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1. INTRODUCCION

1.1. Génesis gg proteinas secretadas

La hipótesis de que proteinas integraies de membranapiasmática y pro

teinas secretadas son transportadas a 1a membranapiasmática via un mecanismo

genera] común fue originaimente propuesta por Paiade (78). De acuerdo a ta]

modeïo, estas proteinas son sintetizadas en poiisomas unidos a1 reticuio

endopiásmico rugoso (RER)y son transportadas dentro de vesicuias derivadas

de] reticuio endopiásmico iiso (REL) hasta e] aparato de Goigi, desde donde

otras vesicuias las transportan hasta 1a nembrana piasmática. Se piensa que

este proceso de transporte intraceiuiar consiste en un fiujo de nembranas,

por e] cua] una vesicuia se escinde de un compartimiento y se fusiona con e]

compartimiento membranoso siguiente, invoiucrando un sistema de reconoci

miento entre membranas, aün desconocido.

Los principios básicos propuestos por Paiade aün siguen vigentes. En

efecto, en primer 1ugar, experimentos a nive] moiecuiar reveiaron 1a existen

cia de un necanismo que nmdia 1a transferencia de proteinas integraies de

membranay secretadas, durante su sintesis, a través de membranas. Este meca

nismo es conocido como "descarga vectoria] de poiipéptidos nacientes" (95).

Biobe] y Dobberstein postuiaron que 1a información determinante de 1a aso

ciación especifica entre poiisomas y membranasde] retïcuio endoplásmico está

contenida en e] segmento -NH2termina] de] poiipéptido naciente, que actuarïa

como seña]. Este postuiado es 1a esencia de 10 que dichos autores iiamaron

"hipótesis de 1a señai" (11). E1 segmento peptïdico "señai" en muchos casos

es removido durante 1a eiongación de] poiipéptido, no encontrándose en 1a



proteina madura, y contiene una aita proporción de aminoácidos hidrofóbicos,

10 que determinaria su afinidad por ias membranas, aunque sin expiicar su

especificidad por ias dei RER (108). En ios üitimos años, se han generado

evidencias directas en favor de 1a hipótesis de 1a seña] gracias a 1a manipu

iación por técnicas de ingenieria genética de 1a porción -NH2tenminai, lo

que permitió que proteinas normaimente iocaiizadas en ei citopiasma puedan

ser transportadas a1 eSpacio extracelular. En segundo iugar, hay varias evi

dencias experimentaies indirectas que sugieren que proteinas integraies de

membranapiasmática y próteinas secretadas constitutivamente coexisten en las

mismasvesicuias de transporte intraceiuiar (92), aunque hay casos especiales

de proteinas cuya secreción es inducida por estimuio hormonai, ias que pare

cen viajar en vesicuias especializadas, especificas para proteinas de secre

ción.

¿Quées, entonces, io que determina que una proteina quede asociada a ia

membranapiasmática y que otra sea iiberada a1 exterior de 1a céiuia? Biobei

intentó responder esta pregunta, introduciendo 1a noción de "señaies stop"

(95), concepto apoyado por ei anáiisis de secuencias de segmentos peptidicos

embebidos en membranas. Dichas secuencias son hidrofóbicas y están seguidas

de aminoácidos cargados, ios que provocarïan ei anciaje de] poiipéptido

naciente en 1a nembrana de] RER. Se piensa que una proteina que contiene

dichas secuencias viajará en todas ias vesicuias de transporte intraceiuiar

anciada a ias respectivas nembranas, hasta iiegar por consiguiente anciada a

1a membrana piasmática. En cambio si ia señai de anciaje está ausente, 1a

proteina viajará "soïubie" dentro de ias vesicuias, y a1 fusionarse 1a üitima

vesicuia de transporte con 1a membranapiasmática, 1a proteina será iiberada



a1 exterior.

1.2. Gïicoproteinas en eucariotes superiores

Existe un consenso generaiizado por e1 cua] se acepta 1a definición de

glicoproteinas dada por Gottschaik (39), según 1a cua], 1as g1icoproteïnas

son proteinas conjugadas conteniendo unidades de azúcar en número re]ativa—

mente pequeño (oïigosacáridos), generaïmente ramificados y unidos covalen

temente a 1a cadena poiipeptïdica. Esta definición deja afuera a 1os 11amados

"proteoglicanos", que también poseen una unión nnnosacárido-aminoácido, pero

con un a1to contenido de unidades nnnosacaridicas (con una unidad repetitiva

generaimente 1inea1) por moiécuïa.

1.2.1. C1asificaci6nï_estructura.

Los oiigosacáridos unidos a proteina se dividen en dos grandes grupos,

"serina/treonina" y "asparagina", de acuerdo a1 aminoácido involucrado en 1a

unión entre 1as partes proteica y giicosidica (79).

1.2.1.1. Oligosacáridos dgl_grupo "serina/treonina"

En Ios o1igosacáridos de este grupo, 105 hidroxilos de Ios ami

noácidos serina o treonina están unidos covaientemente a unidades de N

acetiigaïactosamina, por 10 cua] se dice que dichos oïigosacáridos están

unidos O-giicosïdicamente. Una caracteristica de 1a unión entre serina o

treonina y N-acetiigaïactosamina es que se rompe bajo condiciones a1ca1inas

suaves, propiedad ésta que se aprovecha en e] 1aboratorio para 1iberar oïigo



sacáridos unidos 0-glicosïdicamente a proteina.

Cabe aclarar que existen otros tipos de unión O-glicosïdica, invo

lucrando otros aminoácidos, p. ej. la formada entre galactosa y el grupo -0H

de la hidroxilisina peptidica (57), como ocurre en los colágenos de las

membranas basales de organismos animales, y la formada entre un residuo de

arabinosa y un residuo de hidroxiprolina, que tiene lugar en las glicopro

teinas de las paredes celulares vegetales (57).

1.2.1.2. Oligosacáridos dgl_grupo "asparagina"

Los oligosacáridos pertenecientes a este grupo tiene en comün un

núcleo o "core", que es un pentasacárido,

ManoLl-)6(Man0L1-+3)Man(31-94GlcNacfi31-94GlcNac, unido por el residuo de

GlcNac terminal al N de la cadena lateral de un resto asparagina de la pro

teina (79). En virtud de lo anterior, se dice que estos oligosacáridos están

unidos N-glicosidicamente, y a las glicoproteïnas de este tipo se las llama

N-glicoproteïnas.

Dentro de este grupo existen tres subgrupos: los oligosacáridos del

subgrupo denominado de "alta manosa", que poseen de 2 a 6 restos de venosa

adicionales, es decir que contienen de 5 a 9 unidades de manosa en total; los

del subgrupo "complejo", en los cuales el "core" mencionado posee cadenas

adicionales externas de N-acetilglucosamina, galactosa, siálico, y en algunos

casos fucosa; y los oligosacáridos del subgrupo "hibrido", que tienen carac

teristicas propias de los dos primeros subgrupos. En la Fig. 1-1 se muestran

las estructuras de los oligosacáridos pertenecientes a cada uno de los tres

subgrupos mencionados. En una misma molécula de glicoproteïna pueden
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coexistir oligosacáridos de ios dos grupos y 1os tres subgrupos referidos.

Una característica de 1a unión N-giicosidica es su reiativa estabi

lidad frente a1 áicaïi, requiriéndose, para 1a Iiberación de Ios 01igo

sacáridos unidos N-gïicosidicamente, tratamientos aicaïinos más drásticos. La

Iiberación de] grueso dei 01igosacárido también es posib1e bajo condiciones

suaves, mediante e] empieo de 1as endoïg-N-acetiigiucosaminidasas. Estas
.enzimas hidroïizan 1a unión entre 105 dos residuos de N-aceti1gïucosamina de]

"core" unidos por un en1ace F51-94. La primera enzima de este grupo descu
bierta fue encontrada en Streptomyces griseus por Tarentino y Maïey (107), y

fue 11amadaendo-fó-N-acetiïgïucosaminidasa H (Endo-H) porque actüa sobre Ios
oligosacáridos "high mannose" (“aita manosa").

1.2.1.3. Microheterggeneidadgg_lgs oïigosacáridos

Los oïigosacáridos pertenecientes a cuaïquiera de 105 grupos men

cionados pueden no tener 1a misma composición de monosacáridos en todas las

moïécuïas de una gïicoproteïna determinada, en cuyo caso se hab1a de microhe

terogeneidad.

1.2.2. Pasos biosintéticos gue 11evana_1a gïicosiïación gg_proteïnas

1.2.2.1. Giicoproteïnas ggl_grupo serina/treonina

La biosïntesis de 1as gïicoproteïnas de} grupo serina/treonina

ocurre por g1icosi1aciones cata1izadas por incosiItransferasas (99). La pri

mera transferencia es 1a de un residuo de N-acetiigaïactosamina a partir de



UDP-N-acetiigaiactosamina, a1 grupo -OH de serina o treonina en 1a cadena

poiipeptidica. La eiomgación de] oiigosacárido se produce por adición secuen

ciai de unidades monosacaridicas a partir de ios correspondientes nucieótido

azúcares, no habiéndose ha11ado ¡firgün intermediario entre e]

nucieótido-azücar y 1a proteina.

La estructura fina1 de1 oiigosacárido está determinada por factores

genéticos a través de] tipo de especificidad y proporciones reiativas de gïi

cosiïtransferasas producidas en una céiuïa determinada y de 1a disponibiiidad

de nucïeótido-azücares (98,99).

Las evidencias experimentaies tienden a confirmar que 1a gïicosiia

ción de residuos serina y treonina ocurre en e] aparato de Goigi, sobre

p01ipéptidos ya terminados (97).

1.2.2.2. G1icoproteïnas ggl_grupo'asparagina

1.2.2.2.1. Participación de] d01ic01

A fines de 1a década de] sesenta se encontró que sacáridos unidos

a Iïpidos por puentes P y PP eran intermediarios en 1a sintesis de p01i—

sacáridos de 1a pared ce1u1ar bacteriana, como en 1a mureïna (trabajos de

Strominger (3) o en e] 1ipop01isacárido (trabajos de Robbins y co]. (123)).

E1 Iipido resuitó ser e] undecapreno], formado por 11 unidades de isopreno. A

raíz de estos resuïtados, Luis F. Leïoir y su equipo de coiaboradores deci

dieron investigar 1a posibiïidad de que 1ïpido-azücares pudiesen ser inter

mediarios de aigün compuesto en cé1u1as eucarióticas. Asi, incubando

microsomas de higado con UDP-(14€)Gic, compuesto que habia sido descubierto



por Leioir investigando e] metaboiismo de 1a gaiactosa (23), se encontró que

se formaba un compuesto radioactivo solub1e en soiventes orgánicos. E1 com

puesto formado resuïtó ser Gic-P-doiicoi (8), sustancia desconocida hasta ese

momento, y que era capaz de transferir su resto gïucosiïo a un aceptor

endógeno. Este, una vez giucosiiado resuitó ser un oiigosacárido que contenía

glucosa, manosa y N-acetiiglucosamina unido a doiico] (Dol) por un puente de

PP y era transferido a proteinas endógenas (80). Anáïogamente, incubando

microsomas con GDP-Manse formaba Man-P-Do], y si e] nucïéotido azúcar era

UDP-GICNac,105 productos obtenidos eran GlcNac-PP-Doï y GicNaCZ-PP-Doï.

La porción 1ipïdica, Do], ya habia sido descripta con anterioridad

como un componente bioiógico natura] (19). Su estructura es 1a siguiente:

CH3 CH3

H-(CHz-C-CH=CH2)n-CH2-CH-CH2—CH20H

E1 Do] aisïado de tejidos animaïes es siempre c(-saturado (a

diferencia de su aná1qgo bacteriano, e1 undecaprenoï) y contiene de 17 a 21

unidades isoprénicas.

Numerosas evidencias experimentales (81) han ac1arado 1a natura

1eza de Ios pasos enzimáticos invo1ucrados en 1a formación de] oïigosacárido

unido a1 001 fosforiiado y en su transferencia a proteina. Taies reacciones

se eng1oban en 10 que/es dado en 11amar "cicïo de] doiicoï" (esquematizado en

1a Fig. 1-2), dado que e] Do1-P es reciciado 1uego de 1a transferencia de]

oïigosacárido a 1a proteina aceptora, no consumiéndose en forma neta. La pri

mera reacción enzimática que 11eva 1a adición de] primer monosacárido,

GïcNac, es inhibida por tunicamicina, famiiia de sustancias muy utiiizada
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comoinhibidor de 1a N-giicosilación proteica (30). Los cinco primeros resi

duos de nanosa son adicionados a partir de GDP-Many ios cuatro üitimos a

partir de Man-P-Do] (81). Los tres residuos de giucosa son transferidos a

MangGicNacz-PP-Doia partir de Gic-P-Doi, dando 1ugar, finaimente, a un com

puesto de composición GIC3Man9G1cNac2-PP-Doi,cuya estructura totaimente

diiucidada (64) se iiustra en 1a Fig. 1-3. La porción sacaridica de este

último compuesto presumiblemente es 1a misma que Parodi y co]. (80) iograron

transferir a proteina antes de conocer su estructura precisa. Ahora se sabe

que esta sustancia constituye e] iipido-oiigosacárido intermediario más abun

dante en varios tipos ceiuiares, y que es e1 dador norma] de 1a porción

sacaridica, 1a cua] es transferida en bioque a 1a proteina aceptora (103).

Cada residuo de azücar en una posición particular es adicionada a1

oiigosacárido creciente siguiendo una secuencia definida. Esta afirmación se

basa en e] hecho de que 1as estructuras de oiigosacáridos unidos a Doi-PP de

tamaños menores que e] de] oiigosacárido final son únicas (26), no habiéndose

detectado cantidades significativas de ios demás isómeros posibies si 1a adi

ción de azúcares fuera a1 azar. En virtud de estos resuitados, se ha pro

puesto 1a secuencia de biosintesis presentada en 1a Fig. 1-4.

Todas ias reacciones de] cicio dei Do] ocurren en e] RER (10) y se

demostró que 1a transferencia dei oiigosacárido requiere inserción de]

poiipéptido a 1a membranay tiene iugar antes de que 1a sintesis de éste haya

terminado (91), es decir que 1a N-giicosiiación es un evento iigado a membra

nas y co-traduccionai.

La presencia de] cicio dei doiicoi es considerada una carac

terística universai de ias céiuias eucarióticas (103).
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1.2.2.2.2. Procesamiento_ggias Nzgiicoproteïnas

Por procesamiento se entiende a1 conjunto de modificaciones que

sufren ios oiigosacáridos inmediatamente después de ser transferidos a 1a

proteina aceptora, para dar 1ugar a 1a gran diversidad estructura] a nive1 de

azúcares unidos N-giicosidicamente a proteinas. La Fig. 1-5 esquematiza ias

etapas conocidas de dicho procesamiento.

E1 primer evento invoïucra 1a eliminación de ios tres residuos de

giucosa de] oïigosacárido recién transferido (48) (etapa 2), cataiizada por

1a 11amadagiicosidasa I, que remueve e1.residuo de gïucosa terminai, y por

1a gïicosidasa II, que se encarga de eiiminar ios dos restantes (116). Ambas

enzimas están 10ca1izadas en los RERy REL dei 1ado iuminai (41). La etapa

siguiente consiste en 1a remoción de Ios residuos de manosa que se encuentran

unidos por uniones C!.1-92 (etapa 3a), por parte de <><-manosidasas que se

encuentran en e] RERy en e] aparato de Goïgi (75,105). E1 número de residuos

de manosa removidos puede variar entre 0 y 4, para dar 1ugar a oiigosacáridos

de "a1ta manosa" conteniendo entre 9 y 5 unidades de manosa, respectivamente,

dependiendo de 1a naturaieza de 1a g1icoproteina (48).

A diferencia de io que ocurre durante 1a sintesis de] 01igo

sacárido unido a DoI-PP, ei orden de remoción de Ios residuos de manosa no es

universai, sino que distintas proteinas pueden contener oiigosacáridos de

"aïta manosa“ con e] mismo número de restos de manosa pero c0n distinta

estructura, es decir, ser isómeros entre si.

E1 procesamiento puede continuar con 1a adición de un residuo de

N-acetiigiucosamina a1 residuo de manosa más expuesto de] l'core" (etapa 4a,
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Fig. 1-5) (10,48), y 1uego 1a 11amada manosidasa II hidroiiza 10s dos resi

duos de manosa que no pertenecen a1 "core" (etapa 5) (104,44). La seguida

incorporación de N-acetiigiucosamina, gaiactosa, siáiico y fucosa origina 10s

oïigosacáridos "complejos" (etapas 6-9) (10). En e] caso de no ser retirados

10s dos üitimos residuos de manosa, ios oiigosacáridos resuïtantes son de]

tipo "hibrido", pudiendo estabiiizarse estas estructuras por 1a adición de N

acetiïgiucosamina a1 residuo de manosa más interno (ver Fig. 1-1) (44). La

manosidasa II y 1a N-acetiïgiucosaminiï transferasa están Iocalizadas en 1a

parte "cis" de] aparato de Goïgi (1a más cercana a1 nücieo ceiuiar), mientras

que las gaiactosi] y sia1i1 transferasas se encuentran en la parte "trans"

(1a más cercana a 1a membranapiasmática).

En 1a Fig. 1-5 se muestra un caso eSpecia1 de ramificación de]

camino principa] de procesamiento, por e1 cua1 se forman oïigosacáridos de

"aita manosa" fosforiïados en 1a posición 6 de unidades de manosa (etapas 3b

y 4b). Los grupos P-6-Man resuitantes son marcadores especificos que inter

vienen en e] proceso de transporte de enzimas degradantes iisosomaies (como

1a(3-giucuronidasa) desde e] aparato de Golgi hasta 10s 1isosomas (106,71).
¿Qué es 10 que determina que un oiigosacárido sea fina1mente de

"a1ta manosa" o "complejo"? Se acepta actuaimente que una u otra a1ternativa

estaria determinada por 1a accesibiïidad de ios oiigosacáridos a ias enzimas

procesadoras. Aqueiios oiigosacáridos sobre Ios cuaïes 1a acción de dichas

enzimas está impedida por 1a estructura terciaria de 1a proteína quedarían

definitivamente como de "aita manosa", mientras que si 1a conformación pro

teica permite tal acción enzimática, los oiigosacáridos resultarian

"compiejos" (120).



1.2.3. Funcionesgg_la porción sacaridica d las glicoproteinas

Si bien 1as g]icoproteinas están amp1iamente distribuidas en 1a

naturaieza como productos intra y extrace1u1ares, ejerciendo numerosas fun

ciones bien definidas, e] ro] de ios azúcares componentes en muchos casos es

desconocido. Las estrategias utiïizadas para investigar e1 pape] bioïógico de

oïigosacáridos de 1as gïicoproteinas son 1as siguientes (73):

a) Inhibición de 1a N-g1icosi1ación mediante inhibidores de] cic10 de] doii

co], p. ej., tunicamicina, que ha producido una verdadera expiosión de

información acerca de] ro] de Ios azúcares en un gran número de incopro

teinas.

b) Modificación quimica de 1a porción sacarïdica.

c) Inhibición dei procesamiento de 1as N-gïicoproteinas.

d) Aisïamiento de nutantes ceïuiares con a1teraciones en e] mecanismode gii

cosilación o procesamiento.

Los resu1tados obtenidos a partir de 10s enfoques enunciados preceden

temente permitieron asignar a 1os oiigosacáridos de 1as giicoproteinas 1as

siguientes funciones:

a) Proveer señaïes de reconocimiento. Una de 1as primeras indicaciones con

cernientes a este pape] de 1os oiigosacáridos fueron 1as observaciones de

Ashwe11de que 1a remoción artificiai de residuos de ácido siáïico de g]i—

coproteïnas piasmáticas reducía 1a vida media de e11as en e] torrente cir

cu1atorio de varias especies animaies (69). Se encontró que 1as proteinas

sin ácido siáiico eran captadas y cataboïizadas por 10s hepatocitos, que

contienen una proteina receptora que reconoce residuos terminaies de



b)

C v

ga1actosa. Otro caso interesante de reconocimiento es el que determina e]

destino subceiuiar de ciertas giicoproteïnas, en cuyo contexto, los mar

cadores Man-6-P en enzimas que 1uego de sintetizadas deben dirigirse a ios

1isosomas (ver Sección 1.2.2.2.2.) configuran e1 ünico ejempio bien docu

mentado de 1a infiuencia de 1a estructura sacarïdica en e] transporte

intraceiuiar de giic0proteïnas y por ende en su iocaiización fina]. Otras

formas de reconocimiento invoiucrando azúcares son ias de] tipo céiuia

virus y cé1u1a—cé1u1a; como ejempio de] primer caso está e] de] virus

infïuenza que se une a siáïico presente en 1a superficie de ios gióbuios

rojos (38); mientras que un ejempio de] segundo caso 10 dan 1as bacterias

E. Coii y S. Tiphy que se unen a cé1u1as epiteiiaies y macrófagos

sanguíneos nediante una 1ectina bacteriana que reconoce restos de manosa

en 1a superficie de dichas céiuias animaies (5).

Estabiiizar conformaciones. Esta función es invocada por numerosas eviden

cias. Por ejempio, se han encontrado casos en ios que 1a ausencia de] oii

gosacárido provoca 1a insoiubiiidad de 1a proteina, tai comoocurre con 1a

proteína G de] virus de 1a estomatitis vesicuiar, que en esas condiciones

no puede ilegar a 1a membrana piásmatica de 1a cé1u1a infectada (35).

Además, anticuerpos dirigidos centra proteinas no giicosiiadas, comoias

de 1a envoltura de] virus Semiiki Forest, no se unieron a ias mismas pro

teinas giicosiiadas (73).

Proporcionar resistencia a proteóiisis. La eiiminación “in vitro" de ios

oiigosacáridos aumenta (por un mecanismo no aciarado hasta e] momento) 1a

sensiiibidad de ias giicoproteïnas -p. ej., fibronectina (74)- a 1a acción

de proteasas. Este efecto podria deberse a exposición de nuevos sitios



sensibies a proteasas, por 10 que se podria inciuir esta función dentro de

1a anterior ciasificada como b), pero como Ios perfiïes proteoiïticos

resuitaron cua1itativamente independientes de 1a presencia o ausencia de

azúcares, 1a mayor susceptibiiidad proteoiitica quizá se deba simpiemente

a una más rápida accesibiiidad de] oiigosacárido a ias enzimas.

d
V Favorecer un correcto procesamiento proteoiïtico "in vivo". En e1 caso de

1as giicoproteïnas de] virus infiuenza, 1a inhibición de 1a giicosilación

aitera e] norma] procesamiento a partir de un precursor de mayor peso

moïecuiar (74).

e) Influir en e] proceso de secreción. Los dispares resuïtados obtenidos no

permitieron proponer una hipótesis unificadora a1 respecto. En numerosas

instancias, 1a inhibición de 1a giicosilación no tiene efecto a1guno sobre

1a secreción de 1a porción proteica de muchas giicoproteïnas (74). En

cambio, en otros casos como 105 de IgA e IgE de ratón, 1a ausencia de]

carbohidrato a1tera o impide e] proceso de secreción (46).

Intuitivamente, se esperaría que 1a ausencia de glicosiïación alterara

sustanciaïmente 1a función inherente a una giicoproteina, dada 1a discutida

infiuencia de 10s azúcares en 1a conformación proteica, suponiendo ésta cru

cia] para 1a acción bioiógica. Sin embargo, ios resuitados experimentaies

obtenidos en muchos 1aboratorios hasta e] nnmento tienden a generaiizar la

irreïevancia de] oiigosacárido en 1a específica función bioiógica de una gïi

coproteina (74). Pareceria que 1a porción sacarïdica infiuye "in vivo" en e]

aseguramiento de una correcta sintesis, de un apropiado tiempo de vida y en

1a Iocaiización fina] de una gïicoproteïna, pero no en 1a naturaieza de su

función eSpecïfica propiamente dicha, una vez sintetizada y Iocaiizada en e]



sitio definitivo. Tai es asi que muchasgiicoproteinas ahora son obtenidas en

gran escaia por técnicas de irgenierïa genética empieando bacterias, 1as

cua1es no poseen 1a maquinaria giicosiiante, a ias que se 1es introduce e1

gen que codifica a 1a cadena poiipeptïdica. Por ejempio, 1a interieukina-Z

humana obtenida de esa manera y por 10 tanto no giicosiiada (89) tiene 1a

misma función mitogénica sobre 1infocitos T (60) que 1a proteina normaimente

giicosilada (67).

Debe tenerse en cuenta que saïvo aïgunas arqueobacterias, Ios pro

cariotes no poseen giicoproteïnas. Esto indica que éstas no son imprescin

dibïes para ios procesos bioiógicos básicos. E1 hecho de que existan en

eucariotes permite 1a especuïación acerca de su aparición como una necesidad

evoïutiva cuando ios diferentes componentes presentes en organismos más

compiejos necesitaron reïacionarse de aiguna manera entre si.

La giicosiiación de proteinas es un proceso caro que requiere ampiia

información genética para 1a producción de muchas enzimas y sustratos. Esto

sugiere que ios azúcares ies confieren a ias giicoproteïnas importantes

propiedades; de otro modo, no hubieran persistido a través de 1a evoiución.

Las g1icoproteïnas “aita manosa"pueden constituir una forma primitiva

de oiigosacáridos jugando un papei en ei piegamiento de proteinas para esta

biïizar su conformación definitiva. La evo1uci6n de un camino metabóïico de

procesamiento puede ser considerado como un medio de expandir e] repertorio

de estructuras sacarïdicas y por ende de proporcionar diversidad giicopro

teica.



1.2.4. Rgguiacióndg_la biosintesis gg_N-giicoproteínas

En dos sistemas bioiógicos se ha estudiado con cierto detaiie e] roi

de] cicio de] doiicoi en 1a reguiación de 1a síntesis de giicoproteinas. Uno

de eïïos es e] de membranas de cwiducto de ga11ina, 1as cua1es, bajo previo

tratamiento del órgano con estrógenos, contienen incrementados niveïes de

doiicol fosfato (Doi-P), concomitantemente con una aumentada transferencia de

azücares a proteina (21). Otro sistema es e] de los embriones en desarroiio

de erizo de mar. En este caso se demostró que para e] correcto desarroïïo se

requiere 1a biosïntesis de N-gïicoproteïnas y una previa formación “de n010"

de doiicoi, como así también de su fosforiïación (90). Membranasaisiadas de

embriones en pieno desarroiio contenían altos niveies de doiicoï fosfoquinasa

(90), 1a enzima que fosforiia doiicoi en reserva a partir de CTP.

También se ha postuiado que 1as enzimas Doi-P fosfatasa y 001 fos

foquinasa moduian 1a concentración de doiicoi, y por lo tanto 1a veiocidad de

síntesis de giic0proteïnas (12).

