Universidad Nacional
Auténoma de México

FACULTAD DE  CIENCIAS

ACTIVIDAD DE PIROFOSFATASA INORGANICA EN TESTICULO
DE RATA A TRAVES DE LA DIFERENCIACION
DEL EPITELIO GERMINAL

T E S I 5

OQne para obtener el titnlo de:
B 1 0L O GO

presenta

ORDAZ CASTILLO  HECTOR

1986




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

ABP Proteinas fijadaoras de andrdgencs
ADN Acido desoxirribonucleico
ADP Adenosin difosfato
NP Adenosin monofosfato ciclico
ARN Acido ribhonuclefico
ARNE Acfdo ribonucleico de transferencia
ATP Adenosin trifosfato
ATPasa Adenosin trifosfatasa
BSA ' Albamina de suero de bovino
Ca=me Iones calecio -
Cof Coenzima A
EDTA Sal tetrasdédica del Acido etiién dinitrilo tetraacético
FAD™ Flavin zdenin dinuclettido ¢ forma ocxidada )
Fewtia Sulfato de fiarrn
FSH Horpona estieclante del folficulo
B86PDH Deshidrogenasa de 1a glucosa-&-fostato
HC104 Acido perclérice
=50 Acide sul farico
IDH Deshidrogenasa isocitrica
Km . Conaztante de Michaelis ( afinidad enziema — sustrato )
LbH—X,> Deshidrogenasa lactica, tmoenzima X
LH Hormona Luteinizante

Mg=~ Ionez magnesio



MNnC1 = Cloruro de manganceso
MaCl = Cloruroe de sodio
MNAD™. - Micotinamida adenina dinucleétido ( forma oxidada ¥

MADP Foafato de nicotinamida adenina dinucledtido ¢ forma
oxidada ) '

MaxHPOs Foafato disddico s

(NHa) eMorlizs Heptamolibdato de amonio

pH Potencial de hidrogeniones
PPi Pirofosfato de sodio

TEA Clorhidrato de trietanolamina
Tris Trihidroximetil amino metanoc

In=~+ Iones zinc
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. I N T R OD U CC I OMN

1.1. TESTICUL O.
t.1.1. Generalidades.

Laz génadas masculinas o testiculos tienen en los mamiferos
una ubicacidn externa al abdomen. Sc presentan en ndmerce de dos
v estan localizados en el escroto.

Esta eituacidén anatémica repercute en muchas de sus
caracteristicas funcionales, va que implica que las células =ce
desarrollan a una temperatura hasta de 5 ©C por debajo de la del
reasto ds lac células del organismo ( 23,31 ).

Cada testiculc es un cuerpo ovoide, y se considera como
Plandula mixta, ya que esta conformado tanto por tejido exdcrino
como endécrino. Los componentes esenciasles del testiculo =on los
tdbulas semind feros y el teiido intersticial que los roaodea.
Estan cubilertos por una capa gruesa ( tunica albuginea, ~izz on
tedido fibroso blando ), que a nivel del borde posterior se
unqrns& para penetrar en la alandula ¢ formar asi un tabique
1ncnmpietn. Ahi l1a porcién engrocada de la cApsula recibe el
nombreo de mediastino. Este se encuehtra acribillado de conduc£os
revestidos de epltelio, Fformando el rete testis, en cuvos
aespacios se vacia el contenido de la luz de los tdbulos

semin{feros.



ta citologia de los testiculos puede ser dividida en trecs

Areac:

1) Tabuleoz seminiferos 2 Células de 1la lAmina basal o 1Amina
propia, células de Sertoli y células del opitelio germinal.

2) Yejido intertubular : Células de Levdig, tejido conectivo y
vasos sanguineos y linfaticos.

I Tanica albuginea 3 Cé¢lulas de tejido fibroao blando.

Loeg tibulos seminiferozc conforman 1a parte exécrina del
zestisulo. Estan limitados por el complejo lamelar basal,
carecen tante de vasos sanguineos como linfaticos vy por
consiguiente presentan una hipoxia relativa « 32 1.

Tienen wuna secresidn de tipo holécrino ¢ los productos dé
srzresién  @se acumulan en el interior de los cuerpos celulares,
las células se mueren y son expulsadas junto con la secresidn que
conticnen ), cuyo producto final esta constituido principalmente
por ios espermatonofdes vy el fluido testicular que los acompaRa
(23 .

En el ipterior de 1o0s tubuios stRiniforos se epcuentran  las
célulag de éertoli o células nutricias y las células del epitelio
germninal. La diferenciacién vde ettas Altimas constituye el
procaso de la espermatogénesis.

tona bestuains morfoldaicoe de Clermont (¢ 2! ) sobre 1la
espermatogénesis de las principales especies de mamiferos, han
demostrado una secuencia caractericstica de desarrollo para cada

especie, incluyendo una cronologia muy exacta del proteso.



. La espermatogénesis ze divide en tres fases (ver esquema adjunto)

1 ) Replicacién de las células primordiales o espermatogonias,
que son células =omAticas diploides.

2 ) Los procesos meldticas, que incluyen a los esparmatocitos
primarios y secundarios. .

E- . | Espermiogénesis, que consisteo on 1z transformacién de
células haploides, las espermaAtidas, cuya #ltima fase son los
espermatozoides,

Lags ¢élulas del epitelio germinal reciben diversos nombres
de acuerdo con su estadio de diferenciacidn.

Las espermatogonias son las células mas primitivas del
epitelio germinal. Localizadas junto a la membrana basal, s& han
-descrito tres tipos de ellas t A, obscuray Ap clara y B ),
ba=Andose principalmente en 1las diferencias de su estructura
nuclear (23).

Después de varias divisiones mitoticas Y de la
diferenciacid4n de la mayoria de las células hijas, dan lugar =2
los espermatocitos primarios preleptotenos, que constituyen el
comienzo de 1a larga profase de 1la primera melosis. Los cambios
morfoléagicos que muestran los espermatocitos primarios durante
esta etapa han permitido distinguir entre ellos diversos estadios
definidos : preleptoteno, leptoteno, zigoteno, paquiteno 1Y
diploteno (56), que son cédlulas tetrapinides.

El1 final de la primera divisién meidética ocurre raipidamente
y da lugar a los espermatoci tos secundarios, que gon cdldlas

diploides.
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Los espermatocitos cecundarios son m&s pequerts que los
espermatocitos primarios. Son vistos can poca frecuencia en un
corte de testiculo, ya gue =su tiempo de vida es relativamente
corto (21,56). Presentan una segunda divisién meidtica, sin una
sintesi=s previa de ADN, generando las células haploides conocidas
como espermitidas. Estas, a través de numerosas modificaciones
tanto morfoldaicas como metabdlicas ( en la rata se distinguen
12 fases definidas ) ¢ S5& ), conocidas bajo el nombre de
espermioqénesic, Qenoron loz ogpormatoc-ocides. Estas ceéiuias
terminales son expulsadas al ldmen por la célula de Sertoli, en
un {enémeno l1lamado espermiacidén.

Durante 1la espermiogénecis ya nRno ocurre una " divisian
celul ar. El procese requiere de una alta coordinacién en 1a
reorganizacién de nicleos y citoplasma junto con el desarrollo
del flacelo. l.os c¢ambios que suceden pueden ser subdivididos a
su vez en las slguilentes fases : transformaciones en el niclea,
desarrollo del acrosoma, formacién del tallo, redistribucién y
pérdida del citoplasma y finalmente 1a espermiacidn.

ias ceélulas de Sertoli se extienden radialmente desde 1la
membraﬂa basal del epitelio seminifero hasta el ldmen del tdbulo,
y representan del 15 al 20 %~ de la poblacién celular del
testiculo.

El citoplasma de& las células de Sertoli me extiende entre
los - espermatecitos v espermitidas formando una red que
literalmente “abraza® a las células germinales, creAndoles a

cada una un microambiente particular.



Conforme se va dando el proceso de diferenciacién, aquellas
células germinales gque estan unidas entre si por puentes
intercitoplasmicos emigran sincrénicamente de 1a base hacia el
limen del epitelia, lo que ha hecho pensar en un contrel rigurose
de la diferenciacién a través de las células de Seétoli.

Las wniones herméticas que forman entre si las células de
Sertoli constituven 1a barrera hematotesticular, que divide
funcionalmente al epitelio seminifero en dos campartimentos. En
el mis externo se encuentran sélo las espermatogonias. En el
interna, a partir de la etapa miAs temprana de los espormatocitos
el resto de las células agerminales, aisladas de una irrigacién
directa ¢ 21,23 ).

Los +tubulos seminiferos estan rodeados de tejido conectivo
rico en una red vascular acompafada de fibroblastos, macréfagos,
peque®os nervios, vasos linfdticos y grupos de células de Levydia.

Fawcett y col. (28) dieran una descripcidén detallada de 1a
morfologia del tejido intersticial, describiendo cuatro patrones
basicos de acuerdo con la sbundancia de las células de Leydig vy
las  relaciones enire los veldmenez relsativoe de tejido linfatico
vy conectivo intertubular. Al nacimiento, el tejido intersticial
o abundante vy es productor de los andrégenos involucrados en el
mecaniesmo que imprime en el cerebro la definicidn sexual que
_ se expresard en el animal adulto en 6roanos como el higadoe (25,
que desérrolla el aparato enzimiatico para catabolizar las
hormonas esteroides masculinas. En el sexto dia de edad de 1la
" ratsa al tejide intersticial involuciona para volver a

desarrollarse en la pubertad. e



Usando métodos citoléaicos y marcaje con timidina tritiada,
Ia cinética de la espermatogénesis ha sido estudiada con gran
detalle en varias especies de mamiferos (21,23).

Durante los primeros dias de edad los tdbulos son primitivos
Yy S6lo contienen cé¢lulas de soporte ( precurcores de las células
de Sertcli ) y gonocitos ( precursores de las espermatogonias ).

Después de los 4 dias de edad se inicia la proiiferacion
de las células germinales, consistente en una divisién mitética
diferente a las divisiones simples de las células agerminales
primordiales durante la migracién vy establecimiento temprano en
las gdénadas.

A los 9 dias han desaparecido totalmente los gonocitos y a
los 12 dias de edad aparecen los ezpermatocitos maAs primitivos.
En estes animales considerados preptberes, las células germinales
predominantes son  las espermatogonias. Entre los 14 v laos 16
dias se Inician los preambulos de la pubertad(6&). La hipo6fisis
sacrata la gonadotrofina FSH, cuyo bxsncq principal, ia ceiula
de Sertoli, sintetiza las proteinas fi jadoras de andrdgenoal{ABP).
De este modo, cuando 1z hipéfisis secreta LH, cu&o blanco es 1a
célula de Leydig, ésta produce andrégenos, parte de 1los cuales
encueantran sus receptores especificos en la célula da Sertcli (92}

En las ratas de 15 a 18 dias de edad, las células de Sertoli
va no presentan mitosisctés). Los espe?ﬁatuciﬁas.ﬁuestr;niestsdios
ma&s avanzados de maduracidan, que culminan a los 23 dias de edad,

en que comienza la aparicién de las espermidtidas mas primitivas.



