivaron durante 24 horas en presencia de 5 d -DI-IT
(2,“.M) y 5 al -DHT (Zlu M) mas acetato de ciproterona (4IU.M)respectivamen
tc).
Finalizado c1 cultivo los c5pcrmatozoides se liberaron en medio BMOCa 370C,
cvaluándosc su capacidad de unión a 1a zona pclúcida.
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Los porcentajes de ovocitos que presentaban entre 1-5 y 5-10

espermatozoides unidos también disminuyeron (37% vs 50%y 1%vs 5%

respectivamente) aunque dicha diferencia no resultó ser significativa

cuando se llevó a cabo el análisis estadístico de los datos.

Efecto de 1a cicloheximida sobre 1a capacidad de unión de los esperma­

tozoidcs,

Los estudios que hemOSdescripto hasta el momento indican

que tanto 1a sintesis y secreción de proteinas epididimarias, como la

capacidad de los espermatozoides de unirse a 1a zona pelúcida, aumen­

tan significativamente en respuesta a la estimulación androgénica.

Sin embargo, la concomitancia de estos dos eventos no nos

permiten asegurar que las proteínas sintetizadas estén participando

:omo mediadores du la acción dc los andrógcnos en cl proceso dc ma­

duración.

Con el propósito de hallar nuevas evidencias que apoyen di­

cha teoría, evaluamos 1a capacidad de unión de los espermatozoides

provenientes de un túbulo cultivado durante 24 horas en un medio al

que se había agregado simultáneamente 5 el DHT (2}!-M) y un inhibidor

de 1asíntesis proteica comolo es 1acicloheximida(20

Los controles corre5pondientes a este experimento consis­

tieron en túbulos cultivados durante Z4horas en un medio conteniendo
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Efecto del agregado de cicloheximida al medio de cultivo, sobre 1a capacidad
do.los espermatozoides de unirse a 1a zona pelúcida.

N9 total N9 (%) de ovocitos con N9 Promedio

Tratamiento de 0 1-5 5-10 >10 de esp/ovocito

ovocitos espermatozoides unidos Ï ES

5 °‘ DHT 86 35(41) 24(28) 17(20) 10(11) 4.29 i 1.43
( control)

5 «Jr DHT * * * + **
cicloheximida 97 64(66) 30(31) 3(3) 0(0) 0. 72 - 0. 35

N

II1!II

8
p.:0.01 vs. control
P<0.05 vs. control:1: >::

Túbulos del cuerpo proximal correspondientes a1 epidídimo izquierdo y de­
recho de cada animal, fueron cultivados durante Z4horas en presencia de
5d -DI-IT (2pm) y 5 ol —DI-ITmás cicloheximida (20 ¡lA-M)respectivamente.
Finalizado el cultivo se evaluó 1a capacidad de unión a zona pelúcida de los
e5permatozoides de cada población.
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sólo DHT (ZPM). Como puede observarse en 1a Tabla XI, 1a presen­

cia del inhibidor produjo un aumento significativo en el porcentaje de

ovocitos que no presentaban ningún esPermatozoide unido (66 % vs

41 %) y una disminución también significativa del porcentaje de ovoci_

tos con 5 a 10 y con más de 10 espermatozoides unidos (3 % vs 20 %

y 0 "/0vs 11 ‘70respectivamente) .

Estos resultados también se ven reflejados en la disminu _

ción significativa del número promedio de espermatozoides unidos

por ovocito (0.72 Í 0.35 VS4.29 Í 1.43).

Efecto de lasgproteínas ejididimarias sobre la capacidad de unión de

los espermatozoides .

La supresión del efecto estimulatorio de la 5 OLDHT produ­

cido por 1a cicloheximida, constituye una nueva evidencia en favor de

1a participación dc proteínas andrógeno-dependientes en el proceso

dc maduración.

Con el objeto de confirmar en forma más definitiva este úl­

timo concepto, nuestro próximo paso consistió en evaluar 1a capaci­

dad de reconocimiento de espermatozoides provenientes de tú'bulos

del cuerpo proximal, cultivados durante 24 horas en presencia de un

extracto enriquecido en las glicoproteínas EP1_6.
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En una primer serie de 17 experimentos, la capacidad de

unión de estos espermatozoides se comparó con la de aquellos recu­

perados de túbulos del segmento contralateral, cultivados durante Z4

hs. en medio 199 (Earle). Los resultados presentados en 1a Tabla XII

muestran que el agregado de proteínas a1 medio de cultivo produjo u­

na disminución significativa del número de ovocitos que no presenta­

ban ningún espermatozoide unido a la zona pelúcida (57 % vs 77 "/o)y

un aumento simultáneo en el porcentaje de 0V0citos con mas de 10 es­

permatozoides unidos (8 "lovs 0 c'70).

Los porcentajes de ovocitos con 1-5 y 5-10 espermatozoi­

des también fueron mayores que aquellos encontrados para el control,

aunque no en forma significativa.

Este incremento en la capacidad de unión de los espermatg

zoides, obtenido por efecto del extracto epididimario enriquecido,

también se ve reflejado en el número promedio de espermatozoides

unidos por ovocito, el cual fue significativamente mayor para el túbu­

lo tratado (2.73 Í 1.42) que para el tú'bulo control (0. 55 Í 0.19).

Tal como se deduce a partir de estos resultados, el agre­

gado del extracto enriquecido en PElJó a1 medio de cultivo, es capaz

de reproducir el efecto obtenido mediante 1a estimulación androgénica

de los túbulos epididimarios.
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Tabla XII

Efecto del extracto epididimario enriquecido en PE 1_ó, sobre 1a capacidad de
los espermatozoides de unirse a 1a zona pelúcida.

N9 total N9 (0/0)de ovocitos con N9 Promedio

Tratamiento de 0 1-5 5-10 >10 de esp/ovocito

ovocitos espermatozoides unidos Í ES

Control 124 95(77) 28(22) 1(1) 0(0) 0.55 Í 0.19

Extracto * * =:=*
132 76(57) 42(32) 4(3) 10(8) 2.73Ï 1.42

cpididimario

N= 17
* = p < 0.01 vs control

** = p < 0.02 vs control

Túbulos del cuerpo proximal correspondientes al epídfdímo izquierdo y dere­
cho de cada animal, fueron cultivados durante 24 horas en presencia o ausen­
cia (control) de l mg/ml del extracto enriquecido en las glicoproteínas epidi­
dímarias PELÉ>y libre de andrógenos.
Finalizado el período de cultivo, se evaluó 1a capacidad de unión a zona pelúc_i
da de cada población de esPermatozoides.



Para descartar la posibilidad de que los andrógenos end6_

genos del epididimo fueran los verdaderos reaponsables del efecto

observado, distintas muestras del extracto epididimario fueron some

tidas a un análisis de radioinmunoensayo para andrógenos activos (T

y 5d DHT).

Los resultados obtenidos en este caso, indicaron que la

concentración de andrógenos presentes en el extracto estaba por de­

bajo del limite de detección de 1a técnica empleada (120 pg/ml), sier¿

do aproximadamente 4 órdenes de magnitud menor que la concentra .­

ción de 50€DHT requerida para aumentar’la capacidad de unión de

los espermatozoides,

Finalmente, en un grupo de 10 experimentos, investigamos

la eSpecificidad del efecto producido por la preparación enriquecida

en las glicoproteinas.

Para ello comparamos la capacidad de unión de espermato­

zoides provenientes de túbulos expuestos durante 24 hs. a la fracción

enriquecida, con aquella obtenida al cultivar los túbulos epididimarios

en presencia de 1a misma fracción, pero esta vez obtenida a partir de

un citosol de epididimo de animales castrados por 30 días.

Los resultados presentados en la Tabla XIII indicaron un au

mento significativo en el porcentaje de ovocitos que no presentaban

ningún espermatozoide unido (83 % vs 47 % control) y una disminución
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Efecto de los extractos epididimarios enriquecidos en PEl y provenientes
dc animales normales o castrados, sobre la capacidad de los espermatozoi­
des de unirse a la zona pelúcida.

N9 Total N9 (%) de ovocitos con N9 Promedio

Tratamiento de 0 1-5 5-10 >10 esp/ovocito

ovocitos espermatozoides unidos i“ES

Extracto

epididimario 57 27(47) 22(39) 2(3) 6(11) 2.67 Í 1.49

(normal)

Extracto
>:< ** #40::

epididimario 53 44(83) 5(9) 2(4) 2(4) 1.04 Ï 0.68

(castrado)

N= 10

’ï‘ p <' 0.001
p < 0.01

::::{:>::p(

Túbulos del cuerpo proximal correspondientes al epid'idimoizquierdo y derecho
dc cada animal, fueron cultivados durante 24 horas en presencia de 1 mg/ml de
los extractos epididimarios enriquecidos en las glic0proteínas PE1_6 y prove _
nicntcs dc animales normales o castrados por 30 días.
Finalizado el período de cultivo se evaluó 1a capacidad de unión a zona pelúcida
de cada población de espermatozoides.
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significativa en el porcentaje de ovocitos con 1 a 5 espermatozoides u­

nidos (9 % vs 39 % control). Si bien tambien observamos una disminu —

ción en el porcentaje de ovocitos con más de 10 espermatozoides unidos,

los valores no resultaron ser significativamente diferentes entre si’(4%

vs 11 % control). La menor capacidad de unión de los espermatozoides

a la zona pelúcida también se vió reflejada en la disminución significati_

va del número promedio de e5permatozoides unidos a cada ovocito .

(1.04 Í 0.68 vs 2.67 ir 1.49)

Efecto del agregado de andrógenos yproteínas sobre la caLacidad ferti­

lizante de los espermatozoides.

El analisis conjunto de los resultados presentados hasta el

momento indica la existencia de un aumento en la capacidad de reco ­

nocimiento de los esPermatozoides inmaduros del cuerpo proximal,

producido por la estimulación androgénica de los túbulos epididimarios

y mediado por las glicoproteinas secretorias PE1_6.

