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INTRODUCCION

Consideraciones generalea

Uno de los mecanismos conocidos para regular la actividad
metabélica celular es el de la induccién y represién de enzima,
mediante la accién de diversos factores que pueden ser metaboli-
tos de la propia célula. Este tipo de mecanismos ha sido bien es-
tablecido en bacterias as{ como en células de animales superiores.
En estas dltimas, la presencia de diversas sustancias regulatorias
adicionales, como por ejemplo las hormonas, hacen mds complejos
los mecanismos de control de la funcién celular (1).

Una amplia varieded de las respuestas celulares a las hormo-
nas estédn mediadas a nivel molecular por el AMP ciclico, este nu-
cleétido puede causar, ademds de una activacién de enzimas exis-
tentes, la sintesis de nuevas enzimas (2). Este Yltimo efecto pue-
de ser controlado por la accidén del AMP cfclico durante la traduc-
cién y/o transcripcién del RNA mensajero.

Una posible explicacién de cémo actia el AMP ci{clico sobre la
transcripcién ha sido proporcionada por Langan (3,4), el que obser-
vé que la fostorilacién de histonas en higado es estimulada por el
AMP ciclico. Este proceso estd catalizado por un sistema enzimé-
tico complejo llamado generalmente "proteinas quinasas", Las pro-
teinas quinasas catalizan la transferencia del tésforo terminal
del adenosina trifosfato (ATP) a aminodcidos en sustratos proteicos



segin la siguiente reaccidn:

Protefna + n ATP

proteina Frote{na - P, + n ADP
quinasa

Reacciones de este tipo requieren un ion metdlico divalen~
te, generalmente Mgf+ Yy se plensa que el sustrato verdadero es
un complejo ATP - metal,

Una de las primeras descripciones de una actividad enzimd-
tica de este tipo fue comuniceda por Sundararajan y col. (5) ,
loe cuales en el curso de una investigacién sobre lea incorpora=-
cibén de fdésforo a cesefna en la glédndula memeria secretante de
cone jo, encontraron une enzime que fosforilabe caesefna y fosfo-~
vitins,.

Poco después, Rabinowitz y Lipman (6) identificaron enzi-
mas fosforilantes del mismo tipo en levadura y cerebro de ter-
nero, estas enzimas también fosforilaban fosfovitina, utilizan-
do al ATP como dador de fdésforo.

En una serie de trabajos posteriores se describieron enzi-
mas simlilares en membranas de eritrocitos (7), en ovario y huem
vos de Rana pipiens (8), rifién de rata, conejo y cerdo (9),etc.

En 1956, Krebs y Fiecher (10) describieron una enzima que
cataliza la fosforilecién y activacién de la fosforilasa de
glucégeno en misculo; esta enzima se llamé fosforilase quinasa
para distinguirla de la de caseina o fosfovitina quinasa. Una
enzima similar fue descripta simultdneamente en higado por Rall
y col. (11).

Desde entonces se han descripto otras enzimas que se cree



son guinasas especificas y se las llamb, de acuerdo al que se
piensa que es su sustruto preferido: glucdgeno sintetasa qui-
nasa (12), histona quinasa (13), protamina guinasa (14), fosfo-
rilasa quinasa quinasa (15, 16), etc.

Como fue seflalado més arriba, estas enzimas pertenecen al
sistema enzimdtico llamado “protef{nas quinasas" y todas com-
parten las caracter{sticas de ser activables por el AMP cicli-
co; ya en 1968 poco después de haberse demostredo la existen-
cia de la fostorilusa guinasa quinasa, se reconocid gue esta
enzima que era activada por el AMP ciclico, tenfa una awplia
especificidad de sustrato ya que también catalizaba la fosfo-
rilacidn de casei{na y protamina y de acuerdo a esto se la lla-
wé protefna quinasa dependiente de AMP ciclico (16). Casi si-
multéneamente Langan (3) encontré que el AMP ciclico aumenta
la velocidad de fosforilacidén de histonas por preparaciones de
higado. En un estudio mds amplio Kuo y Greengard (17) encon-
traron que proteinas quinasas AMP c{clico dependientes esta-
ban ampliamente distribufdas en los tejidos y en diferentes
especies y postularon que la mayoria de los efectos fisiold-
gicos del AMP ciclico son debidos a la activacidn de este ti-
po de enzimas.

Ademds, los hallazgos de Langan de que el AMP cfclico au-
menta la fosforilacidédn de histonas cuando se administre "in
vivo" (18) y que el glucagén ademds de aumentar la concentra-
cibén de AMP ciclico en higado (19), aumenta también la fosfo=
rilacidn de histonas (4) condujeron a proponer el mocdelo es-
quematizado en la figura 1 para explicer algunas de las fun-

ciones de las proteinas quinasas dependientes de AMP ciclico.
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En el transcurso de sus estudios sobre la prote{na quina-
sa dependiente de AMP ciclico, de corazén bovino, Brostrom y
col. (20), postularon que esta enzima estd formada por dos
subunidades, una regulatoria: R y una catalftica : C, las que

pueden disociarse en presencia de AMP c{clico.

CR . C + R
comple jo ~—myg— ' enzima
inactivo activa

La subunidad R es innibidora de la subunidad catali{ti-~
ca C, que es la forma activa de la enzima.

La subunidad R tiene la propiedad de unirse al AMP ci-
clico, al aumentar la concentracién de AMP ciclico intrace-
lular por accién de hormonas, se desplaza el equilibrio de
la siguiente ecuacién hacia la formacidn de la subunidad C.

CR + AMP cfclico ————1Dm R - AMP ciclico + C
-

En un trabajo independiente Gill y Garren (21) también
dedujeron que el AMP ofclico causa disociacién de un comple-
jo enzima-inhibidor, en esta misma lfnea Tao y col. (22)
mostraron que la protefna quinasa de reticulocitos puede ser
disocieda en dos subunidades, por el AMP ciclico, una cata-~
l{tica y otra que se une al nucleétido, sugiriendo un es-

quema similar al anterior; resultados similares obtuvieron



Kuman y cole (23) trabajando con proteina quinasa de higado. La
separacién completa de las subunidades Ry C fue realizada pear
estos dltimos autores, ademds de Reimann y col. (24) y Erlichmm
y col. (25).

Tanbién ha sido descripta una proteina quinasa dependiente
de GMP ciclico (26).

Papel de las protefnas quinasas en el metabolismo celular

Como fue dicho al comienzo, el AMP c{clico juega un papel
preponderante en los mecanismos regulatorios hormonales y ade-
mds muchos de sus varimaog efectos parecen reflejarse en su ha-
bilidad de activar diversas quinasas, que por la importancia de

las reacciones que catalizan merecen detallarse.

io Proteinas quinamsas y la regulacién del metabolismo del glucdé-
geno

En el metabolismo del glucégeno tanto la regulacién de la
glucogénesis como de la glucogendélisis estdn moduladas en algu-
nas de sus etapas por la accidén del AMP ciclico, actuando a tra-

vés de la activacién de proteinas quinasas.
1) Fosforilasa gquinasa guinasa

El glucégeno, en su degradacién, es hidrolizado a glucosa
- 1 - fosfato por la enzime fosforilasa (27, 28) la cual existe
en el higado y en el misculo bajo dos formas: fosforilasa a (ac-
tiva) y b (inactiva)e La fosforilasa b, es convertida en a por
la fosforilasa b quinasa (29), la cual existe también bajo una



forma activa y otra inactiva. La fosforilasa b quinasa inacti-
va es activada por otra enzima, una proteina quinasa cuya acti-
vidad depende fundamentalmente de la presencia de AMP cfclico
(16, 30, 31, 32, 33); esta proteina quinasa se denominé fosfori-
lasa quinasa quinasa (16, 34).

Esta reaccidén puede ser inhibida por una proteina termo-
estable derivada de misculo esquelético (35, 36). Dicho inhi-
bidor fue descripto por primera vez bloqueando la conversidén de
la glucdgeno sintetasa independiente a su forma dependiente
(37).

2) Glucdgeno sintetasa guinasa

Concomitantemente con la activacién de las enzimas res-
ponsables de le degradacién del glucdégeno, se produce una mo-
dificacidén en la actividad de la glucédgeno sintetasa (38). Es-
ta enzima también existe en dos formas: una fosforilada, inac-
tiva (D) y una forme no fosforilada, activa (I). La misma pro-
teina quinasa que cataliza la activecidn de la fosforilasa b
quinasa, puede fosforilar la glucégeno sintetasa 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
produccién de AMP c{iclico, también provocan un aumento en la
actividad de estas proteinas quinasas dependientes de dicho
nucleétido.
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I1. Proteinas quinasas y la regulaocién del metabolismo lipfdico

En el tejido adiposo la hidrélisis de los triglicéridos
es catalizada por una lipasa. En 1964 (41) se demostré en un
pistema libre de células que la lipasa de tejido adiposo puede
ser estimulada por AMP cfclico en la presencia de ATP, por ana-
logia con lo que sucede en la activaoién de la fosforilasa, se
pene® en la probable existencia de formwas, fosforileda y no fos-
forilada de la lipasa. Esta idea fue parcialmente confirmada en
1969 (42) cuando se hallé una proteina quinasa dependiente de
AMP c{iclico en tejido adiposo.

Poco después (43) se demoetré que una protef{na quinasa de
misculo esquelético de oconejo aumenta la actividad lipolftice de
un homogeneizado de tejido adiposo, cuando se la incuba en pre-~
sencie de AMP ociclico. Casi simultédneamente, (44) se descubrié
que ouando una lipasa sgnsible a hormonas parcialmente purifi-
oada de grasa epidimaria de reta, se incuba con ATP = Mg** ’
AMP ciclico y protefna quinasa de misculo, aumenta su actividad;
asl nismo se demostré la simultdnea activacién y foeforilecién
proteioce en una preparacién purificada de lipasa (31). Otros
autores también describieron un aumento de activided de lipa-
sa en una fraocién incubada con ATP y AMP ofoclioco (45).

III, pProteinas quinases y la regulacién de la esctividad nuclear
En 1966 fue demostrado (46) que complejos DNA - histona

fosforilada de timo de rata, tienen mayor capacided como tem-
pledo para la sinteeis de RNA " in vitro" que complejos de DNa
histona no fosioriiada, y se sugirié que los cambios en los ni-

«10-



veles de fosforilacién puede ser un medio efectivo de alterar
la hebilidad de lus histonas para repriwmir el DNA.
Paralelamente otros autores (47) encontraron incorpora -

32P a histonas de micleo de timo de ternera y

cidén de fésforo
que linfocitos humanos estimulados con fitohewmoaglutinina au-
mentan la sintesis de RNia. Esta sintesis estd precedida por
una estimulacidén en la velocidad de fosforilacién de protei-
nas nucleares (48).

En esta misma linea se halldé (49) que la insulina y la
prolactine producen una estimulacidén marcada en la velocidad
de fosforilacién de protefinas nucleares en la gldndula maemaria,
esta estimulacién coincide con el aumento de la biosintesis de
BNi. Tamhién en testiculo de salménidos, Ingles y Dixon demos-
traron que las protaminas son fosforiladas in vivo en ciertos
estados de la espermatogénesis (50).

Las reacciones de fosforilacién que ocurren en el nucleo
involucran tanto e histonas como a otras protef{nas nucleares
(51) habiéndose postulado que intervienen en esta reaccidén di-
terentes proteinas quinasas, segin sea el tipo de pyoteina que
estd sirviendo como sustrato. Las enzimas de higado hBB sido
muy estudiades respecto de su capacidad para fosforiler histo-
nas. Langan fue el primero en describir una proteine quinaea
que parece actuur selectivamente con este tipo de proteinas
(13). Posteriormente demostré que esta enzime es una proteina
quinasa estimulable por AMP cfolico (3) y sefiald que ésta pro-
vee un mecanismo por medio del ouel las hormonas pueden pro-
mover la bioeintesis de BRNA mensajero. Habiendo ademds demos=



trado que la fosforilacidn de histonas ocurre "in vivo" en
respuesta & la estimulacién del sisteme cuyo intermediario
es el AMP cfclico (18).