El proceso de espermiogénesis se complata a los 45 dias de edad,
en que aparecen 10s primeros esparmatesoides. Este momento se
concsidera el inicio de la madurez sexual en estozs roedores. La
pracisién earoneoldégica econ que aparecen leos diversoes tipos

celularces permite seleccionar la poblacién de células gque s=e
desea tener presente en forma mavoritaria en el testiculo en un
momento dado del proceso de maduracidén. Esto se laogra por medio
de la saleccidn adecuada de 1la edad del animal cde
experimentacién, tal como =& resume geraficamente en el cuadro

sinéptico adjunto .



Diferenciacidn

Cuadro sindptico

del..testicylo_de la rata

S

i
EDAD UBICACION TEMPERATURA B DESARROLLO DEL D1FERENCIACION . SINTESIS
(dias) °C) EPITELIO MORROLOGICA ; ¢nad
GERMINAL MITOQONDRIAS - ADN ARN Proteinas
‘0-6 Abdominal 37 @,3‘ Espermatogonias &‘
~“Iprimordiales FPSe
cel -
10-~12 Abdominal 37 Espermatocitos AW
Prepuberiad primarios
preleptotenos
H
14-16 Comicnza el 36
Pubertad descenso al
(prefmboids) escroto
1t pge
: cel Q
21 Escrotal 35 Paqui tenos K3 )
Pubertad Tardios
establecida
26-40 . Escrotal 33 Espermitidas
Adolescencia 3.5]:31
cel™!
45 Escrotal 33 y Espermatozoides
60-90 Escrotal 33 Espermatozoides
Adultas capaces de
J fertilizar
'i (Ref, L M(ReE 65




1.1.2. Aspectos endécrinas.

& partir de la pubertad ( en 12 rata , después de los 15
dias de edad 3 las funciones del testicule son contraladas
hormonalmente por wun sistema complejo de interacciones que
incluyen =1 sistema nervioss central extrahipotal damica, el
hipotalamo, la glindula pituitaria v las adénadas (66).

Las qonadotrofinas que requlan la fisiologia testicular son
dos hormoﬁéﬁ proteicas secretadas por 1a hipéfisis : 1a hormona
estiﬁulante del foliculo ¢ FEH ? v 1la hormona luteinizante (LH).

Durante 1a pubertad existen cambioszs en 1a gensibilidad
testicul ar hacia gonadotrofinas, eztimulacidén yv cambios en 1la
biosintesiz de andr édgenos e incremento en la produccisén de
testosterona.

ta disponibilidad de gonadotrofinas marcadas
radicactivamente ha permitido la identificacién de los sitios
r:::ptgr;u de LH sobre las células de Levdio ( 21 ) y los de 1la

FSH sobre los tdbulos semini feros(50).

La funcidén precisa de 1la FSH en 1o procesose de 1a

ezpermatogénesis parece incierts. So sabe que 1a iniciacidén de 1a
espermatogénesis requiere su presencia, auﬁque parece no
1ncrementar  la - velocidad de 1la misma. La estimulacién de las
células germinales ocu?re a nivel de las espermatogonias.

ta FSH Jjueqa un papel indirecte en los procesos de

ecteroidogaénesis durante 1la pubertad. Interviene en el

10



m=tabolismo celular de 1aszs células de Sertoli, 1o cual ha
parmitido sugerir las probables funciones de éstas dentro de 1la

espermatogénesis, como el ‘ser responsables de mantener la barrera
hemztotesticul ar v 24 relacién con el origen del fluido en los

tuabulns zeminifaros.

Los receptores de la FSH, se localizan a nivel de 1a membrana

celular espermatogonial y de 1a parte basal de las células de

Sertoeli. El efecto hormonal se traduce en una activacién de 1ia

adenil-ciclasa v en un

decrementa en 1la activvidad de

fosfodiesterasa del AMP ciclico ( @1 ).

1a

La LH estimula 1a actividad de adenil ciclasa en las células

de teydia. ta ocupacién de =6lo0 una pequera porcion de

receptores de LH es suficiente para estimular la produccidén de

testosterona S o1 Y. Los efectos de 1a LH sobre 1la

espermatoqénesis pareceﬁyser mndi ados a través de 1a esztimulacién

de la sintesis de testosterona.

El AMP ciclico media 1o= efectos de 1a LH sobre 1la

esteroidogéneais. Las células de Leydiq del tezticulo de rata
contienen 2 formas de grotein-cinasag dependientes de AMF
ciclico.

Algunos eventos nucleares pueden estar asociados a l1a forma

en que estimula 1a LH. La sintesis continua de una(s) proteinals)

con una vida madia corta es necesgaria para la acciéen de la LH

( 24 1.

Aunque la literatura acumulada en relacién con los aspectos

enpddcrinos del testiculo es sumamente voluminosa, no eviste

11



nipgan informe en el que se relacione un efecto directo de 1las
hermonas sobre la pirofosfatasa inoraginica. En el inciso sobre
metabol i smo testicular se seffalan algunas correlaciones

indirectas que pueden inferirse.

1.1.3. Metaboliseo testicular

En los estudios relacionados con el metaholiemo del
testi{culo tradicionalmente se ha considerado que el problema
fundamental en la interpretacion de los resultados es la
hetarogeneidad de loz tipos de células presentes er l1a poblacidn
que consetituye la génada (1).

Este hecho ha empujado a numerosos autores a considerar que
el fendémeno metabdlico que se estudia puede carresponder al tipo
celular mé&s abundante en la etapa de diferenciacidén que se eosté
observando. En términos generales es importante subravar la
influencia que pucdsn  Lener para un  aspecto determinado del
metabolismo testicular 2] aparte sanguineo limitado, con 1a
consecuente hipoxia relativa, ¥ la temperatura fisioldégica en que
s encuentra, dada su ubicacién esscrotal.

En 1o que toca al epitelio gorminal, a estn; factores se
suma la ;ituscion de aislamiento en que se dasarrolla, debido a
la barrera hematotesticular. El hecho es que en la literatura
cientifica se han ido acumulando informes sobre iscenzimas
especificas del testiculo, en acuerdo con las predicciones hechas

hace mis de quince afos ( 32 ).

12



Para hacer mas complejo el panorama, el metabolismo
testicul ar sufre cambios muy marcadas a través de la maduracidn
de la-qgénada (32,33 muchos de ellos bajo una influencia
hormonal ( 92 ). Asi, a diferencia del testicules inmaduro, el
adulto parece depender en forma absoluta de la 0qlucosa como
sustrato exdgeno. En la rata, sus reservas de carbohidratos son
practicaments nulas. Se ha suaerido que es capaz de oxidar
lipidos, lactato y gludosa, aunque no deja de ser peculiar que
s6lo el 20 7 de ésta se convierta en CO=z. El ciclo de las
pentosas  tiene una actividad modesta, particularmente en el
estado adulto ( 32 ).

Presenta el testiculo una glicélisis muy activa, tanto en
anaerocbiosis como en aercblosis (32,36), v existen evidencias que
apuntan ’ al funcionamiento del ciclo de los dcidos
tricarbnxili:os; Sin embargo, se ha sugeride que el ciclo pudiera
tener importancia como proveedor de metabolitos gener adores de
aminpdcidos, de purinas y piirimidinas; ttiles en 1a sintemis de
macromol éculas (32 3.,

La glucosa parece ser indispensable para apovar la sintesig
de ATP (61 ) cuva concentracidén en este 6rgano es casi tan alta
comp en el cerabro.

Una parte del ATP es producida por la wia glicolitica y-ofra
ez generada por la mitocondria. A pesar de que se ha demostrado
éue una parte de 1la ATFasa mitocondrial testicular esta

laxamente unida a l1a membrana (24 ), el resto funciona como ATP

cintetasa. En preparaciones mitocendriales de higado de rata 1a

13



relacidn entre ATPsintetasa: ATPasa es del arden de 303 1,

mientras que aen sus homélogas de testiculo es de 3: 1.

En el campo de la bioenergética, 1a interrelacién entre los

compartimentos intra y eoxtramitocondriales tampoco es clara. En

animales inmaduros el testiculo presenta un efecto Crabtree (323,

gquua cansiste en la inhibicidén del consumo de oxigeno por la

adicién de glucos=a. Este efecto desaparece en el adulto. Yanto

en ratas inmaduras como en adulliass 2! ofecto FPasteur es tan sélo

de un &0 7 Ut 0 ), Por dltimo, coerrespondiendo a una

diferenciacién morfolégica del organelo, previamente daescrita

(93), recientemente se ha encontrado una verdadera diferenciacion

funcional de 1a mitocondria (27). La fosforilacidn oxidatlva es

. mids activa en animales prepaberes que en adul to, 1a mitocondria

de animales prepiberes presenta diferente proporcién entre las

deshidrooenasas izocitricas dependientes de NADP+= y NAD*

que la hallada en mitocondrias de testiculo maduro, l1a citocromo

c oxidasa muestra una caida dramAtica en su actividad durante

la
pubertad ( 27 ). A partir de 1a proliferacidn do 1na
ezpermatocitos primarics, las mitocondrias presentan una

igoonzima peculiar de la deshidrogenasa lactica (LDH-X) (32) vy en

tegticulo adulto se ha descrito un citocromo c diferente del

citacromo c de las células somaticas ( 19 3.

Todo este conjunto de dato= que aporta la literatura sugiere

que el testiculo puede valerse de caminos alternos para producir

energia y que estas vias son variables dependiendo del estadio de

maduracidén del dérgano.

14



En lo que toca a 1a sintesis de macromeléculas el panorama
es interesante, ya que principalmente en la sintesis de Acidos

nucleicos Y proteinas el pirofosfato inorgénico juesa un papel

importante en conjuncién con la pirocfosfatasa inorginica, como se

detalla en el inciso 1.2.

En testiculo de ratdén se ha encontrado una mavor wvelocidad

de sintesis de ARN durante la etapa de diplotenos, en realacidn

conn 1a oncontrada durante las etapas de leptotenos v zigotenos.

Segun ese estudio durante la espermiogénezis va no se detectéd

sintesig de ARN ( 34 ),

Dado que 1la sintesis de proteinas parece continuar hasta
etapas avanzadas de 1l1la espermiogénesis, s concluyd que es

probable que -se realice schre moléculas de ARM previamente

sintetizadas ( 34 ).

En cuanto a 1la sintesis de ADM, ésta se realiza en 1la

profase de la primera meiosis, lo que da por resultado que los

espermatocitaos primarios sean células tetraploides ¢ 1 ta

sintesis de ADN 1o =3 ho

demnetrado ni en espermatocitos
secundarios, que son células diploides, ni en las espermétidéﬁ,
que san células haplaides. En ambozs tipos celulares ya no  se

eintetiza el ADN, excepto en las mitocondrias ( 3% ).