Sin embargo, es opinión de] autor de esta tesis que, a juzgar por 1a

1iteratura referente a este tema, es difícil sacar conciusiones acerca de 1a

reguiación dei cicio de] doiicoi "per se“ en e1 proceso de giicosiiación, ya

que ésta invoïucra también comosustratos a las proteinas aceptoras dei oli

gosacárido. Si se acepta que 1a presencia de] oiigosacárido es una carac

teristica inseparabie de una giicoproteïna, siendo importante en muchas de

sus propiedades (ver Sección 1.2.3.), ei número de moïécuias susceptibles de

ser giicosiiadas debe aumentar si se ve aumentada 1a veiocidad de transferen

cia de azúcares; de 10 contrario, se producirïan giicoproteïnas aberran



temente giicosiiadas, con propiedades anómaias. En otras paiabras, si por una

necesidad fisioiógica (diferenciación, p. ej.) debe aumentar e] número de

moiécuias glicoproteicas en una cé1u1a, tienen que verse incrementados no

5610 Ios niveies de ias enzimas ciaves en 1a sintesis y/o transferencia de]

oiigosacárido sino también ios de todas ias proteinas aceptoras, tratándose

de un proceso mucho más generaiizado. En resumen, si e] Doi-P regula 1a veio

cidad de sintesis de giicoproteinas, probabïemente no sea e] ünico factor

invoiucrado en dicha reguïación.

Además, aun cuando ios niveïes de D01—Pendógeno efectivamente aumen

ten en ciertas circunstancias fisioiógicas que requieren aita actividad

biosintética de giicoproteïnas, e] Doi-P no seria estrictamente ei regu1ador,

sino que ta] aumento probabiemente refïejarïa e1evados niveies de actividad

de aiguna(s) de ias enzimas biosintetizadoras de Doi-P, que seria(n) ei/ios

verdadero(s) reguiador(es) primario(s).

1.3. Asgectos bioiggicos del egididimo

1.3.1. Anatomia

En ios mamíferos, ios espermatozoides formados en ios tubos

seminïferos de] testicuio son transportados desde este órgano a través de un

sistema tubuiar. Este sistema se compone de varios conductos cuyo origen es

e] rete testis, e] cua] está conectado a ios conductiiïos eferentes, que

finaimente desembocan en un ünico conducto a1tamente arroïlado sobre si

mismo, 11amado epidïdimo. Este, a su vez, se continúa en e] conducto

eferente.



'E] epidïdimo está yuxtapuesto a] correspondiente testícuïo, y es

posibie definir segmentos anatómicamente bien diferenciados (42): e] pequeño

segmento inicia] y tres porciones principaïes que son 1a cabeza -o caput-, e]

cuerpo -o corpus- y 1a co1a -o cauda- (Fig. 1-6 y 1-7).

1.3.2. HistOIQgïa

Histoiógicamente, e] conducto está formado por cé1u1as epite1ia1es de

tres tipos (42):

a)

b
V

c)

d
V

Céïuias principaïes. Estas cé1u1as son ias más abundantes y se carac

terizan por ser a1argadas y tener un desarroïiado aparato de Goïgi rodeado

de cuerpos densos bien visib1es a1 microscopio e1ectr6nico. Su nücïeo es

grande y está desp1azado hacia ei 1ado basa] (el opuesto a 1a 1uz o 1umen

de] tübuïo). La especia1izaci6n de 1a membranapïasmática de] Iado 1umina1

está cïaramente expresada por e] buen número de micro/ellosidades que 1a

forman.

Céïulas basa1es, que se encuentran esporádicamente a 10 1argo del epiteïio

(aunque más abundantes en 1a co1a) y adyacentes a 1as céïuias principaies

en e] 1ado basa].

Céïuïas "ha1o", 11amadas asi nücïeo está rodeado deporque e] un

citopïasma c1aro con pocas organeias. También estas céïuias aparecen

esporádicamente y a1 igua] que ias basaïes no 1imitan con ei ïumen.

Céiuias c1aras. Estas céiuïas 5610 aparecen en 1a co1a de] conducto y se

caracterizan por una densa acumuïación en su base de gránu105 Iipïdicos.

En ias Figs. 1-8 y 1-9 se muestran imágenes dei epite1io epididimario

obtenidas por microscopía óptica.
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Fíg. 1-6: Reïacíones anatómicas de] epídïdimo con gl_testïcu1o gg_lg_rata.

Amp1ifícaci6n fotográfica: X 3.



SEGMENTO
INICIAL

Fíg. 1-7: EEidïdimogg rata aisIado totaImente extendido.

AmpIÍficación fotográfica: X 3,5.
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Fig. 1-8: Estructura gg_lg¿ tübu1os epídidímarios.

La imagen fue obtenida por microscopía óptica (amp1ifícaci6n: X 450) a partir
de un corte transversaï de cabeza de epidïdimo de rata.



- -_ ‘ - - ... e ‘- l c ‘. . _‘. . . \. ‘ o
. a. ‘ LPMEL“mag: o. .v. . .°

1 . .H ‘ y s '4" “3- A‘ . ,u‘ ¡e Ó 'o,wÏÑ’Ï‘M.‘pha; ° fvin“. J y: "J '- ",¿ ,15 « «.2? w ÑHÏ
4. —v' v I'

MÏCROVELLOSIBADEas
I z" A 'o

Fig. 1-9: DísEosícíón¿{Lai cé1u1asegíteh'aIes ¿[a egidïdímo.

La imagen fue obtenida por microscopía 6pt1‘ca_(amp11’f1‘cac1’6n:X 1.860) a par
tir de un corte transversa] de cabeza de epid1d1’mode rata.



En ciertos trayectos dei conducto, cuando no hay intercaiadas cé1u1as

basaies, "haio" y ciaras, e] epiteiio consta 5610 de céiulas principaies en

monocapa.

No hay grandes diferencias histoiógicas entre cuerpo, cabeza y coïa, a

excepción de variaciones en 1a a1tura ceiuiar (que determina e] diámetro de]

Iumen) que pueden ser consecuencia de diferencias en la actividad metabóiica.

Además, entre ias superficies basaies de ias céiuias epiteiiaies de

105 tübuïos contiguos debido a1 enroiiamiento, hay céiuias de müscuio 1iso,

entre 1as que se interponen fibrobiastos, capiiares y céiuias nerviosas for

mando10 que se Iiama ei insterticio.

1.3.3. Fisioiggïa

Los espermatozoides transitan a 10 1argo de] epidídimo y iuego per

manecen en su porción dista1——c01a- durante variabies periodos antes de ser

eyacuiados. Durante todo ese tiempo adquieren potencia] capacidad fer

ti1izante, sufriendo concomitantemente ciertos cambios morfoïógicos,

fisioiógicos y bioquímicos que se em;1oban bajo 1a denominación de

"maduración" (118,7). Ya a principios de sigio se habian encontrado diferen

cias en ciertas propiedades —p.ej., motiïidad- de ios espermatozoides obte

nidos de distintas regiones de] epidïdimo. La cuestión de si ios cambios

antedichos son originados por propiedades intrínsecas dei espermatozoide, o

si por e] contrario son infiuidos por su hábitat -e1 epididimo-, ha sido

debatida durante años. Actuaïmente se cree que e1 epidïdimo no es un cana]

meramente pasivo, sino que su ro] excede e] de aiojar espermatozoides, par

ticipando activamente en 1a referida maduración. Cabe aclarar que ios cambios



que ocurren en 1a céiuia germinai mascuiina no se agotan en e] epidïdimo,

sino que prosiguen cuando dicha céiuia abandona e] tracto genita] mascuïino y

penetra en e] femenino, dando 1ugar a 10 que se 11ama "capacitación" de]

espermatozoide.

Es importante destacar que ias conciusiones de 1os estudios sobre cam

bios inherentes a 1a maduración se ven dificuitados por 1as diferencias

existentes entre especies de mamíferos, de ias cua1es sóio un modesto nümero

se ha anaiizado.

Dentro de ios cambios morfoïógicos se han descripto modificaciones

estructuraies de] acrosoma espermático, que es un gránuio de secreción deri

vado de] Goigi, y que envueïve a1 nücieo. E1 acrosoma contiene enzimas

hidroiiticas invoïucradas en 1a penetración de] espermatozoide a 1a "zona

pe11ucida" de1 ovocito fecundado.

Con respecto a ios cambios fisioiógicos mencionados, se pueden citar

modificaciones de ciertas propiedades de superficie, taies comoautoagïutina

ción, sin oïvidar que 1a a1teraci6n fisioiógica obviamente más importante es

-por definicición de maduración- 1a adquisición de capacidad fertiiizante.

Asï, 105 espermatozoides obtenidos de 1a cabeza son infértiïes y Ios aisiados

de c01a son potenciaimente fértiles.

Con reiación a ios cambios bioquímicos hay una inmensa masa de infor

mación citada en 1a Referencia 118. Como ejempio, se puede mencionar 1a

demostración de que espermatozoides testicuiares dependen más de un metabo

1ismo oxidativo que ios eyacuiados, Ios cuaies viven de un metabo1ismo pura

mente giicoiitico. Pero quizá ios cambios más significativos son ios que

ocurren a nive] de 1a membranapiasmática espermática. A este respecto, hay



parámetros taies como 1a capacidad de espermatozoides de unirse a 1ectinas

(72,4) y 1a distribución de cangas eiéctricas en su superficie (27), que

indican que 1a nmmbrana de ios espermatozoides se va aiterando durante e]

tránsito de éstos por e] epididimo. En Ios cambios bioquímicos seguramente

están ias causas de muchos de 1as modificaciones morfoiógicas y fisioiógicas

que acompañan a 1a maduración.

Como Ios espermatozoides son inmóviies dentro dei epididimo, su

transporte depende de eiementos contráctiies autónomos de 1a pared dei con

ducto, que están inervados por e] sistema nervioso simpático. Ta] actividad

contrácti] es minima en 1a coia y por io tanto en esta región ‘Ios esper

matozoides maduros son aimacenados. Durante 1a eyacuiación, ocurre una

vigorosa contracción tubuiar que hace expu1sarlos.

La actividad de] epididimo de inducir 1a maduración, como asi también

1a de constituir un 1ugar de aimacenamiento son fuertemente dependientes de]

suministro de andrógenos a1 órgano (7). Los deta11es de este controi hormona]

se presentan en 1a siguiente sección.

1.3.3.1. El epidïdimo comoórgano efector de andrógenos

E1 mecanismo de acción de 10s andrógenos comenzó a ser estudiado a

fines de ios años '60 utiiizando próstata de rata comomodeio bioiógico. Hoy

se sabe que ios resuitados obtenidos entonces son básicamente extrapoiabies a

todos ios órganos b1anco de andrógenos (115), inciuyendo e] epidïdimo (110).

Los conocimientos actuaies permiten resumir e1 mecanismo de acción

andrqgénica en 1a siguiente secuencia de eventos esquematizados en 1a Fig.

1-10:



1)

2
V

3)

4)

5
V

6)

7)

La testosterona Hega a 1a céïuia transportada por proteínas en e] piasma

sanguíneo, y en e] caso de] epidïdimo, también a través de 1a qu tubuiar

directamente a partir de ios tübuios seminïferos testicuiares, unida a una

proteina Hamada ABP (proteina iigadora de andrógenos). Se cree que 1a

testosterona iibre atraviesa 1a membranapiasmática, ya sea de] iado basa]

(a partir de capiiares sanguíneos) o apicai (desde ei fiuido 1umina1) a

favor de un gradiente de concentración.

La testosterona es metaboiizada a SOL-dihidrotestosterona (DHT)por 1a

enzima A 4-3-cetoesteroide -5°<-reductasa, Iocaiizada en e] reticuio

endopiásmico y en 1a superficie externa de 1a membrananuciear.

La DHT se une no covaientemente y con alta afinidad a una proteína

citopiasmática Hamada receptor.

La unión antedicha resuita en variaciones conformacionaies de] receptor

originando una activación dei compiejo Receptor-Hormona.

Este compiejo es trasiocado a1 nücieo por mecanismos poco esciarecidos y

se une especificamente a sitios en 1a cromatina.

E1 compiejo ternario Hormona-Receptor-aceptores cromatïnicos desencadena

una activación de 1a transcripción de ciertas secuencias dei DNA, a1

parecer por aumentar 1a capacidad de tempiado en dichas regiones. Esto

conduce a 1a sintesis "de novo" de proteinas especificas que Hevan e]

mensaje hormona].

E1 compiejo, 1uego de un tiempo variabie, se disocia y e] receptor regresa

a1 citopiasma siendo reciciado.
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Fig. 1-10: Esquema de] mecanismo gg acción gg 1os andrógenos en una céluïaefectora.

En e] caso de] epídïdímo, 1a céïuïa efectora es 1a cé1u1a epite11a1 prin
cipa], 1a cua] recibe un aporte adiciona] de testosterona desde e] Iumen.
T, testosterona; DHT,5 OL-dihídrotestosterona.



1.4. Antecedentes inmediatos ¿_objetivos gg_la_investigaci6n

1.4.1. Concentración de dolicoi gn_epidïdimo

Uno de Ios nñviïes que 11ev6 a investigar en e] presente trabajo e]

papei de 1as N-gïicoproteïnas en epididimo fue 1a aparición en 1a 1iteratura

de datos referentes a 1a concentración de doiicoi en este órgano. En ta] con

texto, Wenstrom y Hamiiton (119) informaron que, en e1 caso de 1a rata, e]

doïicoï 1ibre no esterificado se encuentra en una concentración de airededor

de 70 ug/g de epidïdimo hümedo en sus porciones más proximaïes, vaior éste

superior a1 encontrado en testicu10, órgano que -entre ios que habian sido

anaiizados hasta ese momento- era e] que poseía más cantidad de dicho 1ipido

(93).

1.4.2. Evidencias ¿ya unión gg_ proteinas gg_ origen epididimario a_ esper

matozoides

Trabajos en varios 1aboratorios han apertado evidencias referentes a

1a existencia de proteinas epididimarias presentes en 1a membrana de ios

espermatozoides. Estas proteinas se han identificado en rata (54), conejo y

hamster (68). Bïaquier y co]. aisïaron y caracterizaron parciaïmente un grupo

de proteinas epididimarias especificas, a 1as que 11amaron SEP (34) y en par

ticuiar 1a gïicoproteina DE, un componente mayoritario de ias SEP que con

tiene un 10% de carbohidrato (33) aparentemente unido O-giicosidicamente a

juzgar por su contenido de giucosa, y que se asocia a espermatozoides en vias



de maduración (55).

Los estudios mencionados precedentemente indican en forma indirecta

una unión entre proteínas epididimarias y cé1u1as germinaies, ya que se basan

en 1a detección en 1a superficie de] espermatozoide de componentes que reac

cionan con anticuerpos dirigidos contra 1as proteinas ais1adas de epididimo,

existiendo 1a posibiïidad de reacción cruzada. Experimentos reaiizados adop

tando un enfoque más directo son 10s de Brooks (17), quien anaïizó proteinas

secretadas por epididimo incubado “in vitro". Segün este autor, dichas pro

teïnas tienen 1a capacidad de unirse a espermatozoides, pero también 10 hacen

inespecïficamente a cé1u1as irreïevantes comogióbuïos rojos.

Los ünicos resu1tados de unión eSpecïfica fueron ios obtenidos por

Nong (122), quien demostró interacción entre una proteína de 32 KDa, obtenida

a partir de f1uido de cauda epididimaria de rata, y espermatozoides extraídos

de 1a misma región.

Aïgunos investigadores fueron más aHá de demostrar 1a interacción

proteina-espermatozoide e intentaron visuaiizar e] efecto de proteinas y

giicoproteïnas epididimarias en 1a interacción espermatozoide-ovocito, para

1a cua‘l debería existir previa maduración espermática. Los resu1tados fueron

positivos, por cuanto extractos conteniendo dichas (gïico)proteïnas -aunque

no bien caracterizadas bioquímicamente- obtenidos de epididimo de hamster

(37) _y de rata (77) indujeron una maduración "in vitro" de espermatozoides

funciona1mente inmaduros homóïogos, empieando e] criterio de cuantificación

de gametas mascu1inas capaces de adherirse a 1a zona peHucida de ovocitos

h0móïogos. En este contexto, son sugestivos 10s informes de aitas con

centraciones de proteínas con actividad enzimática bien definida como 1a



UDP-gaiactosazN-acetiigiucosamina gaiactosii transferasa, tanto en fiuido

epididimario de rata (43) como en 1a superficie de] espermatozoide de ratón

(100), ya que 1a enzima podría ser adquirida por 1a céiuia germina] durante

su tránsito por e] epididimo. La actividad de esta enzima en e] esper

matozoide parece ser requisito para 1a unión de éste a 1a zona pe11ucida

(100).

1.4.3. Objetivos del presente trabajo

Los antecedentes mencionados sugieren que 1as giicoproteïnas epididi

marias -entre ias que seguramente hay muchas dei grupo asparagina- participan

en e] proceso de maduración de ios espermatozoides. Con e] objeto de aportar

evidencias que convaiiden dicha hipótesis, se decidió reaiizar una serie de

experimentos tendientes a comprender mejor aigunos aspectos de] proceso de

maduración espermática a nive] moiecuiar.

En primer término, con e] propósito de incorporar conocimientos sobre

1a N-giicosiiación proteica en epididimo a nive] de azúcares precursores, y a

1a vez confirmar 1a universaiidad de] cicio de] doiicoi en céluias

eucarióticas, se investigó 1a presencia de dicho cicio adoptando dos

enfoques: 1) 1a "edición de aigunas enzimas invoiucradas y 2) e] aisiamiento

y caracterización estructura] y cuantitativa de ios componentessacarïdicos

intermediarios y finaies producidos a través de] cicio. Además, con ei fin de

generaiizar observaciones previas en cuanto a que 1a mayoria de ias funciones

epididimarias están reguiadas por andrógenos, se estudió 1a existencia de

contro] hormona] de 1a N-giicosiiación en epididimo.

En segundo 1ugar, habiendo cumpiido ei objetivo preiiminar anterior,



se encaró e] estudio de ias N-giicoproteïnas secretadas por e] órgano, 10

cua] no habia sido objeto de rfirgün trabajo previo. Desde e] punto de vista

estructura], se propuso 1a caracterización bioquímica de ias N-giicoproteïnas

secretadas más abundantemente, especiaimente de su porción sacarïdica. Desde

un ánguio funciona], pareció interesante investigar 1a interacción

"giicoproteïna secretada-espermatozoide", evento probabiemente requerido para

que e] proceso giobai de maduración tenga iugar.

Todos Ios experimentos presentados a continuación se reaiizaron

empieando cabezas de epididimo de rata, por cuanto representa 1a región

anatómica donde, a 1a 1uz de ias ideas vigentes hasta e] momento, comienza 1a

maduración espermática.



2. MATERIALES ï_METODOS

2.1. Materiales guimicos

2.1.1. Radioactivos

UDP-(U-14C)gïucosa (260 ¡mi/moi) y GDP-(U-14C)manosa (216 lJCí/¡JmoH

fueron preparados por Susana Raffo y Marta Eirin (Instituto de

Investigaciones Bioquímicas "Fundación Campomar") según 1a técnica de Thomas

y col. (111). (3H)001 y (3H)DOI—P(3,8 Ci/mmoï) se prepararon como está indi

cado por Beïocopitow y co1. (9). (2-3H)manosa (10-20 Ci/mmoï), (U-14C)giucosa

(250 yCiáumoï) y 14C-aminoácidos de hidroïizado de aïga fueron comprados a

New Engïand Nuc1ear (Boston, MA). 32Pi y Na1251 se obtuvieron de 1a Comisión

Naciona] de Energía Atómica (Argentina).

2.1.2. Enzimas

Proteasa de S. griseus tipo XIVy fosfatasa a1ca1ina de E. coïi se

obtuvieron de Sigma Chemica] Co. (St. Louis, M0). Endo-{3-N-aceti1-g]ucosa

minidasa H (Endo-H) fue suministrada por Miïes Labs. (E1khart, IN).

2.1.3. Materia1es gara cromatografía gn_co1umna

Bio-Ge] P-6, Bio-Ge1 P-60 y Bio-Ge] A 1.5 m fueron comprados a Bio-Rad

(Richmond, CA). Concanavaïina A-agarosa fue de Sigma.



2.1.4. Otros

Propionato de testosterona (TP) y acetato de ciproterona (CA) fueron

genti1mente cedidos por Laboratorios Gador (Buenos Aires, Argentina) y

Schering A.G. (Berïïn, Aïemania Occidentaï), respectivamente. Tunicamicina

fue gentiimente provista por Robert L. Hami11de E1i Li11y Co. (Indianapoiis,

IN). E1 Medio Mínimo Esencia] (MEM)fue adquirido a Gibco (Grand IsIand, NY).

Coomassie Bri11iant Biue fue marca Sigma y Bïue Dextran fue de Pharmacia

(Uppsaia, Suecia). Todos 105 soiventes y demás reactivos usados fueron de

grado anaiitico.

2.2. Anima1es

En todos 105 casos se utiïizaron ratas macho aduitas Nistar de 90 dias

de edad que pesaban a1rededor de 300 g.

2.2.1. Condiciones gg_castración ¿_terapia hormona]

En Ios casos en que se requirió castración, ésta se rea1izó por via

abdomina] bajo anestesia producida por éter etiïico. Con e] objeto de elimi

nar interferencias debidas a 1a presencia de espermatozoides, a todos 105

animales se 1es 1igaron ios conductos eferentes por 10 menos 7 días antes de

1a extracción de ios epidïdimos. E1 tiempo de Iigado fue coincidente con e]

tiempo tota1 de castración y terapia con TP en e] caso en que éste fue admi

nistrado. TP se inyectó por vïa subcutánea dos veces diarias en 0,1 m1 de

aceite vegeta] estéri] y CA se inyectó de 1a misma manera. Los animaïes



fueron sacrificados por dislocamiento cervica] usando guiiiotina entre 12 y

16 hs después de 1a üïtima inyección.

2.2.2. Tratamiento previo de ios animaies para obtención ge_espermatozoides

testicuiares

Con e1 objeto de promover 1a acumuïación de espermatozoides en rete

testis y evitar e] pasaje natura] de aquéïios hacia e] epidïdimo, ios conduc

tos eferentes de 1as ratas fueron iigados con hiïo quirúrgico 48 hs antes de

1a extracción de espermatozoides de rete testis, 1a cua] se realizó por pun

ción.

2.3. Obtención gg microsomas

2.3.1. Microsomasgg_epidïdimo

Se reaïizó una disección de1 órgano, a partir de tres a cinco anima

1es, tomándose ias porciones correspondientes a ias cabezas, 1as cua1es se

reunieron, pesaron y cortaron en trozos finos utiiizando tijeras. E1 tejido

fue homogeneizado en 4 vo1ümenes (m1 por g de tejido húmedo) de buffer Tris

20 mM pH 7,4 conteniendo EDTA 1 mM, ditiotreito] 1 mMy sacarosa 0,25 M

usando un homogeneizador Poiytron (4 puisos de 15 segundos en 1a veiocidad

"4"). Después de fiitrar a través de una trama de nyïon, se tomaron aïïcuotas

de 0,2 m1 para determinación de contenido de DNAy 1os homogenatos se centri

fugaron a 12.000 x g en centrífuga refrigerada marca Sorva11 durante 10 min.

Los sobrenadantes resuitantes fueron sometidos a una u1tracentrifugaci6n a



105.000 x g durante 1 h en centrífuga marca Spinco. Los sobrenadantes fueron

cuidadosamente decantados y Ios precipitados se resuspendieron en 200)u1 de

una s01uci6n de pH 7 con 1a siguiente composición: sacarosa 0,25 M,

2-mercaptoetano] 25 mMy EDTA0,5 mM. Los microsomas resuspendidos se usaron

inmediatamente en ios ensayos enzimáticos. Todas las operaciones se 11evaron

a cabo entre 0 y 4°C.

2.3.2. Microsomasgg_hïgado

Las fracciones microsomaies de higado de rata se obtuvieron de 1a

manera descripta por Parodi y co]. (82).

2.4. Ensazos enzimáticos sobre microsomas epididimarios

2.4.1. Medicióngg_la_actividad de manosi] transferasa

GDP-manosazDoi-Pmanosi] transferasa (EC 2.4.1.83) se midió bajo 1as

condiciones de Henmfirg (109). lOO/ug de proteina microsoma] se agregaron a 1a

mezcia de incubación que contenía sacarosa 0,15 M, buffer Tris-maieato 77 mM

pH 7,7, 2-mercaptoetan01 92 mM, EDTA 3 mM, MnC12 9 mM, Triton X-lOO 0,5%,

Doï-P en concentraciones variabies y GDP-(I4C)manosa 2,81pM (70.000 cpm) en

un voiumen tota] de 65/u1. Se dejó transcurrir 1a reacción durante 5 min a

30°C, tiempo éste en ei que aún se mantiene 1a iineaiidad. La reacción se

detuvo por agregado de 2 m1 de C13CH:CH30H(3:2 v/v). Después de centrifugar

a 1.000 x g 5 min, se descartaron ios precipitados microsomaies y ios sobre

nadantes se transfirieron a otros tubos a ios cuaies se 1es agregó 0,33 m1 de



Mgc12 4 mMresuïtando en 1a aparición de dos fases. Luego se reaiizó una

extracción de Foïch (31) que consistió en ios siguiente: se agregó a 1as

fases inferiores 0,8 m1 de C13CH:CH3OH:H20(1:16:16 v/v/v). Luego de centri

fugar a 1.000 x g 5 min, se eiiminó 1a fase superior y a 1a fase inferior se

Ie voivió a agregar C13CH2CH30HzH20(1:16:16) y se repitió 1a operación dos

veces más. Esta serie de extracciones tiene por objeto e1iminar metano] y

sustancias acuosoïubies (entre e11as e] nucieótido azúcar remanente) que

1uego de 1a extracción quedan en 1as fases superiores, con e] consiguiente

enriquecimiento de ias fases inferiores en cioroformo donde permanece e] pro

ducto de 1a reacción, Doi-P-Man. Las fases inferiores se 11evaron a sequedad

bajo N2 en via1es de vidrio para contar radioactividad.

2.4.2. Medicióngg_la_actividad gg_giucosi1 transferasa

Para 1a determinación de 1a actividad de UDP-g1ucosazDoi-P giucosii

transferasa (EC2.4.1.78), se utiiizó e] mismoprocedimiento que e] descripto

en e] punto 2.4.1. excepto que e] sustrato dador de azúcar fue

UDP-(14c)giucosa 0,86):M (100.000 cpm).

2.4.3. Determinación de la incorporación de L}4C)manosa a

Doi-PP-oïigosacáridos

Para medir esta incorporación, donde están invoiucradas varias enzimas

(ver punto 1.2.2.2.1.) se usó 1a misma mezcia de incubación que se describió

para manosi] transferasa usando Doi-P 400/uM, pero 1a incubación fue de 30

min deteniéndoia como en e] punto 2.4.1. Los precipitados proteicos se



1avaron dos veces con C132CH:CH3OH:H20(1:16:16) y Iuego se extrajeron dos

veces con 0,5 m1 de C13CH2CH3OH2H20(1:1:0.3). Por último se contó 1a

radioactividad presente en estos üitimos extractos reunidos y secos.