Varios autores (13, 52) encontraron que la proteina qui-
nasa especi{fica para las histcnas estd localizada principal=-
mente en el citosol, pero es concebible gque ellas puedan ha-
ber difundido fuera del ndcleo durante la aislacién. Lua fos-
forilacién de otras proteinas nucleares diferentes de las
histonas es catelizada por una proteina quinasa (o quinasas)
que podrfa estar unida a la cromatina (13, 15, 53). Este ti=-
po de enzima es lnective respecto de las protaminas o histo=-
nas como sustretos y es insensible al AMP cf{clico (53)e Se-
r{a de interés conocer si es idéntica a lu fosfovitina qui-
nasa de higado que también es inactiva respecto de las pro-
tefnas bdsicas como sustratos (13, 54).

IV. Protefna quinasa y la regulacidn de produccién de es-

teroides por adrenal

Es un hecho generalmente aceptado que el ACTH promueve
la biosfntesis de estercides adre nales a través de un meca-
nismo que involucra el AMP cfclico como el segundo mensaje-
ro. Como resultado del sobresaliente trabajo de Garren y
col, el esquema de control ha sido extendido hasta incluir
una posible etapa de regulacibén que involucra & una protef-
na quinasz. Previamente se habfa determinado que la esti-
mulacibén de la esteroidogénesis requiere nueva sintesis pro-

teica (55, 56), pero que no es dependiente de la formacidn

=12~



de KNA (56, 57). Por lo tanto, se propuso que el aMP ciclico

actia a nivel de la traduccién del RN, mensajero (58). Gill y
Garren purificaron en gldndule adrenal una proteina con capa-
cidad de unir AP ciclico y mostraron que estd asociada & ac-
tividad de proteina quinasa (21, 59). Estos autores estudia-

ron la relacidén entre ligadura de AMP ciclico y actividad de

quinasa y formularon un esquema para la activacidn de protei-
ne quinasa esencialmente idéntico al ya presentado.

En un intento de identificar un sustrato para la protei-
na quinasa responsable de la estimulacidn de la biosfntesis
de proteinas y el aumento de esteroiuogénesis, otrvs autores
(60) encoatraron jue el AMP cfclico estimula la fosforilucién
de proteinas asociadas a ribosomas. La cuestidén genersl de
cémo la biosintesis proteica es regulada por fosforilacién pro-
teica al nivel ribosomal ha sido también estudiada en otros
sistemes ademds de la gldndula adrenal (61-63).

V. Proteine guinasa y la regulacién de la funcidn reproduc-

tiva en hembras

1) Gldndule memaria: dos proteinas fosfoquinasas que pue-
den participar en la fosforilacién enzimdtice de proteinas nu-
cleares fueron paroialmente purificadas en gldndula mawmaria de
rata por Majumder y Turkington (64). Una de ellas es marcada-
mente estimulada por la presencia de AMP cfclico mientras que la
otra no 1o es. Los mismos autores (65) determinaron que en
el desarrollo de la gldndula mamaria de ratén durante lu prefiez
la actividad de esta enzima aumenta de 7 a 9 veces. En culti-

vo de tejiao de gldndula mamaria de ratén encontraron que la



insuline actuando sinergisticumente con la prolactina induce

la formacibén de proteina quinasa. Sobre esta base postularon
un cecanismo alternativo de regulacién en el cual el AMP cicli-
co no es limitante, sino que las proteinas con las cuales el

AMP ciclico interactda son inducidas hormonalmente.

2) TUtero: en 1972 se demostrd (66) la existencia en ite~-
ro de ternera de tres proteinas quinasas, las que fosforilaban
preferentemente histonas, protaminae o caseina y que presenta-
ban distintos pesos moleculares. Poco después se encontré
(67) la presencia de una protef{na quinasa AMP cfclico depen-
diente en endometrio bovino, esta actividad estaba localizada

casi exclusivamente en la fraccidén soluble.

3) Ovario: Menon (68) aislé une proteina quinasa de cuer-
po liteo bovino la que no sélo es estimulable por AMP ciclioco
8ino que también 1o es por hormona luteinizante (LB) "in vi-
tro", Estos dos efectos no son aditivos por lo que el autor
sugirid la existencie de un mecanismo alternativo de regulacién
de funciones intracelulares en el tejido liteo, por LH, inde~-
pendiente del AMP ciclico.

Rieber y Bacaleo (69) investigando los cambios de la mem~-
prane celular que ocurren durante el cultivo de células de o-
vario de Hamster Chino (océlulas CHO) por la accién de deriva-
dos del AMP ciclico encontraron que estos involucran un efecto
sobre la fosforilacién de proteinas de la membrana plasmdtica.
En un trabajo posterior (70) determinaron que las membranas plas-
méticas de estas células poseen actividad de proteina quinasa
y proteinas aceptorus de fostato.

-14~



VI. Proteina guinssa y la regulacidén de la funcién reproduc—

tiva en machos
1) Préstate: en 1971 Reddi y col. (71) estudiaron el efec-

to de la orquidectomia y subsecuente administracién de propio-

nato de testosterona sobre la fosforilacién de histonas y pro-
tamina por extractos solubles de préstata ventrsl de rata, es-
toe tratamientos tuvieron muy poca influencia sobre la veloci-
dad de fosforilacidén de las protefnas. Sin embargo, en esta
pwisma linea, K. Ahmed (72) trabajando con ndcleo aislado de
préstata ventral de rata, encontré que estcs incorporan32P

de (\( 321-") LTP a fosfoprotefnas "in vitro"; la orguidecto-
wi{e cause una disminucién de esta ectividad y este efecto es
prevenido por administracién de testosterona, esto sugiere un
posible papel de la fosfoproteinas nucleares en el mecanismo

de accidén de la testosterona.

2) Espermatozoides: en 1972 (73) se descubrid la presen-
cia de una protefna quinaesa dependiente de AMP ciclico en es-
rermatozovides epldidimerios bovinos y se postuld que esta en-
zima podrie actuar fosforilando las protefnas relacionadas con
los procesos de motilided, ya que era un hecho conocido que el
NP c{clico eumente considerablemente la motilidad en esperma-
tozoides epidima¥ios bovinos y por otra parte las protefnss
de la cola del espermatozoide estdn constitufdas en su mwayor
parte por protefnas contrdctiles (74, 75). Foco después (76)
se efectud la purificacién de esta enzime y se demoetré la

prescncia de tres enziwmas nue se diferencian en su peso wole-
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cular, siendo todas activables por AMP ciclico.
3) Testiculo: Xuo y col. en 1970 (77) investigando la

presencia de protefnas quinasus en distintos tejidos de euca-
riontes describieron esta actividad enzimdticu en testiculo
bovino, ademds la purificaron y estudiaron algunas de sus fro-
piedades. Poco después (71) se purificé la proteina quinasa de
test{culo de rata y determiné que estu enzime rresenta una con-
siderable activided en ausencia de ANP cfclico. En este mismo
trabajo se estudié la variucién de la actividad de la proteinc
quinasa en funcibn de la edsd del animel, no encontréndose
veriaciones significativas.

Estudicndo la biosfntesis de protamines en testiculo de
salnénidos, Dixon y col. en una serie de trabejos (50,78),se-
flalaron un posible papel de la iosforilacidén de lus molécu-
las nacientes de protamina en su truslocacién del citoplasma
al ndcleo de las esyerudtidas, seguida de lea defosforilacidn
(e las protuminas antes de anu combinacién con el DNA del ni~-
cleo que estd destinedo e convertirse en parte de la cabeza

del espermatozoide
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Objeto de este trabajo:

De todos los datos precedentemente expuestos se hace e-
vidente que las protefnas quinzsas cumplen un papel primor—
dizl en los wmecanismos metabbdlicos celulares esi ccrmo en la
mediacién de diverses acciones hormonales.

Dado que por otra parte el testiculo y el epidfdiuo son
drganoe que sufren profundos cambios durante los procesos de
maduracién y desarrolic, nos parecid de la mayor importancia
la determinacidn de los niveles de actividazd de las prolei-
nes quinesas en estos érganos durante los cambios gue acompe-
flan 1la diferenciacidén sexual..

Debe destacaerse ademds que la variecidén de actividad de
los distintoe sistemas cnzimdticos durante el desarrollo de-
ben ser claramente establecidos para cntender un proceso tan
complejo y dindémico como es la maduracién. IEn este sentido
el testiculo y el epididimo son modelos interesuntes de estu-
dio por sufrir importantes cambios durante el desarrollo gue
operz en perfodos muy aevanzados de la vida post fetal.

El objeto de este trabnjo es determinar los niveles de
activided de las protefnas quinasas epididimarias y testi-
cular durante la maduracién sexual, tendiendo a correlacio-
nar esta actividad con los distintos estadios evolutivos de
la espermatogénesis y del desarrollo gonadul y la dependen—
cia de esa actividad a las hormonas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Técnicas generales

1) Reactives, enzimas y materiasles usados:

a) Los distintos materiales se obtuvieron de los siguien-
tes 1laboratorios: ATP; AMP ciclico; GMP ciclico; histona de
timo de ternera tipo II; histona tipo III rica en lisinsjhis-
tona tipo IV rice en arginina; slbimina bovipa; EDTA; DEAE ;
protamina, cisteina; p &licerofosfato; EGTA; teofilina; tris
de Sigma Co. Sefarosa 4 B de Pharmacia; casefna de Fisher Co.;
testostercna de Steraloias Inc.; gliceraldehido 3-fosfato de-
hiarogenasa de mdsculo; 3 fosfoglicerato quinasa de levadura;
3 fosfoglicerato de Boehringer; LH ovina (NIH-LH-S 16), FSH
ovine (NIH=FSH~ S 9) fueron generosamente donados por la sec-
cidén de estudios Endocrinoldgicos del Instituto Nacional de
la Salud de los Estados Unidos de Norteamérica; 32? libre de
portador en solucibén clorhidice, de la Comisidn Nacional ce
Energia Atémica, iArgentina.

b) Preparacidn de ¥ 32? ~ ATP
Esta preparacién se efectud por una ligeras modificacién
del método de Glynn y Chappell (79) modificedo por Walsh y col.
(36)e El método utiliza la reaccidén de intercambio entre fés~
foro inorgénico (Pi) y el fésforo terminal del ATP que se pro-
duce en presencia de fosfoglicerato quinase y glicereldehido 3

fosfato dehidarogenasa.
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1) 3-toufoglicerato + ATP fosfoglicerugg,1,3-difosfogliceruto

+ LDP 1 ’

2) 1, 3-difosfoglicerato + gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenasa
— | 3 fosfogliceroilenzima + Pi
A -

Se incubaron 0.5 wml de tris M FH. 8; 0.030 wl de CL2 Mg M;
10”& woles de cisteina, lOfw moles de ATP, 5(ﬂ moles de 3-fosfo-
&licerato, 1 mg de gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa de
misculo, lOOftg'de fosfoglicerato quinesa y 20 m Ci 3%9 en vo=-
lucen total de 5 ml, todo ajustado a pH 7.6. E1 3% g agregd
como fosfato libre de portador en HC1l 0.01 N. Le incubacidn
(2hs & 29° C) se detuvo por agregado de 0.5 ml ae HCl 1N segui-
do por la acdicién de 60 mg de carbén (norita) y de 42 mg de pol-
vo de celulosa. La suspensidén se filtré a través de un filtro
de nitrocelulosa (Millipore; O0.45 /( de poro) y el carbdén se la-
vé con 10 ml de agua destilada.

