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1 N T R o D u e e I o N 

1.1. TEST I CULO. 

1.1.1. Generalidades. 

Las QOnadas masculinas o te~ticulos tienen en los mamiferos 

una ubicación externa al abdomen. 9c pre~entsn en nómcro de do: 

y están locali:ados en el escroto. 

Esta situación anatómic~ repercute en muchas de sus 

caracteristicas funcionales, ya que implica que las células =e 

desarrollan a una temPeratura hasta de 5 °c por debajo de la del 

re~to de 1~~ células del organismo ( 23,31 ). 

Cada testiculo es un cuerpo ovoide, y se considera como 

.Qlá.ndula mi:-cta,, ya que está. conformado tanto por tejido e~~Ocrino 

como endócrino. Los componentes esenciales del testículo son los 

tóbulos seminiferos y el tejido intersticial que los rodea. 

Están cubiertos por una c~pa gruesa ( túnica ali:Juqi.11.:=•., ¡¡-!..:::.::::. en 

tejida fibroso blando >. que a nivel del borda posterior 5o 

onoro!!a para penetrar en la glAndula y formar a5i un tabique 

incompleta. Ahi la porción engrosada de la cápsula recibe el 

nombre de mediastino. Este se encuentra acribillado de conductos 

revestidos de epitelio. formando el rete testis. en cuvos 

espacios se vacia el contenido de la lu:? de los tábulos 

semin!feroe. .. 



La citologia de los testiculos puede Eer dividida en tre~ 

Areas1 

1 ) Tdbulo5 seminíferos : Cólulas de la lAmina basal o lámina 
propia, células de Sertoli y célula5 del epitelio germinal. 

2 > Tejido intertubular : Células de LeydiQ, tejido conectivo y 
vasas sanguíneos y linTAticos. 

~ > T6nica albugine~ ; Células de tejido fibroso blando. 

Lo¡¡¡ ti;:bt..tlo-=: !!l!!mini~ercw conformen la parte exócrina del 

:;c·sti.:.:ulo. EstAn limitados por el complejo lamelar basal, 

careceri ts.ntc de va5os sanguineos: como linfáticos v por 

consiguiente presentan una hipoxia relativa 32 l. 

Tienen una secreeión de tipo holócrino las productos de 

'l:in::.rosión se a.cumul2.n en el interior de los cuerpos celulares, 

ias células se mueren y son expulsadas Junto con la secrawión que 

contienen>. cuyo producto final está constituido principalmente 

por los egpermato::oides v el fluido testicular que los acompaña 

(23>. 

En el inter~or de ios ~üUul~• ~=:.i~!fe~~~ ~- Pncuentran la& 

c61ulas do Sertoli o c6lulas nutricias y las cólulas del epitelio 

germinal. La diferenciación de estas Oltimas constituye el 

prot~amo de 1 a espermatogénes is. 

Los estudies mcrfolóaicoa de Clermont < 21 ) ·sabre la 

espermatogénesis de la~ principales especies de msmL~eros, han 

demostrado una secuencia caracteristica de des~rrollo para cada 

especie,. incluyendo una cronolog! a muy e~~acta del proceso. 



La e!:!permatogénesis =e divide en tres .fasee (ver esquerra adjtmto) 

Replicación de las células primordiales o e5permatogonias, 
que son células somáticas diplo!des. 

2 Los procesos meióticos. que incluyen a los espermatocitos 
primarios y secundarios. 

3 Espermiogénesis, que congi~tc en 1~ tr~ns~orm~ción de 
células haploidess las espermAtidas, cuya última fase son los 
espermato2oides. 

Las células del epitelio germinal reciben diversos nombres 

de acuerdo con su estadio de diferenciación. 

L~s espermatcgonias son las células més primi~ivas del 

epitelio germinal. Localizadas junto a la membrans b~sal, se han 

·descrito tres tipos de ellas ( A, obscul""a; Ap el ara v B ) , 

basAndose principalmente en las di~erencias de su estructura 

nuclear (2'3). 

Des;pués de variaG di visione$ mitóticas y de la 

diferenciación de la mayoria de las células hijas, dan lugar a 

loa espermatocitos primarios preloptotenos, que constituyen el 

comienzo de la larga profase de la primera meiosis. Lom cambios 

rnorfológicos que muestran los espermatocitos primarios durante 

esta etapa han permitido distinguir entre ellos diversos estadios 

de·Hnidos preleptoteno, leptoteno, :igoteno, paquiteno y 

diploteno (56>, que son células tetraplo!des. 

El final de la primera división meiótica ocurre rápidamente 

y da lugar a los espermatocitos secundarios, que son cólulas 

diploides. 
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Los espermatocitos secundarios son más pequeños que los 

espermatoc:itos: primarios.. Son vis.tos con poca frecuencia en un 

corte de test:i.c:ulo, '>'ª que su tiempo de vida es relativamente 

corto <21,56>. Presentan una segunda división meiótic3, sin una 

síntesis previa de ADM, generando las c~lulas haploides conocidas 

como espermátidas. Estas, ~ través de numeros~s modificaciones 

tanto morfológicas como metabólicas < en la rata se distinguen 

19 fases deTinidas ( 56 ) • conocidas bajo el nombre de 

es por· mi oo~nesi s., 

terminal es son en pulsadas al 1 ó.men por 1 a c:ól ul :i de Sertol i, on 

un fenómeno llamado espermiación. 

Durante la espermiogénesis ya no ocurre una división 

c:elul ar. El proceso requiere de una alta coordinación en la 

raorgani=ación de nócleos y citoplasma junto con ol desarrollo 

del flagelo. Los cambios que suceden pueden ser subdivididos a 

su ve:: en las siguientes fases : transformaciones en el nócleo 11 

desarrollo del acrosoma, formación del tallo. redistribución y 

pérdida del citoplasma y finalmente la eepermiacidn. 

Las c~lulas de Sertoli se extienden radialmente desde la 

membrana basal del epitelio seminí~ero hasta el lómen del tóbulo 11 

Y representan del 15 al 20 ~ de la población celular del 

testiculo. 

El citoplasma de las células de Sertoli se extiende entre 

los espermatoci tos y esperm~tidas ~armando una red que 

literalmente "abraza" a las cólulas qerminales. creándoles a 

cada una un micro~mbiente particular. 
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Conforme se va dando el proc:eso d~ diferenciación, aquellas 

células germinales que están unidas entre si por puentes 

intercitoplásmicos emigran sincrónicamente de la base hacia el 

ldmcn del cpitolio, lo quo ha hoc:ho ponsar en un control riguroso 

de la diferenciación a través de las células de Sertoli. 

Las uniones hermóticas que forman entre si las células de 

Sertoli constituyen la barrera hematotesticular, que divide 

Tunc:ionalmente al epitelio saminí~ero en dos compartimentos. En 

el más externo se encuentran sólo las espermatogonias. En el 

interno, a partir de la etapa más temprana da los cspcrmatocitos 

el resto de las c6lulas germinales, aisladas de una irrigación 

direct~ < 21,23 >. 

Los tObulos seminíferos están rodeados de tejido conectivo 

rico en una red vascular acompañada de fibrobla9tos. macró~agos. 

pequeños nervios. vasos linfáticos y grupos de células de Leydig. 

Fawcett y col. C28) dieran una descripción detallada ~e la 

morfología del tejido intersticial. describiendo cuatro patrones 

básicos de acuerdo con la abundancia de las células de Leydig y 

y conectivo intertubular. Al nacimiento, el tejido intersticial 

os abundante y es productor de los andrógenos involucrados en el 

mecanismo que imprima en el cerebro la de·Finición eemu::t.l que 

se expresará en el animal adulto en órganos como el hígado C2S>. 

que desarrolla el aparato enzimático para catabolizar las 

hormonas eeteroíde5 masculinas. En el sexto día de edad de la 

rata el tejido intersticial involuciona para volver 

desarrollarse en la pubertad. 
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Usando métodos citológicog y marcaje con timidina tritiada, 

la cinética de la espermatogénesis ha sido estudiada con gran 

datall·e en varias especies de mam!feros C21.23l. 

Durante los primeros d!as de edad los tábulos son primitivos 

y sólo contienen células de soporte ( precur:ores de las cálulas 

de Sortoli > y gonocitos <precursores da las espermatogonias ). 

Después de los. 4 dias de edad se inicia la prolif&r~ciún 

de las cólulas germinales, consistente en una división mitótica 

diferente a las divisionee simples de las células germinales 

primordiales durante la ,nigración v establecimiento temprano en 

las gónadas. 

A los 9 d!~~ h~n desaparecido totalmente los gonocitos y a 

los 12 dias de edad aparecen los espermatocitos mAs primitivos. 

En estos animales considerados prepdberes. las células germinales 

predominantes son las espermatogonias. Entre loa 14 v los 16 

d!as se inician las preámbulos de la pubertadC66). La hipófisis 

secreta la gonadotrofina FSH, cuyo blanco principal, ia célula 

de Sertoli, sintetiza las prote!nas fijadoras de andrógenogtABP>. 

De este modos cuando la hipó~isis secreta LHs cuyo blanco es la 

célula de Leydig, ésta produce andrógenos, parte de los cuales 

encuentran eus receptores espec!Ticos en la célula da Sartcli(92) 

En las ratas de 15 a 18 dias de edad. las cOlulas de Sertoli 

ya. no presentan mi tos is (66). Los espermatoc:i tos muestran· esta.dios 

mAs avanzados de maduración, que culminan a los 23 dias de edad, 

en que comienza la aparición de las espermAtidas m~s primitivas. 
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El proceso de espermiog~neeis se completa a los 45 dtas de edad, 

en que aparecen los primeros espcrm~to=o!des. Este momento se 

considera el inicio de la madurez sexual en estos roedores. La 

precisión cronológica con que aparecen los diversos tipos 

celulares permite seleccionar la población de células que se 

desea tener presente en ~orma msvoritaria en el testículo en un 

momento dado del proceso de ffiaduración. Esto se loqra por medio 

de la selección adecuada de la edad del animal de 

experimentación, tal como se resume grAficamente en el cuadro 

sinóptico adjunto 
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EDAD 
(días) 

·o-6 

10-12 
rrépul>crtuJ 

14-16 
Pubertad 
(preámbulós) 

21 
Pubertad 
C.5tablccida 

26-40 
Adolescencia 

45 

60-90 
Adultas 

Cuadro sinóptico 
lli~ ne i a e i óri __ T_~~ l.-::--t;_e;síJcy1o __ de la rata 

UBICACION 

Alxlominal 

Abdominal 

Ccmicnza el 
descenso al 
escroto 

Escrotal 

Escrotal 

Escrotal 

ful e rotal 

TFMPERAWRA 
(ºC) 

·37 

37 

36 

35 

33 

33 

33 

DESARROLLO DEL 
EPITELIO 
GERMINAL 

···~-·~ 

~-~~;¡ Espcnnatogoni as 
-~..];.!) primordiales 

Espcnnatoci tos 
1.ff .ir1w.1· ios. 
prclcptotcnos 

~~:;:..:.~ .. ,. 

'.Q). Espcnnátidas 

.•· .·. 

SINrESIS 

k!~ .. r· ~ 
~ ~ 



1.1.2. Aspectos endócrinos. 

A pa1-tir de la pubert~d e en 12. rata , después de los 15 

d1as de edad ) laE funciones del testículo son controladas 

hormonalmente por un sistema complejo de interacciones que 

incluyen el sistema nervioso central e~trahipotal~mic:o, el 

hipotál~mo, la glándula pituitar·ia ~las gónadas <66>. 

