.ﬁk\\‘.‘{‘.&iﬂwym
On%ﬁ %
Uﬁf;b:{.? ] )(\'—l;]
\NWE )
ﬁI\? i 34
u %
"?},f ""’}33’, AN/
E" 5D

%
3
7

ruw UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

%‘“ U ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES

w
'-y-w
Jw “"1ZTACA LA™

“CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
Ca?#-ATPssa DE ESPERMATOCITOS PRIMARIOS Y
ESPERMATIDES MEDIANTE EL USO DE
INHIBIDORES”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O GG O
P R E S E N T A

SERGIO ENRIQUE NAJERA ESQUIVEL

LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEX. 1995



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

“CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE LA Ca?*-ATPasa DE
ESPERMATOCITOS PRIMARIOS Y ESPERMATIDES MEDIANTE EL USO DE
INHIBIDORES."

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiITULO DE
B I 6 L o G O

P R E S E N T A
SERGIO ENRIQUE NAJERA ESQUIVEL

LOS REYES IZTACALA , EDO DE MEX. 1995



"Vueslro corazén conoce en silencio los seeretos de los dias y las noches.
Pero vueslros oides ansian el sonido del conocimienlo de vueslro carazon.
Querrials saber en palabras lo que siempre habéis sabido en pensamienlo.
Querriais palpar con vueslros dedos el desnudo cuerpo de vuestros oidos.
Y esta bien, que asi sea: El recondito manantial de vuestra alma nccesila
brotar y correr murmurando hacia el mar."

Gibran Jal! Gibran

A mis padres
A mi hermana
A loda mi familia
A mi Creador
A mis amigos.

¢Qué mas pucdo pedir?



El presente trabajo fue realizado en la Unidad de
Investigacién Clinica en Enfermedades Oncolégicas
del Centro Nacional Siglo XXI, bajo el asesoramiento
de la M. en C. Raquel Trejo Albarran



AGRADECIMIENTOS

A todas aquellas personas que contribuyeron a la realizacién de
este trabajo mediante la donacién de reactivos, en especial al
Dr. Luis Benitez Bibriesca, Jefe de la Unidad de Investigacién
Clinica en Enfermedades Oncolégicas del Centro Médico
Nacional siglo XXI del IMSS.

Al Lic. Ismael Herrera Arias, Director del Colegio de Ciencias y
Humanidades, plantel Azcapotzaico, por las facilidades
prestadas para la encuadernacion del manuscrito final.



RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las caracteristicas de la Ca2*-ATPasa de la
fraccion microsomal de testiculo de rata a 15 y 38 dias de edad, encontrando varios
factores que son similares a los que se presentan en otros modelos celulares.
Aquellas caracteristicas que se encuentran en general dentro de la Ca2*-ATPasa es
de que se activa a concentraciones uM de Ca?*, presenta una curva de actividad
bifasica por la adicion de diferentes concentraciones de ATP, se observa gue es
activada por Calmodulina, su actividad es inhibida por Lantano. Sin embargo, esta
actividad de Ca?*-ATPasa mostro diferencias a otros modelos con lo que respecto a
su sensibilidad a vanadato, lantano y N-Etilmaleimida consideradas como
herramientas para la caracterizacién de este sistema enzimatico. Lo que nos indica
que existe dentro de la actividad de las Ca2*-ATPasas, diferencias que pueden
estar relacionadas con la funciéon que desempenan los tipos celulares empleados.
Por otro lado, se observaron algunas dierencias entre la Ca?*-ATPasa de
15 y la de 38 dias de edad, lo cual puede ser el reflejo de cambios en el control de
Ca2*, relacionados con las necesidades requeridas segun el estado de desarrollo
de el epitelio germinal testicular, 0 a la presencia de dos isoformas de la Ca2*-
ATPasa que se manifiestan cada una a diferente tiempo, segun la maduracion de las
celulas testiculares.
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INTRODUCCION

En las células eucariontes, la concentraciéon basal de Ca2*en el citosol es de

107 a 108 M, si se le compara con la concentracion de Ca2* en el medio

extracelular, que es de 103 M, por lo tanto, la concentracion de Ca2* en el

citoplasma es 10,000 veces menor.