El ?5'32P- ATP se eluyé de la norita con 10 ml de hidrdé-
sido de amonio C.15 M en 50% etanol. Estos dltimos compuestos
se eliminaron de la preparacién por evaporacién a presidén redu-
cida.

c) Preparacién de seferosa—cuseina

La sefarosa-caseina se prepard por el método de Cua=-
trecasas (80) adaptado & caseina (81) de la siguiente manera:
50 ml de sefarosa 4B lavada al vacfo con 200 mwl de agua y re =
susgendida en 40 ml de egua destilada se activd por el agrega-

do de 6gr de bromurc de cianégeno (150 mg/ml) recientemente
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preparado, mezclando continuemente ccn lu ayuue de un agitador
magnético y menteniendo el pH en 11 wediante la adicién de una
solucidén de hidréxido de sodio 5N (le temperaturs se mentuvo a
2C° C por el agregado del hielo),

La reaccién, gue arroximadamente llevdé unos 10 = 12 minu-
tos, se considerd conclufde cuandoc no se requirié adiciones ul-
teriores de alcal{ para mantener el pH. En estas circunstan-
cias se consumieron alrededor de 10 ml de HONe. Inrediatamen-
te lu suspensibén conteniendo lu sefarosa activada se filtré al
vacio y se lavd con 1000 ml de buffer bicerbonasto de sodio 0.1
M pH 10. Luego ge ello el sélido se agregd a 40 ml de una so-
lucidn de caseina (5mg/ml) y se agité durunte la noche a 4°C.
ILa caseina que no reacciond se lavé por filtracidn a través de
un embudo de vidrio poroso con 2 lts de bicarbonato de sodio
0.1 M. Le seferose-cesef{na se retomé en buffer fosfato de po-
tasio 5mdM, EDTA 2m M pH 7.2.

d) Preparacién de otros reactivos
La DEAE celulosa se preperé tratédndole con Na OH 1.0ON
y luego lavéndola con agua destilada hasta neutralidad.

La caseina se solubilizd por el métcdo de Reimann y col.
(82).

2) Métodos analfticos

a) Las protelnas se determinaron por el wétodo de Lowry y

col. (83) utilizendo albdmine cristaline de suero bovino como

standarde.
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b) Radioactividad: se midid en un contador de centelleo
1{quido Packard modelo 3320 utilizendo la wezcla centelleado=

ra de Bray compuesta por naftaleno y dioxano (84).

c) Determinacién de la actividad de proteina quinasa

La actividad de protefna quinasa se midié por le in-

corporacidn del fésforo radiactivo terminal del ATP Y p3? a
un sustrato proteico: casefna, histona o protamina, de acuerdo
a una ligera wmodificacidén del procedimiento de Kuo y col.(77).

El ensayo standard contenia en un volumen final de 0.15 ml:
glicerofosfato de Na 40 mM (pH 6.4): Na F 8 mM, EGTA O.3 mM, teo-
filina 2 ull,acetsto de Mg 6.6 uM, (Y P32) ATP 0.1 oM y 20 a 30
ﬂ( ¢ de proteina de la fraccién enzimdtica. Cuando se determi-
né la actividnd en presencia de AMP ciclico se agreg§ el nucleé-
tido a la concentracién finzl de 0,01 mM. La reaccidén se co=
menzd siempre con el agregado del ( 3;32p) ATP. La mezcla se
incubdé a 32°C durante 10 win. y le reeccidén se detuvo por el a-
gregado de 2ml de dcido tricloroacético al 5%; se agregé 25r& 1
de albimina de suero bovino al 5% como portador de proteinas.
Las muestras se centrifugaron, se lavd las paredes de los tubos
con 4cido tricloroacético y el precipitado se disolvié en 0.25
wl de solucidén de fosfato de sodio y amonio 1 M. Las protefnas
se reprecipitaron con 2 ml dcido tricloroacético al 5%. Este
lavado se repitid otra vez. E1 precipitado final se disolvié
en O.lml de solucién de hidrdxido de sodio 1 M, determindndo-
se la radioactividad segin el procedimiento descripto mds arri-

bae.



RESULTADOS

Primera Parte: Epid{dimo

Segunda Parte: Testiculo




PRIMERA PARTE: EPIDIDIMO

Los espermatozoides de mamf{feros son conducidcs desde el
testiculo al conducto deferente a través del epidf{dimo. Este
dltiro conducto con el tejido conectivo que lo circunda forma
un cuerpo compacto que cubre la superficie dorsal del testicu-
lo. Es durante su pasaje por este 8rgano que los espermato-
zoides sufren diversos procesos que determinan su maduracidn.

En todos los mamiferos estudiados, anztémicamente el e-
pidfdimo estd aproximadamente dividido en tres regiones: 1)
cabeza, que se sitda alrededor del extremo anterior del tes—
t{culo, 2) cuerpo, situado & lo largo de la cara lateral y
3) cola, ubiceda alrededor del extremo posterior y gue se con—
tinde directamente con el vaso deferente. En la figura 3 se
representa un esquema de este dérgano.

No existe una linea precisa de demarcacién entre las tres
partes del epidfdimo; la cabeza se adelgaza en el angosto
cuerpo y éste se engrose de nuevo en la voluminosa cola. El
epitelio estd formado por dos tipos distintos de oélulas, es-
tereociliadas y no estereociliadas. Una de las funciones que
se conocen del epidf{dimo es reabsorver el flufdo secretado
por el testficulos Es un hecho conocido desde hace muchos afios
que el flufdo secretado en la luz de los tibulos seminf{feros
tluye a través de la "rete testis" y del conducto eferente =al
epididimo.

La reabsorcién de este flufdo ocurre principelmente en

la primera parte del epidfdimo de rata. ILa ultraestructura
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de las células del conducto eferente y ue lu cabeza del epi-
didimo que es la tipice de células con capacidad reabsorvedo-
ra apoya este hecho.

Crabo (85) calculd que en el toro y el pecar{ casi el
99% del fluido que deja el test{culo se reabsorve en la ca-
beza del epid{dimo y en el carnero se ha demostrado que de
los 40 ml de tlufdo que entran al epidfdimo por dfa sdélo Q 4
ml selen de él. Este flujo debe ser responsable, por lo me-
nos en parte, del movimiento de los espermatozoides fuera del
testiculo.

Otra de las funciones conocides del epid{dimo es la ma-
duracién de los espermatozoides. Normalmente, el esverpato-
zoide de la cabeza del epid{dimo tiene una capacidad fertili-
zante mucho menor que el de la cola (86).

Los cambios que se producen en los espermatozoides que
estdn madurando y la interrelacién entre lus gametas y los va-
rios segmentos del epid{dimo es algo todavia poco conocido.

El epidfdimo responde a cambios en los andrégenos circu-
lantes y su integridad histoldgice también parece depender
de las hormonas masculinas (87). La castracién es seguida de
reduccién del tamafio del 8rgano y pérdida de componentes ce-
lulares especificos (88). En el ratén, por ejemplo, luego de
la castracién disminuye la actividad de las foefatesas dci-
das y alcalinas (89,90). Estas respuestas pueden ser corregi-
das en parte por le administracién de propionato de testoste-
rona (88).

En el epidfdimo eslabdén final de miltiples reacciones com=—

plejas que conducen a la obtencibén de espermatozoides maduros,
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no se ha estudiado hasta ahora ni la presencia de adenil ci-
clase ni de protefna quinasa, hebiéndose centrado la atencién
de los investigadores, por el ccntrario, en otro dérgano acce-
sorio, la préstata. All{ se ha demostrado que le testostero-
na y la dihidrotestosterona estimulen la activided de asdenil
ciclasa (91) y se hen purificedo dos protefnas quinesas de-
pendientes de AMP cfclico (92); por otra parte se sabe gque

el ANMP ciclico es cepaz de mimetizar le accidén estimuletoria
de la testosterona sobre varias enzimas glicol{tices de este
érgano (93).

En el epidfdimo, por resultados obtenidos en este labo-
ratorio se logré la evidencia de actividad de edenil ciclasa
(observeciones no publicedas) lo que confirmé la idea de que
el estudio de la protefina quinasa (aparente mediador de la ac-
cién del AMP ciclico) podria ser importante.

En el trabajo siguiente se describe el estudio de la ac~-
tivided de proteine quinesa y su dependencia del AMP ciclico
en la cebeza y cole de epid{dimo de rata. Tewmkién se anali-
za el efecto de la maduracién sexual, de le castracidn y del

tretamiento con testosterona sobre estas actividades.
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a) Presencia de protefna guinssu en eridfdimo de rata

Se utilizeron ratas Wistar macho de 18-21 y 90-120 dias
de edad. Estas fueron sacrificadas por un golpe en la cabeza
Yy se extrajeron rapidamente los epididimos, los que se colo-
curon sobre hielo.

Los drganos fueron divididos en tres porciones: cabeza,
cuerpo y cola y se homogenelzaron separadamente en solucién
de EDTA 4 mM, los homogenatcs se centrifugaron & 3000 x g du~-
rante 15 min. y los sedimentos se descartaron.

Se widié la activided de protefna quinasa en uns alfcuota
de los sobrenadantes utilizando casefna como sustrato y se ob-

tuvieron los resultados expuestos en la table I.
Tabla I

Actividad dejgroteina quinase en cabeza, cuerpo y cola de epi-

df{dimo de ratas sexualmente inmaduras y maduras.

Eded Regién Activided especifica en p moles/mg prot./min.
=3' 5' AMP + 3' 5% ANP
cabeza 278 370
inm. cuerpo 247 354
cola 211 321
cabeza 330 421
mad. cuerpo 189 312
cola 301 394
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Estoe datcs indicen gue lu activided de proteina quina-
su de cabeza y cola de epidf{dimo es mayor en ratas sexualwen-
te maduras que en inmaduras.

tro hecho que se juede observer en estas condiciones
experimentales es que el AMP cfclico estimula poce la activie—
ded de protef{na quinasa de epid{dimo.

Para los siguientes experimentos se utilizé solamente
la cabeza y la cola del epididimo debido a que el cuerpo es
uns zona muy angosta e indeterminada entre la cabeza y la co-
la, con limites imprecisos y muy diffciles, por lo mismo, de
separar de manera reproducible.

Se midié el sustrato endégeno en una alicuota de ambes
regiones. La medida efectuada en ausencia de AMP c{clico fue
précticamente despreciasble y en presencia del nucleétido se
obtuvieron los datos presentados en la tabla II

Zable II

Activided de proteine guinusa en cabeza y eola  de epidfdimo
de ratas inmaduras y maduras con el sustrato endégenc y en
presencia de AMP ciclico

Edad Regidén p moles/mg prot/win
cabeza 50

inme
cola 36
cabeze 40

med. cola 38
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Como estos valores son aproximedaucnte el 10% de los an—
teriores y ademds, no varf{an con la edad, 0 se tuvieron en
cuenta en las experiencias subsigulientes.

b) Lctividad de protecine guinasa en cabeza y cola de epi-
dfdimo de ratas maduras e inmaduras

En la tabla III se pueden observar las actividades de
rroteins quinesa, medida utilizendo tres proteinas distintas
como sustrato, en presencia y ausencia de AMP ciclicc

Tubla III

Activided de proteina guinese en cabeza y cola de epidfdimo
de ratas inmaduras y maduras

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

grupo cAMP cabeza cola
TR TTON TVONNE T T O T
= 1353 9 245122 307557 13082 25321 638266 "
+ 305415 313+32 435;40(b)336;4l 348414 598467
(18 sumento
dfas con 126 28 12 143 37 -6

edaed) c AMP en%

- 252424 348417 328460 263415 288421  463+21(b)

Mad. (b)

+ 487+19 457+21 302418° "'662+29 435+11 476417
(90 cumento
ddas con 93 3l -8 152 51 3

eded) CAMP en%

Aumento con (a)
meduraoién P < 0,001 0.02 0.01 0.05




a) Los valores de F de obtuvieron vor el test de "t"
comparando rates maduras ¢ inmaduras.

b) Diswinucibn estad{sticamente significativamente (P<0.05)
maduras respecto de inmaduras.