Las gonadctrofinas que regulan la fisiología testicular son 

dos hormor\as pr·oteícas eecretadas por ta hip6fisi5 : la hormona 

estimulante del foliculo < FSH > v la hormona luteini=ante (LH). 

Durante la pubertad existen cambios en la sensibilidad 

teaticular hacia gonadotro~in3s, estimul ac:i ón v cambios en 1 s 

biosintesi~ de andrógenos e incremento en la producciOn de 

testosteron~'· 

La disponibilidad de gonadotrofina5 marcadas 

radioactivamente ha permitido la identi~icación da los sitios 

:-c:::~~t.~r~a. de Ll-I SAobre las céolulas de Leydig e 91 ) y los de la 

FSH sobre los tóbulos seminiferosC60). 

La función preciga de la FSH en los procesog de la 

espermatogénesis parece inciert~. So sabe que la iniciación de la 

espermatogénesis requiere su presencia, aunque parece no 

incrementar la velocidad de la misma. La estimul3ción de la.s 

cólulas germináles ocurre a nivel de las espermatogonias .. 

La FSH juega un papel indirecto en los procesos de 

esteroidogénesis durante la pubertad. Interviene en el 
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m:::tabolismo colul:>.r de l:is c.ólulas de Sortoli, lo cual ha 

permitido ~ugerir las probable; funciones de l-stas dentro de 13. 

esperrilatogénosis,. como el ·ser responsables de m="ntener la b:ir1-era 

hcmatotesticular y su relación con al 01·tgen del fluido en los 

túbulcs semin!faro=. 

Los 1-eceptores de la FSH .. se lcicali::3n a nivel de la membrana 

celular espermatogoni.a.1 y de la parte basal do las células de 

Scrtoli. El c-fecto hormonal se traduce en una activación de la 

adeni 1-ci el asa en un decromento en 19. acti".•idad de la 

fosfodie$terasa del AMP ciclic:o ( ~1 ). 

La LH estimula la actividad do adenil ciclasa en las cólul~s 

d<> Leydig. La ocupación de sólo una pequeña porción de 

receptores de LH es suficiente par3 estimular la producción de 

tc-=:to=terona 91 ) • Los efectos de la LH sobre la 

espermatog~nesis parece~ ser mediados ~ través de l~ o~timulación 

de la e1nte5is de testosterona. 

El AMP cíclico media lo: efectos de la LH 'eobre la. 

Las cólulas de Leydig del te;;:t{culo de rsta 

contienen 2 Termas '"'"'"' p:""Ot:Ptn-·cinas:as dependientes de AMP 

c.l.clico. 

Alguno-: eventos nucleares pueden estar a'Sociados a la -forma 

en que estimula la LH. La sintesis continua de una<s> protelna(s) 

con una vida mcdi~ corta es necee~ria par~ la acción de la LH 

( 24 ). 

Aunque la literatura acumulada en relación con los aspectos 

endócrinos del testiculu es sumamente voluminos~, no a~~i5te 
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ningOn informe en el que se relacione un efecto directo de las 

hormonas sobre la pirofos~atasa inorgánica~ En el inciso sobre 

metabolismo testicular se se~alan algunas correlaciones 

indirectas que pueden inferirse. 

A.1.3. Metabolismo testicular 

En los estudios relacionados con el metabolismo del 

testículo tradicionalmente se ha considerado que el 

-ft.tndamental en 1 a interpretación de los resulta.dos 

problema 

es la 

hetorogoneidad de los tipos de células presentes en la población 

que cdnsti tuye la gónada C 1l. 

Este hecho ha empujado a numerosos autores a considerar que 

el fenómeno metabdlico que se estudia puede corresponder al tipo 

celular más abundante en la etapa de di-ferenciación que se esté 

observando. En términos generales es importante subrayar la 

inTluenci A i::ue pu:;jd~n t~ner para un aspecto determinado del 

metabolismo testicular el aporte sanguLneo limitado, con la 

consecuente hipoxia relativa, y la temperatura .fisiológica en que 

•o encuentra, dada su ubicación escrotal. 

En lo qL1e toca al epitelio g~rrninii.l, a estos .factor-es se 

suma la situación de aislamiento en que se de9arrolla, debido a 

la barrera hematotesticular. El hecho es que en la literatura 

Cienti.fica se han ido acumulando informes sobre iscanzimas 

especl-ficas del testículo, en acuerdo con las predicciones hechas 

hace mAs de quince años < 32 >. 

12 



Par3. hacer más complejo el panorama. el metabolismo 

testicular sufre cambios muy marcados a trav~s de la maduración 

de la•gOnada (32,33) 

hormonal < 92 ) • Asi, 

muchos de ellos bajo una in-fluencia 

a diferencia del testículo inmaduro, el 

adulto parece depender en ~orma absoluta de la alucosa como 

sustrato exógeno. En la rata, sus reservas de carbohidratos son 

prac:i:.ic=..mentc nulas~ Se ha suQerido que es capaz de oxidar 

lipidos, lactato y glucosa, aunque no deja de ser peculiar que 

sólo e1 20 7. de ésta se convierta en C02 • El ciclo de las 

pentosas tiene una actividad modesta, particularmente en el 

estado adulto 32 ). 

Presenta el testiculo una qlicólisis muy activa, tanto en 

anaerobiosis como en aerobiosis (32,36>, y existen evidencias que 

apuntan al -funcionamiento del ciclo de los ácidos 

tricarboxilicos. Sin embargo, se ha sugerido que el ciclo pudiera 

tener importancia como proveedor de metabolitos generadores de 

amino6cidos, de purinas y pir!m!d!n~~~ ~ti les en la sintesis de 

macromoléculas (32 >. 

La Qlucosa parece ser indispensable para apoyar la sintesis 

de ATP (61 .> cuya concentración en este órgano os casi tan alta 

como en el cerebro. 

Una parte del ATP es producida por la vi.a qlicol:ttica y~ otra 

es generada por la mitocondria. A pesar de que se ha demostr9do 

que una parte de la ATPasa mitocondrial testicular está 

laxamente unida a la membrana <94 >, el resto -Funciona como ATP 

sintetasa. En preparaciones mitocondriales de higado de rata la 
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~elación entre ATPsintetasa1 ATPasa es del orden de 301 1, 

mientras que an sus homólogas de testículo es de 3: 1. 

En el campo de la bioenergética, la interrelación entre los 

compartimentos intra y extramitocondrialea tampoco es clara. En 

animales inn,aduros el test:tculo presenta un efecto Crabtree <32l,, 

quu consiste en la inhibición del consumo de o:!!gcno por la 

adición de gluco9a. Este efecto degaparece en el adulto. Tanto 

en ratas inmaduras como en adul~a; o! ~fecto Pastcur es tan sólo 

de un 60 % C?O > • Por ~ltimo,, correspondiendo a una 

difE?renciación morfológica del orgo.nelo,. previamente descrita 

<93), recientemente s=e ha encentra.do una '1erdadera diferenci aci 6n 

funcional do la mitocondria <27>. La fosforilación oxidativa es 

má.s activa en .;,,nimales prepil.bereia que en adulto, la mitocondria 

de animales prepóberes presenta diferente proporción entre las 

deshidrogenasas i$ocitricas dependientes de NADP- y NAD-

que la hallada en mitocondrias de teat!culo maduro, la. citocrcmo 

e oxidasa muestra una caida dramática en su actividad durante la 

pubertad 27 ) • A p9rtir de la proliferocl~~ d~ 

primarios., l.as mitocondrias presentan 
'"~ 
una 

isoon:ims peculiar de la deshidrogenasa l6ctica <LDH-X> (32) y en 

testiculo adulto se ha descrito un citocromo e diferente del 

citacromo e de las células somAticas < 19 ). 

Todo este conjunto de datos que aporta la literatura SUQiere 

que el testiculo puede valerse de caminos alternos para producir 

anerQia y que estas v!as son variables dependiendo del estadio de 

maduración del órgano. 
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En lo que toca a la sintesis de macromoléculas el panorama 

es interesante. va que principalmente en la sintesis de ácidos 

nuclei•cos y proteinas el pirofosfato inorgAnico jueQa un papel 

importante en conjunción can la pirofosfatasa inorg:inica, como se 

detalla en el inciso 1.2. 

En testículo de ratOn se ha encontrado una mayor velocidad 

de síntesis de ARN durante la etapa de diplotenos, en relación 

con l~ encontrad~ durante las etapas de leptotenos y zigotenos. 

Segdn ese estudio durante la espermiogénesiG ya no se detectó 

síntesis de ARN < 34 l. 

Dado que la sinte5is de proteinas parece continuar hasta 

etapas avanzadas de la espermiogénesis. se concluyó quo es 

probable que se realice sobre moléculas de ARN previamente 

sintetizadas < 34 l. 

En cuanto a la sintesis de ADN, ésta se reali~a en la 

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

espermatocitos primarioe sean células tetr3ploides < l. La 

sintesis de 

secundarios,, 

HüN 1·10 ~~ h~ dern~•tra.do ni en espermatocitos 

que son células diploides, ni en las espermátidás,, 

que son células haploides. En ambos tipos celulares ya no se 

5intetiza el ADN,, excepto en las mitocondrias < 39 >. 
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PIROFOSFATD Y PIROFOSFATASAS INORGANICOS <E.C.3.6.1.1> 

El pirofosfato incrgAnico ( PPi > existe en las células va 

sea como 5Ustrato o como producto de numero~as reacciones que 

ocurren en div~rsos caminos metabólicos y en varios 

cc:npartimentos intracelul a1-ee <5, 37, 82>. Actúa como un agente 

quelante con una alta afinidad para iones metAlicos divalentes, 

por lo que en forma libre inhibe a las enzimas activadas por 

estos iones, tales como la glucosa-6-fosfatasa y la ~osf a~asa 

alcalina ( 1 1),15,17,~q >. 

Eti este conte:!to, la concentración intracelular de .PPi puede 

ser significativn como un efector metabólico par9 algunns 

~-c·acc:ion!!s enzimAticaG(37,BS)por lo que las en:ima.s que rompen el 

PPi Juegan ur. papel importante en 1 a regul oci ón de lo~ 

metabólico~ <2,35,50). Una estimación aproximada 

concentración intracolulsr fué realiz;ida por Guynn y 

procesos 

de dicha 

col. <37) 

obtcniando valores de 1.7 nmol/Q tejido hómedo de PPi libre en el 

citopla:ma cl~ h!g:do d~ rat~. 

En muchos orQani~mos se ha demostrado el papel biológico 

del pirofosfato <3,44,82) y la importancia de éste en la mayoria 

de las reacciones anabólicas. Sin embargo, hace algunos aWos se 

con•idcroba qua ol PPi formada en la mayor!a de loe caminos 

anabólicos no tenia relevancia, ccnsiderándoscle como un producto 

de desecho. Por otr;i parte, un conjunto de evidencias han 

permitido entender el papel del pirofosfato en el metabcliemo de 

algunos organismos tanto procariontes como eucariontea <82), en 
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forma de donador de energ:i'.a y dando la direccionalidad a ciertas 

reacciones, como se describe más adelante. 