2.4.4. Determinación gg_la_incorporación gg_1}4C)manosaa_proteina

Esta incorporación se midió sometiendo ios precipitados iavados de]

ensayo descripto en 2.4.3. a un nuevo tratamiento de 1avado con 0,5 m1 de

metano] dos veces. Luego ios precipitados se soiubiiizaron con 0,4 m1 de

Protoso], añadiendo 20 ju] de ácido acético giaciai para neutraïizar 1a

a1ca1inidad de] Protosoi antes de contar radioactividad en viaies de vidrio.

2.4.5. Determinación gg_Doi-P fosfatasa

La actividad de esta enzima se midió como indican Be1ocopitow y coi.

(9) utiïizando 20 ¡ug de proteina microsoma] epididimaria como fuente de

enzima.

2.4.6. Determinación gg_ggl_fosfoguinasa

La medición de 1a actividad de esta enzima se rea1izó basándose en ias

condiciones de Rip y Carroi] (88). La nezcia de incubación (IDO/ul) contenía

(3H)001 0,551uM (200.000 cpm) NaF 10 mM, MgC12 10 mM, CTP 10 mM, Triton X-100

0,016%, buffer Tris-maieato 100 mMpH 7,3 y 20/ug de proteina microsoma] como

fuente de enzima. La cuantificación de] producto (DoI-P) y sustrato (D01)

remanente se reaiizó de acuerdo a1 método cromatográfico en capa deigada de

Boscoboinik y co]. (13).



2.5. Cuantificación gg_Doi-P gn_microsomasepididimarios

Microsomas epididimarios (entre 100 y 300 jug de proteína) fueron

extraídos con 2 m1 de C13CH:CH30H(3:2). Luego de centrifugar a 1.000 x g

durante 5 min, ios sobrenadantes se saponificaron por tratamiento con NaOH

10 N a 37°C durante 15 min. Luego de reaiizar una extracción de Foich, ias

fases inferiores conteniendo h'pidos no saponificabies se secaron bajo N2 y

en 105 mismos tubos se ensayó actividad de giucosi] transferasa en ausencia

de Doi-P exógeno de 1a manera indicada en 2.4.2. usando microsomas de higado

de rata (160 ¡ig de proteína) como fuente de enzima. (3H)Doi-P fue utiiizado

como marcador de recuperación durante 1a saponificación y extracción de

Foich. La recuperación gioba‘l fue 78%y ios datos se corrigieron teniendo en

cuenta ese va‘lor. Se reaiizó una' curva de ca'libración en paraieio con can

tidades conocidas de Doi-P (Fig. 2-1).

2.6. Condiciones d_e incubación _d_e_tejido

2.6.1. Extracción d_eepidïdimos d_eios animaies

Los animaies correspondientes según e] experimento fueron matados con

éter, sus epididimos fueron extraídos, 1uego de 10 cua] se cortaron con

tijera, tomando ias cabezas de] órgano y descartando ei resto (cuerpos y

coias). Las cabezas de epidïdimo mantenidas constantemente en medio de incu

bación a 0°C fueron cortadas con tijera en trozos con e] fin de eiiminar

espermatozoides. Luego se continuó cortando e] tejido hasta obtener particu
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Fig. 2-1: Curva de caiibración gara la_cuantificaci6n gg_Doi-Pdg_origen egidiaimaïïb.

La actividad de giucosii transferasa en microsomas de higado de rata (160Tpgde proteina) fue determinada agregando diferentes concentraciones de Do -P
standard, ta] como se indica en 1a Sección 2.5.



ias de aproximadamente 1 mmde diámetro, ias cuaies se 1avaron varias veces

con medio de incubación frio con e] objeto de eiiminar espermatozoides,

particuias de grasa y sustancias propias de] 1umen de] órgano que pudieran

haber quedado. E1 materia] metálico usado (pinzas y tijeras) fue embebido

previamente en a1coh01 y e] materia] de vidrio fue estérii para mantener con

diciones de asepsia.

2.6.2. IncubacionesMila'cmiucosa

Las condiciones de incubación fueron simiiares a ias adoptadas por

Parodi y coi. para otros sistemas bioiógicos (83). Cortes de cabeza de

epididimo (4 g) se incubaron en presencia de 250/1Ci de (14€)giucosa (125}1M)

en MEMsin gïucosa conteniendo piruvato de sodio 5 mMcomo fuente de energia

durante 5 h a 37°C con agitación.

2.6.3. Incubaciones con (2-3H)manosa1 otros precursores radioactivos

Las condiciones experimentaïes para 1as incubaciones de epidïdimo con

manosa radioactiva y otros precursores radioactivos están basadas en 10s tra

bajos de Aiperin y co]. (2) sobre corteza cerebra‘l introduciendo iigeras

modificaciones. Las particulas de tejido 1avadas se incubaron inmediatamente

en p1acas "muitiweii" que contienen cavidades de 200 ¡Ji de capacidad en

atmósfera húmeda de 5% C02 en aire a 37°C. La cantidad de tejido en cada

cavidad fue entre 4 y 10 mg de peso húmedo (40-100jig de proteina). MEF-1(que

contiene aminoácidos, saies, vitaminas y giucosa 5 mM)sin agregado de suero

(para faciiitar anáiisis de proteinas secretadas a1 medio) se usó comomedio



de incubación. Las a1icuotas de las soïuciones de Ios precursores radioac

tivos se secaron bajo N2 en tubos estériies (para eïiminar e] soïvente

originaï), redisolvieron en so/ui de MEMy agregaron a 1as cavidades que con

tenían Ios trozos de tejido a ias siguientes concentraciones: (2-3H)manosa,

lOOIPCi/cavidad en todos 105 experimentos excepto en ias curvas de tiempo

para poner a punto e1 sistema donde se usó 10 PCi/cavidad; 14C-aminoácidos,

25 ¡uCi/cavidad y 32Pi, 25/uCi/cavidad en MEM1ibre de Pi. Cuando se requirió

tunicamicina ésta se añadió a una concentración finaï de 10 pg/m]. Las incu

baciones se interrumpieron transfiriendo e] contenido de cada cavidad a tubos

de vidrio junto con ei quuido proveniente de ios 1avados de cada cavidad

efectuados con PBS frío hasta compietar 2 m1. Los tubos se centrifugaron

inmediatamente a 12.000 x g en centrífuga refrigerada durante 10 min,

mediante 10 cua] se separaron tejido (en ios precipitados) y medio (en ios

sobrenadantes).

2.7. Cuantificación ¿3; 151 incorporación ¿gi ios precursores radioactivos _g

proteína

2.7.1. Proteina intraceiuiar

Utiiizando una metodo1ogïa anáioga a 1a desarroiiada por Aiperïn y

co]. (2), ios precipitados resuïtantes de 1a centrifugación indicada en

2.6.3. fueron tratados con 0,5 m1 de TCA10%y 1uego se sonicó a 50 N durante

30 seg. Se caientó a 90°C 10 min y 1uego de centrifugar a 1.000 x g 5 min se

descartó e] sobrenadante con pipeta Pasteur. Este üitimo tratamiento tuvo por

objeto e1iminar oiigosacáridos unidos a iïpido. Después se agregó 0,5 m1 de



H20, sonicó y añadió 0,5 m1 de TCA20%; se voivió a sonicar (a esta a1tura e1

tejido estaba totaimente disgregado) y centrifugar en ias mismascondiciones,

descartando el sobrenadante. E1 precipitado se 1avó entonces con 1 nfl de

etan01zéter etiiico (2:1 v/v) y 1uego con 1 m1 de metano]. Se agregó 0,5 m1

de metano], se sonicó para homogeneizar' y se tomaron 100 ju] para deter

minación cuantitativa de proteinas. Luego se centrifugó y descartó ei sobre

nadante. E1 precipitado se secó a1 vacio y se trató con 0,2 m1 de

soiubiïizador de tejidos NCSy 10ju1 de ácido acético giaciai para neutraii

zar durante 30 min a 80°C. Finaimente, se contó radioactividad en viaies de

vidrio.

2.7.2. Proteina Iiberada gl_medio

Los sobrenadantes resuitantes de 1a centrifugación indicada en 2.6.3.

se trataron con TCAa una concentración finai de 10%. Luego de caïentar a

90°C durante 10 min, se filtró a través de fiitros de fibra de vidrio Whatman

GF/C (capaces de retener macromoiécuïas) en sistema de vacio. Los fiïtros se

1avaron secuenciaimente con 100 m1 de TCA 5%, 100 m1 de etano] y 100 m1 de

metano], se secaron bajo iámpara infrarroja e introdujeron en viaies de

vidrio conteniendo soïución centeiieadora para contar radioactividad.

2.8. Técnicas anaiïticas generaïes



2.8.1. Cromatografía gn_pape1

Cromatografía descendente sobre pape1 SS 2043a (Schieicher & Schueïi)

(fl e 11evó a cabo utiiizando Ios siguientes sistemas de soiventes:

3’ l-propanoi:nitrometano:agua (5:2:4)

W , l-butan01:piridina:agua (4:3:4)

Ó , l-butan01:piridina:agua (6:4:3)

Después de desarroiiar e] correspondiente cromatograma, 1a radioac

tividad presente en secciones transversaies de 1 cm se monitoreo mediante

centeïleo iïquido.

2.8.2. E1ectroforesis gg_pape1

Eiectroforesis de aito uoitaje se efectuó sobre pape] SS 2043a

(Schieicher & Schueii) a 30 V/cm en ácido fórmico 5% (pH 2). Los tiempos de

corrida variaron en ios distintos experimentos y se indicarán en Resuitados.

Luego de ias corridas, 1as tiras de pape] se pasaron por un radiocromatógrafo

("scanner") marca Packard modeio 7200 para detectar radioactividad o, aiter

nativamente, se cortaron en bandas transversaies de 1 cm cuya radioactividad

se determinó mediante centeiieo iiquido.

2.9. Anáiisis estructura] gg_01igosacáridos intraceiuiares gg_a1ta manosa



2.9.1. Oiimacáridos unidos a Do1-PP

Los precipitados obtenidos 1uego de ias incubaciones de tejido se

'Iavaron varias veces con EDTA10 mMa 0°C, homogeneizaron en H20, obtenién

dose asï una suspensión acuosa de 3 m1. Se agregó, entonces, 5 veces ese

vqumen de C13CH:CH30H(3:2), se agitó, centrifugó a baja veiocidad y se

descartaron 1as fases superiores e inferiores. La interfase se 1avó dos veces

con 12 m1 de €13CH:CH30H:H20 (3:2:1), luego con 6 m1 de H20, y finaimente se

extrajo con 5 m1 de C13CH:CH30H:H20(1:1:0,3) cuatro veces. Estos üïtimos

extractos se combinaron, evaporaron y disoïvieron en 1 m1 de 1a ü1tima mezcïa

de extracción. La soiución resuitante fue pasada por una coiumna (0,6 cm x 6

cm) de DEAE-ceïuiosa forma acetato. Luego de 1avar con 17 m1 de 1a misma

mezcia, se eïuyó con formiato de amonio 50 mMen 1a misma mezc1a. E1 e1uïdo

se evaporó y sometió a hidróiisi‘s ácida suave con HC] (pH 2, 10 min, 100°C)

para romper 1as uniones Hpido-oiigosacárido, seguido de una partición en

C13CH:CH30H:H20(3:2:1) donde en 1a fase superior se recuperaban 'Ios 01igo

sacáridos 1iberados por ácido y que estaban previamente unidos a Hpido.

Luego de agregar resina aniónica DowexAG-X-l forma acetato para e1iminar 105

cioruros, las muestras se separaban de 1a resina por centrifugación y eva

poraban a sequedad en corriente de aire a 50°C, consewándose a —20°Chasta

su uso con fines analíticos.



2.9.2. Oiigpsacáridos unidos a_proteïna

Los precipitados de proteina desnatura1izada resuitantes de 1as

extracciones con c13CH:CH30H:H20(1:1:0,3) mencionadas en e1 punto anterior

se 1avaron diez veces con H20 e incubaron 10 días a 37°C bajo atmósfera de

toiueno en 1 m1 de una soiución que contenía Tris-HC] 0,05 M pH 8,5,

CaCIZ 1 mMy una punta de espátuia de proteasa, 1a cua] se reponïa cada dos

dïas, ya que era autodegradada. Las reacciones se detuvieron con TCAa una

concentración fina] de 10%, luego de 10 cua1 se centrifugó a 1.000 x g

durante 10 min, tomándose el sobrenadante que contiene 1os giicopéptidos

liberados por 1a enzima. Dicho sobrenadante fue 1avado cinco veces con 5 m1

de éter (ei cua] fue evaporado bajo N2) y concentrado hasta 1 m1. Luego se 1e

agregó Biue Dextran y se pasó por una columna (120 cm x 1,25 cm) de Bio-Ge]

P-6 (100-200 “mesh") equiiibrada con buffer acetato-piridina 0,1 MpH 5,0. Se

eiuyó con e] mismo soivente y se recogieron fracciones de 1,5 m1. Se

reunieron 1as fracciones correspondientes a un voiumen recqgido de 72-95 m1,

que corresponde a 1a e1uci6n de giicopéptidos que contienen entre 3 y 20 uni

dades de azúcar (83). Dicho "pooi" se sometió a e1ectroforesis en pape] en

ácido fórmico 5% durante 3 h. E1 pico que migró a1 cátodo (cargado

positivamente) detectado en radiocromatógrafo se eiuyó de] pape] con agua y

1uego se 11ev6 a sequedad. Esta fracción se referirá como "(giico)péptidos

purificados".

Los (gïico)péptidos purificados fueron tratados con Endo-H de manera

anáioga a 1a indicada en 2.10.2.1. Los incubados se sometieron a e1ectrofore

sis en papei en idénticas condiciones que anteriormente, para separar ios
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compuestos que no migran (oiigosacáridos sensibies a Endo-H) de ios que

migran (giicopéptidos resistentes a Endo-H). En ios casos en que se incubó

con (2-3H)manosa, e] precipitado de proteina 1avado y extraido fue tratado

-antes de] tratamiento con proteasa- con 5 m1 de NaOH50 mMdurante 24 h a

temperatura ambiente y 1uego con TCA10%. Dicho tratamiento tiene por objeto

eliminar posibie marca de oiigosacáridos O-unidos a proteina, ios cuaies se

iiberan y no son precipitados por TCA, pudiendo ser cuantificados en e]

sobrenadante. Luego, e] precipitado por TCAfue 1avado tres veces con éter e

incubado con proteasa comose expiicó antes, para rendir N-g‘licopéptidos.

2.10. Metodoiogïautiiizada para fl anáiisis d_eproteinas secretadas

2.10.1. Métodoscromatoíráficos

2.10.1.1. Fiitración moiecuiarMgeies

Se uti1izaron ios materiaies Bio-Gei P y Bio-Ge] A de Bio-Rad.

Bio-Ge] P constituye una serie de materiaies compuestos de particuias

esféricas porosas preparadas por copoiimerización de acriiamida y

N,N‘-meti1en-bis-acri1amida. Hay diferentes tamaños de poro en 1a serie, 10

que determina e] iimite de exciusión con respecto a pesos rno‘lecuiares. La

serie Bio-Ge] A está formada por particuias esféricas de agarosa y también

1as hay de varios tamaños de poro. En e] presente trabajo, Bio-Ge] P-6

(h'mite de exciusión: 6.000 de peso moiecuiar en e] caso de proteinas

giobuiares) fue usada en una coiumna de vidrio de 25 cm x 0,8 cm equiiibrada

y e1uida con PBS diiuido 1/20. Después de cargar 1a coiumna con 1a muestra,



se recqgieron fracciones de 0,5 m1, de ias cuaies se tomaron aiïcuotas para

determinación de radioactividad. Bio-Ge] P-60 y Bio-Ge] A 1.5 m (Iïmites de

exciusión: 60.000 y 1.500.000 de peso moiecuiar respectivamente) se utiii

zaron para preparar coiumnas de 45,5 cm x 0,9 cm con PBS como buffer de

corrida. Luego de cargar 1a muestra, se recogieron fracciOnes de 0,5 m1 para

determinación de radioactividad o anáiisis e1ectroforético. Biue Dextran y

C0012 se usaron como marcadores de voiumen muerto y fina], respectivamente.

Las veiocidades de f1ujo fueron aproximadamente 5 m1/h en todos Ios casos.

2.10.1.2. Cromatografía gg afinidad mediante Concanavaiina A-agarosa

Se utiiizó una coiumna de vidrio de 4 cm x 0,6 cm conteniendo 42 ng

de concanavaiina A acopïada a 63 mg de agarosa. Después de agregada 1a

muestra, 1a coiumna se dejó estacionada durante 30 min, 1uego se 1av6 con 10

volúmenes de columna de PBS y e1'materia1 compiejado se eiuyó por acción de

eL-metii manósido 2% en PBS.

2.10.2. Tratamientos enzimáticos

2.10.2.1. Tratamiento con Endo-H

Las muestras fueron disueitas en 100 ¡ui de buffer trieti]amina—

acetato 50 mMpH 5,5. Se añadieron 0,003 unidades de Endo-H y se incubó a

37°C durante 24 h. Las incubaciones se detuvieron evaporando 1as muestras a

sequedad en corriente de aire a 50°C.



2.10.2.2. Tratamientoson fosfatasa alcaïina

Las muestras fueron disueitas en 100/p1 de buffer Tris 100 mMpH

10. Se agregó 1,0 unidad de fosfatasa a1ca1ina y se incubó a 37°C durante 24

h, luego de 10 cua] se evaporó a sequedad en corriente de aire a 50°C.

2.10.3. Métodoselectroforéticos

2.10.3.1. E1ectroforesis gn_ge1es gg poiiacriiamida (PAGE)

PAGEen condiciones desnaturaiizantes fue 11evada a cabo en cubas

de marca Bio-Rad para geïes pianos de 1,5 mmde espesor de acuerdo a 1a técn

ica de Laemmii (59) con ias modificaciones de Thomas (112) para mejor resoiu

ción de pequeñas proteinas. E1 ge1 de corrida contenía acriïamida 18%,

N,N'-meti1en-bis-acri1amida 0,09%, buffer Tris 0,75 M pH 8,4 y SDS0.1%. E1

ge1 de poro grande ubicado por encima de] ge] de corrida contenía acrilamida

5,1%, N,N'-meti1en-bis-acri1amida 0,13%, buffer Tris HC] 0,062 M pH 6,8 y SDS

0,1%. E1 agente poiimerizante de] ge] de corrida fue persuifato de amonio y

e] ge] de poro grande se fotopoiimerizó con ribofiavina. Se usó TEMED

(N,N,N',N'-tetrametiiendiamina) como cataiizador de 1a poiimerización de

ambos tipos de geïes.

E1 buffer de corrida fue Tris 0,05 M-gïicina 0,38 M pH 8,4 con

teniendo SDS0,1%.

Las muestras secas fueron disueitas y caientadas 2 min a 100°C en

una soiución de 1a siguiente composición: Tris 0,08 M, giiceroi 10%v/v, SDS



2%, 2-mercaptoetan01 0,14 14 y azu1 de bromofenoï 0,01% como marcador de]

frente de corrida.

Los standards de peso moïecu1ar fueron: fosforiïasa B, 97,4 KDa;

BSA, 66 KDa; ovoaibümina, 45 KDa; tripsinógeno, 24 KDa; (3 -1actogIobu1ina,

18,4 KDay 1isozima, 14,3 KDa.

Las corridas se rea1izaron a voïtaje constante: 75 V mientras 1a

muestra atravesaba e] ge] de poro grande y 150 V desde que e1 azu] de bromo

feno] ingresaba a1 ge] de corrida (momento en ei que e] amperaje fue 50 mA).

Las corridas se interrumpieron cuando e] coïor azu1 11egaba a1 borde inferior

de] ge] de corrida (amperaje=35 mA). En estas condiciones, e] tiempo tota] de

corrida fue aproximadamente de 5 h.

Para visuaïización directa de proteínas, los geïes se fijaron en

metano1zácido acéticozagua (5:1:5) durante 45 min y 1uego se tiñieron con

Coomassie BrÍIIÍant Biue 0,1% en 1a misma mezcïa de solventes durante toda 1a

noche. La decoioración se rea1izó con metanoïzácido acéticozagua (1:1,5:17,5)

renovando varias veces 1a solución deco1orante. Los geïes 1avados con agua se

secaron por combinación de ca10r y vacío en un secador de ge1es marca Bio-Rad

modeïo 224.

Las técnicas autorradiográficas se 11evaron a cabo exponiendo e]

ge] seco previamente tratado con sa11ci1ato de sodio 1 M (24) cuando se

requirió visuaïizar marca de 3H o 14€ a p1acas Kodak "pre-flasheadas" (61).

En Ios casos de visuaiizar marca de 32P o 1251 e] tratamiento con sa1ici1ato

no fue necesario.



2.10.4. Métodosguimicos para gl_anáiisis estructura] de oiigosacáridos

2.10.4.1. Acetóïisis

Se empieó 1a técnica de Kocourek y Baliou (53) con aigunas modifi

caciones sugeridas por e] Dr. G. Lederkremer (Instituto de Investigaciones

Bioquímicas "Fundación Campomar"). Previamente se reaiizó una reducción de

10s oiigosacáridos por agregado a 10s residuos secos de SGO/p] de NaBH40,2 M

e incubación durante toda 1a noche a temperatura ambiente. Luego de un trata

miento con 1a resina catiónica Dowex50, forma H+, e] ácido bórico resuitante

se eiiminó mediante repetida evaporación con netano] en corriente de aire a

50°C. Los o]igosacárido—a1cohoies se disoïvieron en ZOO/p] de una mezcïa de

piridinazanhidrido acético (1:1) y se ca1entó a 100°Cdurante 4 h para iograr

1a acetilación. Los oiigosacáridos acetiiados se 1iberaron de] soivente por

evaporación reiterada con 0,5 m1 de t01ueno. La acetóiisis se 11evó a cabo

disoiviendo Ios residuos en 0,2 m1 de anhídrido acéticozácido

acéticozHZSO4 (10:10:1) y dejando a 37°C durante 10 h. La reacción se detuvo

por agregado de ZOO/u] de piridina y evaporación repetida con tolueno.

E1 residuo amariiiento se extrajo con 1 m1 de €13CH y 1 m1 de H20,

separando 1a fase orgánica y reextrayendo 1a fase acuosa con 1 m1 de CI3CH

tres veces. Los extractos ciorofórmicos se reunieron, 1avaron con H20 y eva

poraron a sequedad.

Los productos de 1a acetóïisis fueron de-0-aceti1ados en 2 m1 de

metóxido de sodio 0,05 N en metanoï absoluto anhidro a temperatura ambiente

durante 30 min. Luego se agregó Dowex 50 H+, 1 m1 de H20 Y Y‘ESÍna mixta



Anberïite MB-3, forma acetato. La soïución fue separada de 1as resinas por

centrifugación y evaporada a sequedad para su posterior anáïisis croma

tográfico.

2.10.4.2. Hidróiisis tota] d_eoiigosacáridos

Se reaiizó sobre proteina secretada precipitada por TCA10%con

1 mg de BSAcomo "carrier". E'I precipitado fue 1avado de manera idéntica a 1a

indicada en 2.7.1. excepto que 1a etapa de sonicación con metano] se

reempIazó por sonicación con H20. E1 sonicado se transfirió a ampoHa de

vidrio, 1a cual fue seHada a 1a Hama 1uego de agregar HC] a una con

centración fina] de 1,5 N. La hidróiisis fue Nevada a cabo a 100°C durante 4

h, 'Iuego de 10 cua'l se eïiminó e] HC] por evaporación repetida con H20 bajo

corriente de aire a 50°C. La recuperación de radioactividad fue de] 10%. Las

muestras hidroiizadas secas se consewaron a -20°C hasta su utiiización para

análisis cromatográfico.

2.11. Iodinación d_eproteinas

Se eligió e] método lodo-Gen, marca registrada de Pierce Chem. Co,

(Rockford, IL) para e] 1,3,4,6-tetrac10ro—30(, Goa-difeniiglicourilo (32),

compuesto oxidante escasamente hidrosoiubïe, cedido gentiimente por Sergio

Tisminetzky de] Centro de Viroiogïa Anima], Buenos Aires.

A1 tubo que contenía Iodo-Gen seco se 1e agregó 20)Jg de proteina y

1 mCi de Na1251. E1 producto de 1a iodinación se pasó por una coïumna de

Bio-Ge] P-6, recuperándose e] materia] exciuido, que corresponde a 1a pro



teïna iodinada. E1 rendimiento fue cercano a1 50%.

E1 materia] proteico iodinado fue posteriormente purificado por croma

tografïa de afinidad con Concanavaïina A y' usado para ios experimentos de

unión a espermatozoides. La radioactividad especifica fina] fue 2,8/pCi¿ug.

2.12. Experimentos de unión a espermatozoides

Los espermatozoides fueron recogidos en PBSconteniendo BSA1%, fiitra

dos sobre trama de nyion y 1avados por centrifugación 10 min a 200 x g. Con

ei fin de determinar ei tiempo óptimo de incubación, 1a proteina iodinada

(0,03 ug, 80.000 cpm) fue incubada con 3 x 106 espermatozoides en PBS

conteniendo BSA%a 37°C con suave agitación en ausencia o presencia de 3/ug

de proteína sin marca radioactiva en un voiumen tota] de 0,4 m1. Las incuba

ciones se detuvieron agregando 2 m1 de PBS conteniendo BSA0,1% a 0°C a tiem

pos variabies. En todos 10s experimentos de este tipo, 105 tubos se

centriflgaron a 1.000 x g durante 15 min y 1a cantidad de proteina marcada

asociada a céiuias se estimó por 1a radioactividad presente en ios precipita

dos, cuyo 1avado no afectó Ios resuitados.

2.12.1. Parámetros gg la unión

Los parámetros inherentes a 1a unión de proteína epididimaria a

espermatozoides (constante de afinidad y númerode sitios receptores/cé1u1a)

fueron determinados por anáiisis de saturación y por anáiisis de competición.

De acuerdo a1 primer enfoque, 3 x 106 espermatozoides se equiiibraron con

diferentes concentraciones de proteina marcada (12.500-120.000 cpm) durante



120 min a 37°C. E1 grado de unión inespecïfica fue evaluado en presencia de

un exceso (100 veces más) de proteina sin marca. En ios estudios de com

petición, e] mismo nümero de céïuïas se incubó con 160.000 cpm de proteína

marcada en presencia de variabies cantidades de proteína sin marca

(1,2-7.000 rg) en las mismas condiciones. Los datos fueron representados en

gráficos de Scatchard (96), a partir de ïos cuaïes se ca1cu1aron los

parámetros propios de 1a unión.

