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INTRODUCCION

Consideraciones generales

Unode los mecanismosconocidos para regular la actividad
metabólica celular es el de la inducción.y represión de enzima,
mediante la acción de diversos factores que pueden ser metaboli­
tos de la propia célula. Este tipo de mecanismosha sido bien es­
tablecido en bacterias así comoen células de animales superiores.
En estas últimas, la presencia de diversas sustancias regulatorias
adicionales, comopor ejemplo las hormonas, hacen más complejos
ios mecanismosde control de la función celular (l).

Una amplia variedad de las respuestas celulares a las hormo­
nas están mediadas a nivel molecular por el AMPcíclico, este nu­
cleótido puede causar, además de una activación de enzimas exis­
tentes, la sintesis de nuevas enzimas (2). Este último efecto pue­
de ser controlado por la acción del AMPcíclico durante la traduc­
ción y/o transcripción del RNAmensajero.

Una posible explicación de cómoactua el AMPcíclico sobre la
transcripción ha sido pr0porcionada por Langan (3.4). el que obser­
vó que la fosforilación de histonas en higado es estimulada por el
AMPcíclico. Este proceso está catalizado por un sistema enzimá­
tico complejo llamado generalmente "proteinas quinasas". Las pro­
teinas quinasas catalizan la transferencia del fósforo terminal
del adenosina trifosfato (ATP)a aminoácidos en sustratos proteicos
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según la siguiente reacción:

Proteina + n AIP proteína Proteína - n + n ADP
quIEEsa

Reacciones de este tipo requieren un ion metálico divalen­
te, generalmente M3Ï+y se piensa que el sustrato verdadero es
un complejo AIP - metal.

Una de las primeras descripciones de una actividad enzimá­
tica de este tipo fue comunicadapor Sundararajan y col. (5) ,
los cuales en el curso de una investigación sobre la incorpora­
ción de fósforo a caseina en la glándula mamariasecretante de
conejo, encontraron una enzima que fosforilnba caseína y fosfa­
vitina.

Poco después, Rabinowitz y Lipman(6) identificaron enzi­
mas fosforilantes del mismotipo en levadura y cerebro de ter­
nero, estas enzimastambiénfosforilsban fosfovitina, utilizan­
do al AIP comodador de fósforo.

En una serie de trabajos posteriores se describieron enzi­
mas similares en membranasde eritrocitos (7), en ovario y hus­
vos de Ranapipiens (8), riñón de rata, conejo y cerdo (9),eto.

En 1956, Krebs y Fischer (lo) describieron una enzima que
cataliza la fosforilaoión y activación de la fosforilasa de
glucógeno en músculo; esta enzima se llamó fosforilasa quinasa
para distinguirla de la de caseina o fosfovitina quinasa. Una
enzima similar fue descripta simultáneamente en higado por Ball
y col. (ll).

Desde entonces se han descripto otras enzimas que se cree
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son quinasas específicas y se las llamó, de acuerdo al que se
piensa que es su sustrato preferido: glucógeno sintetasa qui­
nasa (12), histona quinasa (13), protamina quinasa (14), fosfo­
rilasa quinasa quinasa (15, 16), etc.

Comofue señalado más arriba, estas enzimas pertenecen al
sistema enzimático llamado "proteínas quinasas" y todas com­
parten las características de ser activables por el AMPcícli­
co; ya en 1968 poco después de haberse demostrado la existen­
cia de la fosiorilasa quinasa quinasa, se reconoció que esta
enzima que era activada por el AMPcíclico, tenia una amplia
especificidad de sustrato ya que también catalizaba la fosfo­
rilación de caseina y protamina y de acuerdo a esto se la lla­
móproteína quinaea dependiente de AMPcíclico (16). Casi si­
multáneamente Langan (3) encontró que el AMPcíclico aumenta
la velocidad de fosforilación de histonas por preparaciones de
hígado. En un estudio más amplio Kuo y Greengard (17) encon­
traron que proteinas quinasas AMPcíclico dependientes esta­
ban ampliamentedistribuidas en los tejidos y en diferentes
especies y postularon que la mayoria de 10s efectos fisioló­
gicos del AMPcíclico son debidos a la activación de este ti­
po de enzimas.

Además, los hallaZgos de Langan de que el AMPcíclico au­
menta ln fosforilación de histonas cuando se administra "in
vivo" (18) y que el glucagón además de aumentar la concentra­
ción de AMPcíclico en higado (19), aumenta también la fosfo­
rilación de histonas (4) condujeron a proponer el modeloes­
quematizadoen la figura l para explicar algunas de las fun­
ciones de las proteínas quinasas dependientes de AMPcíclico.

_4­



ATP ATP

A C P Pr I'
D l R 8 oema
E C ° l

Hormona N L T N .
-> l A E A Proteina-rEfecto

L S ¡[J S Fosforilada HormonalA A
A

PP+3',5'-AMP ADP

Figura l



En el transcurso de sus estudios sobre la proteina quina­
sa dependiente de AMPcíclico, de corazón bovino, Brostrom y
col. (20), postularon que esta enzima está formada por dos
subunidades, una regulatoria: R y una catalítica : C, las que
pueden disociarse en presencia de AMPcíclico.

complejoTú- enzima
inactivo activa

La subunidad R es inhibidora de la subunidad cataliti­
ca C, que es la forma activa de la enzima.

La subunidad R tiene la prOpiedad de unirse al AMPci­
clico, al aumentar la concentración de AMPcíclico intrace­
lular por acción de hormonas, se desplaza el equilibrio de
la siguiente ecuación hacia la formación de la subunidad C.

CR + AH? cíclico ——-.- R - AEP cíclico + CF
En un trabajo independiente Gill y Garren (21) también

dedujeron que el AMPcíclico causa disociación de un comple­
Jo enzima-inhibidor, en esta mismalínea Tao y col. (22)
mostraron que la proteina quinasa de reticulocitos puede ser
disociada en dos subunidades, por el AMPcíclico, una cata­
litica y otra que se une al nucleótido, sugiriendo un es­
quemasimilar al anterior; resultados similares obtuvieron
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Kumany col. (23) trabajando con proteína quinasa de higado. La
separación completa de las subunidades R y C fue realizada por
estos últimos autores, además de Reimanny col. (24) y Eklichmm
y col. (25).

Tambiénha sido descripta una proteína quinasa dependiente
de GMPcíclico (26).

Papel de las proteinas guinasas en el metabolismo celular

Comofue dicho al comienzo, el AMPcíclico Juega un papel
preponderante en los mecanismosregulatorios hormonales y ade­
más muchosde sus variados efectos parecen reflejarse en au ha­
bilidad de activar diversas quinasas, que por la importancia de
las reacciones que catalizan merecendetallarse.

i. Proteínas guinasas l la regglación del metabolismodel gluco­
seno

En el metabolismo del glucógeno tanto la regulación de la
glucogénesis comode la glucogenólisis están moduladas en algu­
nas de sus etapas por la acción del AMPcíclico, actuando a tra­
vés de la activación de proteínas quinasas.
1) Fosforilasa guinasa guinasa

El glucógeno, en su degradación, es hidrolizado a glucosa
- l - fosfato por la enzimafosforilasa (27. 28) la cual existe
en el hígado y en el músculo bajo dos formas: foaforilasa a (ac­
tiva) y b (inactiva). La fosforilaea b, es convertida en a por
la fosforilasa b quinasa (29). la cual existe también bajo una
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forma activa y otra inactiva. La fosforilasa b quinasa inacti­
va es activada por otra enzima, una proteina quinusa cuya acti­
vidad depende fundamentalmente de la presencia de AMPcíclico
(16, 30, 31, 32, 33); esta proteina quinasa ee denominófosfori­
lasa quinasa quinasa (16, 34).

Esta reacción puede ser inhibida por una proteina termo­
estable derivada de músculo esquelético (35, 36). Dicho inhi­
bidor fue descripto por primera vez bquueando 1a conversión de
la glucógeno sintetasa independiente a su forma dependiente
(37).

2) Glucógenosintetasa guinasa

Concomitantementecon la activación de las enzimas res­

ponsables de la degradación del glucógeno, se produce una mo­
dificación en la actividad de la glucógenosintetasa (38). Es­
ta enzima también existe en dos formas: una fosforilada, inac­
tiva (D) y una forma no fosforilada, activa (I). La mismapro­
teina quinasa que cataliza la activación de la fosforilasa b
quinasa, puede fosforilar la glucógenosintetasa convirtiéndo­
la en inactiva (39, 40). En la figura 2 presentamos un esquema
de lo anteriormente expuesto.

Es oportuno destacar que las hormonas que estimulan la
producción de AMPcíclico, también provocan un aumento en la
actividad de estas proteinas quinasas dependientes de dicho
nucleótido.
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Il. Proteinas guinasas y la regulación del metabolismolipídico

En el tejido adiposola hidrólisis de los triglicéridos
es catalizada por una lipaea. En 1964 (41) se demostró en un
sistema libre de celulas que la lipasa de tejido adiposo puede
ser estimulada por AIP cíclico en la presencia de AIP, por ana­
logía con lo que sucede en la activación de la fosforilasa, se
penso en la probable existencia de formas, fosforilada y no fos­
forilada de la lipasa. Beta idea fue parcialmente confirmada en
1969 (42) cuando se halló una proteina quinaea dependiente de
AIP cíclico en tejido adiposo.

Poco después (43) se demostró que una proteína quinasa de
músculo esquelético de conejo aumentala actividad lipolítica de
un homogeneizadode tejido adipoeo, cuando se la incuba en pre­
sencia de AIP cíclico. Casi simultáneamente, (44) se descubrió
que cuando una lipasa sansible a hormonasparcialmente purifi­
cada de grasa epidimaria de rata, se incuba con AIP - Mg+*
AIP cíclico y proteina quinasa de músculo, aumenta su actividad;
sei mismose demostró la simultánea activación y Ioeforilación
proteica en una preparación purificada de lipasa (31). Otros
autores tambien describieron un aumentode actividad de lipa­
sa en una fracción incubada con AIP y AIP cíclico (45).

III. Proteinas guinaeae1 la regglación'de la actividad nuclear
En 1966 fue demostrado (46) que complejos DNA- histona

fosforilada de timo de rata, tienen mayor capacidad comotem­
plado para la síntesis de RNA" in vitro" que complejos de DNA
histona no fosIorilada. y se sugirió que los cambios en los ni­
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veles de fosforilación puede ser un medioefectivo de alterar
la habilidad de las histonas para reprimir el DNA.

Paralelamente otros autores (47) encontraron incorpora ­
32? a histonas de núcleo de timo de ternera yción de fósforo

que linfocitos humanosestimulados con.ïitohemoaglutinina au­
mentan la sintesis de RNA. Esta sintesis está precedida por
una estimulación en la velocidad de fosforilación de protei­
nas nucleares (48).

En esta mismalinea se halló (49) que la insulina y la
prolactina producen una estimulación marcada en la velocidad
de fosforilación de proteinas nucleares en la glándula mamaria,
esta estimulación coincide con el aumentode la biosintesis de
RNA. También en testículo de salmónidos, Ingles y Dixon demos­
traron que las protaminas son fosforiladas in vivo en ciertos
estados de la espermatogénesis (50).