El PPi es producido en un sinn~mero de reacciones!I 

incluyendo la activación de los aminoácidos por las amino-acil 

ARNt sintetasas, la activación de los ácidos grasos por la 

tiocinasa a partir de ésteres de acil-CoA, la activación de los 

carbohidratos por la uridil transferas~ ~etc. <37>. En las células 

de m~m{feros, in vi~ro ( 12,78,89 >, ee un producto camón en el 

metabolismo de grasas, como es la conversión de acetato a acetil 

CoA, via acetil-CoA sintetasa y la activación de los ácidos 

grasos de cadena mediana y larga acil-CoA ligasa >. Asimismo,. 

participa en la slntesis de urea a través de la actividad de 

arginosuccinato eintetasa y en la síntesis de glucógeno a través 

de la UDP-glucosa piro·Fosforilasa. 

Ad~m~s. el PPi puede ser sustrato en reacciones catalizadas 

por la pirofosfatasa inorgánica C EC 3.6.1.1.) y reacciones de 

transfosforilación catalizadas por la glucosa-6-fosfatasa y la 

fosfatasa alcalina (72 >. Se ha encontrado que el PPi puede ser 

el donador l1nico de fosfato para la formación de 

foefoenolpiruvatc a través da la acción de la fosfopiruvato 

carboxilasa en la bacteria 4cido-propiónica (99). 

Con respecto a la distribución eubcelular del FPi se. puede 

relacionar de acuerdo con las reacciones en las que interviene. 

Por ejemplo. la activación de ácidos grasos ocurre en la 

mitocondria 1 la activación de aminoácidos, la uridinofosfato 

glucosa pirofosforilasa y la FAD pirofosforilasa estén presentes 

en el citosol y la colil-CoA sintetasa se encuentra en la 
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fracción microsoma~. De lo anterior se desprende que el papel 

metabólico de este compuesto en varios tej{doe y -fracciones 

.subcelulares es de interés considerable. 

En 1966, Baltscheffsky C 3 ) informó que el PPi tiene un 

papel en la -formación de poliTosTatos, ademAs de funcionar como 

un intermediario en la transferencia de grupos fosfato en 

microorganismos. 

ComparAndolo con el ATP, el PPi se forma más rápidamente 

por la respiración en Acetobacter suboxydana y en extractos 

libres de c~lulas en Escherichia coli C40>. Por otro lado, la 

fo2-foenolpiruvato carbocinas9 aisla.da de bacterias éc:ido 

propió.nicas utiliza exclusivamente el PPi como donador de fos:fato 

<'19 >. MAs tarde se observó que el PPi puede estar directamente 

relacionado con la respiración, tanto en el metaboli~mo de 

orQanismos in~eriores como superiores C54,59,B2>. 

El PPi puede tener en algunas reacciones bioquimicas una 

~unción similar a la del ATP < 98 ). Mansurova, en 1975, estudió 

la posibilidad de la formación de PPi y su utili~aciOn para la 

sintasis de ATP en las mitocondrias de higado de rata < ~? >. 

El PPi reemplaza al ATP como fuente de en~rgia en ciertas 

reacciones de la ~erment~ción en Entamoeba histalytica y en 

Propianibac:tarium sharmani 1 < 98 l • 

El PPi ee ha considerado como una fuente de energia debido 

a su enlace de alta energía. Diversos autores citados por 

Flodgaard eso han intentado entender el papel del PPi y han 

señalado la importancia de obtener datos termodin~micos exactos 
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sobre su hidról i ei e, par ti cul armen te en las con di c:i enes de? pH •/ 

de 4uerza iónica que prevalecen en la célula. 

En la. ausencia de cationes divalentes la energía libre de 

hidrólisis de PPi es cercana a la de los enlaces f º ~ del ATP .. 

En presencia de iones magnesio el h.. f3°• para la hidrólisis del 

PPi es relativamente menos negativo ya que el producto de esta 

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

quelado con Mg 2 ->, debido a una afinidad di~erente de ambos 

sustratos por el Mg 2 -. Es decir, se explica porque es más fuerte 

la unión ATP-Mg 2 + que la unión PPi-Mg2 +,. 

La energia libre de hidrólisis del PPi en el higado de la 

rata fue estimada por Mordl ie y col. 71 > en - 4 kcal / mol, 

mientras que ti.load < 98 > dió una estimación de -5.27 kcal mol. 

En bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum< 49 

el PPi es un donador de energía para la reducción del citocrcmo b 

<4> la transhidrogenación de los piridin nucleótidos, la 

reducción del NAD- y la sintesis de ATP < 49 l. 

En h!~Arlo de rata (43), en el paso de la glucosa a glucosa-

6-fosfato y de la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-difos~ato, 

las concentraciones de metabolitos parecen estar controlad~s por 

las relaciones PPi/Pi. 

En amibas parásitas 82 ) existen varias cinasas 

dependientes de PPi. Tres o cuatro funcionan en el camino 

glicolitico y otra en relación con el metabolismo del acetato. 

Adem~s de haber una gran concentración de pirofosfato 

intracelular, el consumo neto de PPi por qlicólisis es de 1.0 
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mol .' mol de glucosa con•/ertida a. piru•!ato. El organismo puede 

consorv:9.r todo el PPi g~nerado por procesos anabólicos y e:ta 

cRntidad ser insuficiente para mantener continua la glicólisi:. 

El PPi adicional puede provenir de otras Tuentes. Invariablemente 

los organismos aeróbicos e:-:i5ten algunas reacciona: 

·r ~·1ersibl es que conservan 1 a energl. il del PPi. 

La concentración intracelular de PPi depende principalmente 

do la activ~d~d de piro*os+atasa inorgAnica <88). 

Se ha descubierto un nómero considerable de sistemas 

~nzimáticos parecidos a la ATPsintetasa, en los que la energia 

del p~oceso sintético es incrementada a exponsas de la ruptura 

del enlace ]!'-anhídrido, como en la molécula de ATP. 

La presencia de ~n~ima~ que catalizan la hidrólisis de 

pirofosfato inorgánico < PPi > se considera generalizada en la 

escala filoQenética. 

La pirofosfatasa inorQánica juega un papel importante en 

dirigir las reaccionas anabólicas, catalizando las hidrólisis del 

PPi fcrmado(51>. Post~riormente.el ortofos~ato producido contrcla 

procesos quimicos incluyendo la glicólisis y la 

respiraci ón 11 de ahi la importancia rcgulatoria de ~ las 

pirofo~fatas~s cst.52). 

La~ piroTos~atasas pueden ser dependientes o no de Mg 2 •(43). 

Sin embargo la mayoría lo son (81). 

Se han e:caminado las pirofosfatasas básicamente en el núcleo 

C16) 11 en 19 mitocondria C57,70 > y en la ~raccidn microscmal del 



htgado de la rata (71 > ; en levadura (16 >, en eritrocitos (85) 

y en el cerebro de la rata (16 >. 

k.os estudios sobre la distribución subcelular de la 

actividad de pirofosfatasa inorg~nica han sido escasos. Hay 

informes relativos a páncreas de paloma <77 > y a hi9ado de rata 

(69 >. En ambos estudios la mayor actividad se localizó en el 

cltosol, siendo superior al 90 ~ • 

Posteriormente los estudios. se encaminaron .. la 
caracterización de la pirofosfatasa inorQAnica citoc6lica en 

higa.do de rata (37 ), h!gado de ratón (43 y l~ correspondionte 

a la fracción microsomal de higado de rata 71 >. Por otra parte 

se ha estudiado el posible papel de la pirofosfataea mitocondrial 

en los sistemas transductores de energía (53 >. Se han 

cara.eterizado dos tipos de ella.se una en lo:i membrana v otra en la. 

matri2 mitocondrial < 57,58 >. 

También se han reali:ado estudios referentes al papel de las 

piro~os~atasas bacterianas como fuente de energia (51 ) en los 

( 3 >. sistema transportador d" 

electrones <67>, stntesig de ATP <49,73>, formación del potenci~l 

de membrana <6.BO> y algunas reacciones en las cuales el PPi 

reemplaza al ATP < 98 l. 

Se ha estudiado detalladamente la pirofosfatasa inorg~nica 

de leva.dur=i. < 16 >. de Escherichia coll < 48 > y rec.ientC!mente 

se publicó una revisión sobre las pirofosfatasas inorg~nicas 

microbianas <SS l. 

En· lo que toca al reino vegetal, se ha encontrado actividad 
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de pirofosfatasa inorgánica en hoja de maíz < 10 ). En plantas 

euperioree se ha relacionado con la respiración y la 

-Fos-Forilación O>tidativa < 54 >. 

Parece evidente la ubicuidad de la actividad de 

pirofosfatasa inorgánica. Sin embargo. hasta donde sabemos no ha 

sido estudiada en un tejido durante el proceso de su 

di-Forenciación. 

Va que el testículo de la rata provee un modelo de 

di-Ferenciaci6n celular con cronclog!a definida, decidimos 

encaminar nuestro estudio a resolver las siguientes preguntas 1 

1 > ¿ Qué cnractaristicam presenta la actividad testicular de 
pirofosfata•• inorgAnica ? 

2 ¿ CU41 es su localizaci6n intracelular en al tastlcula ? 

:S ¿ Varia la ..ctivf.dad durante la difarenciaci6n del epl.telio 
t;1erminal ? 

22 



HATERIAL y HETODOS 

2.1. ·net.erm1nación de fas-fe.to inorgánico. 

Para. determinar el fosfato producido en la reacción 

enzimática ca.talizada por la pirofosfataes inorgánica se empleó 

el m~todo de BontinQ v col. 

\' col. < 26 >. 

14 > modi·fic:::ado por Oelhumeau-Ongay 

El fosfato inorgánico forma un complejo de color azul 

con un reactivo de molibdato de amonio en ácido sulf~rico y 

sulfato de fierro. El complejo colorido, d~ fosfomolibdato de 

amonio, sigue 1 a ley de Lambert y Beer y es est:ibl o dur!lnte 20 

horas. 

El reactivo fue preparado inmediatamente antes de su 

uso, agregando 4.0 g do FeS04 a 100 ml de solución de 

hoptamolibdato de amonio 

1. 15 M. 

<MH ... > ... Mo.,.. o~4 al 1 "'' en H:a:S04 

En 

contenido 

ostAndar. 

cada 

de 

eMperimento, además de la determinación del 

Pi en las muestras. se incluyó una curva. 

Esta consistió en a tubo9s con concentracione~ 

crecientes da ~osfato disddico < O a 25 pg de ~ósforo >. 0.5 ml 

de HCLo,... a una concentración final de 5.2 ~ 1.5 ·ml del 

reactivo arriba se~alado y el volumen de agua desionizada 

necesario pa.ra tener un volumen total de 3.0 ml. 

La cantidad de fos~ato inorgénico producido en la reacción 

en::imAtica -fue determinada en 1.5 ml del problema < quo 

contenta HCL04 > y se adic:ionO 1.5 ml del reactivo. Se dejOL 
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desarrol 1 ar el color dLlrante 20 minutos,. y se determinó la 

absorbencia de las mueetras problema y de la curva esté.ndar n 

700 nm. eri uri espectro.fotómotro P')•e Unicam. 

Para poder tener va.lores de absorbencia conTiables \" 

un valor poqueFi'o en el bl a.neo de la curva estándar de 

Pi" los tubos utilizndos en el ensayo fueron previamente 

anJuagl\dos alrededor de 15 veces con agua des ti 1 ada para eliminar 

pro=cnc.!. ~ de ·foo:-f~to rem~n6;!onf:.;¡ del lavado u cual con 

detergentes:. 

2. Pr~paraci6n de partículas mubcelulares de testiculo de rata. 

Se utilizaron ratas s.lbinas machos, de la cepa Sprague 

Dal-1lc1· .. El número de animales utilizados en cada experimento 

varió,de 2.i ..tardo a l;i tabla 1.para. obtener alrededor de 2.5 g de 

te Ji de húmedo. 

