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INTRODUCCION

Diversos estudios han demostirrado la presencia de poliamina
en miltiples sistemas celulares, en bacterias, hongos, levaduras
plantas, células de diversos t idos de mamiferos; en donde estos
compuastos desemperan funciones especificas.

Se ha demostrado que son factores de crecimiento y que su

presencia es esencial para la regulacidn de multiples procesos
entre los que destacan diferenciacidn, divisiéon y proliteracidn
celular.
También pueden interactuar con A&cidos nucleicos, donde estabilizan
la estructura secundaria del DNA, lo protegen de la desnatuwraliza-
cion térmica y de la degradacidon enzimdtica entre otras fTuncioness
dabido a esto se ha despertado un gran interdés para estudiar estos
conpuestas en diversas areas de la investigacion.

De una manera muy especial se ha estudiado el papel que [dua——
gan las poliaminas en la reproduccion.

Se han realizado estudios tanto en sistemas reproductaores femeni-—
nos como masculinos; en humanos, conelios, rata, cuye, entre otiras_
eupecios.

£) metabolismo de las poliaminas ha sido estudiado durante el ci---—
clo mestrual , en sangre, orina, placenta y fluido ammidtico duran:
te el embarazo, asi como en mulieres con abortos espontdneas v pre
clamnpsia.

En machos se ha medido el nivel de poliaminas en las diforenles .
gldndulas accesorias, testiculo, prdstata, semen; se ha estudiado
también la correlacidn que existe entre los niveles de estos com——
puestos y la matilidad espermdtica.Asi como la funcidn que dosempe
Han en estados fisioldgicos normales y patolégicos. |

8Sin embargo, no se hablia medido el efecto que tienen estas aminas_
sobre la actividad de una enzima gue regula la fase inicial de la_
biosintesis de poliaminas.

De aqui surgid el interds por realizar este trabaio en donde_
se pretende saber el efecto gque tienen las poliaminas sobre la ar—
Qinasa, enzima que provee el sustiralo necesario para la biosinte-—
sis de estos compuestos. -

También se busca determinar como varia la actividad de esta
enzima conforme el espermatozoide madura.




POLIAMINAS

Las poliaminas son cationes polivalentes presentes tanto en
eucariontes como en proacariontes.

Fueden encontrarse en forma de bases alifaticas libres o conjuga--
das en carbohiderates, esternides, fosfolipidos,péptidos o como u-
nidadz:s subestructurales de numerosos alcaloides. (1)

La pubrescina, espermidina y espermina constituyen el grupo de
pocliaminas que ha sido més ampliamente estudiado Fig 1, aungue -
eniater otro tipo de poliaminas, las cuales son menos comunes y se
encuentran principalmente en plantas v bacterias; como por ejemplo
la cadaverina, homoespermidina, norespermina, caldopentamina entre
otras.Fig 2.

Actualmente se ha tenido todo un auge con respecto al estudio
de las poliaminas, debido a la infinidad de procesos bioldgicos en
que astdn involucradas; cin embargo estos campuestos no fueron _
descubiertos recientemente, su presencia se seffald hace mas de 300
affios.

Asl tenemos, que la formacidn de cristales de espermina en
muestras de semen humano fué notada en un principio por Antony van
Leowenhoel: en 1678, posteriormente esta sustancia fug redescubier-
ta en varias cocasiones, es as! que en €1 afio de 1791 Nicolas Vau-
lin demuestra su relativa insolubilidad en agua y etanol, conclu--—
vendo aue se trata de una sal de un cation inorgdnico,probablemen—
te de calcio.

En 18e% los tristales fueron descritos nuevamente por Boetteher,
quien supuso gue la sustancia de que estaban formados era una pro-
teina, a la que llamd espermatina.

Schreiner en 1878 postula gque los cristales son sales de fosfato _
de un compuesto organico bisicou simple,diez affos desplés A.Lander-
butg v J.Abel dieron el nonbre de espermina a ésta base orgdnica.

Finalmente en 1924, Otto Rosenheim determing la estructura
quimica correcta de la espermina, sintetizando después otra base _
conocida coma fosfato de espermidina. Investigaciones posteriares
mastraron que la espermidina podria cbtenerse a partir de érgenos_
da animnales, microorganismos y plantas.

La putrescina fué aislada en 1879 gracias a los trabajos de Brie—--—
ger y sintebizada 7 affos después

A mote invnstigador también se atribuye el descubrimiento de la ca
daverina. (1,

Las pgllamxnas son bases nitrogenadas alifaticas de ba:o peso
molecular. & pH fisioldgico la putrescina, espermidina y espermina
tienen 2,3 v 4 cargas positivas respectivamente.

Las canstantes de disociacidn de los grupos amino en la espermina_
y espermidina difieren notablemente.
Otras propicedades de estos compuestos se muestran enla tabla 1.

La distrribucidn de las poliaminas en la naturalez-a es muy am-
plia, oueden encontrarse en tejidos animales, vegetales y microor—
ganti=moss: sin embargo, las concentraciones relativas de estos com—-



puestos varfan notablemente en células diferentes.

En general, los procariontes tienen mds altas concentraciones de
putrescina que de espermidina y carecen de espermina.

Los eucariontes tienen generalmente hajas concentracionec de pu-—-—-—
trescina y tienen espermidina y espermina. (1}

La concentracion de paliaminas en diferentes materiales bioldgicns
s2 muestra en la tabla 2.

Estas concentraciones tambien varian en funcidn del ciclo celular.
Fig 3.




H M=CH = CH = CH = CH =N

Putrescina

HyW-CHo=CHy=CH,~CH, N~ CHy = CH,=CH. H,

Espernidinz

Hy MG, ~CHy=CHy = N CHo= CH, = CH, ~CH,~RH-CH =y~ CHy~HH,

Espernina

Fig 1. Firmulas de las poliaminas mas estudiadas.
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HH 5 CCH ) N,
1-3 Diaminopropane.
Nit (CH, ) W,

Cadaverina.

HH o€ CHy2 JHHCCH,) K, .
Horespernidina.

Ny (CH Y RHCCH ) (RH,
fminopropileadaverina.
HH,€CH ) NHCCHL) i,

Homoespernidina,

HH, CCH,2 S HRCCH,) K CCH, ) JRH,
Norespernina.

RH, (CH, > KHCCH,) JHHCCH ) NE,
Termoespermina. :

Ky (CH, Y, NHCCH ) JNHCCH,) JH,

Canavalmina,

HHy (CH,) JNHCCH,) HHCH, ) JHHCCH ) SHH,
Caldopentamina,
KH(CH,3 JHHCCHyd JKHCCH,) NHCCH,) (NH,

Homocaldopentamina,

Fig 2. Férmulas de tas poliaminas menos comunes,
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Tabla 1. Algunas proyiedades de las poliaminas

soMunes .C3)>
L]

Nombhre B8indnimo Formula Mx Pk,
Putrescina 1i-4Diwmino butano C.H N, 88 .45 8.71
Espexrwnidina #(3 aminopropilli-4 C.H N, 145.23 18.96

diaminobutano 9.9

8.51

Espermina H=H¥=bis (3=amino=pro- C, H N, 202 .34 18.86
pil}={,4-dianine du-~ 1B.95

tano.




Tabla 2 . Concentracion de poliaminas en dif tes telidos binlégi (1)

Tedido Putrescina Espermidina Espernina

(moles/g de peso humeds)

Higado de ratdn 2,81 .61 8.82
sl reni,
no, 8.94 8.23 8.18
Prastata rata - 773 4,77
Péncreas rata - 8.62 8.88
1

Aina, seminal a2 2.1 .04
Escherichix coli 15,80 1.50 -
P

seudonona aeru- 5.68 _ -
gunosa.
Pseudonona sp. 4.68 - -
Lactobacillus casel - - 0.48
Shigella sonnei 14,90 - -
Acetobacter

13, - -

vinelandii s..
Bacillus subtillis 11.08 - -
fspergillus niger 4.88 - -
Aspergillus nidulans - 8,16 9.40
§._cersvisiae, 1,58 1.48 a.60




BIOSINTESIS, INTERCONVERSION Y DEGRADACION.

Fara poder explicar la biosintesis de poliaminas es necesa~-—
rio establecer primero, el sistema bioldgico gue estamos estudian-—
do, ya gue aungue en general se sigue la misma ruta en animales, |
vegetales y microorganismos a partir de la putrescina, los prime--
ros pasos son diferentes.

En los mamiferos, la biosintesis de poliaminas se lleva a coa-

bo & partir de la arnitina, este compuesto se encuentra disponible
en el plasma y también puede ser formado dentro de la célula por
accidn de la encima arginasa. S& ha sugerido gque esta enzima, 1a
cual esta mas ampliamente distribulda en los tedidos gue las otr
enzimas del ciclo de la urea, estd presente para facilitar la di
ponibilidad de ornitina durante la biosintesis. FPor esta razon,
se ha pensado que la arginasa puede ser una de las enzimas que
regulan la etapa inicial en la biosintesis de poliaminas, debiendo
recordarse que su participacion fisiolodgica tradicionalmente estu-
diada se relaciona con el ciclo de la urea. (1).Fig 4.
En el capltulo siguiente s& hablara mds ampliamente de esta enxima
For medio de la ornitina descarboxilasa (ODC) 1la ornitina se trans
forma en putrescina. La ODC es una enzima que depende para su acti
vidad de fosfato de piridoxal. Se encuentra en niveles bajos en -
las células en estados fisiologicos de latencia. Su actividad pue-—
de elevarse varias vecegs, como respuesta a diversos estimulos tro-
ficos, tales como hormonas, drogas, regeneracidn de tejidos y fac-—
tores de crecimiento. (4)

Muchos microorganismos y plantas superiores también pueden
formar putrescina & partir de sgmatina, compussto que se forma por
descarboxilacidn de la arginina debido a 1a enzima arginina descar
boxilasa, enzima que no estd presente en células de mamiferos y ocu
cariontes hajos, pero estd ampliamente distribuida en plantas.

Fosteriarmente,la agmatina es hidrolizada en putrescina y u——
rea por accion de la agmatinasa. Fig S.

Algunos organismos poseen ambas rutas para la biosintesis de pu--—-
trescina, por ejemplo: Escherichia coli.

En las plantas existen rutas adicionales para obtener putres—
cina a partir de agmatina, una de ellas es la via N-carbamoilpu-—-—
trescina la cual estd catalizada por la enzima N-carbamoilputresci
na amidohidrolasa, en esta reaccidn se tiene desprendimiento de -
dioxido de carbono y amonio. Esta reaccidn se lleva en plantas co—
mo el Lathyrus sativus. Fig 6.

A partir de la putrescina se sigue en general la misma ruta
netabdlica para la obtencidon de las otras peliaminas ( espermidina
vy esperminal, independientemente de que se trate de mamiferos,
plantas o microorganismaos. -

En la Fig 7 se puede cbservar la ruta para la biosintesis e inter-
versidn de paliaminas.

Para convertir a la putrescina en espermidina debe adicionar-—
se un grupo propilamina. Este grupo se deriva de la metionina, la




arginasa

BH=CH~ (CH INH-CHoNH,  ————esm————} HH,=CH=CCH ) JHH,
00H H IO urea 00H
frginina Ornitina
opc [—> <0,
NH, (CH,) M,
Putrescina

Fig 4. Piosintesis de la patrescina en mawiferos.




arginina descarboxilasa
-CH- - CH~, —_—— -
HH, ~CH= (CH, Y HH~CH-H, 1H1,00H) NHC-HE,

00K R y <0, b
Arginina
Agnatina
— urea
HH,CCH,) KN,
Putrescina

Fig 5. Biosintesis de la putrescina en bacterias y plantas.(3)




Hiy(CH) JHCHH & M, CHECH,)
HH Loo

Agmatina Ornitina

HH,CROCH ) JNHCHH, 4 W, (CH) W,
!00“

27372

+

L —

Fig 6. Biosintesis de la putrescina en el Lathyrus sativus.(3)
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BIOSINTESIS E INTERCON VERSION DE POLIAMINAS

tigura 7 €3)
L-ARGININA
GD’
AGMATINA ™ @ Dree
}
nmy w w ORNITINA
Sreq o \cu
N-Carbamoil-~ *
putrescina __ v
PUTRESCINA s-Acetamido
o, | way \__ propanat
m a)

S-adenos{lmetionina
Descarboxiiada
[ /d. co

8-Adenosil-

metioninag adenosina

S-adenosllmetioning

N -ACETIL

A P ESPERMIDINA
Matitilo- J

ESPERMIDINA

ae
— Acelll-Cag

3-Acetamido

‘\< propanal
0y

o N -ACETIL

1ada

(" N
Metiltio-
adenosinag

3~Adenosil~
metionina

Fig 7. l(ux{ ssis : E
dhu 3;

s, (9} es)

/ A ae
ESPERMINA /\'

onvers{dn dn

ora x« m “gﬂ a
&m w’i?”u iiﬁ ' ina mggl jﬁnnsﬁr‘q * N‘ :ﬂ x

ESPERMINA

Azetll Coe

l slntua mn nu

i Bhm iy e e st




cual es primero convertida en S-—adenosilmetionina descarboxilasa _
ISAMGY . ELl producto de la descarborilacidn, S—adenosilhomocisteami
na, eas utilizado como dorador de grupos propilamina para la sinte—
sis de espermidina y espermina.Fig 8. For lo tanto se ha menciana-
do gue la sintesis de espermidina y espermina es dependiente de la
disponibllidad de donadores aminopropilo, de tal manera que la §—-
adenosilmetionina descarboxilasas constituye también un factor li-
mitante en la biosf{ntesis de las poliaminas. (3,4)

En cierto ndmero de bhacterias y plantas el L-asparitico-semi-——
aldehido g% el donador de los arupos propilamina en la biosintesis
de espermidina, este camino alternativo ha sido demostrada también
en 21 Lathvirus sativus. Fig 9.