15



1.2, PIROFOSFATO Y PIRDFOSFATASAS INORGANICOS (E.C.S.46.1.1)

El pirofosfato inorqganice ( PPi ) existe en las células va

sea como s=sustrato o como producto de numerosas reaccliones que

acurren en diversos caminos metaboélicos Y en varios

compartinmentos intracelul ares(s,37,82). Actia como uwn aagente

quelante can una alta afinidad para iones metalicos divalentes,

por 1o que en forma libre inhibe a2 las enzimas activadas por

estos iones, tales como la glucosa—-&6—Ffasfatasa v la fosfatasa

alcalina ¢ 19,15,17,29 ).

Eri este contentos, l1a concentracidén intracelular de PPi puede

ser significativa como un efecter metabdlicu para algunas

eaccion®s enzimiticas(37,88)por 1o que las enzimas que rompen el

PFi juegan un papel importante en la requlacién de 1los preocesos

metabdlicos (2, 35,50). Una estimacidéen aproximada de dicha

concentracidn intracelular fué realizada por Buynn y col. (37)

obteniendo valores de 1.7 nmol/g tejido hamedo de PPi libre en el

citoplasma de higade de rata.

En muchos organismos wme ha demostrado el papel biolégico

del pirofosfato (5,44,82) Y la impartancia de éste en la mayoria

de las reacciones anabélicas. S5in embargo, hace algunos afos se

considorabe que el PPi formado en 1a mayoria de los caminos

anabdlicoz no tenia relevancia, consideriandosele como un producto

de desecho. fPor otra parte, un conjunto de evidencias bhan

permitido entender el papel del pirofosfato en el metabolicsmo de

algunps organismos tanto procariontes como eucariontes 82), an
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forma de donador de eneragia v dande la direccionalidad a ciertas
reacciones, como se describe mis adelante.

£1 FPi es producido en un sinndimero de reacciones,
incluyendo 1la activacién de los aminoidcidos por las amino—-acil
ARNt sintetasas, la activacién de lo= Acidos grasos por la
tiocinasa a partir de édsteres de acil-CoA, la activacidn de los
carbohidratos por la uridil transferasa .etc.(37). En las células
de mamiferos, in vitro ¢ 12,78,8%9 ), ez un producto comin en el
metaboli=mo de grasas, como es la conversién de acetato a acetiil
CoA, via acetil-CoA sintetaza  1a activacidén de los ascides
grasos de cadena mediana y larga ( acil—-CoA ligasa ). Asimismo,
participa en la sintesis de urea a través de 1l1la actividad de
arginosuccinatao sintetasa y en la sintesis de glucégeno a través
de la UDP-glucosa pirofosforilasa.

Ademis, el PFPi puede ser sustrato en reacciones catalizadas
par 1la pirofosfatasa inorganica ( EC 3.46.1.1,.,) y reacciones de
transfosforilacidén catalizadas por l1a glucosa-b4-fosfatasa v la
fosfatasa alcalina (72 ). Se ha ancontrado que el PPi puede ser
el danadar Gnico de fosfato para 1a farmaci én de
fosfoenulpirgvatn a través da la accidén de 1a Fosfopiruvato
carboxilasa en la bacteria Aacido-propidénica (99).

Caon respecto a la distribucién subcelular del FPi se puede
relacionar de acuerde con las reaccieones en las que interviene,
Por ejempla, la activacién de 4cidos gqrases ocurre en 1a
mitocondria, la activacidn de aminodcidos, 1a uridinofosfato
gilucosa pirofosforilasa y la FAD pirofosforiiasa ecstian presentes

en el citosol ¥y la colil-CoA sintetasa se encuentra en 1=
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fraccidn mi:rusomay. De lo anterior se desprende que el papel
metabélico de este compuesto en varios tejidos vy <fraecciones
5ubée1ulares es de interés considerable.

En 19&6&, Baltscheffsky ( 3 ) informdéd que el PPi tiene un
papel en la formacién de polifosfatos, ademis de funcionar como
un intermediario en 1la transferencia- de grupdé fosfato en
microorgani smos.

Comparindoleo con el ATP, el PPi se forma mids rapidamente
por 1la respiracién en Acetobacter subpxydans v en extractes
libres de células =n Escherichia coli (49), Por otro lado, la
fozfoenolpiruvatao carbocinasa aislada de hacterias acido
prapidnicas utiliza exclusivamente el PPLi como donador de fosfato
(99 ). Mas tarde se abservé que el PPi puede estar dirsctamente
relacionado con la respiracion, tanto en el metaboliczmo de
organismos inferiores como superiores (54,58,82).

EXr PPFi puede tener en algunas reacciones bioquimicas una
funcidén gimilar a 1la del ATP ( 98 ). Mansurova, en 1975, egtudid
la pogibilidad de la formacién de PPi v su utilizacién para 1la
gintesis de ATP en las mitotondrias de higado de rata ( 57 ).

El PPi reemplaza al ATP como fuente de energia en cliertas
reacciones de 1la fermentzacidén en Entamosba histolytica v an
Propionibacterium shermanii ¢ 28 ).

El PPi 2ze ha considerado como una fuente de energia debido
a su enlace de alta enefgia. Diversos autores citados por
Flodgaard (30 ) han intentado entender el papel del PPi y han

sefialado la importancia de obtener datos termodinidmicos exactos
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sobre su hidrélisis, particularmente en i1as condiciones de pH v
de fuerza iénica que prevalecen en la célula.

En la ausencia de cationes divalentes 1a energia 1libre de
hidrélisis de PPi es cercana a3 1la de los enlaces F(: x del ATP.

En presencia de iones magnesio el A 6°° para 1a hidr6lisis del

PPi es relativamente menos negative ( va que el producto de esta

hidrolisis es diferente a la del ATP por no estar tan fuertemente

quelado con Mg=*), debhido a una afinidad diferente de ambas
‘sustratos por el Mg=+. Es decir, ze explica porque ec mas fuerte
la unién ATP-Mg=* que 1a unidén PPi-Mg=~.

La energia libre de hidrélisis del PPL en el higado de 1la
rata fue estimada por lMordlie y ecol. ( 71 ) en -~ 4 keal /7 mol,
mientras que Wood ( 98 ) did una estimacidén de -5.27 kcal / mol.

En bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum( 49 )
el PPi es un donador de energia para l1a reduccién del citocromo b
(4) 1la transhidrogenacién de 1l1los piridin nucledétidos, 1a
reduccidn del NAD* vy lé sintesis de ATP ( 492 ?.

En higardo de rata (43), en el paso de la Qlucosa a Qlucosa-—
b—-faosfato v de 1a fructosa—-é6—-fosfato a fructosa—i,6-difosfato,
las concentraciones de metabolitos parecen estar controladas por
las relaciones FPFPi/Pi.

En amibas paragitas t 82 ) existen varias cinasas
dependientes de PPi. Tres o cuatro funcionan en el camino
glicolitico y otra en relacién con el metabolismo del acetato.

Ademis de haber unz gran concentracidén de pirofosfato

intracelular, el consumo neto de PPi por glicédlicsig es de 1.0
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mol “ mol de glucosa convertida a piruvato. El organismo puede
copservar todo el PPl generado por procesos anabélicos y  ecsta
cantidad ser insuficiente para mantener continua la glicdligics.
E£1 PPi adicional puede provenir de otras fuentes. Invariablemente
on los oraanismos aerébicos exicsten algunas reacciones
-~wversibles que conservan la energia del PPi.

La concentracién intracelular de PPi depende principalmente
do la activ.dad de pirofosfatasa inorginica (88).

Se ha descubierto un ndmero considerable de sistemas
enzimaticos parecidas a 1a ATPsintetasa, an los que la energia
del proceso sintético es incrementada a expensas de la ruptura
del enlace 'p—anhldrido, como en la molécula de ATP.

l.a presencia de enzima= que catalizan 1la hidréli=sis de
pirofesfato incrganico ( PPi ) se considera genersalizada en la
mscala filogenética.

La pirofosfatasa inorganica juega un papel importante en
dirigir 1las reacciones anabdlicas, catalizando las hidrdélisis del
PFi formado(S1). Posteriormente,el ortofosfato producido contrela

srior procesos quimicos incluyendo 1a glicélisis v la
regpiracian, de ahi la importancia reqgulatoria de * las
pirofosfatasss (51,52).

fag pirofosfatasas pueden ser dependientes o no de Mg=+(43).
8in embargo la mayoria lo son (81).

Se han examinado las pirofosfatasas basicamente en el nacleo

(16, en la mitacondria (57,70 ) y en la fraccidn microsomal del



higado de la rata (71 } ; en levadura (146 ), en eritrocitos (85 )

Yy en el cerebro de la rata (16 ).

tos estudios sobre 1la distribucién subcelular de la

actividad de pirofosfatasa inorganica han sido escasos. Hay

informes relativos a pancreas de paloma (77 ) y a higado de rakta

69 Y. En ambos estudios l1a mavor actividad se localizé en

el
citosol, siendo superior al 90 % .,

Posteriormente los estudios. se encaminaron -3 1a
caracterizacién de 1a pirofosfatasa inornanica c¢itosélica en

higado de rata (37 ), higado de ratdén (43 ) v la correspondiente

a la fraccion microsomal de higQado de rata ( 71 ). Por otra parte

se ha estudiado el posible papel de la pirofosfatasa mitocondrial

en los sistemas transductores de energia (53 ). Se han

caracterizado dos tipos de ellas: vna en la membrana v otra en la

matriz mitocondrial ( 57,58 ).

También se han realizado estudios referentes al papel de las

pirofosfatasas bacterianas como fuente de enerqgia (51 ) en los

processz de fotosintesis <3 ), sistema transportador de

electrones (67), sintesis de ATP (49,73), formacién del potencial
de membrana (6,80) y algunas reacciones en las cuales el Pri

reemplaza al ATP ( 98 ).

Se ha estudiado detalladamente la pirofosfatasa inorganica

de levadura ¢ 145 ), de Escherichia coli ( 48 ) y recisntomente

se publicé una revisién sobre las pirofosfatasas inorganicas

microbianas ( S5 ).

En lo que toca al reino vegetal, se ha encontrado actividad



de pirofoafatasa inorganica en hoja de maiz ( 10 ). En plantas
superiares =e ha relacieonado con la respliracidn Yy la
fosforilacidén oxidativa ( 54 ).

Parece evidente la ubicuidad de la actividad de
pirofosfatasa inorganica. Sin embargeo, hasta donde sabemos no ha
sido estudiada en un tejido durante el proceso de =u
diferenciacidn.

Ya que el testiculo de 1a rata provee un modelo de
diferenciacién celular con cronologia definida, decidimos

encaminar nuestro estudio a resolver las siquientes preguntas @

1 ) & Oué caracteristicas pressnta la actividad testicular de
plrofonfataln inorganica ? .