Los animales Tue!·on sacrificado~ por dislocación cervical y 

decapitados para dee:..ngrar al má.~-:imo pcsible. Los testLculas 

.fueron eHtt·=tidos r~pidamente y colocados en un 'lil'!i!O de 

pre~ ... pltados conteniendo el medio Eiguiente <medio 11A11 > :sacarosa 

250 mM. TEA ::.o mM y EDTA 0.1 mt1 a pH 7.4. s O 0 c; posteriormente 

sse desecharon la tónica •lbug:Lnea v la arterta e11permAtica. Se 

colocaron lo& te5ticulos en un vaso con medio"A"-fr:lo• pr'eviamente 

posado. Por tara difer'encial se calculó el peso hdmedo do tejído 

testicular. Se procedió a picar finamente al tejido con unas 

tiJer~a. Todas las operaciones siguientes se reali%aron en hielo• 

a meno5 que sa indique otra temperatura. 



EDAD 
(días) 

NUMERO -
DE 

RATAS 

T A B L A 

NUMERO DE RATAS DE LA CEPA SPRAGUE DAWLEY 

UTILIZADAS EN CADA EXPERIMENTO 

11 14 16 21 26 

50 45 40 18 15 

60 

40 a 
90 

1 
4 a 
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El homogeneizado total se obtuvo en un aparato de Potter­

Elvejhem, con 4 a S golpes de vástago, para preservar las 

eEtructuras subcelulares;;. Se adicionó el volumen de madio uAu 

=uficiente par!\ lograr una concentración final de tejido a.1 10 7. 

< P/V >. El homogeneizado se filtró a través de lana de vidrio. 

2.2.1. La obtención de la~ Tracciones ~ubcelulare~ se llevó a 

cabo seg~n el eequema de centrifugación diferencial adjunto. 

Las 3 primeras centrifugaciones se realizaron en una 

centri.fugS\ refrigerada Internacional, modelo PR-2, dotada de un 

rotor e!tcéntrico tt 296. L:9. centrifugación a 150 000 g sa llevó a 

c~bo eñ una ultracentrifuga BecKman-Spinco, modelo LS~M. 

rotor 50 - Ti 

en un 

Cuando se intentó dilucidar ei la actividad encontrada en 

las fracciones subcelulares particuladas er~ intrinseca o se 

dobia a una contaminación de la fracción soluble < citosol >, Ee 

procedió a emplear una de las dos estrategiag que se describen a 

continuación. 

2.2.2. Tanto la pa~t.i.lla P.2 como la P~ fueron lavadas una vez, 

remuependi6ndolas en un volumen aproximado de 2.0 ml. De •hi se 

to•d una slicuota de 1.0 ml para la determinación en~im•tica~ 

mientr~~ que l~ ~!!cuota re~tante ~e re~u~pendió en ~u volumen 

original de medio "Aº y fue centri~ugada a ln mism• velocidad 

y'tiempo empleado9 para obtenerla. Cada una de las pastillas 

fue resuspendlc:l!l en un volumen origin11l de 1.0 ml de medio "A" 

y ahí se determinó la actividad enzimática. 
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ESQUr::MA DE FRACCiONAiviiErffü DE PAR'flCULAS SUBCELULARES 

DE TESTICULO DE RATA POR CENTRIFUGACION DIFERENCIAL 

Homog•n•lzado total 10% ( P/V l 

. 1 600g 11 to mln 

" 1 P1 S 1 
( Nifcl•a•, ras tos celular•• , 1 

célula• entera•) _ 3000 g 11 10 mln. rru------, 
( Mltacandrlaa poaaias) SI 

2 

6 OOOg X 10 mln. 
11 1 

P¡¡ S¡¡ 

( Mltocondrla1 llg•ra• l j 
115<> OOOg 11 ~mln. 

1 
Sf 

( Fracción mlc1"119omal ) Cltoaol 

"' _, 



El Eobrena.dante de Ps ·fue e en tri .fuga.do a 6 000 g. L6 

pasti ll;a .-asultante :e resuspcndió en un ·:olLtmen de 2.0 ml 1.0 

ml se empleó p:ir3 la determin:!c:ión do 19. 3.ctivid:id de 

piro-fosFatasa inorgánica .. ,. el 1.0 ml re=.tante se lle"tó al ·-.•olumen 

de medie 11 A 11 en el cual se obtuvo la p;i.o;:till:t. 3. 6 000 g l=i 

pr'imera ocasión. Se repitió li:t centrifugación a 6 000 g. El 

:obrenadante nuevamente 50 

re>!i\..\Spendi6 en 2.0 ml.. Se tomo un;\ al:í.cuot='I. do 1.Q ml para 

determinar la actividad y el res::to se lle·,16 de nuevo 9.1 volumen 

original con medie 11 A 1 ~. L~ oper3ci6n se repitió una ve:. má~. La 

p~stilXa ~inal fue resu~pendida en un volumen de 1.0 ml de medio 

"A". 

En c.ada un.a da la: muestras se determinó la acti .. 1idad de 

pircfo~·:=~·~:i:::;:i inorgánica así como 1?. de una enzima marcadora del 

citosol ( Glucoee. -6--fos-fato deshidrogan~S3 ) y una marcadora de 

la fracción mitocondrial ( Deshidrogenasa isoc.!trica dependiente 

de> M~D- l. 

2.3. Ensayos enz i mé.t ices 

2- 3.1. Determinsción do pirafos~ataea inorgánica 

En los experimentos iniciales se utili=ó el método descrita 

por Delhumeau-Ongay y col C26). La activid:3.d enzim~tica se 

a:-!presó como pmoles de -fosfato inorgánico producido • min-"' .. Q-"' 

de tej!do húmedo o como pmoleE de ~osfato inorgánicQ producido • 

min-'" • mg-'- de proteina ( actividad especifica >. 
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Los tubos de incubación contenían el '/Olumen 

corre~pondiente a 3 alicuotas del medio de incubación co.s 

ml/3l{cuota> y fueron procesados por duplicado o triplicado. La 

reacción enzimática fue iniciada al adicionar el pirofosfato al 

medio de incubación. 

Los tiempos cero contenían el volumen correspondiente a una 

alícuota y se procesaron separ~damente por duplicado~ ::igregando 

HCLO... al 6 ~~ antes de agregar al sustrato.. El valor de fosfato 

inorgAnico determinado en los tiempos cero se rostó de cada uno 

de los valores obtenidos a loE dietintoE tiempos en quo so midió 

la actividad de la enzima.' 

Las condicione~ óptimas para la determinación de la 

actividad de piro·Fosfatas:i inorg:inica se detallan en el capítulo 

de 11 Resultado!! ". 

A los tiempos indicadog cada ali.cuota .f.ua depoeitada en 

tubos que conten!an 2.s ml de HCL04 al 6 ~ a O °C. 

Después de dejar repo!!ar les tubos alrededor de 15 minutos 

s O °C para ~avorecer la precipitación tctnl de las proteínas, se 

centrifugaron en una centri+uga Internacion~l rofrigerada PR-2 

durante 10 minutos a 2,500 rpm. Se decantó el sobrenadante y se 

tomó una alícuota de 1.5 ml para determinar el fosfato inorgánico 

producido en la reacción. 

2.3.2. Determinación de glucaaa-6-*osfato deshidrogenaga 

Se midió la actividad enzimática seg~n el mdtcdo de· 
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Derameyer 11 ) • bajo condiciones de '1elocidad inicial. Se 

doterminó la absorbencia del NADPH producido en l ::a. reacci On a 340 

nm,, en un ospectrofot.6metro Pye Unicam prO'J'ist.o de un regietrador 

automAtico. ~o celdilla c:onteni~ MAOP• MaH,. 0.5 mM 

glucosa-6-fce~ato 0.67 mM, '50 }-'l de preparación enzimética 

(apro~imadamonte 500 pg de proteína>, TEA 40 mM, pH aparente de 

7.4 • en un volumen ·final de 1.0 ml,. a temperatura ambiente. J 
1 

2.3.3. Determinación de d••hidraQ•n••• l•acitric• - NAO-

Se midi·ó la a.ctividad enz:im~~~ .. c;.a segó.n el método de Plaut 

(76) • bajo condiciones de '/elocidad inicial. Se determinó la 

·absorbencia del NADH producido en la reacción a 340 nm, como en 

el caso anterior. La celdilla c:ontenia : MAD--- o."33 mM, is:ocitra.to 

de sodio 5,33 mM, ADP 0.67 mM, MnCl2 1.33 mM, 25 }-'l de 

aproximadamente 250 µg de proteina >,, 

tris-acetato :S3.::S mM,, pH aparente de 7.2,, en u¡-, ~:ol-...!.!!'_.n .final de 

da 1.0 ml,, a temperatura ambiente. 

4. Determinación de prat~ina 

De todss las ~racciones 5ubcelulares obtenidas "'" 
conservaron ~licuotas a -20 oC para determinar pcmtericrmante 

5U concentración de proteina por el método da Hartree ( 38 >. 



RESULTADOS 

DetarmlnaclOn da fasfata inoro6nlca <Pi> en preaencia 
de pirofoafato inorgánica ( PPi > 

En vista de que se ha informado en 19 literatura que el 

PPi(suetrato de la piroTosfatasa inorgánica) interfiere en la 

determinación de Pi <producto de la reacción> (9,41~42,45!186,97>, 

·Fue importante de.finir,. en primer término, si ge preeentaba tal 

inter-Ferencis. al emple:ir el método de Bonting (14 > 5 previnmente 

utilizado en el laboratorio para medir Pi. 

Segdn los datos presentados an la figura 1, la absorbaneia 

dol complejo colorido es muy semejante en presoncia y ausoncia de 

PPi 1 mM. La inhibición máxima observada fue de un 6.5 X ,a unn 

concentración de Pi de 25 ~g F ml < 0.2 mM >. 

En los enparimentos subsiguientea se dotG!rminó el Pi pOr el 

mótodo de Bontinq sin aplicar otra correcciOn que la 

substracción sistemAtica de loB valores obtenidos Dn los tiempoR 

cero,, t!eg(tn ge detalla en el cap:ttulo de "Métodos". 

Cin6i:.ica enzimática 

Con la Tinalidaci de c~tudiar las caractor,•ticas cinéticas 

de 1 a pira~oefatasa inorgánica se retomsron los datos 

preliminares y condicione~ obtenidas en un trabajo anterior,, 

Delhumeau-Ongay y col. C26l, en un homogeneizado total de 

testículo de rata adulta,, y se procedió a estudiar el e~ecto de 

las variables siguientes sobre la. actividad enzimática 

31 



tiempo. concentración de sustrato, concentración de en2ima, pH, 

temperatura yº metales divalentes. 

Con respecto a la variable tiempo (fig 2) la actividad 

en:imética mostró linearidad hasta 2.5 minutos y alcanzó uno 

tneseta a los 5 minLltos.. Por esta ra=ón, para trabajar 5iempre en 

condiciones de velocidad inicial, en experimentos posteriores se 

determir.~ lé.~ ..J.:::ti·::.d~d de la enzima a los 30 y 60 seoundos. 

El afecto de la varisción en la concentración de 9ustrato 

=obre la actividad enzimática se presenta en la figura 3. 