De las actividades p£ZEZ£¥;aas en la tabla se puede dedu-
cir que tanto en lao cabeza como en la cola del epidfdime, le
activecidn de la proteina quinasa por AMP cficlico depende del
sustrato utilizado. La estimulacidén que se produce utilizando
histona como substrato es mucho meyor que la que se observa con
caseina mientras que con protamina no se visualizé ninguna acti-
vacidne

Si se comparsn los valores de la activided espec{fica de
protefna quinasa en animales madurocs e inmaduros, con ceda uno
de los tres sustratos utilizados, se encuentra que con ceseina
e histona, esta actividad es mayor en los animeles wadurcs en
cabeza y en cola. En cambio, cuando se utilizd proctumina, no
se encontré aumento, en algunos casos, incluso, se obuervd una
diswinucién significativa. Teniendo en cuente estoe datos se
podrie sugerir le presencis de dos proteinns quinesas: una que
se induce con la maduracién y es dependiente de AMP ofclico, o-
tra no inducible e independiente de AMP cfclico.

También se puede observar que cuendo el sustrato es casei-
na o histona, lu cebeze y la cola del epidfdimo tienen activi-
dades especificas similares, con protamina, en cambio, la ac~

tividad de la cole es mayor que la de lu cabeza.

c) Efecto de la hemicastracién

El epid{dimo es un érgano que recibe ultes concentra-
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ciones de testosterona y oitras hormonus, directawente del tes=-
t{culo (principalmente la cabeza del brgenc), por medic de su
sistema venoso, linfdtico y la rete testis. DTYor lo tanto para
tratar de establecer si la alta actividad especifice de protei-
na guingsa en la cabeza epididimaria de enimeles maduros es de-
pendiente y regulada ror las hormonas testiculares o por otras
causas, se procedié e hemicastrar e un grupo de animales madu-—
ros.

Se les anestesidé con éter y se les extrajo uno de sus tes—
ticulos, evitando dafiar el epid{dimo; se dejd el otro testicu-~
lo intacto como control. LILstos animales se utilizaron veinte
dfas después.

Los datos que se presentan en la tabla IV indicen que en
la cola del epidfdimo, la hemicastracién no produce variacién
en la actividad especifica de la protefna quinese con cualquie-
ra de los tres sustratos que se utilizaron para medirla.

Er cambio, en la cabeza s{ hay una disminucién, la que se
observa utilizando casef{na o histons.

Estos resultedos perecerfen indicar que las variaciones ob-
servadas hasta shora se deben a la estrecha relacidén epid{diwo-
testiculo, ya que la cebeza del epidfdimo recibe mayor cantidad

de hormonas desde este érgano.
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Table IV

Efecto de hemicastracién sobre activided de protefna quinasa

en cabeza y cola de epidfdimo (en p moles de32P incorporados

mg proymin.

grupo CcAMP cabeza cola
his case prota his case prota
tona ina nins tona ins mina
epidf-

dimo del”  I17x12 197+2 261423 22547 28249 418428

lado he-+ 254431 253425 279437 533453 433128 399419
wicastra-

do aumen
to con 117 28 7 137 53 ~4
OAMP
en %

del + 531420 429+29 309+14 569+19 419415 382448
lado

intacto aumen—
to con
cAMP 174 46 22 156 60 16
en %
disminucién
con hemicastra' 0001 0001 N.S N-So N. Se NeSo
cibén 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) A4ccién de la testosterona en esnimeles inmsdurcs

Para tratar de confirwmar la teoria anteriorumente ex-
puesta, se tratd un grupo de animeles de dieciocho dfas con 2wg/
d{a de propioneto de testosterona, inyectado subcutédneamente,
disuelte en aceite de sésamo, durante tres dias; al grupo de con-

trol se lo traté con el vehiculo solamente.

Como se puede aprecier en los datos de la tabla V, el
tratamiento ccn propionato de testosterona produje un sumento
significativo de la actividad especifice de la proteina quinasa
en Xa cabeza del epidfdimo.

Tabla V

Efecto de la administracidn de testosterona sobre la activided

de proteina quinesa de cabeza de opididimo de ratas inmaduras
(on p moles de 32P 1ncorporado£mg Erot.(min.l

Grupo menos OAMP wés cAMP aumento con cAMP
en %

Control 10146 292442 190

Tratedos con

testosterona 17246 390413 128

Aumento con

testosterona p< 0.001 (e) P L 0.0s(a)

-

(a2) Los valores de P se obtuvieron por "t" test comparando con-

troles con tratedos.
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Estos datos indicarfan que la testosterona juega un impor-
tante papel en la regulacién de esta actividad enzimdtica epi-
didimarie cdurante el proceso de maduracién sexual.

Esto no es sorprendente yz que en otros dos érgenos acce-
sorios masculinos: préstata y vesicula seminel le testosterona
regula la sintesis de RNA y de protefnas (94). También se co-

noce la activacidén de la adenil ciclasu de préstats y de ve-
sicula seminal por testosterona (91, 95) y la fosforilacién de
proteines nucleares de préstata por una protefna quinasa (72).
Evidentemente se necesite mucho mde conocimiento de la fisiolo-
gla de estos drganos pare hacer una correcta integracién de to-

dos los datos obtenidos hasta ahora.
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SEGUNDA PARTE: TESTICULC

La habilidad reproductiva del macho sexualmente meduro de-
pende sustancialmente de la cepacidad de los tubulos del testi-
culo para producir espermatozoides viables y de las célulss in-
tersticiales para producir niveles esdecuasdos de andrégenos que

aseguren la maduracién del sistema reproductor.

Espermatogénesis: El proceso espermatogénico, suma de las

transformaciones que terminan en la formacién del espermato-
zoide (célula haploidea) estéd en preparacién desde la vide em-
brionaria y se completa durante la pubertad para continuer du-
rente la vida del esnimwal, debido a una renovacidén ccntinua de
la progenie espermdtica. La célula germinal primordial migra
hacia las crestas germineles y ocupen el espacio gonadal an-
tes de la diferenciacidén sexuel (96).

En los fetos y machos jévenes, los gonocitos derivedos de
estas células germinales primordiales estdn contenidos dentro
de los cordones sexuales.

Los gonocitos se multiplican y dan lugar a laes espermato-
gonias. Estas dltimas luego de varias divisiones mitétices y
de la diferenciacién de la mayoria de las células hijas esi
obtenides (las otras permaenecen en estado primitivo) forman
un grupo de células germinales contenidas en la capa parietal
de loe tibulos semini{feros. Su Ultima generacién da origen =
los espermatocitos primarios.

Los espermatocitos primapios som las células germinales
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que sufren meiosis. Esta comprende una profase extremadamen-

te larga con apareamiento de cromosomas y posible intercambio

de material cromosémico. La reduccién en el nidmerc de cromo-

somas tiene lugar en el curso de dos divisiones sucesivas dan-
do primero espermatocitos secundarios (nicleo diploideo) y

luego espermétidas (ndcleo haploideo).

Las espermdtidas son las células germinales postmeidti-
cas del epitelio seminifero, ellas sufren una serie de trans-
formaciones morfolbgices durante la espermiogénesis (ademds
de modificacién de sus componentes), terminando en la forma-
cién del espermatozoide. La célula germinal maesculina es lla-
mada as{ luego de su liberacién del epitelio seminf{fero. Ver

figursa 4.

Esteroidogénesis: Los andrégenos son las hormonas que llevan
a cabo el desarrollo y mantenimiento de los érgunos reproduc-
tivos accesorios y las caracteristicas sexuales secundarias
del macho.

El testiculo secreta andrdégenos, los que son sintetiza-
dos principalmente en las células intersticiales o de Leydig

(97)
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Figura 4: Estadios del ciclo espermatogénico

A ¢ Espermatogonias tipo A

o~ ;"L4
In: Espermatogonias de tipo intermedio

B: Lspermatogonias de tipo B

R, L, 4, ¥, Di: Espermatocitcs primarios en distintos estadios
I1: Espermatocitos secundarios

1-19: Etapas de la espermiogénesis (metamortosis de las espermd-

tidas a espermatozoides)
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Lz sintesis de andrdégenos por el testiculo es estirulada
por una hormona producida por la hipéfisis anterior: hormona
luteinizante (LH) (98-100). !

No es claro en términos moleculares como el LH estimula
le biosintesis de andrégenos. Se sabe sf, que el AMP ciclico
estimula esta sintesis (101, 102) y que el LH activa la adenil
ciclasa testicular (103), ademds ha sido demostrads una rela-—
cién directa entre la accibén del LH el aumento de los niveles
de AMP ciclico y el incremento de produccién de testosterona
(104,105).

Teniendo en cuenta que muchas de las acciones del AMP ci-
clico estdn mediadas por la activacidén de una o varias protei-
nas quinasas y los descubrimientos de Dixon (78) de que una
protefna quinasa dependiente de AMP ciclico estd involucrad:
en los cambios gque ocurren en las proteinas nucleares durante
el desarrollo de las células geruminales, se decididé investi-
gar le variacidén de actividad de proteina quinasa durante el

des..rrollo sexual dei testiculo de rata.

a) Activided de protefna quinasa en homogeneizado ce tes-

ticulo de rata

Para esta experiencia se utilizaron testiculos de ratcs
Nistar, maduras e inmaduras. Se separd la membrana slbugines
y las gbénadas se homogeneizaron con tres voldmenes de solucidn
neutra de EDTA 4 mM, El1 homogeneizado se centrifugé a 600 xg
durante 15 minutos y el sedimento se descarté.

Para la determinacién de actividad de protefna guinasa se
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utilizé como aceptor de “°P una protefna dcida: caseina, una

proteina bdeicat histona y el sustrato endégeno; la actividad
especifica de la protefna quinese con el sustrato endbgeno del
tejido es muy pequefia comparadu con la que se obtiene con sus-
tratos exégenos, ratas inmeduras: 8p moles/wg prot./min.; ra-

tas maduras: 12 pmoles/mg prot./min.

D - cAMP
600} B - cAamP
500}
c
?
a 300t
E
g 200t
£
a 100t
Ll
INMADUROS MADUROS INMADUROS MADUROS
CASEINA HISTONA

Figura 5: Actividad de proteina quinesa en homogenizados de tes-
ticulos de ratas maduras e inmaduras (22-24 dfas). Los valores
representan el valor medio de 5 animales + error standard.
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Un heclic gque se desprende de los catos presentados en la
figura 5 es que la actividud especifica de proteina quinasa en
testiculo de animales maduros es aproximadamente el doble de
le ectividaa en animales iawuduros. IEste hecho es independien-
te del sustrato exdgeno que se ruys utilizedo: caseina o his-
tona. Otra observacidn que puede deducirse es que la zctiva-—
cibn que produce el 4LMP cfclico sobre la protefna quinasa tec-—
ticular es uucho meyor cuando se determina la actividad en
presencia de histona Qque cuando se determira en rresencia de

case{na.

b) Actividad de protefna guinassa en tubulo seminiferc y

tejido intersticial aislados

Como ya se indicd el testiculo cumple cos papeles, uno
hormonal y otro gametogénico; el primero involucra sintesis y
secrecién de testosterona por las células intersticisles o ce
Leydig, las que se encuentran entremezcledas en gruros entre
los tdbulos seminiferos como se puede observar en la figura 6.
La segunde funcidn involucra lea espermatogénesis gque es el de-
sarrollo y meduracidn de células germinales en los tutulos se-
viniferocs.