2 Y ¢ Cudl es su localizacion intracelular en el tosticulo ?

¥ > & Varia 1a actividad durante 1la diferenciacidn del epitelio
germinal ? .
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MATERIAL Y METODOS

2.1. TDeterminacién de fosfato inorgantico.

Para determinar el fosfato producido en 1a reaccién
enzimatica catalizada por la pirofosfatzea inorginica =e empled
el método de Bonting y col. ¢ 14 > modificado por Delhumeau-Ongay
y col. ( 26 ).

El fosfato inorganico forma un compleijo de color azul
con un reaactive de molibdato de amonio en dcidn sulfarico y
sulfato de fierro. E1 complejo colorido, de fosfomolibdato de
amoenio, sigue la ley de Lambert y Beer y es estable durante 20
horas.

El reactivo {fue preparado inmediatamente antes de su
uso, agregando 4.0 g de FeSOs a 100G ml de solucidn de

hept amolibdato de amonio ( {(MHa) o Mo Oza ) al 1 % en HxS0s

1.15 M.

En cada experimento, ademas de 1l1la determinacién del
contenido de Pi en 1las muestras, s incluyd una curva
estandar. Ezsta consistieé en a tubos, con concentraciones

crecientes de fosfato disddico ( 0 a 25 Ho de fosfora ), 0.5 ml
de HCLD., a una concentracion final de 5.2 %2, 1.5 ‘ml del
reactive arriba sefalado y el volumen de agua desionizada
necesario para tener un volumen total de 3.0 ml.

La cantidad de fosfato inorganico producido en la reaccién
en:imﬁtica fue determinada en 1.5 ml del problema ( que

contenia HCLODLY v =ze adicionéd 1.5 ml del reactivo. Se deje¢
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desarrallar el color durante 20 minutos, y e determind la
absorbancia de las muestras problema y de la curva estandar a
700 nm. en un espectrofotdmetra Pye Unicam.

Para poder taener valores de absorbencia confiables
un wvalor pequeio en el blanco de la curva estandar de
Pi,los tubos utilizados en el ensayo fueraon previamentes
enjuagadeos alrededor de 15 veces con agua de=stilada para eliminar
1. preozoncics de fosfako remanente del lavado usual con

detercentes.

2. Preparacidn de particulas subcelularés de testiculo de rata.

Se utilizaron ratas albinas machos, de 1a cepa Sprague
' Dawley. El namero de animales utilizado=s en cada exxperimento

varié,de =2 aardeo & la tabla f,para abtener alrededor de 2.5 g de
tejido hamedo. .

Los animales {fue:ron sacrificados por dislocacién cervical y
decapitados para desangrar 31 maximo pasible. Laog teasticulaos
fueron extiaidos ripidamente v colocados en un  vaso de
prec.pitados conteniendo el medio siguiente (medio "A") rasacarosa
250 hﬂ. TEA Z.0 mM vy EDTA 0.t mM &2 pH 7.4, a © 2C; postericrmente
se desecharon la tdnica albuginea yv la arteria esspermatica. Se
cblo:aron log testiculos en un vaso con medio?AYfrio, previamente
pesado. Por tara diferencial e calculd el peso hamedo de tejido
testicular. Se procedid a picar finamente el tejido con unas
tijeraz. Todas las operaciones siguientes se realizaron en hielo,

a menos gque s¢ indique otra temperatura.



T A B L A 1

NUMERO DE RATAS DE LA CEPA SPRAGUE DAWLEY
UTILIZADAS EN CADA EXPERIMENTO

EDAD so

(dfas) 11 14 16 21 26 4o 2
NUMERO — 1
DE 50 us 4o 18 15 4 a
RATAS 2




El homogeneizado total se obtuvo en un aparato de FPotter-—
Elvejhem, <¢on 4 a S golpes de viastaqo, para preservar las
ezstructuras subcelulares. Se adicionéd el volumen de medio YA®
=uficiente para lograr una concentracién final de tejido al 10 %

« P/V >, El homogeneizado se filtrb a través de lana de wvidrio.

2.2.1. La obtencion de lasz fracciovnes subcelulares se¢ llevd a
cabo segén el esquema de centrifugacidn diferencial adjunto.

' Las 3 primeras centrifugactones se realizaron en una
centrifuga refrigerada Internacional, modelo PR-2, dotada de un
rotor escéntrico # 2906. La centrifugacidn s 150 000 g =e llevd a
cabo ed una ultracentrifuoa Beckman—-Spinco, modelo LB-M, en un
rotor S0 - Ti .

Cuando <e intent6 dilucidar =i la actividad encontrada en
las fragciones subecelulares particuladas era intrinseca o se
debia a una contaminacién de la fraccién soluble {( citosel ), Ee
procedié a emplesar una de las dos estrategias que se describen a

continuacieén.

2.2:.2. Tanto la pa=stillia Pz como 1a Py fueron lavadas una vez,
rezuspendi éndolas en un volumen aproximade de 2,0 ml. De ahi se

tomd wuna alicuota de 1.0 ml para la determinacidon enzimatica,

‘miontran que la =2licunta restante ge resusnpendid en =¢ vplumen

original de medio A" y fue centrifugada a 21a miema velocidad
v ‘tiempo empleado=z para obtenerla. Cada una de las pastillas
fue resuspendida en un volumen criginal de 1.0 ml de medio "A"

v ahi =e determind la actividad enzimatica.
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ESQUEMA DE FRACCIONAMIENTO DE PARTICULAS SUBCELULARES
DE TESTICULO DE RATA POR CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

Homogensizado totat 109% (P/V)

| 600g x {0 min
(Ndcleos, rosios celulares,
cslulas snnru-) 3000g x 10 min.

{ Mitocondrias p'lu:al)
6 000g x {0 min.

Py

- (Mitocondrias i
( ocondrias ligeras ) 150 000g x 30 min.

{ Fraccidn microsomal ) Citosol



2.2.3. El zobrenadante de FP, fue centrifugadeo a & 000

pastilla rezsultante =e resuspendid en un volumen de 2.0 mi 3 1.0

ml se ampled paras 1la determinacién de 1la actividad de
pirofosfatasa inorgidnica v el 1.0 ml restante e llevd al wolumen
de medio "A" en el cual =e obtuvo 13 paztilla a 6 00 g 1la

primera ocasién. Se repitid la centrifugacién a & 000 Qa. El

sobrenadante fue deszcartade y 1la pastilla nuevamente se
resuspendi® en 2.0 ml. Se tomé una alicuota de 1.0 ml para
determinar l1a actividad y el resto ze llevd de nuevo al ~volumen

original con medioc “AY. 2 operacion e repitid una vez mae. La

pastilIa final fue resucependida en un volumen de 1.0 ml de medio
upe

En cada unza de 1=z

muestr2es =ze determiné 1la actiwvidad de

pirofos

taza inorgaAnica asi cemo la de una enzima aarcadora  del
citosnl ¢ Blucoea -&-fosfato deshidrogenasz ) y una marcadora de

la fraccien mitocondrial ( Deshidrogenasa isoci{trica dependiente

de MAD~* ).
2.3, Ensayos enzimaticos
2.3.1. Determinacion de pirofosfatasa inaorg3nica

En los experimentos iniciales se utilizd el métedo descrito
por Delhumeau-Ongay vy col (26&). ta actividad enzimatica se
expresé como pmoles de fosfato inorganico producidoe . min—* . ot

de tejido hamedo o como Pmclea de fosfato inorgiAnico producido .

min~t . mg-* de proteina { actividad especifica ).
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Los tubos de incubacién contenian el volumen
corredpondiente a I alicuotas del medio de incubacidén (0.5
ml/alicuocta) v fueron procesados por duplicado o triplicado. t.a
reaccidn enzimitica fue iniciada al adicianar el pirofasfato al
medio de incubacién.

Loz tiempoé caero contenian el velumen correspondiente a una
alicuota y se proceszaron separadamente por duplicado, agreganda
HCLDL al & % antes de agregar el sustrato. El valor de fosfato
inorgianico determinado en los tiempos cero se rosté de cada uno
de los valores obtenidos a los distintos tiempos en que se midieé
la actividad de la enzima.’

Las condicienes d6ptimas para 1la determinacién de 1la
actividad de pirofosfatasa inaorganica e detallan en el capitulo
de " Resul tados= *.

A los tiempos indicados cada alicuota fue depositada en
tubos que cantenian 2.5 ml de HCLOL al & % a O =C,

PRespués de deiar repo=ar los tubos alrededor de 15 minutos
a 0 ©C para favarecer la precipitacidn total de las proteinas, se
centrifugaron an una centrifuga Internacional refrigerada  PR-2
durante 10 minutos a 2,300 rpm. Se decantd el sobrenadante y se
tomé una alicuota de 1.5 ml para determinar el fosfato inorginico

producido en la reaccidn.

2.3.2. Determinacién de glucosa-é&—fosfato deshidrogenasa

S midid 1a actividad- enzimiatica =egun el mdtodo de'
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Bergmevyer 3 11y, bajo condiciones de velocidad inicial. Se

determind 1a absorbencia del MADPH producido en la reaccidn a X450

nm, en un aspectrofotémetro Pye Unicam provisto de un regictrador

automitico. La celdilla contenia MADP* MaHo C.5 oM

glucosa—&~fogfato 0.67 mM, SO pul de

preparaciéon enzimatica

faprozimadamente 500 pg de proteina), TEA 40 mt, pH aparente de

7.4 , en un volumen final de 1.0 ml, a temperatura ambienta.

2.3.35. DPaterminacidén de deshidrogenass imocitrica - MNAD*

de

(7&), bajo condiciones dec velocidad inicial. Se determind 1la

‘abgerbencia del MADH praducido en 1la reaccién a 340 nm, como  an

el caso anterior. La celdilla contenia : MAD* O.3I3 amM,

isocitrato

de sodio S5.33 oM, ADP 0.67 mM, MnClaz 1.33 moM, 25 ul de

ereparacién enzimitica ¢ aproximadamente 250 pg de proteina ),
tris—acetato 3I3.3 mM, pH aparente de 7.2, en un volumen final de

de 1.0 ml, a temperatura ambiente.

4. Peterminacion de proteina
De tadas las fracciones subcelulares obtenidas ea
conservaron 3alicuctas a -20 ©C para determinar posteriarmente

su concentracidn de proteina por el método de Hartree ( 38 ).
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RESULTADOS

Datarminacieén de fosfate inorgénico (Pi) en presencia

¢ de pirofosfato inorganico ¢ PPi )

En vista de que se ha informado en la literatura que el
PPi (sustrato de la pirofosfatasa inoroanica) interfiere en 1la
determinacidn de Pi (producto de la reaceidén) (9,41,42,45.864,97),
fue importante definir, en primer término, si se presentaba tal
interferencia =al emplear el método de Bonting(14 ),previamente
utilizado en @l laboratorioe para medir Pi.