En la reaccidn catalizada por SAMD para obtener grupos propi-
lamina se produce metilticadenosina, gque se hidroliza por accion
de lu enzima metiltioadenosina fosforilasa. La adenina gue resulta
de esta reaccion se recupera como nucledsido. La metil tiorribosa-
1-tTosfato es reconvertida & metignina. Este metabolismo ocurre a
través de una serie de reacciones, todavia no bien caracterizadas.
et celulas de mamlfero contienen todas las pnzimas para la biesin
tesis de poaliaminas, perao hay unas lineas de células tumorales gue
catrecen de meticticadennsina fosforilasa y excretan la metiltioade
nosina producida en la biosintesis de poliaminas. (4)

La entima que incorpora el grupo propilamina a la putrescina
se&r llama espermidina sintetasa, posteriormente se adiciona otro
grupe propilamina a la espermidina para formar espermina por meﬁln
de la =nrima espermina sintasa. A pesar de la sisilitud entre es——
tas d reacciones, cada enzima tiene cierta especificidad por su_,
propin sustrato.

Se ha pensado gque son reguladas por la disponibilidad de sus sus——
tratos, particularaente la S—adenosilhomccisteamina. Sin embaroo, -
en el caso de la espermidina sintasa se ha observado que también
sa eleva en respuestas a hormonas, regeneracion tisular y factaores
de crecimiento celulares.

Se ha demantrado que las reacciones catalizadas por las dos sinta-—
sas son irreversibles. (1)

Tanto la espermina como la espermidina pueden ser convertidas
en pulrescina, €1 primer pasa es la acetilacidn de un grupo propil
aming de la espermina por med:o de la encima espermmina N'-—acetil---
Lransterasa para obtener de este modo N'-acetilespermina, poste-—
rigrmznte 2ste compuesto es degradado por l1a accion de la poliami-
na viidasa obteniéndose espermidina y N-acetilpropionaldehido.

Filg 1o,

L.

aceinel

espermidina es5 acetilada porr accidn de la espermidina M —

ansfterassa para obtener de este modo N'-acetilesoermidina,
la cual es hidrolizada por la poiiamina oridasa para abtener pu-——

trescina y acetamidopropanal.

En virtud de gue en condiciones fisioldgicas los derivados acetila
dos son motabolizados ranidamente, se ha propuesto que la acetila-—
cian es el paso limitante en esta interconversion y se ha demostra

13



HB,CHCH, CHO s W (CH,) W,
00

Semialdehido Aspartico Putrescina

HH, (CH,) HRCCH, ), CHRH,
oon

Carboxi-espernidina

— <o,

HH,<CH D JRHCCH,) HH,

Espermidina

Yig 9. Sintasis de Ia espermidina en bacterias y plantas. (3)
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AcetilCon
Nt (CH,3 HHCCH,) KIBCCH,) JNH,
Espernin,
Espernina B”mh "
l‘-a:;ﬁl-
transferasa.

CHCONHLCH,) RHCCH,) MACCH,) NH,

N'-Acetilespernina

Poliamina
Oxidasa
HH,CCH,) BHOCH,D W4, ¢ CHCONHCCH ) ,CHD
E idin K-acetil i
spemnidin Ralaehiae ™
(3-acetanidopropanal)
Fig 1@. C idn de a i wedizate la acetilacida -
ror fdina N'-acetil loege ta exida-

cion nediaate 1a yolismina exidasa.
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do que la espermidina-iN’-acetiltransferasa es inducida rapidamente
y se incrementa marcadamente después de la exposicidn a agentes to
xicos, que resaltan la conversidn de espermidina a putrescina y de
espermina en espermidina. (1,4)

La putrescina que se obtiene de estas reacciones puede ser |
oxida por la diamina oxidasa para producir f-aminobutiraldehido el
cual es posteriormente oxidado a  -amincbutirato (GABA), o bi=n
para dar origen a compuestos ciclicos (& -pirrolinal. Perao la pu-~
trescina puede también ser acetilada por una enzima microsamal y _
la monoacetilputrescina ser oxidada por una moncamina oxidasa, pa~-
ra producir SABA 1o que poderila ocurrir en tejidos como el cerebro,
que tienen baja actividad de diamina owidasa., Fig 11 .

AdemaAs de la putrescina también se obtiene un aldehido duran—
te la reaccidn, el cual sufre una serie de reacciones para conver—
irse en g-alanina (dcido S-aminopropionico).Fig 12.

La acetilacidn de las poliaminas puede llevarse a cabo tam-—-
bién por una enzima nuclear que, con espermidina como sustrato,
forma preferentemente N8-acetil espermidina. )

Las poliaminas acetiladas han sido encontradas en sangre y orina, _
pero en cantidades pequeflas y no es clara la importancia de la ace
tilacidn que permite la excrecidn de las poliaminas.
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CH,CORHCCH, ) ,CHO CHiyCONN(CH,} ;<004
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Fig 12. Ruta propuesta para la foracion de A-alanina apartir
del 3-acetanidopropanal.

is



REGULACION DE LA RIOSINTESIS DE FOLIAMIMAS.

l.a regulacidn de la biosint is de poliaminas y la ruta oo la
interconversidn mostrada en la Fia 7, dependen de las siauientes
enzimas: arginasa, ornitina descarboxilasa (ODC), S-adenosilmetio-
nina descarboxilasa (SAFMD) y wapormina/ ermidina N —ao 1Ltrana—
ferasas las otras enzimas ( ¢ armidina sintasa, espermnina sintasa
y poliamina oxidasa ) eslAn gobernadas primariamente por la dispo—
nibilidad del sustrato apropiado.(1,3)

Como se nenciond anteriormente la arginasa es de sumax impor-——
tancia en la etapa inicial de la biosintesis. ya que esta enzima
provee ta aornitina necesaria que serd convertida en putrescina.

En el sigquiente capitulo se hablar&d mds ampliamente de esta enzima

A continuacidn se dardn las caracteristicas de las otras enzi
mas involucradas en la biosintesis e interconversion.

Ornitina Descarbaxilasa.

Esta es la enzima que mas ba sido estuwdiada de todas las del |
ciclo de las poliaminas, ya que existen inhibidores potentes y es_
peclificos que actudn sobre ella y permiten hacer diversos estudios
sobre sistemas biocldgicos en los cuales se bloguea la biosintesis |
de poliaminas.

Esta enzima es extremadamente 1Abil. s encuentra en niveles baios
an las células en estados fisioldgicos de latencia, generalmente
repraesenta menos del 0.0001 % del total de proteina celular.

En ridones de ratones estimulados con andrdgenos la ODC representa
el 0.05 % de la proteina soluble despuds de la induccién mdximad
De tal modo. tenemos que el rifdn de ratén es una excelente ftuente
para el aislamiento de esta enzima (8H).

Tanbién ha sido aislada de microorganismos, higado de rata y

ternera.
Esta enzima depende para sut actividad de tosfato de piridoxal, tie
ne una gstructura dimérica, se localiza tanto en el ndcleo como en
el citoplasma, pero después de una induccién la mayor actividad se
encuentra en el citaplasma.(é)

Existen muchos compuestos gue inhiben a la OBC, pero el inhi-

bidor mds estudiado es la DL— =-difluorometilornitina (DFPMO).
Este compuesto es reconacido por la 0DC como sustrato y su descar—
boxilaclién permite la tormacidn de un intermediario electrofilico,
en el sitio activo de la enzima para formar de este modo un enlace
covalente, quedando asl inactivada la enzima de manera reversible.
a)
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S—-Adeneosilmetionina Descarboxilasa (SAMD) .

Ezta enzima depende del piruvato como cofactor, ha sido aisla
da a partir de E.coli, Saccharamvoes cerevisiae, del higado de ra-
ta eriti'e otras fuentes. Las prooirdades que tiene esta enzima de-—
penden de la fuente de obtencion, en la Tabla I se muestran algu——
Mas propiedades de tires isoenzimas. (3
Estas son activadas por putrescina & inhibidas paor S-adenosilmetio
nina descarbaxilada y par metilglioxal bis-—(guanilhidrazaonal.

Estad presente en los hejidos i muy Lajas caoncentraciones equiva—-—
lentes a 0.015 % de la praoteina soluble en préostata ventral y a
0.0007 % en higado. €u actividad =25 regulada por muchas hormeonas y
por atros estimulns que promueven el crecimiento. (1)

Hasta el momento no esisten nhibidores irreversibles ( tan -
efectivos camo el DFMU para la ODC 1+ para esta enzima gue puedan
s@r usados para influenciar el metabolismo de las poliaminas por _
bloquea de esta enzima especificamente. El Unico nucledsido que ha
mostrado una actividad 1nhibitoria apreciable es el S-metil 5'-tio
adenesina [(AdoS+ (CH,)J , 5in embargo este compuesto resulta ser
un poternte inhibidor de la espermina sintasa.

Cono se menciond antesiormento el netilglioxal bis—(guanilhidrazo-
na) (MGEG) es también umn inhibidor, pero tiens una gran variedad _
de efectos en la célula: puede causar severos daflos en mitocondria
interfiere con el transporite de poliaminas, inhibe a las diamino
axidasas e induce a las acetiltramnsferasas. (4)

Espermidina/Esoermina N'-Acetiltransferasa.

Dos poliamina acet:lasas son conocidas. Una es wuna enzima pre
dominantemente nuclear que actia principalmente sohre las histonas
pero puede acetilar espermidina para formar NB-acetil-espermidina_
la cual posteriormente ws deacetilada dentro de la célula. El ob-—
jeto de este pracedimiento todavia no es muy claro, perp se piensa
gue este método constituye un medio para remover la espermidina
oue no se desea en el nlcleo.

La segunda enzima es la espermidina/espermina N —acetiltrans—
ferasa, la cual es citosdlica, se puede diferenciar de la acetilasa
nuclear por reacciones con anticuerpos especificos y porque cada
enzima responde de manera difetrente a ciertos inhibidores.

Esta enzima tiene un peso molecular de 115 000 y esta constituida_
por dos subunidades.

Actua scbre la espermidina para formar esclusivamente Ni-acetil-es
permidina.t.a espermina es acetilada por esta enzima para dar N'-a-
cetilespermina la cual puede ser nuevamente acetilada por esta en-
sima para obtener N'-N'"? diacetilespermina, aunque este compueshto
no ha <ido detectado in vivo.



Tabla 3. Propyiedades de la SAMD aislada de

de diferentes fuentes.
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Mr Subunidad
Fuente Mx

Kn
Activadores

Ho. de Subunidades Sutld

E.Cali 128400 17288 (6> Mgtt,Catt ,Mntt 6a

S.Cerevisiae 88aae 418883 <> Putrescina 1351

Higado de

68000 32588 (2>
rata

Putrescina
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Esta enzima e@s altamente especifica y solo acetila sustratos que
tienen estructura R-NH-(CH2)3 NH; 3 es por esto que no puede Tormar
N —acetilespermnidina. (3,4}

Espermnidina Sintasa Espermina Sintasa.
P

Estas enzimas son mucho mas estables que la ODC y SAMD. La _
espermidina sintasa es un homodimero con una subunidad molecular -
que tiene una masa de cerca de 34 KDa.

La esperaina sintasa consiste de dos subunidades con una masa mole
cular de 44 kba.

Las actividades de estas enzimas estdn reguladas por la disponibi-
lidad de sustrato (5)

A diferencia de las sintetasas las sintasas son enzimas que para —
realizar su funcidn no requieren de la energia liberada de la hi--—
drdlisis de un enlace pirotfosfatoz mientras que en las primeras es
ta energia es indispensable para que se realice la sintesis. (33

FPoliamino Oxidasa.

Estas enzimas estdn divididas en funcién del tipo del grupo
amino que atacan:

1) Amino oxidasas gue actiian sobre grupos amino primarios.

2) Anino oxidasas que actdan sobre grupos amino secundarios.
(Actudn sobre los qgrupos propilamina de la espermidina y
espermina)l.

La poliamina oxidasa que proviene del plasma bovino es capaz_

de actuar sobre la espermidina y espermina para producir respec
vamente un aminomonoaldehido ( N'-(d-aminobutil)-aminopropional
dehido ) o un dialdehido ( NMN'-bis{S-propiohaldehido)-1.qd-diamino—
butano), amoniaco y perédxido de hidrégeno. Fig 13,
Esta enzima es una glicoproteina con un Mr cercano a 180 000 ,estd
constitulda de 2 subunidades unidas de manera no covalente .cada _
subunidad contiene un puente disulfuro, dos 4tomos de cobre y un -
grupo carboxilo.