Para averiguar en cudl de estas dos estructuras se pro-
utice el cuwbio de actividad con la maduracidn, se utilizercn
testiculos de animales maduros e inmaduros y se separcron los
tdbulos seminiferos y €l tejido intesticial bajo un microsco-
pio de diseccién de acuerdo a la técnica de Christensen y
Meson (97)
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. Figuras 7 y 8: Microfotografias al microscopio Sptico de tu-

bulos (arriba) y células intersticiales (abajo) aislados.
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Todo este proceso tuvo luger a 4°C y se realizé el ade-
cuadc control histolégico. Ver figuras 7 y E.

te humogeneizaron por separado los tdbulos y el tejido
intersticial y se determino’ lu ectividad especifica en ambas
estructuras utilizendo casef{na como sustrato.

Como se puede ver en la figura 9, la actividad especifi-
cu de protelna quinasa es meyor tanto en tejido intersticial
como en los tiubulos semin{feros de los animales madurocs, wsih
embargo esta diferencis de actividad es wucho wéds notable en
los tdbulos semin{feros. Ademés, lu actividad especffica en
los tdbulos semin{feros de los animales maduros es varias ve-
ces més alta que en el respectivo tejido intersticial. Te-
niendo en cuenta lo expuesto y que, ademds, los tibulos semi-
niferos comprenden alrededor del 90% del peso del testiculo,
se puede deducir que la protefna quinasa del testiculo estd

en su rayor parte en los tutulos semin{feros.

¢) Activided de protefns quinesa en una preparacidn de

espermatozoides parcialmente purificados de tegticu-~

lo

Como la priuwers diferencia histolégice que se puede se-
flalar entre los tUbulos semin{feros de animales maduros e in-
uwaduros es que en los priweros se ha completedo la ecrermuto-
génegis (y ademds, ya ha sido descripto yue los espermatozoi-
des de epidfdiwo tienen una apreciable actividad de protefnu
yuinese 73, 76) sve decidid tratar de purificar los espermato-

zcides testiculures ¥ aeterminar su actividad. Para ello se
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Figura 9: ictividad de proteina quinasa en tejido intersticial
y tdbulos seminiferos de testfculos de rata de 22 y 90 dfas de
edad. La medida se efectud utilizando caseina cowo sustrato. Los

valores representan el valor medio de 3 animales + error standard.
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tomaron testiculos de enimules rmadurcs, e ceolocaron en una
cdpsula de Petri, conteniendo XDT4 4mM, todo sobre hielo. Los
testiculos fueron cuidadosamente desgarrados cen pinzas parc
rerpitir la salida de los espermatozoides y2 forrmuados.

Loy restes celulares se separaron por centrifugacién a
200 g durante diez minutos. Lea suspensién sobrenadante de
células se ceatrifugd =z 800 x g durante 15 minutos y el pre-
cipitado de espermatozcides se resuspendié y homogeneizd co-
mo en los casos anteriores.

La eficiencis éel método se controld por examen histolé-
gico. Ver figura 10.

Los aatos cbtenidos se presentan en la tabla VI.
Teble VI

hetividad de protefne quinase en howogenato de espermatozoi-

des parcielmente purificados en testfculo de rata (en p mo-

les/mg prot./min.
CASEINA HISTONA
~CAlP +CAMP %de aumento -cAMP +CALIP %de au-
con CcAMP wento
con cAMP
T4+2 88+8 19 91+6 150417 65
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Figura lO; Microfotografia, en contraste de fase, de esperma-
tozoides de testiculo.

—45-




Como se puede observar, lu ecctividad especifica de esta
preperacibén es menor gque la similar de testiculo de zrnirales
reuurcs, ye cce gue se consideren los resultados obtenidos u-
tilizendo kistona o cesefna y pera las determinaciones efec-
tuadas tanto en aucencia comc en presencia de AMP ciclico.

Este hecho parece indicar que las diferencias gque se en-
contraron entre las actividades espec{ficas de protefra qui-
nasa, de testfculos de animeles maduros e inmaduros, no se

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

d) Actividad testicular de protefna quinasa en funcidn

de la eded del animel

Los resultados obtenidos hesta ahora parecian indicar
le importancia de estudiar con mwés detalle el lapso compren-—
dido entre los 21 y 90 dias de edad; con este fin se utili-
zaron testiculos de ratas de 21, 35, 45, 60 y 90 dfas. Los
resultedos cbtenidos se muestran en la figura 1ll.

En esta figura se puede observar que el mayor cambio de
actividad de proteina quinasa se obtiene en los animales com-

prencides entre los 35 y 45 dfas de edad. En efecto, entre
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Fipura 11: Actividad de proteina quinasa testicular en funcidn

de la edad del animal. Los valores representan el valor medio

de 5 animales +

error standard con caseina como sustrato.



estas dog edaues se produce un fuerte aumento de actividad en-
zimdtice y leos vulores gue presentan los enimeles de 45 dfas
son similares a los de los animales adultos.

De acuerdo & los trabajos de Huckins (106), en ratas
Wistar la duracidén ce la espermatogénesis en los animales pre-
pUberes es aproximadamente de 48.5-49 dias; esto indica que
los espermatozoides ya formados como tales recién aparecen a
esta edad. El hecho de que los testiculos de anirales de 45
dfas ya tengan le misma actividad enzimdtica que los animales
adultcs, refuerza los datos obtenidos con la preparazsida zn-
riquecida en espermatozoides, lo que parcce sxcluir a estos dl-
timos como responsables de este aumento de azctividad y pexrece
indicar jue =21 misnao se produce durante los procesos de meta-
sorfosis que sufren las espermdtidas para llersar o ospernato-

zoideg.

e) Purificacién parciaml de proteina quinasa de testicu-

10 de rata

El problema de si una sole proteina quinaesa inicia las va-
rias funciones que estdn mediadas por el AMP ciclico, o si un
numero variado de isoenzimas estd involucrado en su diversidad
de acciones, ha sido analizado en los Wltimos afios por varios
autores y se ha demostrado la presencia de diferentes isoenzi-
mas en varios tejidos, por ejemplo, dtero de ternera (66), mis-
culo esguelético de conejo (107), misculo de pollo (108), glédn-
dula mameria de ratén (64), higado de rate (52, 109), eritro-

~48-



citos y reticulocitos de conejo (110, 22), espermatozoides de
epididimo bovino (73, 76), etc.

Con el fin de estudiar la posible presencia de varias enzi-
mas en el testiculo y ademds para investigar si las variaciones
de actividad observadas entre animales inmaduros y adultos se
mentenian en preparaciones mds purificadas, se aplicaron las pri-
weras etapas de purificacién empleadas por Kuo y col. (77) en
testiculo bovino. El homogeneizado se centrifugé a 27.000 xg
durante 20 minutos y el sobrenadante se ajusté a pH 4.8 por el
agregado de dcido acético 1M, gota a gota con agitacién. Se re--
centrifugd a 27.000 xg durente 30 minutos y el sobrenadante se
llevé a pH 6.5 con buffer de fosfato de potasio 1M pH 7.2

Se determiné la actividad especitica en la fraccién solu-
ble a pH 4.8 y se encontrd que el factor de purificacidén era muy
bajo, aproximadamente O.5. En consecuencia, se quiso investigar
81 esta pérdida de actividad se debia & inactivacién de la enzi-
ma por la acidificacién a ese pH o a pérdidas de otro tipo. Pa-
ra ello se efectud otra preparacidén similar y el precipitado que
se separé al acidificar, se redisolvid y neutralizé del mismo mo-
do que el sobrenadante.

En la tabla VII se presentan los resultados obtenidos.

Como se puede observar, una gran parte de la actividad ori-
ginal de proteina quinasa queda en el precipitado de pH 4.8.

Otro necho que se ve en esta tabla es que el comportamiento
de la actividad enzimdtica en ambas tracciones es coampletamente
distinto. La fraccién sobrenadante tiene actividad especifica

muy baja, menor que el homogeneizado originel y su dependencia
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Tabla Vil

Puriticacién parcial de proteina quinasa de testiculo de ratas

adultas
Actividad especi- ‘ Letividad total
Fracciodn Proteina cAlip tica p yoles/mg p molgs/mln
total prot./min. (x 10 3)
(x 10°2)
)
Caseina Histona Casefina  Histo
na
Sobrenadan 1.3 - 2.1 l.3 291 172
te 600 g + 2.5 3.0 340 401
Sobrenadan
te 27000 g 1.0 - 3¢5 1.5 351 147
+ 4,5 4.3 455 433
Sobrenaaan
te pH 4.6 Ued - 0.8 004 29 14
+ 1.6 262 59 82
Precipitado 0.6 - 8.0 2.6 450 1405
pH 4.8 +  10.6 6.9 595 390
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Tabla VIl

1

(continuacion)

Factor de puri_

% de recuperacion

Fraccidn ficacién

Caseina Histona Protel Case His

na ing tona
Sobrenadente l.0 1.0 100 100
; 100

600 g

1.0 1,0 100 100
Sobrenadante l.6 l.1 14 121 85
27000 g

1.8 1.5 134 108
Sobrenadante 0.4 0.3 o7 10 8
pH 408

0.6 0.8 17 21l
Precipitado 3.7 2.1 42 155 86
pH 408

4,2 2.3 175 97
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del AMP ciclico es bastante notable con cualquiera de los
dos sustratos: histona o caseina. En cembio, la fraccién
que precipita tiene una actividad especifica mucho mayor,

¥y su dependencia con el AMP cfclico varia con el sustrato
utilizado. Cuando se emplea histona es muy estimulada por
el nucleétido, y prdcticamente no hay activacién con casei-
na.

Si se observan las actividaedes enzimédticas totales de
cada fraccidén se puede ver que la actividad total del pre-
cipitado medida en presencia de casefna es mayor que la del
homogenato origingl. Utilizando histona esto no es tan e~
vidente, sin embargo se nota algo similar si se sumen las
actividades de ambas fracciones: precipitado méds sobrena-
dante de pH 4.8. Esto pareceria indicar la presencia de
un inhibidor que queda en la fraccidén sobrenadante, el gue
seria algo distinto del descripto por Welsh y col. (35) ¥
Ashby y Walsh (1ll) en misculo esquelético y testiculo de
conejo respectivamente, _. ya que éste actda indepen-
diente del sustrato utilizado.

t) Variaciones de las fracciones que se separan a pH

4,4 con la maduracién sexual

El necho de que a pH 4.8 se separen dos fracciones en-
zimdticas de distinto comportamiento, indujo a investigar
cudl de ellas, o si ambas, varfan con la maduracidn sexual

del testiculo.
Se tomaron ratas meduras e inmaduras, se homogeneliza-

~52-—



sus testiculos, se aciairico como ya se 1uaicd y se cetermind
actividad especifica de ambas fracciones. Los resultados se

pueden ver en la figura 12.

1800
1600

E]-CAMP

1400 Bl + cAMP

1200}
1000}
800}

600}

P-moles/mg prot./min.

400t

e e |

INMADUROS MADUROS  INMADUROS  MADUROS INMADUROS MADUROS  INMADUROS MADUROS

CASEINA HISTONA CASEINA HISTONA
sobrenadante o precipitado
pH 48 pH 48

Figura 12: Actividad de proteina quinasa en las fracciones
obtenidas acidificando a pH 4.8, homogeneizados de testicu-
los de ratas maduras e iamaduras.
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51 se comparcr las actividades especificas de protefna
quinasa en log precipitudos de pH 1.8 de .niniles maduros e
inmaduros se puede observar que usando case{na o histona,és-—
ta es doble en los madurose En cambio, cuando se comporan
las fracciones que permanecen solubles a pH 4.8 se puede ver
que en este caso lea variacidn depende del sustrato utilizado.
La actividad especifica de esta fraccidn es mayor en los ani-
males maduros que en los inmaduros cuando se la mide en pre-
sencia de casefna; en cambio, no hay variacién cuando se la
mide en presencia de histona.