El último paso dentro de esta serie de experimentos desti—

nados a investigar el rol biológico de las proteínas PE1_6 en el proce_

so de maduración, consistió en estudiar el efecto ya sea de los andr6_

genos como del extracto enriquecido, sobre otro de los parametros

indicativos del grado de maduración de un espermatozoide, como lo

es su capacidad de penetrar a1 ovocito.
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Si bien el perfil epididimario de fertilidad obtenido anterior­

mento identificaba a1 cuerpo distal del epididimo como la región mas

adecuada.para estudiar los potenciales cambios de capacidad fertilizag

te, estos experimentos se llevaron a cabo utilizando nuevamente el

cuerpo proximal, debido a la imposibilidad de mantener la motilidad y

viabilidad de los espermatozoides del cuerpo distal luego de 24 hs. de

cultivo. En la Tabla XIV se presentan los porcentajes de fertilidad ob­

tenidos luego de la inseminación in vivo de espermatozoides provenien

tes de túbulos de B cultivados durante 24 hs. en presencia (tratado)1.

o ausencia (control) de andrógenos (DHT ZIAM y 3K diol 2/»M), o

bien de cantidades crecientes (0.2 a 8 mg/ml) del extracto epididima­

rio enriquecido en PE L6. Como puede observarse, tanto los andróge_

nos como las diversas concentraciones del extracto enriquecido, fue ­

ron incapaces de incrementar la capacidad fertilizante de los esPerma

tozoides, obteniéndose consistentemente un 0 "¡ode fertilización en to .­

dos los casos.
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Tabla XIV

Efecto dc los andrógenos y del extracto epididimario enriquecido en PE1 6
sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides. '­

Túbulos del cuerpo proximal correspondientes a uno de los epididimos

de cada animal, fueron cultivados durante Z4hs. en presencia de diver­

sas cantidades del extracto proteico (0.2 mg a 8 mg/ml), o bien de

5oiDHT y 3 el :diol (Z’ArM). Los controles de cada caso, corresponden

a los epidídimos contralaterales cultivados durante 24 hs. sin agregado

alguno al medio de cultivo.

Finalizado el periodo de cultivo los espermatozoides se liberaron en

BMOCa 379C (107 cel/ml) y alicuotas de dichas suspensiones se inse­

minaron in vivo en hembras prepúberes previamente superovuladas _

Los ovocitos se recuperaron 17 hs. más tarde y se examinaron al mi­

croscopio para evaluar los porcentajes de fertilización resultantes.
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Tratamiento control tratado

extracto epididimario (0.2 mg/ml) o/4o¿‘(0)b 0/36 (0)

extracto epididimario (2.5 mg/ml) 0/34 (0) 0/48 (0)

extracto epídidimario (5 mg/ml) 0/35 (0) 0/52 (0)

extracto epididimario (8 mg/ml) o/39 (0) o/3o (0)

set —DHT (2P M) o/42 (0) 0/62 (0)

3o(—diol (ZPM) 0/61(0) 0/51 (0)

a:
b:

N9 de ovocítos fertilizadOS/NQ de ovocítos observados
porcentaje de fertilización



Resultados obtenidos utilizando a la rata como animal de experimen—

tación.

Tal como hemos aclarado oportunamente, tanto nuestra ef

poricncia propia como 1a de otros grupos dc investigación, indicaban

que la rata no era la especie más adecuada para desarrollar las di —

versas técnicas y ensayos biológicos que requieren los estudios de

fertilidad.

Sin embargo, el hecho de haber hallado las condiciones eJí

perimentales necesarias para evaluar 1a capacidad de reconocimien­

to y la capacidad fertilizante de los espermatozoides de hamster, nos

permitió llevar a cabo en 1a rata nuestros primeros estudios sobre el

papel biológico de las proteínas DE en el proceso de fertilización.

Es importante destacar que en esta especie contábamos no

sólo con numerosos resultados acerca de la interacción entre DE y

los esPermatozoides epididimarios, sino con la disponibilidad de las

proteinas y sus anticuerpos correspondientes ya purificados.

Desarrollo de los ensayos biológicos.

El ensayo de unión de espermatozoides a la zona pelúcida

de los ovocitos de rata se realizó siguiendo el mismo esquema. apli­
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cado anteriormente en el hamster.

Para ello espermatozoides provenientes de la cola distal

del epidídimo se pusieron en contacto durante 40 minutos, con ovoci_

tos previamente sometidos a los diversos tratamientos ya descriptos.

Finalizado el período de interacción, observamos que nin­

guno dc los ovocítos recuperados presentaba espermatozoides unidos

en forma específica a su zona.pelúcída.

La capacitación previa de los espermatozoides durante 4

horas no modificó los resultados obtenidos, como así tampoco lo hizo

el empleo de ovocítos heterólogos de hamster.

Pasamos entonces a investigar las condiciones mas apro_

piadas para evaluar la capacidad fertilizante de los espermatozoides,

para lo cual espermatozoides de la cola distal del epid‘idimo(107 es­

perm/ml) se inseminaron en los cuernos uterinos de hembras prepú­

beres previamente superovuladas, procediéndose a examinar los ovg

cítos 17, 24 y 48 hs. más tarde.

En la Tabla XV se resumen los distintos estadios y porcen

tajes de penetración y/o fertilización encontrados para cada horario.

La comparación de estos resultados con aquellos obtenidos

anteriormente en el hamster, indican la existencia de un desfasaje en

lo que respecta a los estadios de fertilización observados en cada caso.



Tabla XV

Estadios de fertilización correspondientes a ovacitos de rata observados

a diferentes tiempos luego de la inseminación.

Tiempos de
% de penetraciónbs rvación ,

c; e . Estadio observado y/ouego de m . . .. . — fert111zac16nsem1nac1ón

12 ovacitos no penetrados 100

17 ovocitos con espermatozoide/s en 100
espacio perivitelino

ovocitos con espermatozoide/s en 60espacio perivitelino
24

ovocitos con 2 pronúcleos y cola
de esPermatozoide/s en citoplasma 40

celular

48 ovocitos en estadío de 2 células 100

Espcrmatozoides de la. cola distal del cpidídimo sc inscminaron in vivo
en hembras prepúberes previamente superovuladas. Los ovocitos sc rc­
cuperaron al cabo de los períodos señalados y se examinaron al micros­
copio óptico. Los porcentajes de penetración y/o fertilización están rc ­
feridos al total de ovocitos fecundados.
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Perfil de fertilidad.

Para realizar este estudio comenzamos evaluando la capa­

cidad fertilizante de espermatozoides provenientes de 5 segmentos

previamente seleccionados; cabeza (H), cuerpo proximal (B1), cuer­

po distal (B2), cola proximal (T1) y cola distal (T2).

El esquema experimental consistió en la inseminación

l, BZ y T1 en uno de los cuernosv_iv¿de espermatozoides de H, B

uterinos, utilizando como control espermatozoides de 'I‘2insemina_

dos en el cuerno contralateral. Los porcentajes de fertilidad obteni_

dos para cada segmento epididimario se presentan en la Tabla XVI

e indican un aumento de 1a capacidad fertilizante en sentido céfalo

caudal.

Los espermatozoides de cabeza y cuerpo proximal se mo_s

traron totalmente incapaces de fertilizar a un ovocito, tal como lo

indican el 0 % de fertilización obtenido para ambos casos.

Los porcentajes de fertilización correspondientes al cueï

po distal (BZ) fueron totalmente nulos en algunos casos, o bien tan E

levados como el correspondiente a la cola proximal, cuyo valor (40%)

no difirió significativamente de aquel obtenido para la cola distal del

órgano (55 0/0).
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Tabla XVI

Capacidad fertilizante de espermatozoides provenientes de distintos seg­
mentos del epidídimo de rata

número de .
Se mento n ovocitos 07°promedio deg fertilización Í ESobservados

cabeza 5 55 0

cuerpo proximal ll 110 0
*

cuerpo distal 7 71 ND

cola proximal 4 73 40.1Ï 15.4

cola distal 29 306 54.9Ï5.9

=l=ND: No fue posible determinar un porcentaje de fertilización promedio
pues los valores correspondientes a este segmento fueron extrema­
damente diferentes.

Alicuotas de una suspensión de espermatozoides provenientes de H, B1,
B2 y T1 se inseminaron en uno de los cuernos uterinos de hembras pre­
púberes superovuladas, colocándose en el cuerno contralateral una sus ­
pensión de espermatozoides de T2 utilizad acomo control.
En todos los casos los ovocitos se recuperaron y examinaron al micros _
copio óptico 48 hs. luego de la inseminación.
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Mientras el 100 % de los ovocitos de hamster presentan dos

pronúcleos y cola de espermatozoide a las 17 horas luego de la inse ­

minación, el 100 % de los ovocitos de rata presentan uno o más espe:

matozoides en el espacio perivitelino.

Cabe aclarar que la presencia de más de un espermatozoi­

de por ovocito, ya sea en el espacio perivitelino o en el citoplasma

celular, se conoce con el nombre de poliespermia y es un fenómeno

tipico del ovocito fecundado de rata.

Si bien ya.a las 24 horas, el 100 % de los ovocitos de hams­

ter se encuentran divididos, recién el 40 % de los ovocitos de rata,

presentan 2 pronúcleos en el citoplasma celular. Debido a 1a dificul­

tad que implica la visualización del espermatozoide en este último

estadio, seleccionamos el horario de 48 como el más adecuado para

realizar nuestros estudios posteriores.

En este último horario, el 100 "/0de los ovocitos se encueg

tran en el estadío de 2 células y el espermatozoide se distingue ela­

ramente atravesando ambas blastómeros.

Los ovocitos de rata que no han sido fertilizados tienen ten

dencia a activarse y dividirse rápidamente, aunque a diferencia de lo

que ocurre en el hamster, su asPecto es francamente diferente al del

ovocito fecundado.
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Mantenimiento de túbulos epididimarios de rata en cultivo de órgano.

Con el objeto de dilucidar el rol biológico de las proteínas

DE cn el proceso de maduración, comenzamos estudiando la posibili­

dad de cultivar los túbulos epididimarios de rata, bajo las mismas

condiciones seleccionadas previamente para el cultivo de epidídimo

de hamster.

