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RESUMEN

Se estudio el efecto del tratamiento térmico y enzimatico sobre la inhibicion de
la proliferacion linfocitaria, inducida por umool de homogeneizados de epididimo
humano obtenido de donantes cadaveres (n = 7). Se analiz6 cada muestra desde el
punto de vista anatomopatolégico, ademas se le determin6 la concentracion de
proteinas por el método de Bradford y la actividad inhibidora de la proliferacién
linfocitaria. Seincubaron alicuotas de 600 pL del homogeneizado a 30 °C,
37 °C y 55 °C durante 30 min, otras 2 alicuotas se trataron a temperatura
ambiente durante 24 h y a 95 °C durante 1 min. Se hidrolizaron fracciones
similares con tripsina (enzima/sustrato 1:5) y pronasa (enzima/sustrato 7,5:10)
durante 32 h a 37 °C. Se incluyeron en el ensayo de inhibicién de la proliferacion
linfocitaria las muestras tratadas con calor o enzimaticamente y muestras no
tratadas utilizadas como control. Los resultados obtenidos demuestran que los
tratamientos térmicos aplicados no afectan las propiedades inhibitorias del
homogeneizado. La digestion enzimatica con tripsina provocé una pérdida de la
capacidad inhibidora, sin embargo, esta no se modificé por accién de la pronasa.
Se concluyé que en el epididimo humano se producen factores termoestables de
naturaleza protéica con capacidad para inhibir la proliferacion linfocitaria.

Descriptores DeCS: EPIDIDIMO/inmunologia; LINFOCITOS/inmunologia;
INMUNOCOMPETENCIA.

La ausencia de respuesta inmune en ellas hipétesis que intentan explicar este
tracto reproductor frente a las células fendmeno se encuentra la presencia de
germinales altamente inmunogénicas factores inmunosupresores en ese Sifib.
sugiere la existencia de mecanismos plasma seminal humano presenta actividad
reguladores del sistema inmune local. Entre supresora sobre la mayoria de las células
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del sistema inmuriéy existen pruebas de producidas por el epididimo humano. Con
gue algunos de los factoréamu- este propdsito se estudio el efecto de la
nomoduladores encontrados en el sementemperatura y la digestion con proteasas
son producidos en otros sitios del tracto sobre la actividad inhibidora de la
reproductor masculin®® Las sustancias proliferacion linfocitaria.

gue ejercen este efecto pueden ser de alto

y bajo peso molecular y en este grupo se

han descrito proteinds,poliamina8®y METODOS

prostaglandina$En la actualidad no existe

coincidencia acerca de la naturaleza, el MUESTRAS

tamafio molecular y las caracteristicas

fisico-quimicas de estos factores. Obtuvimos el tejido epididimario
Es conocido que los espermatozoides hymano de donantes cadaveres (rango de
experimentan cambios notables en sus edad: 51-94 afios; edad promedio: 65 afios)
propiedades antigénicas durante su pasoy ytilizamos un pequefio fragmento de cada
por el epididimo, como resultado del 4rgano para el analisis anatomo-patoldgico,
proceso de maduracion. Aunque la pomogeneizamos el resto del tejido en
inmunobiologia de este 6rgano ha sido poco equipo Polytron en medio de cultivo RPMI
estudiada, se ha demostrado la existenciaqgag a razén de 5 mL de medio por gramo de
de abundantes macréfagos, linfocitos T peso hamedo. Luego centrifugamos el
CD,"y DC’, ®ademas de comprobarse queé omogeneizado para eliminar el material
el epitelio es capaz de expresar el receptorparticulado y al sobrenadante le

para} IgA secretada Eftos '?'allazgos determinamos la actividad inhibidora de la
sugieren que en este sitio operan proliferacion de linfocitos y la

mecanismos inmunoprotectores . . .
i X Y concentracién de proteinas por el método
regulatorios normales para la defensa contra 14 o .
: . ) - de Bradford'* Finalmente, unimos las
las infecciones? que en condiciones
muestras procesadas para formarmponl

fisioldgicas deben estar suprimidos para de h >ados d ididimo h
impedir una respuesta contra las células (:Eg)rrzﬁg_;e?r)\elza 0S de epididimo humano

germinales.