Existe otra poliamina oxidasa que actda sobre las poliaminas—
pero ésta ha sido aislada de higado de rata.

Esta enzima es un polipéptido con un M¢ de 60 000, tiene como o
Tactor al FAD y posiblemente hierro, actia sobhre los drupos amino_
secundarios de la espermina a espermidina con la produccion de
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J—aminopropanal. Fig 14.

Esta presente a niveles comparables con los de la espermina y eg-——
pernidina sintasa y excede en gran medida a los de la espermina‘es
dina M‘—acetiltransferasa. ( 3)
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A
HH (CH) JHHCCH ) (HHCCH ) W, ¢ 29, ¢+ 2 4,0
Espernina
——]
QCHECH,) L KH(CH,) JHHUCH) ,CHO & 2 RHy 2 M0,
K,Ht-bis (3-propanal)-L
4-diaminobutano,
B

HHLCCH) NHCCH)HH, ¢ 8, ¢ H0 ——————————

Espernidina

——
NHCCH,) HHICH,) ,CHO ¢ BH, ¢ K8,

H-(4-aminobutil) 3-anino
propanal

Fig 13. Oxidacicn de la esperwina y esperwidina por una poliamina oxidasa
aislada de plasma bovino.(3)
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[}
HH, (CH,) JHHCCH ) (BHCCH ) BH, ¢ 8, 4, H0 ——————
Espernina
WHCCH,) SKRCCH) NH, ¢ NHOCCHJD.CHO 4 R0, 4-—-——J
Espernidina 3-aminopropanal
»
HHQOCH ) JHHCCH, HH, ¢ 8, ¢ B0 e
Cspermidina
W 3(€H ) CHO NI M, 4 M e
3~Aminopropanal Putrescina
Fig 14, Oxidacien de la ima g na por waa pelimmina exidasa

aislada de higrdo de rata.(3)




EFECTOS RIOLOGICOS DE LAS FOLIAMNINAS.

Estos compuestos son importantes ya que se ha demostrado que
son factores de crecimiento y que su presencia os esencial para la
regulacion de miltiples procesos enlre los que destacan diterencia
cidn, divisidn y proliferacidn celular.

También pueden interaccionar con dcidos nucleicos, donde estabili--
zan la estructura secundaria del DA, lo protegen de la desnhatura-—
lizacion térmica y la degradacion enrimdtica.

Ademnds regulan la sintesis de los Adcidos nucléicos y de las protel
nas.

La funcidn bioldgica de estos compueste ha sido estudiada tanto en
microorganismes. células animales y vegetales. (1)

En la tabla 4 se muestran algunas de sus funciones.

En reproduccidn las poliaminas han sido estudiadas tanto en _
machos como en hembras en condiciones fisioldgicas normales y pato
légicas.

En muieres, el metabolismo de poliaminas ba sido estudiado durante
el ciclo mestrual normal, en sangre, arina, placenta y fluido -
amnidtico de muieres embarazadas, asi como en aguellas con aborto_
espontdneo y preclampsia.

Se encontrd que la excrecidn urinaria de putrescina, espermidina y
espermina es mds alta durante la mestiruacién, presentdndose ademds
un pico a mitad del ciclo (tiempo en que sg esperaba la ovulacidn)
For otra lado se abservd gque la concentracidn de poliaminas se in-
crementa en plasma y orina de muieres embarazadasi.

En machos,. las poliaminas han sido particularmente estudiadas
en semen, testiculo y prostata. Recientemente han sido asociadas _
con la capacitacidn del espermatozoide (fendmeno por el cual les —
espermatozoides al estar depositados en el tracto genital femenino
en unas cuantas horas desarrollan la capacidad de penetrar 1a capa
de células granulosas quoe recubre el dvulo en el momento de la ovie
lacidn) y proceso de fertilizaciotn.

Williams-Ashman et al (BS) reportaron que el semen humano con
tiene altas concentraciones de espermina (5 a 15 mM) ademds de te-
ner espermidina, putrescina y cadaverina.

El hecho de que la concentracién de espermina en el semen humano _
es mucho mds alta que en cualquier otro teiido y fiudido del cuerpo
permite hacer varias especulaciones de su papel fisioldgico.
Evidencias que han sido obtenidas por estudios in vitro muestran _
que la espermina también aumenta la actividad de maltasa seminal,
la cual estd involucrada en la degradacién de glucdgeno, incremen—
tdndose la utilizacidén de glucosa y reduciéndose la de fructosa en
el esparmatozoide.

Adiciones de cantidades fisioldgicas de espermina a suspensiones
de espermatozoides causan un aumente significativo en los niveles_
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cde AMF clclico, un nucledtido que induce la capacitacidn del esper
matozoide humano. .

Como podemos observar las poliaminas estdn involucradas en
diversos procesos bioldgicos. es por esto que su estudio se can-—
vierte en una linea de investigacien muy importante.
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Tabla 4, Etoctes Bielégices de las Peliaminas.()
L - -}

FH

()
3

»

6)

POLIANIMAS CONO TCTORES BX CRECIMIENTO.

£n micro-organisnos.
En células de mmmifero.

ISTABILIZACION DI NDERMS CILNLARES.
ESTABILIZACION DX PAXTICHLAS SUBCKLNIARES.
ASOCIACION COM ACIDOS MBCIXICO8.

Estabilizacidh del DNA contra la desnaturalixesicdn del DNA.
Asociacidn con tRHA.

fmpacaniento del DNR en bacteriéagos.

Estimulacion de Ia sintesis de RNWA.

todiffcacidn de la aotividad de ribonucleasas.
Estadilizacidn del RNA reclén sintetizado.

KTXCICS SORRY JA SIGESIS MK PROYXIIMS.

Fidscién de moleculas de tRNA a ribosomas.

Estimulacidn de metilacidn de tRNA.

Reenplazaniento de Mg+ en 12 reaccich de amlnocil tRNR sintetasa.
Asociacién con ribosomas,

Biogénesis de particulas ribesemales.

tniofacion y Fidelidad de la traducoidn.

Estimulacion de ja nucleotidiltransferasa de tRMA.

IFRCTOS SOBRE WMARIAS EEACCIANEY METABOLICES.

Estinulacién ds nucleotide cinasas.

Hodificacidn de [as activifdades de proteinas oinasas.

Incremento de la ADP-vibesilacicn de proteinas nucleares.
Activacion de fosforilasa b.

Estimulacidn de lipslisis.

Astivacisn de colina cinasa.

Incremento en la utilizacion de fructosa en sspervatozoides (epididimo}
Iahibicidn de ATPasa,

Nodificacién de 1a actividad de aceti) colina esterasa.

Inhibicioh de la agregacion de plaquetas.

Estinulacisn de] metabolismo de estradial en microsomas de Mgado.
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INTERACCIONES ENTRE ElL. CICLO DE LA UREA, LA BEIOSINTESIS
DE FOLIAMINAS Y EL CICLO DE LOS ACIDOS TRICAREBOXILICOS.

Antes de mencionar la relacidn existente entre estos 3 proce—
305 856 va & describir brevemente el funcionamienlo del ciclo de la
urea.

Este ciclo ha sido bien identificado en su coniunto ¥y ahora _
se sabe que consiste de cinco pasos:

1) Sintesis de carbamoilfosfato a partir de iones bicarbonato y -~
amonio.

2) Formacién de citrulina a partir de ornitina y carbamoilfosfato.
3) Sintesis de argininosuccinato a partir de citrulina y aspartato
4) Hidrélisis de arginino-succinato para formar arginina
8) Degradacidn de arginina para formar urea y ornitina.

La ornitina asi formada estd nuevamente disponible para su
rewttilizacidn en el paso 2 o bien se va a la biosintesis de polia-
minas. La urea es excretada. Fig 15.

L.os dos pasos iniciales son catalizados por las enzimas mitocon~—
driales: carbamoilfosfato sintetasa I ¥ ornitina transcarbamilasa,
Y los tres ultimes por las enzimas citoplasmaticass argininosucci-
nato sintetasa. argininosuccinasa y arginasa respectivamente.
Todas estas enzimas estan presentes en el higado, intestino Y ri——
ndn, pero solamente en el higado existen niveles suficientas para—
llevar a cabo la ureogénesis. Varios tejidos extrahepdticos contie
nen solamente los dltimos tres mecanismos enzimdticos del ciclo de
la ureaz en el cerebro y misculo la bicesintesis de urea depende -
del aporte de citrulina gue viene del higado.

La funcidn del ciclo de la urea es captar el grupo amino de _
los aminodcidos, representa un sistema anabédlico que requiere ener
gqla y permite la formacidn de esqueletos de carbono, necesarios pa
ra ¢l metabolismo oxidativo.(1)

Se ha demostrado que después de una hepatectomia parcial se

produce un intenso crecimiento celular, y uno de los primeros he——
chus que se presenta, es un incremento en los niveles de ODC, la
cual alecanza un pico a las 4 horas de la operacidn.
Brebnor et al midieron la actividad de las enzimas del ciclo de la
urea durante las primeras etapas de regeneracién en animales some-
tidos a una dieta normals encontraron que hay una espectacular dis
minucidén en los niveles de las § enzimas del ciclo de la urea, al-
canzando un nivel mdximo 4 horas después de la operacidén, lo cual_
coincide exactamante con la slevacidn de la ODC.
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Todo esto sugiere que la actividad de esta via metabholica pue

puede competir con la (ODC peor la ornitina y coincide con el incre-—
mento de la ornitina hepAtica y del amonio en plasma, durante este
periddo,
La ornitina es utilizada en la biosintesis de poliaminas para gue-—
se tenga una rdpida proliferacidn celular, posteriormente las en—--—
zimas del! ciclo de la urea se elevan para poder cumplir con la fun
cion de eliminar del organismo los desechos nitropenados de los a-
minoacidos. (1)

Como podemos darnos cuenta, dependiendo de los requerimentos_
gque tenga el organismo es la via metabélica que sigue la ernitina.

El ciclo de Ktrebs provee al ciclo de la urea del aspartato ne
cesario para que junto con la citrulina se forme argininosuccinato
posteriormente este compuesto es hidrolicsado y el fumarato gue se-—
abtiene por esta reaccidn se incorpora al ciclo de Krebs, mientras
gue la arginina sigue el ciclo de la urea para farmar ornitina, la
cual puede seguir los mecanismos descritos anteriormente.

De esta manera quedan relacionadas los tres ciclos y el que se si-—
ga una ruta u otra depende de las necesidades gque tenga la célula_
en un momento dado.

En la Fig 146 sea muestran las interacciones de estos ciclos.
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ARGINRSA

La arginasa (L.— arginasa aminohidrolasa E.C. 3.5.3.1 ) es la_
enzima que cataliza la hidrdlisis de la L-arginasa a L-ornitina y _
urea. Su  presencia fué primeramente detectada en el higado de los
mamiferos como la enzima terminal del ciclo de la urea. (9.

De una manera general, la arginasa estd ausente en el higado
de oirganismas uricotélicos: reptiles y aves cuya excresion de ni -
trogeno aminico esencialmente, se hace en forma semisdlida como
suspensicon de acidao urico sélido; en 1os organismos ureoteélicos,es
decir aguellos gue excretan el nitrdgeno aminico en forma de urea,
st actividad es considerable.

Ademas de la funcidon hepdtica, la actividad de arginasa estd
asociada con la regulacidn de diversos procesos celulares.

Esta enzima se encuentra presente en diferentes tejidos de mamife-—
ros y en otros sistemas vivientes (granos en germinacidn, levadu -
ras, ciertos mohos y bacterias) (10), lo gque constituye un indica-
tivo de gue su presencia &s esencial para la realizacion de prace-
sps bdsicos de la funcidn celular.

La actividad extrahepadtica de la arginasa ha sido reportada_

en rifidn (11,12), intestino delgado (13,14), cerebro (15), tiroi -
des (1&), epidermis (17,18), pdncreas (1%2,20), atero (21), glandu-
la submaxilar (19), gldndula mamaria lactante (22,23}, eritrocitos

{24,27), linfocitos y granulocitos leucémicas (23), en lineas de _
células tumorales &n cultivo (2&4), en suero, tanto en personas sa-
nas (28) ,y otros padecimientos diverses (29,30,31).

A la arginasa distribuida ampliamente en diferentes tejidos _
extrahepdticos se le atribuye la funcidn principal de facilitar la
disponibilidad de ornitina para la bicsintesis de poliaminas, pro-
lina ¥y glutamato.

El posible papel de la arginasa extrahepdtica en la biosinte-
sis de poliaminas parece especialmente atractivo ya gque camo se __
dijo anteriormente estas moléculas policatidmicas tienen un papel_
clave en el crecimiento de células y tejidos. (32).

La arginasa tiene una estructura oligomérica, siendo un te

trdmero que consiste en cuatro mondmeros, cada uno de los cuales _|
tiere un peso motecular de 3I0 000 - 40 OO0 y un idn Mn intimamen
te ligado.
Esta enzima hidroliza uniones C-N no peptidicas vy tiene afinidad _
por el sustrato L-arginina y no es asi por los isdmeros D-arginina
y L-homoarginina. Un gran numero de sustratos portadores de un
resto guanidinico-sustituido han sido ensayados para sefialar la
especificidad de la arginasa; los derivados monosustituidos, no __
pueden ser sustratos de la arginasa si no cumplen las sigwientes
condiciones:



1) Tener en el grupo guanidinico un radical NH libre y un carbo__

tilo asociado a un grupo NHe u ~ OH en alfa.