La baja concentracion de Ca?* libre de las células animales, se debe:

a) A la escasa permeabilidad que existe en la membrana plasmatica para
dicho cation.

b) A la compartamentalizacién del Ca2* en depésitos intracelulares, como
en las vesiculas de reticulo endoplasmico (Streb et al, 1984). El calcisoma es un
ejemplo de la compartamentalizacion en vesiculas del reticulo endoplasmico en
musculo, el cual tiene una proteina denominada calsecuestrina (Hashimoto et al,
1988), responsable de la union de Ca?* dentro de la cisterna del reticulo
sarcoplasmico. EI Ca?* es transportado al interior por una Ca2*-ATPasa del
mismo tipo que la observada en el reticulo sarcoplasmico (Hashimoto et al,
1988).

¢) A una Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica que bombea el ion al exterior y
mantiene la concentracién de Ca?* intracitoplasmico a niveles basales (Inesi &
Scarpa, 1972; Rega & Garrahan, 1987).

d) A la accion de aniones intracelulares que lo quelan ( Cambell, 1983).

Diferentes estimulos que llegan a las células, como factores de crecimiento,

hormonas y  neurotransmisores, provocan un incremento en la concentracion de

Ca?* libre intracitoplasmico ([Ca2*}), que puede disparar diversos procesos celulares

como la contraccion muscular, la mitosis, la exocitosis, la degradacion del

glucogeno y de lipidos, la despolimerizacion de la tubulina, etc. (revisado por

Cambell, 1983 (b); Putney & Bird, 1993). Por estas razones, el ion CaZ* es

considerado como un importante mensajero intracelular.

El incremento en la [Ca2*] es tipicamente bifasico, un primer aumento en la

concentracién de este cation se presenta por su liberacion de almacenes

intracelulares, disparada cuando los neurotransmisores o factores de crecimiento se
unen a sus receptores, dispuestos en la superficie de la membrana plasmatica. La
unién de estos ligandos a su receptor induce la liberacién de inositol 1,4,5 trifosfato

(IF3) y diacilglicerol (DAG) (Putney & Bird, 1993), ya sea por la accion directa de la

fosfolipasa C-p1 de la membrana plasmatica, a través de la proteina G, o bien, por la

translocacion de la fosfolipasa C-y1 a la membrana plasmatica, después de la



fosforilacion de los residuos de tirosina de la porcién citoplasmatica de los receptores
que responden a factores de crecimiento.

Los almacenes intracelulares de Ca?* poseen receptores a IF3 (Putney & Bird, 1993),
que al ser ocupados disparan la apertura de canales membranales que permiten la
salida de Ca?*, Este incremento de la [Ca?*}i es transitorlo y se ha propuesto que
cuando se han agotado las reservas intracelulares se induce la segunda fase del
aumento en la [Ca2*]i, a través de la apertura de los canales de CaZ* de la membrana
plasmética, que permiten la entrada desde el medio exiraceiular y eleva la [Ca?*}i en
una forma mas sostenida. Este segundo incremento es motivo de varios estudios,
pues al parecer, existe un mensajero que se localiza en el interior de los almacenes
intracelulares de Ca?*, y al momento de comenzar a agotarse la cantidad de Ca2*
almacenada, este nuevo mensajero es liberado al citosol para viajar a la membrana
plasmatica, en donde permitird la entrada de Ca?* del medio extracelular (Putney &
Bird, 1993).

Después del incremento en la concentracion de Ca?* libre por el estimulo recibido, la
concentracién de Ca?* disminuye a los niveles basales por medic de la participacién de
diferentes mecanismos, los cuales, pueden estar acoplados directa o indirectamente a
la hidrélisis del ATP. Los intercambiadores Na*/Ca?* y Ca2*/Ca?*, a nivel de la
membrana plasmatica, dependen del gradiente de Na* creado por la Na'/K*-
ATPasa, debido a esto, se considera que dependen indireciamente de la hidrélisis de
ATP (Baker, 1978). El intercambiador H*/Ca?* que se encuentra presente en la
mitocondria utiliza la energia derivada del gradiente de H* generado por &l transporte
de electrones de la cadena respiratoria, o bien, generado por la hidrélisis de ATP por la
ATPasa mitocondrial (Nichols, 1981). Por lo tanto, estos tres sistemas utilizan la
hidrdlisis de ATP en forma indirecta.

El transporte de Ca?*, que depende directamente de la hidrélisis del ATP, lo realizan
dos ATPasas: la Ca?*-ATPasa del reticulo endo(sarco)pldsmico, encargada de
transportar a Ca?* hacia el interior de ese organelo, y la CaZ*—ATPasa de la
membrana plasmaética, la cual, transporta a ese i6n hacia afuera de la célula (Carafoli,
1992).

Caracteristicas de la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica.