Puede observ:arse que la velocidad m:."1.:-~ima se obtuvo a una 

concentr~rión de 1.0 mM. En cnmbio a 10 mM fue 30 % menor que 

aquélla. En vista de que se ha descrito que el complejo PPi-Mg2 -

es el verd.;.dero sustrato de la enzima (30,. 63) • pensamoss que esta.. 

baja en la activid~d podría deberse al hecho de haber alterado la 

estequiometris PPi-Mg2 -. 

Esta posibilidad se c:-tploró estudiando 11 en primer término,. 

el cfec:to de la variac:ion ce ng::._ • uno i::OiiC.üri'to-::.::!~n -fij:! d~ 

PPi '~~O mM> (fig 4> y después variando simultánoa.mente la 

cancantractOn de PPi y Mgm- <tabla 2). 

AdcmAs de confirmar el requerimiento del ión Mg::a-,. 

observamos que la. a.cti· .. •id::.d !Se m:~ntuvo an niveles comparables 

mientras la relación entre la9 concentraciones de PPi y Mg 2 • 

fuera 1:1 o hubiera predominio del eegundo. Esto podria 

interpretarse como una ligera inhibición por la presencia de Mo 2 • 

libre debida a la acción del catión sobre la enzima. Por otra 
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parte, al aumento de PPi con respecto al Mg 2 • produciría la 

inhibición de la enzima por competoncia con el verdadero eustrato 

PPi Mg 2 • >. En cambio en la relación 5:1 ó 10:1 la 

actividad disminuyó considerablemente. 

La -figura 5 muestra el e-foc:to de 19. variable 11 concentracidn 

de en::ima 11 sobre la actividad. Al graficar lo!! datos 

ex:perimontales se obtuvo linoaridad hasta 0.25 mg da prote:Lna,por 

lo que en experimentos posteriores se eligió un volum~n de 0.05 

ml(aprox. 0.25 mg de proteína> por 0.5 ml de medio de incubación 

para el ensayo. Esto concuerda con lo observado en la fig. 3, que 

para 0.25 mg el mtudmo de actividad es :i una conccmtración de 1.0 

mM. de pirofosTato. 

A continuación se realizó t:!l estudio del efecto de la 

variación del pl-I sobra la actividad en:.imática .. La curva presentó 

un má:-cimo de actividad a pH 7.5 • A pH má.5 .alca.lino fue 

diaminuyendo, pero adn fue considerable a pH 9.0 CTig 6). 

Con el fin de ob5er"t:\r la astabilidad de la en:ima frente a 

cambios de temper3tura se midió la actividad de la pirofos~atasa 

inorQ~nica a 37ºC• daspu~s da preincubar durante 30 minutos a 

temperaturas diversas 1 o, 

ºC Cfio 7>. 

La actividad se Tue incrementando conforme aumentó la 

tamperatura de preincubación, lo cual augiere que la enzima es 

D!:!table a temperaturas elevadas y sensible a 1 as temperaturas 

bajas. 
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El o::perimento en al que se estudió el efecto de la 

.... ,ariac.ión en la temperatura. sobro la :ictividad enzimá.ticn 5E! 

pre""::onta en la -fiqura ea. 

Al medir la actividad de pirofosfatasa i norg An i e a, 

realizando una p:-eincubaci ón a 37°C dur·ante 5 minutos y 

pogteriormente una sogund~ preincubaciOn a o, 10, 20, 30, 33, 35, 

37, 40, 50 O 60°C durante 5 minutos, se observó una actividad 

sioropr~ creciente. La gráfica da Arrhenius C fiQ. Sb > construida 

con los datos de la figura Ba, muestra un punto de quiebre n los 

~O °C. Los Valores d~ energia de acti,;ación de la en::?ima fueron 

-26.7 ~cal / mol por encima del punto de quiebre y -28.5 Kcal / 

mol por· abajo del punto de quiebre. 

El hecho de que el punto obtenido a 60°C < fig. ea ) estuvo 

·por dob~jo de la linea exponencial podria deberse a que se sabe 

que el pH 5!'e altora con la temporatura( el pl< del Tris cambia 

0.028 unidades de pH/ºC <75> y en nuestras condiciones no se 

real i: ó el ajuste cor!-eepond i ente. 

En un 05tudio cinéii~ü •~~~i=~do ror Moe y col. en levadura 

(64>, loa autore$ presentan un modelo en el cual el Zn2 - tiene un 

p::ipel dual·., uno como activadcr c1!JI la en%ima., en calidad de iOn 

Zr. 2 • libre y uno de sustrato,, formando el complejo PPi-zni:11•. Por 

tal moti-n~ dacidirncs probar la respuesta de 1:9. piro-fasfa.tasa 

inorQAnica en 

concentr :ici enes 

un homogeneizado total, 

de zn2•. En nuestro sistema 

a 

no 

diferentes 

encontramos 

sctividad en un rango de concentración de 0.1 mM a 10 mM de zn2• 

con una. concentración de 1.0 mM de PPi.. <figura 9). Igual 

resultado negati•10 se obtuvo en presencia de ca2 •lJ es dacir el 
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Ca2 • no Terma un verdadero sustrato con el PPi,. tal como lo hace 

el Mg 2 •,, lo cual concucrd¿\ con el papel inhibidor que ee le ha 

atribuído a este ión metálico divalente 7,74,,95 ) • 

En .función de los resultados arrib:i detal 1 a.dos, las 

condiciona~ del ensayo enzimático que Ee eligieron para estudios 

posteriores se resumen en la tabla 3. 

En un trabajo anterior del laboratorio ( q4 se informó que 

la albUmina de suero de bovino ( BSA > al 'X a·Facta la 

respiración do las mitocondrias de testículo de rata,. estimulando 

la del estado 3 e inhibiendo la del estado 4. Además, aumenta la 

actividad de la ATP sintetasa. Por ello se exploró el e-Fecto de 

1~ BSA sobre la pirofogfatasa. Ni la adición de g}bómina < 1 X ) 

al medio de homogonei:ación, ni su adición directa al medio de 

incubación al medir la actividad, tuvieron un efecto 

significativo sobre la pirofosfatasa inorgánica Tabla 4 ). 

DiatrlbuciOn subc~lular d& la actividad de 
pirofo9fatsBa inorg6nica 

Can el TLn de estudiar la distribución aubcalul9r de lB 

actividad de pirofosTatasa inorgánica, se llevó a cabo un ensayo 

enzim,tico de acuerdo con la9 condiciones resumidas en la Tabla 3 

y empleando el esquema de centrifugación di.ferencial señalado on 

el capitulo de "Material v Métodos 11 .. 

La mayor actividad < 90 7.) se locali:ó ~n el citosol, 

mientras que el porcentaje restante correspondió a las fracciones 

particuladas .. Aunque un 8 % correspondió a la fracción nuclear,· 
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es pasible que la actividad encontrada en esa -Fracción ~e deba 

fundamentalmente a las c~lula.e no fragmentadas y restos 

citos6licos contaminantes. 

La acti·vi dad mi tocondri al detectada no pareci O a5oci i'r!!e 

preferentemente con mitocondriaa pesadas o ligeras (0.9 Y- en cada 

u.na de ella!! y en cuanto a 1 a -fracción mi crosomal, pre~entó 

una actividad aón menar,. como puode apreciaríia en la -figura 10 y 

en la tabla S. En 1~ misma tabla se expresan ademáe los datos 

como r--imoles Pi min-s • mg-• a~ prcte!n~~ Al exprGear los 

resaultados por mQ protcina <actividad especifica> se conoerva el 

patrón de distribución subcelular, locali=Andose en la fracción 

citce6Iic" la mayor actividad especifica de pir~fos-Jatasa 

incrgAnica; se observa que los valores correspondientag a las 

·~racciones subcelulares mitocondriale5, a pesar de 9er bajos, son 

relativamente CQnstanto~~ lo cual sugiera la poQibilidad da que 

se trate de una actividad mitocondrial. 

Sln embargo, para poder determinar 91 se debta a una 

c:itosólica se procedió a lavar la pastilla 

obtenida a 6 OOOg de acuerdo ccn el esquema áv i:~O:t!"'":!-Fu~.acidn. Se 

nxprssan los dato~ de 4 experimentos como pmoles Pi • min-~ • 

g-• ~e teJldc hOmedo y como fmoles Pi • min-• • mg-• de protetna. 

Se obse:--v.a que el valor prcme.dio de la actividad de la pastilla 

6 000 g lavada una primera ve;: disminuvd h!!gta en un 75 Y. 

posteriormente al lavar una segunda ve:: l.a actividad disminuyó un 

10 Y. más, quedando un 15 Y. de la actividad original con una 

desviación o~tá.ndar pequeña tabla 6 >. 



Debido a las bajas actividades anc:cntradas, se estimó 

pertinente reali:::.ar un e~:perimento en donde se cuantificaran 

simultAneamente la actividad de pirofcsfatasa inorg!nica y una 

en:ima marcadora de citosol glucosa-ó-fosfato deEhidrogenasa > 

( 11 l v una enzima marc.adora de mi toc:ondri as C deshidrogenasa 

i5oc:itrica MAD- ( 76 ). 

Es e~.1 idente qLle la activid.:td de pi rofos;f atasa inorc:>ánica 

encontrada en citosol es de origen citosOlico, puesto quo la 

~n::irn.~ r.1.::.:-ce.dore d~ mitocondriao no tL\'/O ac:ti'.1idad alquna en el 

citosal .. Igual consideración merece la ac:tivid:id de pirofosfatas;i 

hallada en P: 3 000 g, ya que la en:ima marcadora de citosol no 

tuvo actividad en eeta pastilla. En cambio, la actividad de 

pirofcsfatas~ hallada en Ps 6 000 g, tuvo un 1.58 ~ de 

contaminación citos6lica, motivo por el cual se corrigió el valor 

encontrada e>tperimentalmente ( tabl=a. 7 ) • 

Con el objeto de confirmar la existencia de la pirofosfatasa 

mitocondrial, se hicieron diversos intontos para extraerla. Se 

utili:ó, en primer término, el detergente tritón X-100 a una 

concentraciOn 'final cie v • .e.. •• • .::n l;;. :u.=;::cn~!ór? !''dt-ncondrial. La 

presencia del detergente provocó turbide: al tratar de medir el 

foef ato producido. El efecto se repitió al agregar directamente 

el tritón X-100 a los tubos de la curva estándar, en medio 

ácido o a. pH neutro,, y ~ menorem concentraciones de detergente. 

Igual i ntar-Ferenci a se obtuvo con 1 ubrol PX al 1 Y. 

saponina en dos condiciones distintas: 

a) 0.25 mQ / mi, 30 minutos de incubación 4 °C. 

b) 1.0 mg / ml. 30 minutos de incubación a 37 °C. 

y con 
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Para evitar este .fenómeno se pensó en sonic~r la fracción 

mitocondrial durante tiempos variablee. La tabla e mueetra los 

resultados de aste experimenta. 

Aunque la actividad basal ~ue pequeña~ posteriormente se 

incrementó al aumentar el tiempo de sonicación. 

El hecho de haberse quintuplicado a los 2 minutos sugiere 

qua en e~actc ao trat~ do unQ cn=ima mitccondri~l que se ~ué 

liberando progresivamente con el tratamiento. Cuatro minutos de 

Actividad de pirofoafatasa inorg4nica en teatLculo 
de rata, a ~ravéa de lA maduración. 

.,.:-:Para 
•!""" ;· ~ .•• 

el patrón de la actividad de pii-ofosfatasa 

in~~~~ica 
oera!a"i:~"'"'hl • .fueron·. seleccionadas 6 é~ade!! representativas_ do_ .etapas 

;;'.:-;'.. 

citosólica a trav6s de la diferenciación del epitelio 

defiríidas do dicha di.ferencisciOn. de acuerdo con el cuadro 1. 