2) Que haya una cierta separacion entre el primern y el seoundo.

Se tiende a admitir que la arginasa se combina al resto ___
guaridico de una parte y otra, la orientacién de su grupo activo_
descansa sobre una atraccidn que el manganeso parece ejercer so
bre el grupoo carboxilo, amino o hidroxilo del sustrato.

El metal se comportara como un agente coordinador entre la enzima
y &l sustrato por medio de sus dltimos grupos.

Fuera de la arginina la arginasa actuda sobre la canavanina ,
de forma mnoderada sobre cupleina y monobenzoil-arginina. No actda
sobre la dibenzoil-arginina, al ester metilico de la arginina, &-
cido guanidin acético, creatina y creatinina (1).

Fara la arginasa se han identificado diversas formas molecu-~

lares, es decir isoenzimas, las cuales presentan diferencias en _
algunas propiedades bdsicas como por ejemplo: movilidad electro —
forética, solubilizacidn, sensibilidad al calor.
lLa caracterizacidon de estas iscenzimas se ha venido realizando a_
través de los aflos con el propdsito de entender la relacién que
existe entre las propiedades bioquimicas de la enzima y la fun --
cidn fisiclépnica de cada forma.
La evidencia indica que las igsoenzimas son utilizadas para la di-
reccion de metabolitos a 1o largo de rutas metabdlicas especifi -
cas (33). También pueden tener una determinada funcidn catalitica
conferida a una estructura o compartimiento celular. Desde su
descubrimiento, estas mnléculas han sido relacionadas con la  di-
ferenciacidn de tejideo. For otra parte, se puede considerar la ___
posibilidad de gue algunas iscenzimas sean proteinpas vestigiales,
remanentes de la evolucidn genética.

En la tabla § se muestran algunas propledades de arginasas
aisladas de diferentes fuentes.

La arginasa mejor caracterizada es la abtenida de higado de_
rata. Esta enzima tiemne un peso molecular de 120,000 Daltones v _
un pH optimo alrededorr de 9.5 (34), tiene la propiedad de no ser
desnaturalizada féacilmente por Acido, el tratamiento con acido
etilen diamino tetra acético (EDTA) ocasiona su inhibicidn por
remocidn del Mn'Y,

La inhibicidn puede ser caompletamente reversible con la adicidn
cee iones Mot en el medin. (35).

El rango de pH dptimo para las i1soenzimas de arginas= esta
entre 9.3 y 10.4G,

S2 ha encontrado gue una variedad de iones metalicos activan
y/0 estabilizan a las arginasas de diferentes tejidas (36). En -
tre dichos iones tenemos al Mn*, Co*, Ni* e inclusive Fe'"

Los iones Cu®, Hg* v Ag* destruyen la actividad de la enzima
en parte por precipitacidn de ésta.



Tabla 5. Comparacion de algunas propisdades
D e L
entre diferentes isoenzimas.

Animal TeJido P.M <Da> rH Optimo KM arginina
MM

Rata Rigado 120 go8-142 088 (39> 10 - 18.6 (39 2.4 239
6.8 (4B

13-45 D

2048 (39)

Rata Rifdn 120 889 {13 2.5y 9.3 {13} 18.88. (4%
Rata Intestine 120 e0e 13) 18 (13 19.00 [$kH
Caballo Higado 138 aeo (29 - .00 58
Conedo tifgado 138 eed €46) - . 1.40 {46)
OQveja Higado - - 83-28 €48)
Vaca Higado 115 86-120 800 (48) 9.5 -18.5 (48) 1.08 {49)
i0.88 (48

Ratdn Epidernis - 9.5 47 28-48 3%
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Estos icnes protegen a la arginasa de higado de rata de la
disogciacidn con dodecil sul fato de sodin ( DSS ), lo cual sugierw
que estdn directamente involucrados en 1a creacion de la farma
tetramérica de l1a enzima (Zé6).

Los estudios de resonancia magnetica nuclear del enlace de MNT a |
la arainasa de higado de rata, muestran que la enzima con una ac-
tividad catalftica residual de S0%Z, no se disocia en subunidades
y contiene cos moles de manganesa por mol de arginasa (Z7). Esto_
sugiere gue la entima existe en la forma E-Mn*™.

La remocidn de estos iones activantes por cualquier medio, produ-
ce la inactivacidn de la enzima debido a la disociacidon en sub
unidades.

Hunter et al (38), reportarcn gque la arginasa de higado de

bovino muestra una actividad reducida en presencia de hideroliza
~dos de preteina y que esta actividad disminuida es debida & la __
interaccinn de diferentes aminoacidos con arginasa, lo gque condu-
ce a la inhibicidn de la enzima. Estas combinacianes probablemen—
te causan cambios conformacionales, los cuales deteriopran el re -
cambio del caomplejo enzima-sustrato.
Este estudio mostrd que los inhibidores competitivos de arginasa_
de higado de bovino fueron ornitina y lisina y los inhibidores neo
competitivos fueron los aminodcidos isoleucina, valina vy cistef -
na.

Los estudios detallados de las cinéticas de inhibicién de
arginasa por diferentes aminodcidos, pueden ayudar a explicar el
aumento en la actividad de la arginasa hepatica reportado en los__
vertebrados bajo la influencia de ciertos factores comao la dieta_

alta en proteinas (29), inanicidn (303, horaonas glucocorticoides
(41), etc.
Kesevarao et al (42), estudiaron el afecto de 18 L-aminnéci-

dos diferentes en la actividad de arginasa de higado de oveja.
Tabla 4.

Los aminodcidos elanina e histidina mostraron una estimulacion
ligetra en la actividad enzimdtica.

Ademds de la prolina, sdlo los aminoacidos acfclicns monocarboxi-
licos con 5 o mas Atomos de carbono ( leucina, valina, lisina y
arnitina ) inhibieron a la arginasa de higado de oveja.

La arginina que es el sustrato de la enzima, contiene & atomos de
carbono.

Probablemente la longitud de la cadena carbonada es critica en el
aminodcido inhibidor para competir efectivamente con =1 ( o los )
sitio ( s ) activo ( s ).

La ornitina, lisina y prolina mostraron ser inhibidores competi -
tivos. Para la arginasa de higado de rata la ornitina actua como_
inhibidor no competitivo.

£1 glutamato y metionina que contiene solo 5 Atemos de carbono
una, no inhiben a la enzima. La presencia de un segundo wgurupo
carboxilo en el glutamato y un dtomo de azufre en la metionina,
quizéd disminuya su eficacia en la competencia por el sustrato.



Tadla 6. Efecto de los L-aninoacidos sobre arginasa de higado de oveja.(42)

fninoacido Actividad de Argénasa Porcentaje de Cambio
(5enit) ¢ n de uree/Wng prot)

Control 147,23 -
Alanina 162.8 +10.5
Serina 156.4 + 6.2
Treonina 142.9 - 3.8
Aspartato 140.4 ~ 4.7
Glutamato 135.7 - 29
Cistina 135.5 - 8.2
Hetionina 149.6 - 4.6
Valina 2.7 -77.8
Leucina 53.5 -§3.6
Lisina 46,2 -68.6
Ornitina 22,6 -61.3
Tiresina 155.? + 3.7
Fenilalanina 138.4 - 6.8
Trirtofano 138.4 - 6.8
Histidina 175.4 +148.9
Prolina 98.4 -33.3




Hunter @t al (Z8), reportarcn inhibicidn de la arginasa de __
higado de bovino por algunos aminpdcidos no comunes como norvali-—
na, norleuwcina y acido aminobutirico.

La arginasa de cerebro de oveja es inhibida significativa
mente par la leucina, valina, lisina u ornitinas sin embargo la
inhibicidn provocada por prolina no es muy significativa ( tal
como acurrid para la arginasa de higado de oveja ). Esto puede
set debido a la posibilidad de gue la arginasa este involucrada
en la sintesis de prolina en el cerebra (42),

En adicidn a los aminodcidos arriba mencionados los siguien—
tes compuestos inhiben a la arginasa: d4cido clorogénico y sus de-
rivados, colorantes de trifenil metano, 4cido fosforico y sulto -
nil urea.

Algunas investigaciones de interds particular son las gue
t'eportan inhibidores competitivos y no competitivos de arginasa, _
de bajos pesos moleculares, solubles y estables a 1C0O°C. Estes
inhibidores no se han purificado suficientemente como para permi-
tir su identificacian, pero sus propiedades sugieren gue éstos '
san purinas y pirimidinas.

Asi los productas del metabolismo de los acidos nucleicos ___
pueden influenciar el ciclo de la wrea "in viva". Algunos inhibi-
dotes de arginasa de estructura conocida (44), aparentemente se
asemejan a la arginasa sin paoseer un grupo guanidino.

Rosenfeld et al (44}, han reportado que varias purinas son
inhibidores campetitivos de la arginasa de higado de bavina, y
gque las pirimidinas son inhibidores no competitivos.

De 1las purinas, el inhibidor competitivo mas potente fué el aAcido
arica.

La inosina es la que presnta una unidn mads débil para la.L-argi -—
nina; el valor de Km encontrado fue de 300 a 400 m*M./ Tabla 7.



Tabla 7 . Inhibidores {(purinas y pirimidinas) de 1a arginasa de higado da Davino.(44)

Inhtbidor

Conpetitivos:

Rdenosina
Inosina
Adenina
Roido Urico

Citidina
Citosina

Ho Competitivos:

Ri

(Holes)

ae
49
14

8.9
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ESPERMATO20I1DE

Los espermatozoides son las células sexuales masculinas que_
contienen la mitad de la informacidn requerida para dar o rigen a
un nuevo ser, dicha informacidn se complementa cuando esta célula
se une al ovulo.

Estas celulas se forman dentro de los tubos seminiferos de las
testiculaos, el epitelio gue recubre estos tubulos estd formado por
dos tipos de células bhdsicas: las células de Sertnli de sostén vy
las células germinales en desarrollo. Las células germinales que
descansan adyacentes al forndo o l1imite externo del tubulo, se lla-
man espermatogonias.

Estas celulas se dividen varias veces para producir las ce#lulas es
pecializadas que forman los espermatozoides.

Esta divisitn celular, que reduce el contenido de DNA de las célu-
las a la mitad de las células somdaticas, se conoce como espermato
génesis. (S1) *
A continuacidn se da una explicacidn mds amplia de este prorceso.

Espermatogénesis.

Como su nombre lo indica, este proceso significa la geénesis

de los sspermatozoides. El proceso se inicia a partir de las esper
matogonias, en realidad existen distintos tipos de estas celulas,
las cuales sdlo pueden diferenciarse por el as pecto de su nucleo.
La espermatogonia tipo A de nuclec liso, luego de varias divisio--
nes da lugar 2 celulas de ndcleo costroso, denominadas espermatogo
nias de tipo BE. La dltima mitosis de estas espermatogonias da lu-—-—
gar a los espermatocitos primarios, siendo éstos las células gue
sufren la divisién meidtica, es decir la mitosis en la que cada _
una de las células hijas conservan sdlo la mitad de los cromosomas
de la célula madre.
Esta reduccién cromosédmica permite la sobrevivencia de la especie,
dado gue al tusionarse el espermatozoide con el dvulo, que tambieén
ha sufrida una reduccion similar, permiten nuevamente restablecer_
la cantidad cromosdmica inicial.

Después de la primera divisidn mitdsica, las dos ceélulas hi--
Jjas toman el nombre de espermatocitos secundarios, cuya vida es
muy efimera, dura apenas unas horas, dividiéndose dos veces y dan—
do lugar en la dltima de ellas a las espermatides. Estas celulas
finalmente, sin divisidn alguna, pero si a traveés de modificacio--—
nes y transtormaciones morfoldgicas, dan lugar a los espermatozoi-—
des. Este paso se conoce con el nombre de espermiogénesis. Fig 17.

Se ha determinado que el lapso de tiempo transcurrido desde _
la primer divisidn de los espermatocitos primarios, hasta la libe-—
racion de los espermatozoides es de aproximadamente 29 dias en el_
carnerac y la espermiogénesis es de 14 a 18 dias (S52).



Fara ooder determinar estos btiempos se han usade 15dtopos -
radiactivos para marcar el DNA. los mi4s usades son el H v el P.

tas normonas ninofisiaries san las encargadzss dez actuar sobre
el testiculo 3 efecto de 1ni1cilar ¥ mantenet 13 espermatoeenests.
La hormona luteisizante estimula las ceélulas de Leyding oara que
secreten testoterona, este compuesto estimula a los tubulos semini
feros y a las gldndulas accesorias, para que produccan el plasma
seminal,
La hormona foliculo estimulante (FSH) estimula a las celulas de
Sertoli; sin este estimulo no ocurre la conversion de espermatides
en ecspermatozoides. Las células de Sertoli también secretan una _
proteina fijadora de androgenos, aue fija tanto testosterona como
estridgenos y los pone a disposicion del espermatocoide en madura--—
cidn,

De este modo tenembs gque la espermatogenesis es la consecuen—

cia de la accion sinérgica de las hormonas arriba mencinnadas (S3.
s3).