2.13. Determinacionesgg radioactividad

Se efectuaron en un contador Beckman LS 1800 en ios casos de muestras

marcadas con 3H, 14€ o 32? sobre pape] o fibra de vidrio previamente

sumergidas en 1a siguiente soïución de cente11eo: 2,5 difeniïoxazoi 0,5%

1,4-bis-2-(4-meti1-5-feni10xazo]i])-benceno 0,025% en to1ueno. Muestras de

tejido precipitadas por TCAfueron soïubiiizadas con Protoso] (NewEngiand

Nucïear) o NCS (Amersham, Reino Unido) y 1uego mezcïadas con 1a misma so]u—

ción de centelïeo para determinación de radioactividad. Muestras acuosas,

tales como e1uidos de coiumna, fueron mezcïadas con 20 vo1ümenes de] liquido

de centeïieo descripto por Bray (14) y 1uego contadas. E1 instrumento,

mediante programas adecuados, fue capaz de discriminar 3H, 14€ y 32P entre

si. Muestras con menos de 500 cpm fueron contadas durante 50 min.

La actividad debida a 1251 fue determinada en un contador Beckman Gamma

4000.
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2.14. Otras determinaciones

E1 contenido de proteina de 1as distintas muestras fue ana1izado por e]

método de Lowry y co]. (65).

E1 contenido de DNA fue determinado por e] método de Burton .y co].

(20).

2.15. Anáïisis estadístico

En Ios experimentos en ios cua1es se midió 1a respuesta de diversos

parámetros en grupos de animaies frente a estimuïos hormonaies, 1as diferen

cias experimentaïes se eiaïuaron por anáïisis de varianza de dos vias. Las

comparaciones entre promedios se hicieron utiïizando e] test de Newman-Keu15

(121) a un nive1 de significación'de 5%.



3. RESULTADOS

3.1. QÉPendenciaandrogénica ge_la_N-giicosi1aci6n gg_groteïnas en_egidïdimo

de rata

La existencia de contro] hormona] de 1a N-giicosiïación ha sido pre

viamente demostrada en (widucto de ga11ina durante diferenciación inducida

por estrógenos (66), y en cuanto a tejido epididimario, Brooks (16) ha dado

evidencias de que 1a incorporación de nnnosa en proteina disminuye severa

mente después de 1a castración. Para obtener mayor información con respecto a

este punto, se determinaron aïgunas actividades enzimáticas invoiucradas en

el cicio de] doiicoi, usando e] epidïdimo de rata en diferentes situaciones

hormonaies como modeïo bioiógico.

3.1.1. Efecto de testosterona administrada "in vivo" sobre actividades

enzimáticas de] cicio de] doiicol gg_microsomasegididimarios

3.1.1.1. Infiuencia gg_la_castraci6n sobre las actividades gg_manosi1z_ 1u

cosi1 transferasas

Las actividades de UDP-gïucosazDoi-P gïucosiï transferasa (EC

2.4.1.78) y GDP-manosazDOI-Pmanosi] transferasa (EC 2.4.1.83) fueron deter

minadas en microsomas epididimarios de ratas castradas y mantenidas en esas

condiciones por periodos comprendidos entre 2 y 11 dias. Los resuitados (Fig.

3-1) muestran que e] periodo más corto post-castración estudiado, 2 dias, fue

suficiente para producir una abrupta caïda en ambas actividades enzimáticas
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Fig. 3-1: Efecto gg_la castración sobre 1as actividades gg_manosi1z_giucosi1fransferasa.

Microsomas epididimarios fueron obtenidos de ratas intactas, o castradas y
mantenidas durante 2-11 dïas hasta ios ensayos de manosi] transferasa (o) y
giucosi] transferasa (o), ios cuaies se efectuaron en presencia de Doï-P
20 yM. E1 tiempo cero corresponde a animaies no castrados. Las condiciones de
incubación están indicadas en ias Secciones 2.4.1. y 2.4.2. Los datos están
expresados como 1a actividad enzimática correspondiente a una cantidad de
muestra proveniente de un homogenato conteniendo 1 mg de DNA.



de aproximadamente 75% con respecto a ios animaies no castrados usados como

controies (tiempo = 0). Estos üitimos sóio tuvieron sus conductos eferentes

Iigados y de aqui en adeiante se referirán como"animaïes intactos". La acti

vidad de manosi] transferasa continuó disminuyendo a medida que transcurrïan

tiempos más proïongados 1uego de 1a castración, siendo indetectabie después

de 11 dias, mientras que 1a giucosil transferasa permaneció invariabïe entre

los 2-11 dias. Basándose en estas observaciones, ias "ediciones en todos ios

experimentos subsiguientes se reaiizaron 7 dias 1uego de 1a castración.

3.1.1.2. Efecto gg_testosterona sobre manosii transferasa

Dado que 1a transferasa más afectada fue 1a manosi] transferasa,

esta üïtima se estudió en deta11e con respecto a su respuesta frente a

diferentes dosis de] andrógeno. su actividad disminuida 1uego de 1a castra

ción fue ensayada después de un tratamiento "in vivo" con e] andrógeno

durante 4 dias.

Los resuïtados en 1a Fig. 3-2 (barras vacías) muestran que 1a

castración redujo 1a actividad en un 67,5% y que el propionato de

testosterona (TP) en dosis entre 10 y 200 pg/dia produjo una reiación dosis

respuesta 1inea1 (coeficiente de correïación :_= 0,69 a un nive] de signifi

cación E_<: 0,001). 20 y 50 ¡a de TP/dia aumentaron 1a actividad pero ios

vaiores no fueron significativamente diferentes de ios encontrados en anima

1es castrados, mientras que dosis mayores 11evaron Ios va1ores a nive1es

contro] (116 i 6,6 pmo] de (14C)manosa/mg de DNA). Con ei objeto de ase

gurarse de 1a especificidad de] efecto androgénico, se 11evó a cabo un

experimento en e] cua] ratas castradas fueron tratadas con TP (zo/ug/dïa) en



-62

100

U1 O

6
[MC]Dol-P-Manformada(°/odelcontrol)

Control Cast. 10 20 50 ¡OO

TP (pg/día)

Fig. 3-2: Efecto de 1a administración de testosterona a ratas castradas sobre
lg_acïiïïdíd_gg manOSiitraníTerasa. '

Las incubaciones se reaiizaron en ausencia (:3) y presencia (EÏÜ de Doi-P
400 M. Los microsomas se obtuvieron a partir de ratas mantenidas castradas 7
días (Cast.) o en ias mismas condiciones pero posteriormente tratadas con
ias dosis indicadas de TP durante 4 dias. Un grupo de ratas castradas fueron
tratadas con 20 ig de TP/dia y 500 }g de CA/dïa (:3). Animaies intactos
fueron usados como controies. Los resuitados están expresados como porcen
tajes con respecto a1 contro]. *: E;0,05 vs. grupo controi;_¿;:Eg0,05 vs.
grupo castrado.



combinación con e] antiandrógeno acetato de ciproterona (CA) (500 ¡ug/dia),

esteroide que compite con la testosterona por su receptor (110). Si bien 1a

dosis de TP utiiizada no fue 1a que produjo máximo efecto, ios resuitados

(Fig. 3-2, barras rayadas) indican que 1a administración simuitánea de CA

bioqueó ei efecto inductivo de dicha dosis de TP sobre 'la actividad de mano

si] transferasa.

Para discriminar si 1a inducción por andrógenos se debe a niveies

aumentados de enzima o de aceptor iipidico (DoI-P) en ias membranas microso

maies, ios ensayos de actividad se reaiizaron en presencia de aitas con

centraciones de DoI-P exógeno. Para e110, previamente se determinó

experimentalmente e] comportamiento cinético de 1a enzima con respecto a su

sustrato Doi-P. Los datos fueron graficados en forma directa (curva de

saturación por sustrato) y según la representación de Lineweaver-Burk, como

se nuestra en 1a Fig. 3-3. Los datos reveiaron un comportamiento de tipo

michaeiiano, arrojando un vaior de Kmaparente igua] a 33 ¡uM, mayor pero de]

mismo orden de magnitud que ios vaiores haHados en otros tejidos (1,52,94).

Se decidió, entonces, usar una concentración de Doi-P igua] a 400/ui-1, que

equivaie aproximadamente a 12 veces e‘I vaior de Km, en ios ensayos de activi

dad de manosi] transferasa. Dicha concentración no es excesiva, y por 10

tanto en 1a práctica fue perfectamente manejabie sin necesidad de requerir

mayores concentraciones de detergente para su soiubiïización. Además, para

una enzima con comportamiento michae‘liano, una concentración de sustrato

igua] a 12 veces e] vaior de Kmequivaie a una cuasi-saturación, con ei 92%

de ias moiécuias unidas a sustrato, comosurge de un fáci] anáiisis:
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Fig. 3-3: Anáiisis cinético gg manosi] transferasa epididimaria con resgecto
a Doi-P.

Microsomas epididimarios de ratas intactas fueron incubados para 1a medición
de actividad de manosi] transferasa en presencia de concentraciones crecien
tes de Doi-P. Recuadro interno: ios mismos datos presentados según e] gráfico
de dobies recíprocas.



Es] =v_= ys]
Lt] Vm Km+[Sl

donde: (ES) = concentración de compiejo enzima-sustrato
[EtJ = concentración de enzima tota]

V = veiocidad
Vm = veiocidad máxima

{S 1 = concentración de sustrato

reempiazando[S]por 12 Km:

lesi=v_= 12Km =0,92
{t} Vm 13Km

Los datos obtenidos con 1a concentración nencionada de Doi-P (Fig.

3-2, barras llenas) muestran efectos reiativos similares a ios obtenidos sin

DOI-P exógeno en respuesta a privación y reempiazo de hormona. Una reiación

dosis-respuesta 1inea1 se obtuvo para 1as diferentes dosis de TP (r_= 0,765;

15<ï0,001). E1 anáiisis de varianza mostró que 100 y ZOO/pgde TP/dïa produ

jeron un significativo aumento en 1a actividad enzimática sobre vaiores

correspondientes a animaies castrados (fi_<:0,05) a un nive] simiiar a1 de]

contro] (641 :_100 pmo] de manosa/mg de DNA). Se conciuye, entonces, que con

centraciones cuasi-saturantes de Dol-P no fueron capaces de eiiminar 1as

diferencias en 1a actividad de manosii transferasa producidas por castración

y tratamiento con andrógenos, descartando variaciones en e] tamaño de] “pooi”

de Doi-P en ias diferentes situaciones fisio1ógicas estudiadas.

Los datos obtenidos han sido normaiizados por cantidad de DNApre

sente en ias muestras que dieron origen a 10s microsomas uti1izados. E1

motivo de esta decisión obedece a que e] contenido de DNAtota] en ei tejido

fluctuó en menor medida que e] de proteina tota] microsoma] como resuitado de



privación y administración de testosterona, comparando siempre un mismo

número de animales (Tabla 3-1). De esta manera, los resultados son represen

tativos de los cambios en actividad enzimática en una célula, independien

temente de las variaciones en la cantidad de proteina total en una célula.

Con el objeto de ver si las alteraciones en la actividad de manosil

transferasa obedecen al hecho de que la enzima pre-existente es modulada

positivamente por testosterona, o si alternativamente este esteroide induce

"in vivo" mayor sintesis de la enzima, se realizó un experimento en el cual

se agregó "in vitro" TP a la mezcla de incubación. Los resultados que se

muestran en la Tabla 3-II descartan la primera posibilidad mencionada (la

cual "a priori" era muy poco probable como se verá en "Discusión") y estarian

de acuerdo con la segunda. Es pertinente hacer notar de que hay una tercera

posibilidad consiStente con los experimentos hasta aqui descriptos: que un

producto metabólico de testosterona que sólo "in vivo" pudiera formarse (y no

en microsomas aislados) fuera el responsable directo de la modulación de la

enzima pre-formada. Este punto será analizado en mayor detalle en la

"Discusión".

3.1.1.3. Efecto androgénico sobre la incorporación gg_ manosa en

Dol-PP-oligosacáridos ï_gn_proteïna

Datos preliminares obtenidos de ratas intactas habían evidenciado la

transferencia por enzimas microsomales de (14€)manosa (a partir de

GBP-(14€)manosay en presencia de Dol-P exógeno) en Dol-PP-oligosacáridos, lo

cual, según el esquema de la Fig. 1-2, implica la existencia de UDP-GlcNac

y/o Mano_8GlcNac2-PP—Dolendógenos presentes en los microsomas epididimarios



Tabia3-1: Efecto andrgénico sobre contenidoEmi proteinas.

Grupo de animaies Proteina (pg) DNAgug)

Intactos 475 30

Castrados 192 28

Castrados + 10 pg de TP 280 40

Castrados + 20 pg de TP 308 20

Castrados + 50 Pg de TP 324 28

Castrados + lOO/ug de TP 328 16

Castrados + ZOOIug de TP 384 30

Se anaTizó e] contenido de proteina y DNAtotaies en muestras provenientes de
castrados o castrados a Tos cuaies se Tes

administró ias dosis indicadas de TP/dïa durante 4 dïas. E1 contenido pro
teico fue determinado en microsomas y e] de DNAen homogenatos totaTes previo

tres animales, ya sea intactos,

a 1a centrifugación diferenciai pára 1a obtención de microsomas.
En ambos casos Tos datos están referidos a ias aTïcuotas de microsomas utiii
zados para 1a medición de manosi] transferasa.



- 53 

Tab1a 3-II: Efecto de TP "in vitro" sobre actividad de manosi] transferasa.

Agregado Actividad enzimática (pmoI/mg DNA)

Ninguno 191

TP 10-6 M 190

Microsomas de anima1es castrados fueron utiiizados para medición de actividad
de gmnosi] transferasa. Se utiiizó Dol-P ZO/pMen ausencia o presencia de TP10' M en 1a mezcïa de incubación.



-69

utiiizados. También se habia observado incorporación de (14C)manosa en gli

coproteína bajo 1as mismas condiciones experimentaies, demostrando 1a

existencia adiciona] de UDP-Gicy/o G1c-P-001 endógenos en 10s microsomas.

Los antecedentes expuestos precedentemente detenminaron que era neto

dológicamente posible investigar si ios cambios observados en 1a actividad de

manosi] transferasa se refïejaban en simiiares variaciones en 1a sintesis de

Doï-PP-oligosacáridos y N-giicoproteinas "in vitro". Los resuïtados de 1a

Fig. 3-4 demuestran que 1a incorporación de (14C)manosa en 1as fracciones

estudiadas disminuyeron aproximadamente un 60% (B_<:0,01) como resuitado de

1a castración. Una respuesta gradua] a1 tratamiento androgénico se obtuvo

para Doï-PP-oligosacáridos y giicoproteinas (L = 0,54; g< 0,05 y L = 0,57;

B< 0,05 respectivamente). Una significativa reinducción de ambosparámetros

se observó ya a 20 ¡ig/día (E< 0,05), mientras que desde 50 ng en más, ios

va1ores controies fueron restaurados (33,5 :_ 3,12 y 27,7 :_ 5,9 pmo] de

manosa/mg de DNA, respectivamente).

3.1.1.4. Efecto andrggénicosobre Dei-P fosfatasa ¿M fosfoguinasa

Otras enzimas estudiadas fueron D01-P fosfatasa y D01 fosfoquinasa,

1as cua1es se acepta que moduian ios niveïes endógenos de DoI-P (12.). La

Tabïa 3-III muestra pequeñas diferencias (10%) en 1a actividad de Doï-P fos

fatasa entre animaies intactos y castrados. En cuanto a 1a actividad de D01

fosfoquinasa, ésta resu1t6 ser muybaja y ias diferencias entre ambosgrupos

estuvieron en e1 orden de] error experimenta]. En este caso, a1 no haHarse

tendencia aïguna asociada a1 status endocrino de ias ratas, no se reaiizaron

experimentos con tratamiento androgénico.
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Fig. 3-4: Efecto androgénico sobre 1a incorporación "in vitro" d_emanosa g_n_
ÜoÍ-PP-oiigosacaridosl gfi'ïoproteina.

: incorporación en Doi-PP-o1gosacáridos;E: incorporación en giicopro
teïna. E1 tratamiento de ios animaies, 1a obtención de ias muestras y 1a
forma de expresar ios resuitados fueron igua] que como está indicado en 1a
Fig. 3-2. Los ensayos de incorporación se rea'lizaron en presencia de Boi-P
400 yM. Las demás condiciones de incubación, asi como ios detaHes técnicos
de medición están exp1icitados en ias Secciones 2.4.3. y 2.4.4.



Tabïa 3-III: Efecto gg_andrógenos sobre Doï-P fosfatasa x_ggl fosfoguinasa.

Grupo de animaïes Doï-P fosfatasa
(pmoï/mg DNA)

Do] fosfoquínasa
(pmoI/mg DNA)

Intactos

Castrados

320

352

2,9

2,6

Microsomasde anímaïes intactas y castrados fueron utiïizados para e1 ensayo
de actividad de Dol-P fosfatasa y Do] fosfoquinasa como se
"Materiaïes y Métodos" (Secciones 2.4.5. y 2.4.6.).

indica en



3.1.2. Efecto de andrgg'enos sobre nive1es g Bol-P endg‘eno

De 105 resuitados presentados en 3.1.1.2. se desprende que 1a con

centración de Doï-P endógeno no se a1tera como consecuencia de variaciones en

Ios nive‘les androgénicos "in vivo". Comoprueba adiciona] confirmatoria, ios

nive1es de DoI-P endógeno fueron determinados aprovechando su capacidad acep

tora de giucosiios utí'lizando una preparación enzimática de higado.

Para1e1amente se construyó una curva de ca1ibraci6n con bajas concentraciones

de Dol-P standard para conseguir respuesta aproximadamente 1inea1 (Fig. 2-1).

Se encontró que Ios niveïes de Do‘l-P norma1izados por masa de DNAno variaron

en Ios diferentes grupos de anima1es (Tab1a 3-IV), resu1tado que fue e]

esperado, ya que está de acuerdo con 1os mencionados anteriormente. En este

caso, a diferencia de 10 que 'ocurrió en otros experimentos, existieron

variaciones significativas entre Ios niveies de DNAde 1as muestras prove

nientes de animaies intactos y castrados. Comocontro], para verificar que

otros Hpidos no saponificabïes presentes en ïos extractos no interfieren en

e1 ensayo, 1a actividad enzimática fue también determinada en presencia de

extractos epididimarios a 1os cuaies se agregaron cantidades conocidas de

Doï-P puro. Se observó recuperación tota'l de este standard interno en extrac

tos obtenidos a partir de ratas intactas y castradas, por 10 que se descartó

1a eventua1 presencia en 1os extractos de activadores o inhibidores que

pudieran a1terar 1a cinética de 1a enzima hepática.



Tabia 3-IV: Efecto gg la castración sobre el contenido ge_Doï-P endégeno en
microsomas ep1 1 imario .

Muestra Doï-P Recuperación de DNA Doï-P
gpg/muestra) Doi-P exógeno (pg) gpg/muestra) eng/mg DNA)

Intacto 2,74 405 :_11 6,80 i 0,57

Intacto +
Doï-P 3,82 1,08

Castrado 1,36 207 :_17 6,70 :_1,03

Castrado +
Boi-P 2,32 0,96

Giucosi] transferasa de higado de rata fue ensayada en presencia de extractos
Iipïdicos no saponificabies provenientes de microsomas epididimarios de ratas
intactas o castradas. E1 contenido de Doï-P en Ios extractos (con o sin agre
gado de 1 ¡a de Doï-P) fue calcu1ado por interpoïación en 1a curva de
caïibración mostrada en 1a Fig. 271.



3.1.3. Anáiisis estructura] gg oiigosacáridos intraceiuiares unidos a_Doï—PP

l unidos N-giicosïdicamente a proteina. Evaiuación gg la infiuencia

andrggénica

Con e] objeto de discriminar si los cambios en 1a N-incosiiación por

variaciones en los tenores androgénicos son solamente cuantitativos, comoya

se demostró, o si también son cuaiitativos, se decidió encarar e] anáiisis de

las estructuras de Ios oïigosacáridos unidos N-giicosïdicamente a proteina

epididimaria, como asi también de sus precursores unidos a Doï-PP. Este tipo

de estudios se Ilevó a cabo utiïizando cortes de

activo, en 1ugar de microsomas aisiados, debido a 105

1)

2)

3)

4)

tejido metabóïicamente

siguientes notivos:

E1 inconveniente operaciona] de baja incorporación de azúcares por enzimas

microsomaies en Doi-PP-oiigosacáridos y sobre todo en gïicoproteïna a par

tir de nuciéotido-azücares.

La fracción microsomai, dependiendo de ias condiciones de homogeneización,

varia con respecto a su contenido en vesícuïas nembranosas derivadas de]

aparato de Goigi (70), en e] cua] ocurre ei procesamiento fina] de ias N

giicoproteïnas (10).

Aün en condiciones de homogeneización controiada para obtener microsomas

en ios cua1es coexistan reticuïo endopïásmico y Goïgi, es probabie que ei

transporte de 1as giicoproteinas desde reticuïo endopïásmico hacia Golgi

se vea afectado parcia] o tota1mente en microsomas aisiados resu1tando en

una composición de azúcares que no es más que un artefacto de 1aboratorio.

1a transferencia de]Siendo oiigosacárido desde Boi-PP a proteína un

fenómeno que ocurre en forma simuïtánea a 1a sintesis proteica y no



pudiendo existir ésta en microsomas aisïados, ei número de residuos de

asparagina giicosiiabïes es muy bajo, ya que no se crean nuevos sitios

aceptores (1a eiongación de] poiipéptido está interrumpida) comosucede en

una céïuia con activa sintesis de proteinas. Además, está e] agravante de

que 105 pocos sitios aceptores ya pueden estar giicosiiados endógenamente.

Lo expuesto en este punto bien puede ser 1a causa de] inconveniente de

indoïe metodoiógica mencionada en e] punto 1).

Obedeciendo a 1as razones expuestas, ias estructuras de ios oiigo

sacáridos se determinaron utiiizando tejido biosintéticamente activo para

simuiar lo nás posib1e ias condiciones a 1as que está sujeto ei órgano "in

vivo“.

3.1.3.1. Incubaciones gg_tejido ggg_1}4C)91ucosa

Dado que 1a (14C)glucosa puede metaboiizarse originando marca no

sólo en cada uno de 1os monosacáridos haiiados en giicoproteinas (97)

sino también en aminoácidos, 1a purificación de ios 14C-oiigosacáridos debió

hacerse teniendo en cuenta tai fenómeno. Para no di1uir 1a marca, ias incuba

ciones se reaiizaron en ausencia de giucosa no radioactiva y en presencia de

piruvato comofuente de energia.

3.1.3.1.1. Doi-PP-oiigosacáridos

Para estudiar las estructuras químicas de ios oiigosacáridos pre

viamente unidos a Doï-PP se buscó un método conocido que discrimine tamaño de

moiécuïas oiigosacaridicas neutras, ta] como e] de cromatografía en papei.



Los resuitados cromatográficos obtenidos a partir de ios oiigosacáridos uni

dos a Boi-PP (Fig. 3-5) muestran que ias especies predominantes provenientes

de animaies intactos son 1as que co-migran con ios standards que contienen 8

y 9 unidades de manosa. También se detectaron sustancias que co-migraron con

los compuestos giucosiiados conteniendo 2 y 3 residuos de giucosa.

E1 perfi] correspondiente a una misma masa de tejido de animaies

castrados es cuaiitativamente idéntico pero cuantitativamente diferente, por

cuanto 1a cantidad de marca radioactiva presente es sustanciaimente menor, 10

cua] es consistente con Ios resuitados presentados anteriormente con respecto

a un menor grado de incorporación de manosa en Dol-PP-oiigosacáridos a partir

de GDP-(I4C)manosa usando microsomas aisiados.

3.1.3.1.2. Oiigosacáridos unidos_gproteína

Siguiendo e] procedimiento descripto en "Materiaies y' Métodos",

Sección 2.9.2., se obtuvieron glicopéptidos purificados mediante digestión

con proteasa, pasaje por Bio-Ge] P-6 para acotar tamaño moiecuiar y eiectro

foresis a pH ácido (Fig. 3-6). A1 pH usado, los giicopéptidos adquieren carga

positiva y pueden ser separabies de impurezas eiéctricamente neutras. E1

resuitado de 1a e1ectroforesis, mostrado en 1a Fig. 3-6 (materiai proveniente

de animaies intactos), permite observar una zona heterqiénea compuesta por

sustancias que migraron hacia e] cátodo, es decir, cargadas positivamente y

que corresponden a 1a fracción denominada "(giico)péptidos purificados“ (que

también contiene 14C-péptidos no giicosiiados). También se haiió un pico que

migró hacia e] ánodo, o sea que corresponde a compuestos con carga eiéctrica

negativa, ei cua] no se anaiizó. Comose verá más adeiante, existen estruc
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Fíg- 3-5: 14(3-01igosacáridos greviamente unidos a 001 PP.

Aproximadamente 4 g de cabezas de epididimo se incubaron con (14C)giucosa y
ios Doi-PP-oligosacáridos se aisïaron comoestá indicado en 2.9.1.
Los oiigosacaridos 1iberados de Doi-PP se trataron con Endo-Hy se sometieron
a cromatografía en papeï durante 72 h en solvente A.
ono, materiai proveniente de 9 animaies intactos;u- -o , materia]
niente de 16 animaies castrados.
Standards: M5, Man5G1cNac; MG, Man661cNac; M7, Man7G1cNac; M8, MangGicNac;
Mg, MangGicNac; G1, GicMangGicNac; G2, G1c2Man9G1cNac; G3, GIC3Man9G1cNac.

prove
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Fig. 3-6: Segaración gg_14C-(g1ico)géptidos gg_la¿_imgurezas neutras.

AproxÏTadamente 4 g de cabezas de epidïdimo (animaïes intactos) se incubaroncon ( C)gïucosa y 105 g1icopéptidos se purificaron comose indica en 2.9.2.,
para 10 cua] e] materia] parciaïmente purificado proveniente de Bio-Ge1 P-6
se terminó de purificar mediante una e1ectroforesis a pH 2 durante 3 h. La
tira de pape] se pasó por un radiocromatógrafo, cuyo rqjistro gráfico se
muestra.
La f1echa indica 1a posición de manosa cono indicador de e1ectroneutra1idad.



turas que justifican este üitimo comportamientoeiectroforético.

Comose vio en Introducción, una herramienta üti] para e] estudio

de 1as estructuras de oïigosacáridos unidos N-gïicosídicamente a proteína es

1a enzima Endo-H, por cuanto es capaz de iiberar de 1a proteína a oiigo

sacáridos de "alta manosa" y no a los de tipo "compiejo". Por 10 tanto, ei

grado de sensibiïidad a Endo-H de una mezcïa de gïicopéptidos es estimativo

de 1a abundancia de oïigosacáridos de "a1ta manosa" en dicha mezcïa.

Adoptando este enfoque, Ios "(gïico)péptidos purificados“ fueron tratados

intensivamente con dicha enzima y posteriormente sometidos a una segunda

electroforesis en ias mismas condiciones (Fig. 3-7) para separar e] producto

de 1a reacción y el sustrato inatacabie. Se ha116 un pico con movi1idad nuia

que corresponde a los oiigosacáridos neutros Iiberados por Endo-Hy un pico

heterogéneo que nfigró a1 cátodo (péptidos no giicosiïados y giicopéptidos

resistentes a Endo-H). La cuantificación de 1a radioactividad presente en e]

materia] sensibïe y en e] resistente arrojó ios vaiores que se muestran en 1a

Tabia 3-V. Los resuitados indican que hay una a1ta proporción de oiigo

sacáridos sensibïes a Endo-H (85-87%), supuestamente de "aita manosa" con

respecto a] tota] de péptidos y giicopéptidos purificados (estos üïtimos con

uniones 0- y N-giicosïdicas).