Puede verse en la TiQur.a 11 que a los 11 dias de edad 

o.01 < p < 0.02 > qua on a.nim'1les ma~·or-es¡ se incrementó al 

inicio do la pubertad < 14 - 16 dias de edad y una vez 

estableci·da se mantuvo en valores conai:antes. 
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Fig 1.- E~ec:ta del pirofos~ata de •odio (r?~: : :-! 
...,. l• det:er•:lnac:t.6n de fosfato :lnoroAn:lco <Pi). 

El fosfato inorgánico se determinó eegün el método 
señalado on el capitulo de "Material y "Métodos'' • 
Ademés del volumen ~dccuado de una solución 
estAndar de Na2 HP04 • < 50 }JoQ de Pi/ml >, a cada tubo 
se agregó HCLQ4 a una concentración ~inal de 5.2 % • 
a.gua para. completDr a un 'tolumen de 1.5 ml y 1 .. 5 ml 
del reactivo de heptamolibdato de amonio en H2 S04 , 

q~e formó un complejo colorido con el Pi volumen 
total• ~.o ml l. 

La abeorbencia fue medida 20 minutos daspuéa a 700 nm. 
de longii:uc:i .:la .w;¡L::;,.:.. C::::!!! ~·-~n+.o rmprementa el promedio 
de 3 determinaciones. So muestra una curva representa­
tiva de la~ obtenidas habitualmente. 
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Fig 2.- Efecto del tiempo de incubación sobre la actividad 
de· pirofow.fat.asa inorgAnica en un ha.ouenaizada de 
tast•cula de rata e.dul 1:.a 

Conce:mtr~c:it...,nes -fin.:J.lcs en l!!. me~cl:a de incubación : 
sacarosa 201. mM,trie 25 mM.EDTA 0 .. 1 mM,Mg=:SD,. 1.0mM 11 

Na4 P 3 0 7 1.0 mM 11 o.os ml de preparación en:tmAtica 
( 0.25 mg pr~teina / 0.5 ml de alícuota >, a un pH 
aparente de 7.5 11 en un volumen -final de 0.05 ml.· 

La mo:cla sin e1 sustrato fue preincubada durante 
5 mio. :i 37 °c. 

1 - ?"'c~c~ión ..:,,.. jnic:i·~ al aFfadir el sustrato 
! ~irofcsfato de sodio >. So tcimaron alícuotas de 
·').S ml 10 gegundos antes de cada tiempo soñalildo en 
la Qré.fic.a v se detuvo la reacción $l agr-egnr la 
s1icucta a 2.5 ml de HCLO,.. al 6 ~~ a· 0°C. 
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Fig ·3•- Efecto de la concentración da euotrato <PPi> eobr• 
la actividad da pirofo&f atasa inorgAnic& 0 en un 

··· h.,_enaizadc total da taaticulo da rata adulta. 

Las ccndic~anes empleadas ~ueron semejantes a lam 
descritas an la fioura 2. a excepción de la 
concentración de Mgaso •• que se mantuvo a s.o mM. 

Se var'ió la cantidad de PPi como se .indica.. El 
tiempo da incubsción fue de 30 y 60 segundos. 

Cada punto representa el promedio de 6 
determinaciones. 
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Fig 4.- Efecto dm la cancantra:l6n de Magnesio sobre la 
AC:tividad de pirofoafatasa inorg6nica an un 
homogeneizado total do test~culo do rata ;ufulta. 

Las condicione~ empleadas Tuercn 
de9critas en la figura 2. La 
pirofoa~ato inorgánico fue 1.0 
casos. 

semejantes a l3S 
concentración de 
mM en todos los 

El tiempo de incubación ~ue 30 y 60 segundos. 

Cada punto representa el promedio de 6 determina­
=! cnc~u. 
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Tabla 2. - Efecto de 1a varilll!:i6n 11i-.alt6nea an 1a c.-.:ent:racicn 
d• pircfo•fato ( pPi ) y ••Qn••ia < "ga+ ) •cbr• la 
actividad de pirofoafata•a incrgAnica un un 
hamcgenaizado total de teaticulo de r_ata adulta. 

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

Lo9 tiempos de incubación fueron 30 
segundOs. 

y 60 
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Filll 5. - Efecto de l • concantraci dn de. enzi "'ª •,obre 
la actividad de pirofosfat:asa inorg6nic.a en 
un hDftlogeneizado total de testtcula de rata 

·adulta. · · 

Las condiciones ·del en!!ayo fueron &emeJantes 
a las descritas en la Tigura 2. 

Los tiempos de incubación fueron 
!!~~unde:. 

30 y 

·• i~· Cada punto ·representa 
determinacianes. 

el promedio .. de 
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FiQ 6.- Efecto de la variación del pH sobre la actividad 
d• plrofosf ata•a inorgilnica en un homogeneizado 
total da tastlculo de rata adulta. 

Las condiciones del ensavo fueron semejantes 
a las descritas en la ~igura 2. 

Se ajustó el pH a 25 ºC ~ empleando Tris 
como amortiguador. 

Los tiempos= de incubación -fueren 30 
segundas. 

y 60 

Cada punto representa el promedio de 6 
determinscianes. 
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Fig 7.- Efecto.de la vu-iaci6n de la te11Peratura de 
preincubaci6n •obre la actividad de pirofoa­
fataaa inorgllnica en un hooaogeneizado total 
de teaticulo de rata adulta. 

Las condiciones del ensayo fueron semejantes 
a 1as descritas en la figura 2 9 excepto que ~ 
después de agregar la enzima a la me:cla de 
reacción. ésta se mantuvo a cada temperatura 
indicada durante 30 minutos. se llevó 5 
minutos a 37ºC y se inicio l~ reacción 
en:imAtica con la adición del sustrato. La 
incuU11c:. ~¡; p:"'o~i~t_·~ t. a 37 oc v e.e tomaron 
al !cuotas a los :SO '# 60 segundos. 
Cada punto representa el promedio de ó 
determinaciones. 
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Fio ea.- Efect:o de 1a variación en la t:-erat:ura 
de incubación sabre la actividad da pirOfos­
~ataaa inorg4n1ca en un hacaageneiza~o total 
de testiculo de rata adulta. 

Las condicionas del en$~yo ~ucron semeJañtes 
a las descritas en la ~igura 2. 

La mezcla se preincubó durante 5 minutos a 
'37 ºC y después de agregar la en::ima,. 5 min .. 
mAs a la temperatura indicada. 

La r·eaccidn se inició con la adición del sus­
trato y ~e continuó la incubación a la misma 

Sa tomaron al icuota.s a 1 os 30 y 60 segundos. 

Cada ,punto representa el promedio de 6 
d~te-~inaciones. 

Fig. Bb.- 6r4fica de Arrhenius, de la actividad 
de pi~o~as~atasa inarg4n1ca, construida B partir 
de las datos mostradog en la -figura ea. 
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Fia 9.- ~~ec:~o Qs Wiit•l•• div:!=:t=~ ~~b~~ le ~ctlvid~d 
de pirofoafataaa inarg6nica en un homogeneizado 
total de testiculo de rata adulta. 

Lau condiciones del ensayo fueron semejgntes 
a las descritas en la figura 2. 

Los tiempos de incubación fueron 30 v 60 
segundos. 

Cada punto representa el promedio de 6 
determlnacioneg. 
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Tabla :S.- candicianos Opt.1.-s para det:arlllinar la act:ivl.d ... 
de pir~Dtlfat. .. a inargllnlca en ... haeoganeizado 
t:at.al de t:nt:!cu1o d• rat:a adul t:e. 
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Tabla ·3 

Mezcla de Incubación ,. Concentración 
rñ M 

Na4 Pa o., 1.0 

Mgz s º· 1.0 

Sacarosa 200. 

Tri• 2.6 

EDTA 0.1 

Preparación enzimática O. 25 ·p~ht'1na 
Volumen final O.IS mi 

T .5 . 

'temperatura 

Tiempo· o, 50y60 seg. 



4.·~ Ef~o.~a 1a a1i.aai~li:'~e iiu~o de b..;,t.n.;· -:~.u ' 
sobr'e.·J.ia-·actividd.-d•··Plrofosf-ata••· lnar.gAnica .•. 
·de'.&stlcu10··da rata· ·adulta.· · ' · 

Las condiciones del ·ensayo fueron se"ln&Jiin't·es·· 
a las resum~das sn lf t~bl~ 3. 

., 

Para que fu~"ran comparables entre si 11 los re~ ~ 
BIL:l.1.tados se expresan', en ·/-'moles de Pi .• min;t.._' .:;~~;t . 
• g-• da teJ·!do hómedO,, ya·que el· contenldo·de··· 
pr'OtEtlna ee vió afectado por 'la:· adici.On de.·.·._.,. 
albdmina de suero de:. bovina·· < · BSA ». · 

-~ ·.· : ~. 



T A B L A 4 

ADICION AL 
ADICION AL MEDIO MEDIO DE HO-

DE INCUBACION MOGENEIZACION 

BSA (1%) SIN BSA BSA (1%) 

)J110LES ¡>¡/MIN/G TEJIDO HUMEDO 

28.66 1 29.69 1 27.62 



Tab ª'' . .>:~.·-:- .. · ':>i•tr:lbÚc:lón BUbcalular. de la actividad 
da piro'fasfat••• inargilll'iiéa dit--te•ticulo 
.de, ra~• adu~ta • . ~ . 

'! L;l.5 condiciones del ensayo fueron semejantes 
~ le.s señaladas en la tabla 3. 

Lo5 result~dos expregad0s corre5pond~ al pr~medio 
de 6 experimentes realizados por triplicado - des­
vi-ación estándar. 

Las fr.a~c~pnes supcelulares_ ,~e obtuvieron conformo 
al esquema de centrifug~cidn diferencial nehalndo 
en al texto. 



FRACCION 
SUBCELULAR 

HOMOGENEIZADO 
TOTAL 

NllCLEO Y RESTOS 
... ~. 111 11.n.~~ 

11ITOCONDR1 AS 

PESADAS 

l11TOCONDR !AS 
LIGERAS 

fRACCIÓlt .. 
CITOSOL 

RECUPERACIÓN 

T A B L 1\ ~ 

DISTRIBUCION SUBCELULAR IJF. LA 
ACTIVIDAD DE PIROFOSFATASA IHORGAHICA 

DE TESTICULO DE RATA ADULTA 
\ 

prnoles PI/MIN/G lEJIDO ,; ,urnoies P1/M1N/Ki PROTEINA 
Hll>lEllO 

32.t¡()± 4.1¡() 

2.71 ::!:0.53 

0.2B ±0.02 

o.30 ±o.os 

0.20 ±0.03 

29.49:::!! 4.37 

1 
; 

100 0.30± 0.04 

8 .33 :!: 1.63 o. 11 ± 0.01 

0.86 :!: 0.06 O.OJ± 0.01 

0.92 :!: 0.24 0.09± 0.03 

o .61 :!: 0.09 0.06:t 0.01 

91.04 :!: 13.48 o.ea± 0.1 

101.86 :!: 15.S 



Figura. 10.- Distribución subcelular de la actividad 
d~ pircfo~~~te~e in~~;~~ic~ en ~~~t!culo 
de rata adulta. 

Las condiciones del ensayo ~ueron semejantes 
a lae resumidas en la tabla 3. 