Las reacciones de fosroriiación que ocurren en el núcleo
involucran tanto a nistonas comoa otras proteínas nucleares
(51) habiéndose postulado que intervienen en esta reacción di­
ferentes proteinas quinasas, segun sea el tipo de proteina que
está sirviendo comosustrato. Las enzimas de hígado han sido
muyestudiadas respecto de su capacidad para fosforilar histo­
nas. Langanfue el primero en describir una proteina quinasa
que parece actuar selectivamente con este tipo de proteinas
(13). Posteriormente demostró que esta enzima es una proteina
quinasa estimulable por AMPcíclico (3) y señaló que ésta pro­
vee un mecanismo por medio del cual las hormonas pueden pro­
mover la biosintesis de RNAmensajero. Habiendo además demos­



trado que la fosforilación de histonas ocurre "in vivo" en
respuesta a la estimulación del sistema cuyo intermediario
es el AMPcíclico (18).

Varios autores (13, 52) encontraron que la proteina qui­
nasa específica para las histonas está localizada principal­
mente en el citosol, pero es concebible que ellas puedan ha­
ber difundido fuera del núcleo durante la aislación. La fos­
forilación de otras proteinas nucleares diferentes de las
histonas es catalizada por una proteína quinasa (o quinasas)
que podría estar unida a la cromatina (13, 15, 53). Este ti­
po de enzima es inactiva respecto de las protaminas o histo­
nas comosustratos y es insensible al AMPcíclico (53). Se­
ría de interés conocer si es idéntica a la fosfovitina qui­
nasa de higado que también es inactiva respecto de las pro­
teínas básicas comosustratos (13. 54).

IV. Proteína guinasa y la regulacng de producción de es­
teroides por adrenal

Es un hecho generalmente aceptado que el ACTHpromueve
la biosíntesis de esteroides aduanales a través de un meca­
nismo que involucra el AMPcíclico comoel segundo mensaje­
ro. Comoresultado del sobresaliente trabajo de Garren y
col. el esquemade control ha sido extendido hasta incluir
una posible etapa de regulación que involucra a una proteí­
na quinasa. Previamente se había determinado que la esti­
mulaciónde la esteroidogénesis requiere nueva síntesis pro­
teica (55, 56), pero que no es dependiente de la formación
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de RNA(56, 57). Por lo tanto, se prOpuso que el AMPcíclico
actúa a nivel de la traducción del RNAmensajero (58). Gill y
Garren purificaron en glándula adrenal una proteina con capa­
cidad de unir AMPcíclico y mostraron que está asociada a ac­
tividad de proteina quinasa (21, 59). Estos autores estudia­
ron le relación entre ligadura de AMPcíclico y actividad de
quinasa y formularon un esquemapara la activación de protei­
na quinasa esencialmente idéntico al ya presentado.

En un intento de identificar un sustrato para la protei­
na quinasa responsable de la estimulación de la biosíntesis
de proteinas y el aumentode esteroidogénesis, otros autores
(60) encontraron que el AMPcíclico estimula la fosforilación
de proteinas asociadas a ribosomas. La cuestión general de
cómola biosíntesis proteica es regulada por fosforilación pro­
teica al nivel ribosomal ha sido también estudiada en otros
sistemas ademas de la glándula adrenal (61-63).

V. Proteina guinasa y la regulación de la función reproduc­
tiva en hembras

l) Glándula mamaria: dos proteinas fosfoquinases que pue­
den participar en la fosforilación enzimática de proteinas nu­
cleares fueron parcialmente purificadas en glándula mamariade
rata por Majumdery Turkington (64). Una de ellas es marcada­
mente estimulada por la presencia de AMPcíclico mientras que la
otra no lo es. Los mismos autores (65) determinaron que en
el desarrollo de la glándula mamariade ratón durante la preñez
la actividad de esta enzima aumenta de 7 a 9 veces. En culti­

vo de tejido de glándula mamariade ratón encontraron que la
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insulina actuando sinergisticamente con la prolactina induce
la formación de proteina quinasa. Sobre esta base postularon
un mecanismoalternativo de regulación en el cual el AMPcícli­
co no es limitante, sino que las proteinas con las cuales el
AMPcíclico interactúa son inducidas hormonalmente.

2) Utero: en 1972 se demostró (66) la existencia en úte­
ro de ternera de tres proteinas quinasas, las que fosforilaban
preferentemente histonas, protamina o caseina y que presenta­
ban distintos pesos moleculares. Poco después se encontró
(67) la presencia de una proteina quinasa AMPcíclico depen­
diente en endometrio bovino, esta actividad estaba localizada
casi exclusivamente en la fracción soluble.

3) Ovario: Menon(68) aisló una proteina quinasa de cuer­
po lúteo bovino la que no sólo es estimulable por AMPcíclico
sino que también lo es por hormonaluteinizante (LH) "in vi­
tro". Estos dos efectos no son aditivos por lo que el autor
sugirió la existencia de un mecanismoalternativo de regulación
de funciones intracelulares en el tejido lúteo, por LH, inde­
pendiente del AMPcíclico.

Rieber y Bacalao (69) investigando los cambios de la mem­
brana celular que ocurren durante el cultivo de celulas de o­
vario de Hamster Chino (células CHO)por la acción de deriva­
dos del AMPcíclico encontraron que estos involucran un efecto
sobre la fosforilación de proteinas de la membranaplasmática.
En un trabajo posterior (70) determinaron que las membranasplas­
máticas de estas células poseen actividad de proteina quinaea
y proteinas aceptoras de fosfato.
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VI. Proteína guinasa z la regulación de la función reproduc­
tiva en machos

l) Próstata: en 1971 Reddi y col. (71) estudiaron el efec­
to de la orquidectomía y subsecuente administración de propio­
nato de testosterona sobre la fosforilación de histonas y pro­
tamina por extractos solubles de próstata ventral de rata, es­
tos tratamientos tuvieron muypoca influencia sobre la veloci­
dad de fosforilación de las proteinas. Sin embargo, en esta
misma linea, K. Ahmed(72) trabajando con nücleo aislado de
próstata ventral de rata, encontró que estos incorporan32P

de (\{ 32P) ATPa fosfoProteinas "in vitro"; la orquidecto­
mía causa una disminución de esta actividad y este efecto es
prevenido por administración de testosterona, esto sugiere un
posible papel de la fostproteínas nucleares en el mecanismo
de acción de 1a testosterona.

2) Espermatozoides: en 1972 (73) Be descubrió la Presen­
cia de una proteina quinasa dependiente de AMPcíclico en es­
permatozoides epididimarios bovinos y se postuló que esta en­
zima podria actuar fosforilando las proteínas relacionadas con
los procesos de motilidad, ya que era un hecho conocido que el
AEPcíclico aumenta considerablemente la motilidad en esperma­
tozoides epidimarios bovinos y por otra parte las proteinas
de la cola del espermatozoide están constituidas en su mayor
parte por proteínas contráctiles (74, 75). Poco después (76)
se efectuó la purificación de esta enzimay se demostró la
presencia de tres enzimas que se diferencian en su peso mole­
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cular, siendo todas activables por AMPcíclico.
3) Testículo: Kuoy col. en 1970 (77) investigando la

presencia de proteínas quinflsus en distintos tejidos de euca­

riontes describieron esta actividad enzimática en testículo

bovino, ademásla purificaron y estudiaron algunas de sus pro­

piedades. Poco después (71) se purificó la proteína quinasa de

testículo de rata y determinó que esta enzima presenta una con­

siderable actividad en ausencia de AMPcíclico. En este mismo

trabajo se estudió la variación de la actividad de la proteína

quinasa en función de la edad del animal, no encontrándose

variaciones significativas.

Estudiando la biosíntesis de protaminas en testículo de

salmónidos, Dixony col. en una serie de trabajos (50,78),sc­

ñalaron un posible papel de la Iosforilación de las molécu­

las nacientes de protamina en su traslocación del citOplasma

al núcleo de las espermátidas, seguida de la defosforilación

de las protuminas antes de su combinación con el DNAdel nú­

cleo que está destinado a convertirse en porte de la cabeza

del espermatozoide
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Objeto de este trabajo:

De todos los datos precedentemente exLuestos se hace e­
vidente que las proteinas quinasas cumplenun papel primor­
dial en los mecanismosmetabólicos celulares así comoen la
mediación de diversas acciones hormonales.

Dadoque por otra parte el testículo y el epidídimo son
órganos que sufren profundos cambios durante los procesos de
maduración y desarrollo, nos pareció de la mayor importancia
la determinación de los niveles de actividad de las protei­
nas quinasas en estos órganos durante los cambios que acompa­
ñan la diferenciación sexualm

Debe destacarse además que la variación de actividad de
los distintos sistemas enzimáticos durante el desarrollo de­
ben ser claramente establecidos para entender un proceso tan
complejo y dinámico comoes la maduración. En este sentido
el testículo y el epididimo son modelosinteresantes de estu­
dio por sufrir importantes cambios durante el desarrollo que
Opera en períodos muyavanzados de la vida post fetal.

El objeto de este trabajo es determinar los niveles de
actividad de las proteinas quinasas epididimarias y testi­
cular durante la maduraciónsexual, tendiendo a correlacio­
nar esta actividad con los distintos estadios evolutivos de
le espermatogénesis y del desarrollo sonadal y la dependen­
cia de esa actividad a las hormonas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Técnicas generales

1) Reactivosl enzimas x materiales usados:

a) Los distintos materiales se obtuvieron de los siguien­
tes laboratorios: ATP;AMPcíclico; GMPcíclico; histona de
timo de ternera tipo II; histona tipo III rica en lisins;his­
tons tipo IV rica en arginina; albúmina bovina; EDTA;DEAE;

protamina, cisteinas P glicerofosfato; EGTA;teofilina; tris
de Sigma Co. Sefarosa 4 B de Pharmacia; caseína de Fisher Co.;
testosterona de Steraloids Ino.; gliceraldehido 3-fosfato de­
hidrogenasa de músculo; 3 fosfoglicerato quinasa de levadura;
3 fosfoglicerato de Boehringer; LH ovina (NIH-LH-S16), FSH
ovina (NIH-FSH-S 9) fueron generosamente donados por la sec­
oión de estudios Endocrinológicos del Instituto Nacional de
la Salud de los Estados Unidos de Norteamérica; 32? libre de
portador en solución clorhidica, de la ComisiónNacional de
Energia Atómica, Argentina.

b) ¿reparagiég de :3/ 32? - ATP
Esta preparación se efectuó por una ligera modificación

del método de Glynn y Chappell (79) modificado por Walsh y col.
(36). El métodoutiliza la reacción de intercambio entre fós­
foro inorgánico (P1) y el fósforo terminal del ATPque se pro­
duce en presencia de fosfoglicerato quinasa y gliceraldehido 3
fosfato dehidrogenasa.

-18­



l) 3-foufoglicerato + ATP fosfogliceratg 1,3-difosfoglicerato
W

+ ADP q"

2) 1,3-difoefoglicerato + gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenasa
A__.___h 3fostgliceroilenzima+Pi
"lT-_"__“-_1I"
Se incubaron 0.5 ml de tris M PH. 8; 0.030 ml de CL2 Mg M;

lOfx moles de cisteina, 10fn moles de ATP, 5pmmoles de 3-fosfo­
glicerato, l mede gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenaaa de

32
músculo, lOOftg de fosfogliceruto quinaea y 20 m Ci P en.vo­
lumen total de 5 ml, todo ajustado a pH 7.6. El 3g? se agregó
comofosfato libre de portador en HCl 0.01 N. La incubación
(2hs a 29° C) se detuvo por agregado de 0.5 ml ae HCl lN segui­
do por la adición de 60 mg de carbón (norita) y de 42 mg de pol­
vo de celulosa. La suspensión ee filtró a través de un filtro

de nitrocoluloaa (Millipore; 0.45 #1 de poro) y el carbón se 1a­
v6 con 10 ml de agua destilada.