Los resultados obtenidos indicaron que luego de Z4 a 72 hs.

de cultivo, no se ven afectados ni la morfología del tejido ni la moti­

lidad de los espermatozoides provenientes de la cabeza, cuerpo proxi_

mal y cola distal del epidídimo. Por el contrario, la motilidad de los

espermatozoides del cuerpo distal disminuye significativamente al ca

bo de sólo 8 hs. de cultivo.

Finalmente, para determinar el efecto del cultivo sobre la

viabilidad de las gametas, comparamos la capacidad fertilizante de

espermatozoides ya maduros provenientes de túbulos de la cola distal

cultivados durante 24 hs. , con aquella correspondiente a los esPerma—

tozoides del mismo segmento de un epidídimo intacto.

Tal como puede observarse en la Tabla XVII el porcentaje

promedio de fertilidad obtenido para el túbulo cultivado (49. 3 070),no

difirió significativamente de aquel encontrado para el túbulo control

(56. 6 “70),lo cual sumado a los resultados anteriores, nos permite
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Tabla XVII

Efecto del cultivo sobre la capacidad fertilizante de espermatozoides de
rata.

N9 túbulo control túbulo cultivado
Exp.

1 12/16a(75)b 6/10 (60)

2 6/17 (35) 5/11 (45)

3 13/13 (100) 11/12 (92)

4 11/17 (65) 5/7 (71)

5 5/13 (39) 2/10 (20)

ó 2/9 (22) 2/5 (40)

7 1o/27(37) 3/19(16)

8 8/10(80) 3/6 (50)

Í ÏES 56.6Ï9.6 49.::r 8.9

=l=NS respecto del control.
a: N9 de ovocitos fertilizados/NQ de ovocitos observados
b= porcentaje de fertilización

Túbulos de la cola distal del epididimo fueron cultivados durante 24 hs,
luego de lo cual los espermatozoides se liberaron en medio BMOCa
379C (107 cel/m1). Dicha suspensión se inseminó en hembras prepúbe­
res superovuladas y 48 hs. más tarde los ovocitos se recuperaron y
examinaron al microscopio óptico.
Los porcentajes de fertilización obtenidos se compararon con aquellos
correspondientes al mismo segmento de un epidídimo intacto (no culti­
vado).



concluir que los túbulos epididimarios de rata también pueden cultivar

se durante Z4hs. , manteniéndose tanto la morfología del tejido como

la motilidad y capacidad fertilizante de los espermatozoides.

Efecto de las proteínas DE sobre la capacidad fertilizante del esper­

matozoide inmaduro.

La imposibilidad de identificar una zona epididimaria de tran_

sición en cuanto a capacidad fertilizante, junto al inconveniente técnico

que representaba el cultivo del cuerpo distal del epidídimo, nos llevó a

investigar el efecto de las glicoproteínas DE sobre espermatozoides del

cuerpo proximal.

Para llevar a cabo este estudio, evaluamos la capacidad fer­

tilizante de espermatozoides provenientes de túbulos cultivados durante

24 horas, ya sea en presencia o ausencia de 0.15 mg/ml de proteína DE.

Los resultados de una serie de 12 experimentos indicaron que

los espermatozoides del túbulo tratado presentaban un porcentaje de fer_

tilidad mayor que el obtenido para los túbulos control (7 % (7/93) y 0 "¡o

(0/100) re5pectivamente), si bien no significativamente diferentes entre

sí, de acuerdo al análisis estadístico empleado.

Dado que concentraciones mayores de proteína no lograron m2

dificar los resultados mencionados, nuestro próximo paso consistió en



210.

determinar el rol biológico de las glicoproteínas DE a través del em­

plco de anticuerpos específicos.

Penetración de anti-DE en los túbulos cultivados y su efecto sobre la

capacidad fertilizante de espermatozoides maduros.

El diseño experimental utilizado en estos estudios tuvo co­

mo objeto investigar si los anticuerpos anti-DE agregados al medio

de cultivo, eran capaces de atravesar el epitelio de los tlíbulos epi­

didimarios, interactuar con los espermatozoides contenidos y final­

mente bloquear 1a capacidad fertilizante de los mismos.

Para ello túbulos de la cola distal del epidídimo se cultiva;

ron durante 24 hs. en presencia de0.1tng/¡nl de anti-DE en el medio

de cultivo. En un primer grupo de experimentos, 1a capacidad ferti­

lizante de estos espermatozoides se comparó con la de aquellos pro­

venientes de túbulos cultivados en medio 199 (Earle).

Los resultados observados para cada caso se presentan en

1a Tabla XVIII e indican una disminución significativa en los porcentí

jes de fertilización, obtenida como consecuencia del agregado de anti­

DE a1 medio de cultivo. (16. ó % vs 52. ó %)n.

En este punto es importante destacar la idéntica motilidad

de ambas poblaciones de espermatozoides al finalizar el perfodo de



Tabla XVIII

Efecto del agregado de anti-DE y SCN a1 medio de cultivo sobre 1a
capacidad fertilizante de los espermatozoides de rata.

número de
Tratamiento n ovocitos % promedio de fert.

observados Ï ES

control 9 80 52.6 Ï 9.5

+ *anti-DE 14 129 16.6 _ 6.4

SCN 5 63 52.2 Í 14.1

* p< 0.01 vs. cultivado control y vs. SCN

Túbulos de 1a cola distal del epidídimo se cultivaron durante 24 hs cn
ausencia (control) o presencia de0.1mg/m1 de anti-DE o suero de co­
nejo normal (SCN).
Finalizado el cultivo los espermatozoides se liberaron en medio BMOC
a 379C (107 cel/m1) y alícuotas de dichas suspensiones fueron insemi­
nadas in vivo en hembras previamente superovuladas.
Los ovocitos se recuperaron y examinaron a1 microscopio óptico 48 hs
luego de la inseminación, calculándose los porcentajes de fertilización
resultantes.



cultivo, como así también c1 carácter no aglutinante del anticuerpo

empleado.

Para descartar un posible efecto inespecífico de las inmu­

noglobulinas sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides,

determinamos los porcentajes de fertilización de espermatozoides

provenientes de un túbulo de cola distal cultivado durante 24 horas

en presencia de una cantidad equivalente de suero de conejo normal.

Los resultados obtenidos para este último caso (Tabla

XVIII)no fueron significativamente diferentes de los hallados ante­

riormente para el tú'bulo control (52.2 % (SCN)vs 52. 6 (control)

lo cual nos permitió descartar dicha teoría.

Estudio inmunohistoquímico de los espermatozoides.

La.verificación de la supuesta interacción entre el anti —

cuerpo anti-DE y los espermatozoides contenidos dentro de los túbu­

los epididimarios se llevó a cabo mediante el empleo de una técnica

inmunohistoquímica de alta sensibilidad.

Para ello espermatozoides provenientes del túbulo cultiva­

do ya sea en presencia del anti-DE o del suero de conejo normal (con

trol), fueron incubados durante 60' con una solución de peroxidasa a2

ti-peroxidasa y posteriormente tratados con DAB y H O2 para visua—Z



lizar la reacción.

Cuando estas dos poblaciones de espermatozoides se exami­

naron a1 microscopio óptico, pudimos observar una intensa. marcación

en la cabeza de varios de los espermatozoides expuestos a la acción

del antL-DE, como así también una reacción totalmente negativa para

aquellos espermatozoides provenientes del tú'bulocontrol.
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DISCUSION

Primera Parte

En la primera parte de este trabajo hemos identificado y

caracterizado parcialmente un grupo de glicoproteínas sintetizadas

por c1 cpidídimo de hamster en respuesta a la estimulación androgé­

nica y cuyas características permiten postularlas como posibles fac_

tores de maduración.

La identificación de proteínas andrógeno-dependientes se

llevó a cabo a través de dos técnicas diferentes que mostraron una

excelente correlación entre sí: a) electroforesis en geles de polia­

crilamida de citosoles epididimarios provenientes de animales nor­

males, castrados y reinducidos por administración de testosterona

in vivo . b) síntesis in vitro de proteínas radioactivas, por incorch

ración diferencial de aminoácidos marcados.

La comparación entre el perfil de bandas proteicas teñi­

bles por azul de Coomasie, correspondientes a los citosoles de ep_i_

dídimos de animales normales, castrados por quince días y reindu­

cidos por diez días, nos permitió detectar seis proteínas cuyas con_

centraciones resultaron dependientes de la estimulación androgénica.
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La reducción de las bandas se puede detectar a los siete días luego de

1a orquidectomía, si bien se hace más notoria a medida que aumenta

el período de castración, desapareciendo prácticamente al cabo de cu_a

renta y cinco días. La cuantificación de la intensidad de las bandas

mediante la técnica de densitometrfa de geles, indicó una disminución

del 40 % en la concentración de PEI“6 luego de 15 días de castración;

cabe aclarar que el aparente aumento en el contenido de albúmina ob­

servado luego de la castración (Figura ll, A y B), probablemente es­

té reflejando su mayor participación en la cantidad constante de pro ­

teína sembrada (80 ug).

La administración in vivo de testosterona durante 15 días

al animal castrado por treinta días logra recuperar la intensidad de

las bandas hasta alcanzar los niveles observados en el animal normal,

lo cual también se confirma a través de los valores hallados por den­

sitometría y que indican una recuperación del 92%en la concentración

de PE1_6 luego de 10 días de administración de andrógenos a un ani­

mal previamente castrado por 15 días.

Por su parte los resultados encontrados mediante la técni­

ca de incorporación diferencial de aminoácidos marcados (Figura 9 ),

coinciden con los hallados por tinción de geles, mostrando la induc —

ción androgénica de la síntesis de PE1 6 , en magnitudes superiores
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a la estimulación generalizada. Esto permite descartar por lo tanto

la posibilidad de que los cambios de concentración observados ante­

ri ormente, se deban a algún mecanismo indirecto como lo seria una

alteración en 1a permeabilidad celular.

Ambas técnicas también coincidieron aunque no totalmen

te respecto al grado de estimulación hallado para cada banda en re —

lación con las restantes, ya que la tinción por geles nos muestra la

mayor intensidad para las bandas PEI, PEZ y PE4, y 1a sintesis'g

vitJ presenta la mayor incorporación de radioactividad en los pi­

cos correspondientes a las bandas PEI, PE3 y PE4.