Transporte Epididimal.

Los espermatozoides testiculares se iransportan de los testi-
culeos a través de un conducto conveluto conacido como epididimo.
El cual, no sdla transporta a los espermatozoides distalmente de _
los testiculos nasta el vasa deferente sino gue durante dicho tran
sito los ospermatozoides sufren un proceso de maduracidn en el -
cual obtienen la capacidad para sostengr la motilidad y se vuelven
fértiles. Ademdz funciona como w0 aimacén pari estas cdlutasg. (517

El pasco de iuvs espermatozaides a través dJdel epididima dependa
de las contracciones realizadas en la pared del conducto. Este
tiempo de transito pusde reducirse de (O a 20 Y% nediante wn aumen-
to en la frecuencie de la evacuiacion o bien con a2l usc de agentes
farmacalogicos. (S54)
£1 tiemoo de trdnsito 2sta en funcidn de la espec:e2, por wiemplo -
en el conejo es de | dia. de & a 8 dias en la rata, 11 olas en el_
toro y L2 dias en el carnero. (36.51)

Las propiedades funcionales de las diferentes celulas epite——
liales que recubren el epidldimo se mantienen mediantelos androge-
nos testiculares.
Estas células secratan un liguido nutriente ec cial aue contiene |
fhorncnas ( tantag testosterona como estrdgenos). entimas. alicero--
fosfucolina, carnitina, calcia, fé=foreo y diferzntes protelnag; to
dus estos nutrientes puzden tener mportancia, o incluso saer esen-
ciales, para la maduracidon de los esoermatoroides; sin embargo ac-—
tualment2 no se conocen exactamente los mecanismos en aue estdn an
valucrados. (557
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Anatdmicamente el epididimo se encuentra dividido en tres zo—
nas: cabeza, cuerpo y cola. Fig 18.
Los espermatozoides inmaduros que provienen de los tubuleos semini{-—
feros suben por los vasos eferentes ( red testicular) a la cabeza_
del epididimo, para su maduracion atraviesan el cuetrpo hasta gue -
llegan a la cola, en esta zona se tienen a los espermatornides mo-—
viles y fértiles, los cuales junto con la secracidn epididimal pa-—
san a los vasos deferentes, aqui se mezclan con las secreciones de
las gldndulas accesorias (vesicula seminal, bulbouretrales, proasta
tar, para de esta manera formar el semen, el cual es eyaculadeo du-
rante el acto sexual.
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Cabeza del epidfdimo.___

— Vasas delorentes

Red testicular 7

Cuerro del epidfdimo

TGbulos seminiferos

Fig 18. Representacicn del Epididimo.
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Maduracidn de los Espermatozoides

Se cree aue este proceso de maduracidn, en el cual los ssper-—
matozoides epididimales desarrollan la ecapacidad para una motili——
dad progresiva, involucra varios cambios progresives en los patro-
nes de movimiento de sus flagelos, la progresidn rapida hacia ade-
lante sdlo ocurre con la reduccion del arco y la flexibilidad de
los movimientos de la caola.

La alteracidn en las propiedades estructurales de los elementos de
la cola se apoya en los datos que indican que la formacidn de los_
puentes disulfuro ocurre durante el transito epididimal.

Los resultados de incubaciones in vitro apoyan la idea de que los_
enlaces disulfuro dentro del nucleo y la cola del espermatozoide _
tambien pueden ocurrir indgpendientemente del ambiente epididima-—-
rio, ptrobablemente por oxidacidn de los arupos -SH de las protei--
nas a disulfuros. (S56)

Las proteinas de la cromatina de espermatozoides de mamiferos con—
tienen altas concentraciones de residuos de cistina entrecruzadas,
esto sugiere que el desarvrollo y los cambios en la cromatima invo-—
lucra diferencias en el grado de enlaces disulfura.

Los resultados indican gue la mayor estabilidad de la cromatina nu
clear de los espermatozoides de mamiferos ocurre después de la es—
permiacidn por formaciédn de puentes disulfuro durante las etapas
finales de maduracion en el epididimo.

El trdnsito a través del epidjidimo se asocia con cambios im——
portantes de la cromatina de los nucleos del esperma. Este comple-
jo proteico de DNA, del que una vex se penso era relativamente -
inerte después de seguir su condensacion durante las ultimas fases
de la espermiogénesis, sufre una reduccidn durante este transito.
[$=3=3]

El nivel del nuclettido ciclico, especificamente el AMP cicli
ca (adenasinmonotostatal), aumenta dos veces en el espermatozoide
de bovino durante el paso a través del epididimo.

La actividad metandlica de los espermatozoides que se encuen-—
tran en el epididimo es baja, esto se debe principalmente a la ba-—
ja presion parcial de oxigeno, también puede deberse en parte a la
alta concentracidn de bicarbonato. potasio y sodie (los cuales ac—
tudn como inhibidores metabdlicos) y a la deficiencia que se tie—
ne de azucar glicosilable.

Conforme aumenta la capacidad para la motilidad proaresiva
los espermatozoides sufren una pérdida progresiva de agua y un au-
mento correspondiente en la gravedad especifica. La mayoria de las
cé&lulas contienen de 10 a 20 % de sdlidos, sin embargo los esperma
tozoides contienen de 34 a 45 4.

Durante el transito epididimal ocurren cambios morfoldgicos
@ Ja posicidn de la gota citoplasmica y en la farma del acrosoma.
LLa gota migra de la regidn de la cabeza del espermatozoide bhacia
una posicidn cercana al anulus, hasta que finalmente desaparece.

a3
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La presencia de la gota en un gran numero de espermatozoides_
eyaculados es signo de inmadure:s debido a que en la mayorfa de
las especies, la gota se separa del espermatozoide antes de que
ocurra la eyaculacion.

En este proceso de maduracion los espermatosoides también de_

sarrallan su habillidad para fecundar al dvulo. Esta capacidad de_
fecundar se considera potencial ya que muchos deben sufrir capaci-
tacidn en el aparato femenino antes de poder penetrar al ovulo.
La obtencion del potencial de fecundacidn durante el transito epi-
didimal parece ser un fendmeno progresivo. For ejemplo, !a vert:ili
dad sdlo se obtiene en los espermato-oides eliminados de 1a mitad _
distal del cuerpo del epididimo, perno la tasa de fecundacién es me
nor que la gue se obtiene con espermatozoides eliminados de 1a co-
la del epididimo o del vaso deferente.

El desarrollo de la capacidad para fecundar se asocia con cam
bins de varios aspectos de la integridad funcional del espermato--
zoide. (31)

Estudios ultraestructurales han mostrado que la apatriencia y_
configuracidn topografica de la membrana plasmadtica del esperma es
ta alterada durante la maduracidn epididimaria. La membrana sufre_
marcadas modificaciones con respecto a las propiedades antigénicas
glicoproteinas, receptores de lectinas, actividad de ATPasa, fosfo
proteinas, grupos tiol, actividad de fosfatasa.

Durante este trdnsito epididimario existe una disminucion en_

el contenido liplidico total del espermatozoide, este decremento se
atribuye a que probablemente estas moléculas sen utilizadas como
fuente de energia.
Este fendmeno ha sido reportado en toros, carnercs, rata y jaball.
La alteracidn en la comnposicidn lipidica durante la maduracién po-
dria ser debido a gue es necesaria esta alteracidn de la estructu-
ra de la membrana para permitir la expresidn de la motilidad 'y fer
tilidad. ( )
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Estructura del Espermatoroide.

Ya se menciond como y donde se forman los espermatozoides., a-
si como el proceso de maduracion que deben de sufrir antes de ser
eyaculadaos. Ahora se describira brevemente la estructura de estas_
células.

Desde el punto de vista morfoldgico, el espermatozoide de ma-
miferos se divide en dos partes: cabeza y cola: ésta altima a su
vez dividida para su estudio en otras cuatro fracciones: cuello,
pieza media, pieza principal y pieza terminal. Fig {9

Cabecza:

Esta porcion estd constituida principalmente por dos partess _
el nicleo y el acrosoma.

El nucleo es oval y aplanadn., contiene cromatina altamente compac-
tada, que estd protegida por una membrana esencial no porosa. se
compone casi totalmente de dcido desoiirribonucleico (DNA) comple-—
tdndose con proteinas nucleares especificas llamadas histonas.

El numero de cromosonas de estas células es la mitad del de las cé
lulas sométicas de la misma especie.

Las dos terceras partes de la cabeza, estdn cubiertas per un
capuchon llamado acrosoma. Esta estructura contiene un numero de
células hidroli{ticas tales como hidrolasas a&cidas, lipoglicoprotei
nas y hialuronidasas, las cuales estan intimamente relacionadas
con el procdese de tecundacion, ya gue ayudan a disolver la zona
peldcida del dvulio.

Colas

La cola es el elemento locomoteiz por excelencia, sin descar-
tar por ello Qque pudiese también estar afectada a tareas enzimdti-
cas.

El cuello, de 1| micra de largo, contiene el centriclo praxi--
mal, que aparentemente serifa el centro cindtico del espermatozoide
En su unidn con la cabeza, se originan 20 minusculasg fiberas (fila-—
mento axial) que se agrupan formando deos anillos conceéntricos de 9
fibrag cada uno, gque envuelven a su ves otras dos fibras centrales
y que prolongdndose hasta la pieza final, dan estructura y torman_
el verdadero esqueletoa de la cola. Las das fibras centrales inctiu
s0 se prolongan aun mds terminande en la pieza fTinal.

El relajamiento y contraccion de estas fibras son las gque producen
en la cola el caracteristico movimiento de latigo que permite el
avance de la célula.



La pieza media tiene 8 a 10 micras de largo y estd constitui-
da por el filamento axial, teniendo cerca de su unidn con la pieza
principal el centriolo terminal, al que se le atribuye la funcidn_,
de coordinar la secuencia de contracciones de sus fibrillas.

El filamento axial en su recorrido a través de la pieza media esti
envuelto por una banda espiral doble, que bien pudiera sicnificar-
la fuente de energia para la movilidad de las fibras.

En la pieza media se encuentran las mitocondrias, las cusles con—-
tienen el sistema enzimatico onridativo necesario para producir ade
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nosin trifosfato (ATP) que es utilizado para ebtener energia para_

la movilidad y para la iniciacidn de la glicolisis.
La pieza principal estd formada pot las 20 fibras del filamen
to axial ( cada ves mds finas) y rodeada a partir del centriolo _
terminal por una triple banda espiral. Todo el filamento anial,des
de el cuello hasta la pieza terminal, esta encerrado en une vaina_
de naturalecza lipeoproteica.

La pieza terminal estd integrada solamente por las fibras sin
banda espiral y vaina. (52,58)




Acrosoma

Cromatina Granular

u Cabeza
Hembrana Externa
Hemhrana fnular -
Centriolo Proxinal 5y -
Fibrillas Exteriores lu Cuello

Banda espiral doble HOu Pieza Redia

Centriolo Terminal ——

S04 Pieza Principal

Cola J----- 3

A Piexa final:

Fig 19. Representacich itica de un tozeid




Metabolismo del Espermatozoide.

lLos espermatozoides son células metdbolicamente activas debi-
do a que poseen las enzimas necesarias para llevar a cabo las reac
ciones bioquimicas de la glucédlisis (via de Embden-Meyerhoti), el _
ciclo tricarboxilico, la oxidacidn de los acidos grasos.el trans——
porte de electrones y posiblemente de la via de hexosa monofosfato

Bajo condiciones anaerdbicas los espermatotoides desintegran_,
la glucosa, fructosa o manosa para convertirlas en dcido lactico.
Esta actividad glucolitica, o mas correctamente actividad fructoli
tica debido a que la fructosa es la principal azucar seminal, per-—
mite a los espermatoroides sobrevivir bajo condicones anaerdbicas__
de almacenamiento en caso de la inseminacidn artificial. Las enzi-
mas que permiten este metabolismo glucolitico aparentemente se dis
tribuyen a lo largo de la cola.

En presencia de oxigeno los espermatozoides utilizan una gran
variedad de sustratos: acuvcares glicesilables, lactato, acetato, _
L-—aminodcidos, propilanato, oxalacetato, glicerol, sorbitol, entre_
otros, los cuales son degradados para obtener energla.

Esta via axidativa que aparentemente se lacaliza en las mitocon—--—-
drias, se considera mds eficiente en la produccidn de energia que_
la fructdlisis.

Se ha observado que la respiracion del espermatozoide puede -
ser tanto enddgena ( cuando oxida sustratos intracelulares) y exo-
gena (cuando oxida sustratos extracelulares). La respiracidon endé-
gena del plasmldgeno intracelular puede proporcionar eneraia a
corto plaro cuando se agotan los sustratos exdgenos; sin embargo
la utilizacidn de esta reserva de energlia aparentemente es perjudi
cial para el espermatozoide.

La mayoria de la energla obtenida es utilizada para los .proce
sos de motilidad, otra parte se utiliza para mantener la integri--
dad de las membranas de los espermatozoides que protegen a las cé—
lulas de las pérdida de sus componentes vitales.