El 75‘32P- ATPse eluyó de la norita con lO ml de hidró­
sido de amonio 0.15 M en 50%etanol. Estos últimos compuestos
se eliminaron de la preparación por evaporación a presión redu­
cido.

c) Preparación de sefaroea-cuseina
La sefaroaa-caseina se preparó por el método de Cua­

trecasas (80) adaptado a caseina (81) de la siguiente manera:
50 ml de sefarosa 4B lavada al vacío con 200 ml de agua y re­
suspendida en 40 ml de agua destilada se activó por el agrega­
do de 6gr de bromuro de cianógeno (150 mg/ml) recientemente
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preparado, mezclando continuamente con la ayuda de un agitador
magnético y manteniendo el pH en ll mediante la adición de una
solución de hidróxido de sodio SN(la temperatura se mantuvo a
20° c por el agregado del hielo).

La reacción, que aproximadamente llevó unos lO a 12 minu­
tos, se consideró concluida cuandono se requirió adiciones ul­
teriores de alcali para mantener el pH. En estas circunstan­
cias se consumieron alrededor de 10 ml de HONa. Inmediatamen­

te la suspensión conteniendola sefarosa activada se filtró al
vacío y se lavó con 1000 ml de buffer bicarbonato de sodio 0.1
M pH 10. Luego de ello el sólido se agregó a 40 m1 de una so­
lución de caseína (Smg/ml) y ae agitó durante la noche a 4°C.
La caseína que no reaccionó se lavó por filtración a través de
un embudode vidrio poroso con 2 lts de bicarbonato de sodio
0.1 M. La sefarosa-caseína se retomó en buffer fosfato de po­
tasio 5mm, EDTA 2m M pH 7.2.

d) Preparación de otros reactivos
La DEAEcelulosa se preparó tratándola con Na OH1.0N

y luego lavándqla con agua destilada hasta neutralidad.
La caseína se solubilizó por el método de Reimanny col.

(82).

2) Métodosanalíticos
a) Las proteínas se determinaron por el método de Lowryy

col. (63) utilizando albúmina cristalina de suero bovino como
standard.
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b) Radioactividud: se midió en un contador de centelleo

liquido Packard modelo 3320utilizando la mezcla centelleado­
ra de Bray compuesta por naftaleno y dioxano (84).

c) Determinación de la actividad deAproteina guinasa
La actividad de proteína quinasa se midió por la in­

corporación del fósforo radiactivo terminal del ATPÏ P32 a
un sustrato proteico: caseina, histona o protamina, de acuerdo
a una ligera modificación del procedimiento de Kuoy col.(77).

El ensayo standard contenía en un volumen final de 0.15 ml:
glicerofosfato de Na 40 mm(pH 6.4): Na F 8 mM,EGTA0.3 um, teo­

filina 2 mM,acetato de Mg 6.6 mm, (Er P32) ATP 0.1 mMy 20 a 30
"L g de proteina de la fracción enzimática. Cuandose determi­
nó la actividad en presencia de AMPcíclico se agregó el nucleó­
tido a la concentración final de 0.01 mm. La reacción se co­

menzó siempre con el agregado del k 3'32?) ATP. La mezcla se
incubó a 32°C durante lO min. y la reacción se detuvo por el a­

gregado de 2ml de ácido tricloroacótico al 5%; se agregó 25rk l
de albúmina de suero bovino al 5%comoportador de proteinas.
Las muestras se centrifugaron, se lavó las paredes de los tubos
con ácido tricloroacético y el precipitado se disolvió en 0.25
ml de solución de fosfato de sodio y amonio l M. Las proteínas
se reprecipitaron con 2 ml ácido tricloroacético al 5%. Este
lavado se repitió otra vez. El precipitado final se disolvió
en 0.1ml de solución de hidróxido de sodio 1 M, determinándo­
se la radioactividad según el procedimiento descripto másarri­
ba.



RESULTADOS

Primera Parte: Epidídimo

SegundaParte: Testículo



PRIMERA PARTE: EPIDIDIHO

Los espermatozoides de mamíferos son conducidos desde el
testículo al conductodeferente a través del epididimo. Este
último conducto con el tejido conectivo que lo circunda forma
un cuerpo compactoque cubre la superficie dorsal del testícu­
lo. Es durante su pasaje por este órgano que los espermato­
zoides sufren diversos procesos que determinan su maduración.

En todos los mamíferos estudiados, anatómicamente el e­
pidídimo está aproximadamentedividido en tres regiones: l)
cabeza, que se sitúa alrededor del extremo anterior del tes­
tículo, 2) cuerpo, situado a lo largo de la cara lateral y
3) cola, ubicada alrededor del extremo posterior y que se con­
tinña directamente con el vaso deferente. En la figura 3 se
representa un esquemade este órgano.

Noexiste una linea precisa de demarcación entre las tres
partes del epididimo; la cabeza se adelgaza en el angosto
cuerpo y este se engrase de nuevo en la voluminosa cola. El
epitelio está formadopor dos tipos distintos de celulas, es­
tereociliadas y no estereociliadaa. Unade las funciones que
se conocen del epidídimo es reabsorver el fluido secretado
por el testículo. Es un hecho conocido desde hace muchosaños
que el fluido secretado en la luz de los túbulos seminíferos
fluye a través de la "rete testis" y del conductooferente al
epidídimo.

La reabsorción de este fluido ocurre principalmente en
la primera parte del epidídimode rata. La ultraestructura
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de las células del conducto eferente y ue la cabeza del epi­
dídimo que es la típica de células con capacidad reabsorvedo­
ra apoya este hecho.

Crabo (85) calculó que en el toro y el pecarí casi el
99%del fluido que deja el testículo se reabsorve en la ca­
beza del epidídimo y en el carnero se ha demostrado que de
los 40 ml de fluido que entran al epidídimo por día sólo 0.4
ml salen de él. Este flujo debe ser responsable, por lo me­
nos en parte, del movimientode los espermatozoides fuera del
testículo.

Otra de las funciones conocidas del epidídimo es la ma­
duración de lOs espermatozoides. Normalmente, el espermato­
zoide de la cabeza del epididimo tiene una capacidad fertili­
zante muchomenor que el de la cola (86).

Los cambios que se producen en los espermatozoides que
están madurandoy la interrelación entre las gametas y los va­
rios segmentos del epididimo es algo todavía poco conocido.

El epididimo responde a cambios en los andrógenos circu­
lantes y su integridad histológica también parece depender
de las hormonas masculinas (87). La castración es seguida de
reducción del tamaño del órgano y pérdida de componentes ce­
lulares específicos (88). En el ratón, por ejemplo, luego de
la castración disminuyela actividad de las fosfatasas áci­
das y alcalinas (89,90). Estas respuestas pueden ser corregi­
das en parte por la administración de prepionato de testoste­
rona (88).

En el epididimo eslabón final de múltiples reacciones com­
plejas que conducen a la obtención de espermatozoides maduros,
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no se ha estudiado hasta ahora ni la presencia de adenil ci­
clasa ni de proteína quinasa, habiéndose centrado 1a atención
de los investigadores, por el contrario, en otro órgano acce­
sorio, la próstata. Allí se ha demostradoque la testostero­
na y la dihidrotestosterona estimulan la actividad de adenil
ciclasa (91) y se han purificado dos proteínas quinasas de­
pendientes de AMPcíclico (92); por otra parte se sabe que
el AMPcíclico es capaz de mimetizar la acción estimulatoria
de la testosterona sobre varias enzimasglicolíticas de este
órgano (93).

En el epididimo, por resultados obtenidos en este labo­
ratorio se logró la evidencia de actividad de adenil ciclasa
(observaciones no publicadas) lo qpe confirmó la idea de que
el estudio de la proteína quinasa (aparente mediador de la ac­
ción del AMPcíclico) podría ser importante.

En el trabajo siguiente se describe el estudio de la ac­

tividad de proteina quinasa y su dependencia del AMPcíclico

en la cabeza y cola de epidídimo de rata. Tamldénse anali­

za el efecto de la maduraciónsexual, de la castración y del

tratamiento con testosterona sobre estas actividades.
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a) Presencia de proteína ouinasa en ggidídimo de_rata
Se utilizaron ratas Wistar machode 18-21 y 90-120 días

de edad. Estas fueron sacrificadas por un golpe en la cabeza
y se extrajeron rápidamente los epidídimos, los que se colo­
caron sobre hielo.

Los órganos fueron divididos en tres porciones: cabeza,
cuerpo y cola y se homogeneizaron separadamente en solución
de EDTA4 mM,los homogenatos se centrifugaron a 3000 x g du­

rante 15 min. y los sedimentos se descartaron.
Se midió la actividad de proteina quinasa en una alícuota

de los sobrenadantes utilizando caseína comosustrato y se ob­
tuvieron loe resultados expuestos en la tabla I.

Bahia;

Actividad de proteína guinasa en cabezal cuerpo y cola de epi­
didimo de ratas sexualmente inmaduras 1 maduras.

Edad Región Actividad especifica en ¡,moles/mg prot./min.

-3' 5' ANP + 3' 5‘ AMP
cabeza 278 370

inm. cuerpo 247 354
cola 211 321

cabeza 330 421
mad. cuerpo 189 312

cola 301 394
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Estos datos indican que lu actividad de proteína quina­
sa de cabeza y cola de epididimo es mayor en ratas sexualmen­
te maduras que en inmaduras.

tro hecho que se puede observar en estas condiciones
experimentales es que el AMPcíclico estimula poco la activi­
dad de proteína quinasa de epidídimo.

Para los siguientes experimentos se utilizó solamente
la cabeza y la cola del epidídimo debido a que el cuerpo es
una zona muyangosta e indeterminada entre la cabeza y la co­
la, con límites imprecisos y muydifíciles, por lo mismo, de
separar de manera reproducible.

Se midió el sustrato endógeno en una alícuota de ambas
regiones. La medida efectuada en ausencia de AMPcíclico fue
prácticamente despreciable y en presencia del nucleótido se
obtuvieron los datos presentados en la tabla II

Tabla II

Actividad de proteína guinasa en cabeza x cola ,9; epidiqigg
de ratas inmaduras maduras con el sustrato endó eno en
presencia de AMPcÏclico

Edad Región f’moles/hg prot/min

cabeza 50
1m.

cola 36

cabeza 40

mad. cola 38
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Comoestos valores son aproximadamente el 10%de los an­
teriores y además, no varían con la edad, no se tuvieron en
cuenta en las experiencias subsiguientes.

b) Actividad de proteína guinasa en cabeza X cola de epi­
dídimo de ratas maduras e inmaduraa

En la tabla III se pueden observar las actividades de
proteína quinasa, medidautilizando tree proteínas distintas
comosustrato, en presencia y ausencia de AM?cíclico

Tabla III

Actividad de proteina guinaea en cabeza y cola de epidídiqg
de ratas inmaduraa x maduras

32(en p moles P incorporado/mg prot./min.)

grupo cAMP cabeza cola

is gasa Pïota gía gasa Protaona na m na ona na mina

- 135; 9 245;22 381;57 13a;27 253111 638166{b)Inn.
+ 305;15 313132 435340 336;4l 34&;l4 598;67

(18 aumento
días con 126 28 12 143 37 -6
edad) c AMPenfi

- 252324 345117 32Q;60 26}:15 28&;2l 463;21(b)
Mad.