Si bién existe una muy buena correlación entre los resul­

tados obtenidos a través de los dos métodos utilizados, es importan

te destacar la presencia de dos bandas andrógeno-dependientes de

Ra: 0. 30 y 0. 35 detectadas sólo por la técnica. de tinción de geles,

como así también la de un pico de estimulación de Ra: 0.40, obser­

vado únicamente mediante la técnica de sintesis in vitro . Estas dis­

crepancias podrían explicarse considerando que las bandas de Ra:

0. 30 y 0. 35 podrían tener una concentración que varie dentro del

epidídimo a través de un mecanismo andrógeno-dependiente, sin

necesariamente requerir de su sintesis de novo, mientras que por

su parte la banda de Ra: 0.40 podria representar una cantidad de
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proteina tal que no fuese detectable por la técnica de tinción.

Los resultados presentados hasta el momento y obtenidos

a través de distintos ensayos demuestran 1a andrógeno-dependencia

de PEI-6, a la vez que sugieren el importante papel que las mismas

podrían jugar en 1a maduración de los espermatozoides, teniendo en

cuenta que este proceso requiere también de una adecuada estimula­

ción androgénica. Nuestros próximos estudios se orientaron entonces

a investigar más profundamente el orígen de estas proteínas ya que

la disminución en la concentración de PE1_6, producida luego de la

castración, podría explicarse suponiendoque estas proteínas se ori­

ginasen en el testículo y llegaran al epidídimo a través del fluído tes­

ticular. Para descartar esta última posibilidad, se comparó el per —

fil proteico de un citosol de testículo con aquel presentado por un ci­

tosol epididimario, detectándose en el primero la presencia de dos

bandas cuyas movilidades electroforéticas coincidieron con las co­

rrespondientes a PE1 y PE 4. Estos resultados esteri'an indicando

un orígen exclusivamente epididimario para PEZ, PE3 , PE,3y PE6

y un origen mixto para PEI y PE4 . Por su parte, el estudio de las

bandas proteicas presentes en otros tejidos y fluidos, reveló la au­

sencia de componentes con movilidades electroforéticas coinciden­

tes con PEl 6, en suero v en citosoles de próstata, vesículas sem_i
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nales, hígado y músculo. Finalmente la persistencia de las bandas

luego de la castración, aún cuando los espermatozoides practicamen

te han desaparecido del órgano, junto a la reinducción de las bandas

mediante la terapia de restitución en el animal castrado, nos permi­

ten descartar el hecho de que estas proteínas provengan simplemen­

te del material liberado por los espermatozoides a la fracción cito —

sólica, durante el manipuleo del tejido.

Con el fin de determinar si las proteínas PELó sintetiza­

das por el tejido eran o no secretadas a 1a luz tubular, decidimos íxl

vestigar la presencia de estas bandas en el fluido epididimario. El

análisis del mismo, mediante la técnica de electroforesis, nos indi­

có 1a naturaleza secretoria de PEI, PE3 y PE4. La secreción de

proteínas epididimarias ha sido demostrado en distintas eSpecies

(157, 162, 172), sin embargo aún no ha podido definirse claramente

su origen, puesto que parecen existir algunas discrepancias entre

los hallazgos morfológicos y bioquímicos de la función secretoria

del epitelio epididimario. Es así que si bien se ha demostrado que

las células principales contienen abundantes organelas típicas de

las células secretorias activas, tales como un desarrollado reticulo

endoplasmático rugoso y un importante aparato de Golgi, los estu —

dios ultraestructurales no han podido revelar la. presencia de gránu
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los secretorios en el citoplasma celular, como as’itampoco su libera

ción (298, 299, 300, 8 y 301). De todos modos hay suficientes eviden

cias histoquimicas (302) ybioquímicas (21, 303, 304, 81, 305, 306

y 307) que indican que el epidídimo se comportaría autónomamente

en la creación de su medio interno.

Teniendo en cuenta que la membrana plasmática parece

ser el sitio donde ocurren la mayor parte de los cambios observados

durante este proceso de maduración, decidimos dedicarnos al estu­

dio de 1a interacción de nuestras proteínas con la superficie de los

esPermatozoides que transitan por el epidfdimo. La interacción de

las PE1_6 con los espermatozoides fue sin lugar a dudas un punto

fundamental dentro de nuestros estudios, ya que el objetivo de este

trabajo consistía en la identificación de factores capaces de inducir

la maduración de los espermatozoides. Aunqueeste tipo de interac­

ción ha sido bien estudiado en algunas especies como la rata (151,

161, 170), el toro (173) o el carnero (154), los únicos datos que se

conocen hasta el momento en el hamster, son aquellos presentados

por Moore (172), quien demuestra la secreción de dos proteínas epi­

didimarias I-Il y H2, una de las cuales (H1) resultó ser andrógeno­

dependiente y capaz de asociarse a la superficie de los espermato­

zoides. Nuestros resultados, obtenidos mediante la te’cnica de e1ec_
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troforesís, indicaron la ausencia completa de PE1_6 entre las proteí­

nas extraídas tanto de espermatozoides testiculares como de aquellas

provenientes de las regiones proximales del epididimo (cabeza y cuer_

po proximal), encontrándose en cambio para los espermatozoides de

cuerpo y cola distal, cantidades apreciables de dos proteínas cuyos

Ra coincidieron con los correspondientes a PE2 y PE3. El hecho de

que PEZ se haya encontrado asociada a los espermatozoides, sin ha­

ber sído identificada previamente como proteína secretoria,podría

deberse a una interacción suficientemente rápida y eficiente de ésta

proteína con los espermatozoides de modo tal que impidiera su detec_

ción en el fluido epididimario. Tal como se señalara oportunamente

en 1a descripción de los resultados, la gran abundancia de PEZ eluída

de los espermatozoides de la cola del epidídimo, como así también su

proximidad a la banda correspondiente a 1a albúmina, nos llevó a pen

sar que esta proteína podría provenir de una modificación de la albú­

mina ocasionada por el tratamiento salino empleado o bien por la ac­

ción proteolítica de las enzimas liberadas por los espermatozoides

durante el proceso de extracción de proteínas. Sin embargo, la impg

sibilidad de modificar la movilidad electroforética de la albúmina de

un citosol epididimario, ya sea mediante el empleo del tratamiento

salino, o bien por la acción de un inhibidor de tripsina, nos permitió
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descartar momentáneamente esta teoría. No obstante, se prevee lle­

var a cabo una corroboración definitiva a través del uso de anticuer­

pos especificos.

La elución de PEZ y PE3 recién a partir de los espermato —

zoides del cuerpo y cola distal del epididimo, coincide con observacio­

nes realizadas previamente en el epidfdimo de rata por Olson y

Hamilton (151) y Kohane y colaboradores (279) quienes hallaron que

lOs'eSpermatozoides de la cola epididimaria contenían cantidades sig­

nificativamente mayores de proteínas asociadas a su superficie, que

aquellos recuperados de 1a cabeza del órgano. Otro estudio realizado

en 1a misma especie, utilizando inmunofluorescencia indirecta sobre

cortes de tejido, indicó que dicha asociación, se produciría apenas

las proteinas son secretadas al lumen, permaneciendo unidas a los

esPermatozoides a lo largo de todo su tránsito por el órgano (176).

Un elemento confirmatorio de esta observación lo constituyen los re_

sultados hallados por el grupo de Lea y colaboradores (170) quienes

identificaron una glicoproteína acfdica epididimaria (AEG), que recrí

bre a los espermatozoides de todos los segmentos distales a la cabe_

za. Si bien nuestros resultados en hamster no nos permiten asegurar

una interacción gradual de las proteínas PEZ y PE3 con 1a superficie

de los espermatozoides, es muy probable que en esta especie ocurra
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un fenómeno de tipo similar al descripto en la rata. Esto podri'a expl_i

carse si consideramos que 1a técnica de tinción de geles, debido a su

baja. sensibilidad, no sería capaz de detectar cantidades de proteínas

menores que aquellas extraídas del cuerpo y de la cola distal del epi—

dídimo.

La unión de PEZ y PE3 a la superficie de los espermatozo_i

des de cola.distal no resultó ser demasiado fuerte, tal como lo sugie­

re la similitud cualitativa y cuantitativa de las proteinas extraídas ya

sea con baja (0.25 M) o alta (0.5 M) fuerza iónica. De todos modos

no podemos descartar la posibilidad de que parte de las proteínas pel;

manezcan asociadas a los espermatozoides luego de la extracción sa­

lina, lo cual estaría de acuerdo con los resultados obtenidos previa _

mente en la rata (279),sugiriendo 1a existencia de dos poblaciones di­

fercntes de proteínas epididimarias asociadas a los espermatozoides.

Una de ellas, al igual que en el hamster, extraíble de los espermato­

zoides de cuerpo y cola del epidídimo con concentraciones 0.25 M y

0. 5 M de ClNa y otra que correspondería a las proteínas remanentes

y no extraíbles aún con mayores cantidades de sal. Cabe aclarar sin

embargo, que esta última población de proteínas, pudo detectarse

gracias al empleo de la técnica de fijación de complemento que per­

mite la medición de las proteínas aún cuando las mismas se encuen­

tran unidas a los espermatozoides. Aunque las evidencias no son aún
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definitivas, los estudios realizados hasta el momento sugerirían que

los espermatozoides del hamster adquieren su completa "dotación"

de proteinas, en el momento en que alcanzan la región de 1a cola

proximal del epididimo. La importancia de este hecho radica en que

justamente es en esta región donde los espermatozoides comienzan

a mostrar su máxima capacidad fertilizante (77) como resultado del

proceso de maduración . Estos resultados coincidirían con aquellos

presentados previamente por Moore (172) señalando la concomitan­

cia entre la adquisición de fertilidad y la aparición de glicoproteínas

asociadas a los esPermatozoides epididimarios de conejo. No parece

existir en cambio una relación tan directa entre 1a secreción de glicg

proteínas y su asociación a los espermatozoides. Es probable que en

la transferencia de antígenos desde el epitelio a los espermatozoides

participen otros compuestos (transferasas), que se secreten recién

en regiones más distales del epidídimo. Moore encuentra sin embaï

go que la concomitancía entre la asociación de proteínas a los espeï

matozoides y la adquisición de capacidad fertilizante no es tan obvia

en el hamster como en el conejo, ya que si bien 1a asociación con los

espermatozoides ya es detectable desde la cabeza proximal del epi­

didimo, 1a adquisición de capacidad fertilizante recién se manifiesta

en la cola proximal.