Los espermatozoides pueden cubrir sus requerimentos de lipi--
dos mediante la utilizacidn de carbohidratos por medio de la sinte
sis de fosfolipidos y diglicéridos.

Existen por lo menos dos tipos de enzimas involucradas en e1
metabolismo de L-aminondcidos en el espermatozoide; la L-aminoacido
oxidasa la cual es responsable de la deaminacidn oxidativa de la-—
L~tirosina, L—-fenilalanina y L-triptofano, asi coma muchas transa—
minasas tales como la transaminasa glutdmico-oialoacética y la
transaminasa glutdmica—pirdvica.

Cabe mencionarse que durante la desaminacidn oxidativa se for
ma perdxido de hidrogeno, el cual es un agente expermicida ya gue_
ésta ceélula no contiene el sistema enzimdtico para destruirlo. (56)

En la Fig 20 se muestran las rutas metabdlicas del espermato-
zoide.
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METODO

‘'El desarrollo experimental de esta tesis fué dividido en dos _
partass

I) Determinacion de diferentes parametros bioquimicos en esperma
tozoides de borrego, se trabajaron cuatro grupos, los cuales_
son citades a continuacién:

1) Espermatozoides eyaculados. (n=10)

2) Espermatozoides que provienen de la cabeza del epididimo._
{n=10)

3} Espermatozoides que provienen del cuerpo del epididimo.
(n=10)

4) Espermatozoides que provienen de la cola del epididimo, -
(n=101

Las muestras de semen fueron de borregos sementales de las ra
zas Sulffolk, Dorset y Finish del rancho C.0.FP.E.A de la UNAM ubi-
cado en Tepilejo D.F., éstas tueron procesadas aptroximadamente des
pués de 40 min.

Se realizaron diluiciones 1:1000 para realizar el conteo de ceélu--—
las (Cdmara de Neubauer).

Posteriormente las muestras fueron lavadas con buffer de fosfatos
para separar el plasma seminal. Las células se resuspendieron =n
butfer y de agui se tomaron alicuotas. Fig 22.

También se trabaijd con testiculos de borrego obtenidos deal -
rastro de Ferrer{a, las muestras fueron procesadas aproiimadamente
30 minutos después de la castracidn, durante todo este tiempo se -
mantuvieron en hielo.

Se extrajo el epididimo y se seccion¢ en tres fracciones: cabeza, -
cuerpo y cala. Cada fraccidon se macerd con huffer de fosfatos y -
posteriormente se filtrd, la suspension asi obtenida fué anslicada
can el microscopic para verificar que no estuviera cantaminada con
otraz células que no fueran espermatozoides.

Se realizo el conteo de células utilizando la camara de WNewbauer, |
en este caso la dilucgidn usada fué de 1:200.De esta suspension se-—
tomaron las alicustas para la pruebas bioquim:cas.Fig 23.



Las pruebas bioguimicas que se efectuaron fueron:

1) Actividad de arginasa.
2) Determinacion de DNA.
3) Determinacion de Proteinas.

4) Determinacidn de Materia Orgénica.

11} Efecto de las Foliaminas sobre la Actividad de Arginasa.

La enzima fué parcialmente purificada a partir de espermato—-—
zoides de borrego por medio de la técnica de Schimke (S8).
Fig 24.

La arginasa asi obtenida fué tratada con las siguientes polia
minas.

Compuesto Concentracidn

Putrescina 0.01 M 0.03 mM
Espermidina 0.01 M G.05 mM
Espermina 0.01 M G.05 mM

La enzima se incubd con estas poliaminas durante 1 hora a 55_
C, posteriormente se siguid la teécnica uswal para determinar la ac
tividad de arginasa.
Fara tener un punto de comparacion se realizéd también el aislamien
to de la arginasa de higado de rata probandose las mismas concen—-
ciones de poliaminas.
La técnica de aislamiento utilizada fué la misma que para ®#l semen
de borrego.



Desarrollo Experimental

Determinacion de Difcrentes

Parametros Bloguimicos en

Espermatozoide
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sobre la Actividad de

Arginasa,
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l
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Fig 2i. Diagrama del Desarrolls Experimental.
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frginasa Rislada

Medir fot. L -Arginasa




Recoleccion del Semen

bil 111989
Sewen ———————————> Conteo d2 Celulas
(Meubauer)

Lavades con Buffer PO,°

Centrifugacion 18 @90 / 10 win.

Sobrenadante Celulas

Resuspension en Buffer

t v [J ¥

Pesc Seco DMA  Proteina fArginasa

Fig 22. Trataniento del Semen Evaculado.
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Yestfculo de borrego
30 minstransporiados en hielo,

Ixtraceién del Epididimo

Fraccionamiento

f v [}

Cabeza Cyerpo Cola

Haceraoién con buffer de PO,°

Filtracién
M1 1:299
én de Kipe ¢ » Conteo de Cilulas
(MHeubauer)
v v Y 1
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Fig 23. Diagrama yara 1a obtencidn de ides Epididimarios.




fAislaniento de la Arginasa de EKspersatoxoide( )

Senen

Lavado con sol.salina

"
Celulas
+
Buffer 1
Homageneixar
*
Sobrenadants Trecipitado
+
Mfﬂ‘ 1 "
4——fobrenadante Precipitado
Anadir Acetona
(-.IT ©
»
Buffer 11
i ‘ g HC1
Sebrenadante Precipitado l_ﬁ E Eéf,
. B
Mt 7.5
m"": Buffer 2:
. :.l.l Irighc)
& [4
Sobrenadante Precipitado H :

Halizsado con buffer 2

Calentaniento a 60C/20 min
]

# Centrifugacidn
1308@rev/13nin

Sobrenadante

Presipitado
+

Etanol ———p Sobrenadante

1 Evaporacion 53°C

Solucién de Arginasa

Fig 24. Alslaniento de 1a arginasa de Espersmatoxocide.
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TECNICAS

tas técnicas empleadas Tueron las siguientes:

Actividad de arginasa: La actividad de arginasa se determind por
el método de Kung et al, en el cual se mide la concentracidn de_
uraa.Fig 285, (59)

Determinacidn de DNA: La concentracidn se determind por el méto—
do de BGiles y Myers, basado en la reaccidn de la difenilamina
con la desoxirribosa.Fig 26. (60)

Determinacidon de Proteinas: Se utilizd 1 método de Lowry.Fig 27
(&61)

Determinacion de Materia Organica (peso secol): Se empled el meto
do colorimétrico de Bernal et al, el cual se basa en la oxida—--—
cidn completa de la materia organica.Fig 28. (&2)



DETERMINACION DE ARGINASA-

208 pl Muestra Problema
+

9.3 ni Ruffer

1 b/ 53°C

Tomar alicuota 9.9 ml
# Cantrifggar
R Tew/d Ain.

8.1 nl 2.14 N arginina-@.15 ¥ glisina

15 min/37°C

Introducir en H,O Mrvieado 7 min.

IL ul Buffer:

{ 9.82 M M1,
8.9 N TrisiCi

1
Completar a & sl con agua 9.98 % Mall

+

1wl de monexima-tioseaicarbazida

+
2 nl de W50,/ TeCl,
23 aln/93°C

Leer a 538 nn.

Fig 23.
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DETERMINACION DEL DNA .

5@ ul muestra problema

+

9.9 w1 KClO, R.8L N

Sebrenadante Precipitadn

9.3 ml #C1O, L N

38 win/70°C
*
(Y]

Conpletar a 8.5 nl con HCI0, 2 M
+

8.5 nl acetaldehido (1.6 ng/al)

+

0.5 ml Difenilamina (48 ng/nl)

Leer 2 600 nn

Fig 26,




DETERMINACION DE PROTEINAS.

209 ¢l suestra prohlema

+
0.5 ml Macif 1 N

38 nin 7 37°C

208 1

!

Completar a 0.5 wl con agua

2 nl Sol. Cuprealcalisa

Mexclar ¥ rerosar 10 nin.

8.2 »l Tolin
Mexclar w reposar 20 min.

Leer 530 nn.

Fig 7.




DETERMINACION DE PESO SECO.

5& »1 muestra problena

Conpletar a 1 ml con agua

2 nl mexcla cromica (1 g X,Cr 0, en
50 ul #,50,)

leer a 630 nn

Fig 28.
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RESULTARDOS

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para los _
pardmetros bioquimicos medidos en espermatozoides epididimarios ob
tenidos de diferentes fracciones y para espermatozoides eyaculados

l.a grafica 1 corresponde a los resultados obtenidos para el DHAL
La grdfica 2 representa el contenido de proteina.

La grdfica 3 nos muestra la variacidn en la actividad de arginasa-
La grdatica 4 corresponde a los valores encontrados para la materia
orgdnica.

Sobre estos dataos se realizd un andlisis de varianza (AMDEVA)
con el modelo de un factor en el disefo completamente aleatorio.
Fara determinar cudles eran los pares de medias diferentes se uti-
1lizéd el prueba de la diferencia significativa minima de Fisher.
Los resultados de este andlisis se muestran en la tabla 9.

En la tabla 10 se muestra el contenido de DNA que se obtuvo _
en espermatozoides eyaculadosn de diferentes razas de borrego.
{Dorset, Finnish y Suffolk). Cada grupo trabajiado tuvo una n=q.

En 1la tabla 11 se tienen los resultados obtenidos durante el
aislamiento y purificacidn parcial de la arginasa de semen de bo-—-—
rrego.

En la tabla 12 se tienen los resultados encontrados para el e
fecto gque tienen las poliaminas & concentraciones de .01 M y 0.08
mit sobre la actividad de arginasa espermdtica de borrego y de higa
do de rata.
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Tahla 8 - Parauetrns biaqu:ntuns para espernatnznides

epldiiuarnas 2] eyculndos

Deterwinacidn Cahbheza Cueryo Cola Eyaculado
Peso Seco 14.13 ¢ 1.3 128833 14.20¢ 2 21.45 £ 1,99
DNA 2,50 ¢ 1.8 2.68 + 8.6 1.7 ¢ 0.7 1.43 1 9.78
Act.Arginasa 8.50 ¢ 0.2 8.45 ¢ 8.2 0.48 ¢ 4.1 9.25 + 0.9
Proteina 3.95 ¢ L.8 2.8 & 8.6 i.44¢0.3 2.17 ¢ 0.60@

Los valores son el promedio de 1B experimentos 3 Desv.Stand.los resultados estan dados en pg/célula.
La actividad de arginasa estd dada en ol de urea/mg proteina/nin.




CONTENIDO DE DNA EN ESPERMATOZOIDE
DE DIFERENTES FRACCIONES DE
EPIDIDIMO Y EN EYACULADO

pg DN4/célula

25 7

254

172

154

0.5

CABEA CURRRO O ENACHLAN

GRAFICA 1
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‘CONTENIDO DE PROTEINA EN ESPERMATOZOIDE
DE DIFERENTES FRACCIONES DE EPIDIDIMO
Y EN EYACULADO

pg proteina/célula

3.95

0 - = ~"J:':.'.‘.i \' N ”h. | " k] "'-\Ifl“ .;!‘1.‘ i E.‘!’-‘.E'e;-,u.‘};
CABEZA CUERPO COLA EYACULADO
GRAFICA 2
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ACTIVIDAD DE ARGINASA EN ESPERMATOZOIDE
DE DIFERENTES FRACCIONES DE EPIDIDIMO

0.6 1

024

054
044

034

0t4

Y EN EYACULADO
nmol urea/ mg prot. min
05
0.46 0.4
0.25
CABEZA CUERPO C0LA EYACULADO

GRAFICA 3




CONTENIDO DE PESO SECO EY ESPERVATOZOIDE

25 1

104

204

54

DE DIFERENTES FRACCIONES DE EPIDIDIMO -
Y EN EYACULADO

pg peso seco/ célula

2L 45

"
{

CABEZA CUERPO COL4 EVACULADO

GRAFICA 4




Tabla 9. Resultados del anadlisis estadistico.

De terminaoiin Piferencia al 3x de Significacion Grupes que 1a presenta
Actividad de Arginasa §1 4 - G,
G- 6
G- 4
Peso Seco §1 g - &,
g - 4
G- g,
Proteina 81 G - 6
G - §
G- G
e s1 G, - 0’
G- 6

Notat G,= espermtoroides de cabeza, G, = espermatozoides de cuerpe, G, = esperatoroides
de cola, G=esperwatosoides eyaculados .




espermatozoides
boxrrego.

RAZR CONTENIDO DE DNA
(pg / celula)
SUFFOCH 1.46+ @.4
DORSET 1.44+ @.3
FINNISH 1.4039+ A.5

MOTA: Kstos datos som para espermatozcide eyaculado. n4
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Tabla 11.