+ 481319 452;21 302318 662129 435;11 476¿17

(90 aumento
días con 93 31 -8 152 51 3
edad) CAMP ensé

Aumento con (a)
maduración P< 0.001 0.02 0.01 0.05



a) Los valores de P de obtuvieron por el test de "t"
comparando ratas maduras c inmaduras.

b) Disminuciónestadísticamente significativamente (P<0.05)
maduras respecto de inmaduras.

De las actividades presentadas en 1a tabla se puede dedu­
cir que tanto en la cabeza comoen la cola del epidídimo, la
activación de la proteína quinasa por AMPcíclico depende del
sustrato utilizado. La estimulación que se produce utilizando
histona como substrato es mucho mayor que la que se observa con
caseína mientras que con protamina no se visualizó ninguna acti­
vación.

Si se comparanlos valores de la actividad específica de
proteína quinesa en animales maduros e inmaduros, con cada uno
de los tres sustratos utilizados, se encuentra que con caseína
e histona, esta actividad es mayor en los animales maduros en
cabeza y en cola. En cambio, cuando se utilizó protamina, no
se encontró aumento, en algunos casos, incluso, se observó una
disminución significativa. Teniendo en cuenta estos datos se
podría sugerir la presencia de dos proteinas quinasas: una que
se induce con la maduración y es dependiente de AMPcíclico, o­
tra no inducible e independiente de AMPcíclico.

También se puede observar que cuando el sustrato es casei­
na o histona, la cabeza y la cola del epidídimo tienen activi­
dades específicas similares, con protamina, en cambio, la ac­
tividad de la cola es mayor que la de la cabeza.

c) Efecto de la hemicastración
El epididimo es un órgano que recibe altas concentra­
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ciones de testosterona y otras hormonas, directamente del tes­
tículo (principalmente la cabeza del órgano), por medio de su
sistema venoso, linfático y la rete testis. Por lo tanto para
tratar de establecer si la alta actividad especifica de protei­
na quinasa en la cabeza epididimaria de animales madurOses de­
pendiente y regulada por las hormonastesticulares o por otras
causas, se procedió a hemicastrar a un grupo de animales madu­
ros.

Se les anestesió con éter y se les extrajo uno de sus tes­
tículos, evitando dañar el epidídimo; se dejó el otro testícu­
lo intacto comocontrol. Estos animales se utilizaron veinte
dias después.

Los datos que se presentan en la tabla IV indican que en
la cola del epididimo, la hemicastración no produce variación
en la actividad especifica de la proteina quinasa con cualquie­
ra de los tres sustratos que se utilizaron para medirla.

En cambio, en la cabeza si hay una disminución, la que se
observa utilizando caseina o histona.

Estos resultados parecerían indicar que las variaciones ob­
servadas hasta ahora se deben a la estrecha relación epididimo­
testículo, ya que la cabeza del epididimo recibe mayor cantidad
de hormonas desde este órgano.
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Tubla IV

Efecto de hemicastraciégÏsobre actividad deápgoteína guinasa
en cgbezgkz_pola de epidídimo Sen p moles de32P incorporados
mg prgïmin.

grupo cAMP cabeza cola

his case prota his case prota
tona ina mina tona ina mina

"ML - 117+12 197+2 261+23 225+7 282+9 4184-28dimodel - - - - ' ­
lado he—+ 2254:31 2533,25 279337 533553 43338 399319
micastra­
do aumen

to con 117 28 7 137 53 -4
oAMP
en fi

3:2" 19438 294;;9 254319 222¿13 262115 328_+_24
del + 53;;20 429329 303il4 562:l9 419;15 382i48
lado
intacto aumen­

to con
CAMP 174 46 22 156 60 16
en %

disminución
con hemicastra- 0.01 0.01 N.S N.u. N.S. N.S.
ción P< (a

(a) Los valores de P se obtuvieron por el test de "t" comparando
el lado hemicastrado con el intacto.
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d) Acción de la testosterona en animales inmaduros
Para tratar de confirmar la teoría anteriormente ex­

puesta, se trató un grupo de animales de dieciocho días con 2mg/
día de propionato de testosterona, inyectado subcutáneamente,
disuelta en aceite de sésamo, durante tres días; al grupo de con­
trol se lo trató con el vehiculo solamente.

Comose puede apreciar en los datos de la tabla V, el
tratamiento con prepionato de testosterona produjo un aumento
significativo de la actividad específica de la proteína quinasa
en 1a cabeza del epidídimo.

Tabla V

Efecto de la administración de testosterona sobre la actividad
de proteina guinasa de cabeza de epidídimo de ratas inmaduras
(en p moles de 32? incorporado¿m5 prot.¿min.2

Grupo menos oAMP más cAMP aumento con CAMP
en

Control 10216 292142 190

Tratados con
testosterona 17a;6 39Q113 128

Aumento con
testosterona p< 0.001 (a) p 4 0.05“)

G

(a) Los valores de P se obtuvieron por "t" test comparando con­
troles con tratados.
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Estos datos indicarían que la testosterona Juega un impor­
tante papel en la regulación de esta actividad enzimática epi­
didimaria durante el proceso de maduración sexual.

Esto no es sorprendente ya que en otros dos órganos acce­
sorios masculinos: próstata y vesícula seminal la testosterona
regula la sintesis de RNAy de proteinas (94). También se co­

noce la activación de la adenil ciclasa de próstata y de ve­

sícula seminal por testosterona (91, 95) y la foeforilación de

proteínas nucleares de próstata por una proteína quinasa (72).

Evidentemente se necesita muchomás conocimiento de la fisiolo­

gía de estos órganos para hacer una correcta integración de to­

dos los datos obtenidos hasta ahora.
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SEGUNDA PARTE: TESTICULO

La habilidad reproductiva del macho sexualmente maduro de­
pende sustancialmente de la capacidad de los túbulos del testí­
culo para producir espermatozoides viables y de las células in­
tersticialee para producir niveles adecuados de andrógenos que
aseguren la maduracióndel sistema reproductor.

Espermatogénesis: El proceso espermatogénico, suma de las
transformaciones que terminan en la formación del espermato­
zoide (célula haploidea) está en preparación desde la vida em­
brionaria y se completa durante la pubertad para continuar du­
rante la Vida del animal, debido a una renovación continua de
la progenie espermática. La celula germinal primordial migra
hacia las crestas germinales y ocupan el espacio gonadal an­
tes de la diferenciación sexual (96).

En los fetos y machos Jóvenes, los gonocitos derivados de
estas células germinales primordiales están contenidos dentro
de los cordones sexuales.

Los gonocitos se multiplican y dan lugar a las eSpermato­
gonias. Estas últimas luego de varias divisiones mitóticas y
de la diferenciación de la mayoríade las células hijas así
obtenidas (las otras permanecenen estado primitivo) forman
un grupo de células germinales contenidas en la capa parietal
de los túbulos seminíferos. Su última generación da origen a
los espermatocitos primarios.

Los espermatocitos primarios sen las células germinales
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que sufren meiosis. Esta comprende una profase extremadamen­
te larga con apareamiento de cromosomasy posible intercambio
de material cromosómico. La reducción en el número de cromo­

somas tiene lugar en el curso de dos divisiones sucesivas dan­
do primero espermatocitos secundarios (núcleo diploideo) y
luego espermátidas (núcleo haploideo).

Las espermátidas son las células germinales postmeióti­

cas del epitelio seminifero, ellas sufren una serie de trans­

formaciones morfológicas durante la espermiogénesis (además

de modificación de sus componentes), terminando en la forma­

ción del espermatozoide. La célula germinal masculina es lla­

madaasí luego de su liberación del epitelio seminífero. Ver

figura 4.

Esteroidogénesis: Los andrógenos son las hormonas que llevan

a cabo el desarrollo y mantenimiento de los órganos reproduc­

tivos accesorios y las caracteristicas sexuales secundarias

del macho.

El testículo secreta andrógenos, los que son sintetiza­

dos principalmente en las células intersticiales o de Leydig

(97)
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Figura 4: Estadios del ciclo espermatOgénico

AO- A4: Espermatogonias tipo A

In: Bspermatogonias de tipo intermedio
B: Espermatogonias de tipo B
R, L, L, P, Di: Espermatocitos primarios en distintos estadios
II: Espermatocitos secundarios
1-19: Etapas de la espermiogénesis (metamorfosis de las espermá­

tidas a espermatozoides)
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La síntesis de andrógenos por el testículo es estimulada
por una hormonaproducida por la hipófisis anterior: hormona
luteinizante (LH) (98-100). I

No es claro en términos moleculares como el LH estimula

la biosíntesis de andrógenos. Se sabe sí, que el AMPcíclico

estimula esta síntesis (101, 102) y que el LHactiva la adenil
ciclasa testicular (103), ademásha sido demostrada una rela­
ción directa entre la acción del LHel aumentode los niveles

de AMPcíclico y el incremento de producción de testosterona
(104,105).

Teniendo en cuenta que muchas de las acciones del AMPcí­
clico están mediadaspor la activación de una o varias proteí­
nas quinasas y los descubrimientos de Dixon (78) de que una
proteína quinasa dependiente de AMPcíclico está involucrada
en los cambios que ocurren en las proteínas nucleares durante
el desarrollo de las células germinales, se decidió investi­

gar la variación de actividad de proteína quinasa durante el
desarrollo sexual del testículo de rata.

a) Actividad de proteína guinasa en homogeneizadode tes­
tículo de rata

Para esta experiencia se utilizaron testículos de ratas
Wistar, maduras e inmaduras. Se separó la membranaalbuginea
y las gónadas se homogeneizaron con tres volúmenes de solución
neutra de EDTA4 mM. El homogeneizado se centrifugó a 600 xg

durante 15 minutos y el sedimento se descartó.
Para la determinación de actividad de proteína quinasa se
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32utilizó comoaceptor de P una proteína ácida: caseina, una
proteina básica: histona y el sustrato endógeno;la actividad
específica de la proteina quinasa con el sustrato endógenodel
tejido es muypequeña comparada con la que se obtiene con sus­
tratos exógenos, ratas inmaduras: 8p moles/mgprot./min.; ra­
tas maduras: 12 pmoles/mgprot./min.

E] - CAMP

600- - t cAMP

500>

á

’éa 300'

É
.3 200'

.5
0- 100'

o El o
INMADUROS MADUROS INMADUROS MADUROS

CASHNA HISTONA

Figura 5: Actividad de proteina quinasa en homogenizadosde tes­
tículos de ratas maduras e inmaduras (22-24 días). Los valores
representan ei valor mediode 5 animales i error standard.
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Un hecho que se desprende de los datos presentados en la
figura 5 es que la actividad específica de proteina quinasa en
testículo de animales maduros es aproximadamente el doble de
la actividad en animales inmaduros. Este hecho es independien­
te del sustrato cxógenoque se haya utilizado: caseina o his­
tona. Otra observación que puede deducirse es que la activa­
ción que produce el AMPcíclico sobre la proteina quinasa tes­
ticular es muchomayor cuando se determina la actividad en
presencia de histona que cuando se determina en presencia de
caseína.

b) Actividad de proteína quinasa en túbulo seminífero y
tejido intersticial aislados

Comoya se indicó el testículo cumple cos papeles, uno
hormonaly otro gametogénico; el primero involucra síntesis y
secreción de testosterona por las células intersticiales o de
Leydig, las que se encuentran entremezcladas en grupos entre
los túbulos seminíferos comose puede observar en la figura 6.
La segunda función involucra la espermatogénesis que es el de­
sarrollo y maduraciónde células germinales en los túbulos se­
miniferos.