Dadas las caracteristicas de la Ca?'-ATPasa de membrana plasmatica, que se
encuentra dentro de las ATPasas de tipo "P" (Pedersen & Carafoli, 1987), resulta ser
el principal mecanismo responsable de mantener una diferente concentracion celular
de Ca’* con respecto al medio extracelular, Las ATPasas de la clase "P" se
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caracterizan por involucrar, como parte de su ciclo de reaccién, a un intermediario
fosforilado, el que aparece cuando el y-fosfato del ATP reacciona con un solo
residuo de acido aspartico, que se encuentra en el sitio de fosforilaciéon de la
ATPasa (Nishigaki, et al, 1974). Entre estas ATPasas se encuentra incluida la
Na*/K*-ATPasa, la Ca?*-ATPasa y la H*-ATPasa de la membrana plasmatica de
células eucariontes ademas de la Ca?*-ATPasa de reticulo endoplasmico y
sarcoplasmico (Pedersen & Carafoli, 1987).

La actividad de la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica fue observada por
primera vez en eritrocitos por Dunham y Glynn en 1961; cinco afos mas tarde,
Schatzmann demostré la relacién que existe entre el consumo de ATP y el eflujo de
Ca?* en los fantasmas de eritrocitos, con lo que se logré entender la relacion que
tiene la actividad de la ATPasa y el transporte de este i6n. A partir de estas
observaciones, se inicia una intensa actividad cientifica sobre dicho tema, del cual
se han obtenido valiosas revisiones (Sarkadi et al, 1980, Carafoli, 1992).

Las propiedades generales de la Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica son las
siguientes (Carafoli 1992):

1.- Se encuentran distribuidas en todas las células eucariontes

2.- Tienen un peso molecular cercano a los 134,000 daltons.

3.- El ciclo catalitico incluye la formacion de un intermediario fosforilado cuando el
y-fosfato del ATP se une a un residuo especifico de acido aspartico.

4.- Es inhibida por vanadato (Ki cercana a 3 uM) y con Lantano (Ki cercana a 1
puM).

5.- Presenta dos sitios para ATP, un sitio de alta afinidad con una Kmde 1 -
2.5 uM, y otro sitio de baja afinidad, con una Km de 145-180uM. La respuesta
para ATP de la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica puede ser descrita
por la suma de dos ecuaciones de Michaelis-Menten:

v= _ VA[ATP] V2 [ATP]
Kmi+[ATP] + ~ Km2+[ATP]

La primera (sefialada por el simbolo 1) tiene una alta afinidad para ATP pero
una baja velocidad maxima (Km1= 1-2.5uM, V1 =25 % de Vmax) mientras que
la segunda tiene una aparente baja afinidad para ATP y una elevada velocidad
maxima (Kmz2= 145-180 uM, V2= 75 % de V max).

6.- Afinidad para Ca?*conuna Km > 10 uM en un estado de reposoy < 0.5 uM
en el estado activo dptimo .



7.- La calmodulina es un importante activador de esta enzima con una
Km de aproximadamente 1 nM. Los acidos grasos polinsaturados, los
fosfolipidos acidicos y la fosforilacion mediada por cinasa son también
activadores, en por lo menos una isoforma.

8.- Por ultimo, la estequeometria entre Ca?*/ATP de las membranas reportadas
se encuentra en el rango de 0.86 a 2.1 (Schatzmann, 1973; Quist &

Rafougalis, 1975; Sarkadi et al, 1977; Quist & Rafougalis, 1977, Larsen et al,
1978).

Mecanismo de reaccion

La Ca2*-ATPasa se encarga del transporte de dicho cation a través de la
membrana plasmatica, por medio de la hidrolisis de ATP; esto se produce mediante
una serie de reacciones en las que se presenta la fosforilacion y defosforilacion de

la enzima, las cuales se muestran en el siguiente esquema (Rega y Garrahan,
1986).

INTERIOR
Ca2* ATP ADP
3 b P
E1 »E1Ca?* »Ca?*E1ATP————CaZ*E1~P
L] e ©
L] o
L6} 5]
E2 E2~P« Ca?*E2~P
© 1’4
Pi Ca?*
EXTERIOR
ESQUEMA 1

1.- La enzima se presenta en dos estadios conformacionales E1 y E2.

2.- La actividad enzimatica de E1 es expresada unicamente en presencia de
niveles micromolares de Ca2* libre (reaccion 1).