Purificacion de la arginasa de semen

de ho

rrego -

Paso Act.Yotal Prot.Total net.hruiﬁu Produscion Purlficacicn

() unidades/ns % veces
1) Homogeneizado. .3592 @,5925 2.6061 199.00 1.8

2) Sobrenadante del
bomogeneiziio. 8.2969 9.3428 0.8661 02.66 1.43

3) Precipitado redi
suelto, 9.6132 9.2699 2719 1.0 3.7

4) Sobeenadante an
tes dialisis. 2.07%3 0.9192 100.2831 5324.37 76.59

5) Sobrenadante des
pues de dialisis 4.444 &.087¢ 693.3945 1237.30 w75

6) Sobrenadante des
pues calentaniento, 4.0923 a.9852 94,8653 1362.98 92.68

7) Sobrenadante des
pues de anadin 5.9983 a.8829 24834.5862 164a.62 36.39

etanol.
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Tadbla 12. Efecto de las woliaminas sobre la actividad
T S T ———— o
de arginasa espermatica de borrego y
de higado de rata.

Cantrol Putrescina Esperwidina Esperuina
] 3 [] B a B
1 2.9730.6 3.07:0.6 3.2246.7 2.9849.7 2.9140.8 3.83:0.5 2.9940.5
3] 4,7341.3 4,52¢1.0  4.8{41.4 4.2541.2 4.3126.7 4.3621.4 4.36¢1.4
1) Arginasa Esperwitica de borrego. A} Concentrasich 0.8L M. n= 18
2) Arginasa de Higado de Pata, B) Concentracién @.95 mM. 0= 18




DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los métodos para evaluar la concentracidn de DHA en
el espermatozaide ha side la tincidn de Feulgen.

Esta reaccidn requicre de un medio Acide para llevarse a cabo en__
estas condiciones se provoca la hidrolisis de las uniones purina—-
desoxirribosa de la molécula de DNa, de modo gque se obtienen gru——
pos aldehidos libres que reaccionan con el reactivo de Schiff pro-
duciéndose un campuesto colorido que ahsorbe a 560 nm. (632

Logs resultados obtenidos por este método han sido compatrados con_
el método de absorcidn U.V encontrandose ditferencia signifticativa
entre ambos. (64)

En este trabajio se utilizd el método colorimétrico de Giles y -

Myers para determinar cuantitativamente el DNA. (60)

Como podemos observar en 1a grafica 1, el contenido de DNA en
espermatozoide de borrego disminuye de wna manera significativa
conforme la célula madura en el epididimo; encontrandose el valor_
mds baio en los espermatozoides eyaculados.

Estos resultados coinciden con los reportes realizados por Bouters
et al (&63), Gledhill (464) y Moore et al (67)3 en los cuales se re-
porta una disminucicn en ta tincion de Feulgen del compleio de de-
soxirribonucleoproteina ( DNA + Froteinas Mucleares Basicas ) du—-—
rante el trdnsito epididimario.

Un fendmeneo similar del decremento de la tincidn de Feulgen ha
sido repoartado por Salisbury et al (45), Hanada et al {(&6&) durante
el almacenamiento de espermatozoides in vitro.

Estas obsetrvaciones han sugerido fuertemente que un efecto de
envejecimiento in vivo es responsable de la disminucion en la tin-
cidn cde Feulgen.
8i el decremento en dicha tincidn fuera provoecado por el envelieci-
miento, se esperaria encontrar en el primer eyaculado a lag célu——
las mds viedias y por lo tantn el valor mds bajio de Feulgen—DNA.
Sin embargo estos resultados no fueron confirmados, ya que se ana-
lizaron eyaculados consecutivos de coneios ¥y no se encontrd dife--
rencia significativa en los valores de Feulgen—-DNA. (&&3
También se& ha demostrado que durante el paso epididimario las oélu
las espermndticas idvenes y vielias se mezrclan (68).

El uso de técnicas de microespectrofotometria UV han permitido de-
mostrar que el enveiecimiento no influye sobre la absorcidn del -
DNA espermdtico en la regidn UV.

También se pensd que la disminucidn en la tincion de Feulgen-—
DNA puede ser debido a una despurinizacidn parciali sin eabargo es
ta hipdtesis de que durante el almacenamiento las uniones purina--
desoxirribosa podrian llegar a ser mds sensibles a la hidralisis
quedd invalidada por la observacidn de que las curvas de hidrdli-—
sis para espermatozoides con valores altos y bajios en la tincidn_
del DNA mostraron el mismo patrdn.
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l.a explicacidn mas aceptable para la disminucion en el mate——
rial pousitivo a la tincidn Feulgen que ocurre en el espermatozoide
durante su paso 4 lo largo 'del tracto genital masculine y también _
an el adtodo coiorimétrico empleado en este proyecto, es que esta_
disminucion resulta de cambiovs en la estructura del DHA. ya que se
sabe que durante la naduracidn del espermatozoide se tiene un fuer
te empagquctamicnto de la cromatina y cambios eén las protelnas nu——
cleares. de histonas a proteinas mds bdsicas ricas en arginasa
(Protaminas). (&%)

Gledhill et al (70) también reportaron una disminucién simi--
lar en la rea on de Fewlgen para el DMNA es espermAtides alarga-—
das de ltoros durente su transformacion a espermatozoides y subse—-—
cuentenmente en el paso por el epididimo. Ellos atribuyen esta dis-—
minuecidn a cambios en las nucleoproteinas del espermatozoide.

Fig. - Ademds se sabe que la naturaleza de la proteina puede afec
tar la estequiometria de la reaccion. (63)

Aungue muche se conoce acerca de la estructura de la cromati-—
na en 1 nacleos somaticos, se conoce relativamente poco acerca —
de la estructura do la cromatina en el esperma.

Lo gue sl se sabe os gque las protaminas suministran las cargas ne-
cesarias para neutralizar los grupos tosfatos de la cadena de DhA.
Con eslo se hace evidente que ol MY en espermatozoides de mamife—
ros No se enpaca de manera similar a como lo hace en las células
somdticas.

Las protaminas en la cromatina espermitica no constituyen un ntt -—
cleo alrededor del cual el DNA se enrolle; sino que son utilizadas
para neuwtralizar completamente las cargas del esqueleto fosfTodids—
ter de la molécula del DHA, al neutralizarlas se minimiza la repul
sion entre los segmentos vecinos o moléculas de DNA y se permite _
su condensacidn. para fTormar una particula de informacién genética
bioguimicamente inactiva. (70)

Como podenos observar en los resultados el contenido de DNA
en espermatozoide eraculado o varia en Tuncidn de la raza del a
nimal. *

El espermatozoide de borrego contiene 1.43 + 0.7 pg DMA/célula,
valor gque concuerda con el de otras especies. Tabla -

Exlsten algunos trabaios que reportan que ciertas cepas de rato -
nes difieren en el conlenide de DNA por mds del 10%3 sin embargo
estudios realizados por Gilbert et al demostraron que los esper
matozoides epididimariog aislados de varias cepas de ratéon no di-—
fieren significativamente en su contenido de PNA. (71)

i

72



)
T

a-sf-

3

. Reactividad con Feulgen (A=3468 A)

° ilnmlude! Clh Lab Epid tyu

pedondas
Espernatozoide

e BRI SIS
gl:z;ga o:n nrlae‘ ! cmmtnl? (on r e gvﬁ“ =

cual f\l’ilﬂ e ocurre un Nam o moleco
en'la cromat




Tahla 13 . Cuntenxdu de DNA &n usp-rnatnznides

de algunas espedies de.vertehradns

ESPECIE NG. BE CROKCSOMAS CONTENIDO BE DdA.
Raton 418 3.39 [47%]
Pavao [\ 2.8 - 2.9 O
Gallina 7 1.18 - 1.26 (90
Borrxrego 54 1.43 + .70

NOTA: :ﬁsdﬂo no encontrado. Los numeros entre parentesis son las referen-
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Con respecto al contenido de proteina se encontrd que ol ma--—

yvor valor correspondia a los espermatozoides obtenidoes de la cabe-—
2a del epididimo, mientras gque no hubo diferencia significativa en
tre los valores de las otras células del epididimo v el eyaculada.
Grdafica 2.
Esta disminucidn en el valor de las proteinas se explica debido a_
que durante 21 trdnsito epididimario se tienen cambios en la mem--—
brana plasmdtica del espermatozoide, entre los cuales se abservan_
desaparician de algunos compuestos proteinicos.

For ejenplo, estudios de Dacheux et al (72) realizados en ja—
bali, demostraron que la maduracion epididimaria se acompafia por
Hwna desaparicidn progresiva de la mayoria de los compuestos de la_
superficie testicular, 1os cuales son renovados o enmascarados por
polipéptidos de bajo peso molecular permanentes o transitorios so-
bre la superficie de la membrana plasmdtica.

En este estudio se mestrd claramente que la mayoria de las protei-
nas de la membrana de espermatozoides testiculares desapar=cen con
forme pasan los espermatorsoides por 21 epididimo, su desapariciaon_
es gradual; por ejemplo: La glicoproteina del jaball de 103-115
KDA desaparece de la superficie espermdtica en la cola del epididi
mo. Sin embargo, algunas proteinas de 73-96 KDa desaparecen' rapida
men te.

Al respecta, Colin et al (73) sugieren que hay una considerable re
construccidn de las glicoproteinas de la membrana del espermatozoi
de durante su maduracidn en el epididimo y algunos de esos cambios
son causadas por una interaccidn directa entre el espermatozoide vy
las proteinas secretarias epididimarias. Estas glicoproteinas son_,
sintetizadas en diferentes regiones y su funcidn estd asociada con
la capacidad fertilizante del espermatozoide.

Estos autores encontraron que las proteinas de la membrana del es-—
permatozoide de rata que desaparecen durante el trdnsito epididima
rio tienen pesos moleculares de 110 000, 47 000 y 32 000 Daltones.
Cuando el espermatozoide entre en la cola del epididimo se observa
la aparicidn de una proteina de I7 000 Da, la cual se piensa pro—-—
viene de las secrecicnes epididimarias.

Se cree gue las glicosil transferasas ( las cuales han sido _
reportadas en fluidos testiculares y epididimarios (74,75) padrian
actuar de una manera concertada con las glicosidasas para modifi——
cas los companentes de la membrana preexistente.

Todos los estudios en donde se ha investigado el tipo de pro-

teinas gue aparecen o desaparecen han sido realirzados utilizando
la técnica de marcaje con galactosa oxidasa/ NapR 3 H, .
Sin embargo se han reportado algunas limitaciones dz esta técnica_
para el marcaje en membranas celulares, ya que se ha encontrado _
que las glicoproteinas de la membrana que no contienen D-galactosa
0 N-acetil D—galactosamina accesibles no se marcan. (73)
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El origen de estos cambios en la superficie no se conocen a _
ciencia cierta, sin embarao se han propuesta diviersos mecanismas.

1) Actividades enzimaticas, ya sea intra o extracelulares como:pro
teinasas, glicosidasas v galactosiltransferasas.

2) Aspciacidn a la membrana de compuestos exdgenos que son capaces
de @nmascarar algunos otras polipéptidos de la superficie.

Tambie¢n se han realizados estudios en espermatozoides de bo—-—
rrego (72,80) y se ha encontrado gue los polipéptidos de la membra
na espermatica de 78-388 KDa desaparecen durante el transito epidi-
dimario.

En esta especie s¢ ha observado que la desaparicidn de dos compues
tas de la superficie de espermatozoides testiculares, los cuales
tienen 97 Kha, ecta asociada con la aparicidon de wun polipéptido
mads glicesilado qua tiene también 97 KDa.

fFor otreo lado, se han encontrado nuevos compuestos en la superfi--
cie de la membrana del espermatozoide durante el proceso de madura
cidn; estos compuestos nuevos se caracterizan por tener un paso mo
lecular bajo y una alta glicosilacidn. (72,77)

Este fendmeno ha sido descrito tanto para espermatozoide de borre-—
go (77) como en espermatozoides de.rata (76), chimpancég (78) y hu-
mano (79).

Estas evidencias confirman los resultados obtenidos en este _
trabajo para el cantenido de protefna en espermatozoides epididima
rics y dJde espermatozoldes eyvaculados en los cuales no existe una
diferencia significativa, ya gue si bien es cierto gue se tiene la
aparicidn de nuevos compuestos protefnicos, #stos son de bajo peso
molecular y no representan un aumento significativo al compararse_
con la cantidad de proteinas gque desaparecen a lo largo de 1a madu
racidn.

Es probable también que el mayor contenido de protefna gue se
ocbserva en el espermato-oide de la cabeza del epididimo se debe en
parte al tipo de protelnas aus se encuentran unidas al DMNA en las_
primeras etapas de la maduracion.

Es posible que aunque ocurre un remplazamiento de histonas de
tipo somatico por histonas de tipo espermatico, todavia existan
prateinas con grupos aromaticeos gue son posteriormente reemplaza——
daos por otro tipo de proteinas mas bdsicas; las protaminas, las _
cuales tienen una menor cantidad de grupos aromdticos, teniéndose_
de este modo una menor capacidad de formacidn de complejos colari-
das.

25 histanas ayudan al empaquetamiento del DNA confiriéndole pro--
teccion contra la desnaturalizacién términa y la accidn enzimatica
Fig 30.



77

La relacién entre los cambios en la superficie del esperma y_
la compaosicidn proteinica del fluidno epididimario con lz capacidad
fertilizante del esperma no se conoce con precision.