224.

Habiendo determinado la asociación de estas proteinas a 1a

superficie de los espermatozoides epididimarios, consideramos que

sería de interés estudiar la presencia de las mismas en el tejido en

función de la edad del animal, a fin de establecer una correlación cn_

tre la aparición de las proteínas y el estado funcional del tracto re —

productivo. Los resultados, examinados a través de 1a tinción de ge_

les de poliacrilamida, nos indicaron la presencia de PE en los ci1-5

tosoles epididimarios provenientes de animales de Z3, 30, 45, 60 y

90 dias de edad. Este resultado diferiria en parte de los obtenidos

en 1a rata, ya que en este caso la concentración de PEE, recién de­

tectables a los veinte días, aumenta gradualmente con la edad hasta

obtenerse a los 90 días los valores correspondientes al animal adul­

to. Es importante destacar que la presencia de espermatozoides en

el epidídimo del hamster, recién pudo detectarse en el animal de 45

dias de edad, sin embargo, las dos proteínas capaces de asociarse a

los espermatozoides, es decir PEZ y PE3, fueron detectables desde

los 23 dias de edad, lo cual nos estaría indicando que 1a síntesis de

las mismas sería previa a 1a presencia de espermatozoides en el e­

pididimo. Para que un antígeno esté involucrado en el proceso de mi

duración de los espermatozoides, su producción debe haberse com ­

pletado en el momento en que los espermatozoides entran al epidídi­
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mo, y ese es precisamente el caso de las proteinas que estudiamos.

Nada podemos decir a partir de estos experimentos, acerca del mo­

mento que estas proteínas se secretarian a 1a luz tubular, como asi

tampoco desde qué edad aparecerian asociadas a los espermatozoides.

Para ello se haría necesario un analisis de los fluidos epididimarios

y de las proteinas extraídas de espermatozoides provenientes de ani­

males de diferentes edades. Debido a las dificultades técnicas que és

to implica, se prevee la realización de estos experimentos mediante

ensayos más precisos y sensibles, como lo son la fijación de complg

mento o la inmunofluorescencia, una vez que las proteinas y sus anti

cuerpos específicos se encuentran purificados.

Una vez establecida la sintesis andrógeno-dependiente de

PE1_6, la secreción de alguna de ellas al lumen epididimario y la po_

sible asociación de PE2 y PE3 a la superficie de los espermatozoides,

consideramos que un aspecto que completaria nuestros estudios seria

la caracterización de estas proteinas. Los resultados positivos obtg

nidos luego del ensayo de tinción de PAS, nos revelaron la naturaleza

glicoproteica de PELÓ, tal como ocurre con la mayoria de las protei

nas epididimarias descriptas en distintas especies. La interacción de

estas glicoproteinas con los espermatozoides epididimarios, podría

explicar entonces muchos de los cambios de superficie que ocurren
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durante el proceso de maduración de los espermatozoides, tales co­

mo la adquisición de antígenos de superficie (146), el aumento en el

número y distribución de sitios de unión de lectinas (147, 148) y el

marcado incremento de la carga negativa de superficie (140,141).

La proporción de hidratos de carbono presente en cada una de las

proteínas parecería ser baja a juzgar por 1a intensidad del color ob

servado en las bandas, de todos modos sería necesario contar con

las proteínas ya purificadas para la realización de ensayos mas exag

tos que confirmasen esta suposición. Es así como en nuestro labora­

torio, Garberi y colaboradores (274) utilizando la técnica de croma ..

tografia gas-líquido, determinaron que la proteína DE de rata (previa

mente purificada hasta un 95 %) contenía un 10, 5 “¡ode hidratos de ca_r

bono, describiendo también la composición porcentual de oligosacári_

dos presentes. La importancia fundamental de haber identificado las

PE1_6 como glicoproteínas, radica en 1a conocida participación de es

te tipo de moléculas en los distintos fenómenos de reconocimiento in­

tercelular (308, 309), entre las cuales se encuentra, el que ocurre

entre ovocitos y espermatozoides.

La determinación del peso molecular de la PEI“ó mediante

el análisis de regresión lineal de Ferguson, indicó un peso molecular

de 61. 500 para PE 42.500 para PEZ, 23.800 para PE3, 20.400 pa­1!
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ra P134, 26.100 para PE5 y 41.000 para PEó. Si hacemos un análisis

comparativo de los pesos moleculares hallados para las proteínas c­

pididimarias identificadas en las distintas especies, podemos concluir

que es un hecho prácticamente constante, la existencia de una proteí­

na capaz de asociarse a los espermatozoides, con un peso molecular

que oscila entre 37.000 y 40.000 según el caso. Al respecto, diversos

autores han identificado una proteina de peso molecular 37.000 que

puede eluirse de los e5permatozoides de rata (151, 161, 171), de toro

(173) y de carnero (154). Otros autores sin embargo,han encontrado

pesos moleculares un poco menores para este tipo de proteínas, como

ocurre para 1a proteína AEG de rata (170) de peso molecular 33.000,

o bien mayores como es el caso de la proteína que interactúa con los

espermatozoides de carnero, de peso molecular 40.000 (154). La ú­

nica proteina de hamster que por sus caracteristicas podría relacio­

narse con las que acabamos de describir, seria PEZ cuyo peso mo­

lecular fue estimado en 42. 500. Este valor, ligeramente mayor que

los restantes, podria deberse a que PEZ, por ser una glicoproteina,

presentara una movilidad electroforética anómala (310), introducieri

do de este modo un error en la determinación de su peso molecular.

La proteina PE6 en cambio, si bien presenta un peso molecular mas

cercano a los mencionados (41.000), no ha sido detectada entre las
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proteínas extraídas de espermatozoides. La. segunda proteína que se

encuentra asociada a los espermatozoides de hamster cn cantidades

apreciables, es PE3, con un peso molecular de 23.800. Esta proteí­

na sería análoga a una proteína de peso molecular 24. 000, descripta

como el componente más importante que se eluye de los espermato ­

zoides de la cola epididimaria del carnero (154). La proteína C, in­

tegrante principal del conjunto de PEE identificadas en la rata por

Cameo y Blaquier (161), también podria relacionarse con PE3 pues­

to que interactúan con los espermatozoides epididimarios y posee

un peso molecular de 22.000. Finalmente, podría establecerse una

analogía, quizás no tan clara como en los restantes casos, entre 1a

PEl de peso molecular 61.400 y las proteínas de peso molecular

68.000 y 67.000, que interactúan con los espermatozoides de conejo

(172) y toro (173) respectivamente.
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DISCUSION

Segunda Parte

Los diversos estudios descriptos en la 2da. parte de este

trabajo han brindado nuevas evidencias en favor de la participación

de las proteínas epidídimarias andrógeno-dependientes en el proce­

so dc maduración de los e5permatozoides. Tal como ha sido mencig

nado anteriormente, durante dicho proceso los esPermatozoides su­

fren una serie de alteraciones morfológicas, fisiológicas y bioquími_

cas que culminan con la adquisición de su capacidad fertilizante. Sin

embargo, puesto que para fertilizar a un ovocito el espermatozoide

debe ser capaz de reconocer y unirse a la zona pelúcida del mismo,

1a capacidad de reconocimiento de un espermatozoide puede conside­

rarse un parametro indicativo de su grado de maduración.

Desde un punto de vista bioquímico, 1a interacción inicial

entre un espermatozoide y un ovocito, puede ser considerada como

un caso de reconocimiento y adhesión intercelular altamente especí­

fico,mediado por estructuras complementarias presentes en ambas

gametas. La existencia de una estructura receptora como la descrip

ta, ha tenido su origen en 1a identificación de una proteína acroso ­

mal, denominada "bindina" (PM: 30.500), re5ponsab1e del reconoci_

miento y adhesión de los espermatozoides a los ovocitos de erizo de
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mar (311). El receptor complementario presente en el ovocito, fue

propuesto inicialmente por Aketa y colaboradores en 1977(312), al

demostrar que algunos componentes glicoproteicos de la capa viteli­

na del ovocito presentaban actividad receptora para los espermato­

zoides. Un año mas tarde Glabe y Vacquier (313) aislaron un complg

jo glicoproteico capaz de interactuar específicamente con la bindina

de los espermatozoides, y recientemente se ha demostrado que este

glicoconjugado es un polisacárido de alto peso molecular, contenien­

do xilosa, galactosa y glucosa en su estructura (314).

A pesar de la creciente comprensión de los mecanismos

bioquímicos involucrados en el reconocimiento entre gametas de in­

vertebrados y organismos inferiores, es poca 1a información dispo­

nible en lo que concierne a las bases moleculares del reconocimien­

to entre espermatozoides y ovocitos de mamíferos. Las primeras e_

videncias acerca de un receptor para espermatozoides, presente en

la zona pelúcida de los ovoeitos de mamíferos, fue presentada por

Gwatkin y Williams en 1977 (246) y confirmada por Bleil y Wasserman

en 1980 (315) a través del aislamiento de una glicoproteina de zona

pelúcida del ovocito de ratón (ZP3), con actividad receptora para cs­

permatozoides. Por su parte, 1a existencia de un receptor para zona

pelúcida presente en la superficie de las gametas masculinas fue poí
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tulada por Peterson (316) y Yanagimachi (317) para los espermatozo_i

des de cerdo y cobayo respectivamente. Estos resultados,sumado a

la gran cantidad de evidencias que indican que los carbohidratos de la

superficie celular actúan como determinantes específicos del recono­

cimiento y adhesión célula-célula ( 310, 311) nos permiten sugerir

que las glicoproteinas secretadas por el epidídimo y capaces de inte­

ractuar con los espermatozoides, jueguen un rol clave en el reconoc_i

miento entre gametas. En base a ello este trabajo se ha orientado ha_

cia el establecimiento de la relación existente entre las glicoprotei­

nas PE1_6 y la capacidad de reconocimiento de los espermatozoides

de hamster.