Para averiguar en cuál de estas dos estructuras se pro­
duce el cambio de actividad con la maduración, se utilizaron
testículos de animales maduros e inmaduros y se separaron los
túbulos seminíferos y el tejido intesticial bajo un microsco­
pio de disección de acuerdo a la técnica de Christensen y
Mason (97)
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i ura 6: Vista general de la estructura del tes—It"

bulo cen»I
utículo con microscopio óptico, con un t

l tejido inters­la etral. Hodeandolos túbulos est
ticial (IT)
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. Figuras 7 X 8: Micrófotograiías al microscopio óptico de tú­
bulos (arriba) y células intersticiales (abajo) aislados.
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Todo este proceso tuvo lugar a 4°C y se realizó el ade­
cuado control histológico. Ver figuras 7 y 8.

te homogeneizaronpor separado los túbulos y el tejido
intersticial y se determino'la actividad específica en ambas
estructuras utilizando caseina comosustrato.

Comose puede ver en la figura 9, la actividad específi­
ca de proteina quinasa es mayortanto en tejido intersticial
comoen los túbulos seminiferos de los animales maduros, sin
embargo esta diferencia de actividad es muchomás notable en
los túbulos seminiferos. Además,la actividad especifica en
los túbulos seminíferos de los animales maduros es varias ve­

ces másalta que en el respectivo tejido intersticial. Te­
niendo en cuenta lo expuesto y que, además, los tubulos semi­
niferos comprendenalrededor del 90%del peso del testículo,
se puede deducir que la proteina quinasa del testículo está
en su mayorparte en los túbulos seminiferos.

c) Actividad de proteina guinasa en una preparación de
espermatozoides parcialmente purificados de testicu­
lo

Comola primera diferencia histológica que se puede se­
ñalar entre los túbulos seminïferos de animales maduros e in­

maduros es que en los primeros se ha completado la espermato­
génesis (y además, ya ha sido descripto que los espermatozoi­
des de epidídimo tienen una apreciable actividad de proteína
quinfláh 73, 76) se decidió tratar de purificar los espermato­
zcides testiculares y determinar su actividad. Para ello se
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Tejido Intersticial Túbulos Semim’íeros

Figura Q: Actividad de proteina quinasa en tejido intersticial
y túbuloe seminíferos de testículos de rata de 22 y 90 días de
edad. La medida se efectuó utilizando caseina comosustrato. Los
valores representan el valor mediode 3 animales;t error standard.
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tomaron testículos de animales madurcs, ne colocaron en una
cápsula de Petri, conteniendo EDTA4mm,todo sobre hielo. Los
testículos fueron cuidadosamente desgarrados con pinzas para
permitir la salida de los espermatozoides ya formados.

Los restos celulares se separaron por centrifugación a
200 g durante diez minutos. La suspensión sobrenadante de
células se centrifugó a 800 x g durante 15 minutos y el pre­
cipitado de espermatozoides se resuspendió y homogeneizó co­
moen los casos anteriores.

La eficiencia del método se controló por examenhistoló­
gico. Ver figura 10.

Los datos obtenidos se presentan en la tabla VI.

Tabla VI

Actividad de proteína guinasa en homogenatode espermatozoi­
des arcialmente urificados en testículo de rata en mo­
les m rot. min.

CASEINA HISTONA

-cAEP +cAMP %de aumento -cAMP +cAMP %de uu­
con CAMP mento

con cAMP

74_+_2 88¿+_8 19 91:6 150::17 65
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[Figura 10’:Microfotografía, en contraste de fase, de esperma­
tozoides de testículo.
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Comose puede observar, la actividad específica dc esta

preparación es menorque la similar de testículo de animales

maduros, ya sea que se consideren los resultados obtenidos u­

tilizando histons o caseína y para las determinaciones efec­

tuadas tanto en ausencia comoen presencia de AMPcíclico.

Este hecho parece indicar que las diferencias que se en­

contraron entre las actividades específicas de proteína qui­

nasa, de testículos de animales maduros e inmaduros, no se

debe a la proteina quinasa de los espermatozoides "libres".

d) Actividad testicular de proteína guinasa en función

de 1a edad del animal

Los resultados obtenidos hasta ahora parecían indicar

la importancia de estudiar con más detalle el lapso compren­

dido entre los 21 y 90 días de edad; con este fin se utili­

zaron testículos de ratas de 21, 35, 45, 60 y 90 días. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura ll.

En esta figura se puede observar que el mayor cambio de

actividad de proteina quinasa se obtiene en los animales com­

prendidos entre los 35 y 45 días de edad. En efecto, entre
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de 5 animales.i error standard con caseina comosustrato.



estas dos edades se produce un fuerte aumento de actividad en­
zimática y los valores que presentan los animales de 45 días
son similares a los de los animales adultos.

De acuerdo a los trabajos de Huckins (106), en ratas
Wistar la duración ce la espermatOgénesis en los animales pre­
púberes es aproximadamente de 48.5-49 dias; esto indica que
los espermatozoides ya formados comotales recién aparecen a
esta edad. El hecho de que los testículos de animales de 45
días ya tengan la mismaactividad enzimática que los animales
adultos, refuerza los datos obtenidos con la preparación en­
riquecida en espermatozoides, lo que parece excluir a estos úl­
timos comoresponsables de este aumento de actividad y parece
indicar 1ue el mismose produce durante los procesos de meta­
morfosis que sufren las espermátidas para llegar n espermato­
zoides.

e) Purifigagión parcial de proteina guinasa de testicu­
lo de rata

El problema de si una sola proteina quinasa inicia las va­
rias funciones que están mediadas por el AMPcíclico, o si un
númerovariado de isoenzimas está involucrado en su diversidad

de acciones, ha sido analizado en los últimos años por varios
autores y se ha demostradola presencia de diferentes isoenzi­
mas en varios tejidos, por ejemplo, útero de ternera (66), mús­
culo esquelético de conejo (107), músculo de pollo (108), glán­
dula mamariade ratón (64), hígado de rata (52, 109), eritro­
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citos y reticulocitos de conejo (110, 22), espermatozoides de
epididimo bovino (73, 76), etc.

Conel fin de estudiar la posible presencia de varias enzi­
mas en el testículo y ademáspara investigar si las variaciones
de actividad observadas entre animales inmaduros y adultos se
mantenían en preparaciones máspurificadas, se aplicaron las pri­
meras etapas de purificación empleadas por Kuoy col. (77) en
testículo bovino. El homogeneizadose centrifugó a 27.000 xg
durante 20 minutos y el sobrenadante se ajustó a pH 4.8 por el
agregado de ácido acético 1M, gota a gota con agitación. Se re-­
centrifugó a 27.000 1g durante 30 minutos y el sobrenadante se
llevó a pH 6.5 con buffer de fosfato de potasio 1MpH 7.2

Se determinó la actividad especifica en la fracción solu­
ble a pH 4.5 y se encontró que el factor de purificación era muy
bajo, aproximadamente0.5. En consecuencia, se quiso investigar
si esta pérdida de actividad se debia a inactivación de la enzi­
mapor la acidificación a ese pH o a pérdidas de otro tipo. Pa­
ra ello se efectuó otra preparación similar y el precipitado que
se separó al acidificar, se redisolvió y neutralizó del mismomo­
do que el sobrenadante.

En la tabla VII se presentan los resultados obtenidos.
Comose puede observar, una gran parte de la actividad ori­

ginal de proteina quinasa queda en el precipitado de pH4.8.
Otro necho que se ve en esta tabla es que el comportamiento

de la actividad enzimática en ambas fracciones es completamente
distinto. La fracción sobrenadantetiene actividad especifica
muybaja, menor que el homogeneizado original y su dependencia
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Tabla Vil

Puriricación parcial de proteína guinasa de testículo de ratas
adultas

Actividad especi- I Actividad total
Fracción Proteina CAMP 1103 p POles/mg P mOlÉS/mln

t . prot./m1n. (x iO 3)otai . ­
(x lO )

9
Caseina Histona Caseinn Histo

na

Sobrenadan 1.3 2.1 1.3 291 172
te 600 g 2,5 3.0 340 401

Sobrenadan

4.5 4.3 455 433

Sobrenaaan
te 4-06 0.4 008 004

1.6 2.2 59 82

Precipitado 0.6 8.0 2.6 450 l4b
H .8

P 4 10.6 6.9 595 39o
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Tabla VIl (continuación)

Factor de pur1_ % de recuperación
Fracción ficación

Caseina Histcna Protei Case His
na inn tona

Sobrenadante 1.0 1.0 100 100, 100
600 g

1.0 1.0 100 100

Sobrenadante 1.6 1.1 74 121 85
27000 g

1.8 1.5 134 108

Sobrenadante 0.4 0.3 27 lO 8
pH 408

0.6 0.8 17 21

Precipitado 3.7 2.1 42 155 86
pH 4'08

4.2 2.3 175 97
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del AMPcíclico es bastante notable con cualquiera de los
dos sustratos: histona o caseina. En cambio, la fracción
que precipita tiene una actividad especifica muchomayor,
y su dependencia con el AMPcíclico varía con el sustrato
utilizado. Cuandose emplea histona es muyestimulada por
el nucleótido, y prácticamente no hay activación con casei­
na.

Si se observan las actividades enzimáticas totales de
cada fracción se puede ver que la actividad total del pre­
cipitado medida en presencia de caseina es mayor que la del
homogenatooriginal. Utilizando histona esto no es tan e­
vidente, sin embargose nota algo similar si se sumanlas
actividades de ambasfracciones: precipitado más sobrena­
dante de pH4.8. Esto parecería indicar la presencia de
un inhibidor que queda en la fracción sobrenadante, el que
seria algo distinto del descripto por Walshy col. (35) y
Ashbyy Walsh (lll) en músculo esquelético y testículo de
conejo respectivamente, ._m ya que éste actúa indepen­
diente del sustrato utilizado.

r) Variaciones de las fracciones gue se separan a pH
4.9 con la maduración sexual

El necno de que a pH 4.6 se separen dos fracciones en­
zimáticas de distinto comportamiento, indujo a investigar
cuál de ellas, o si ambas, varian con la maduración sexual
del testículo.

Se tomaron ratas maduras e inmaduras, se homogeneiza­
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sus testículos, se aciuilicó comoya se lndiCó y se ceterminó
actividad especifica de ambasfracciones. Los resultados se
pueden ver en la figura 12.
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CASEINA PHSTONA CASEINA HISTONA
sobrenadante l precnpüado

pHLb ka.

Figura L2: Actividad de proteina quinasa en las fracciones
obtenidas acidificando a pH4.6, homogeneizadosde testícu­
los de ratas maduras e inmaduras.
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Si se comparanlas actividades especificas de proteina
¿uinasa en los precipitados de pH 4.8 de ¿HÍMJICBmaduros e

inmaduros se puede observar que usando caseina o histona,és—
ta es doble en los maduros. En cambio, cuando se comparan
las fracciones que permanecen solubles a pH 4.8 se puede ver
que en este caso la variación dependedel sustrato utilizado.
La actividad específica de esta fracción es mayoren los ani­
males maduros que en los inmaduros cuando se la mide en pre­
sencia de caseina; en cambiol no hay variación cuando se 1a
mide en presencia de histona.

Ademásse puede observar otra diferencia entre las frac­
ciones sobrenadantes de ambosgrupos. La activación que pro­
duce el AMPcíclico cuando se mide la proteína quinasa en pre­
sencia de caseína está en relación inversa con la edad del
animal: es mucho mayor en los animales inmaduros que en los
maduros.