Dado que en e] procedimiento de purificación de gïicopéptidos no

se separaron ios péptidos no giicosilados y Ios oïigosacáridos unidos

O-gïicosïdicamente a proteína, no se puede calcuïar a partir de Ios datos

anteriores 1a re1aci6n entre 1a cantidad de oiigosacáridos de "a1ta manosa"y

1a de "compiejos". En otras paiabras, e] materia] resistente (13-15%) inciuye

una mezcïa de péptidos no giicosiiados, oiigosacáridos unidos 0-giicosïdica y
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Fig. 3-7: Sensibiïidad g_Endo-HgÉ_lQE_14E:g]íCQRÉPtídOSpurificados.

E1 materia] del pico que_migr6 a1 cátodo en 1a’e1ectroforesis de 1a Fig. 3-6
se eïuyo de] pape], trato con Endo-H y sometio a e1ectroforesis en pape] en
1as mismas condiciones que en 1a e1ectroforesis de 1a Fig. 3-6.
La fïecha indica 1a posición de manosa como indicador de e1ectroneutraiidad.



Tabia 3-V: Progorción gg_14C-01igosacáridos sensibies g Endo-H.

Origen de materiai

Animaies intactos Animaies castrados

cpm % cpm %

Oiigosacáridos 200.000 87,3 83,000 85,3
sensib1es a
Endo H

(glico)péptidos 29.000 12,7 14,300 14,7
resistentes a
Endo-H

E1 pico neutro (sensibie a Endo-H) y e1

foresis simiiar (animaies castrados) se cortaron de]
cuantificacion exacta de radioactividad por centeïieo iiquido.

de carga positiva (resistente a
Endo-H)de 1a Fig. 3-7 (animaies intactos) y ios equivaientes de una electro

pape] para posterior



N-gïicosïdicamente, estos üitimos generaimente de tipo "compiejo".

Los oïigosacáridos neutros sensibies a Endo-H se estudiaron con

mayor deta11e con respecto a su estructura quimica. En ta] sentido, se empieó

1a técnica de cromatografía en papei, de manera de separar ios oiigosacáridos

en función de] tamaño uniecuiar, es decir de acuerdo a número de unidades

monosacarïdicas, ta] como se hizo para oïigosacáridos previamente unidos a

Iïpido. E1 cromatograma de 1a Fig. 3-8 muestra 1a presencia de ias especies

que contienen 9, 8, 7, 6 y 5 residuos de manosa en abundancia reiativa decre

ciente, no detectándose especies giucosiladas. E1 perfil obtenido a partir de

animaies castrados fue simiiar a1 originado de una misma masa de tejido de

animaies intactos, pero ios picos tuvieron menor radioactividad, fenómenoque

se observó repetidamente a 10 1argo de 1a purificación previa de estos oiigo

sacáridos, y que está de acuerdo con 1a ya demostrada menor incorporación de

manosa a giicoproteïnas en microsomas aisiados. Las estructuras encontradas

son de] tipo de "a1ta manosa" y confirman 1a va1idez de] enfoque adoptado de

aisiar estos compuestos de acuerdo a1 criterio de sensibiiidad a Endo-H.

3.1.3.2. Incubaciones de tejido ggn_ig¿?H)manosa

Se eiigió (2-3H)manosa como trazador aiternativo pues tiene 1a ven

taja sobre e] anterior utiiizado de que pierde e1 átomo de 3H de 1a posición

2 cuando se metaboiiza a fructosa-G-P, ya sea para entrar en 1a giucóïisis

(función energética) o para rendir otros monosacáridos o aminoácidos (función

estructurai). De esta manera, 1a radioactividad presente en ei tejido a1

finaiizar ias incubaciones es debida solamente a manosa y a fucosa (cuyo

nuciéotido-azücar GDP-fucosa deriva de GBP-manosasin cambio de configuración
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Fig. 3-8: Análisis d_e]fi14C—ngosacáridos sensib1es g Endo-H.

E1 materia] de1 pico con movih’dad nu1a de 1a e1ectf0f0res1's mostrada en 1a
Fig. 3-7 se eïuyó de] pape] y sometió a cromatografïa en pape1 durante 72 h
en soïvente A. ono, oïigosacáridos provenientes de anima1es
íntactos; o-—o, 01igosacáridos provenientes de aníma1es castrados.
Standards: como en 1a Fig. 3-5.



de] átomo de C en posición 2, (97). Además, si bien ios oligosacáridos unidos

O-gïicosidicamente pueden contener fucosa, generaimente carecen de manosa

(97), por 10 que (2-3H)manosa constituye un exceiente marcador para aisiar

oïigosacáridos unidos a asparagina. Por otra parte, este precursor permite 1a

presencia de giucosa en concentraciones fisioiógicas durante ias incubaciones

pues no existe diiución de marca, y asi se elitan probiemas ocasionados por

ayuno de giucosa, como se observó con otro tipo de cé1u1as (87).

En este caso, 5610 se trabajó con cortes de tejido de animaies

intactos, pues ya se demostró 1a inf1uencia androgénica utiiizando

(14€)gïucosa comoprecursor.

3.1.3.2.1. Dol-PP-oligosacáridos

E1 análisis cromatográfico de ios 3H-oiigosacáridos purificados

previamente unidos a Doi-PP revela 1a presencia de ias especies G3, G2, M9,

M8, M7, M6 y M5 (Fig. 3-9), a diferencia de 105 14C-oiigosacáridos pre

viamente unidos a iípido, de ios cuaies 1a especie con 5 unidades de manosa

resultó indetectabie (Fig. 3-5).

3.1.3.2.2. Oiigosacáridos unidos N-giicosïdicamente a_proteïna

De manera anáioga a 10 reaiizado con (14C)gïucosa como precursor,

se aisió una fracción denominada 'biicopéptidos purificados" como resuitado

de incubaciones con (2-3H) manosa, con 1a ventaja de que en este caso dicha

fracción carece de marca en péptidos no glicosiiados. En esta instancia,

teniendo comoobjetivo purificar gïicopéptidos conteniendo soiamente oiigo
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Fig. 3-9: 3H-oïigosacáridos previamente unidos g_Do1—PP.

Aproximadamente 100 ng de cabezas de epidïdimo distribuidas en 11 cavidades
de una piaca "mu1tiwe11" se incubaron con (2- H)manosa. Los oïigosacáridos
fueron 1iberados de Do1-PP, ais1ados como se deta11a en 2.9.1 y 1uego de ser
tratados con Endo-H fueron cromatografiados en pape] durante 72 h en so1vente
A.
Standards: como en 1a Fig. 3-5.



sacáridos unidos N-giicosidicamente, e] tejido precipitado y 1avado 1uego de

1a incubación fue sometido a un tratamiento aicaiino suave, que de acuerdo a

1a bibliografia (103) permite romper seiectivamente 1a mayoria de ias uniones

O-giicosïdicae de modode ïiberar de 1a proteina a ios oiigosacáridos unidos

a serina y treonina. Estos últimos pueden estar nnrcados radioactivamente,

pero a1 haber sido iiberados no son precipitabies por TCA junto con e]

material proteico. Por io tanto, 1uego de] tratamiento a1ca1ino, se preci

pitó con TCA, resuitando un sobrenadante (denominado fracción "A") y un pre

cipitado (denominado fracción "8"). "B" fue tratado exhaustivamente con

proteasa y se cuantificó 1a radioactividad presente en 1a fracción soiubie

(11amada "6") y en 1a insoiubie (11amada "0") originadas por un segundo tra

tamiento precipitante con TCA. Los resuitados están presentados en 1a Tab1a

3-VI. "A" corresponde a ios oiigosacáridos O-unidos a serina y treonina, pre

sumibiemente marcados en fucosa; "B" corresponde a N-giicoproteinas

totaies;"C" está formado por N-giicopéptidos totaies; "D" no se anaiizó y

estaria presumibiemente constituido o bien por oiigosacáridos de manosay/o

fucosa unidos a componentes no proteicos, o bien por N-giicoproteïnas

resistentes a proteasa.

Con e] objeto de estudiar ias estructuras de "alta manosa", 1a

fracción "C" se anaiizó con respecto a su sensibiiidad a Endo-H. Con ta]

propósito, ios N-giicopéptidos de "C" se purificaron (iguai que ios

14C-glicopéptidos), trataron con Endo-Hy sometieron a una electroforesis a

pH ácido (Fig. 3-10) con fines separativos, obteniéndose un pico neutro

(oiigosacáridos sensibies a Endo-H)y una zona heterqgénea cargada positiva

mente (glicopéptidos resistentes a Endo-H). La cuantificación de 1a radioac
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Tabia 3-VI: Proporción gg_3H-01igosacáridos unidos Q¿_¿_N:giicosïdicamente.

Fracción cpm Z

A 44.000 4,8

C 840.000 91,3

D 36.000 3,9

Cabezas de epididimo se incubaron con (2-3H)manosa como se menciona en 1a
Fig. 3-9. E1 tejido precipitado libre de DoI-PP-oligosacáridos se trató con
NaOH50 mMdurante 24 h y luego con TCA 10%, rindiendo una fracción soiubïe
identificada como "A" y una insoiubie. Esta üitima se trató con proteasa y
posteriormente con TCA10%resultando en una fracción soiubïe ("C") y en otra
insoiubie ("D").
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Fig. 3-10: Sensibiiidad a Endo-H¿gig 3H-N-giicopéptidospurificados.

La mezcïa de N-gïico éptidos purificados se obtuvo a partir de 1as mismas
incubaciones con (2- H)manosa que para aisïar ios Doï-PP-o1igosacáridos,
mediante 1a metodoiogïa expiicada en 2.9.2. Dichos N-giicopéptidos purifica
dos se sometieron a tratamiento con Endo-H y posterior eiectroforesis en
pape] a pH 2 durante 5 h.
La flecha indica 1a posición de manosa comoindicador de eiectroneutraiidad.



tividad de ambas zonas resultó en ios datos que se muestran en 1a Tabia

3-VII. En este caso, dado que e] materia] sometido a 1a enzima estaba formado

exciusivamente por N-giicopéptidos totaies, 1a proporción de oiigosacáridos

de "aita manosa" y "compiejos" está dada directamente por ias cantidades

relativas de materiai sensibie y resistente a Endo-H, es decir, 93 y 7%,

respectivamente.

La secuencia de ias etapas reaiizadas está resumida en e] esquema

de 1a Fig. 3-11.

A fin de anaiizar ias estructuras de "aita manosa" presentes en 1a

fracción sensibie a Endo-H, ésta üitima fue sometida a cromatografía en papei

(Fig. 3-12). E1 cromatograma demuestra 1a presencia de ias especies manosiia

das ta] como se encontró habiendo incubado con (14€)giucosa, pero con otras

abundancias reiativas. Se observa una mayor reiación Mg/Mgy una mayor pro

porción de ias especies más pequeñas M5y M5.

A manera de resumen a nive] cuantitativo, en 1a Tabia 3-VIII se

indican ias proporciones de cada especie oiigosacarïdica de "aita manosa"

deducidas de 10s cromatogramas correspondientes obtenidos como resuitado de

incubaciones con giucosa y manosa radioactivas. Más adeiante, en 1a

"Discusión", se verá 1a significación de ias diferentes abundancias reiativas

haiiadas empieando uno u otro sistema de marcación.

3.2. Aisiamiento1_caracterización gg_g]icoproteïnas secretorias

Dado que durante 1a circuiación de ios espermatozoides por e] 1umende]

epididimo, éstos se tornan aptos para 1a fecundación (7), se dirigió 1a aten

ción hacia sustancias secretadas a1 1umen por ias céiuias epididimarias,
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Tabïa 3-VII: Proporción gg_o1igosacáridos unidos lelicosidicamente sensibïes
x_re515tentes 3_EndoéH}

cpm %

oligosacáridos
sensibles a Endo-H 160.000 93,2

glicopéptidos
resistentes a Endo-H 11.600 6,8

El pico neutro (sensib1e a Endo-H)y 1a zona de carga positiva (resistente a
Endo-H) obtenidos en la e1ectroforesis de 1a Fig. 3-10 se cortaron de] pape]
para 1a cuantificación exacta de su radioactividad por cente11eo quuido.
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Fig. 3-11: Etagas reah'zadas para 1_a obtención d_e3H-oïigosacár1’dos d_e "a1ta
manosa" previamente unidos g proteína.
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Fig. 3-12: AnáHsis E12 3H-o11‘gosacár1’dossensibïes a Endo-H.

E1 materíaï de1 pico que no migró en 1a e1ectrofores1‘s de 1a Fig. 3-10 se
e1uyó de] pape] y 1uego se cromatografíó en pape] durante 72 h en soïvente A.
Standards: como en 1a Fig. 3-5.



Tabïa 3-VIII: Proporciones gg especies o1ígosacarïdícas gg_"a1ta manosa“.

01igosacáridos unidos oïigosacárídos unidos
a 1ïpido (%) a proteína (%)

incubación
de tejido

(146)91ucosa (2-3H)manosa (14C)gïucosa (2-3H)manosa
espec1e

M5 0,0 21,0 3,8 26,2

M6 7,3 10,9 6,3 14,7

M7 8,6 9,4 12,5 17,4

M8 19,4 15,3 30,4 18,9

M9 55,4 30,9 47,0 22,8

el 0,0 0,0 0,0 0,0

GZ 6,5 9,9 0,0 0,0

G3 2,8 2,5 0,0 0,0

Los va1ores se ca1cu1aron en base a 1as áreas bajo cada pico en 1oscorrespondientes croma ogramas: para 1 C-o1igosacáridos unidos a 1ïpído, e1
de 1a Fig. 3-5; para H-o1igosacárídos unidos a 1ïpído, e] de 1a Fíg. 3-9;
ara 14C-ngosacáridos unidos a proteína, de 1a Fig. 3-8; y para
H-oïigosacárídos unidos a proteína, de 1a Fig. 3-12.



iugar éste donde podrian interaccionar con los espermatozoides. Por otra

parte, una activa maquinaria N-giicosiiante en epididimo es razonabie suponer

por e] aïto contenido de doiico] en este órgano (119), sumado a 1a presencia

de enzimas de] cicio de] doiico] y 1a aita proporción de oiigosacáridos uni

dos N-giicosïdicamente demostradas en ios resuitados precedentemente presen

tados.

Asociando 10 recientemente expuesto, se pianeó 1a búsqueda de giicopro

teïnas secretorias de] tipo asparagina, para su caracterización tanto de]

punto de vista estructura] comofunciona].

3.2.1. Cinética dg_incorporaci6n gg_(2-3H)manosag_cortes de tejido

Dadas ias ventajas de (2-3H)manosa como trazador de N-giicoproteïnas

(ver Sección 3.1.3.2.) se continuó utiiizándoio en 1as incubaciones de

tejido, con e] fin de aisiar N-giicoproteinas secretorias marcadas

biosintéticamente. En ta] sentido, habia antecedentes a1entadores (16). Para

poner a punto ias condiciones de incubación, se detenminó 1a cinética de

incorporación de marca en proteina de tejido (Fig. 3-13A) y en proteína

iiberada a1 medio (Fig. 3-13B). En este estadio de ias investigaciones, se

supuso que ias proteínas ha11adas en ei medio extraceiuiar eran secretadas

por e1 tejido. Más adeiante, en 1a "Discusión", se profundizará en 1a

interpretación de resuitados experimentaies que convaiidan dicha suposición.

Los resultados de 1a Fig. 3-13 indican que después de un período "iag"

de 2 horas, se obtuvo una incorporación 1inea1 hasta ias 5 horas. En todos

10s experimentos siguientes, se eiigió dicho tiempo para ias incubaciones

standard, a1 cabo de] cuai 1a marca incorporada en proteina dentro dei tejido
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Fíg. 3-13: Cínétíca gg incorporación gg_lg¿?H)manosagg_g]ícoproteïna.

Cortes de tejido se incubaron con 10 pCi de (2-3H)manosa como está indicado
en 2.6.3. y a distintos tiempos e] contenido de dos cavidades de 1a p1aca
"mu1tíwe11" se Erocesó como fue expïicado en 2.7.1 y 2.7.2. 5, marca incor
porada en prote1na de] tejido; B, marca incorporada a proteIna Iiberada a1
medio.



fue aproximadamente 1%de 1a marca origina] suministrada, y 1a marca en pro

teina secretada fue airededor de] 10%de 1a incorporada a tejido, es decir,

0,1% de 1a originaimente presente.

En todos ios experimentos de este tipo, se comprobó que 1a oferta de

(2-3H)manosa a1 tejido se mantenía prácticamente constante a 10 1argo de 1a

incubación hasta 5 h, es decir que e] consumo de precursor radioactivo era

despreciabïe con respecto a su concentración presente en e] medio.

Otros trabajos rea1izados, extremando 1as precauciones de esteriiidad,

demostraron que 1a incorporación de (2-3H)manosa en giicoproteina intra y

extraceiuïar fue 1inea1 hasta ias 24 h de incubación (Maria J. Amoroso, comu

nicación personaï).

3.2.2. Inhibición por tunicamicina gg la incorporación gg 12;?H)manosaen

glicoproteina

Con e] objeto de confirmar 1a naturaïeza N-giicosidica de] 95%de ias

uniones entre 3H-azücaresy proteina intraceiuiar (ver Tabia 3-VI), se reaii

zaron incubaciones en presencia de tunicamicina (TM), que comoya se vio en

"Introducción", es un inhibidor especifico de 1a N-giicosiiación. Además, se

pensó que un efecto de este inhibidor sobre incorporación de manosa marcada

en glicoproteina extraceiuiar daria información preiiminar acerca de 1a

existencia de N-giicoproteinas secretorias, ya que hasta 10 expuesto aqui, 1a

marca en giicoproteina secretada (Fig. 3-138) podria ser debida a fucosa for

mandoparte de O-giicoproteïnas.

En 1a Tabia 3-IX se muestran ios resuitados correspondientes a1 efecto

de TMsobre 1a formación de giicoproteinas marcadas con manosa. Para visuaïi



Tabïa 3-IX: Efecto de tunicamicína sobre 1a incorgoracíón de (2-3H)manosaenWopró‘t'eïïá'ï'ñt'ratélu'I'—ar'l éïtr e u ar. _ _

m 3H 14c 3H/14c inhibición de
(cpm) (cpm) 3H/14c

- 562.702 470.838 1,195
intraceïuïar

+ 467.165 580.410 0,805 33

- 33.402 95.917 0,348
extrace1u1ar

+ 14.280 97.868 0,146 58

Tejido epídidímarío fue incubado con (2-3H)manosa y 14C-amínoácídos
simuïtáneamente durante 5 h como está indicado en 2.6.3. en ausencia (-) o
presencia (+) de 10 pg/m] de TM. La radioactívidad en proteína fue cuan
tificada iguaï que en e] experimento resumido en 1a Fíg. 3-13.



zar eT efecto indeseabTe que podria tener TMsobre Ta sintesis de poTipép

tidos, se reaTizaron inCUbaciones en presencia de 14C-aminoácidos, además de

(2-3H)manosa en forma simuTtánea. Se haTTó un 33% de inhibición en 1a incor

poración de (2-3H)manosa en Ta fracción intraceTuTar (vaior más bajo que eT

esperado de 95%) y un 58% en Ta fracción extraceTuTar, sugiriendo una

diferente reTación N-gTic0proteinas/0—giicoproteinas entre 1as de TocaTiza

ción intraceTuTar y Tas normaimente destinadas a secreción. También se

observa que TMno afectó Ta sintesis de proteina. En otros experimentos, con

concentaciones mayores de TM, se consiguieron mayores grados de inhibición de

Ta N-gTicosiTación, pero concomitantemente hubo efectos inespecïficos de

inhibición sobre 'la síntesis de proteinas totaTes.

3.2.3. Identificación d_eN-gTicoproteinas secretadas

Los sobrenadantes resuTtantes de Tas incubaciones reaTizadas con

(2-3H)manosa se pasaron por una coTumna de Bio-Ge] P-6 para eiiminar e]

exceso de manosa no incorporada. Con e] objeto de separar 1as gTicoproteinas

marcadas de acuerdo a su tamaño (aün desconocido en esta etapa deT trabajo),

eT materia] echuido de Bio-Ge] P-6 fue cromatografiado por medio de una

coTumna de Bio-Ge] A 1.5m, Ta cua] presenta un ancho rargo de operación,

hasta proteinas de peso moTecuTar iguaT a 1.500.000. Sorpresivamente, un

único pico de radioactividad se eTuyó 6 m1 después deT standard de fosfatasa

alcaTina (peso moTecuTar=78.000), muy cerca deT standard de Citocromo c (peso

moTecuTar=12.400) (Fig. 3-14), sugiriendo una cierta homogeneidad de tamaño

moTecuTarpor To menos en Tas gTicoproteïnas secretadas mayoritarias.

También se observó que Ta marca incorporada en este pico disminuyó un
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Fig. 3-14: Cromatografía gg_3H¿giicoproteinas secretadas Ég_Bio-Ge15_1.5m.

Sobrenadantes de incubaciones de tejido con (2-3H)manosa, en ausencia (o) o
presencia (o) de 10 yg/m] de TM, fueron reunidos (de dos cavidades de una
piaca "muitiwe11") y pasados a través de Bio-Ge] P6. E1 materia] exciuido fue
pasado a través de una coiumna de Bio-Ge] A 1.5m como está indicado en
2.10.1.1. Las f1echas indican ias posiciones haiiadas para ios marcadores:
BD, Bïue Dextran; Cyt c, citocromo c.



65% cuando TM habia sido inciuida en ias incubaciones, consistente con 10

mostrado en 1a Tabïa 3-IX, 1ïnea 4, ya que se arrastró una menor cantidad de

marca sembrada en 1a coïumna. Cuando este pico radioactivo se sometió a

SDS-PAGE,un componente fue detectado por coioración de proteínas correspon

diente a una masa moïecuiar relativa de 17.000 (Fig. 3-15, carril 1). En este

caso, 1a intensidad de 1a banda fue débi] porque se sembró aproximadamente

l ug de proteina, cerca de] 1ïmite de detección de] Coomassie Bïue (112). Es

obvio que no se puede conciuir que hay una ünica proteina presente en e] pico

radioactivo, pero se puede afirmar que dicho pico contiene una proteína

mayoritaria con una masa moiecular de 17 KDa. Cuando se inciuyó tunicamicina

en 1as incubaciones, no se detectó dicha gïicoproteina con Coomassie Biue

(Fig. 3-15, carri] 2), probabïemente porque e] 35-40% no inhibido por TMcayó

por debajo de] ïïmite de detección de] método anaiïtico. De todos modos, este

üitimo resu1tado sugirió e] hecho de que 1a proteina de 17 KDa es una N

gïicoproteïna. En 1a sección siguiente (3.2.3.1.) se describe un experimento

para qurar un aumento de 1a sensibiïidad de 1a detección utiïizando ami- °

noácidos radioactivos como precursores de proteinas biosintetizadas. La

radioautografïa de] ge] mostrado en 1a Fig. 3-15 no reveïó ninguna banda

radioactiva. También fue infructuosa 1a detección de radioactividad por

métodos que consisten en contar radioactividad en trocitos cortados de] ge1

húmedoy sumenjidos en soïubiiizador de geïes (117).

En un intento detectar radioactividad de 3H en Ios geïes, se rea1izó

una PAGEen condiciones desnaturaïizantes, es decir con SDS, de] medio tota]

post-incubación y posterior exposición pr010m1adaa p1acas autorradiográficas

(Fig. 3-16). Se observó una banda predominante otra vez correspondiente a
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Fig. 3-15: Detección gg componenzes proteicos 1uggo gg_SDS-PAGEgg_1a frac
c1on enr1quec1da 531 °H—g]icoprote1nas secretaaas provenïéñte ae
Bio-Ge] A 1.5m. _

Las fracciones 58-65 de 1a corrida en Bio-Ge1 A 1.5m (Fíg. 3-14) fueron
reunidas, concentradas y sometidas a SOS-PAGE.Las incubacíones de tejido con
(2- H)manosa habían sido rea1izadas en augencia (carríï 1) o en presencia
(carr11 2) de 10 Pg/m] de TM. E1 ge] fue tenido con Coomassíe Bïue.
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Fig. 3-16: Detección gg_radioactividad 1uggo gg_SDS-PAGEgg_3H:gïicoproteïnassecretadas totaies.

Se efectuó SDS-PAGEde medio tota] (20.090 cpm en giicoproteïna) proveniente
de 1'nCUbaCÍOYïeS de tejido C0n (2- H)manosa. La figura muestra 1a
radioautografïa dei ge] iuego de 90 dias de exposición. La fiecha indica 1a
posición correspondiente a 17 KDa.
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17 KDa. A esta glicoproteïna se 1a referirá de aquí en adeïante como GP17.

También se observan bandas muy débiimente marcadas en zonas de mayor peso

moïecuIar, que no aïcanzaron a dar picos netos en Bio-Ge] A 1.5m probabïe

mente debido a su baja radioactividad. Es c1aro, entonces, que 1a radioac

tividad de 3H en e] pico de Bio-Ge] A 1.5m se debe casi exciusivamente a

GP17.

3.2.3.1. Biosintesis del esgueïeto poiipeptïdico gg_GP17

Para confirmar que 1a porción proteica de GP17 se biosintetiza

durante 1as incubaciones, se 11evó a cabo SDS-PAGEde glicoproteïnas secreta

das provenientes de incubaciones con aminoácidos marcados radioactivamente y

posterior radioautografïa (Fig. 3-17), con 1o cua1 se aumentó 1a sensibilidad

de detección de proteinas, con respecto a] método de Coomassie Bïue. Comoera

de esperar, se observó, entre otras, una banda principa] correspondiente a

17 KDa, 10 cua] confirma 10 propuesto. Dicha banda disminuyó en intensidad

cuando en 1as incubaciones se habia inc1uido TM (Fig. 3-17, carri] 2),

reafirmando e1 hecho de que GP17 es una N-gïicoproteïna.

En incubaciones con dob1e marca, uti1izando 14C-aminoácidos y

(2-3H)manosa, el perfi] cromatográfico de Ios sobrenadantes en Bio-Ge] A 1.5m

resultó como se observa en 1a Fig. 3-18. E1 pico con dobie marca se sometió a

SUS-PAGE,cuya radioautografïa en condiciones de detectar sóio 14€ (30 días)

reveïó una banda intensa correspondiente a 17 KDa, como era de esperar,

además de otras bandas menos intensas (Fig. 3-19).



Fig. 3-17: SDS-PAGEge_14C-proteinas secretadas totaies.