El desarrollo de un ensayo mediante el cual se determina

el número de espermatozoides unidos específicamente a la zona pelÉ

cida del ovocito, nos permitió evaluar la capacidad de reconocimien

to de espermatozoides provenientes de los sucesivos segmentos epi­

didimarios. Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que

mientras los espermatozoides de 1a cabeza del órgano eran totalmen

te incapaces de reconocer y unirse a la zona pelúcida del ovocito, di_

cha capacidad ya estaba presente en una pequeña proporción de espe:

matozoides del cuerpo proximal, aumentando abruptamente en el

cuerpo distal del epidídimo hasta valores semejantes a los hallados
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para 1a cola distal. Este aumento en la capacidad de reconocimiento

de los espermatozoides a medida que los mismos descienden por el

epidídimo, también ha sido observado en otras especies tales como

el ratón (318) y el carnero (319) pudiendo ser el resultado del enmas

caramiento o transformación de una estructura receptora ya presen­

te en el espermatozoide, o bien del agregado de algún componente a

1a superficie de los espermatozoides, con actividad receptora por la

zona pelúcida del ovocito.

Los diversos mecanismos que acabamos de mencionar nos

han llevado a postular que las glicoproteínas PEI-6 podrian interve­

nir en el proceso de maduración a través de la formación o activación

dc un receptor para zona pelúcida presente en la superficie del espe:

matozoide de hamster. Para corroborar esta hipótesis desarrollamos

un sistema de cultivo de órgano mediante el cual es posible mantener,

luego de 2.4hs, no sólo la morfología del tejido (Figura 16 A y B) sino

la motilidad (Tabla VI) y viabilidad (Tabla VII) de 105 espermatozoides

contenidos. Nuestros primeros resultados muestran que la respuesta

de los tlíbulos en cultivo, a la estimulación androgénica in vitro, es

cualitativamente similar a aquella. encontrada mediante la administr_a

ción de Testosterona in vivo a animales castrados, dado que se pro­

duce la síntesis de seis proteinas cuyos Ra coinciden con los de las
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PEI“6 previamente identificadas. Este aumento en la actividad sinté­

tica,producido por e1 agregado de 5 _DHT a1 medio de cultivo, tam­

bién se vió reflejado en las características morfológicas del tejido

estimulado, cuyas células epiteliales presentaron al microscopio 6p­

tico, un aspecto de franca actividad (Figura 17 A, B, C, D), además

de un tamaño significativamente mayor a1 de aquellos correspondien­

tes al túbulo control (Tabla VIII). El hecho de que la inducción se ha­

ya producido preferentemente en los túbulos proximales del epidídimo

coincide con resultados previos de nuestro laboratorio que demuestran

que la cabeza del epidídimo de rata es la región más activa en térmi­

nos de producción de proteínas andrógeno_dependientes (176).

Es importante destacar la presencia de cinco proteinas

radioactivas asociadas a los espermatozoides de los túbulos estimu1a_

dos, las cuales presentaron Ra coincidentes con las proteínas sinteti_

zadas por cl tejido cn cultivo. Estos resultados no sólo apoyarían la

naturaleza secretoria de PE1_6 sino que confirmarían la supuesta

interacción de las mismas con los espermat0zoides durante el proce­

so de maduración. No obstante, el aspecto más relevante de nuestros

resultados lo constituye el hecho de que 1a población de espermatozoi­

des proveniente de los túbulos expuestos al andrógeno haya aumentado

significativamente su capacidad de reconocer al ovocito, en forma con
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comitante con la asociación de las glicoproteínas epididimarias a su

superficie. E1aumento de 1a capacidad de reconocimiento producido

por 1a 5 d DHT, podría deberse a un efecto directo de los andrógenos

sobre los espermatozoides, o bien a la modificación del entorno epid_i

dimario producida por 1a acción de 1a hormona sobre el tejido. El he.­

cho de que los espermatozoides de hamster retenidos en los segmen­

tos proximales del epidïdimo permanezcan inmaduros aún luego de

habcr estado en contacto con un medio rico en andrógenos (77), esta­

ria apoyando el segundo esquema y con ello la posibilidad de que PEL6

hayan mediado 1a acción androgénica.

La especificidad del efecto estimulatorio de 1a 5°<-DHT, Se

deduce a partir de 1a falta de respuesta observada al utilizar otros an

drógenos tales como el 30k o 3(3 androstandiol y por la disminución

significativa de 1a capacidad de reconocimiento que se produce al a _

grcgar simultáneamente 5 ot DHT y el antiandrógeno acetato de ciprg

tcrona al medio dc cultivo. Por otra parte el aumento en la capacidad

dc reconocimiento producido por la 5 ot DHT también fue bloqueado

por el agregado de un inhibidor de 1a sintesis proteica (ciclohcximida),

lo cual estaría indicandoque las proteinas sintetizadas de M serían

los verdaderos mediadores de la acción hormonal.

Finalmente nuestros resultados demuestran que el agregado
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directo de un extracto proteico enriquecido en PEL6 al medio de cu_1

tivo, es capaz de reproducir el aumento en la capacidad de reconoci­

miento obtenido previamente por la 5 0L —DHT,si bien no podemos

descartar 1a posibilidad de obtener un efecto más notorio mediante

el empleo de mayores cantidades de la fracción enriquecida o bien

de las proteínas PE1 ya purificadas. El aumento observado en nuei6

tro caso no sería debido a los andrógenos endógenos de la preparación

cpididimaria, puesto que como ya hemos aclarado oportunamente, la

concentración androgénica de la misma resultó ser 4 órdenes de mag_

nitud menor que la requerida para aumentar la unión de espermatozo_i

des a 1a zona pelúcida. Sin embargo, el argumento más definitivo en

favor de la especificidad del efecto proteico, está dado por los dife­

rentes resultados que se obtienen al utilizar las fracciones epididimí

rias provenientes de animales normales o castrados. La menor con­

tribución de las proteínas PELó en el extracto epididimario de ani­

mal castrado respecto del normal (8%castrado vs 30%normal), sin

encontrarse disminuidas las restantes proteinas, sugiere finalmente

que las PE 1_6serian los factores responsables del efecto observado.

De todos modos la hipótesis de que estas glicoproteinas participen

en 1a formación y/o activación de un receptor para zona pelúcida, r3

queriria pruebas más concretas de la presencia de estas proteinas
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en la superficie de los espermatozoides, como así también de su afi­

nidad por la zona pelúcida del ovocito. Un dato confirmatorio de nueï

tros resultados lo constituye 1a reciente comunicación de Sullivan y

colaboradores (320) quienes detectaron a través de la técnica de ra ­

dioautografia , que las proteinas de zona pelúcida marcadas con 1125

se unian preferencialmente a una proteína. de PM 24.000 extraída de

1a superficie de espermatozoides de la cola del epididimo del hams­

ter. La analogía existente entre esta proteína y 1a proteina PE3 (PM:

23.800) descripta en 1a primera parte de este trabajo, representa una

nueva evidencia en favor de la propuesta participación de las glicoprg

teínas epididimarias PE1_6 en los mecanismos de adquisición de c_a_

pacidad de reconocimiento.

Por otra parte, nuestros resultados estarian de acuerdo

con los hallados previamente por Orgebin-Crist y Jahad (277) quienes

demostraron que 1a capacidad fertilizante de esPermatozoides de cone

jo, provenientes de túbulos cultivados del cuerpo proximal, podia ser

incrementada a través del agregado de un citosol epididimario al me­

dio dc cultivo. Esta similitud entre los resultados obtenidos en conejo

y en hamster, nos permiten sugerir que el papel propuesto para las

proteinas epididimarias en el proceso de maduración, podría ser co­

mún a diversas especies. El hecho de que estos autores hayan obser­
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dimo era más efectivo en aumentar 1a capacidad fertilizante que aquel

proveniente de 1a cola del órgano, estaria nuevamente de acuerdo con

la identificación de los segmentos proximales del epididimo como los

principales sitios de producción de proteinas que posteriormente se

asocian a los espermatozoides (176).

Para estudiar la participación de PEl_ó en la adquisición

de capacidad fertilizante determinamos los porcentajes de fertiliza ­

ción correspondientes a los sucesivos segmentos del epididimo. Si

bien este tipo de estudios había sido llevado a cabo por Horan y

Bedford (77) en el epididimo del Syrian hamster, consideramos nece_

sario realizarlo en nuestra colonia de animales (Goldenhamster) de­

bido a las variaciones que pudieran existir entre las diferentes cepas

utilizadas. Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que la

capacidad fertilizante de los espermatozoides comenzó a desarrollarse

en el cuerpo distal del epididimo (13%)hasta alcanzar un valor del

72%en la cola proximal que no difiere significativamente del corres­

pondiente a la cola distal (87%)..Estos porcentajes prácticamente coin

ciden con los hallados por Horan y Bedford (77) excepto en lo que con_

cierne al cuerpo proximal del epididimo, para el cual estos autores

asignaron un 3%de fertilización a diferencia del 0% obtenido en nues­

tro caso.



Tal como puede observarse existe un paralelismo entre la

adquisición de 1a capacidad fertilizante y 1a capacidad de reconoci ­

miento que ocurre a medida que los espermatozoides descienden por

el epididimo. Este paralelismo, también encontrado por Saling en

el ratón (318) y por Fournier-Delpech en el carnero (319), no sólo

refuerza la validez de utilizar a la capacidad de reconocimiento co­

mo un índice del grado de maduración de los espermatozoides sino

que sugiere que la adquisición de capacidad fertilizante podria ser

una consecuencia de la aparición de la capacidad de reconocimiento .

Sin embargo, puesto que un cierto porcentaje de espermatozoides prg

venientes del cuerpo proximal del epid‘ídimode hamster, pueden re­

conocer y unirse a la zona pelúcida del ovocito, (tabla HI) sin ser aún

capaces de fertilizarlo (Tabla IV), es probable que la adquisición de

1a capacidad de reconocimiento, sea una condición necesaria pero no

suficiente para que los espermatozoides adquieran 1a capacidad de fer

tilizar a un ovocito.