Seqin los datos presentados en 1la fiqura i, la absorbencia
del compleio colorido es muy semejante en presencia v ausencia de
PPi { mM. La inhibicidn maxima observada fue de un &.5 % ,a ung
concentracion de Pi de 25 Fg S ml ¢ Q.2 mit ).

En los experimentos subsiguientes se determiné el Pi por el
método de Bonting sin aplicar otra corrececién que la
substraccidn sistemAtica de los valores obtenidoa on los tiempos

cero, segitn se detalla en rl capitulo de “"Métodos®.

Cinética enzimética

Con  1a finaiidad de estudiar las caracteristicas cinéticas
de la pirofosfatasza inorqédnica se raetamaron las datos
preliminares y"condiciones obtenidas en un trabajo anterior,

Delhumeau-Ongay vy col. . (2&}, en un homogeneizado total de

testiculo de rata adulta, y 3@ procedidé a estudiar el efecto de .

las variables siquientes socbre 1la actividad enzimitica H
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tiempo, concentraciéon de sustrato, concentracion de enzima, pH,
temperatura y metales divalentes.

Con respectec a la variable tiempo (fig 2) la actividad
enzimidtica mostré linesaridad hasta 2.5 minutos v alcanzdé una
meseta a los 5 minutos. Por ecta razdén, para trabajar cziempre en
condiciones de velocidad inicial, en experimentos posteriores se
detérnind la actividad de 1a anzima a los I0 vy &0 segundos.

€1 aefecto de la variacién en la concentracién de sustrato
sobre la actividad enzimitica =se presgenta en la figura 3.

. Pgeda observarse qua la velocidad manima se cobtuvo a una
concentracisn de 1.0 mM. En cambio a 10 mM fue 30 % menor que
'aquélla. En vista de que se ha descrito gque el compleje PPi-pMg3+
eg el verdadero sustrate de la enzima (30,63, pensamos que esta
baja en la actividad podria deberse al hecho de haber alterado la
estaquiometria PPi-Mg®*.

Esta posibilidad se ouploréd estudiando, en primer término,
el efecta de la variacion de g+ a uns  Cohcon trogisdn fidia de

ConcaontiraznIen

FPL 2.0 mM) (fig 44 Yy después variando simultancamente 1a
cancantracién de PPi y Mg=2+ (tabla 2).

Ademas de confirmar el requerimiento del i6n Ma==,
observamoe que 1a actividzad =z mantuvs en niveles comparables
mientras la ralacion entre las concentraciones de PPL  y Mg=+
fuera 1:4{ o©o hublera predominio del =segundo. Esto podria

interpretarse como una ligera inhibicidén por la presencia de Mg=~

libre debida a la accidn del)l catién sohre la enzima. Por otra
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parte, el aumento de PPi con respecte al Mg®+ produciria 1la
inhibicién de la enzima por competencia con el veordadero sustrato
{ PPi - Mg=+ . En cambio en l1a relaci6on 5:1 ] 10:1 la
actividad disminuyvé considerablemente.

La fiqura 5 muestra ¢l efecto de 1a variable “"concentracidn
de enxima® sobre la actividad. Al graficar lo= datos
experimentales se obtuwvo linearidad hasta 0.25 mg de proteina,por
lo que en experimentos posteriores se eligQié un volumen de 0.05
ml (aprox. 0.25 mg de proteina) por 0.5 ml de medioc de incubacidn
para el ensayo. Esto concuerda con lo observado en 1la fig. 3, que
para 0.23 mg el maximo de actividad es a una concentraciéen de 1.0
mM. de pirofosfato.

A continuacién =se realizéd el estudio del efecteo de 1la
variacidn del pi sobre la actividad enzimitica. La curva presenté
un maximo de actividad & pH 7.5 . A pH ma=s 2alcalino fue
disgminuvendo, pero adn fue considerable a pH 9.0 (fig &) .

Con el fin de observar 1la estabilidad de la enzima frente a
cambios de temperztura se midié la actividad de la pirofosfatasa
inorcdnica a 3I7°C, despuéds de preincubar durante 30 minutos a
temperaturas diversas @ O, 10, 20, 30, 33, 35, 37, 39, 41 6 S0
°oC (fig 7).

La actividad se fue incrementande conforme aumentd la
tamperatura de preincubacidn, lo cual sugiere que la enzima es
as=table a temperaturas elevadas v sensible a 1las temperaturas

bajas.



(=31 nperimento en el que se estudid el efecto de 1la

variacién en la temperatura sobre la actividad enzimatica

se
prezanta en la figura Ba.

Al medir la actividad de pirofosfatasa inorganica,
real izande una m@preincubacidén a 37°C durante S minutos A4

pesteriormente una segunds preincubacien a ©, 10, 20, 30, I3, 35,
37, 40, SO 6 &0O°C durante 5 minutos, se observé una actividad

siemprc crociente,. La grafica de Arrhenius £ fig. 8b )

construida
con los datos de la figura Ba, muecstra un punto de quiebre a las

20 og. t.os valores de energia de activacién de la enzima fueron

~26.7 ¥Kecal / mol por encima del punto de quiebre y -28.5 Keal /
mol par abajo del punto de quiebre.

£l hecho de que el punto obtenido a 60°C ( fiag. 8a ) estuvo
‘por  debajo de la linea exponencial podria deberse a que se sabe
que cl pH =ze altera con la temperatura( el piK del Tris cambia -

0.028 unidades de pH/?C ) (735) y en nuestras condiciones ne se

realicd el ajuste correspondiente.

En un estudio cinético rcaliz=do nor Moe y col.

en levadura

{64), los autores presentan un modelo en &1 cual el Zn=+ tiene un
papel dual, uno como activador do la enzima, en calidad de ién

2Zr2+ libre y uno de sustrato, formando el complejo PPLi-Zn=+, Por

tal motive decidimes probar la respuesta de 1la pirofosfatasa

inorganica en un homogeneizado total, a diferentes

concentraciones de ZIna+, En nuestro sistema no  encontramnos

actividad en un rango de concentracién de 0.1 mM a 10 mM de Zn=~

con una concentracion de 1.0 MM de PFPi. Cfigura o). Igual

resultado negativoe se obtuvo en presencia de Ca®+, ez decir el
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Ca®* no forma un verdadero sustrato con el PPi, tal como lo hace
el Mo=+, lo cual concuerda con el papel inhibidor que =e le ha
atribuido a este i4n metadlico divalente ( 7,73,95 ).

En funcién de 1los resultados arrikea detallados,las
condiciones del ensavo enzimdtico que tse eliaieron pa?a estudios
posteriores se resumen en la tabla 3.

En un trabajo anterior del laboratorio ( 24 ) se informé que
la albiamina de suero de bovino ( BSA ) al 1 % afecta 1a
respiracién de las mitocondrias de testiculo de rata, estimulando
l1a del estado 3 e inhibiendo l1a del estado 4. Ademas, aumenta la
actividad de la ATFP sintetasza. For ello se euplord el efecto de
1a BSA =ohre la pirofosfataza. Mi 1a adiecién de albamina ( 1 % )
al medico de homoaeneizacién, ni su adicién directa al medio de
itncubacidén al medir la actividad, tuvieron un efecto

significativo sobre la pirofosfatasa inorganica ( Tabla 4 ).

Digtribucidn subcelular de 1la actividad de
pirofosfatasa finorganica

Con el fin de estudiar 1a distribucidén subcalular de 1a
"actividad de pirofosfatasa inorganica, se llevé a cabo un ensavo
enzimatico de acuerdo con las condiciones resumidas en 1la Tabla 3
v empleando el esquema de centrifugacién diferencial sewalado en
el capitulo de "Material y Métodos".

La mayvor actividad ( 20 %Z ) se localizé on el cito=ol,
mientras que el porcentaje regtante correspondié a las fraceciones

particul adas. Aunque un B % corregpondid a la fraccién nuclear,'
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es posible que 1la actividad encontrada en esa fracecién se deba
fundanental mente a las células na fragmentadas v restos

citosélicos contaminantes.

La actividad mitocondrial detectada no parecit asociarcse
preferentemente con mitocondrias pesadas o ligeras (0.9 % en cada

una de ellas ) v en cuanto a la fraccién microsomal,

una actividad atn menor,

prezentd

camo puede apreciarse on la fiqura 10 vy

on la tabla 5. En la misma tabla se expresan ademds los datos

cona Pmnles PiL « min—* . mg—* de proteina. Al expresar los
resuitados por mg proteina (actividad especifica) se conserva el

patrdn de distribuciden subcelular, 1localizandose en 1a fraccién
citos6lica la mayor actlividad especifica de pirofosfatasa
inorganica ; se observa que los valores correspondientes a las

- fraceciones subcelul ares mitocondriales, a pesar de zer bajos, son

ralativamente canstantos, 1o cual sugiere la posibilidad de gque

se trate de una actividad mitocondrial.

S8in embargo, para poder determinar i se debhia a una

contzaminacién citosélica se procediéd a lavar la pastilla
abtenida a & 000aq de acuerdo con el esquama de contrifugaciasn. se '
erpresan los datos de 4

experimentos como Pmales Pi « min—*

a—* de tejido himedo y came Pmules Pt . min-* . mg—* de proteina.

Se observa que @l valor promedio de la actividad de 1la

& 000 g

pastilla

lavadz una primera ve: digminuyd haeta en un 75 ¥ H

posteriormente al lavar una segunda vez la actividad digsminuyé un

10 ¥ mas, r quedando un 15 % da la actividad original con una
desviaci én cstandar pequelfa { tabla & ).



Debido a las bajas actividades encantradas, se estimé
pertinente realizar un experimento en donde e cuantificaran
simultiAneamente la actividad de pirofosfatasa inorqinica v una
enzima marcadora de citosol ( glucosa-é6-fosfato deszhidrogenasa )
¢ 11 ) vy una enzima marcadora de mitocondrias ( deshidrogenasa
igocitrica — MNAD* » ( 76 ).

E= ewvidente que la actividad de pirofosfatasa inorogénica
encontrada en citosol es de origen citosslico, puagstao que 1la
SnZims sortadora de mitocondriac ne tuwre actividad alguna en el
citescl. Igual consideracién merece l1a actividad de pirofosfatasa
hallada en P= 3 H00 g, ya que la enzima marcadora de citosol no
tuve actividad en esta pastilla. En cambio, la actividad de
pirofosfatasa halladz en Px & 000 g, tuve un 1.58 % de
cantaminacién citos=élica, motivo por el cual se corrigié el valor
encontrado experimentalmente ( tabla 7 ).