Todoesto podria indicar la presencia de varias isoen­
zimas cuya prOporción relativa se modificaría de mododisi­
milar con la maduración sexual.

Conel fin de verificar qué sucede con la aplicación del
mismotratamiento a un hcmogeneizado de espermatozoides, se
efectuó comoantes una preparación de espermatozoides de tes­
tículo, que se homogeneizó, acidificó a pH4.8 y determinó la
actividad especifica de ambasfracciones. Los resultados ob­
tenidos se presentan en la tabla VIII.

-54­



Tabla VIII

Actividad depproteína guinasa en las fracciones que se ob­

tienen al acidificar a pH 4.8 un homogenatode espermato­

zoides de testículo

Sustrato 3‘ 5' AMP p moles/ mg prot./ mln

precipitado sobrensdante

_ 445320 15q1l4
caseína

+ qui3b 2125!

- 2l5;35 46:3
histona

+ 3:56:48 97:7

Comose puede observar, las actividades específicas de

las proteínas quinasas de los espermatozoides son inferio­

res a las observadas en las fracciones de testículo entero

de rata adulta (Figura 12), por lo tanto no pueden ser la

causa del incremento observado en testículos de animales a­

dultos
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g) Acción de hormonas

Unade las causas que podrían explicar las variaciones

de la actividad testicular de proteína quinasa que se obser­

van con la maduraciónsexual, es la diferencia entre los es­

tados hormonales de un animal adulto y de uno inmaduro. Pa­

ra investigar este hecho se trataron grupos de animales inma­

duros con administración intraperitoneal, de LH, FSHo tes­

tosterona.

En los experimentos agudos se inyectó 209/“ g de LH o
de FSH, disueltos en solución fisiológica, cuatro horas an­

tes de sacrificar los animales. En el tratamiento con tes­

tosterona se inyectó una suspensión de 2 mgde testosterona

(en solución fisiológica) siete horas antes. En los experi­

mentos crónicos con LHse efectuaron dos inyecciones subcu­

taneas diarias de SO/W‘gc/u durante cinco dias. En todos

los casos, los controles se inyectaron con solución fisioló­

gica. Comose puede observar en la tabla IX, ninguno de es­

tos tratamientos modificó la actividad especifica de proteí­

na quinasa de los testículos de animales inmaduros.
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Tabla IX

Actividad de proteína guinasa en homogenatode testículo

de ratas inmaduras tratadas con hormonas (a)

Experimento Tratamiento p moles /hg prot./ min.

-cAMP +CAMP

control 59:4 7Q14

FSH (4hs IP) 61:3 71:3
l

LH (4 hs 1P) 50:6 60:3

control 43:4 62:4
2

Testosterona 52:6 74:8
(7 hs IP)

control 45:2 58:3
3 f

LH (5 dias SC) 42:3 58:4

(a) El sustrato empleadofue caseína.



Esto parecería indicar que el aumentode actividad enzi­
mática que se observa en los testículos de animales entre los
treinta y cinco y cuarenta y cinco días de edad debe anali­
zarse, teniendo en cuenta principalmente las variaciones de
tipos celulares que se producenen el testículo durante el ci­
clo espermatogénico.

De acuerdo a los trabajos de Clermont y Perey (112) en
ratas Sherman, las espermátidas se diferencian de los esper­
matozoides entre los treinta y cinco y cuarenta y cinco días
de edad. Una secuencia temporal similar fue encontrada por
Huckins (106) para ratas Wistar prepúberes, a la edad de
veinticinco días aparece el primer estadio de espermátidas
las que necesitan veintitres días para sufrir completamente
la metamorfosis a espermatozoides. En consecuencia el cambio
histológico más marcado que se produce en el testículo entre
los treinta y cinco y cuarenta y cinco días de edad está re­
lacionado con la metamorfosis de las espermátidas. Parece­
ría entonces ser este el proceso que requiere una mayoracti­
vidad de proteína quinasa.

h) Purificación de las fracciones por cromatografía en
columnas de DEAEcelulosa

Las diferencias observadas en las fracciones que se se­
paran por acidificación a pH4.8 sugerían la heterogeneidad
de estas fracciones; por lo tanto se decidió efectuar una in­
vestigación másprofunda sobre la presencia de distintas i­
soenzimas. Se preparó un homogeneizadode testículo de ratas
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adultas y se soldificó a pH4.8, separandose el preCigitado
y el sobrenauante. Dichas Iracciones se sometieron separa­
damente a cromatograiia en columnas de DEAEcelulosa.

Para ello, tanto el precipitado disuelto en nula como
oi sobrenadante, neutralizados, se prec1pitaron por agregado
de sulfato de amonio sólido (20-60%saturación). Las protei­
nas precipitadas se recogieron por centriiugación y se diali­
zaron, toda la noche, contra tres cambiosde bquer Iosiato
de potasio 5mm(pH7.0) que contenía EDTA2mm.

Las solu01ones enzimáticas se adsorvieron con columnas

de UhAEcelulosa, equilibradas con el mismobuiier. Las co­
lumnas se lavaron con el mismobufier y se eluyó la activi­
dad enzimática con un gradiente lineal de buffer Iosiato de
potasio pH 7.0 de 5 a 500 mm, conteniendo ED“A 2 mM.

Comose puede observar en la figura 13 el comportamien­
to de ambasfracciones fue diferente. El sobrenadante se
separó en dos fracciones y el precipitado en tres, ademásla
elución de los picos en amboscasos ocurrió a distinta fuer­
za iónica del buffer. Los dos picos del sobrenadante resul­
taron ser activables por el AMPcíclico pero de un mododi­
ferente, según se utilizase caseina o histona en el ensayo.
Con ambos sustratos fue más activable el pico II, en cambio
el pico I resultó ser activable por el AMPcíclico cuando se
ensayo con nistona.

El precipitado se separó en tres picos si se consideran
las medidas eIectuadas empleando caseina comosustrato. En
este caso no nubo activación por AMPcíclico, incluso pare­
ció haber una ligera inhibición. En cuanto a los ensayos e­
fectuados utilizando nistona comosustrato, el pico III re­
sultó inactivo y los picos I y lI mostraron una apreciable
activación por AMPcíclico.
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En un experimento pesterior se procedió a reunir el
contenido de los tubos correspondientes a cada pico, se
concentraron con sulfato de amonio (0.5 g/ml) y se diali­
zaron comose indicó anteriormente. Se determinó la acti­
vidad específica en cada fracción. Los resultados se ex­
presan en la tabla X.

Tabla X

Actixidad de<proteína guinasa de las distintas frgcciones
separadas por cromatografía en DEAEcelulosa gen p moles de
32P incorporggosgpor mg prot¿m1n)

Fracción Caaeina Histona
-cAMP +cAMP -cAMP +cAMP

I
Sobrenadante 93 107 36 72
(fracción 3-5)

II
Sobrenadante
(fracción 9-17) lll 230 148 468

I
Precipiüado 1088 1318 186 786
(fracción 6-9)

II
Precipitado 854 793 123 435
(fracción 13-16)

III
Precipitado 3177 2913 226 490
(fracción 23-26)
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Concualquiera de los dos sustratos utilizados, caseí­

na o histona, la actividad específica de proteina quinasa

fue mayoren los picos del precipitado que en los del sobre­

nadante. Esto es mucho más marcado cuando se considera las

actividades con caseina ya que los picos del precipitado

tienen gran actividad específica con este último sustrato.

Todos los picos, ya sea del sobrenadante o del precipitado

fueron más activables por AMPcíclico cuando se midieron en

presencia de histona.

Utilizando las fracciones purificadas se verificaron

las condiciones de linealidad en función del tiempo de in­

cubación y de la cantidad de proteina enzimática. Un tipi­

co experimento en este aspecto se ve en las figuras 14 y 15.

Se puede observar que la actividad resultó ser pr0por­

cional tanto en el tiempo de incubación (hasta treinta minu­

tos) comocon la concentración enzimática (hasta 50/Áide pro­

teina).

_52_



7000*

60W>

500° _ o AMP cíclico

-AMP cíclico

¡ZP-memINCORPORADO(pmoleslmgprol.)

fl n 4 l

5 10 20 30

TIEMPO DE INCUBACION(min)

Figgra 14: Fosforilación de caseina en función del tiempo
de incubación; 25 g de la fracción II a se ensayaron, en las
condiciones descriptas, durante los tiempos indicados en la
figura.

-53­



60 > o AMP cíclico

so. .

‘°' 0 -AMPcküco

20 ..

n l 1 . l l

10 20 30 100 50

CANTIDAD DE ENZIMA (ug)
32P-FOSF0ROINCORPORADO(prndesHOnfln)

Figgra 12: Efecto de la concentración de enzima sobre la
velocidad de incorporación de caseina; se utilizó la frac­
ción II a en las cantidades indicadas en las abscisas.
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i) Efecto de la variaciégíde cqggentraciongg de AMP

cíclico sobre la actividad especifica de iaegproteinas

guinasas

Debido a las distintas activaciones observadas con AMP

cíclico en cada uno de los picos que se separaron en las co­

lumnas de DEAE,se decidió estudiar la actividad de estas

preparaciones enzimáticas, en función de la concentración del

nucleótido. El fin perseguido fue determinar si las fraccio­

nes no activables por la concentración utilizada del nucleo­

tido, lo eran a otras concentraciones. Se decidió utilizar

comosustrato la caseina, pues ee con éste donde las diferen­

cias son más evidentes. La concentración del nncleótido va­

rió entre 0.03 a 500/“.
En el caso de los dos picos del sobrenadante, la estimu­

lación aleanzó su máximovalor a aproximadamente lol/4M. Con­
centraciones másaltas de AMPcíclico resultaron ser inhibi­

torias. Ver figura 16.

En el caso de los tres picos obtenidos con la fracción
que precipita a pHácido, su actividad específica no varió
significativamente con ninguna de las concentraciones de AMP
cíclico ensayados. Ver figura 17.
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Figgra 16: Actividad de proteina quinasa de las fracciones
I a (abajo) y II a (arriba) en presencia de concentraciones
variables de AMPcíclico.
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También se investigó si el GMPcíclico estimulaba los
picos del precipitado cuando se miden en presencia de casei­
na, con resultado negativo. En la tabla;XI se indican los
datos obtenidos con el pico II.

Tabla XI

Activación del pico II del precipitado de EH4.8 por distin­
tas concentraciones de GMPcíclico

(3‘. 5' -GMP) p moles/mg prot./min.

o 635

io'6 605
10's 64o
5 z io“5 580
10" 650

J) Egafgn113016nde varias proteínas por las distintas
fracciones separadas por DEAEcelulosa

Se quiso compararla actividad específica de todos los
picos que se separaron mediante la acidificación del homoge­
neizado a pH 4.8 y subsecuente cromatografía en columnas de
DEAEcelulosa, con distintos sustratos. Para ello se utili­
zaronzcaseína, mezclade histonas, histona rica en lisina,
histona rica en arginina, protaminay fosfovitina. Ver figura
18.
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Comose puede ver en la figura, cada pico muestra un
perfil particular y diferente de los demáscon respecto de
los sustratos utilizados; además, la activación que produ­
ce el AMPcíclico en cada pico varía con el sustrato.

En general, la mayor estimulación hallada fue en el
pico II del sobrenadante ensayado con mezcla de histonas o
histona rica en lisina y en el pico I del precipitado, cuan­
do se utilizan los mismossustratos.

En todas laa fracciones el AMPcíclico produce su má­
xima estimulación cuando la actividad se mide con mezcla de
histonas.