Varios autores han demostrado que el perfil de fertilidad

del epididimo de conejo puede ser alterado mediante ligaduras que prg

vocan la aparición de espermatozoides fértiles en regiones más proxi­

males del epidídimo (81, 321). Por el contrario, la retención de espe;

matozoides durante 5 dias en los segmentos proximales del epididimo
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del hamster (H , B1 y B2) si bien produce una mayor motilidad y una

mayor tendencia a la autoaglutinación cabeza-cabeza, es incapaz de

aumentar su capacidad fertilizante (77), indicando así que el proceso

de maduración en el epidídimo del hamster depende en gran medida

del pasaje de los espermatozoides por regiones eSpecíficas del órga;

no. Esta suposición estaría de acuerdo con el hecho de que ni los an­

drógcnos ni la fracción (enriquecida en PE hayan logrado aumentar1-6

la capacidad fertilizante de los espermatozoides del cuerpo proximal

(B1), mientras que por el contrario, resultados recientemente obteni_

dos en nuestro laboratorio indican que la exposición de espermatozoi­

des del cuerpo distal a dicha preparación, produce un aumento signif_í

cativo en el porcentaje de ovocitos fertilizados tanto in vivo como

M622). En conjuntoesta serie de observaciones nos llevan a con

cluir que la maduración de los espermatozoides sería el resultado de

la acción acumulativa de varios factores producidos a distintos nive­

les del epidídimo.

Las evidencias halladas acerca del rol biológico de PE1_6,

sumado a la disponibilidad de una preparación purificada de DE, como

así también de sus anticuerpos especificos, nos impulsó a extender

nuestros hallazgos a la rata, evaluando la participación de estas pro­

teínas en el proceso de maduración. Los primeros experimentos rea­
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unión especifica de espermatozoides a la zona pelúcida de los ovocitos

mediante el cual seleccionar la población de espermatozoides mas ade_

cuada para el estudio del efecto de DE sobre la capacidad de reconoci­

miento. A pesar de las numerosas condiciones experimentales ensaya.

das, tanto en lo que sc refiere al tratamiento previo de una como de

otra gameta, no pudimos detectar espermatozoides de rata unidos a 1a

zona pelúcida de ovocitos homólogOSo heterólogos (de hamster). Esta

incapacidad que presentan los espermatozoides de rata para unirse a

1a zona pelúcida de ovocitos heterólogos, concuerda con los resultados

presentados por Peterson (316), quien observa que mientras los espeï

matozoides de jabalí, hamster y toro, y en menor medida los de huma­

no y cobayo lograron unirse a la zona pelúcida de ovocitos de cerdo,

ningún espermatozoide de rata fue capaz de unirse a dichos ovocitos.

Contrariamente, los ovocitos de rata son capaces de interactuar con

esPermatozoides heterólogos, tal como lo demuestran Fourníer_

Delpech y colaboradores (319) al emplear ovocitos de esta especie pa­

ra estudiar la adquisición de capacidad de reconocimiento de los espe:

matozoides de carnero durante el proceso de maduración. Bedford

(323) y posteriormente Schmcll y colaboradores (324) realizaron est_L_1_

dios acerca de 1a interacción heteróloga entre espermatozoides y ovo­
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citos de diversas especies de mamíferos que incluyeron al hombre,

el mono rhesus, el conejo, el ratón, el hamster y el cobayo, obser­

vando en todos los casos una escasa esPecificidad de especie. Es su­

gestivo el hecho de que ninguno de estos trabajos haya incluído a 1a

rata entre las numerosos especies estudiadas, como lo es también la

falta de evidencias que se tiene hasta el momento acerca de la unión

de espermatozoides de rata a ovocitos homólogos. Finalmente es im­

portante señalar que aún siendo la rata uno de los animales más utili­

zados, tanto en el campo de la endocrinología como en el de la biolo ­

gía de la reproducción, ningún grupo de investigación ha logrado repr_o

ducir la técnica de fertilización in vitro descripta por Toyada y Chang

en 1974(224) para la rata. A1respecto cabe citar los comentarios rea

lizados por estos mismos autores indicando que "de acuerdo a su exps

riencia personal los espermatozoides de rata son extremadamente sen

sibles a cambios del medio, tales como la temperatura, dilución y

otros factores hasta el momento desconocidos" (325).

Contrariamente a lo ocurrido con el ensayo de unión de es —

permatozoides a la zona pelúcida de los ovocitos, la técnica de insem_i

nación in vivo empleada anteriormente en el hamster, pudo aplicarse

sin mayores inconvenientes a la rata, aunque con ligeras modificacio­

nes en cuanto a los horarios de observación y criterios de fertilización
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elegidos (Tabla XV). Mediante esta técnica evaluamos 1a capacidad

fertilizante de espermatozoides de los diferentes segmentos del epi­

dfdimo, obteniendo un 0%de fertilización para las regiones de la ca­

beza y cuerpo proximal y un 40%y 55%para la cola proximal y distal

respectivamente (Tabla XVI). Por su parte el cuerpo distal presentó

porcentajes de fertilización o bien totalmente nulos o bien tan eleva­

dos como los del segmento posterior, lo cual estaría indicando que

1a capacidad fertilizante de los espermatozoides de rata, aumentaría

abruptamente al llegar a una determinada región comprendida entre

el cuerpo distal y la cola proximal del epididimo. Nuestros resulta­

dos practicamente coinciden con los presentados por Dyson y Orgebin­

Crist (47) quienes obtuvieron un 0%de fertilización para la cabeza del

epidídimo de rata, un 6%para 1a región del cuerpo (cuerpo proximal +

cuerpo distal), un 48%para 1a cola proximal y un 57%para 1a cola dis

tal, concluyendo como en nuestro caso, que la mayoría de los esper .­

matozoides adquirirían su capacidad fertilizante recién al alcanzar 1a

región de la cola proximal.

Este aumento de la capacidad fertilizante de los espermato­

zoides a medida que descienden por el epidídimo, ha sido observado

en todas las especies de mamíferos estudiadas hasta el momento, si

bien tal como se mencionara en la introducción, la región en la cual
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los espermatozoides adquieren dicha capacidad, no parecería ser la

misma en cada caso. Es así que en algunas especies tales como el

conejo (74, 82) y el carnero (84), los espermatozoides adquieren su

capacidad fertilizante al llegar al cuerpo distal del epidídimo, mien_

tras que en otras especies como el hamster y 1a.rata dicha. capacidad

se adquiere recién en la cola proximal. De todos modos en casi todas

las eSpecies 1a capacidad fertilizante aumenta abruptamente en la. re­

gión del cuerpo distal, exceptuando el caso del cerdo, en el cual pare

ce haber un aumento regular y gradual desde la cabeza a la cola epi­

didimaria (326).

El paralelismo encontrado entre la adquisición de capaci­

dad fertilizante y-e1|aumento del contenido DE sobre la superficie de

los espermatozoides (279) nos llevó a postular la existencia de una es

tructura necesaria para la fertilización y en cuya formación y/o acti­

vación participarían estas glicoproteínas epididimarias. Para. confir—

mar la participación de DE en el proceso de adquisición de capacidad

fertilizante decidimOSemplear el sistema. de cultivo desarrollado an­

teriormente. Tal como ocurrió para el caso del hamster, los túbulos

provenientes de los distintos segmentos del epidídimo de rata, excep

tuando el cuerpo distal, pudieron mantenerse durante 24 hs. en culti­

vo, sin que se viera afectada la. morfología del tejido, ni la motilidad
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y viabilidad (Tabla XVII)de los espermatozoides. Los inconvenientes

que presentaba el cultivo de la región del cuerpo distal, sumado a la

imposibilidad de identificar una región de transición en cuanto a capa

cidad fertilizante se refiere, nos llevaron a investigar cl efecto de DE

sobre espermatozoides inmaduros del cuerpo proximal. Los resultados

obtenidos en este estudio indicaron que el agregado de DE al medio de

cultivo produjo un aumento de la capacidad fertilizante de los esperma

tozoidcs, aunque no significativo respecto del control (7% vs 0% respe_c

tivamente). Es probable que el proceso de maduración de los esperma_

tozoides de rata, al igual que en el hamster, requiera factores adicig

nales presentes recién en regiones más distales y e5pecificas del epi­

didimo. De todos modos, si bien el aumento de la capacidad fertilizan

te obtenido por el agregado de DE no es concluyente, la propuesta par

ticipación de dichas proteínas en el proceso de fertilización estaria a­

poyada por los resultados obtenidos posteriormente mediante el em —

pleo del anticuerpo anti—DE.En los últimos años, gran parte de la in­

formación referente a los mecanismos de fertilización en mamíferos,

ha sido obtenida mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra anti­

genos presentes en la superficie de ambas gametas. La razón por la

cual este tipo de estudios fue realizado en nuestro caso utilizando el

sistema de cultivo, se debió fundamentalmente a la dificultad de man­
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tener 1amotilidad y viabilidad de los espermatozoides de rata, fuera

del túbulo epididimario. El esquema experimental elegido consistió

entonces en el cultivo de túbulos de la cola distal del epididimo, man

tenidos durante 24 hs cn contacto con un medio a1 que se habia agro _

gado o no cl anticuerpo anti- DE. Los resultados indicaron que el por

centaje de fertilización de espermatozoides provenientes del túbulo

tratado fue significativamente menor que aquel correspondiente al tg

bulo control (16. 6%vs 52. 6%respectivamente). El efecto inhibitorio

del anti-DE resultó ser e5pecífico puesto que 1a presencia de suero

preinmune (SCN) en el medio de cultivo no fue capaz de bloquear la

capacidad fertilizante de los espermatozoides, obteniéndose un por­

centaje de fertilización (52. 2%)que no fue significativamente diferen

tc del control. Esta disminución del porcentaje de fertilización pro­

ducido por el anti-DE estaría sugiriendo que las moléculas de anti ­

cuerpo fueron capaces de penetrar el túbulo epididimario y afectar

de alguna manera la capacidad fertilizante de los espermatozoides.