- Con el objeto de confirmar 12 existencia de la pirofosfatasa
mitocondrial, 58 hicieron diversos intentos para extraerla. Se
utilizo, en primer término, el deteraente ¢ritéon ¥-100 a una
concentracion final de O.Z % &6 lo cucponoidén mitocondrial. La
presencia del detergente provocd turbidez al tratar de medir el
fosfato producido. El efecto se repitid al agregar directamente
al tritén X~-1i00 a los tubeos de la curva estindar, en medio
Acido o a pH noutro, v 2 menores concentraciones de detergente.
Igual interferencia se obtuvo con lubrol PX al 1 % Y con
eaponina en dos condiciones distintas:

a) Q.25 ma / hl. 30 minutos de incubaciéon =2 4§ °C.

=2 1.0 mg / ml, 30 minutos de incubacidén a 3?7 °C.



Para evitar este fendmeno se pensd en sonicar la fracclén
mitocondrial durante tiempos variables, La tabla 8 muesetra los
resul tados de este experimento.

Aunque la actividad basal fue pequena, posteriormente se
inerementd al aumentar el tiempo de sonicacién.

E! hecho de haberse quintuplicado a los 2 minutos sugiere
gua an efecto we tratz de un2 enzime miteccondrial que se fué
liberando progresivamente con el tratamiento. Cuatro minutos de

coniczscién, =in amhargo, rozultaron exceasivos.,

Laf

~

Actividad de pirofosfatasa 1inorganica en testiculo
de rata, a ¢travéa de 1a maduracidn.

estudlar el patrdn de la actividad de pihcfosfaﬁasa

deFinidas da dicha difarencia:ion, de acuerdo con el cuadro 1.

Puede verse en la figura 11 que a los 1f dias de edad
{prapuberwad’ i mctividad Tus | significastivomonis monor
€ 0.0f < p < 0.02 ) que on animales mayorésk se incrementé al
inicio de 11a pubertad ( 14 -~ 16 dias de edad ) v una vez

establecida se mantuvo en valores constantes.
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Fig 1.—- Efecto del pirofosfato de sodio ¥ =M

1

en la detersinaci on de foasfato 1nurganico tPi).

El fosfatg inorganico se determind segun el métado
seffalado en el capitulo de "Material y "“Métodos" .
Ademas del volumen adocuado de una solucidn
estandar de MNazHFOs . ¢ SO ug de Pi/ml ), a cada tubo
se agregd HCLOL. a una concentracidn final de S.2 %4 -
agua para completar a un volumen de 1.5 ml Yy 1.5 ml
del reactivo de heptamolibdato de amonio en HxS0a ,
que formé un complejo coloride con el Pi ¢ volumen
total: J.0 ml ).

La abesorbencia fue medida 20 minutos después a 700 nm.
de longitud de cnci. Codr punto representa el promedia
de I determinaciones. Se muestra una curva representa-
tiva de las obtanidas habitualmente.
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Fig 2.— Efacto del tiempo de incubacidén sobre la actividad

de pirofosfatasa inorganica en un hosogeneirzdo de
taesticulo de rata adulta

Concentiraciones finales en 1a mezcla de incubacidn :
sacarosa 20 mM, tris 235 mM,EDTA 0.1 mM,Ma=S0. 1.0mM,
NaaPz0> 1.0 mM, 0.05 ml de preparacién enximatica
( 0.25 mg proteina / 0.5 ml de alicuota ), a un pH

aparente de 7.5, en un volumen final de 0©0.05 ml.

La mezcla sin el sustrato fue preincubada durante
S mip. a 37 °C.

Lz reoaccién =e jnicis

al affadir el sustrato
ffirofosfato de sodio 2. Se tomaron alicuotas de
2.5 ml 10 segundos antes de cada tiempo seWalado en
la grafica y se detuvo la reacciaen 31 agreqar la
alicuota a 2.5 ml de HOLD. a} & % a oO°C. ’

Cada punto roprasenta el apromedio . de 3
determinaciones
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Fig ‘3.- Efecto de la concentracién de sustrato (PP1) unbré
ia actividad de piraofosfatasa inorgénica, =n un
hoeogensizadc total de testiculeo de rats adulta.

Las condic.ones empleadas fueron semejantes a las
descritas en la Ffigura 2, a excepcién de 1la
concentracion de MgaSOe, que se mantuvo a 5.0 mn.

ge varié la cantidad de PPi  como .se indica. El
tiempo da incubacidn fue de IO y &0 segundos.

Cada ' punto representa el promedico de &
determinacicnes.
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Fl§ 4.~ Efecto de la concentraczidn de Magnenio sobre la
actividad de pirofosfatass inorgénica  en un
homogeneizado total de testiculo de rata adulta.

Las condicioncoz empleadas fueron semejantes a lag
deacritas en 1a figura 2. La concentracidn de
pirofoafato inorgénico fue 1.0 mM en todos los
cCas0s.

El tiempo de incubacion fue 3I0 y 60 segundos.

Cada punto representa el promadio de & determina-—

=t 3=ty T2
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Tabla

2.— Efecto de 1a variecién sisulténmsa en ia caoncentracion

de pircfosfato ( PPL ) v wmagnasio ( Mg3* ) wnabre 1la
actividad de pirofosfatasa inorgénica an un
homogenoizado tota)l de testiculp de rata adulta.

K

Las condiciones empleadas fueron semejantes
a las descritas en la figura 2.

Los'tigmpoé de incubacién fueron 30 y &0
segundos.



TABLA 2

Concentracidn .

m Mmoles Pi/min/mg protefna
PPi| Mg™

(o) - Q (o]

{. 4§ 1 0.20
1| 3 . 0.17
3 | 0.i4
3 3 .19
5 | 1 0.06
i | 5 0.18
5 (3 0.19
{10 { 0.03
i 10 0.15
{ O {0 0.18
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Fig :'5.- Efecto do la concentra&!dn de enzisa sobre
la actividad de pirofosfatasa inorgénica aen
.un homogeneizado total de tasttculo de rata
adul ta.

LLas condiciones del ensayo fueron Eemejantes
a las des:ritas en la figura 2.

', Los tiempas de incubacién fueron JI0 y &0

Y Cada punto representa el promedio, de &
-~ determinaciaones. : ’
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Fig

&. —~ Efecto de la variacién del pH sobhre li actividad
de pirofosfatasa inorgidnica en un homogeneizado
total  de testiculoe de rata adulta.

Las condigciones del epnsayo fueron semejantes
a las descritas an la figura 2.

Se ajusté el pH a 25 <C

x» empleando Tris
como amartiguador.

Los tiempos de incubacién fueron IO

v &0
sequndos.

Cada punto representa el promedio de &
detarminaciones.
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Fig 7.~ Efecto de la variacion de ia tesperatura de:
preincubacién sobre la actividad de pirofos—
fatasa inorgénica en un homogeneizado total
de testiculo de rata adulta.

Las condiciones del ensayo fueron semejantes
a las descritas en la figura 2, excepto que o
después de agregar la enzima a 1la mercla de
reaccidén, ésta se mantuvo a cada temperatura
indicada durante 30 minutos, ze llevée S
minutos a 3I7°C vy se inicié 13 reaccién
enzimatica con la adicién del sustrate. La
incubaecisin prociquid a 37 oC v ae tomaron
alicuotas & los IO y &0 segundos.

Cada  punto representa el promedio de 6
determinaciones.
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Fig B8a.- Efecto de 1a variacién en la tesperatura
de incubacién sobre l1a actividad de pirofos-—
fatasa inorganica en un homaogeneizado total
de testiculo de rata adulta.

t as condicionas del ensayo fucron semejantes
a las descritas en la figura 2.

La maezcla se preincubd durante 5 minutos a
37 °C vy después de agregar la enzima, S min.
mis a la temperatura indicada. '

La reaccidn se inicié4 con la adicidn del sus~—
trato ¥y =c continué la incubacion a ita misma

At e — By
cEmpaor aturi.

Se tomaron alicuotas a loz 30 v 60 segundos.

Cada punto representa el pramedioc de &
dote-ninaciences,

e

. Fig. "Bb.— GBrafica de archenius, de la actividad
~ de pirofonfatasa inorgénica, construida a partir
de los datosx mostrados en la figura 8a.
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Fig 9.~ Efecto e aetalss divelcntos scbre 1a actividad
de pirofosfatasa inorganica en un homageneizado
total de testiculo de rata =2dulta.

)

Las condiciones del ensayvo fueron semejantes
& las descritas en Ia figura 2.

Los tiempos de incubaecidén fueron IO y &0
segundos.

Cada punto representa el promedio de &
determinaciones.
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~ Condiciones 6ptimas para determinar la actividad
de pirofosfatasa inorginica en un hoacgeneizado

Tabla
) total de testiculo da rata adulta.
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Tabla '3

X , Ve ' 4
Mezcia de Incubacion Concentracion
: m M
Na, P, O, 1.0
Mg, S O, 1.0
Sacarosa 200 .
Tris 25 -
EDTA 0.1
Prepﬁrocidn enzimcﬁica 0.25 p'mﬁna,
Volumen final 0.5 mi
’pH cparente T.8
Tempoeratura 37 °C
Tiempo ~ 0, 30y 60 seq.



D

lel.n 4.— r—_'f-cto .de la nn:o-zn- “de wuero de bovino (5SA)

L R

3

e ‘mobre-la -actividad de- plrofaﬂfatnla ;nnrgAnica*

‘e tastlculo da rata adulta.

Las condiciones del ensayo fueron semejantes
¢ a las re:umzdas &n 1; tabla 3.

: Para que fueran :nmparables entre si,;los re
', sultados se expresan’ en. Hmoles de Pi . min-

»g=t de tejido hamedo, va gue el contenido- da
‘ prcteina se vigs afectado por. la- - adicién . de
: albnmina de suero de bavinao- ¢ BSA- ).- C

I

.

,“
i

amg,

e
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T A B -4
ADICION AL
ADICION AL MEDIO MEDIO DE HO-
DE INCUBACION MOGENEIZACION
BSA (1%)

BSA (1%) s SIN BSA

JAMOLES RYMIN/G TEJIDO HUMEDO

28,66 " 29.89

27.62
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r*nintribucidn subcelular de la actividad
de pirofosfatasa inorganica de- testiculo
.de rata adulta. et e

Las condiciones del ensayo fueron semejantes
a las =Eﬁa1ada5 en la tabla 3.

Los resultados evpresadns :urreaponden al prgpadiu
de & experimentos realizados por triplicado = des-—

-vi-acidén estandar. ..

Las fraccipnes sub:elulares se obtuvieron conforme
al esquema de centrifugacidn diferencial seWalado
en @l texto. ;



T A B L

A c

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA
ACTIVIDAD DE PIROFOSFATASA INORGANICA
BE TESTICULO DE RATA ADULTA

FRACCION Jimoles PIMIN/G TEJIDO % }umoles PL/MIN/MG PROTEINA|
SUBCELULAR HWMEDO
HOMOGENE I ZADO 32,80 + 4.40 100 +
ToTAL - - 0.30% 0.06
NUCLEO Y RESTOS 2.71 *0.53 8.33 ¥ 1.63 0.11+ .01
CELULARES
s
m?scso;grsu 0.28 *o.02 0.86 ¥ 0.06 0.03+ 0.01
MITOCONDRIAS + +
L 1GERAS 0.30 £0.08 0.92 ¥ 0.24 0.09% 0.03
FrRACCIGN 0.20 *+ 0.03 0.61 ¥ 0.09 0.06+ 0.01
_MICROSOMAL.
C1TOSOL 29.49h 4,37 91,04 ¥ 13.48 0.80% 0.1
RECUPERACION 101.86 ¥ 15.5

1§



Figura . 10.- Distribucién subcelular de la actividad
g nirofosf=tane incrganica on tosticuls
de rata adulta.