Ademds se puede observar otras diferencia entre las frac-
ciones sobrenadantes de ambos grupos. La activucién que pro-
duce el AMP cfclico cuando se mide la protefna quinasa en pre-
sencia de ceasefna estd en relucién inversa con la edad del
enimal: es mucho mayor en los animeles inmaduros que en los
maduros.

Todo esto podr{e indicar la presencie de varias isoen-
zimas cuye proporcién relativa se modificarf{s de modo disi-
milar con la maduracidén sexual.

Con el fin de verificar qué sucede con la aplicacién del
mismo tratamiento a un hcuogeneizado de espermatozoides, se
efectud como antes una preparacidén de espermatozoides de tes—
t{culo, que se homogeneizd, acidificé a pH 4.8 y determiné 1la
activided espec{fica de ambas fracciones. Los resultados ob-—

tenidos se presenten en lz table VIII.
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Tabla VIII

Actividad de protef{na guinasa en las fracciones que se Ob-

tienen al acidificar a pH 4.8 un homogenato de espermato-

zoides de testiculo

Sustrato 3t 5' AMP p woles/ mg prot./ min
precipitado sobrenadante

- 445420 158+14
caseinsa

+ 610+3b 212+

- 2L5+35 46+3
histona

+ 336+48 o747

Como se puede observar, las actividades especi{ficas de
les proteinas quinasas de los espermetozoides son inferio-
res a las observadas en las fracciones de testiculo entero
de rata adulta (Figura 12), por lo tanto no pueden ser la
causa del incremento observado en testiculos de animales a-

dultos
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g) Accidn de hormonas

Una de las causas que podrian explicar les variaciones
de la actividad testicular de proteina quinasa que se obser-
van con la madurecién sexual, es la diferencia entre los es-
tados hormoneles de un animal edulto y de uno inmaduro., Pa-
ra investigar este hecho se trataron grupos de animales inma-—
duros con adwinistracién intraperitoneal, de LH, FSH o tes-
tosterona.

En los experimentos agudos se inyectd 209/q,g de IH o
de FSH, disueltos en solucidén fisioldégica, cuatro horas an-
tes de sacrificar los animeles. En el tratamiento con tes-
tosterona se inyect$ una suspensién de 2 mg de testosterona
(en solucién fisiolégica) siete horas antes. En los experi-
mentos crénicos con LH se efectuaron dos inyecciones subcu-
tédneas dieries de 50//‘3 ¢/u durante cinco dfas. En todos
los casos, los controles se inyectaron con solucién fisiold-
gica. Como se puede observar en le tabla IX, ninguno de es-
tos tratamientos modificé la actividad especifica de protef{-

na quinasa de los test{culos de animales inmaduros.
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Tabla IX

Actividad de proteina quinasa en homogenato de test{culo

de ratas inmaduras tratadas con hormonas (a)

Experimento Tratamiento p moles /mg prot./ mine.
-CAMP +CAMP
control 59+4 70+4
FSH (4hs IP) 61+3 7143
1
LH (4 hs [P) 50+6 60+3
control 49+4 62+4
2
Testosterona 52+6 7448
(7 hs IP)
control 45+2 5843
3 —
LH (5 dfas SC) 42+3 58+4

(a) El sustrato empleado fue caseina,



Esto parecer{a indicar que el aumento de actividad enzi-
wdtica que se observa en los testiculos de animales entre los
treinta y cinco y cuarenta y cinco d{as de edad debe anali-
zarse, teniendo en cuenta principalmente las variaciones de
tipos celulares que se producen en el testiculo durante el ci-
clo espermatogénico.

De acuerdo a los trabajos de Clermant y Perey (112) en
ratas Sherman, las espermitidas se diferencian de los esper-
matozoides entre los treinta y cinco y cuarenta y cinco dias
de edad. Una secuencia temporal similar fue encontrada por
Huckins (106) para retas Wistar prepuberes, a la edad de
veinticinco dfas aparece el primer estadio de espermdtidas
les que necesitan veintitres dfas para sufrir completamente
la metamorfosis a espermatozoides. En consecuencia el cambio
histolégico méds marcado que se produce en el testiculo entre
los treinta y cinco y cuarents y cinco df{as de edad estd re-
lacionado con la metamorfosis de las espermatidas. Farece-
ria entonces ser éste el proceso que requiere une mayor acti-

vidad de proteina quinasa.

h) Purificacién de las fracciones por cromatograffa en

columnas de DEAE celulosa

Las diferencias observadas en las fracciones que se se-
paran por acidificacién e pH 4.8 sugerian la heterogeneidad
de estas fracciones; por lo tanto se decidié efectuar una in-
vestigacién mds profunda sobre la presencia de distintas i-

soenzimas. Se prepard un homogeneizado de testiculo de ratas
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adultas y se acidificé a pl 4.8, separandyose el preciplt«do
y el sobrenazaante. Dichas tracciones se sometieron separu-—
damente a cromatogratia en columnas de DEsk celulosa.

Para ello, tunto el precipitado disuelto en BULA como
éL sobrenauvante, neutralizados, se precipitaron por agregado
de sulfato de amonio sélido (20-60% saturacién). Las protei-
nas precipitades se recogieron por centritugacidén y se diali-
zaron, todua la noche, contra tres cambios de bufter 1tosiato
de potasio Smhi (pH7.0) que contenia EDIA 2mu,

Las soluciones enzimaticas se adsorvieron con columnas
de VesE celulosa, equilibradas con el miswo buiter. Las co-
lumnas se lavaron con el mismo bufier y se eluyd la activi-
dad enzimética con un gradiente lineal de butfer tostato de
potasio pH 7.0 de 5 a 50U mM, conteniendo EDIA 2 mM.

Como se puede observar en la figura 13 el comportamien~

to de ambas fracciones fue diferente. El sobrenadante se
separd en dos fracciones y el precipitado en tres, ademds la
elucidn de los picos en ambos casos ocurrib a distinta fuer-—
za idnica del buffer. Los dos picos del sobrenadunte resul-
taron ser activables por el AP ciclico pero de un wodo di-
ferente, segin se utilizase cuseina o histona en el ensayo.
Con ambos sustratos fue mds activable el pico II, en camtio
el pico I resultd ser activable por el ANP ciclico cuando se
ensay 0 con histona.

El precipitado se separé en tres picos si se consideran
las medidas etectuadas empleando caseina como sustrato. En
este caso no hubo activacidén por AMP ciclico, incluso pare-
cié haber una ligera inhibiecidén. En cuanto a los ensayos e-
fectuados utilizando histona como sustrato, el pico III re-
sultd inactivo y los picos 1 y 1I mostraron unaz apreciable
activacidn por ANP cfclico.
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En un expericento posterior se procedid a reunir el
contenido de los tubos correspondientes a cada pico, se
coancentraron con sulfato de amonio (0.5 g/ml) y se diali-
zaron como se indicd anteriormente. Se determiné la acti-~
vided especifica en cada fraccidn. Los resultados se ex~

presan en la tabla X,

Tabla X

hActividad de proteina guinasa de las distintas frgcciones

separadas por cromatoggafia en DEAE celulos: gen p_moles de
32P incorporados por mg prot/min)

Fraceidn Caseine Histona
-CAMP +CAMP -CAMP +CAMP
I
Sobrenadante 93 107 36 72
(fracecién 3-5)
II
Sobrenadante
(fraceién 9-17) 111 230 148 468
I
Precipitado 1088 1318 186 786
(fraccién 6-9)
II
Precipitado 854 793 123 435
(fracecién 13-16)
IIT
Precipitado 3177 2913 226 490

(fraccidén 23-26)
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Con cualquiera de los dos sustratos utilizados, casei-
na o histona, la actividad especifica de proteina quinasa
fue mayor en los picos del precipitado gue en los del sobre-
nadente. Esto es mucho mds marcado cuando se considera las
actividades con case{na ya que los picos del precipitado
tienen gran actividad espec{fica con este dltimo sustrato.
Todos los picos, ya sea del sobrenadante o del precipitado
fueron mds activables por AMP ciclico cuando se midieron en
presencia de histona.

Utilizando las fracciones purificadas se verificaron
las condiciones de linealidad en funcién del tiempo de in-
cubacién y de la cantidad de proteina enzimdtica. Un tipi-
co experimento en este aspecto se ve en las figuras 14 y 15.

Se puede observar que la actividad resultdé ser propor-
cional tanto en el tiempo de incubacidén (hasta treinta minu-
tos) como con le concentracidn enzimdtica (hasta SO/Aide pro-

teina).
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Figura 14: Fosforilacién de casef{na en funcién del tiempo
de incubacién; 25 & de la fraccién II s se ensayaron, en las

condiciones descriptas, durante los tiempos indicados en la
figura.
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Figura 15: Efecto de la concentracidén de enzima sobre la
velocidad de incorporacién de caseina; se utilizé la frac-
cién II 8 en las cantidades indicadas en las abscisas.
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i) Efecto de la variacidén de concentraciones de AMP

ciclico sobre la actividad es pecitica de las proteinas

quirasas

Debido a las distintas activaciones observadas con AKP
c{clico en cada uno de los picos que se separaron en las co-
lumnes de DEAE, se decidié estudiar lea ectividad de estas
preparaciones enzimdticas, en funcién de la concentracién del
nucledtido. El fin perseguido fue determinar si las fraccio-
nes no activables por la concentracidén utilizada del nucled-
tido, 1o eran & otras concentraciones. Se decidid utilizar
como sustrato la caseina, pues es con éste donde las diferen-
cias son mds evidentes. La concentracién del nucleétido va-
rié entre 0.03 a 500/‘4M.

En el caso de los dos picos del sobrenadante, la estimu-
lacién alcanzé su wmdximo valor a eproximadamente lO/A‘M. Con-
centruciones mds altes de AMP c{clico resultaron ser inhibi-

torias. Ver figure 1l6.

En el caso de los tres picos obtenidos con la fraccién
que precipite a pH dcido, su actividad especifica no varid
significativamente con ninguna de las concentraciones de ANP

ci{clico ensayados. Ver figura 17.
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Figure 16: Actividad de proteina quinesa de lus fracciones
I s (abajo) y II s (arriba) en presencia de concentraciones
veriables de AMP cfclico.

-66-



T 2800

£ F

g uwwww””’/” * mPp

o

E

£ 000}

5

oy

§ 1500}

g 1'200./’—_\\. 1P

z

g ooof

lg \o/“\._—JT op

©  400f

#

ol e P N 3 4 L

10¢ 107 18 10* 16!
AMP CICLICO (M)

Figura 17: Actividad de protefna quinesa de las fracciones
IP, II Py III P en presencia de concentraciones variebles

de AMP ciclioco.



También se investigd si el GMP ciclico 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

Activacién del pico II del precipitado de pH 4.8 por distin-
tas concentraciones de GMP cfclico

(3*, 5' -GMP) p moles/mg prot./min.
0 635
1076 605
1077 640
5 x 1072 580
1074 650

j) Eaafqrilecidén de variase protefnes por las distintas
fracciones separadas por DEAE celulosa

Se quiso comparar la activided especifica de todos los

picos que se separaron mediente la acidificacidén del howmoge-
neizado a pH 4.8 y subsecuente cromatograff{a en columnas de
DEAE celulosa, con distintos sustratos. Fara ello se utili-
zaronicaseina, mezcla de histonas, histona rice en lisine,

histona rice en arginina, protemina y fosfovitina. Ver figure
18.
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dante y precipitado de pH 4.8.