Se efectuó un estudio similar con GMPcíclico comparan­
do las activacionee producidas por loa dos nucleótidos cícli­
cos; en ningún caso las diferencias entre ambosfueron ma­
yores del 10%. No se pudo comprobar la presencia de ninguna
isoenzima de proteina quinasa dependiente solamente de GMP
cíclico. Ver tabla XII.
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Tabla XII

Actividgg específiqg de lagproteína guinasa en las fracciones
separadas por acidificación ang 4.8 y cromatografía en DRAE
celulosa.

Sobrenadante I Sobrenadante II
_ +cAMP +cGMP - +cAMP +cGMP

Cas 58 68 72 94 294 244

Prat 31 38 34 121 203 199

Hiat 36 72 78 303 984 778

Hiat A 64 63 71 62 140 114

Hist L 22 37 31 188 629 479

Foafo O 0 0 38 53 40ri
Precipitado I Precipitado II Precipitado III

- +cAMP +cGMP - +cAMP +cGMP - +cAMP +cGMP

Cas 1272 1275 1364 701 860 899 2169 1930 2835

Prot 130 297 266 320 332 345 641 593 642

Hist 361 1696 1405 283 643 542 490 862 795

Ïist 99 203 213 130 138 151 129 251 193

Ïiet 199 1124 764 374 587 450 1077 1127 1211

Fosfo 349 576 636 683 674 717 2628 2653 2663
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k) Cromatografía en columna de sefarosa-caseina

Un modoselectivo de purificación de enzimas es la croma­
tografía por afinidad. Las proteínas se pasan a través de una
columna que contiene un polímero o gel insoluble al cual se ha
unido convalentemente la sustancia adecuada. En el caso de las

enzimas se ha encontrado que condiciones requeridas para este
procedimiento las reúnen los derivados de agarosa (sefarosa),
unidos a un sustrato de la enzima. Las proteínas que no tie­
nen afinidad por el sustrato no son edsorbidas por la columna
mientras que las que si la tienen, quedan retenidas y deben
ser eluidas, por ejemplo, aumentandola fuerza iónica.

Para utilizar este método se preparó una columnade sefa­
rosa-caseína y se aplicó a la mismauna alícuota de la frac­
ción del homogeneizadoque precipita a pH 4.8, una vez redi­
euelta y neutralizada. Se lavó la columnacon una solución
de buffer fosfato de potasio lO II p! 6.5, conteniendo EDTA
1mmy luego la proteina quinasa absorbida fue eluida con el
mismobuffer conteniendo cloruro de sodio 0.6 M.

Coneste procedimiento esa fracción se separó en dos pi­
cos que se comportaron de un mododiferente de acuerdo con el
sustrato utilizado. Ver figura 19.

El primer pico que no fue retenido en la columna tuvo ma­
yor actividad de proteina quinasa con histona que con caeeina.
El segundo pico, que si fue retenido en la columnay se eluyó
por la adición de cloruro de sodio 0.6 M, mostró por el con­
trario mayoractividad foeforilante con caseina que con his­
tona.
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En experiencias posteriores se reunió el contenido de los
diversos tubos correspondiente a cada pico de actividad en dos
muestras: pico I y pico Il. Estas muestras se precipitaron con
sulfato de amonioy se dializaron duran'ln la noche de manera si­
milar a la usada para, las fracciones de la columna de DEAEce­
lulosa. A estas dos fracciones se les determinó el grado de
activación con AMPcíclico de sus proteínas quinasas utilizan­
do cuatro proteinas distintas comosubstrato. Ver tabla XIII.

NaCl0.6M

¡aO

8

Actividadde¡»minaquines:(cpmx10")

a8

Número de Fracción

Figgra 12: Actividad de proteina quinasa en las fracciones se­
paradas por cromatografía en sefarosa caseina del precipitado
de pH4.8 c-.. _-o sustratomaseína

oh-—o sustrato:histona
Las medidas se efectuaron en presencia de AMPcíclico.
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533221.31};

Actividad de proteina guinasa de los picos de una columna
_. a.de csseins-sefarosa con dlferentes sustratos(

32(en p moles de P transferidos por miligramo de prot. en­
zimática / min.).

Sustrato Pico I Pico II
(fracciones 3-6)(a) (fracciones 11-15)(a)

-oAIP +01]? -oAMP +0AMP

Caseina 600 ¡L g 31 91 402 451

Protamins 1501/03 37 54 26 19

Histons 150/a g 72 163 63 66

Fosfovitina ISO/ug 53 78 576 542

Relación caseína 0.5 0.5 6.4 6.6
nistona

(a) Ver figura 19.
El primer pico mostró un apreciable grado de estimulación

con AMPcíclico con todos los sustratos utilizados y la mayor
actividad especifica se encontró utilizando una mezcla de his­

tonas comosustratïíact. con osseins: 0.3)
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El segundo pico, resultó no ser activable por AMPcíclico
con ninguno de los sustratos utilizados y en algunos casos hu­
bo inhibición. La actividad especifica de este pico fue mucho
mayor cuando se utilizaron proteínas ácidas comosustrato, que
cuandose utilizaron proteinas básicas act.con cas.: 6.4-6.8

act.con hist.

Posteriormente se midió la capacidad de unirse a AMPcí­
clico 3Hde ambas fracciones y las dos demostraron tener capa­
cidad "ligadora", lo que demuestra que la falta de activación
del segundo pico no se debe a la ausencia de la unidad recep­
tora.

Cuando se efectuó una curva de AM?cíclico con ambos pi­
cos se encontró que el primero se activó el máximoa muyba­
Jas concentraciones de nucleótido. Esta activación se mantu­
vo a concentraciones más altas. Ver figura 20.

En cambio, el segundo pico no se activó a ninguna de las

concentraciones utilizadas y a altas concentraciones se obser­

vó inhibición. El sustrato utilizado para este ensayo fue ca­

seina.

También se probó el efecto de agregado de GMPcíclico so­

bre el segundo pico (no activable por AMPcíclico) y se obtu­

vieron los resultados expuestos en la tabla XIV.
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Figura go: Actividad de proteina quinaaa en las fracciones
separadas por una columnade aefaroaa-caseina en presencia
de concentraciones variables de AMPcíclico. Suatrato uti­
lizado: caaeina; fracción N° l: curva inferior, fracción
N° 2: curva superior.
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2M
Eregto de varias concentraciones de GMPcíclico sobre la ac­
tividad de proteina guinasa del pico II obtenido de una co­
lumna de sefarosa

(3' 5' GMP) P moles/mg prot./min

o 402

10'5 509
10'5 su
5 x 10'5 545

10"4 525

La ligera estimulación hallada no es suficiente para po­
der afirmar que esta fracción sea una proteina quinasa depen­
diente de GMPcíclico.

De los resultados anteriormente expuestos se puede con­
cluir en que en el testículo de rata existen varias isoenzi­
mas de proteina quinasa las que se distinguen por su dife­
rente comportamientocon la acidificación a pH4.8, disimil
resolución con las columnas de DEAEcelulosa y caseína-sefa­
rosa y distinta actividad con cada uno de los sustratos uti­
lizados y por su diverso grado de activación con el AMPci­
CliCOo
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l) Distribución subcelular de proteina guinasa en testículo

de ratas maduras e inmadurasw

Se homogeneizaron testículos de ratas maduras e inmaduras

en 5 volúmeneáügacarosa 0.34 M en Tris 50 mMpH 7.0. Los ho­

mogeneizadosse filtraron a través de una tela de nylon (Ni­

tex) de 80 micrones de poro. Se centrifugó y se obtuvieron

las siguientes fracciones: precipitado de 600 g: núcleos; pre­

cipitado de 15.000 g: mitocondrias; precipitado de 100.000 g

microsomas y sobrenadante de 100.000 g. Se ensayo la activi­

dad proteína quinasa en alicuotas de cada fracción, utilizan­

do histonas de timo comosustrato.

Comose puede observar en la tabla IV las fracciones con

mayoractividad especifica se encuentran localizadas en nú­

oleo y sobrenadante, siendo esta última la más importante.

De las fracciones estudiadas, la menor activación con AMPci­

clico se obtuvo en los microsomas y la máximaen el sobrena­

dante.

La actividad especifica de todas las fracciones es mayor

en animales maduros que en animales inmaduros.
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Tabla XV

Distribución subcelular de proteina guinasa_gntestículos

de ratas maduras e inmaduras (en p moles¿m5prot.¿miy.

Maduras Inmaduras
Fracción

-cAIP +cAMP fi de in -cAMP . +cAIP f de in
cremento cremento
con cAIP con cAMP

Núcleos 54:3 174;10 222 2l;2 Biz} 285

Mitocon 26:2 9532 239 9;; 2533 177drias

Microso 46:6 7Q;ll 71 19:9.4 28:2 47
mas

Sobrena 105;] SOQ:60 383 56:7 382147 582
dante

Similares consideraciones pueden hacerse analizando los
porcentajes de actividad total en cada fracción( Tabla XVI).
En esta tabla se puede también observar que los testiculos.de
animales maduros tienen mayor actividad porcentual en núcleo
que los de animales inmaduros.

En ambos grupos de animales se puede concluir que la en­
zima es principalmente soluble.
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Tabla XVI

Actividad porcentual de proteína guinasa en fracciones sub­

celulares de testículos de ratas

Maduras Inmaduraa

Fracción rcAMP +cAMP -cAMP +cAMP

Núcleos 12.7;0.7 9.5;04 6430.2 3.9¿o.1

Mitocondriaa 4.9;9.l 3.5:9.L 4.4¿0.2 L.9;U.3

Microaomae 5.1304 3.o;o.2 5.6¿o.1 1.30.1

Scbrenadante 77.3;0.b U4.9;p.3 63.514 92.Q¿l.2

TOTAL 100.0 100.9 99.9 99.9
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En la serie de experiencias descriptas en este trabajo
se han podido detectar proteinas quinasae dependientes o in­
dependientes del AH?cíclico en los dos órganos de rata ana­
lizados: epidídimo y testículo. Comoha sido descripto pa­
ra otros tejidos, estas enzimaspuedenutilizar histonas,
protaminas y caseína comosustratos.

En ambos órganos el grado de activación observado con
el AMPcíclico varió según el sustrato que se haya utiliza­
do. Conhistona, comosustrato, la activación por el nucle­
6tido fue mas notable que con caseina y cuando se utilizó
protamina no fue posible visualizar una activación franca
con el AMPcíclico. Tanto en el testículo comoen el epi­
dídimo el grado de actividad enzimática pareció depender de
la madurez sexual del animal, pero esta dependencia resultó
ser diferente según el órgano considerado.

Bpididimo: Cuandose comparanlas actividades especificas de
proteina quinasa en el epididimo de ratas inmaduras con las
de ratas maduras se pueden observar que en estas últimas la
actividad enzimática fue mucho mayor tanto en la cabeza co­
mo en la cola del órgano.

Esta observación es válida cuando se comparanlas acti­
vidades de proteina quinasa obtenidas utilizando histona de
timo de ternera o caseina comosustrato, no así cuando se u­
tiliza protamina, lo que sugiere la heterogeneidad de este
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sistema enzimático.
En animales maduroshemicastrados, la actividad especi­

Iica en la cabeza del epididimo del lado oastrado fue menor
que la del lado intacto. En cambio, en la cola la actividad
no varió; este hecho es interesante si se tiene en cuenta que
la cabeza del epididimo recibe directamente las hormonaspro­
ducidas por el testículo.