Las condiciones del ensavyo fueron semejantes |
a las resumidas en la tabla 3.

Para obtener uns distribucidén poreceptual los

resultados se expresan en @ moles Pl . min—?

. g=* de tejido hiumeda, tal como se sefala en
la tabla 5. -

Los resultados araficados corresponden al pro—
nmedio de & experimentos realizados por seuxtu-
plicado, con  sus raspectivas desviaciones
eatAndar.

Las fracciones subcelulares se obtuvieron con—
forma al esquema de centrifugqacidn diferencial
seffal ado en el texto.’
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Yabla &.-  Efecto del lavado de la fraccion nttncondrial
. msobre. 1a actividad de pirofosfatasa inurg&nic.
en teésticulo de rata adulta.

Las condiciones del ensayo fuernn semejantas
a las resumidas en la tabla 3.

La obtencién de las pastillas se detalla en
el capitulec "Material y Métodos".

Se muestran los resul tados individuales de 4
experimentos,asi como los promedios y desvia—
ciones estindar de los datos comparables.




T A B L A 6
EXPERIMENTO " FRACCION. . greifeo {2
é SUBCELULAR pmoles Pi/min/  himedo pmoles Pi/min/mg protefna
B PE0O00E 0.125 0.050
1 P6000g ler. lavado 0.014 0,015
PE000g 20, lavado . 0.012 , . 0.008
PEOOD E .- 0,122 o.oug T 7
2 P6000z 1ex, ‘lavado 0.013 ¢ 0,012 ¢
PE000g 20. lavado 0.008 - 0.007 - *F©
PE000g 0.122° . oJoug -
3 PE000E ler. % avado 0.012 0.010 .
P6000g 20. lavado. - 0.008 - 0.007,
..Pe000g . .0.085 0.035 )
y PEO00g ler. lavado ..0.017. 0.01C
PEO00F 20. lavado 0.008 0.007
Promedio PBEODO g {0M116+0.004 5 _'0-043+05006
¢ Desviacidn | P6000g 1er. lavado | ‘e.013+0.001 =~ ©6.011%0.002"
estindan’~ | PE000g -20. lavads '~ n 609+0.001°" - 0.007+0.005 '




Tabla. 7 .- Medida de la contaminacion de las irn:ciunnn:_
L L -ltucundrinlas por. citosol y vlccvursa- i

La medicidén de las actividades de deshidrogenasa
ignci{trica y de deshidrogenasa de glucosa—-é6—fosfato
se determinaron, bajo condiciones de velocidad
inicial, a 349 am, midiende 1la formacién del..
nucledtido reducido correspondiente. . :

Eﬁ cﬁda caso las celdillas qantanian:

In:  NAD~ 0.33 oM. isocitrato de sodic 5.33 oM,
ADP 0.&67 mM, MnClz 1.33 mM, 25 ul de preparacion

enzimstica (250 g de proteina - 0.4% tritén X-100) - - -

Tris acetato 3I3.3 mM, pH aparente de 7,2, volumen
final 1.0 ml. Temperatura ambiente. :

BAP~=DH1 . NADF~ NaHa 0.5 mM, glucosa—-&—fosfato  0.67 oM
S0 gl de preparacién enzimdtica (500 pg de proteina-—
0.4 % tritéen X-100 ), TEA 40 mM, pH aparente de 7.4
Volumen final: 1.0 ml. Temperatura ambiente. .

La mctividad de pirofosfatazsa inorganica se determing.
sealin las condiciones detalladas en la tabla - 3.

En la Gltima columna se expresan los valores encontrados
an cada fraccidn, corregidos de acuerdo con el porcentaje
de contaminacién dada por la enzima marcadora de 1la frac-
cién contaminante.



T
Deshidrogenasa Deshidrogenasa P‘l’n ‘:::’:;z ';2:8
FRACCION isocltrica-NAD+ de glucoss -6-fogfato E‘xperlmentamrggldo
SUBCELULAR | nmoles nuciéotido reducido n moles Pi/min /g,tejldd
min-1 g-? tejido - himedo harhédee
P 3000 g 180 0.0 30 } 30
P 6000 g 53.5 7.0 70 69
(1.58%)
CITOSOL 0.0 434.0 730.0 730.0
(98. 427

s



g

Tabla 8.- Efecto de la loni&aCidn wsobre la actividad
’ de pirofosfatasa inorginica de 1a fraceion
sitocondrial de testiculo de rata adulta.

f

. .
[,
'

La fraceidon mitocondrial se giluyéd a xo ml en medio

L] Rll
v . se sonicaron alicuntas de’ 2.0 m} durante lops tiempns
sekaladua, en un gsonicador MSE.

Las candi:tqﬁes emplaadan para detﬁrmtnar la actividad
enzimatiza’ fuaraon semcslantes a las resumidas an la ta-
‘bla  S. '



TABLA 8

TIEMPO DE tejido

SONTCACION Mmoles Pi/min/®  hiimedo }imoles Pi/min/mg proteina
{segundos) E

(] 0.026 - . 0.020

{
. 30 0.077 0.065
60 J.GTT G.06¢%
120 0.12% 0;059

2u0 0.185 0.072




: Figura 1i.— Actividad de pirofosfatasa inorgénica
an testiculo de rata;, a2 través de la

maduraci dn.

Las condiciones parz cuantificar Ia actiwvidad
de pirofosfataza inorginica fueron semejantes
a las resumidas en la tabla 3.

£l ndmero de animales utilizados en cada expe—
rimento, por edad, fue de acuerdo a lo seWala-—
do @it ia tablia i.

Cada punto representa el promedio del ndamerc
de cxperimentas ( n ) realizados cada uno de
ellos por sexZuplicado, desviaci én estanda-.
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‘DIBSBCUS ION

La actividad de pircfosfatasa inorqanica estid presente an
todas las células en que hasta ahora se ha
estudiado (16,35,48,55). El testiculo no es una excepcién. En un
trabajo previo del laboratorio (2&6), se informé una actividad
eclevada en un homogaeneizado total de testiculo =a2dultco. Sin
enbargo esta actividad no hab{a sido caracterizada ni se le habia
asiqgnado una lotalizacién intracelular definida. Ademas, dado
que tanto el contenido de PPi como la actividad de pirofosfatasa
innrgépica han sido asociados con procesos anabédlicos, resultaba
importante determinarla en diversos e=stadios de diferenciacioén

. del epitelio germinal, en donde son conocidas las fluctuaciones
an la sintesis de macromol éculas { 24,80 ).

En 1la discusién de nuestros resultados es impaortante
censiderar, en cada etapa de la diferenciacidén del epitelio
germinati, ia heterogeneidad de la poblacidn celular &n estudio.

Consideraremos en primér término la caracterizacion de 1a
actividad de pirofosfatasa inorgéni&s en un homogeneizado total
de testiculo adulto, en el que un & % de las células presentes
=on ecpermitidas, alredodor dol 20 % san gEparaatocitos vy el
porcentaje restante corresponde a espermatogonias y a células no
germinales C 21 ).

Al igual qde lo informado para pirofosfatasas inorg&nicas de

otras tejidos (89 ) nuestras evidencias apuntan al complejo
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PPi - M@*+ como el verdadero sustrato de la enzima ¢ figs.

tabla 2 ).

3.8 vy
En estas condiciones resulta dificil 1a determinacién

de 1la Km aparente, ya que depende de la concentracion de Mg=2«

libre.
De acuerdo con los datos de Randhal obtenidos con la
pirnfus#ata;a inorganica membranal de Rhodospirillua rubrum

{79 3, los valores de Km aparente para 1la concentracidén de

s=uctrateo entre 100 (M y 1000 M, con una concentracioen de Mg=+

libre de 10, &0, 106 y S00 puM son S00, 350, 150 vy LS oM

respectivamente. Nosotros bajo las condiciones descritas en el

texto calculamos una Km aparente de 151 uM, vy calculamos la

concentracion tedrica de Mg=+ libre en nuestro medio de

incubacion ( sin preparacién enzimdtica ), utilizando un programa

de computacién que permite calcular la proporcién que existe

ontre ligandos, iones metalicos libres y complejos ligando-id4n

metalico, a diferentes pHs (18). Considerando un pH de 7.5, una

constante de afinidad EDTA-Mg®~ de 2.28 y una constante da

afinidad FFi -M@®* de 6.0 a 20 ©°C ( 59 3, el programa indicé una

concentracién da Mg2+ libre de 30 uM. Sin embargo, es necesario

subrayar que en este valor no se involucré el contenido de Mo=~

de nuestra fuenta enzimatica, ni zZe hizo una corraeccion a las

consiantes de afinidad, a la temperatura v pH reales de

nuestro ensayo.
Las curvas de temperatura sugieren que la enzima tiene

uniones o puentes que permiten que sea estable a altas

temperaturas, en cambio perderian su efecto a temperaturas bajas.
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Cabe sefWalar que la actividad de pirofosfatasa de testicula a

altas temperaturas fue subestimada, va que es bien sabida 1la

alteracidén que sufre el pH con los cambios de temperatura. De

acuerdo con las figuras pertinentes (6,8), a &0 °C, teniamos un

pH real de 6.5 ( una unidad menor al original ) ¢ 75 ».

La curva de Arrhenius mostré un punto de quiebre, lo cual se
habia pensado era caracteristica de las enzimas membranales (87),

aungue también se ha sugerido que, de presentar o fendmenc una

enzima =soluble, implicaria un cambio definido en 1la confarmacidn
de 1la proteina a partir de la temperatura correspondiente al
punto de quiebre ( 20 °C en la enzima de nuestro estudio ).

Segdn la curva de pH, es probable gque, de haber ajustade el

amortiguador a 60 °C, 1la actividad de la enzima habria resultado

ser mayor en un 25 %.