Sin embargo, las transformaciones secuenciales del esperma que ocu
rren en la parte anterior del epididimo induce cambios en la acti-
vidad espermdtica que llegan a ser totalmente expresados en el -
cuerpo del epididimo. For ejemplo: El incremento en el parcentaje_
de la motilidad espermatica o su habilidad para aglutinarse o unir
se al dvulo.

En la regitdn posterior, los nuevos gicopéptidos en la superfice _
del esperma aparecen stmultdneamente con la iniciacidn de la moti-
lidad praogresiva de los gametos y de su capacidad fertilizante. -
(72)
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Como se puede observar en la grafica 3, la actividad de argi-

nasa disminuye conforme el espermatozoide madura, 1o cual confirma
nuestra hipotesis.
Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidas por
Bamberg et al (81) en espermatozoide de borrego, quienen observa—-
ron una disminucidn marcada en &1 contenido de putre cina, espermi
dina y espermina. Tabla 4

Como se menciond anteriormente, para iniciar la biosintesis
de poliaminas se requiere de ornitina, la cual es descarbo:izilasa
por accidn de la enzima ODC para farmar putrescina, precursos de
espermidina y espermina. Por lo tanto al no producirse la misma
cantidad de poliaminas, la cantidad de ornitina que se necesita _
también es menor y dado que la arginasa es la enzima que produce _
ornitina y urea a partir de la arginina, ésta debe disminuir su ac
tividad regulandose asila biosintesis de las poliaminas.

La presencia de actividad de arginasa demuestra que en la cé—
lula espermatica se presenta completo el sistema de sintesis de .po
liaminas, puesto que la presencia de la ODC ha sido descrita en el
espermatozoide y plasma seminal humana (82,83

De este modo se confirma gue la arginasa es una de las enzi——
mas que Jjunto con l1a ODC regula la biosintesis de poliaminas en la
célula espermdtica.

Se cree que la funcidn de las poliaminas en el espermatozoide

std relacionada con el empaquetamiento del DNA, ya que tienen pro
piedades similares a las de las histonas y protaminas debido a su_
naturaleza cationica.

La presencia y funcidn de las poliaminas en el sistema repro-
ductivo del macho ha sido descrita en detalle pbr Méndez. (57)
Estos compuestos han sido particularmente estudiados en semen, tes
ticulo y préstata. Recientemente han sido asociadas con la :apa:t—
tacion y proceso de fertilizacion.

Susuki et al (84} determinaron la actividad de poliamina oxidasa _
en varios drganos humanos. Esta actividad es muy alta en el higado
seguido por el testiculo (339 + 80 nmol/g peso/30 min).

Esta elevada actividad en el testiculo esta relacionada con proce—
s0 de espermatogénesis.

Por otro lado, se ha demostrado que la espermina y espermidina es—
_tan presentes en la prostata en grandes cantidades.

De la prdstata de rata se han aislado y purificado las siguientes_
enzimas: 0ODC, SAMD y espermina sintasa.

De la prdéstata humana se ha aislado particularmente SAMD.

Williams-Ashann et al (B85) reportaron que el semen humano con
tiene altas concentraciones de espermina (5 a 15 mM) ademas de te-—
ner espermidina, putrescina y cadaverina.

El hecho de que la concentracitn de espermina en el semen humano _
&S mucho mds alta que en cualquier otro tejido y flufdo del cuerpo
permite hacer varias especulaciones de su papel fisioldgico.

Evidencias que han sido obtenidas por estudios in vitro muestran _
que la espermina tambieén aumenta la actividad de maltasa seminal, _



Tabla 14, Contenido de poliaminas en
esperMatozoides de horregoCB8ld.
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Amina Cabeza Caheza Cuexpo Cala
(proxinal) (distal)
Putrescina 14,7 + 72.4 (6 8.5 + 4.2 (B) 7.8 + 2.1 (5) 2.5 ¢+ 2.1 ®)
Espermidina 30.4 + 272.2 (D 4.5 ¢ 2.7 (N 9.8 + 4.7 (%) 1.2 + 0.6 (%)
Espexrmina 58.2 + €3.2 (&) 1.6 ¢ 1.2 (D) | 7.9+ 0.6 (B 1.9 ¢ 8.1 (M

Los valores son la wedia + la desviacion estandar. Los nuseros entre parentesis son las deterwina~
clones. Los valores estan dados en nwol/ 10° celulas,
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la cual estd involucrada en.la degradacion de glucdgena, incremen-—
ta la utilizacidn de glucesa y reduce la de fructosa.

Adiciones de cantidades fisicldgicas de espermina a suspensio
nes de espermatozoides causan un auwnento significativo en los nive
les de AMP ciclico, un nucledtido que induce la capacitacién del
espaermatozoide humano.

La presencia de poliaminas ha sido demostrada en espermatozoi
des de epididimo de bovino y sus perfiles han sido estudiados en _
testiculos de rata, células germinalas y células de sertoli duran-—-
te la maduracidn testicular.(8B6)

- For medio de técnicas histoquimicas también fué posible demostrar_
la presencia de la 0ODC en células de sertoli, instersticiales y
germinales. (87)

Con respecto al peso seco podemos decir que durante todo 1 _
trdnsito epididimario no se tienen modificaciones significativas,
lo cual concuerda con los reportado por Gledhill (44) en donde se_
informa gue no existen cambios en l1a masa seca de la cabeza del es
permatozoide durante este periodao.

Sin embargo, se observa un aumento significativo en los valores pa
ra peso seco de los espermatozoides eyaculadoes, esto podria ser ex
plicado debido a que durante el trdnsito epididimario la membrana-
espermdtica sufre maodificaciones ya que las proteinas se glicosi—-—
lan.

Estudios realizados por Mapargee et al en la membramespermatica
de borrego apoyan estas observaciones, ya que el usc de lectinas
permite detectar las maodificaciones en la membrana.

Las lectinas son prateinas con alta especificidad para unirse a de
terminado tipo de carbohidratos.

Las lectinas utilizadas en este estudio se muestran en la tabla 1§,

Con la Con A na se encontrd una diferencia muy grande en los_
valores obtenidos durante la maduracidn, lo cual indica gque duran-
te el trdnsito epididimal y subsecuente eyaculacién el ndmero de -
residuos de manosa de la superficie del espermatazoide de borrego_
no es muy wvariable.

Con la EBA se encontrd que durante la maduracidn de las célu-
las se tiene una disminucidn en la cantidad de lectina unida, sin__
embargo el grado de unidn aumenta considerablemente en los esperma
tozoides eyaculados. De este modo que el numero de residuos de N-a
cetilgalactosamina se reduce durante la maduracidn epididimaria o_
bien en esta etapa se fijan nuevos compuestos, los cuales los en—-
mascaran y no permiten la unidn con la lectina.

Con las lectinas RCA, PNA y ECA los autores observaron una
disminucidn praogresiva, de tal manera que el! valor mas bajo se ob-
tuvo para los espermatozoides eyaculados; estos resultados sugie—-—
ren gue hay una disminucidn en los residuos de galactosa, estas re
siduos pueden ser modificados por enzimas presentes en suspension_
espermd tica. ( ay )
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Eon ia WGBA se encontrd que las uniones con esta lectina se
incrementan canforme el espermatozoide madura.
Este comportamiento puede ser debido a:

1) Adicisdn de residuos de N-acetilglucosamina. Via galactosiltrans
rerasa. (78). Lo que ha sido confirmade ya gue se realizaron es
tudios que demostraren que la unidn de esta lectina puede ser
blogueada cuando 21 WGA se aflade a los espermatozoides en pre—--—
sencia de M—acetilglucosamina como inhibidor competitivo.

2) Adicidn de residuos de acido sidlico. Via sialil-transferasas.
(89}

Esto ha sido reportado para espermatozoides de rata, rateén,
hamster y carnero.

En este trabajo se wvwtilizd uwan técnica colorimétrica para de—
terminar la concentracidn de materia organica tota, este método o-
frece la ventaja de oxidar todos los compuestos orgdnicos siendo
especialmente sensible para los carbohidratos.

Por otro lado, se ha reportado que la membrana de espermatozoides_
al estar interactuando con el plasma seminal adquiere nuevos com--—
puestos del tipo de los' CHOS; es por estn que en espermatozoides e
yaculados se encuentra un valor mads alto en el contenido de peso
seco con respecto a los espermatoroides epididimarios.



Tabla 15. Fijacion especifica de leotinas a
L — =

residuos de carbohidratos.<88,9d)

LICTIMR HOMERE RESTRUO AL QUE SE LMEN
Con A Convanavaiina A Manosa
S Aglutinina de sopa H-acetilgalactosanina
»xa Aglutininn cemmnis ricisus Gajaotosa
™ #nlutinina de chickare Galactosa
Lo ] Leatina ﬁgthﬂn svistagalli  Galastesa
L] Aglutinina de perwen de trige  fcido sialice .

Dimergs de H-acetilglu-
cosanina.
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Fara estudiar el efecto de diferentes concentraciones de po—-—
liaminas { 0.01rl y 0.05 mM ) sobre la actividad de arginasa se re-—
quirid del aislamiento y purifticacien parcial de la arginasos de se
men de borrago.

La enzima obtenida de las células espermdticas fué purificada 56.3
veces.

También se hizo el aislamiento y purificacidn parcial de la argina
s#a de higado de rata.

Como se puede observar en la tabla 12, la actividad de estas_
enzimas no fud modificada significativamente por las dos concentra
ciones de poliaminas probadas.

En un principio seria facil suponer que se obtuvieron estos

resultados debido a que la concentracidn del inhibidor neo fud la —
adecuada, se pensaria que al ser 4.5 veces mayor la concentracion_
de sustrato con respecto al inhibidor (poliaminas), la disminucidn
en la actividad no seria significativas sin embargo en estudios
realizados por Rosenfeld et al (44) en arginasa de higado de toro_
se ancontrd que habla inhibicidn significativa de la'enzima ain al
usar concentraciones de sustrato 10 y 20 veces mayores que la con-
centracién de los inhibidores (purinas y pirimidinas)
En los trabajos realirzados por Hunter et al (38) se repaortd que u—
sando concentraciones 2,4 y 8 veces mayores de sustrato con respec
to al inhibidor estudiado se tiene inhibicidn significativa de la
enzima. En la tabla 146 se muestira la inhibicidn por ornitina de va
rias concentraciones de arginina.

For otra parte se ba observado que otras enzimas con concen—-—
traciones de sustrato 5 veces mds grandes que las del inhibidor se
activany tal es el caso de la G-6-Fosfatasa, qua _con concentracio-
nes de putrescina 0.001 M y de G-6~-Fostato 0.0085 M presenta una ac
tivacidn. (92)

La explicacidn de porgue las poliaminas no presentaron efecto
inhibitorio sobre la actividad de arginasa se pucde deber a los si
guientey

- Para que un compuesto sea sustrato de la arginasa es necesario -
que contenga un grupe guanidinico, wun grupo MHz libre y un carbo
xilo asociado a un grupo NHz .  -0H &n posicidn alfa.

- OQue exista cierta sepatacidén entre el primero ¥ 21 segundo.

For lo tanto al no cumplir las poliaminas con estas dos carac
teristicas no es posible que actuen como sustrato para la arginasa

Al ser la arginasa una enzima tetramérica que necesita de __
iones Hn**para preservar su actividad se pansd que las poliaminas
al ser moléculas policatidnicas podrian tener alguna interaccion
elestrotdtica con la enzima, favorecidéndose de este modo un impedi
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mento estérico por las poliaminas, de tal manera que la enzima tu-
viera mas dificultades para‘unirse al sustrato obteniéndose asi u-
na disminucidn en la actividad de la enzima.

Sin embarga los resultados obtenidos a estas dos concentracio
nes han invalidado la hipétesis inicialmente planteada, de que las
poliaminas disminuyen la actividad de arginasa.



Tabla 16.INHIBICION DE LA ARGINASA EN’ FUNCIOMN
A T S S S e S|

DE LA CONCENTRACION DE ORNITINAC38)>

CONCENTRACION DE ARGINIMNA

CONCINTPACION DE ORHITINA

ACTIVIDAD DPE ARGINASA

(m) (m) (unidades/nl)

9.w97 9,8297 5.2
P.014% 7.9

< 15.2

28445 0.0445 4.5
9,8223 6.8

e.a111 9.4

[ i4.8

2.9667 0.0667 5.2
0.0334 8.1

c 17.6

9.089 9.069 3.9
9.0445 6.8

9.8223 8.8

f.a111 10.9

4 13.5

HOTA: C= Dxperimento control sin inhibidor.
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CONCLUSIONES

3

4)

=

&)

Se encontrd actividad de arginasa en el espermatoznide de bocire
[=1=]%

L.a actividad de arginasa disminuye conforme el espermatocoide -
madura.

Esta actividad no es modificada de manera significativa par las
concentraciones de poliaminas usadas en este estudio. (0,01 My
0.05 mM) .

El contenido de DNA no varia conforme la celula madura, los re-
sultados obtenidos son debido al fuerte empaquetamiento que su-
fre la cromatina,

El contenido de materia orgdnica es mayor en espermatocnides e-
yaculados.

El contenido de proteina total es mayor para células espermati-
cas de la cabeza del epididimo comparadeo con el de espermatozoi
des eyaculados.
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