En nuestro laboratorio se ha
comprobado que los fluidos de las
diferentes glandulas accesorias del aparato EFECTO DELATEMPERATURA
reproductor masculino de rata, inhiben la
proliferacién de linfocitos estimulados por Incubamos alicuotas de 600 pL de HEH
lectinas, el efecto mas potente se obtiene durante 30 min, a 30, 37,45y 55 °C. También
con el fluido epididimario. Posteriormente, incluimos una alicuota que sacubo a
se demostré que el epididimo humano es temperatura ambiente durante 24 hy otra
una fuente de factores que inhiben la a 95 °C durante 1 min. Como control
fagocitosis y la proliferacion linfocitaria, se empleamos una fraccidon conservada a
comprobd que en la inmunomodulacion -20 °C. Diluimos las fracciones tratadas en
tienen lugar cambios en la produccion de medio RPMI 1640 suplementado con suero
IL-2 e IFN-gamm&? El objetivo de este  fetal bovino 10 % vy las incluimos en el
trabajo fue iniciar la caracterizacion de las ensayo de inhibicion de la proliferacion
sustancias con accion inmunomoduladora linfocitaria.
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DIGESTION CON PROTEASAS contamos en un espectromefBo(LKB-
Wallac) y el porcentaje de inhibicion lo

Liofilizamos alicuotas de 600 pL de calculamos mediante la siguiente férmula:

HEH y las resuspendimos, indepen-
dientemente, en soluciones de tripsina
(Sigma) en tampon fosfato 0,03 M pH 8
(relacion enzima/sustrato 1:5) y pronasa
(Merck) en tampdn fosfato 67 mM pH 7,4
(relacion enzima/sustrato 7,5:10).
Incubamos las alicuotas durante 3 1/2 h en
un bafio a 37 °C. Detuvimos la digestiéon
por inactivacion enzimatica a 95 °C
durante 1 min. Posteriormente, centri-
fugamos a 5 000 xg golectamos el
sobrenadante. Como control empleamos
una fraccion no tratada sometida al mismo
procedimiento. Las alicuotas hidrolizadas
las incluimos en el ensayo de inhibicién de
la proliferacion linfocitaria.

ENSAYO DE INHIBICION DE LA
PROLIFERACION DE LINFOCITOS

Aislamos las células mononucleares de
sangre periférica humana mediante
centrifugacion en gradiente de Ficoll-
Hypaque. Cultivamos la suspensién celular

en placas de 96 pozos a una concentracién

de 2 X 10 células/mL,en medio RPMI
1640suplementado con suero fetal bovino
al 10 %y estimuladas con PHA. Ensayamos
los controles negativos y positivos por
triplicado, mientras que las muestras (HEH
sin tratar y sometido a diferentes
tratamientos térmicos y enzimaticos) fue por
duplicado o triplicado, segun el caso.
Cultivamos las células por 72 ha 37 °C en
atmosfera saturada de C&b5 %, 6 h antes
de finalizar la incubacion, afiadimos timidina
tritiada 1uCi/pozo. Colectamos las células
con un cosechador de células. La
radiactividad incorporada por las células la
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X cpm (experimental)
- X cpm (control negativo)

Porcentaje
de inhibicion = 1 -

x 100
x cpm (control positivo)
- X cpm (control negativo)

RESULTADOS

Las muestras fueron analizadas por un
patélogo para excluir aquéllas que
presentaran signos neoplésicos o de
infeccion, las utilizadas en este trabajo
mostraban apariencia normal.

Los homogeneizados de epididimo
humano no mostraron variaciones
significativas en la concentracion de
proteinas, sin embargo, la actividad
inhibidora present6 una alta variabilidad,
por ello s6lo seleccionamos los
homogeneizados con mas del 50 % de
actividad (n = 7) para formar@bol de HEH
(tabla 1).

TABLA 1. Concentracion de proteinas y actividad inhibidora
de los homogeneizados de epididimo humano

No.de
caso

Actividad inhibidora
(%)

Concentracion de
proteinas (mg/mL)