Los medios resuitantes de incubaciones de tejido con 14C-aminoácidos fueron
sometidos a SDS-PAGE.La figura muestra 1a radioautografia de] ge] 1uego de 7
dias de exposición. Carri] 1, materia] proveniente de incubaciones en ausen
cia de TM; carri] 2, materia] proveniente de incubaciones en presencia de
10 pg/mi de TM. A 1a izquierda se muestran ias posiciones de ios marcadores
de peso moiecuiar: carrii I, fosforiiasa B y BSA; carri] II, (woaibümina y
tripsinógeno: carri] III, [3 -1actogiobu1ina y iisozima. La fiecha indica 1a
posición correspondiente a 17 KDa.
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Fig. 3-18: ComEortgmíento gn Big-Ge] A_1.5m gg proteínas secretadas marcadas
con - H manosa ¿_ C-aminoacidos.

Sobgenadantes dí incubaciones de tejido reaïizadas en presencia símuïtánea de
(2- H)manosa y 4C-aminoácidos fueron pasados a través de Bío-Ge] P6 como se

indica en 2.10.1.1. E1 materia] exc1uído fue cromgtografiado en una columnade Bio-Ge] A 1.5m. o-—o, radioactívidad debida a H- 0..-0 , radioactividad
debida a 14€. BD, B1ue Dextran.
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Wim

F1'g. 3-19: SDS-PAGEde] pico dob1emente marcado fl 351 14g Erovem’ente de
Bio-Ge] A Ï.5m. —

Las fracciones 65-74 obtenidas en 1a cromatografía en co1umna de Bio-Ge1 A
1.5m mostrada en 1a Fíg. 3-18 se reunieron, concentraron y SOmetíeron a
SBS-PAGE_yradioautog rafïa (30 días de exposición).



3.2.4. Naturaieza ácida gg_GPl7

En este estadio de ias investigaciones se utiiizó e] pico de 3H indi

cado en 1a Fig. 3-14 como fuente de GP17 marcada porque, aunque ese pico con

tiene otras proteínas (Fig. 3-19), en éstas no se detectó marca apreciab1e de

3H (Fig. 3-16). En otras pa1abras, si se tienen en cuenta 5610 giicoproteïnas

detectabïes por radioactividad de 3H, (3H)GP7está reiativamente pura segün

SDS-PAGEmonodimensiona].

GP17 marcada biosintéticamente con (2-3H)manosa, migró predominan

temente a1 ánodo como una zona heterogénea en eiectroforesis en pape] a pH 2

(Fig. 3-20, pico I), indicando una carga neta negativa aun a dicho pH. Un

pequeño pico migró hacia e] cátodo (pico II, no anaïizado debido a su baja

radioactividad) y una cierta cantidad de materia] radioactivo permaneció en

e] origen.

3.2.4.1. Presencia gg_fosfatos

Buscando e1 grupo quimico responsabie de 1a carga negativa, se pensó

en primer 1ugar en grupOs fosfato esterificados, ya que forman parte de

muchas proteínas, ya sea unidos a aminoácidos —comoserina, treonina y en

pequeña proporción tirosina (51)-, o bien unidos a oiigosacáridos (106). La

acidez propia de grupos fosfatos esterificados justificarïa 1a existencia de

cargas negativas a pH 2. Por ejempio, e] pKa1 de fosfoserina es iguai a 2,6 y

los pKa1de fosfoazücares osci1an en vaiores cercanos a 1,0 (28).

Otra posibiiidad era 1a presencia de grupos suïfato, también ácidos,
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Fíg. 3-20: Comportamiento e1ectroforético gg_ Eageï gg_ L?H)GP17 gg_ medioac1do.

(3H)GP17(pico de 1a Fig.‘3-14 obtenido sin TM)fue sometido a e1ectroforesis
en pape] a pH 2 como esta detaïïado en 2.8.2. durante 15 h. La tira de pape]
fue pasada por un radiocromatógrafo, cuyo registro gráfico se muestra.



ios cua1es se sabe que modifican a ciertas proteínas (125).

La presencia de ácido siáiico, compenente frecuente de g1icopro

teïnas, se descartó porque seria neutraiizado a pH 2; aunque e] pka de este

monosacárido es 2,6 (40) debido a1 grupo ceto vecino a1 carboxiïo en 1a forma

de cadena abierta, 1a forma de aniHo piranósico (ob1igada cuando forma

uniones giicosídicas en oiigosacáridos de glicoproteïnas) carece de grupo

ceto (debido a 1a formación de 1a unión hemiacetáHca) y su acidez debe ser

simi1ar a 1a de cualquier ácido carboxiiico t'Ïp'ÍCO, con un pka entre 4,0 y

5,0.

Teniendo en cuenta 1o anterior, se probó 1a acción de fosfatasa

aïcaiina sobre e] materia] constituyente de] pico negativo y se observó 1a

ausencia de migración en una nueva eiectroforesis en ias mismas condiciones

(Fig. 3-21). Comocontro], 1a incubación con fosfatasa a1ca1ina inactivada

por caior no produjo aboïición de 1a moviiidad. E1 efecto de 1a fosfatasa

a'lcaïina sugirió 1a presencia de grupos fosfato expuestos en 1a moïécuïa de

GP17.

Con e] objeto de disponer de más evidencias de 1a presencia de fos

fatos en GP17, se reaiizaron incubaciones de epidïdimo utiiizando 32Pi como

precursor de fosfoproteïnas secretadas marcadas biosintéticamente. Los sobre

nadantes resuitantes de estas incubaciones se sometieron a SOS-PAGE,cuya

radioautografïa mostró 1a mayor parte de 1a marca sin penetrar en e1 ge] y

varias bandas radioactivas débiimente marcadas, entre eNas una correspon

diente a 17 kDa de masa moiecuiar (Fig. 3-22).

Cuando se incubó tejido con 32Pi y (2-3H)Man simuitáneamente, 10s

sobrenadantes 1ibres de exceso de precursores radioactivos se pasaron por
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Fig. 3-21: Efecto gg_ fosfatasa icaiina sobre ei comportamiento e1ectro
foreïico en Eagel ae (SHJGPI7en meaio'EEido.

E1 pico I resuitante de 1a eiectroforesis mostrada en 1a Fig. 3-20 fue eiuido
de] pape], incubado con fosfatasa aicaiina (ver 2.10.2.2.) y vueito a correr
eiectroforéticamente en ias mismas condiciones. La tira de pape1 se cortó en
bandas de 1 cm, ias cuaies se contaron por centeïïeo iïquido. La fiecha
indica 1a posición de Mancomo indicador de e1ectroneutraiidad.
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Fig. 3-22: Detección de proteinas fosforiiadas iiberadas gl medio separadas
Egg SDS-PAGÉÍ

Tejido epididimario fue incubado en presencia de 32Pi comoprecursor radicac
tivo como se indicó en 2.6.3. Los sobrenadantes provenientes de dos cavidades
de una piaca “muitiweii” se reunieron y pasaron por Bio-Ge] P-6. Una aiïcuota
dei exciuido (50.000 cpm) se corrió en SUS-PAGE,cuya radioautografia luego
de 17 dias de exposición se muestra en 1a figura. La fiecha indica 1a posi
ción correspondiente a 17 KDa.



Bio-Ge] A 1.5m, observándose dos picos principa1es de 32P, uno exciuido de 1a

matriz y otro inciuido coincidente con e] único pico importante de 3H (Fig.

3-23) en 1a misma posición que en 1a cromatografía de (3H)GP17mostrada en 1a

Fig. 3-14. Este üitimo pico con dobie marca se corrió en eiectroforesis en

papei a pH 2 (Fig. 3-24), observándose un pico dobïemente marcado que migró

a1 ánodo, además de otro pico dobiemente marcado que no migró, en forma simi

1ar que en 1a eiectroforesis en pape] de (3H)GP17mostrada en 1a Fig. 3-20.

A pesar de ias iimitaciones anaiïticas de SDS-PAGEmonodimensionai, fiitra

ción nnïecuïar y eiectroforesis en pape], los üitimos datos tomados en con

junto demuestran que GP17 es una fosfogiicoproteïna. Dado que se demostró que

e] fosfato era e] responsabie de 1a carga neta negativa de GP17, no se

investigó su contenido en suifatos.

3.2.5. Anáïisis gg_lg_gorción sacarïdica gg_GP17

3.2.5.1. Sensibiïidad a Endo-H

Comoe] tejido epididimario sintetiza una gran proporción de estruc

turas sacarïdicas sensibies a Endo-H, de acuerdo a ios datos de 1a Tabia

3-VII, se pensó que era probabïe que a1gunas giicoproteïnas conteniendo

dichas estructuras fueran destinadas a secreción; en otras pa1abras, era pro

babie ha11ar N-gïicoproteïnas secretadas sensibies a Endo-H. Luego de incubar

(3H)GP17 (pico de 1a Fig. 3-14) con esta enzima, 1a e1ectroforesis en pape1

reveió un ünico pico neutro (Fig. 3-25), 10 cua] sugirió 1a 1iberación por 1a

enzima de oiigosacáridos neutros de "aita manosa" expuestos en 1a moiécu1a de

GP17. Comocontro], 1a incubación con 1a enzima inactivada por caïor no pro



I l I I l l l I I I I

10 '
BD COCIZ

8 _

lo 6 _ __

E
o. lo -- 
u

2 - _

p 'oKm [\
0 I oJÏpÏN>QJF*¿dFÓ ¡ kïy?*hmo4yop*L94 l l l
30 34 38. 42 46 50 54 58 62 66 70 74

Número de fracción

Fig. 3-23: Comportqmientoen gig-Ge] fi_1.5m gg proteinas secretadas marcadas
Egg (2-JH)manosa l_5¿ i.

Cortes de epididimo se incubarOn en presencia de (2-3H)manosa y 32Pi
simuitáneamente. Los sobrenadantes provenientes de dos cavidades de una piaca
"muitiweii" se reunieron y pasaron por Bio-Ge] P-6. Una aiïcuota dei exciuido
(50.000 cpm de 32P y 15.000 cpm de 3H) se pasó por una coiumna de Bio-Ge] A
1.5m. o--3, radioactividad debida a P;o-—o , radioactividad debida a 3H.
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Fig. 3-24: Eïectroforesís en pape1 de] pico dobïemente marcado Egg 32P y 3H
proven1ente gg_BÏb-Gel EiTÏBm.

E1 pico dob1emente marcado con 32P y 3H eïuido de Bio-Ge] A 1.5m (Fig. 3-23)
se sometió a eïectroforesís en papeï en idénticas condiciones para 1a corrida
de 1a F19. 3-20. La tira de pape1 se corrió en bandas de 1 cm para contar
radíoactívidad por centeïïeo 1ïqu1do. o—-a, radioactívidad debida a 32P;
o--o, radioactividad debida a 3H,



l l l I | I

(+3 <9
6 — ' —

I 4 _ —

E
O.
u 2 " —

o oo/.\L\_./’/ | ./ |\.\._.‘.
-4 -2 0 2 4 6

Distancia desde el orígen (cm)

Fíg. 3-25: Sensibí1ídad de GP17 a Endo-H.

(3H)GP17 (1.000 cpm) fue incubada con Endo-H como está deta11ado en 2.10.2.1.
y 1uego sometida a eïectroforesis en pape1 como en 1a corrida de 1a Fig.
3-20. Fuera de 1a zona mostrada en 1a figura no se detectó radíoactivídad por
encima de] "background".



dujo efecto aiguno.

De no haber habido efecto directo de Endo-H sobre GP17 se hubiera

encarado 1a digestión previa de 1a giicoproteina con proteasas, con ei objeto

de obtener giicopéptidos que sirvieran comomejores sustratos a 1a enzima, y

así probar o descartar 1a presencia de oiigosacáridos estructuraimente sen

sibles pero estéricamente inaccesibies a 1a enzima. Debido a 1a observada

acción directa de Endo-H sobre GP17, e] pre-tratamiento con proteasas no fue

necesario. La neutraiidad de 1a porción sacarïdica iiberada por Endo-H

descarta 1a presencia de fosfatos unidos a1 oïigosacárido.

Cuando e] pico dobiemente marcado de 1a e1ectroforesis en papei de

1a Fig. 3-24 se trató con Endo-H, 1a marca de 3H (pero no 1a de 32P) se

corrió hacia 1a zona neutra en una segunda eiectroforesis (Fig. 3-25), como

era de esperar.

3.2.5.2. Tamaño_ggla porción sacarïdica

Para obtener información acerca dei tamaño de ios oiigosacáridos

previamente unidos a GP17, éstos fueron 1iberados por Endo-H y posteriormente

sometidos a cromatografía en papei (Fig. 3-27). E1 cromatograma (que no

mostró radioactividad en e] origen, 10 cual demuestra iiberación tota] por 1a

enzima) evidenció dos picos principaies que co-migraron con Ios standards

M5 y M6, además de picos "enores que co-migraron con ios standards M7, M8y

M9. Debido a 1a información previa en cuanto a especificidad de Endo H (103)

y a estructuras de oiigosacáridos de "aita manosa" en otros materiaies

bioiógicos de eucariotes (56), fue razonabie suponer que ios oiigosacáridos

aisiados no sóio tenían ei mismo tamaño sino también idéntica composición que
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Fíg. 3-26: Sensibilidad 3 Endo-Hd_eL32L_ 3H)GP17.

E1 pico que migró a1 ánodo en Ia e‘lectroforesís de 1a Fíg. 3-24 se eïuyó de]
pape], trató con Endo-H y se voïvió a correr en e1ectrgfores1's en pape] en1as mismas condiciones. ono, radíoactividad debida a 2P;o—-o, radicac
tivídad debida a H.
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Fig. 3-27: Separación cromatográfica d_e12 oiigosacáridos d_eGP17Hberados
M Endo-H. _

E1 pico que no migró en 1a eiectroforesis mostrada en 1a Fig. 3-25 se e1uy6
de] papei y se sometió a cromatografía en papei en soivente A durante 60 h.
Las flechas indican ias posiciones de migración de 'Ios oh'gosaca'ridos de
"aita manosa" derivados de widucto de gaHina utiiizados como standards,
gentiimente cedidos por e] Dr. A.J. Parodi.



Ios standards de a1ta manosa usados. De todos modos, se hicieron aigunos

experimentos adicionaies que se muestran a continuación para confirmar 1a

suposición.

3.2.5.3. Identidad de las unidades monosacarïdicas marcadas

(3H)GP17 fue precipitada por TCA y sometida a hidróiisis ácida

fuerte como se detaïïa en 2.10.4.2. E1 producto de 1a hidróiisis se croma

tografió en pape] en condiciones de separar monosacáridos entre si (Fig.

3-28). Se detectó soiamente manosa marcada como monosacárido constituyente de

10s oïigosacáridos originaimente presentes. La ausencia de fucosa está de

acuerdo con 1as estructuras de a1ta manosa atribuidas a 1os oiigosacáridos de

GP17.

3.2.5.4. Presencia gg_unionesg]icosidicas cil-96

Con e] objeto de reveiar 1a existencia de uniones giicosidicas

c>¿146, se utilizó e'l procedimiento de acetóïisis, que prOJoca 1a ruptura

preferencia] de ese tipo de uniones (53), ias cua1es están presentes en Ios

oiigosacáridos de "a1ta manosa" conocidos (103). M5y M6provenientes de GP17

fueron sometidos a acetóiisis comoestá indicado en 2.10.4.1. E1 cromatograma

en pape] de] acetoïizado de M5reve16 un hexasacárido, un tetrasacárido y un

disacárido (Fig. 3-29). Una interpretación coherente es que e] hexasacírido

corresponde a M5 no atacado, mientras que e] tetrasacárido y e1 disacárido

corresponden a dos fragmentos previamente unidos por una unión DCI-+6,

resultado coincidente con 1a estructura de M5 de otras fuentes (25). La
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Fig. 3-28: Identificación de ios 3H-monosacáridos constituyentes d_e1_a or
c1on ohgosacaer'ica _aeGP17.

(3H)GP17 fue sometida a hidróiisis ácida fuerte como está detaHado en
2.10.4.2. E1 producto de 1a hidróiisis se cromatografió en pape] en soivente
C durante 30 h. Las Hechas indican 1as posiciones donde migraron 1os stan
dards Man y Fuc.



-2
10 (A)

l
<—O) <—U1 <——-:» <—w 4-N 4

cpm

| I l

o 10 20 30

Distancia desde el origen (cm)

Fig. 3-29: Anáïisis cromatográfico de lgs_ fragmentos producidos EQ:
acetoïisis gg_ijiM5 previamente unido a GPI7.

(3H)M5 (3.000 cpm) fue e1uido de un cromatograma simi1ar a1 de 1a Fig. 3-27
resuïtante de una preparación en mayor esca1a y sometido a acetóiisis (ver
2.10.4.1.). E1 nmteria] resuïtante de 1a acetó1isis fue cromatografiado en
pape] con soivente B durante 44 h. Las f1echas muestran 1as posiciones ha11a—
das para 105 standards derivados de manano de 1evadura (gentiïmente cedidos
por G. Lederkremer y L. de 1a Canai). E1 nümero de unidades monosacarïdicas

que )tiene cada standard está indicado sobre 1as fïechas (1=Man; 2=Man2;etc. .



acetóïisis de M6no dio una ciara distribución de fragmentos debido a 1a baja

radioactividad recuperada en e] correspondiente cromatograma.

3.2.6. Purificación gg_GP17

3.2.6.1. Primera etapa: fi1traci6n moiecuiar mediante Bio-Ge] P-60

Con ei propósito de ensayar 1a actividad bioiógica de GP17 frente a

espermatozoides, se pianeó su purificación para una posterior marcación

radioactiva con 1251, 1a cua] se sabe que ocurre en residuos tirosina (63).

La radioactividad de (3H)GP17era muy baja para e] propósito mencionado.

Se encaró 1a primera etapa de purificación mediante ei uso de

Bio-Ge1 P-60, por cuanto en principio seria capaz de exciuir todas ias pro

teinas de masa moïecuïar mayor que 60 KDay separar en su forma nativa, de

acuerdo a tamaño moïecuiar, 1as proteinas más pequeñas, entre e11as GP17. Se

descartó e] empieo de la coiumna de Bio-Ge] A 1.5m anteriormente usada

porque, debido a su ancho rango de operación, no permite separar proteinas

pequeñas entre si, comoya se vio (Fig. 3-19).

Para facilitar 1as técnicas de purificación, se procedió a obtener

proteinas secretadas en esca1a preparativa (en e] orden de ng), para 10 cua]

se rea1izaron incubaciones de epidïdimo en un número re1ativamente grande de

cavidades de una piaca "muitiweïï". Los sobrenadantes resu1tantes fueron

reunidos y pasados por una coiumna de Bio-Ge] P-60. Las incubaciones y corri

das en coiumna se repitieron varias veces. En una corrida tipica se recqgïan

50 fracciones de 0.5 m1, observándose que e1 coior azu] de] Bïue Dextran

e1uïa entre 1as fracciones 19-23. Para ubicar e] voiumen de e1uci6n de GP17,



pre1iminarmente se reaïizaron SDS-PAGEanaiiticas de a1icuotas de 1as frac

ciones proNenientes de Bio-Ge] P-60. En 1a Fig. 3-30 se muestra e] resuïtado

de una SDS-PAGEde ias fracciones recogidas de 1a columna agrupadas en

"pooïs". En base a Ios resuïtados preiiminares, se reunieron en un mismo

"pooï" 1as fracciones vecinas que mostraron un mismoperfil en previas corri

das en SOS-PAGE.En e] "pooi" rotu1ado l, que contenía 1as fracciones 19-22,

se observó e] grueso de ias proteinas secretadas; en e] "pooi" 11amadog, que

reunió a las fracciones 23-27, se observaron varias bandas de 1as anteriores

pero con menor intensidad, y además aigunas bandas correspondientes a pesos

moïecuïares menores, entre e11as una muy tenue correspondiente a GP17; y en

e1 "pooï" rotuïado g, que contenía ias fracciones "28-30", se detectó GP17

nitidamente además de otra en mucho menor proporción correspondiente a una

masa nnïecuïar de 23 KDa, llamada de aqui en más P23. En 1as fracciones

siguientes a 1a número 30 provenientes de Bio-Ge] P-60 no se detectó GP17.

según SDS-PAGE.

Con e1 objeto de estimar en forma aproximada e] rendimiento en 1a

obtención de GP17, se ana1izó ei contenido proteico de cada uno de 1os

l'poois" anteriores. Los resu1tados que se presentan en 1a Tabia 3-X indican

que en e] "pooï" g_donde se ha116 1a casi totalidad de GP17 parciaïmente

purificada, 1a masa proteica resuitó ser 869 pg, que equivaie a1 17%de toda

1a proteína secretada, apronimadamente 5 mg. Comparandovisuaïmente 1a inten

sidad de 1as bandas en e] carri1 3 de 1a Fig. 3-30, se infiere que de ese

17%, 1a mayor parte corresponde a GP17.

Otras corridas simiiares en Bio-Ge] P-60 de 3H-g'licoproteïnas secre

tadas resuïtaron en 1a esperada e1uci6n de radioactividad en 1as fracciones



Fig. 3-30: SDS-PAGEde proteinas secretadas totaies previamente fraccionadas
por Bio-GET'P-GO.

Los medios provenientes de 60 cavidades de una piaca "muitiweii" conteniendo
tejido epididimario incubado en MEMfueron reunidos y pasados a traves de una
coiumna de Bio-Ge] P-6. E1 materia] exciuido fue cromatografiado en una
coiumna de Bio-Ge] P-60, de 1a cuai ias fracciones 19-22 que contenían Biue
Dextran fueron reunidas y designadas “pooi” l; ias fracciones 23-27 se agru
paron bajo e] rótuio "pooi" g; y ias fracciones 28-30 se reunieron y rotu
iaron "pooi" 3. Alicuotas (1/50 dei voiumen) de 10s “poois” 1, 2 3 se
sembraron en Tos carriies 1, 2 y 3, respectivamente, de 1a SDS-PAGE,1a cua]
fue reveiada con Coomasie Blue.
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Tabïa 3-X: Cuantificacíón gg proteínas secretadas.

"pooï" Cantidad de proteína (Pg)

1 2.945

2 1.275

3 869

L

A'lïcuogas de 105 "pooïs" definigos en 1a Fig._ 3-30 fgeron tomadas para deter
minacion cuantitativa de protema tota] segun e] metodo de Lowry (65). Los

gato?“ de cantidad de proteína están referidos a'l voïumen totaï de cadapoo
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28-30, consistente con 1a naturaieza g1icoproteica de GP17.

3.2.6.2. Sggunda etapa: cromatografía gg_afinidad mediante Concanavaïina A,

Iodinación

Repetidas corridas en Bio-Ge1 P-60 no permitieron separar GP17 de

P23 por más 1argas que se hicieron 1as coïumnas y por más pequeños que fueron

Ios voiümenes de ias fracciones recqgidas, probabiemente porque ambas pro

teinas están constituidas por moïécu1as que poseen e] mismovaïor de radio de

Stokes, parámetro éste (y no e1 peso nnïecu1ar) discriminado por 1a técnica

de fiïtración moïecu1ar por geïes (102).

Se pensó, entonces, dado que GP17es 1a N-gïicoproteïna mayoritaria

entre 1as proteinas secretadas (Fig. 3-16), en apra/echar precisamente 1a

caracteristica propia de GP17 de poseer manosa, aparentemente no compartida

por P23, con e] fin de 1ograr su separación. Para e11o, se recurrió a

Concanavaiina A (Con A), cuya especificidad de interacción con residuos

o(—D-manopiranósidos no reductores (36) permitiría unirse a GP17, que comoya

se vio en secciones precedentes, contiene o1igosacáridos de "aita manosa".

Como prueba pre1iminar, se ensayo 1a capacidad de unión de una pequeña

a1ïcuota de (3H)GP17 a Con A acop1ada a un soporte inerte. E1 resu1tado

expuesto en 1a Tabia 3-XI indica que GP17 efectivamente es capaz de unirse

especificamente a Con A, ya que fue desp1azada de 1a coïumna por acción de

ci-meti] manósido, compuesto por e] que Con A tiene a1ta afinidad (36).

Habiendo obtenido este ü1timo resu1tado a1entador, se encaró 1a purificación

por Con A de] "pooI" g_proveniente de Bio-Ge] P-60, donde se ha11aban GP17 y

P23. Pero aqui se tropezó con e] siguiente inconveniente netodoïógico: a1



Tabla 3-XI: Cromatggrafïa gg_13H)GP17gg Concanavaïína A-ggarosa.

Fracción cpm

Percoïado 78

Eïuido por cxrmeti1 manósido 859

(3H)GP17 (1.000 cpm) fue pasada por una pequeña coïumna de Con A-agarosa,
como se indicó en 2.10.1.2., recuperándose e] percoïado. Luego de 1avar 1a
coïumna con PBS, se e1uy6 agregando ci-meti] manósido 2% en PBS. Se contó 1a
radioactivídad presente en e] percolado y en e1 e1uido por e(-metí1 manósído.



reaiizar SDS-PAGEde 10s eiuidos de Con A-agarosa, se detectó por Coomassie

Bïue una proteina de aproximadamente 27 KDaausente en ias muestras origina

1es senbradas en 1a coiumna. Era obvio que esa proteína prolenïa de 1a pr0pia

coiumna, y su identidad fue atribuida a Con A parciaimente desacopiada de 1a

agarosa, ya que 1a masa de 1a proteina observada coincidïa con e] valor

informado en 1a bibiiografïa para cada subunidad de Con A (6). Comoestaba

pianeada 1a iodinación radioactiva de GP17, Con A contaminante también

hubiera resuitado indeseabiemente marcada. Con ei propósito de subsanar e]

inconveniente mencionado sin aumentar e] número de etapas en 1a purificación,

se decidió invertir e] orden en ias operaciones, es decir, reaiizar primera

mente una marcación de] "pooi" g_con 1251 y posteriormente una purificación

de 125I-GP17 mediante ConA inmoviiizada. De esta manera, Con A contaminante

no estaria marcada y por lo tanto no interferirïa en ios ensayos de unión a

espermatozoides, donde 1a detección estaria basada solamente en radioac

tividad.

Teniendo en cuenta e] razonamiento anterior, 1a iodinación se

rea1izó sobre e] "pooi" g, e] cua], comoya se vio, estaba nuy enriquecido en

GP17 (Fig. 3-30, carri] 3). Se siguió e] protocoio indicado en 2.11., usando

lodo-Gen, que es un oxidante suave que preserva 1a conformación nativa de Ia

proteina, requisito indispensabie si se pretende ensayar 1uego actividad

bioiógica de 1a proteina en cuestión. La fracción asï iodinada se sometió

1uego a cromatografía de afinidad mediante una coiumna de Con A-agarosa. La

Tabia 3-XII muestra 1a cantidad de marca radioactiva presente en e] materia]

que pasó de largo por 1a coiumna y en e1 materiai retenido y 1uego específi

camente eïuido por c<-meti1 manósido. Una conciusión apresurada que se
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Tabïa 3-XII: Evaïuación cuantitativa dei comportamiento en Concanavaiina A
ggarosa 631 "pooi" }_1od1naao. ‘

Fracción cpm

Percoiado 833.000

Eiuido por cx:meti1 manósido 236.000

El materiai proteico contenido en ÏL "pooi" }_(fracciones 28-30 provenientesde Bio-Ge1 P-60) fue iodinado con 5 como se detaiia en 2.11. Una aiícuota
de] producto de 1a iodinación (1 x 10 cpm) fue pasado por una coiumna de Con
A-agarosa, reaiizando 1as mismas operaciones que 1as indicadas en 1a ieyenda
de 1a Tabia 3-XI. Se determinó 1a radioactividad presente en el percoiado y
en e] e1uido por e(—meti1 manósido.
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extrajo dei experimento fue que GP17 se habia unido parciaimente a Con A.