La entrada del anticuerpo al lumen tubular parecería en principio pci

co probable, si se tiene en cuenta que el pasaje de componentes des­

de 1a circulación sistémica al lumen de la cabeza y 1a cola del epidi­

dimo de rata, está aparentemente determinado por el peso molecular

de 1a entidad en cuestión. Es asi que moléculas de gran tamaño como

la inulina o albúmina sérica bovina no alcanzan a llegar a1 5 % de 1a
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concentración sanguínea, mientras que moléculas de agua tritiada sc

equilibran libremente con el compartimiento tubular (327). Sin embar

go debemos mencionar los resultados obtenidos recientemente por

Weininger y colaboradores (328), quienes utilizando una técnica de ra

dioinmunoensayo altamente sensible y e5peci'fica, determinaron el gra

do en el que las IgG son capaces de alcanzar el fluido del lumen de la

cola del epidídimo de conejo. Estos autores encuentran que las IgG

alcanzan el lumen tubular aunque en concentraciones mucho menores

que las presentes cn c1 suero. Los cálculos basados en la concentra —

ción absoluta de IgG del fluido epididimario, en relación con el núme­

ro total de espermatozoides y el volumen estimado del fluido, indi —

caron aproximadamente 40.000 moléculas de anticuerpo por esperma

tozoide, concluyendo de este modo que si bien existe una barrera al

pasaje de anticuerpos desde el suero al lumen del epidídimo, dicha

barrera no excluiria a las IgG como se había supuesto previamente.

Admitiendo la posible entrada del anti-DE desde el medio

de cultivo al lumen tubular, restaría investigar el mecanismo a tra­

vés del cual este anticuerpo bloquea 1a capacidad fertilizante de los

espermatozoides. Dos probables explicaciones dc la inhibición obseï

vada serían: 1) acción inespecifica del anticuerpo a través de la aglu­

tinación y/o inmovilización de los espermatozoides. Z)bloqueo de re­



ceptores especificos para el ov0cito, presentes en la superficie de los

eSpermatozoides. Puesto que el agregado de anti—DEa una su3pcnsión

de e5permatozoides de rata no produce aglutinación y/o inmovilización

de los e5permatozoides ni afecta su motilidad, podemos descartar la

posible inhibición de 1a capacidad fertilizante por un efecto inespecifi­

co del anticuerpo. El comportamiento de los espermatozoides en pre­

sencia del anticuerpo bivalente anti-DE coincidió con las observacio­

nes de Yanagimachi y colaboradores (319) quienes describen que los

espermatozoides de cobayo se mantienen como células individuales y

se mueven libremente aún luego de su interacción con anticuerpos bi­

valentes dirigidos contra antígenos de la superficie de los espermato­

zoides. Por el contrario Tzartos (329) observa que los esPermatozoi—

des de hamster se aglutinan en presencia de los anticuerpos bivalentes

anti-esPermatozoides de hamster producidos en conejo. De todos modos

las diferencias encontradas en estos estudios podrian deberse a la dife­

rente especificidad de los antisueros utilizados en cada caso.

Si el anti-DE no disminuye la capacidad fertilizante de los

espermatozoides a través de un efecto inespecifico, es probable que

lo haga a través del enmascaramiento de un receptor o ligando para el

ovocito, presente en la superficie de los espermatozoides. Esta supo­

sición estaría apoyada por los estudios inmunohistoquímicos (PAP) c­
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fectuados sobre la población de espermatozoides provenientes de túbu

los tratados con anti-DE o SCN. Los resultados indicaron la presen­

cia dc marcación sobre la cabeza de aquellos esPermatozoides recup_e

rados de tábulos expuestos o la acción del anti-DE, obteniéndose una

reacción totalmente negativa para los espermatozoides del túbulo con­

trol (SCN). Cabe aclarar que la proporción de espermatozoides marca

dos con PAP no parecería corresponderse con la disminución signifi­

cativa del porcentaje de fertilización, lo cual podria deberse a que la

capacidad fertilizante de los espermatozoides sea afectada aún por can

tidades de anticuerpo no detectables por el análisis inmunohistoquími­

co.

El hecho de que el anti-DE agregado al medio de cultivo inh_i_

ba la capacidad fertilizante de los espermatozoides a través de una in­

teracción directa con los mismos, estaría apoyada por una serie de ef

perimentos recientemente realizados en nuestro laboratorio que de ­

muestran que el porcentaje de fertilización obtenidoal inseminar

Mutua suspensión de espermatozoides de cola distal conteniendoall

ti-DE, es significativamente menor del que se obtiene al inseminar u

na población de espermatozoides conteniendo SCN (13% vs 35% resPec—

tivamente). Estos resultados son similares a los obtenidos por Moore

(330) quien demuestra que los anticuerpos específicos dirigidos contra



3 glicoproteinas de la superficie de los espermatozoides de conejo

(R1, R2 y R3) y contra una proteína de la superficie de espermatozo_i

de de hamster (H1), son capaces de reducir en forma significativa la

capacidad fertilizante de los espermatozoides epididimarios de ambas

especies. Es probable que estos anticuerpos hayan inhibído la capaci­

dad fertilizante impidiendo la penetración de la zona pelúcida, ya que

la mayoría de los ovocitos no fertilizados carecían de espermatozoi­

des en el espacio perivitelíno. La inhibición del pasaje de espermato­

zoides a través de las distintas envolturas del ovocito, también ha si­

do descripta por Tzartos (329) mediante el empleo de anticuerpos anti

espermatozoides de hamster.

En conjunto,estos resultados sugerirían que los anticuerpos

contra antígenos de esPermatozoides actuarían en distintas etapas de

la prefertilización y fertilización, bloqueandoalguna estructura recep

tora encargada de reconocer al ovocito, En el caso particular de la ra

ta, la inhibición de la capacidad fertilizante que produce el anti-DE,

sumado a la localización de DE en el sitio por el cual el espermatozo_i

de se fusiona con el ovocito, nos permiten postular la participación de

estas proteínas en la formación y/o activación de dicho receptor. En

publicaciones simultáneas, Ahuja (1982) (331) y Huang (1982) (332) han

demostrado que la fucosa y su polímero la fucoidina, son potentes inhi_
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bidores de 1a unión de espermatozoides a 1a zona pelúcida y de 1a fe:

tilización en el hamster, el cobayo y el hombre. Este efecto fue com

partido por otros azúcares simples, principalmente galactosa y N­

acetil- D glucosamina. Por otra parte las enzimas que rompen estos

azúcares (fucoidasa, galactosidasa y N-acetil hexosaminidasa), pre­

vienen 1a interacción entre gametas cuando se les permite actuar so­

bre los espermatozoides, siendo totalmente inactivas sobre los ovo­

citos. Estos datos dan un nuevo interés a1 elevado contenido de N_acs

til-D glucosamina que posee 1a glicoproteina DE (274), pudiendo ser

un factor clave dentro del mecanismo por el cual los espermatozoides

aumentan su capacidad de reconocimiento durante 1a maduración.
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CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue y continúa siendo el de

contribuir a1 estudio de los factores y mecanismos involucrados en el

proceso de maduración de los espermatozoides.

La primera parte de nuestros estudios demuestra que el e­

pididimo del hamster es capaz de producir una serie de glicoproteinas

especificas, de bajo peso molecular, (PE1_6), cuya síntesis resulta

ser claramente andrógeno-dependiente. La presencia de algunas de

estas proteinas en el fluido epididimario, como asi también 1a detec­

;i6n de 2 de ellas en la superficie de los espermatozoides de 1a cola

distal del epididimo, pero no en 1a de espermatozoides provenientes

del testículo o de los segmentos epididimarios proximales, sugiere

que estas proteinas, una vez secretadas a1 lumen, se asociarian a

los espermatozoides a medida que los mismos transitan por el epidí­

dimo.

En 1a segunda parte del trabajo hemos presentado numero­

sas evidencias en favor de 1a participación de las proteinas epididimj.

rias en el proceso de maduración. A nuestro entender, estas proteí­

nas sintetizadas por el tejido en resPuesta a los andrógenos y capa _

ces de interactuar con los espermatozoides, participarian cn 1a for­
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mación y/o activación de una estructura receptora necesaria para el

reconocimiento y unión de los espermatozoides a 1a zona pelúcida de

los ovocitos. Puesto que estas proteínas aumentan la capacidad de

reconocimiento de los espermatozoides del cuerpo proximal, pero no

logran modificar su capacidad fertilizante, es probable que la adqui­

sición de dicha capacidad requiera de algún factor adicional presen­

te en regiones más distales del epididimo.

Los resultados obtenidos en la rata, si bien menos conclu­

yentes, permiten inferir para las proteínas DE un papel semejante

al de las PE descriptas en el hamster, sugiriendo de este modo1-6

que la formación de un sitio de reconocimiento en el espermatozoide,

mediado por proteínas epididimarias andrógeno—dependientes, podria

ser en realidad un mecanismo común a diferentes especies de mami­

feros.

Las conclusiones alcanzadas en cuanto al proceso de mad1_1_

ración en el epididimo del hamster y 1a rata, como asi también la ef

periencia adquirida a través del empleo de estos animales, nos alen­

taron a extender nuestros estudios hacia el hombre. Es así que un

grupo de investigadores de nuestro laboratorio ha establecido 1a

existencia de un proceso de maduración de los espermatozoides hu _

manos que culmina con la adquisición de su capacidad fertilizante

( 79 ). Si bien aún no se conocen los factores o mecanismos que in ­
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tervienen en dicho proceso, consideramos de interés mencionar una

serie de resultados recientemente obtenidos en nuestro laboratorio,

que demuestran que el epididimo humano en cultivo es capaz de sin­

tetizar u.ngran número de proteínas secretorias andrógeno-depen ­

dientes, al menos dos de las cuales parecerían asociarse a la supe_r

ficie de los espermatozoides (333).

Tal como puede observarse, los datos obtenidos hasta el

momento en el hombre presentan una gran similitud con aquellos de_s

criptos previamente en el hamster y la rata, lo cual justifica la con­

tinuación de nuestras investigaciones en animales de laboratorio y

valida su empleo como modelo biológico para el estudio del proceso

de maduración de los espermatozoides humanos. De este modo cree­

mos acercarnos u.npoco más al conocimiento de la fisiología del epi—

di'dimo humano y con ello a la comprensión de algunos de los muchos

problemas de infertilidad existentes en el hombre y cuya etiopatoge­

nia aún se desconoce.

3¿QM /
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