La resicstencia a la inactivacién por el calor encontrada en
la enzima testicular es semejante a 1la informada para
nirofosfatasas inorgaAnicas de otros origenes ¢ 47 Y. En un

estudio realizado por Horn (43 ), éste encontra que ia prazencia

de un efector alestérico confiere resistencia a la enzima contra

la inactivacidn con calor. Siendo el PPi<— el agente protector

mas fuerte, s ha suqerido (30 ) que esta enzima tiene altas

propiedades regulatorias conferidas por 21 estado iénico del

pirofosfato 1libre, es decir aquél que no forma compledo con el

magnesio. Dado que el sustrato es precisamente el PPi acomplejado

can Mg2+ (8,22) resalta la importancia de 1a relacidén PFPi libre /

PPi-Mg=®*en la regulacion fisiolégica de la actividad de l1a enzima.
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De hecho la forma sgmoide de la curva de efecto de Ma®™* sobre 1a
actividad enzimatica ( fig. 4 ) sugiere que 13 enzima puede ser
regulable por M2+, Ademds, es de hacer notar que el pirofosfato
a altas concentracionez se comporté como inhibidor de esta enzima
¢ fig. 3 ).

Carecemos de las estimacione= de los niveles de PPi vy Mo=e
en el tejiido testicular, asi como de la compartimentalizacidén de
los metabolitos, iones metilicos vy demads factores que estan
relacionados ccon las reacciones que involucran al PPi. Sin
embargo, consideramos importante esztudiar el efecto de otros
iones divalentes sobre 1a actividad enzimatica, en vista de que,
en aléunoﬁ sistemas, el i¢éen Zinc es ceonsiderado come el segundo
activador mAs efectivo después del Mg+~ (&4). A diferencia de

.éstus, la enzima testicular no manifestoe actividad alquna ' an
presencia de In®™ o de Ca=+ ( figura % ) a ninguna de las
concentraciones usadas. Trabejando con pirofaosfatasa
citoplasmica en higado de ratén, Horn ( 43) encontré que a
concantraciones de 1.0 mM el Zn®+ es inhibitorio en un 48 %Z v el
Cs®+ en un 97 Y.

La inhibicién completa obtenida por nosotros en presencia de

In?+ o de Ca=* pudiera tenar relevancia fisiolégica, dada 1a

particular importancia que tienen ambos iones durante 1a
ezpermatogéne=sis. En relacidn con el primeroa, su disminucién en
1a dieta produce infertilidad (13), y en cuvanto al Ca?*+*, parece

raegir algunes pasos especificos de la espermiagénesis (84).

Es muy probable que las caracteristicas descritas de 1la
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pirofosfatasa inorginica de tecticule correspondan a la enzima
citosdlica, va que en el estudio de la‘lo:alizaciOn intraceiutar
de 13 actividad ( figura 10 4 tabla 5 ), el 90 % del total se
encontré en 1la fracciéen soluble. Muestro hallazge es similar al
de otros  autores en higado de rata y de ratén. En efecto,
Nordlie vy Lardy (&9 ) encontraron un 24 % en la fraccién soluble
de higado de rata (22'3‘F moles Pi. min—*, g—* de tejido hamedo).
Horn informé que el 90 7 de la actividad total da 1la enzima
eztaba localizada en el citoso)l de higado de ratén 43 ) y Pynes
refiere valares del 28 % en la fraccidén soluble de pincreas de
paloma (77 ).

A pezar de que la mavor actividad ze encontré en el citosol,
nuestros resultados sugieren que el testiculo conticne también
actividad mitocondrial de pirofosfatasa inorgdanica, va que
gracias =21 uso de enzimas marcaderas de cada fraccién, fue
posible detectar el grado de contaminacién citesélica y efectuar
el calculo de la correccién correspondiente ( tabla 7 ). En el
‘miemo sentido es también sugerente el incremento de actividad
obtenido por snnicacidn proaresiva de las mitocondrias <(tabla 8).

Son pocos vy recientes los estudios de pirofos#étasa
inorgdnica mitocondrial (57,96) . Sin embarqo, apuntan a 1la
posibilidad de una participacién de esta enzima eﬁ 1a produccisn
da eneraia. Gueda para ectudiog futuros definir 1a iemportancia
de su papel entre los sistemas de transduccién eneradética.

Es mavor el caudal de informacidn que se ha acumulade en

relacion con la funcidén de 1=a pirofosfataca inorganica
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citosdlica, guizds por ser la mias abundante. Se ha asociado con
la sintesis de macromoléculas (37 ). Esto haria suponer que su
actividad estaria aumentada o elevada en drganos activos en
sintesie de proteinacs v de acidos nucleicos (77 ). v

Por otro lado, descubrimienteos recientes han sugerideo que 1la
pirofosfatasa inorqdnica puede tener un ﬁapel importante no sélo
en la requlacién de la sintesis macromolecular y crecimiento,
sino  también en eventc: &.olutivos msdiante 1a influoncia cobro
la exactitud de copiado de las moléculas de ADMN - durante 1a
duplicacifn cromosémica ( <8},

Se han realizado algunas estimaciones de 1a concentracién
intracélulsr de PPi en higado de rata (¢8 ). Se sugiere que el
PPi total mgdido ostA libre v localizado en el citopl asma. .Pcr
‘lD tantae se esperaria quec la mavor actividad de pirofasfatasa
inoraganica se ubicara en el cito=ol donde hidrolizaria
rapidamente e1 PPi formado por 1a activacidén de Acidos qgrasos, de
aminoadcidos o por las reacciones de polimerizacién de ARM y ADN.

Sa sabe que simultaneamente al desarrolla del proceso
anabdélico, las concentrz-iones de PPi se elevan considerablemente
¢ 82 ).

Por otra parte, se sabe que durante el crecimiento existe
una produccidn amélia de pirofosfate inorgidnice { PPi }. Adenia,
en la ausencia de crecimiento hay un ciclo dinamico continuo que
permite que el PPi se forme durante todo el tiempo en los tejidaos

€3 3.
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lLa maduracidn del epitelio germinal del testicule provee un
modelo para el estudioc de los fendmenos que acompaian a tal

diferenciaci 6on celular.

Durante la espermatogénesis hay una gran cantidad de caminos
anabdélicos, agi como de exprezicnes genéticas definidas, en cada
etapa del procasﬁ.

La determinacién de la actividad de pirofosfatacsa inorgdnica
en testiculo de ratas de edades diversas, desde la pubertad
hastﬁ el estado adulto, reveld una actividad 40 % inferior en los
animales preptéberes(0.01< p <0.02)al compararios con los adultos.

El incremento en 1la actividad se manifesté a los 14 diasa,

acompafando el periodo proliferative de los espermatocitos
primariaos. Fue s=sufriendo pequefios incrementos, carentes de
significancia estadistica, hasta llegar a la edad adul ta.

Existen informes en la literatura sobre el patrén de sintesis de-

Acidoe auelelcons v oroteinse durante 1z esparmstogdnesi=s an el

ratén(3I4). La velocidad de sintesis de ARM es mayor durante el

diploteno an comparacién con el leptoteno o el zigoteno y se

detiene al inicio de la& espermiogénesis. La sintesis de prnteinan'

an el citoplazma continda hasta casi el final de la
espermiogénesis, probablemente sobre moléculas de ARMN preformadas.
La supresidn de la sintesias de proteinas nucleares se extiende
hasta el Gltimo periodo de la espermiogénesis (espermatidas en

ostado 11).
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Si concidoramos que una actividad enzimatica eupresada  po
gramo de tejido hamedo es probable que refleje fundamentalmente
la actividad de 1la poblacién celular mas abundante en cada
momento dae 1a diferenciacidén, pareceria que 1a pirofosfatasa
inorganica estA presente en 1a mayoria de las células del
tezticulo, pero con mayor actividad en el epitelic germinal a
partir de la etapa de espermatocitos primarios.

Sugerimos que €1 incremento en 1a actividad de la enzima al
inicio de 1a pubertad pusde deberse a una ascciacién, en ese
momento, con @@l patrén de sintesia, tanto de Acidos nucleicos
come de proteinas. Su estabilidad durante la espermiogénesis
hasta fa edad adulta, podria correlacionarse mids con la sintesis
de proteinmas que con 1la de &cidos nucleicos, ya que ésta se
.encuentra reprimida en las células haploides, con excepcidén de
una sintesis de ADM mitocondrial recientemente demostrada (3% ).
En cambio, el grueso de la sintesis de proteinas se detiene hasta

al altimo paso de la diferenciacién de las espermatidas, o sea la

fosta por dilucidar en estudios futureos si =e trata de uwna
gintesis de novo de 1a pirofosfatasa inorganica durante 1la
profase de la meiosis, o de un mecanismo de activacién de 1l1a
anzima rel;:ionadu con el aumento en la produccidén de PPi al

desencadenarse el incrementoc en la sintesis de macromolécul as.
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R E S U M E N

1. Se establecid l1a metodologia adecuada para la determinacidén de

la actividad de pirofoefataza inorganica eaen el testiculo de la

rataz

1.1. Determinacisén de fosfato en presencia de pirofosfato.

1.2. Condiciones é6ptimas para medir la actividad de pirofosfataza
inorganica ( tiempo, concentracion de sustrato, concentracion de

enzima, pH, temperatura vy metales divalentes ).

2. Se determiné la localizacién intracelular de 1la actividad
enzimiatica, midiéndola en homogeneizados tatales y en las
diversas fracciones subcelulares obtenidas por centrifugacion
difgrencial. El 90 % de la actividad de pirofozfatasa inorganica
g8 localizé en el citosol Yy sin que nuestros datos sean
concluventes sugieren fuertemente la éxistencia de una pequeia

aciividad 8o pirofomfatasa mitocondrial.,

3. e estudié la distribucion intracelular de la actividad cde

pirofosfatasa inarganica en relacioéon con la maduracién
testicular, observandose que en ratas prepdheres ( 311 dias de
‘edad ) la citosdlica tuvo solo un &0 % de 1z actividad que

habitualmente se encontré en el citosol del testiculeo adulto.
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CONMNCLUSIOMNES

1. La presencia de pirofosfato inoraianico no afectd

1a
determinacion del ortofosfatoc bajo 1las

condiciones empleadas.

2. En homogenaeizado total de testiculo adulto 1la

pirofoasfatasa
inorganica precentd lacs siquientes caracterisgticas:

2.1 Mostré dependencia de Mg=*" en una
con pirofosfato inoradnico.
Zn=* o de C=a2=-.

relacidén equimolar 111
Mo tuvo actividad en presencia de

2.2. Km aparente de PPi : 151 uM.

2.3. Tuvo un maximo de actividad a pH 7.5. A pH

m&s alcalineo
dieminuvé pero fue adn coneiderable a pH 2.0

2.4. Fue estsble a temperaturas altas ( basta de 60 <C ).

3. Localizacién intracelular:

3.1. La mavor parte de la actividad de pirofosfatasa inoroinica
de testiculo se loc2lind en el citosol ( 90 L ).

3.2. Se observdé una pequeda actividad {1 ¥ respecto al total) de

pirofosfatasa mitocondrial, ein asociarge preferentemente a
mitncendrias pesadas o ligeras.

4. La actividad de pirofosfatasa inoroanica citosdlica
manifesté poco cambio durante la maduracidn del epitelio
aerminal . Sé6lo en animales prepiberes ¢ 11 dias de edad > fue
menor en un 40 Y respecto a la actividad en el animal adultao.
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