3.- E1 posee un sitio catalitico de alta afinidad para ATP, por lo que son
necesarias concentraciones micromolares de este sustrato para realizar la
fosforilacion de la enzima a concentraciones micromolares de Ca2*
(reaccion 2), La hidrolisis de ATP se realiza en la reaccion 3 pero la
liberacion del Pi se presenta hasta la reaccién 6.



4 - E1 cataliza la transfosforilacion entre la enzima y ATP (reaccién 3).

5-

B6.-

7.-

oo
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La reaccién 4 muestra un cambio conformacional de la enzima, que segun
Luterbacher & Schetzmann (1983) requiere de Mg2* para que realice su
mayor actividad (reacciéon 4). Algunos autores (Adamo et al, 1988).
demostraron que Mg?* incrementa la velocidad de la fosforilacion de la
Ca2*-ATPasa en eritrocitos humanos. Es en el complejo Ca2*E1~P en
donde el inhibidor La* puede actuar al impedir que el ciclo catalitico se
continlle a la defosforilacion de la enzima y por lo tanto se produce un
incremento en la cantidad del intermediario fosforilado (Luterbacher &
Schetzmann, 1983).

La actividad catalitica de E2 ya no requiere de Ca?*, por lo que este es
liberado al medio extracelular (reaccién S). Ademas, el ATP unido a su
sitio de baja afinidad puede activar a la enzima. Cuando se da el cambio
de Ca?*E1~P a Ca?*Ez2~P la enzima modifica su afinidad por Ca2*; el
sitio que antes era de alta afinidad, debido al cambio conformacional de la
enzima, se modifica y puede entonces liberar al Ca2* al lado externo de la
membrana plasmatica.

Se produce la defosforilacion de la enzima , la cual es incrementada por
altas concentraciones de ATP (mayores a 100 uM), posiblemente en la
forma de MgATP (a 37°C y en presencia de calmodulina) (reaccion 6).

La transicion de E2 a E1 puede ser acelerada por ATP unido a su sitio de
baja afinidad (reaccién 7). Adamo et al, (1990) descubrieron que Mg?*
aumenta la velocidad de la conversién de E2 a E1 en la reaccion 7 en mas
de 10 veces. Por otro lado, se reconoce que Mg?*, cuando se encuentra
presente en la fosforilacién, acelera dicha reaccion (Rega, 1986).

Regulacion de la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica.
La velocidad maxima de la Ca?*-ATPasa puede ser regulada por

mecanismos independientes:

A. Complejo calcio-calmodulina.
B. Protedlisis controlada.
C. Composicion de lipidos en la membrana.

tres



A. Complejo calcio-calmodulina.

La calmodulina es una proteina citosdlica capaz de unir con alta afinidad y
especificidad a calcio. Su accion estimulante sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa
fue observada por primera vez por Bond y Clough, en 1973, y confirmada por
Gopinath y Vincenzi en 1977, ademas, Jarrett y Penniston en el mismo afio
reportaron que el hemolizado obtenido de eritrocitos era capaz de estimular la
hidrélisis de ATP dependiente de calcio, en los fantasmas de eritrocitos. La
semejanza de este activador citosdlico de la ATPasa y del activador de la
fosfodiesterasa fue establecida posteriormente y Cheung, en 1980, decidi6 llamarla
calmodulina.

La calmodulina incrementa tanto la afinidad por Ca2* como la velocidad maxima de
la hidrolisis del ATP y el transporte de Ca2* al medio extracelular. Se sabe que la
union de calmodulina con la Ca2*-ATPasa es absolutamente dependiente de calcio
en una relacién molar 1:1 (Rega & Garrahan,1986 [b]). Ademas, algunos autores
demostraron que la calmodulina acta sobre la interaccion de ATP en el sitio
de baja afinidad de la Ca?*-ATPasa y que la calmodulina afecta a V2 y no a Kmz
(Cardie et al, 1990).

Se ha demostrado que el efecto estimulador de la  calmodulina sobre Ia
Ca2*-ATPasa puede verse afectado por la accion de tripsina o quimiotripsina, los
cuales, al fragmentar a la Ca?*-ATPasa, llegan a eliminar la unién de
calmodulina ala Ca?*-ATPasa e incluso al transporte de Ca?* (ver mas adelante).
Ademas de su participacion directa, la  calmodulina es capaz de actuar
indirectamente. Es conocida que la actividad de la Ca?*-ATPasa de sarcolema
(membrana plasmatica de corazon) se activa por la fosforilaciéon a través de una
cinasa dependiente de AMPc y regresa a su nivel basal de actividad cuando se
defosforila. Si consideramos que la calmodulina participa en la regulacion de los
niveles de AMPc, tanto para activar a la fosfodiesterasa como a la adenilato ciclasa,
podria regular la actividad de la Ca?*-ATPasa por medio de la estimulacion de la
cinasa que fosforila a la Ca2*-ATPasa. Por otra parte, se sabe que la defosforilacion
de proteinas puede ser catalizada también por una clase de fosfatasas dependientes
del complejo Ca?*-Calmodulina (Tada et al, 1975; Brostrom et al, 1977).