Para obtener una distribución porcentual,los 
resultados se expresan enµ moles Pi • ~in-s 
• g- 1 de tejido húmedo, tal como se seWala en 
la tabla 5. 

Los resultados graficados corresponden al pro­
medio de 6 experimentos realizados por s~mtu­

pl ica.do 11 con su!: respectivas desviaciones 
est.:lndar. 

Las .fr.acciones subcelulares se obtuvieron con­
for:-ma: al esquema de centri-fuga.ci ón di-ferenci al 
eeR"al ado en el texto.· 



52 

Figuro 10 

40 J 100 'l'o 

o 5ü 

.ih 91 o/o 

-~ 

-
"O 
CD 
E 

•::J 
.s:: 

-~ 

o 
.:2 

~ 
20 -e> 

..... 
e 
e 
..... 
ü.. 

CD 10 -.., 
o e 
~ 8.3 'Yo 

·, 

...... _,_ 
1 

0.9 "º 0.9 "· 
o.e 'l'o 

H. t. Paooa. P:soooa. Paooo .. P1110000g 51500000. 



Tabla 6.- Efecto dal lavado da la frac;ci6n .. 1.tocondrio.l 
sobra la actividad d• pirofosfat••• inorgAnica 
an táaticulo de rata adulta. 

Las ~ondiciones del ensayo ~ueron aemejan~es 
a lae·resumidas en la tabla 3. 

La obtención de las pastillas se detalla en 
el capit.ulo "Material y Métodos". 

Se muestran los resultadas individuales da 4 
exper"i.mentos.as:l como los promedios y deavia­
cionas est6ndar da las dato& comparables. 
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TABLA 6 

EXPERlHl:ll'l'O FJIACCl<ll! .. • . .. g t,.;jÚlo .· 
• SUBCEUJ .. '\R priQ1es Pi/mini hlE.iedo ' prrc1"8 Pi/minlmg~ 

P6000g 0.125 o.oso 
l P6000g ler. lavado 0.014 0.015 

PGOOOg 2~'!' lavado 0.012 0.008 

P6000 g . 0:122. 0.048' 
2 PGOOog·1er. 'laVado o;.013 0.012 

PGOOOg 20. lavado 0.009 0.007 ¡.~·: 

P6000g 0.122 . º~º"º 3 PGOOOg .. ler. laVado 0.012 0.010 
P6000g 2o. lavado · o.oos· 0.007 ·.',!• 

----:-o-::'""""=~:;-""-

.PGOOOg 0.095 '0.035 .. P6000g 1cr. l.avado 0.012 . o.01c 
P6000g 20. lavado o.ooe 0.007 

Prcmedio Ps·oo·o g, : o;.116+0.o:ilf · o.043+o;Óos 
:!: Desviación P6000g ·1er. 'l.ivadO 'o.ó1a+o;oo1 0.011+0.002 
~·· P6000g ·:lo. lavad0 1 ·,· o.oos+o·;oo1 •· · 0".007+0.00S 

,._. 



Tabla 7 • Medida d• .. lill cont:aminacion d• las fracciones 
•it:ocandrlit.l ... por .. cit:osol y vlceV....áa. 

La medición de las actividades de deehidrooenasa 
isocitrlca y de deshidrogenasa de gluccua-6-~osf ato 
se determinaron. bajo condiciones de velocidad 
iniciar 1 iil 340 nm, midiendo 1 a forma.et ón del/ 
nucleótido reducido correspondiente. 

En cada caso las celdillas contentan: 

!~H~ ~An- 0.33 mM. isocit.rato de sodió ·5.3'3 .. mM. 
ADP .0.. 67 mM, MnCl,. 1. 33 mM, 25 J-11 di!' preparaci.On ·. 
en:zim~t:ica (250 µg de prot:eina - º' 4'l. t:rit:ón x-1001 ,. 
Tris acetato 33.3 mM, pH aparente de 7.2, v~lumen 
final 1;0 ml. Temperat:ura ambiente. · ···.· · 

B6P-DH1 NADP- NaHa o.5 mH, glucoaa-6-fosfat:o 0.67 mM 
50 µ1 de preparación en:zimAt:ica <SOO .1-1g de prot:eina-
0.4 Y. tritón X-100 >, TEA 40 mM, pH aparent:e de 7.4 
Volumen ~inal• 1.0 ml. Temperatura ambien~e. 

La actividad de pirofosfatasa inor9.Anica se determinó· 
segdn las condiciones detalladas en la tabla 3. 

En la óltima columna se expresan les valores encontrados 
en cada ~racciOn, corregidos de acuerdo con el porcentaje 
de cont:1.mina.ci6n dada por la. enzima marcadora de la frac­
ción contaminante. 



T A B L A 7 

Oesh ldrogenesa Oeshldrogenase Plrofos fa tesa 
lnor11:ánlca 

FRACCION leocrtrlce-NAD+ de glucosa-6-fosfato 
Experimenta• Corre¡i;ldo 1 

SUBCELULAR nmoles nucléotldo reducido n motes Pl/mln /g,tejrd~ 
mln- l ¡¡;-' teJfdo · húmedo húrtléd« 

p 3000 g 180 o.o 30 30 

p 6000 g 53.5 7.0 70 69 
(1. 58~) 

CITOSOL o.o 434.0 730.0 730.0 
(98. 423' 



Tabla 9.- Efr.:to de la sonic•c16n sabre la actividad 
da plr~o•i'•t:asa lnarg6nh:a - la 4racci6n 
eltoc:ond~1al de t: .... t:iculo da rata adulta. 

La -fr·ac:c:ión mitcc:ondrial ne diluyó a 10 ml en medio "A" 
y:,.., scnic:aron al ic:uotas de' 2. O ml durante los tiempos 
sattaladon, en un nonicador MSE. 

Las condiciones empleadas para determinar la actividad 
enzitl1i!!:.!!:~· ~ueron uemeJantes a 1 as resumidas en la ta­
bl.. ;s. 



TAlilLA 8 

TIEMPO DE tejí.do 
proteína 1 SONICACION )-IID01es -Pi/min/g húmedo pmo1es Pi/min/mg 

(segundos) 
1 
1 

o 0.026 0.020 

; 

30 0.077 o. 06 5 

-

60 J. C!r1 o. 069 

120 0.124 o.·oé9 

240 o.nas o. 072 



Figura 11.- Actividad de pirofosfatasa inorgánica 
en test!culo de rata, a través de la 
maduración. 

Las condiciones para cuantificar la actividad 
de pirofosfat~s3 incrgAnica fueren semejantes 
a las resumidas en la tabla 3. 

El nr.:'\mer-o de animales utilizados en cad3. e:-:pe­
rimentc$ por edad$ fue de acuerdo a le señala-... - . ... .. . -··- ... -
UU t::ll ,¡.¡::1, '-:.\U~i:::::i. ~-

Cada punto representa el promedio del número 
de experimentes < n ) realizados cada uno de 
el los por se:-:'.:upl i cado, desvi ac:i ón eEtánda.:-. 

!··,:.·,· 
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D I S C U S I O N 

La activid~d de pirofosfatasa inorgAnica estA presente en 

todas las c~lulas en que hasta ahora se ha 

estudia.do C16,3S.48,SS>. E:l testi.culo no .es una e:;cepc:ión. En un 

trabajo previo del laboratorio (26>, se informó una actividad 

olovada en un homogeneizado toi:.3.1 de tee:tfcu!o adulto. Sin 

embargo esta actividad no había sido caracterizada ni se le había 

asignado una localizaciOn intracelular definida. Además, dado 

que tanto el contenido de PPi como la actividad de pirofosfatasa 

inorgánica han sido asociados con procesos anabólicos, resultaba 

importante determinarla en diversos estadios de diferenciación 

del epitelio germinal, en donde son conocidas las fluctuaciones 

on la sintesis de macromoléculas < 24.60 >. 

En la discusión de nuestros resultgdos es importante 

considerar. en cada etapa de la diferenciación del epitelio 

germinal• ia he~erogeneidad de la población celular Gn estudio. 

Consideraremos en primer término la caracterización de la 

actividad de piro~os~atasa inorgánica en un homogenei2ado total 

de testículo adulto. en el que un 60 ~ de las células presentes 

~on e~permAtida9. ~!rededor del 20 ~ sen asparmatocitos y el 

porcentaje restante corresponde a espermatogonias y a cólulas no 

germinales 21 >. 

Al igual que lo informado para pirofoHfatasas inorgánicas de 

otros tejidos (89 > nuestras evidencias apuntnn al complejo 
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PPi - Mg~• como el verdadero su5trato de la en:ima < figs. 3.4 y 

tabla 2 ). En estas condiciones resulta di~icil la determinación 

de la Km aparente, va que depende de la concentración de Mg2+ 

libre. 

De acuerdo con los datos de P.andhal obtenidos con 1 a 

piroiosfatas.a inorgllnica membranal de Rhodospirillua rubrua 

<79 )• los valores de Km aparente para la concentración de 

:;;u'!:trato 

libre de 

ontre 100 ,¡.111 y 1000 µ11, 

10, 50, 100 y 500 pl1 

con una concentración de Mgo:a+ 

son 500, 350, 1ti0 y 

respectivamente. Nosotro5 bajo las condiciones descritag en el 

texto calculamos una Km aparente de 151 µ.H, y calculamos la 

concentración teórica de Mg2+ libre en nuestro medio de 

incubación <sin preparación enzimAtica l, utili:ando un programa 

de computación que permite calcular la proporción que existe 

·~ntre ligandos, iones metAlicos libres y complejos ligando-idn 

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

constante de afinidad EDTA-Mg2 + da 2.28 y una constante de 

afinidaá PP.i --~;!Z+ d~ b. O a 20 °c ( 5.9 ) ,, el programa indicó una 

concentración de Mg~• libre de 30 pM. Sin embargo, es necesario 

subrayar que en este valor no se involucró el contenido de Mg=-·· 

de nuestra fuenta enzimática. ni ~e hizo una corrección a las 

afinidad, a la temperatura y pH reales de 

nuestro ensayo. 

Las curvae de temperatura sugieren que la enzima tiene 

uniones o puentes que permiten que sea estable a altas 

temperaturas, en cambio perderian su e~ecto a temparaturas baja6. 
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Cabe señalar que la actividad do pirofosfatasa de testiculo a 

altas temperaturas fue subestimada, ya que es bien sabida la 

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

acuerdo con las figuras pertinentes (6,8>, a 60 °c, tenia.mes un 

pH real de 6.S < una unidad menor al oriQinal ( 75 l. 

La curva de Arrheniue mostró un punto de quiebre, lo cual ~e 

habta pensado era caracteristica da las enzimas mambran~lea (97>, 

aunque también se ha sugerido que, de presen:;ao el .;~nómeno una 

enzima EOluble, implicar!a un cambio definido en la conformación 

de la protetna a partir de la temperatura correspondiente al 

punto de quiebre < 20 °C en la enzim~ de nuestro estudio>. 

Segdn la Curva de pH, es probable que, de haber ajustado el 

amortiguador a 60 ºC, la actividad de la enzima habr!a resultado 

ser mayor en un 25 %. 