Comose verá enseguida, ta] interpretación fue errónea.

Para confirmar que e] materia] retenido por Con A correspondía a

GP17, se efectuó SDS-PAGEde] materia] proteico no unido (Fig. 3-31, carri]

1) y unido (Fig. 3-31, carrii 2) a 1a 1ectina. Comose desprende de] experi

mento, toda 1a GP17 se unió a Con A, hecho consistente, una vez más, con su

contenido en oiigosacáridos de nnnosa, mientras que P23 carece de afinidad

por 1a 1ectina, probabiemente porque no contiene ios necesarios residuos

sacarïdicos especificos. Un hecho curioso que surge dei análisis de 1a Tabia

3-XII y 1a Fig. 3-31 es que P23, que estaba presente en mucho menor propor

ción que GP17 en 1a nuestra sometida a iodinación (Fig. 3-30, carrii 3),

resuitó mucho más iodinada que GP17, 10 cua] habia 11evado a una primera

interpretación errónea nencionada en e] párrafo anterior. Una especuiación

consistente con ei hecho observado es que P23 tiene un mayor contenido en

residuos tirosina que GP17.

Un materia] obtenido de igua] manera que el sembrado en e] carri] 2

de 1a SDS-PAGEde 1a Fig. 3-31 se utiiizó como fuente de 1251-6P17 suficien

temente purificada (Iibre de P23) para ios ensayos de unión a espermatozoides

que se describirán más adeiante. Aparte de ias conciusiones extraibies acerca

de] contenido en oiigosacáridos de las proteinas invoiucradas, queda c1aro

que Con A resuitó ser una exceiente herramienta para obtener GP17 1ibre de

P23. Como1a radioactividad especifica de las proteinas iodinadas es muyalta

(de1 orden de 106 cpm/ug) e1 hecho de encontrar a GP17 como banda muy mayori

taria en SDS-PAGE(Fig. 3-31, carri] 2) indica un a1to grado de pureza, ya

que pequeñas cantidades de proteinas contaminantes indetectabies por
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Fig. 3-31: Eva1uación gi lg Eurificación g_e_125I-GPl7 conseguida mediante
Concanavaiina A-agarosa.

Las fracciones provenientes de Con A-agarosa cuya radioactividad se indicó en
1a Tabïa 3-XII se sometieron a SUS-PAGE,1a cua] fue reveiada a ios 3 dïas
por radioautografïa. Carri] 1, percoiado (50.000 cpm); carri] 2, eïuido por
N-meti] manósido (170.000 cpm).



Coomassie Blue hubieran resuitado en bandas nitidamente marcadas en 1a

radioautografia, 10 cua] no ocurrió en este caso, en e1 que 1as con

taminaciones fueron insignificantes.

3.2.7. Unión de GP17a_espermatozoides

Para ensayar 1a capacidad de unión (o "bindirg") especifica de GP17 a

espermatozoides de rata, se uti1izó 1a fracción iodinada y 1uego pasada por

Con A, que comoya se vio en 1a sección anterior, estaba suficientemente pura

(Fig. 3-31, carril 2).

Los experimentos se rea1izaron según 1a metodoiogïa tipica para

ensayos de "bindimg", que consiste en incubar en condiciones apropiadas e1

1igando marcado con Ias céïuïas de interés y 1uego determinar 1a radioac

tividad asociada a ias cé1u1as, 1as cuaies se separan de] medio por centrífu

gación. En e] presente trabajo, e] iigando marcado fue 125I-GP17 y ias

céïuïas estudiadas fueron espermatozoides de rata. Además, en este tipo de

ensayos, es importante determinar 1a especificidad de 1a unión, 10 cua1 se

hace con un nümero 1imitante de cé1u1as y di1uyendo isotópicamente por pre

sencia adicionai de un gran exceso dei mismo iigando no marcado, en base a1

siguiente razonamiento: si 1a unión ocurre via receptores especificos en 1a

membrana de 1a céluia, e] 1igando homóiogo no marcado deberia competir con e]

marcado por los pocos sitios receptores existentes, y consecuentemente prolo

car una disminución de 1a cantidad de marca unida a ias cé1u1as. Por otra

parte, sustancias estructuraimente no reiacionadas a1 1igando no deberian

reducir 1a cantidad de marca unida, dado que aquéiios o bien no se unen a 1a

céluïa o bien 10 hacen a otro tipo de receptores.



Primeramente, con e] objeto de ver si existia o no afinidad de GP17a

espermatozoides, y en caso afirmativo, si e] grado de maduración de éstos

ejercía aïguna infiuencia, se realizó un experimento preiiminar incubando

espermatozoides de diferentes regiones anatómicas en presencia de 125I-GP17.

Tentativamente, el tiempo y e] medio de incubación fueron 60 min y PBS/BSA,

respectivamente. Para1e1amente, se reaïizaron incubaciones con e] agregado

adiciona] de un gran exceso de GP17 no marcada para eva1uar especificidad. La

Tabla 3-XIII muestra Ios resuïtados obtenidos con espermatozoides testicu

lares y de cabeza, cuerpo y coïa de epidïdimo. Los datos indican que 1a unión

especifica cuantitativamente más importante fue 1a obtenida con esper

matozoides testicuiares, que resuïtó en un 44% de 1a unión tota]. Por 1o

tanto, e] testicu1o fue usado como fuente de espermatozoides en todos ios

experimentos subsiguientes. Comocé1u1as controï, se emp1earongïóbuïos rojos

de rata, a Ios que no se observó unión especifica aïguna por parte de GP17.

Otros medios de incubación, más compiejos que PBS/BSA no infïuyeron

positivamente sobre e] grado de unión, de manera que se siguió usando

PBS/BSA.

Con e] objeto de optimizar ias condiciones de incubación y mejorar e]

grado de unión entre 125I-GP17y espermatozoides testicu1ares, se reaïizó una

curva de tiempo (Fig. 3-32), según 1a cua], 1a unión especifica fue máximaa

Ios 120-180 min, disminuyendo 1uego. Por consiguiente, en todos ios experi

mentos siguientes, ias incubaciones se detuvieron a ios 120 min.

La especificidad de 1a unión fue verificada y anaïizada más exhausti

vamente rea1izando incubaciones de 125I-GP17 con un nümero 1imitante de

espermatozoides (en una reiación de aproximadamente 300.000 mo1écu1as de pro



Tabïa 3-XIII: Grado de unión de 125I-GP17 a espermatozoides obtenidos de
UTTeFenÏeS'ÏÉgÏpneïanatom1cas." '

Unión de 1251-6P17

Tipo Tota] Inespecïfica Específica
de cpm cpm cpm

cé1u1as de] tota]

Espermatozoides de rete
testis 2.128 1.188 940 44

Espermatozoides de ca
beza de epididimo 2.142 1.804 338 16

Espermatozoides de
cuerpo de epidïdimo 1.756 1.777 0 0

Espermatozoides de co
Ia de epididimo 2.461 2.339 122 5

Gióbuios rojos 768 812 0 0

3 x 106 cé]u1as fueron incubadas a 37°C con 125I-GP17 4,4 nM (80.000 cpm) en
PBSconteniendo BSA1%en ausencia (para determinar unión totaï) o en presen
cia de GP17 440 nM (para cuantificar unión inespecïfica). A los 60 min, e1
grado de unión en cada caso fue determinado midiendo 1a radioactividad aso
ciada a cé1u1as, ta] como fue deta11ado en 1a Sección 2.12. Los datos de cpm
de unión especifica se ca1cu1aron sustrayendo 105 vaiores obtenidos de unión
ineSpecïfica a ios correspondientes vaiores ha11ados de unión tota].
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Fig. 3-32: Cinética de la unión gg_1251-GP17a_espermatozoides testicuiares.

125I-GP17 4,4 nM (80.000 cpm) fue incubada a 37°C con 3 x 106 espermatozoides
testicuïares en PBS conteniendo BSA 1% en ausencia o presencia de GP17
440 uM, durante tiempos variabies. E1 grado de unión específica fue evaiuado
como se indicó en 1a 1eyenda de 1a Tabia 3-XIII.



teina marcada/céluïa) en presencia de un exceso de proteína sin marca,

estructuraimente idéntica o bien no reïacionada a 1a marcada. La Tabia 3-XIV

resume ios resuitados de este üitimo experimento, que señaia que soiamente

GP17 (y no otras proteinas irreievantes) fue capaz de disminuir 1a cantidad

de 125I-GP17 asociada a 105 espermatozoides, reafirmando e1 concepto de espe

cificidad de 1a unión observada. De 10s datos se desprende que, en con

diciones óptimas, e1 66%de 1a unión resuitó ser especifica, 1a cua] a su vez

correspondió a casi un 4%de 1a radioactividad iniciaimente presente.

3.2.7.1. Parámetros inherentes a_lg_unión. Afinidad x_nümerogg_receptores

En 1a Fig. 3-33 se muestran graficados Ios datos de unión especifi

cas (es decir, ya habiendo descontado ias cpm no despiazabies por un exceso

de GP17 sin marca) obtenidos Como resuitado de incubaciones de esper

matozoides testicu1ares y cantidades crecientes de 125I-GP17. E1 rango de

concentraciones de 1a proteina marcada fue 0,62-6,0 nM, 10 cua] significó

desde 50.000 moiéculas hasta 500.000 moiécuias/céiuia. Se observó una mayor

cantidad de marca unida cuanto mayor fue 1a cantidad de 125I-GP17 ofrecida a

1as cé1u1as, con tendencia a 1a saturación.

La Fig. 3-34 corresponde a 10 datos de unión resuitantes de incuba

ciones de espermatozoides y 125I-GP17 (600.000 molécuias/cé1u1a) en presencia

de cantidades crecientes (graficadas en escaia Iogaritmica) de GP17 no

radioactiva, desde cantidades tan pequeñas como 1,2 ng (50 veces menos que 1a

masa de 1a proteina marcada) hasta cantidades saturantes como 7 ¡a

(aproximadamente 100 veces más que 1a masa de 1a proteina marcada). Se

observó desplazamiento de 1a marca unida a céiuïas ya a vaiores bajos de masa



Tab1a 3-XIV: Esoecificidad gg la unión de 125I-GP17a_espermatozoides testicu ares.

Agregado Unión (cpm)

- 4.704

Suero 4.470

Citosoi de próstata 4.964

Citosoï de testicuio 4.526

Citosoi de vesicuia
semina] 4.878

GP17 1.609

í x 106 espermatozoides testicuiares fueron incubados con 0.03 ¡ug de
25I-GPlZ (4,4 nM) en PBS conteniendo BSA 1% en ausencia o presencia de 100

veces mas en masa proteica (3 lug) de GP17 o de diferentes materiales
biOIGgicos derivados de rata, taies comosuero o citoso] (sobrenadante de una
centrifugación de homogenato a 100.000 x g durante 1 h) de órganos sexuaïgs
accesorios. Las incubaciones se reaiizaron a 37 C durante 120 min y 1a union
fue medida como se describió en 2.12.
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Fig. 3-33: Curva de saturación gg_lg_uni6n de 125I-GP17 g_espermatozoides' fesïicúTáres.

Ïzg 106 espermatozoides fueron incubados con diferentes concentraciones deI-GP17, desde 0,62 nM (12.500 c m) hasta 6,0 nM (120.000 c m) ausencia
y presencia de exceso de GP17 (1 0 veces 1a concentración JL 1 I-GP17 en
cada caso). Las incubaciones de reaiizaron a 37°C durante 120 min en PBS con
teniendo BSA1%. Las uniones específicas fueron determinadas como se indicó
en 1a Tabia 3-XIII. B; concentración de proteina unida especificamente; F:
concentracion de proteina 1ibre.
Inserto: Gráfico de Scatchard derivado de 105 mismos datos. Ka: constante de
afinidad; Q: concentración tota] de sitios receptores.
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Fig. 3-34: Comgetición entre 125I-GP17y GP17Eg:_sitios recegtores en esgerma 0201 es test1cu1ares. " “

3 x 106 espermatozoides fueron incubados con 125I-GP17 8,8 nM (160.000 cpm) y
concentraciones variabïes de GP17 (no radioactiva) entre 1,2 rg (0,16 nM)y
7 ¡g (0,931uM). Las demás condiciones de incubación fueron igua] que como
esta mencionado en 1a Fig. 3-33. Los va1ores de union especifica se ca1cu
1aron sustrayendo 1a radioactividad obtenida en presencia de 7íug de GP17
(100 veces en exceso) a 1a radioactividad obtenida en cada caso. B: cantidad
de proteina marcada unida especificamente.
Inserto: gráfico de Scatchard derivado de 1os mismos datos. B: concentración
de proteina marcada unida especificamente; F: concentración de proteina mar
cada 1ibre. Ka y Q: como en 1a Fig. 3-33.
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de proteina competidora, aumentando ta] despiazamiento a medida que se incre

mentaron ias concentraciones de GP17 sin marca, como era de esperar de

acuerdo a 10s datos preiiminares sobre especificidad ya presentados.

Cantidades de GP17 por encima de 7‘yg no iograron prOIocar un despiazamiento

mayor que e] ocasionado por 7 Pg, por 10 que todos ios vaiores de unión

especifica se caicuiaron como 1a unión tota] menos 1a que quedó (en sitios

inespecificos) en presencia de 7¡g (100 veces en exceso).

Los datos de ias curvas de saturación (Fig. 3-33) y competición

(Fig. 3-34) fueron incorporados a un programa de computadora especiaimente

diseñado para resuitados de "binding", a través dei cua] surgió una recta

promedio comográfico de Scatchard (96), es decir, B/F en función de B, donde

B equivaie a 1a concentración de proteina especificamente unida y F a 1a con

centración de proteina iibre, o sea, no unida. Los gráficos de Scatchard

están inciuidos comoinsertos en ias Figs. 3-33 y 3-34.

E1 vaior de 1a concentración tota] de sitios receptores

(considerando e] tota] de céiuias en ei ensayo) está designado en ios gráfi

cos como "Q", y se deduce fáciimente, por cuanto está dado por ei vaior de 1a

abcisa de un gráfico de Scatchard cuando es interceptada por 1a recta, es

decir, es 1a concentración de proteína unida (B) cuando hay compieta satura

ción (cuando F tiende a infinito, o 10 que es 10 mismo, B/F=0).

A través de 1a computadora se ca1cu16 e] vaior de 1a constante de

afinidad Ka, que no es más que 1a pendiente de 1a recta de Scatchard (en

vaior absoiuto), ya que por definición:

Ka = B donde (Q - B) es 1a concentración de receptores iibres,
F Q - B es decir, no ocupados por 1igando



o 10 que es 10 mismo:

B/F = Ka Q - Ka B

que es 1a ecuación que rige ias rectas graficadas, donde Ka_y0 son constantes.
Los vaiores cglcuiados a partir de uno y otro grafico de Scatchard

fueron simiiares y se promediaron, resuitando en Ka=0,20 nM‘1y Q=0,215 nM.

De] vaior promedio de Q se dedujo e] número de sitios

receptores/céiuia apiicando 1a siguiente f6rmu1a:

n° de sitios/céiuia = V x Q x N donde: V = voiumen de incubación
n' de celuias Q ya fue definido (moies/

iitro)
N = Nümero de Ayogadro

(moiécuias/moi)

En e] presente trabajo, V fue 4 x 10'4 1 y e] n° de céiuias fue

3 x 106, lo cuai arrojó un vaior para e] n° de sitios/céiuia de 17.200.

En resumen, ios experimentos de "binding" reveiaron 1a presencia en

cada espermatozoide de 17.200 sitios específicos para GP17, por 1a cua]

tienen una aita afinidad, cuantificada por una Ka = 0,20 x 109 M'l.
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4.1. Efecto de andrógenos sobre las actividades gg_la¿ enzimasdel ciclo del

dolicol

Es sabido que los niveles de actividad de ciertas enzimas del epidídimo

de rata disminuyen como resultado de la castración. Estudios en tal sentido

llevados a cabo por Brooks (15) demostraron que algunas enzimas involucradas

en la glucólisis son sensibles a los niveles de andrógenos circulantes. En el

presente trabajo, se ha verificado algo similar sobre algunas enzimas del

ciclo del dolicol. Por ejemplo, la glucosil transferasa y la manosil trans

ferasa resultaron afectadas por la caida de los niveles de andrógenos cir

culantes provocada por la castración. La manosil transferasa fue estudiada en

mayor detalle, observándose que sus niveles volvian a sus valores iniciales

luego de la administración "in vivo" de testosterona en cantidades

fisiológicas.

El hecho de que los andrógenos proloquen las mismas variaciones relati

vas de la manosil transferasa, ensayada ésta en ausencia y presencia de Dol-P

en concentraciones cuasi-saturantes, es indicativo de que la modulación pro

ducida por andrógenos ocurre a nivel de la enzima y no a nivel de su sustrato

Dol-P. Si la castración produjera sólo una caida de los niveles de Dol-P

endógeno, se hubiera hallado el mismogrado de transferencia enzimática de

manosa desde GDP-Mana un exceso de Dol-P, tanto en animales castrados como

en intactos, ya que el déficit de Dol-P endógeno se hubiera compensado con el

provisto exógenamente.

En principio, los posibles mecanismosgenerales de acción de la hormona,



una vez que ésta entró a 1a cé1u1a, sobre 1a manosi] transferasa, serian 1os

siguientes:

1) La testosterona activa irreversibiemente a 1a manosi] transferasa

preexistente.

2) Un producto metabóiico de 1a testosterona formado "in vivo" activa irre

versibïemente a 1a enzima preexistente.

3) La testosterona induce "in vivo" una mayor sintesis de 1a enzima.

4) Un producto metabóiico de 1a testosterona formado "in vivo" induce una

mayor sintesis de 1a enzima.

Los resultados hailados permiten descartar e] necanismo 1), ya que 1a

presencia de testosterona en ei ensayo de manosi] transferasa no produjo

ninguna modificación en 1a actividad enzimática. Además, e] mecanismo 1) "a

priori" era poco probabie debido a1 conocido mecanismo genera] de acción de

Ios andrógenos, que consiste en 1a unión a un receptor citopiasmático y

trasiocación de] compiejo resuitante a] nücieo, induciendo 1a transcripción

de ciertos genes especificos (115). E1 necanismo 2), aunque no puede ser

descartado por ios resuitados de ios experimentos con microsomas (que serian

incapaces de netaboiizar 1a testosterona), también es poco probabie, por 10

menos como ünico operante, por ias mismas razones enunciadas para e] primer

mecanismo.

Quedarian, entonces, ios mecanismos 3) 6 4) como ios más probabies para

expiicar 1a acción de testosterona, o sea, que este andrógeno o un producto

metabóïico derivado activen 1a sintesis "de nulo“ de 1a enzima, por ejempio,

activando 1a transcripción de] gen de 1a manosi] transferasa, entre otros. E1

bloqueo de] efecto androgénico producido por 1a simuitánea administración de]



anti-andrógeno CA (esteroide que se une a1 receptor) está de acuerdo con un

mecanismo temprano mediado por un receptor, 10 cua] confirma 1a especificidad

de 1a respuesta observada. Dicho mecanismo temprano se demostró que ocurre en

epididimo, a1 existir un receptor de DHT, producto metabóiico de 1a

testosterona (110), y está de acuerdo con ios hipotéticos mecanismos2) y 4)

enunciados anteriormente.

Para confirmar definitivamente e] mecanismo 4), que es e] más probabie,

habría que ensayar 1a manosi] transferasa obtenida a partir de tejido incu

bado "in vitro" con testosterona en ausencia y presencia de una sustancia que

inhiba directa o indirectamente 1a sintesis de proteinas. Si e1 evento direc

tamente estimuiado por 1a hormona fuera 1a transcripción, un inhibidor apro

piado seria actinomicina, que se une a1 DNAinhibiendo 1a formación de "RNA

(62). En e] presente caso, si e] mecanismo 4) fuera ei que opera, e] inhibi

dor impediria e] incremento de actividad de manosii transferasa ocasionado

por testosterona. Esta estrategia está muy difundida, y por dar 5610 un

ejempio reiativamente reciente, fue utiiizada para diiucidar ei mecanismode

acción de] factor de crecimiento derivado de piaquetas sobre 1a sintesis de

ciertas proteinas de iinfocitos humanos(85). De acuerdo a1 diseño experimen

tal adoptado en este trabajo utiiizando testosterona "in vivo“, no fue

posibie e] empieo de inhibidores de 1a sintesis proteica porque éstos

hubieran resuitado ietaies a ios animaies.

La incorporación de manosa a partir de GDP-Manosa en

Doi-PP-oiigosacáridos intermediarios (proceso en e] que intervienen varias

enzimas) también sufrió simiiares variaciones frente a ios cambios en ios

niveies hormonaies. Dichas variaciones eran de esperarse, ya que éstas pueden



ser expiicadas por Ios efectos ya discutidos sobre 1a manosi] transferasa,

cuyo producto Man-P-Dol es a su vez sustrato en 1a transferencia enzimática

que resuita en 1a formación de Man5_9GÏCNaC2-PP-DOÏ-N0 se descarta que

además de 1a nnnosi] transferasa hubiera moduiación por andrógenos de 1as

enzimas directamente invoïucradas en e] alargue de 1a cadena oligosacarídica

sobre Doi-PP.

La incorporación de manosa a partir de GDP-manosa en giicoproteina

microsoma] resuitó cuantitativamente pobre, a pesar de tratarse de producto

finai (proteina N-glicosiïada), 10 cua] es consistente con 1a ausencia de

síntesis de proteinas aceptoras giicosiiabies en microsomas aisiados, por

caracer éstos de 1a apropiada maquinaria enzimática soiubie (22). La N

giicosiiación normaimente ocurre simuitáneamente con 1a sintesis de cadenas

poiipéptidicas aceptoras, como fue demostrado en sistemas de traducción "in

vitro" compïetos, que inciuïan tanto factores soïubies como asociados a

membranas (91).

Como1a incorporación de manosa en giicoproteïna también es un proceso

que invoïucra varias etapas enzimáticas (Fig. 1-2), 105 experimentos reaiiza

dos no permiten precisar 1a identidad de 1as enzimas moduiadas hormonaimente.

Los efectos observados referentes a dicha incorporación pueden ser justifica

dos por ios cambios en 1a actividad de manosi] transferasa, no descartándose

una adicionai modu1aci6n o bien de cuaïquiera de 1as enzimas capaces de pro

vocar directa o indirectamente canbios en 1a concentración de

61c3Man9G1cNac2unido a Doi-PP, o bien de 1a enzima que cataliza 1a trans

ferencia de dicho oiigosacárido a proteína.

Otra conciusión que se puede extraer de ios experimentos, a partir de



ios datos de contenido de DNA,es 1a de que e] número de céïuïas que componen

e1 tejido se mantiene prácticamente constante frente a ios cambios en los

niveies de andrógenos. En cambio, e] contenido proteico tota] sufrió nayores

oscilaciones, 10 cua] indica que 1a sintesis del grueso de ias proteinas de]

tejido está sujeta a contro] hormona]. Comoentre todas esas proteinas, pro

babiemente habria muchasgiicosiladas, tiene sentido suponer que e] cicïo del

doiicoi "per se también está sujeto a contro] hormona] a través de enzimas

c1aves, reguïando e] funcionamiento giobai de] cicio del doiico]. Es claro

que más experimentos serian necesarios para confirmar o descartar dicha

hipótesis.

Contrariamente a 10 encontrado para manosi] y giucosii transferasa, Ias

actividades de doiicoi fosfato fosfatasa .y doïicoï fosfoquinasa resuïtaron

independientes de] nive] de andrógenos, sugiriendo que su síntesis es consti

tutiva, no regulando e] funcionamiento de] cicio dei doïicoi en su conjunto.

Los resuitados presentados demuestran que 1a N-giicosiïación de pro

teinas está sujeta a modu1aciónhormona] en epidïdimo de rata. Otra instancia

simi1ar ocurre durante 1a diferenciación de oviducto de ga11ina inducida por

estrógenos (66). Sin embargo, e1 aumento aparente en 1a actividad de manosi]

transferasa ha11ado en ese caso fue debido a 1a acumuïación de un mayor

"pooi" de Doi-P como consecuencia de una incrementada actividad de doïicol

fosfoquinasa (21). Por e] contrario, 1a cantidad de Do1-P endógeno en micro

somas de epididimo no varió significativamente ante 1as diferentes

situaciones hormonaies como fue demostrado por:

1) e] hecho de que un exceso de Doi-P exógeno no anuiara ias diferencias que

1a castración e inducción por andrógenos produjeron sobre 1a manosi]
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transferasa;

2) la "edición indirecta de ïos niveïes de BOI-P endógeno.

Concordante con estos resuïtados es 1a demostrada re1ativa independencia

andrqgénica de 1a doïicoï fosfoquinasa y 1a doïico] fosfato fosfatasa, enzi

mas que afectan 1a concentración intrace1u1ar de Doï-P.

Se concïuye, entonces, que e1 001-P no tiene re1evancia en e] proceso de

reguïación androgénica.

4.2. Anáiisis estructura] gg_o1igosacáridos

4.2.1. Oïigosacáridos unidos a_D01-PP

Las estructuras de 105 oïigosacáridos unidos a 1ipido intermediario

ha11ados en epididimo (incubado simuïando condiciones "in vivo") coinciden

con 1as haïïadas por Robbins y co]. en otras céïuïas eucariotas superiores

taïes como ováricas de hamster y fibrob1astos de embrión de poHo (50),

aunque en otras proporciones. Por ejempïo, Man9G1cNac2-PP-D01fue el com

puesto predominante en epididimo, marcando tanto con glucosa como con manosa,

MangGïcNacz-PP-Do1 también se ha116 en proporciones significativas y

ManSGïcNacz-PP-Doï fue abundante sóïo cuando se usó manosa como precursor

radiomarcado. En cambio, Robbins y co]. ha11aron GIC3Man9G1cNac2-PP—DOIcomo

1ïpido-01igosacárido predominante, además de Man5G1cNac2-PP-D01 y

MangGïcNacz-PP-Doï en las cé1u1as mencionadas marcadas con puïsos proïongados

de manosa tritiada, con 1igeras variaciones en las abundancias re1ativas en

cada tipo ce1u1ar. Pareciera que cada tipo ce1u1ar sintetiza diferentes can

tidades relativas de ios Iipido-oiigosacáridos individuaïes, a pesar de que

éstos aparentemente sirven como intermediarios para todas 1as proteinas



susceptibies de ser N-giicosiiadas, independiente de su naturaieza u origen,

y de que 1a diversidad existente en ias porciones oiigosacaridicas es con

secuencia de modificaciones estructuraies sobre ias cadenas de azúcares ya

transferidas a proteina (ver sección 1.2.2.2.).