B. Activacion por protedlisis.

Una segunda forma de estimular la hidrélisis de ATP y el transporte de calcio,
es por medio de una protedlisis controlada. Taverna y Hanahan (1980), mostraron
que la adicién de tripsina o quimiotripsina incrementa la actividad de la Ca2*-
ATPasa de la membrana de los eritrocitos. Sarkadi et al, (1980) utilizaron vesiculas



invertidas de membrana de eritrocitos y demostraron que la tripsinizacion producia el
efecto de calmodulina, incrementando el transporte de calcio y la hidrélisis de ATP.
La Ca2*-ATPasa es un péptido de 138 kDa, que por accion de la tripsina, da origen a
dos péptidos, uno de 90 kDa y otro de 40 kDa. El polipéptido de 90 kDa retiene su
capacidad para unir calmodulina y ademas bombear a calcio. Si la hidrdlisis se
continta en presencia de Mg2* y vanadato, se obtiene un péptido de 81 kDa que es
ncapaz de unirse a calmodulina, presentando una elevada actividad del transporte
de calcio e hidrélisis de ATP. Si el fragmento de 90 kDa se hidroliza en presencia de
calcio y calmodulina, se obtiene un péptido de 85 kDa, el cual es todavia capaz de
unir a calmdulina con disminucién en la actividad de transporte de calcio y de
hidrélisis de ATP (Zurini gt al, 1984; Benaim et al, 1966).

Se ha sugerido que el fragmento de 9 kDa que se libera por la protedlisis del péptido
de 90 kDa (en presencia de Mg2?* y vanadato), contiene una secuencia de
aminoacidos, esenciales para la interaccién de la enzima con la calmodulina y para
la expresion completa de la actividad hidrolitica de ATP y de transporte de calcio.
Dentro de este fragmento de 9 kDa se sugiere se encuentre un fragmento inhibitorio
de 4 kDa, que después de eliminarse libera la actividad de la ATPasa y del
transporte de calcio.

C. Activacion por lipidos acidicos.

La Ca?*-ATPasa es una proteina integral de membrana que se encuentra
estrechamente relacionada con un anillo de fosfolipidos, los cuales son esenciales
para su funcién. Un ataque enzimatico con fosfolipasas, libera a los fosfolipidos de la
membrana plasmatica, sin producir dafos irreversibles en la actividad de la Ca2*-
ATPasa, ya gue esta puede ser recuperada por la adicion de lipidos (Richards et al.
1977, Roelofsen & Schetzmann, 1977, Ronner &Gazzotti, 1977), Preparaciones
con la Ca?*-ATPasa reconstituida en liposomas con una composicién controlada de
lipidos, ha llevado a la conclusion de que la integridad estructural y funcional de Ia
enzima no tiene requerimientos especificos de lipidos membranales. Sin embargo,
para que se presente el efecto activador de la calmodulina, existe una gran
dependencia de las propiedades fisicoquimicas de los lipidos que componen la
membrana o el liposoma. La completa sensibilidad a calmodulina fue observada
cuando la enzima se reconstituyé con fosfolipidos neutros como fosfatidil colina
(Niggli et al, 1981; Carafoli & Zurini, 1982), mientras que, cuando la enzima es
reconstituida con fosfolipidos acidicos, como la fosfatidil serina, o acidos grasos
polinsaturados, la actividad de la ATPasa se incrementa a los niveles observados



por la estimulacion con calmodulina; bajo estas condiciones, la presencia de
calmodulina no produce un aumento adicional de la actividad enzimatica (Roelofsen
&Schetzmann, 1977; Niggli et al. 1981; Carafoli & Zurini, 1982).

El efecto estimulante de la calmodulina sobre la ATPasa se pierde en la presencia
de lipidos acidicos, mas no la union de calmodulina con la enzima, ya que la
ATPasa, estabilizada con fosfatidil serina, si logra ser retenida en una columna de
Sefarosa-Calmedulina, con la misma eficiencia que cuando es estabilizada con
fosfatidil colina (Niggli et al, 1979).