La resiEtencia a la inactivaci6n por el calor encontrada en 

la enzima testicular es semejante " la 

pirofosfatasas inorgánicas de otros origene9 

informada 

( 47 ). 

para 

En un 

estudio realizado por Horn <43 >, éste encentro que i. prc:~nci~ 

de un efector alostérico confiere resistencia a la en=ima ccntr~ 

la in•c:tivación con calor. Siendo el pp1 4 - el agente protoctor 

fuerte~ se ha sugerido <30 ) que esta enzims tiene altas 

propiedades reoulatorias conferidas por el est~do i6nico del 

pirofosfato libre, es decir aquól qua no forma complejo con el 

magnesio. Dado que el sustrato es precisamente el PPi acomplejado 

con Mg2 - CB,22) ~esalta la importancia de la relación PPi libre / 

PPi-Mg 2 -en la regulación fisiológica de la actividad de la enzima. 
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Do hecho la forma sgmoide de la curva de ofec:to de Mg 2 • sobre la 

actividad enzimAtica ( fig. 4 > sugiere que la en=ima. puede ser 

regulable por Mg 2 •. Además, es de hacer notar que el pirofosfato 

a altaa concentraciones se comportó como inhibidor de esta en=ima 

fig. 3 ). 

Carecemos de las estimaciones de los niveles de PPi y Mg 2 • 

en el tejido testiculgr, asi como de la compartimentalización de 

loG metabolitos. iones metálicos y demás factores que están 

relaciona.dos con las rescciones que involucran al PPi. Sin 

embargo, coneideramos importante estudiar el e~ecto de otros 

iones diva.lentes sobre la actividad en=tmatica, en vista de qua, 

en alQunos sistemas, el ión Zinc es considerado como el segundo 

activador mAe efectivo después del Mg 2 - <64). A diferencia de 

éostos,, la enzima te5ticular no manifestO actividad alguna en 

presencia de Zn2 - o de ca~- ( figura q a ninguna de las 

cancentraci enes usadas. Trabajando con pirofos-f atasa 

citoplásmica en higado de ratón. Horn 43) encontró que a 

~cncen~racicnes de 1.0 mM el zn~- es inhibitorio en un 48 Y. y el 

cs 2
- en un 97 ~. 

La inhibición completa obtenida por nosotros en presencia de 

~n2+ a de ca2 + pudiera tener .... elevancia. fisiológica, dada la 

particular importancia que tienen ambos iones durante la 

e~permato9éneeis. En relación con el primero, 9u disminuci6n en 

la dieta produce infertilidad (13), y en cuanto al Ca'-, parece 

regir algunos pasos específicoa da la empermiogénesis <B4>. 

Es muy probable que las caracteristicas descritas de la 
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pirofosf~tasa inorgénica de to:tículo correspondan a la en=ima 

cito5ólica, y~ que en al estudio de la localizaciOn intracelular 

de l:t actividad ( ·figur:t. 10 , tabla 5 ) , el 90 'Y. del total se 

encontró en la fracción soluble. Muestro hal 1 azgo es -=:i mi 1 ar al 

de otros autores en higado de rata y de ratón. En efecto, 

Nordlie y Lardy (69 > encontraron un 94 % en la ~racciOn soluble 

de higado de rata C22.3 p moles Pi. min-~. g-s de tejido hdmedo>. 

Horn informó que el 90 'Y. de la actividad total do la en~ima 

estaba localizada en el citosol de hiQado de ratón <43 ) y Pynes 

refiere valores del 98 X en la Tracción soluble de páncreas de 

paloma (77 >. 

A pesar de que la mayor actividad se encontró en el citosol,. 

nuestros resultados sugieren que el te5ticulo contiene t9.mb.tén 

actividad mitocondrial de pirofosfatasa inoroAnica, ya que 

gracias al uso do enzimas marcadoras de cada fracción, fue 

posible detectar el grado de contaminación citosólica y e-fectuar 

Pl cálculo de la corrección correspondiente <tabla. 7 ). En el 

mismo sentido es también sugerente el incremento do actividad 

obtenido por sonicación progresiva de las mitocondrias <tabla e>. 
Son pocos y racicnte~ los estudios de pirofos.fa~tasa 

incrg6nica mitocondrial (57,96). Sin emb:irgo, apuntan a la 

posibilidad de una participación de esta enzima en la produccton 

da energ:ia.. Queda para estudios Tuturos definir la importancia 

de su papel entr~ los sistemas de transducción cnercótica. 

Es mavor el caudal de inTormactón que se ha acumul~do en 

relación con la función de la pirofos-fatasa inorganica 
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citosólica, qui~6s por ser la més abundanto- Se ha 95Cciado con 

la sintesis de macromol6culas (37 >. Esto haria suponer que su 

actividad estaria aumentada o elevada en órganos activos en 

sintesie de proteínas y de ácidos nucleicos (77 >. 

Por otro lado, descubrimientos recientes han sugerido quo la 

pirofosfata=~ inorgánica puede tener un papel importante no sólo 

en la regulación de la sinte::is macromolocular y crecimiento, 

sino 'lambi.;n en ~vente·~ e.·olut.1vos mo=diantc:: la. influcinc::i.:i. i::cb:-c 

l 9. exactitud de copia.do de l aa moléculas de ADM durante la 

dupli~aci6n cromosómica ( 98>. 

Se han realizado algunas estimaciones de la concentración 

intracelul3r de PPi en higado de rata (98 >. Sa sugiere que el 

PPi 'total medido astil libre v localizado en el citoplasma. Por 

lo tanto se esperarín que ln ma.vor !lctividad de pirofos-fatasa 

inorgánica .... ubicar~! en el citosol donde hidroli:?aria 

rápidamente el PPi formado por la activación de 4.cidos grasos, da 

aminoácidos o por las reaccione!! de polimeri:ación de ARM y ADN. 

Se sabe que simultáneamente al desarrollo del proceso 

anabólico,. lam conceritr.::=ionee de PPi se elevan considerablement·.e 

( 82 ) • 

Por otra parte~ •e sabe que durante el crecimiento existe 

una producctdn amplia de pirofosia~o inorgánico ( PPi >. Además,. 

en la ausencia de crecimiento hay un ciclo din~mico continuo que 

permite que el PPi se forme durante todo el tiempo an los teJ!dos 

( 3 ). 
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La ms.duración del epitelio qerminal del testiculo provee un 

modelo para el estudio de los Tenómenos que acompahan a tal 

diferenciación celular. 

Durante la espermatoqénesis hay una gran cantidad de caminos 

anabólicos. así como de expresiones genéticas definidas, en cada 

etapa del proceso. 

La determinación de la actividad de pirofosfatasa inorqAnic:=-. 

en testículo de ratas de edades di '.•ersas, desde 1 a pubertad 

hasta el estado adulto,. reveló una actividad 40 ~ infer_ior en los 

animales prepñberes<0.01< p <0.02>al compararios con los adultos. 

El incremento en la actividad se manife5tó a los 1á dias,. 

acompaffando el periodo proliferativo de los espermatocitos 

primarios. Fue sufriendo pequeños incrementos, carentes de 

significanci3 emtadistica, hasta lleg3r a l=i edad adulta. 

Existen informes en la literatura sobre el patrón de síntesis de 

rat.ón(34). La velocidad de síntesis de!' ARN es mayor durante el 

diplotano en comparación can el leptoteno o el zigoteno v se 

detiene al inicio de la e2permiogénesim. La stntesis de proteína• 

en el citopla'S!ms continda hasta casi el. final de la 

espermioqénesis,probablemente sobre moléculas de ARN pre~ormadas. 

La supresión de la sintesis de proteínas nucleares se extiende 

hasta el Oltimo periodo da la espermiog~nesis Cespermátidas en 

estado 11). 
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Si c:on~idcr:.mos que un:J. ac:ti.,,idad en;::imática e::presada poi 

gramo de tejido hdmedo es probable que re~leje ~undamentalmenta 

la actividad de la población colul~r más abundante en cada 

momento de la diferenciación, pareceria que la pirofosfatasa 

inorgánica está presente en la mayoria de las células del 

tosticulo, pero con msyor actividad en el epitelio germinal a 

partir de la etapa de espermatocitos primarios. 

Suger!mo~ que el incremento en la actividad de la enzima al 

inicio de la pubertad puede deberse a una asociación,, en ese 

momento. con el patrón de sinte2is, tanto de ácidos nucleicos 

como de proteinas. Su estabilidad durante la espermiogénesis 

hasta la edad adulta, podría correlacicnarse mAs con la sintesis 

de proteinas que con la de ácidos nucleicos,. )ta que ésts. se 

~ncuentra reprimida en las células hap!oides, con excepción de 

una si. ntesi s de ADN mi tocondri al reci entementc demostrada (39 > • 

En cambio, el grueso de l~ s!nte5is de proteínas Ge detiene ha9ta 

al dltimo pase de la diTerenciación de las espermátidas. o sea la 

Rosta por dilucidar en estudio~ -futuro!! si ~e trata de uno. 

stntesis da novo de la pirofos-fatasa inorg6nica durante la 

pro~ase de la meiosie~ o de un mecanismo de activación de la 

nn%ima relacionad~ con el aumento en la producción de PPi al 

desencadenarse el incremento en la sintesis de macromoléculas. 
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R E S U M E N 

1. Se estableció la metodoloqía adecuada para la determinación de 

la actividad de pirofoefata5a inorqánica en el testículo de la 

rat:a: 

1.1. Determinación de fosfato en presencia de pirofosfato. 

1.2. Condicione5 óptimas para medir la act.ivid~d d~ piro-FoGfataea 

inorgánica < tiempo, concentración de sustrato~ concentración de 

enzima. pH. temperatura y metales divalentes >. 

2. Se determinó la locali:ación intracelular de la actividad 

enzimática. midiéndola en homogeneizados totales y en las 

diversas fracciones subcelulares obtenidas por centrifugación 

diferencial. El 90 'l. de la actividad de piroTaeTatasa inorgánica 

se localizó en el citosol y sin que nuestros datos sean 

concluyentes sugieren ~uertemente la existencia de una pequeña 

3. Se estudió la distribución intracelular de la actividad da 

pirofosfat.asa inorgánica en relación con 

testicular~ obmervándcse que en ratas prepáberes 

la madur a.ci On 

11 d!as de 

·edad la citosólica tuvo s61o un 60 ¡(de 1~ .:ic:tividad que 

habitualmente se encontró en el citosol del tost{culo adulto. 
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• 
e o N e L u s l o N E s 

1. La presencia de pirofosfato inorg~nico no afectó la 
determinación del ortofos~ato bajo las condiciones empleadas. 

2. En homogeneizado total de teeticulo adulto la pirofosfata5a 
inorg~nica pre=entó las s=iguientes car-actarísticas: 

2.1 Mostró dependencia de Mg 2 - en una relación equimolar 111 
can pirofosfa.to inorQánico. Mo tuvo actividad en presencia de 
Zn 2 - o de c.~~--

2.2. Km aparente de PPi : 151 uM. 

2.3. Tuvo un máximo de actividad a pH 7.5. A pH más alcalino 
':iisminuyó pero fue adn considerable a pt-1 C?.O 

2.~. Fue estable a temperaturas altas <hasta de 60 °c >. 

3. Localización intracelular: 

3.1. La mayor parte de la acti .. tidad de pirofge-Fatasa inorc;;iánica 
de testículo se locali~ó en el citosol < 90 % ). 

3.2. Se observó una pequeffa actividad <1 ~respecto al total> de 
pirofosfata&a mitocondrial, sin asociarse preferentemente a 
mitcccndria~ pesadas o ligeras. 

4. La actividad de pirofosfatasa inorg~nica citosOlica 
manifestó peco cambio durante la maduración del epitelio 
germinal. Sólo en mnimales prepüberes < 11 dias de edad ) Tue 
menor en un 40 % respecto a la actividad en el animal adulto. 
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