Sustratos empleados:

A:
B:
C:

D:
E:
F:

600m & caseina

150m g protamina

150M g histona de timo de ter-
nere

150M g histona rica en arginina
150mg histona rica en lisina
lSOﬁyg fosfovitina



Como se puede ver en la figura, cada pico muestra un
perfil particular y diferente de los demds con respecto de
los sustratos utilizados; ademds, la activacidn que produ-

ce el AMP ciclico en cada pico varia con el sustrato.

En general, la mayor estimulaciédn 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 wismos sustratos.

En todas las fracciones el AMP ciclico produce su ma-
xima estimulacién cuando la actividad se mide con mezcla de

histonas.

Se efectud un estudio similar con GMP ciclico comparan-
do las activaciones producidas por los dos nucledétidos cfcli-
cos; en ningin caso las diferencias entre ambos fueron ma-
yores del 10%. No se pudo comprobar la presencia de ninguna
isoenzima de proteina quinasa dependiente solamente de GMP
ciclico. Ver tabla XII.
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Tabla XII

Actividad especifica de la proteina quinasa en las fracciones

geparadas por acidificacidén a pH 4.8 y cromatografia en DEAE

celulosa

Sobrenadante I Sobrenadante Il

- +CAMP +cGMP - +CAMP +cGMP
Cas 58 68 72 94 294 244
Prot 31 38 34 121 203 199
Hist 36 72 78 303 984 778
Hist A 64 63 71 62 140 114
Hist L 22 37 3l 188 629 479
Foafo 0 0 0 38 53 40

-

Precipitado 1

Precipitado II

Precipitado III

- +CANMP +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

Hist 99 203 213
A

130 138 151

129 251 193

Hist 199 1124 764
L

374 587 450

1077 1127 1211

Fosfo 349 576 636

683 674 717

2628 2653 2663
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k) Cromatograffa en columna de sefarosa~caseina

Un modo selectivo de purificacidén de enzimas es la croma=-
tograf{a por afinidad. Las proteinas se pasan a través de una
columna que contiene un polf{mero 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 reldnen los derivados de agarosa (sefaroaa),
unidos a un sustrato de la enzima. Las proteinas que no tie-
nen afinidad por el sustrato no son adsorblidas por la columna
mientras que las que s{ la tienen, quedan retenidas y deben
ser elufdas, por ejemplo, aumentando la fuerza idénica.

Para utilizar este método se prepard una columna de sefa-
rosa~-caseina y se aplicé a la misma una alfcuota de la frac-
cién del homogeneizado que precipita a pH 4.8, una vez redi-
suelta y neutralizada. Se lavé la columna con una solucién
de buffer fosfato de potasio 10 mM pH 6.5, conteniendo EDTA
loM y luego la protefna quinasa absorbida fue elufda con el
mismo buffer conteniendo cloruro de sodio 0.6 M.

Con este procedimiento esa fraccién se separd en dos pi-
~08 que se comportaron de un modo diferente 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 caseina.
El segundo pico, que s{ fue retenido en la columna y se eluy$
por la adicién de cloruro de sodio 0.6 M, mostré por el con-
trario mayor actividad fosforilante con caseina que con hie-

tona.
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En experiencias posteriores se reunié 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 amonio y se dializaron durante 1l1la noche de manera si-
milar a la usada mara las fracciones de la columna de DEAE ce-
lulosa. A estas dos fracciones se les determind el grado de
activacién con AMP ¢c{clico de sus proteinas quinasas utilizan-
do cuatro protefinas distihtas como substrato. Ver tabla XIII.

NaClOo6M

.
(=]

g

3

-t
(=3

Actividad de proteina quinasa (cpm x107)

Ndmero de Fraccion

Figura 19: Actividad de proteina quinasa en las fracciones se-
paradas por cromatografi{a en sefarosa caseina del precipitado
de pH 4.8 - ___., sustrato:icaseina

o——¢ sustratothistona
Las medidaes se efectuaron en presencia de AMP ciclico.
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Tabla X111

Actividad de proteina gquinasa de los picos de una columne

(a)

P transferidos por miligramo de prot. en-

de caselna-sefarosa con diferentes sustratos

32

(en p moles de

zimdtica / min.)e.

Sustrato Pico 1 Pico II1
(fracciones 3—6)(a) (fracciones ll-lBJ(a)

~CAMP +CAMP =cANMP +CAMP
Caseina BOO‘/L & 31 91 402 451
Protamine 150//03 37 54 26 19
Histona 1so/a & 72 163 63 66
Fostovitina 150/23 53 78 576 542
Relacién caseina 0.5 0.5 6.4 6.

histona

(a) Ver figura 19.

El primer pico mostré un apreciable grado de estimulacién
con AMP ciclico con todos los sustratos utilizados y la mayor
actividad especifica se encontrdé utilizando una mezcla de his-
tonas como sustratifact. con caseina: O.i)

act. oon histona




El segundo pico, resulté no scr activable por AMP ciclico
con ninguno de los sustratos utilizados y en algunos casos hu-
bo inhibicidén. La actividad especifica de este pico fue mucho

may or cuando se utilizaron proteinas dcidas como sustrato, que

cuando se utilizaron proteinas bdsicas[ act.con cas.: 6.4=6.8
act.con hist.

Posteriormente se midid la cepacidad de unirse a AMP ci-

3H de ambas fracciones y las dos demostraron tener capa-

clico
cidad "ligadora", lo que demuestra que la falta de activacidn
del segundo pico no se debe a la ausencia de la unidad recep-

tora.

Cuando se efectud una curva de AMP cfclico con ambos pi-
cos se encontré que el primero se activé al mdximo a muy ba-
jas concentraciones de nucleétido. Esta activacibén se mantu~-
vo a concentraciones més altas. Ver figura 20.

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

concentraciones utilizadas y a altas conocentraciones se obser-
vé inhibioidén. El sustrato utilizado para este emnsayo fue ca-
selna.

También se probd el efecto de agregado de GMP ciclico so-~
bre el segundo pico (no activable por AMP ciclico) y se obtu=

vieron los resultados expuestos en la tabla XIV,.
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Figura 20: Actividad de proteina quinasa en las fracciones
separadas por una columna de sefarosa-—caseina en presencia
de concentraciones variables de AMP cfclico. Sustrato uti-
lizado: caseina; fraccién N° 1: curva inferior, traccién
N° 2: curva superior,
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Tabla X1V

Etecto de varias concentraciones de GMP ciclico sobre la ac-

tividad de proteina quinaese del pico II obtenido de una co-

lJumna de sefarosa

(3' 5' GMP) P wmoles/mg prot./min
0 402
1076 509
1072 5LL
5 x 1072 545
1074 525

La ligera estimulacién hallada no es suficiente para po-
der afirmar que esta fracocidn sea una proteina quinasa depen-
diente de GMP c{clico.

De los resultados anteriormente expuestos se puede con-
cluir en gque en el testiculo de rata existen varias isoenzi-
mas de proteina quinasa las que se distinguen por su dife-
rente comportamiento con la acidificacién a pH 4.8, disimil
resolucién con las columnas de DEAE celulosa y caseina~sefa-
rosa y distinta activided oon cada uno de los sustratos uti-
lizados y por su diverso grado de activacidn con el AMP ci~-

clicoe.



1) Distribucidén subcelular de proteina quinasa en testiculo

de ratas maduras € inmaduras.

Se homogeneizaron testiculos de ratas maduras e inmaduras
en 5 volﬁmenega%écarosa O¢34 M on Tris 50 mM pH 7.0. Los ho-
mogeneizados se filtraron a través de una tela de nylon (Ni-
tex) de 80 micrones de poro. Se centrifugéd y se obtuvieron
las siguientes fracciomes: precipitado de 600 g: nicleos; pre-
cipitado de 15.000 g: mitocondrias; precipitado de 100.000 g
microsomas y sobrenadante de 100.000 g. Se ensayé la activi-
dad proteina quinasa en ali{cuotas de cada fraccién, utilizen-
do histonas de timo como sustrato.

Como se puede observar en la tabla XV las fracciones con
mayor actividad especifica se encuentran localizadas en ni-
cleo y sobrenadante, siendo este dltima la mde importante.

De 1as fracciones estudiasdas, la menor activacién con AMP ci-
clico se obtuvo en los microsomas y la méxima en el sobrena-

dante.
La actividad especifica de todas las fracoiones es mayor

eh animales maduros que en animales inmaduros.
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Tabla XV

Distribucién subcelular de proteina quinase en testiculos

de ratas maduras e inmaduras (en p moles/mg prot./min/.
Maduras Inmaduras
Fraccién
—-cAMP +cAMP |% de in || —cAMP | +cAMP % de in

cremento cremento
con cAMP con cANP

Nicleos | 54+3 174410 {222 2142 | 8443 | 285

Mitocon | 2842 95+2 |239 9+1 25+3 177

drias

Microso |46+6 79411 | 71 1940.4| 28+2 47

mas

Sobrena | 10547 508460 |383 5647 382447 | 582

dante

Similares consideracicnes pueden hacerse analizando los
porcentajes de actividad total en ¢cada fraccién( Tabla XVI).

En esta tabla se puede también observar que los testiculos .de

animales maduros tienen mayor actividad porcentual en nicleo

que los de animales inmaduros.

En ambos grupoe de animales se puede concluir que la en-

zima es principalmente soluble.
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Tabla XVI

Actividad porcentual de proteina quinasa en fracciones sub-

celulares de testiculos de ratas

Maduras Inmaduras
Fraccién =CAMP +CAMP ~CAMP +CAMP
Ndcleos 12.7+0.7 9.540.1 6.4+0.2 3.9+0.1
Mitocondrias 4.940.4 3e540eL  4.440.2 Le9+40.3
Microsomas 5.1+0.4 3.040.2  5.640.1 1.340.1
Sobrenadante T7.3+0.8 84.940.3 83.5+4 92.8+1.2
TOTAL 100.0 100.9 99.9 99.9
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DISCUSION

En la serie de experiencias desoriptas en este trabajo
se han podido detectar proteinas quinasas dependientes e in-
dependientes del AMP ciclico en los dos 6rganos de rata ana-
lizados: epidfdimo y testiculo. Como ha sido descripto pa-
ra otros tejidos, estas enzimas pueden utilizar histonas,
protaminas y caseina como sustratos.

En ambos 6rganos el grado de activacién observado con
el AMP cfclico varié segin el sustrato que se haya utiliza-
do. Con histona, como sustrato, la activacién por el nucle-
étido fue més notable que con caseina y cuando se utilizé
protamina no fue posible visualizar una activacién franca
oon el AMP cfclico. Tanto en el testficulo como en el epi~-
dfdimo el grado de actividad enzimdtice parecié depender de
la madurez sexual del animal, pero esta dependencia resulté

ser diferente segdn el dérgano considerado.

Epid{dimo: Cuando se comparun las actividades especificas de
proteina quinasa en el epididimo de ratas inmaduras con las
de ratas maduras se puedén observar que en estas Ultimas la
actividad enzimdtica fue mucho mayor tanto en la cebeza co-~
mo en la cola del érganc.

Esta observacién es vdlida cuando se comparan las acti-
vidades de proteina quinasa obtenidas utilizando histona de
timo de ternera o caseina como sustrato, no asi cuando se u-

tiliza protamina, 1o que sugiere la heterogeneidad de este
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sistema enzimdtico.

En animales mcduros hemicastrados, la actividad especi-
tica en la cabeza del epididimo del lado castrado fue wenor
que la del lado intacto. En cambio, en la cola la gctividad
no varid; este hecho es intercsante si se tiene en cuenta que
la cabeza del epidfdimo recibe directamente las hcramonas pro-
ducidas por el testiculo.