La dependencia de los órganos sexuales accesorios del ma­
cho a los andrógenos circulantes es un hecho conocido desde
hace tiempo (113) y se sabe que muchas de las enzimas presen­
tes en el epidídimo son dependientes de andrógenos. Asi, por
ejemplo, Allen y Slater (89, 90) demostraron que las fosfatas
ácidas y alcalinas y la alilesterasa de epididimo de ratón es­
tán bajo el control de hormonasandrOgénioas, su actividad
disminuyecon la castración y la testosterona revierte este pro­
ceso. TambiénMarquis y Fritz (114) encontraron que la dis­
minuciónde la carnitina acetil transferasa de epididimo de
rata por castraCLÓnes parcialmente corregida por administra­
ción de testosterona.

En las experiencias referidas más arriba (Tabla V) cuan­
do ratas inmadurasfueron inyectadas con testosterona, la ac­
tividad de proteína quinasa (dependiente e independiente de
AMPcíclico) en la cabeza del epididimo se incrementó. Este
hecho señala nuevamente la dependencia de esta enzima a los
niveles de andrógenos.

En próstata ventral de rata se encontró que núcleos ais­
51/lados incorporan el fósforo terminal del AT núcleo proteínas
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"in vitro", la castración disminuye esa incorporación y la
administración de testosterona previene este erecto (72).
Estos resultados asi comolos nuestros, indican que la ac­
tividad global de la proteina quinasa en algunos de los ór­
ganos accesorios masculinos depende directamente del estado
hormonal del animal. Un efecto análogo ha sido sugerido en
hembras, donde el estradiol actuaria sobre la proteina qui­
nasa del útero, activándola (115).

Iesticulo: El mecanismoregulatorio de la proteina quinasa
parece ser diferente al hallado para el caso del epididimo.
Si bien en testículo la actividad de proteina quinasa aumen­
ta con la maduración sexual, este cambio no parece ser debi­
do a una acción directa de hormonas, ya que cuando se sumi­
nistra LH, FSHo testosterona, no se obtienen cambios en la
actividad enzimática.

Por el contrario, las variaciones de proteina quinasa
observadas pueden ser correlacionadas con otro tipo de ie­
nómenosque tienen lugar en el testículo de ratas en desa­
rrollo, es decir, con las modificaciones inherentes a la
diferenciación y maduraciónde los tipos celulares de la se­
rie espermática.

Para poder visualizar con claridad este tipo de corre­
lación es necesario tener en cuenta diferentes hechos y
comprobaciones experimentales. Los resultados que se han
presentado demuestran que la actividad de proteina quinasa
en el testículo aumenta con la maduración y que este aumen­
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to ocurre entre los treinta y cinco y cuarenta y cinco dias
de edad. Cuandose consideran por separado los túbulos se­
miniferos y las células intersticiales, se ve que este au­
mento de actividad depende en su mayor parte del aumento de
actividad que se produce en los túbulos seminiferos. Por o­
tra parte, la actividad especifica relativamente baja de pro­
teina quinasa que se obtuvo con una preparación de esperma­
tozoides de testículo, asi comoel necho que en la rata
Wistar los espermatozoides aparecen a los cuarenta y nueve
dias de edad permite descartar a estos últimos comola cau­
sa de este aumentode actividad. Histológicamente el prin­
cipal cambioque ocurre en el testículo entre los treinta y
cinco y cuarenta y cinco dias de edad, está relacionado al
proceso mediante el cual ias espermátidas se convierten en
espermatozoides y es oportuno recordar que en la rata el tra­
tamiento con hormonas no tiene ningún efecto en la inducción
de una pubertad precoz, ni se puede anticipar la aparición
de células germinales maduras (ll6).

Los cambios bioquímicos que ocurren durante ese proceso
han sido estudiados con detalle en salmónidos y especies re­
lacionadas dada las ventajas histo-anatómicas que represen­
ta el hecho quetodas las células de un lóbulo están simultá­
neamente en el mismoestadio de espermatogénesis lo que fa­
cilita su análisis.

Usando estos animales Dixon y col. (78) en una importan­
te serie de trabajos determinaron que en los últimos estadios
de la espermiogénesis se produce un recambio de proteinas nu­
cleares unidas al DNAy que en este proceso interviene la ac­
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tividad Iosforilante de la proteina quinasa, nado que la
iosforilación de las protaminas recientemente sintetizadas
es importante para permitir su unión correcta con el DNA.

En ese contexto es útil recordar que utilizando técni­
cas radioautográlicas en mamíferos (117-120) se determinó que
en el núcleo de células germinales en desarrollo se produce
un cambiode una histona rica en lisina a una histona rica en
arginina y que el momentode la transición entre histona rica
en lisina a histona rica en arginina o protamina ocurre duran­
te los últimos estadios del desarrollo de la espermátida. Es­
te proceso es constante en cada especie y variable entre es­
pecies, produciendo comoresultado iinal ya sea protamina o
histona rica en arginina que son las proteinas nucleares del
espermatozoide maduro.

A este recambio de proteinas nucleares se le na atribui­
do importancia comomecanismopara la supresión de la activi­
dad genética de las gametashasta la fertilización. Cualquier
alteración o inhibición de este cambiode nistonas podria con­
ducir a trastornos de la fertilidad.

Lamentablemente, en mamiieros este cambio de proteinas
nucleares sólo puede ser estudiado radioautográiicamente, ya
que con experimentos de sintesis proteica queda enmascarado
por la sintesis total del órgano, y la separación de distintos
tipos celulares en cantidad y pureza suficiente para efectuar
estos experimentos es muydificil. De cualquier manera el ne­
cho que durante la transformación de las espermátidas hay un
marcadoaumentode la actividad especiiica de proteina quina­
sa parece indicar algún tipo de relación con la transición de
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las proteinas nucleares comose na observado en salmónidos.
Utro aspecto que se consideró en el transcurso del tra­

baao fue la presencia de diferentes isoenzimas de proteina
quinasa.

Cuandoun nomogeneizadode testículo de rata se acidi­
ficó a pH 4.5 se obtuvo la separación de dos Irac01ones de
características distintas, que aumentancon la maduraciónse­
xual.

En otros órganos varios autores nan analizado el proble­
made si una sola proteina quinasa actúa en todas las fun­
ciones que son mediadas por el AMPcíclico o si un cierto nú­
mero de isoenzimas está involucrado en las diferentes accio­
nes de este nucleótido. Se ha demostrado la presencia de va­
rias proteínas quinasas con características disímiles en di­
ferentes tejidos: útero de ternera (66), músculoesquelético
de conejo (107), músculo de pollo (108), glándula mamaria de
ratón (64), hígado de rata (52, 109) y reticulocitos y eritro­
citos de conejo (22, 110). En el testículo, si se someten las
dos fracciones separadas a pH 4.8, a cromatografía en columna
de DEABcelulosa, se obtienen cinco fracciones diferentes.

Cuandose comparala actividad específica de estas cinco
fracciones medidas en presencia de una variedad de sustratos,
se puede observar que cada fracción es diferente de las demás.

Las dos fracciones que se obtienen del sobrenadante de pH
4.8 tienen una actividad específica relativamente menorque la
del precipitado, en especial la primera de ellas. Esta última
no demuestra actividad cuando se la mide en presencia de fos­
fovitina y no es estimulada por AMPcíclico cuando se la mide



en presencia de histona rica en argininu, la segunda fracción
del sobrenaduntc tiene mayoractividad con todos los nuetrn­
tos y es estimulada por el AMPcíclico con todos ellos. En ge­
neral, el sustrato con el cual se observa un mayor incremento
de la actividad de todos los picos es la histona rica en lisi­
na, aunque el segundo pico del sobrenadante también se esti­
mula en un grado similar cuando se lo mide en presencia de ca­
seina o de histona de timo de ternera.

Los tres picos del precipitado tienen una actividad es­
pecífica muchomayor. Estas actividades específicas varían
muchode acuerdo al sustrato utilizado. El primer pico uti­
liza comosustratos preferenciales histona de timo, histona
rica en lisina y caseina, sobre todo cuando se mide en presen­
cia de AMPcíclico, el segundoutiliza caseína, fosfovitina e
histona rica en lisina. El grado de estimulación por AMPcí­
clico de los tres picos varia de acuerdo a la fracción y al
sustrato utilizado, incluso en algunos casos se ve una lige­
ra inhibición. Los resultados obtenidos con el GMPcíclico
son en conjunto similares a los obtenidos con el AMPcíclico.
Todos estos datos indican la heterogeneidad de la proteína
quinasa testicular.

Cuando el precipitado de pH 4.8 se somete a otro proce­
dimiento de separación, la cromatografía en una columna de
afinidad por sustrato: caseína sefarosa, se separan dos frac­
ciones de características distintas, la primera de ellas que
no es retenida por la columnautiliza preferentemente histona
de timo y es estimulable por el AMPcíclico con todos los sus­
tratos utilizados, la segunda que requiere un aumentode fuer­
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za iónica para ser eluida, muestra mayoractividad con ca­
seina y no se estimula por AMPcíclico. Esta falta de es­
timulación por dicho nucleótido no parece deberse a la se­
paración de las unidades catalitica y regulatoria ya que
ambospicos tienen la propiedad de ligar AMPcíclico 3H.

Dadala gran complejidad celular del testículo es di­
fícil señalar si estas diferentes isoenzimas se debena
los diferentes tipos celulares o si hay másde una de ellas
en una mismacélula. De cualquier modoel testículo es un
órgano que es regulado por varias hormonas y además tiene
una gran variedad de funciones; esto permite suponer que la
presencia de diferentes isoenzimas de proteina quinasa me­
diaríen las respuestas a los estímulos que actúan sobre las
diferentes funciones testiculares.
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Comoconclusiones principales de este trabajo de tesis
se pueden senalar las siguientes:

Epididimo:
l) La actividad especifica de la proteína quinasa de la

cabeza y cola del epididimo es mayor en animales maduros que
en inmaduroscon dos sustratos utilizados: histona y caseina.

2) Utilizando histona comosustrato la activación de la
proteína quinasa epididimaria con el AMPcíclico es mayor.

3) En ratas hemicastradas la cabeza del epididimo del la­
do operado tiene menoractividad enzimática que la del lado in­
tacto.

4) La administración de testosterona a ratas inmaduras
produce un incremento significativo de los niveles de proteína
quinasa en la cabeza del epididimo.

Testiculo:
l) La proteina quinasa de un homogeneizadode testículo

es más dependiente al AMPcíclico con histona comosustrato que
con caseina.

2) La actividad especifica de esta enzima aumenta con la
maduración principalmente entre los 35 y 45 días de vida.

3) Este incremento es mayor en túbulos seminíferos que en
tejido intersticial, aislados.

4) Dos preparaciones diferentes de proteina quinasa se ob­
tuvieron centrifugando el homogenatoacidificado a pH4.8. Las
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dos fracciones aumentaron con la maduración.

5) La actividad de las proteínas quinasas testiculares

de ratas inmaduras no sufrió modificación con los tratamien­

tos hormonales ensayados: testosterona, hormonaluteinizante

y folículo estimulante.

6) Mediante la aplicación de varios métodosde purifi­

cación enzimática, como cromatografía en columnas de DEAEce­

lulosa y sefarosa caseína, se separaron varias isoenzimas de

proteína quinasa, las que poseen diferentes comportamientos

con diversos sustratos.

7) El fraccionamiento subcelular de proteína quinasa de

testículos maduros e inmaduros mostró que esta enzima es pre­

dominantementesoluble. Ademásla actividad específica de

todas las fracciones es mayor en animales maduros que en in­

maduros.
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