Los Doi-PP-oiigosacáridos fueron probabïemente sintetizados en ios

últimos minutos de ias incubaciones de epididimo, suponiendo que 1a vida

media de estos compuestos es de] mismo orden en epididimo que en 10s tipos

ceiuiares uti1izados por Robbins (3-6 minutos), a1 ser sus porciones oiigosa

carïdicas rápidamente transferidas a proteina.

4.2.2. Oiigosacáridos de "aita manosa"unidos a_proteïna

Los oiigosacáridos de "aita manosa" unidos a proteina hailados en

epididimo contenían entre 5-9 unidades de manosa. Estructuras simiiares se

encontraron en otras céiuias de eucariotas superiores, aunque 1a distribución

fue diferente (49). En e] presente trabajo no se detectaron estructuras

intermediarias de] tipo e1c1_3Man9G1cNac2,es decir giucosiladas, unidas a

proteina también debido probabiemente a su corta vida media, a1 ser dichas

estructuras rápidamente atacadas por giicosidasas dei reticuio endopiásmico

(48). Aigo simiiar ocurre en céiuias de ovario de hamster infectadas con e]

virus de estomatitis vesicuiar, en ias que a ios 20-30 minutos 1uego de 1a

marcación no se detectó e] compuesto trigiicosiiado, aunque si se detectó e]

monogiicosiiado con trazas de] digiicosiiado (58). Extrapoiando a partir de

otros sistemas bioiógicos, ta1es como e] mencionado (58), donde ei procesa

miento, si es que ocurre, se comp1eta en 20-30 minutos, se supone que 1a

mayoria de ios oiigosacáridos de "aita manosa" unidos a proteina ha11ados en



epididimo 1uego de 5 horas de incubación son estructuras a ias que se ies dio

1a oportunidad de un tota] procesamiento, es decir que serian productos fina

1es. A 10 sumo, habria un 10%de estructuras parcia1mente procesadas durante

1a üïtima media hora de las incubaciones. Para asegurarse e] comp1eto proce

samiento, sin dar Iugar a 1a detección de radioactividad en estructuras

intermediarias, habría que reaiizar incubaciones con puïsos de radioactividad

y "Chase", es decir, con interrupción de 1a oferta de precursor radioactivo

durante 1a üïtima parte de las incubaciones.

Las diferentes proporciones entre o1igosacáridos individuaies procesa

dos (productos finaïes) unidos a proteína en cada tipo ceiuïar es fáciï de

comprender, ya que en cada tipo ce1u1ar existen diferentes tipos de proteínas

giicosiiadas.

Las diferencias entre animaies castrados e intactos fueron cuan

titativas, 10 cua] está de acuerdo con los resuitados de Brooks (16), y no

cuaiitativas, hailándose 1as mismas estructuras en ambas situaciones hor

mona1es.

4.2.3. Comparaciónentre lgs_sistemas de marcación cgn_1}4C)giucosa 1 Lg;ífil

manosa

La ünica variación importante entre ambos sistemas de marcación fue 1a

concentración de giucosa ofrecida. En ei primer caso fue 125/uM (debido sóio

a 1a glucosa marcada) y en e] segundo fue 5 mM, que es 1a concentración de

glucosa presente en MEMy que corresponde a 1a concentración fisioiógica en

fïuidos extraceiuiares. La distribución de oïigosacáridos de "a1ta manosa"

unidos tanto a 1ïpido como a proteina fue diferente en ambos casos. Usando 1a



concentración de glucosa fisiológica se encontró una mayor proporción de oli

gosacáridos pequeños, conteniendo 5 y 6 residuos de manosa, que la hallada

con glucosa 125 FM, a expensas de los que contenían 8 y 9 residuos de manosa.

Una posible explicación es que el ayuno de glucosa impide el normal procesa

miento de los oligosacáridos de "alta manosa". Resultados que muestran

alteraciones estructurales de oligosacáridos de "alta manosa" ante el ayuno

de glucosa han aparecido en la literatura (87).

Segün los protocolos utilizados en las incubaciones de epidïdimo con

(2-3H)manosa,fue posible establecer la proporción de oligosacáridos de "alta

manosa" y "complejos" con respecto al total de oligosacáridos unidos N

glicosïdicamente, de acuerdo al criterio de sensibilidad a Endo-H. Los

resultados indicaron que los de "alta manosa“ constituyen un 93%, mientras

que los "complejos" un 7%, es decir una relación de 13,3/1 a favor de los de

"alta manosa". El dato de liberación por álcali de los 3H-oligosacáridos no

puede ser utilizado para la estimación de la proporción de oligosacáridos

O-unidos a proteina, porque en ese caso se liberaron también oligosacáridos

O-unidos no marcados (los que no contienen manosa y fucosa).

La proporción exacta de oligosacáridos unidos O-glicosidicamente a

proteína no puede ser deducida a partir de los datos de las incubaciones con

(14C)glucosa porque en la fracción denominada "(glico)péptidos purificados"

habia péptidos marcados no glicosilados. Dicha fracción estaba formada por un

87% sensible a Endo-H (oligosacáridos de "alta manosa") y un 13%resistente

(oligosacáridos complejos, 0-unidos y péptidos no glicosilados). Aprolechando

el dato anterior de 13,3/1 para la relación entre "alta manosa"y complejos,

se puede concluir la siguiente distribución de marca de 14€:
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oïigosacáridos N-unidos de "aita manosa": 87%

oïigosacáridos N-unidos "compïejos": %;_ = 6,5%. , 3

oligosacáridos O-unidos 13%
6,5%

14C-péptidos no gïicosiïados

es decir, que 1a suma de oïigosacáridos unidos O-gïicosïdicamente y

14C-péptidos no gïicosiïados constituye un 6,5%; de manera que e] rango de

oIigosacáridos unidos O-giicosïdicamente es de 0-6,5% de] total de oligo

sacáridos.

En resumen, 1a distribución de oiigosacáridos que fina1mente se puede

concïuir es 1a siguiente:

oïigosacáridos unidos O-gïicosïdicamente: 0-6,5%

oïigosacáridos unidos N-giicosïdicamente "compïejos": 6,5-7%

oiigosacáridos unidos N-giicosïdicamente “aita manosa": 87-93%

La incertidumbre de no conocer e] porcentaje de marca que corresponde

a 14C-péptidos no g1icosi1ados hace que no se pueda ca1cu1ar 10s vaïores

exactos de porcentaje, sin rangos.

Por último, cabe recordar que todos los resuitados sobre estructura de

oïigosacáridos representan un promedio de todas 1as estructuras presentes en

1a cé1u1a, y corresponden a 1a tota1idad de 1as 91icoproteïnas. Por ta]

motivo se encaró e] estudio sobre N-giicosiiación de entidades proteicas

definidas, lo cua] se discute a continuación.



4.3. Análisis gg_glicoproteïnas secretadas

Hay resultados experimentales en favor de que la observada liberación de

proteínas al medio de cultivo de epidïdimo representa un real proceso de

secreción y no una pérdida del contenido intracelular debido a lisis celular

durante las incubaciones. En primer lugar, la cinética de aparición de gli

coproteïnas radioactivas en el nedio nuestra un periodo "lag" de 2 horas

antes de la linealidad, lo cual es consistente con la demoraentre sintesis

de proteínas secretorias y su exportación hacia el exterior de la célula

(78). Tal cinética parece improbable si tiene lugar una lisis, la cual, de

existir, podria ocurrir desde el principio de las incubaciones, y siguiendo

una cinética irregular. Brooks (16), siguiendo un razonamiento similar, llega

a la misma conclusión. En segundo lugar, el grado de inhibición de la glico

silación proteica producida por tunicamicina es diferente cuando se comparan

proteinas secretadas e intracelulares, lo cual refuerza la idea de que se

mantiene la integridad de la barrera que separa ambos compartimientos. Un

corolario que además se puede deducir es que la relación

N-glicoproteïnas/O-glicoproteïnas normalmente es diferente en ambos compar

timientos, la cual hubiera resultado artificialmente idéntica en el caso de

haberse llegado a un equilibrio entre ambos compartimientos debido a lisis

celular.



4.3.1. GP17

Los resuitados muestran que bajo 1as condiciones experimentaies proba

das, e1 epididimo de rata sintetiza y secreta una N-gïicoproteina de 17 kDa

de masa nnïecuïar, 11amada en este trabajo GP17, 1a cua] resuitó mayoritaria

entre las glicoproteïnas secretadas y constituyó alrededor de] 15%de] tota]

de ias proteinas secretadas. Brooks, en cambio, encontró varias giicopro

teinas secretorias marcadas con (2-3H)manosabajo condiciones simiiares (16),

no siendo claro e1 origen de 1a discrepancia.

En ias condiciones ensayadas, 1 g de tejido secreta 5 mg de proteina

tota1 y 0,6 mg de GP17en 5 horas. Estos rendimientos penmitieron que se ini

ciaran estudios sobre su estructura quimica y función bioïógica.

4.3.1.1. Estructura gg_GP17

Según SDS-PAGEmonodimensiona], 1a N-giicoproteina secretada mayori

taria resuitó ser una proteina homogénea con una masa nnïecular de 17 kDa,

aunque cabe aclarar 1a iimitación de dicho método ana1itico, e] cua] no

discrimina proteinas con 1a misma masa moiecuiar pero con diferente carga

eléctrica neta. Es posibie, entonces, que 1a estructura proteica denominada

GP17 esté compuesta por dos o más poïipéptidos de 17 kDa con diferente punto

isoeiéctrico.

La ausencia de secreción de una forma no g1icosi1ada de GP17 (por 10

menos en cantidades detectabïes por radioautografia de 14€) después de] tra

tamiento con tunicamicina indica que en este caso 1a gïicosiïación es un pre



requisito para 1a secreción en cantidades norma1es. Un fenómeno simiiar

ocurre en otros sistemas de secreción de giicoproteinas, taïes como ios de

IgA e IgE (46).

Los resu1tados tanbien indican que GP17contiene grupos fosfato uni

dos a su porción poiipeptïdica. La fosforiïación de GP17y de otras proteinas

epididimarias permite expiicar e1 ha11azgo de los péptidos cargados negativa

mente a pH ácido, obtenidos por proteóiisis durante 1a purificación de ios

oiigosacáridos de "aita manosa" intraceiuïares. La heterogeneidad de GP17

observada en eiectroforesis en papel podria deberse a microheterqgeneidad en

e] número de grupos fosfato en ias distintas moiécuïas de giicoproteïna. De1

mismo modo, se puede especuiar acerca de] contenido escaso o nu1o de fosfatos

en 1a fracción que no migró en eiectroforesis en pape]. La presencia de fos

fatos no es una caracteristica usua] de proteinas secretorias, aunque han

aparecido informes de 1a existencia de proteinas naturaimente fosforiladas,

taies como fibrinógeno (29) y paratohormona (86). Si bien 1a co-migración o

co-eïución de 1as marcas de 32P y 3H en Ios diferentes sistemas anaiiticos no

demuestra 1a coexistencia de manosa y fosfato en una misma moïécuia, 1a capa

cidad de 1a fosfatasa aicaiina de aiterar 1a moviïidad de GP17marcada en ei

oïigosacárido si es conciuyente a1 respecto.

La porción 01igosacaridica de GP17está suficientemente expuesta en

1a moiécuïa de GP17 nativa, como fue demostrado por:

1) 1a acción directa de Endo-H sobre GP17nativa sin nirgün pre-tratamiento;

2) 1a unión de GP17 en condiciones nativas a Concanavaiina A.

La composición de 1a porción oïigosacaridica conteniendo 2 residuos

de GicNac y 5-6 de manosa no fue sorprendente dado que e1 93% dei tota1 de



las N-gïicoproteinas intraceiuiares son dei tipo de "aita manosa". IgM, otra

giicoproteina secretoria, contiene oiigosacáridos con 1a misma composición

(25). No es posibie estabïecer, a partir de los experimentos, si 1as cadenas

de azücar conteniendo diferente nümero (cinco y seis) de residuos de manosa

están presentes en 1a misma moïécuia g'licoproteica o aïternativamente, en

diferentes moiéculas tratándose de un caso de microhetercgeneidad. La com

posición haHada es consistente con 1a unión de GP17 a Concanavaiina A, 1a

cua] es especifica para residuos de manosa (36). Aprovechando e] conocimiento

previo acerca de 1a estructura genera] de] núcleo o "core", comoasi tanbien

de] tipo de uniones giicosïdicas comunes a oïigosacáridos de "aita manosa"

(103), y de acuerdo a ios datos obtenidos a partir de acetóïisis, 1a estruc

tura propuesta para Man5GïcNac2de GP17 es 1a siguiente:

Maná!) Man Acetolms Endo-H
x i

¡30.6, Í
l, l

ManM4 GlcNac¿LGlcNac
l

l
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I

MJDL Man
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Con respecto a 1a purificación de GP17, ésta resuitó simpïe, ya que

e] perfil de proteinas secretadas es reiativamente senciiio, conteniendo no

más de una veintena de proteinas en tota]. Soïamente dos etapas de purifica

ción fueron necesarias: fi1tración noiecu1ar a través de Bio-Ge] P-60 y cro

matografía de afinidad a Con A, aprovechando su bajo peso moïecuiar y su

contenido de oiigosacáridos de manosa, respectivamente. La cromatografía de

afinidad a Con A demostró además que todas ias moiécu1as de GP17 están g1ico

siiadas, ya que no se ha1ïó GP17marcada en 1a porción poiipeptidica dentro

de 1a fracción proteica incapaz de unirse a Con A. Esto üïtimo es además una

prueba de que 1a marcación con 1251 en ios residuos tirosina no afectó 1a

accesibiiidad de] oiigosacárido a ConA.

Recientemente, se ha informado e] c1onado nnïecu1ar de cDNAde dos

proteinas de epididimo de rata secretadas mayoritarias (18). Aunque 1a "asa

moiecuiar de estas proteinas (18,5 KDa) es cercana a 1a de GP17y dentro de1

error experimenta], 105 autores ac1aran que dichas proteinas no están g1ico

siïadas. La discrepancia entre dichos resu1tados y ios de esta Tesis no es

c1ara.

4.3.1.2. Unióngg_GP17a_espermatozoides. Impiicancias bio1ógicas

Varios informes han demostrado interacción entre proteinas epididi

marias y espermatozoides en varias especies (54,68). Sin embargo, 1a nnyorïa

de ios estudios reaiizados en otros 1aboratorios son indirectos en ei sentido

de que uti1izaron proteinas epididimarias citosóïicas, infiriendo 1a presen

cia de éstas sobre 1a superficie de] espermatozoide a partir de evidencias de

unión a este tipo de cé1u1as de anticuerpos dirigidos contra 1as proteinas



purificadas en cuestión. En e] presente trabajo, se encaró 1a probiemática

adoptando un enfoque más directo, utiiizando proteinas secretadas, ya que es

e] Iumen de] epididimo e] sitio donde se produciría 1a interacción con 10s

espermatozoides. Por otra parte, es un hecho genera] conocido que las

N-giicoproteïnas no están iocaiizadas en 1a fracción solubie intraceiuiar,

sino que debido a su génesis y modo de transporte intrace1u1ar, están aso

ciadas a estructuras membranosas (101). Un estudio enfocado de manera

análoga a] presente trabajo es 11evado a cabo por Brooks (17). E1 autor

demuestra “bindirg" dei grueso de las proteinas secretadas a espermatozoides

y también a gióbuios rojos. Esta unión inespecïfica podría ser atribuida,

segün el autor, a eventuaies caracteristicas hidrofóbicas de dichas pro

teinas, las que facilitarïan su unión a Ios fosfoiïpidos de 1a membrana,

independientemente de] origen de ésta. De ser asi, no sería afectada 1a fun

ción, ya que 1as ünicas céiuias presentes en e] 1umen epididimario son

espermatozoides.

En esta Tesis se demostró 1a unión especifica de GP17 a esper

matozoides inmaduros obtenidos de testicuio 5610 cuando GP17 fue radioiodi

nada bajo condiciones suaves que no aiteraran significativamente su

conformación nativa. De acuerdo a experimentos preiiminares no incluidos

aquí, GP17no poseerïa caracteristicas hidrofóbicas. Además, GP17fue incapaz

de unirse a gióbuïos rojos.

La unión resu1t6 ser a un soio tipo de receptores y con alta afini

dad. E1 orden de nngnitud de Ka es comparabïe a 1a ha11ada por Nom; (122)

para 1a unión entre una proteina de 32 KDaobtenida de fiuido epididimario y

espermatozoides. E1 va10r de Ka de] sistema de Hong es 0,5 x 109 M’1 y
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constituye ei único dato de "binding" especifico entre proteinas epididi

marias y espermatozoides encontrado en 1a bibiiografïa, aparte de los

resuitados de] presente estudio. En otros sistemas bioiógicos no reiaciona

dos, 1as uniones entre proteinas soiubies y sus receptores en ias superficies

ceiulares también ocurren con afinidad simiiar; por dar sóio un ejempio, 1a

Ka ca1cu1ada a partir de 1a unión entre un antígeno proteico soiubie y 1a

inmunogiobuiina especifica de 1infocitos B humanos es 108 M'1 (60). Estos

vaiores de Ka indican que ei 1igando a una concentración de 10'8 M ocupa 1a

mitad de ios sitios receptores en 1a céiuia en cuestión. En e] caso de GP17,

no es posibie calcuiar 1a fracción de sitios receptores ocupados en 1a super

ficie de 1a céiuia espermática, dado que no se conoce 1a concentración de

GP17 en fiuido epididimario. Sin embargo, suponiendo que 1a composición pro

teica de 1a fracción secretada haiiada en este estudio (GP17constituyendo un

15%dei totai) es idéntica a ia existente en fluido epididimario, y además

tomando ei dato de Turner de 25 Pg/m] (114) para 1a concentración proteica

totai en fïuido de cabeza epididimaria, es posibïe deducir que 1a con

centración de GP17 en fluido epididimario sería aproximadamente

4/pg/u1 = 2 x 10"4 M, 10 que ocasionarïa una ocupación prácticamente totai de

los sitios receptores en e] espermatozoide.

Cabe aciarar que e] vaior de Ka haiiado es válido suponiendo que

hasta ios 120 minutos de inCubación no existe 1a internaiización de] ligando

con reciciaje de receptor que ocurre en otros sistemas (47). De ocurrir esto

üitimo, habría tenido 1ugar “bindirg" de más cantidad de GP17 de 1a que per

mite e] equíïíbrio en un instante dado, a1 eiiminarse iigando unido dei

equiiibrio, y consecuentemente ios cáicuios hubieran sobreestimado e] ver



dadero vaior de Ka. Con e] fin de descartar dicha posibiiidad, habria que

reaiizar experimentos de "binding" a menores temperaturas o con céiuïas

metabólicamente inactivas.

E1 hecho de que e] “binding” cae 1uego de haber a1canzado e]

equiiibrio no es fácilmente interpretabie. En principio se podria deber o

bien a lisis de ios espermatozoides, por lo cua] se producirian fragmentos de

membranaunidos a GP17y no precipitabïes por centrifugación, o bien a degra

dación de1 1igando marcado a través de] tiempo, con 1a consecuente pérdida de

afinidad, como ocurre en e] caso de] factor de crecimiento derivado de pla

quetas (45). Dado que observaciones para1e1as permitieron comprobar 1a

integridad de ios espermatozoides a1 terminar las incubaciones, 1a segunda

a1ternativa podria ser 1a responsabie de] fenómeno observado, pero no ha sido

verificada.

Los receptores iocaiizados en espermatozoides no dieron reacción

cruzada con proteinas ajenas a1 sistema estudiado. Las aproximadamente 17.000

moiécuias receptoras en cada espermatozoide probabiemente se ha11an ubicadas

en 1a porción aerosomai, ya que ésta es 1a invoïucrada en 1a unión a 1a zona

pe11ucida de] ovocito (84). En e] presente trabajo, no se describen experi

mentos que intenten determinar 1a iocaïización de dichos receptores, aunque

elio seria factibie mediante técnicas radioautográficas con cé1u1as fijadas.

La incapacidad de unión de GP17 a espermatozoides epididimarios

puede refiejar 1a ocupación de sitios por GP17 endógena, 10 cua] estaria de

acuerdo con Ios resu1tados de Kohane (55), quien demostró 1a acumu1ación

progresiva de giicoproteinas sobre 1a superficie de] espermatozoide, a medida

de que estas cé1u1as avanzaban a 10 1argo de] conducto.
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La naturaleza acidica de GP17, debido a sus fosfatos, podria contri

buir a1 aumento de densidad de cargas negativas observado en 1a membrana

piasmática de espermatozoides durante ei trayecto a través dei órgano (124).

En este contexto, se sabe que giicoproteinas cargadas negativamente con

teniendo ácido siáiico están presentes en ei fiuido epididimario y en 1a

superfiCie de] espermatozoide (113).

La unión de GP17 a espermatozoides inmaduros sugiere 1a par

ticipación de esta giicoproteina en ei proceso de maduración espermática que

ocurre en e] epididimo. Para 1a demostración definitiva, habria que reaiizar

experimentos que consistieran en 1a incubación de GP17 con espermatozoides

inmadurosy verificar si luego éstos adquieren capacidad para fertiiizar ovo

citos homólogos. Aunquecabe aciarar que un resuitado negativo no descartaria

1a participación de GP17, porque es posibie que varios factores secretados

por e] epididimo, entre e110s GP17, actúen orquestadamente para producir 1a

maduración, es decir, que 1a unión de GP17 sea un requisito necesario pero no

suficiente. Una manera de atacar esta probiemática seria nediante experimen

tos de reconstitución con todos los factores aisiados por separado, y asi

poder sacar conciusiones de aquéiios que son indispensabies. Otra aiternativa

consistiría en evaiuar ei efecto (negativo) de un anticuerpo dirigido contra

GP17en 1a eventua] capacidad de inducir maduración por parte de] conjunto de

las proteinas secretadas. Otros iaboratorios han dado evidencias de inducción

de 1a maduración espermática por parte de proteinas epididimarias. En efecto,

1a incubación de espermatozoides funcionaimente inmaduros de hamster (37) y

de rata (77) con proteinas de origen epididimario (no bien caracterizadas

bioquímicamente) indujo 1a habiiidad de aqueiias céiuias germinaies de



interactuar con 1a zona peiiucida homóioga, 10 cua] es un pre-requisito para

que 1a fertiiización tenga Iugar. Estos resuitados, aunque no dan directas

evidencias de un "binding", indican 1a participación de dichas proteínas en

e] proceso de naduración espermática y sugieren que las mismas están invo

lucradas en e] ensambïado o activación de un nuevo sitio receptor para e]

ovocito sobre 1a superficie dei espermatozoide durante 1a maduración.

Seria interesante investigar si las cadenas de azücar de GP17están

involucradas en 1a unión a1 espermatozoide, o en 1a eventua] unión del esper

matozoide recubierto de GP17a 1a zona pe11ucida del ovocito homóiogo.

En cuanto a 1a dependencia androgénica de GP17, hay evidencias a

favor (M.J. Amoroso, comunicación personai), ias que según todo 10 expuesto

anteriormente encajan muy bien con 1a sabida noduiación por andrógenos de

funciones epididimarias taies comosintesis de proteinas que se asocian con

espermatozoides (55) y adquisición de capacidad fertiiizante por parte de

espermatozoides (76).

Anaiizando 1a bibiiografïa referente a1 tema, se obsewa que ningún

trabajo hasta 1a fecha da evidencias de todos los requisitos que en principio

(según 1as ideas aceptadas hasta ahora) deberia reunir una sustancia de ori

gen epididimario para atribuirle un ro] en 1a fertiiidad, sino que cada estu

dio toma aspectos parciaïes. Taies requisitos pueden ser enunciados comolos

siguientes:

1) detección en f1uido epididimario;

2) secreción por parte de tejido epididimario;

3) unión a espermatozoides;

4) detección endógena en 1a membranade Ios espermatozoides;
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5) participación en 1a maduración espermática.

Resumiendo Ios 1ogros de este trabajo, se puede afirmar que éste

aporta evidencias de 1a interacción con a1ta afinidad entre una gïicoproteïna

secretoria de epidïdimo de rata y receptores presentes en espermatozoides

inmaduros, es decir, se demuestran ios requisitos 2) y 3) enunciados prece

dentemente. Estudios u1teriores sobre ias caracteristicas de 1a unión y 1a

natura1eza de 105 receptores serán cruciaïes en 1a compresión de 105 meca

nismos moiecuiares de 1a maduración espermática.

Los resu1tados aqui presentados permiten postu1ar e] nnde1o para e1

ro] fisioïógico de GP17 que se presenta en 1a Fig. 4-1, haciendo 1a sa1vedad

de que más experimentos harían faita para adoptar1o definitivamente como

representativo de 1a reaiidad, pero mientras tanto dicho modeio puede tener

vaïor predictivo en e1 diseño de nuevos experimentos.
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Fig. 4-1: Modeïo proguesto gara 1_a_acción d_e GP17.
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5. CONCLUSIONES

de actividad de GDP-manosazDoi-P manosi] transferasa de

epididimo de rata estén sujetos a contro] andragénico.

La incorporación de manosa a de GDP-manosapartir en

Dol-PP-o'ligosacáridos y en giicoproteinas está tanbien reguïada por

andrógenos.

Los niveies de Dol-P endógeno, a1 igual que ios de DoI-P fosfatasa y Do]

fosfoquinasa, no sufren modificaciones significativas frente a 1as

variaciones de Ios tenores androgénicos.

Los o'ligosacáridos unidos a Doï-PP producidos más abundantemente en

epididimo en condiciones semejantes a 1as fisioiógicas fueron en orden

decreciente: MangüicNAcz, Man5G1cNAc2y MangGicNAcz.

E'l epidïdimo contiene una gran proporción de oiigosacáridos unidos N

giicosidicamente a proteinas intrace'luiares, siendo e] 93%dei tipo "aïta

manosa".

Los oiigosacáridos de "alta manosa" unidos a proteinas intraceiuiares

epididimarias -ha11ados en condiciones similares a ias "in vivo"- son de

orden decreciente de abundancia: Man5G1CNAc2,MangGicNAczy MangGicNAcz.

E1 epididinn de rata sintetiza y secreta una N-glicoproteïna de masa

moiecular relativa igua] a 17.000, que constituye e] 15% de todas ias

proteinas secretadas, Hamada en este trabajo de Tesis "GP17".

GP17es 1a N-gh'coproteina secretada más ampïiamente mayoritaria.

GP17fue purificada de] medio de incubación mediante filtración uniecuiar

por geies y cromatografïa de afinidad a Concanavaiina A.
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10) GP17 contiene oïigosacáridos de “alta manosa" con ias composiciones

MansGïcNAczy ManóGicNAcz,Ios cuaies parecen ser indispensabies para que

e] proceso de secreción tenga iugar.

11) GP17está fosforiïada en 1a porción proteica.

12) GP17se une especificamente con aita afinidad (Ka=0,2 x 109 M'l) a recep

tores presentes en espermatozoides testicuïares inmaduros.

®W/
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