La depenuencia de los Organos sexuales accesorios del ma-
cho a los andrdégenos circulantes es un hecho conocido desde
hace tiempo (113) y se sabe que muchas ue las enzimas presen-
tes en el epididimo son dependientes de andrégenos. i4si, por
ejemplo, Allen y Slater (89, 90) demostraron que las fosfatas
dcidas y alcalinas y la alilesterasa de epididimo de re*én es-
tdn bajo el control de hormonas anarogénicas, su actividad
disminuye con la castracién y la testosterona revierte este vro-
ceso. También Marquis y Fritz (114) encontraron que la dis-
minucidén de la carnitina acetil transferasa de epididimo de
rata por castracidn es parcialmente corregida por administra-
cién de testosterona.

En las experiencias referidas més arriba (Tabla V) cuan-
dc ratas inmaduras tueron inyectaaas con testosteronz, la ac-
tividad de proteina quinasa (dependiente e independiente de
AMP ciclico) en la cabeza del epididimo se increuwentd. Este
hecho sefiala nuevamente la dependencia de esta enzima a los
niveles de andrégenos.

En prréstata ventral de rata se encontrd que nucleos ais-

a
lados incorporan el fésforo terminal del ATPYhicleo proteinas
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"in vitro", la castracién disminuye esa incorporacién y la
administracién de testosterona previene este eiecto (72).

Estos resultados asi como los nuestros, indican que la ac-
tividad global de la proteina quinasa en algunos de los dr-
ganos accesorios masculinos depende directamente del estado
hormonal del animal. Un efecto andlogo ha sido sugerido en
hembras, donde el estradiol actuaria sobre la proteina gui-

nasa del utero, activéndola (115).

Testiculo: El mecanismo regulatorio de la proteina quinasa
parece ser diferente al hallado para el caso del epididimo.
Si bien en testiculo la actividad de proteina quinasa aumen-
ta con la maduracién sexual, este cambio no parece ser debi-
do a una accién directe de hormonas, ye que cuando se sumi-
nigtra LH, FSH o testosterona, no se obtienen cambios en la
actividad enzimatica.

Por el contrario, las variaciones de proteine quinasa
observades nueden ser correlacionadas con otro tipo de fe-
némenos que tienen lugar en el testiculo de ratas en desa-
rrollo, es decir, con las modificaciones inherentes & la
diferenciacién y maduracidn de los tipos celulares de la se-
rie esperméatica.

Parz poder visualizar con claridad este tizo de corre-
lacidn es necesario tener en cuenta diferesntes hechos y
comprobaciones experimenteles. Los rzsultados que se han
oresentado demuestran que la actividad de proteina quinasa

en el testiculo aumenta con la maduracién y que este aumen=-

_83-



to ocurre entre los treinta y cinco y cuarenta y cinco dias
de edad. Cuando se consideran por separado 1os tubulos 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 tubulos sewminiferos. Por o-
tra parte, la actividad especifica relativamente baja de pro-
teina quinasa que se obtuvo con una preparacidén de ecperma-
tozoides de testiculo, asi como el hecho gue en la rata
wistar los espermatozoides aparescen a los cuarenta y nueve
dias de edad permite descartar a estos Ultimos como la cau-
sa de este aumento de actividad. Histolégicumente el prin-
cipal cambio que ocurre en el testiculo entre los treinta y
cinco y cuarenta y cinco dias de edad, estd relacionado al
proceso mediante el cual las espermdtidas se convierten en
espermatozoides y es oportuno recordar yue en la rata el tra-
tamiento con hormonas no tiene ningin efecto en la induccidn
de una pubertad precoz, ni se puede anticipar la apsaricién

de células germinales maduras (116).

Los cambios bioquimicos que ocurren durante ese proceso
han sido estudiados con detalle en salménidos y especies re-
lacionades dada las ventajas histo-anatdmicas que represen-
ta el hecho quetodas las células de un l6ébulo estén simulta-
neamente en el mismo estadio de espermatogénesis Lo gue fa=-
cilita su andlisis.

Usando estos animsles Dixon y col. (78) en una importan-
te serie de trabajos determinaron que en Los ultimos estadios
de la espermiogénesis se produce un recambio de proteinas nu-

cleares unidas al DNA y que en este proceso interviene la ac-—



tividad rosforilante de la proteina guinasa, uado que la
tosforilacién de las proteminas recientemente sintetizadas
es importante para permitir su unidn correcta con el DNA.

En ese contexto es Util recordar que utilizando técni-
cas radioautograricas en mamiteros (Ll1l7-120) se determind que
en el nicleo de células germinales en desarrollo se produce
un cambio de una histona rica en lisina a una histona rica en
arginina y que el momento de la transicién entre histona rica
en lisina a histona rica en arginina o protamina ocurre duran-
te los \Ultimos estadios del desarrollo de la espermdtida. Es-
te proceso es constante en cada especie y variable entre es-
pecies, produciendo como resultado tinsl ya sea protamina o
histona rica en arginina que son las proteinas nucleares ael
espermatozoiae maduro.

A este recambio de proteinas nucleares se le he atribui-
do importancia como mecanismo para la supresién de la activi-
dad genética de las gametas hasta la rertilizacién. Cualquier
alteracién o inhibicién de este cambio de histonas podria con-
ducir a trastornos de la fertilidad.

Lamentablemente, en mamiieros este cambio de proteinas
nucleares g8bélo puede ser estudiado radioautogratricamente, ya
que con experimentos de sintesis proteica queaa enmascarado
por la sintesis total del 6rgeno, y la separacidén de distintos
tipos celulares en cantidad y pureza suficiente para efectuar
estos experimentos es muy diticil. De cualquier manera el he-
cho que durante la transformacién de las espermdtidas hay un
marcado aumento de la actividad especiiica de proteina quina-

sa parece 1ndicar aigin tipo ae relacién con la transicidén de
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las proteinas nucleares como se na observauc en salmoniaos.

Otro aspecto que se considerd en el trunscurso ael tra-
bajo tue la presencia de diferentes isoenzimas de proteina
quinasa.

Cuando un homogeneizado de testiculo de rata se acidi-~
ficé a pH 4.8 se obtuvo la separacidén de dos tracciones de
caracteristicas distintas, que aumentan con le maauracioén se-
xual.

En otros 6rgenos varios autores hen analizado el proble-
me de si una sola proteina quinasa actua en todas ius fun-
ciones que son mediadas por el AMP ciclico o si un cierto nd-
mero de isoenzimas estd involucrado en las diferentes accio-
nes de este nucledtido. Se ha demostrado la presencia de va-
rias proteinas quinasas con ceracteristicas disfmiles en di-
ferentes tejidos: dtero de ternera (66), misculo esquelético
de conejo (107), misculo de pollo (108), gldndula wmamaria de
ratén (64), higado de rata (52, 109) y reticulocitos y eritro-
citos de conejo (22, 110). En el testiculo, si se someten las
dos fraccicnes separadas a pH 4.8, a cromatografia en columna
de DEAE celulosa, se obtienen cinco fracciones diferentes.

Cuando se compara la actividad especifica de estas cinco
fracciones medidas en presencia de una variedad de sustratos,
se puede observar que cada fraccidn es diferente de las deumds.

Las dos fracciones que se obtienen del sobrenadante de pH
4.8 tienen una actividad especifica relativamente menor que la
del precipitado, en especial la primera de ellas, Este dltima
no demuestra actividaed cuando se la mide en prescncia de fos-

fovitina y no es estimulada por AMP ciclico cuando se la mide



en presencia de histona rica en arginina, la scgunda fracceidn
del sobrenudunte tiene muyor actividad con todos loeg gustra-
tos y es estimulada por el AMP ciclico con todos ellos. En ge-
neral, el sustrato con el cual gse observa un meyor increwento
de la actividad de todos los picos es la histona rica en lisi-
na, aunjue el segundo pico del sobrencdante también se esti-
mula en un grado similar cuando se lo wide en presencia de ca-
sefina o de histona de timo de ternera.

Los tres picos del precipitado tienen una actividad es-
pecifica mucho mayor. Estas actividades espec{ficas varian
mucho de acuerdo al sustrato utilizado. El primer pico uti-
liza como sustratos preferenciales histona de timo, histona
rica en lisina y caseina, sobre todo cuando se mide en presen-—
cia de AMP ciclico, el segundo utiliza caseina, fosfovitina e
histona rica en lisina. El grado de estimulacién por AMP ci-
clico de los tres picos verf{a de acuerdo a la fraccidn y al
sustrato utilizado, incluso en algunos casos se ve una lige-
ra inhibicién. Los resultados obtenidos con el GMP ciclico
son en conjunto similares a los obtenidos con el AMP ciclico.
Todos estos datos indican la heterogeneidad de la proteina
quinase testicular.

Cuando el precipitado de pH 4.8 se scmete a otro proce-
dimiento de separacién, la crometografia en una columna de
afinidad por sustrato: caseina sefarosa, se separan dos frac-
ciones de caracteristicas distintas, la primera de ellas que
no es retenida por la columna utiliza preferentemente histona
de timo y es estimulsble por el AMP cfclico con todos los sus-

tratos utilizados, lu segunda que requiere un aumento de fuer-
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za idnica pare ser eluida, muestra mayor actividad con ca-
sefna y no se estimula por AMP ciclico. ILsta falta de es—
timulacién por dicho nucledtido no parece deberse a lu se-
paracidén de las unidades catalitica y reguletoria ya que
ambos picos tienen la propiedad de ligar AMP ciclico 3H.
Dada la gran complejidad celular del testiculo es di-
ficil sefialar si estas diferentes isoenzimas se deben a
los diferentes tipos celulares 0 si hay wmds de una de ellas
en une misma célula. De cuulquier modo el testiculo es un
érgano que es regulado por varias hormonas y ademds tiene
una gran variedad de funciones; esto permite suponer que la
presencia de diferentes isoenzimas de proteina quinasa me-
diar{fen las respuestas a los estimulos que actdyan sobre las

diferentes funciones testiculares.
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CONCLUSICNES

Como conclusiones principales de este trabajo de tesis

se pueden senalar las siguientes:

Epid{dimo:
1) La actividad especifica de la proteina quinasa de la

cabeza y cola del epididimo es mayor en animales maduros gue
en inmaduros con dos sustratos utilizados: histona y caseina.

2) Utilizando histona como sustrato la activacidn de la
proteina quinasa epididimaria con el AMP ciclico es mayor.

3) En ratas hemicaustrades la cabeza del epidfdimo del la-
do operado tiene menor activided enzimdtice que la del lado in-
tacto.

4) La administracién de testosterona a ratas inmaduras
produce un incremento significativo de los niveles de proteina

quinasa en la cabeza del epididimo.

Test{culo:

1) La proteina quinasa de un homogeneizado de testiculo
es Bds devendiente al AMP ciclico con histona como sustrato que
con caseina.

2) La actividad especifica de esta enzima aumenta con la
maduracidén principalwente entre los 35 § 45 dias de vida.

3) Este incremento es mayor en tidbulos seminiferos que en
tejido intersticial, aislados.

4) Dos preparaciones diferentes de proteina quinasa se ob-

tuvieron centrifugando el homogenato acidificado a pH 4.8. Las
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dos fracciones aumenteron con la maduracidn.

5) La actividad de las proteinas quinasas testiculares
de ratas inmaduras no sufrid wmodificacidn con los tratamien~
tos hormonales ensayados: testosterona, hormona luteinizante
y foliculio estimulante.

6) Mediante la aplicecidn de varios métodos de purifi-
cecibén enzimdtica, como cromatografia en columnas de DEAE ce-
lulosa y sefarosa caseina, se separaron varias isoenzimas de
proteina quinasa, las que poseen diferentes comportamientos
con diversos sustratos.

7) £l fraccionamiento subcelular de proteina quinasa de
testiculos maduros e inmaduros mostré que esta enzima es pre-
dominantemente soluble. Ademds la actividad especifica de
todas las fracciones es mayor en animales maduros que en in-

neduros.
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