1,92
3,89
3,97
3,61
3,43
3,55
5,60
3,97

71
95
71
80
82
71
84
89
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En la figura se observan los porcentajes
de inhibicién obtenidos después de
tratamiento del HEH a diferentes
temperaturas donde cada punto es la media



de los cpm de muestras triplicadas. En la tabla 2 mostramos el resultado
Llevamos a cabo todos los tratamientos con del tratamiento enzimético de los
el mismagooolde HEH, excepto el realizado homogeneizados. Obtuvimos los datos en
a 95 °C donde empleamos otra preparacion. 2 experimentos diferentes y son expresados
Por esta razén los porcentajes de inhibicion como la media de los cpm de cultivos
para esta curva fueron superiores, por la duplicados. Después de la digestion con
variabilidad de esta actividad discutida tripsina, el HEH experimenté una
previamente. En todos los casos la disminucién Signiﬁcativa de Su CapaCidad
inhibicion tiene un comportamiento inhibidora, sin embargo, la digestion con
cualitativamente similar al de la muestra Pronasa no alteré dicho efecto inmu-

control nosupresor del homogeneizado.
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TABLA 2. Efecto del tratamiento enzimatico sobre la actividad inhibidora del HEH

Experimento 1 Experimento 2

Porcentaje de Porcentaje de

Tratamiento cpm=S inhibicion cpm=S inhibicion
Tripsina 5244 + 377 34 6031+0 3
Pronasa 1327 +£96 76 128 +16 100
Muestra control 2134 +165 74 1186 +239 81
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DISCUSION conocido que la actividad biolégica de una
proteina depende de dicha conformacién
El testiculo y el epididimo estan espacial®La disminucion de la actividad
sometidos a cambios de temperatura biologica del HEH bajo la accion de al menos
provocados por diferentes factores, como una de las proteasas usadas demuestra que
son la postura, la temperatura ambiental, en los procesos de inmunomodulacion en
factores ocupacionales y de estilo de vida el epididimo humano participan sustancias
y enfermedades como el varicocéle. de naturaleza proteica.
Podemos sugerir que la termoestabilidad Junto a la existencia de un activo
por los factores inmunosupresores sistema inmune de mucosas en el tracto
epididimarios puede tener relevancia para reproductor masculin®, en algunos
el mantenimiento de la inmunorregulacion 6rganos como el epididimo, se ha
en este érgano. encontrado actividad inmunosupresora en
El hecho que la tripsina afecte la el fluido que ellos producé®y linfocitos
capacidad inhibidora del homogeneizado T CD8+ intraepiteliales, que representan una
epididimario y la pronasa no, se explica por poblacion de células supresoras encargadas
las diferentes especificidades de sus de regular las reacciones inmunes contra los
respectivas acciones enzimaticas. La antigenos del espernfaNuestros resul-
tripsina hidroliza los enlaces donde estan tados son compatibles con estos hallazgos y
comprometidos los grupos carboxilicos de sugieren que dentro de los factores
los aminoacidos basicos L-lisina y L- responsables de la inhibicion de la
arginina y la pronasa es una mezcla de exo-proliferacion linfocitaria se encuentran
y endopeptidasas que contiene al menos 4sustancias termoestables de naturaleza
serino-endopeptidasas. Podemos suponerproteica que pueden ser proteinas de
que la tripsina hidroliza enlaces peptidicos membrana liberadas durante la homo-
que contribuyen a la conformacion genizacion o proteinas solubles producidas
tridimensional del sitio donde reside la porlas células epiteliales epididimarias o por
actividad de los factores inhibidores célulasinmunocompetentes residentes en el
producidos por el epididimo, ya que es tracto reproductor masculino.

SUMMARY

The effect of the thermal and enzimatic treatment on the inhibition of the
lymphocytic proliferation induced by a pool of homogenates of human
epididymis obtained from dead donors was studied. Each sample was analized
from the anatomopathological point of view. The concentration of proteins
was also determined by the Bradfors's method, as well as the inhibitory
activity of the lymphocytic proliferation. Aliquots of 600 L of the
homogenates were incubated at 30 °C, 37 °C and 55 °C during 30 minutes.
Other 2 aligiots were treated at room temperature for 24 hours and at
95 °C during | minute. Similar fractions were hydrolized with tripsine
(enzime/substrace 1:5) and pronase (enzime/susbtrace 7.5:10) during
3 1/2 hours at 37 °C. The samples treated with heat or enzimatically and
the non-treated samples used as control were included in the lymphocytic
proliferation inhibition test. The results show that the thermal treatments
applied do not affect the inhibitory properties of the homogenates. The
enzimatic digestion with tripsine produced a loss of the inhibitory capacity.
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However, no modification was observed with pronase. It was concluded
that thermostable factors of protein nature with capacity to inhibit the
lymphocytic proliferation are produced in the human epididymis.

Subject headings: EPIDIDYMIS/immunology; LYMPHOCYTES/
.immunology; IMMUNOCOMPETENCE.
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