Inhibidores de la Ca2*-ATPasa
Son varias las sustancias conocidas como inhibidores de las diferentes

ATPasas, pero, a pesar de ello, no se conoce ningun inhibidor especifico para la
bomba de calcio. La importancia que representa el estudio del efecto de diversos
agentes inhibidores sobre la actividad de la Ca2*-ATPasa, es la informacién que
genera sobre los mecanismos del transporte de este cation a través de la membrana
plasmatica. Considerando los factores que intervienen en la actividad de la ATPasa,
se ha estudiado el efecto de (Garrahan, 1986):

1} lénes inorganicos.

Il) Agentes anticalmodulina.

Ill) Componentes que reaccionan con grupos funcionales de proteinas.

IV) Otros compuestos.

1) lones inorganicos.

a) Lantano.

Gran parte del conocimiento que se tiene sobre el efecto del lantano sobre la bomba
de calcio, se debe a los estudios hechos en eritrocitos (Quist & Roufoalis, 1975;
Sarkadi et al, 1977; Szasz et al, 1978), ademas de los trabajos que se han efectuado
en ATPasas de la membrana de vesiculas sinapticas (Sorensen & Malher, 1981;
Michaelis et al, 1983), de adipocitos (deSmedt et al, 1982) y de membrana
plasmatica de células renales (Pershadsing § McDonald, 1980).

El mecanismo de inhibicién del lantano a nivel de los procesos elementales de la
reaccion de la ATPasa, se ha descrito por Luterbacher y Schatzmann (1983),
quienes demostraron que el lantano incrementa el nivel maximo de la fosfoenzima,
es decir, el efecto inhibitorio del lantano se debe a que evita la transicion de
Ei~P = E2~P, el cual es dependiente de Mg?* en la fosfoenzima.(reaccion 4 del
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esquema 1). Sobre el efecto de otros lantanidos, que no sea La®*, es poco lo que se
conoce, Holmio (Ho ) y Praseodimio (Pr) inhiben a la ATPasa dependiente de calcio
y el transporte activo de dicho catién en eritrocitos humanos (Schatzmann, 1971).

b) Vanadato.

El vanadato es uno de los inhibidores mas comunmente usados para la bomba de
calcio de la membrana plasmatica debido a que disminuye la actividad de la
Ca2*-ATPasa Yy el transporte activo de Ca?*, tanto en preparaciones purificadas de
membrana de eritrocitos humanos (Barrabin et al, 1980; Bond & Hudings, 1980)
como en el axén de calamar (DiPolo & Beaugé, 1981). La eficiencia del vanadato
como inhibidor, depende fuertemente del medio i6nico en que se encuentre, asi
como de la concentracion de ATP (Barrabin et al, 1980). Esto se debe de tomar en
cuenta al momento de estudiar la sensibilidad de una preparacion membranal al
vanadato. Dicho inhibidor no es eficiente cuando no se adiciona Mg2*, el cual junto
con el potasio, incrementa el efecto inhibidor del vanadato. (Barrabin et al, 1980).

Il) Agentes anticalmodulina.

Debido a que el transporte de calcio a través de la membrana plasmatica no
es completamente dependiente de calmodulina, las drogas que bloquean el efecto
de calmodulina son inhibidores parciales de la actividad de la Ca?*-ATPasa. Los
antagonistas de calmodulina fueron descritos por Weiss y Levin en el afio de 1978,
quienes estudiaron el efecto de diferentes antisicéticos, como las fenotiazinas, sobre
la actividad de enzimas estimuladas por Ca2*-CaM, estos componentes bloquearon
la actividad de la fosfodiesterasa dependiente de calcio, debido a que las
fenotiazinas interaccionan con alta afinidad sobre el complejo Ca2*-CaM (y no
cuando se encuentra la calmodulina libre), impidiendo la interaccién con la enzima.
Son ya varias las sustancias que se han identificado como antagonistas de la
calmodulina; la lista realizada por Roufogalis (1982) menciona a los siguientes
agentes anticalmodulina:

1.- Antisicoticos como fenctiazinas, butofenonas, difenilbutaminas y un grupo
heterogéneo de compuestos que incluyen a la clozapina y a la sulpirida.

2.- Antidepresivos como amitrilptilina, desipramina e imipramina.

3.- Relajantes musculares como naftalensulfonamidas (W7, W13).

4. - Tranquilizantes menores, como diazepam y clorodiazepéxido.

5.- Anestésicos locales como dibucaina tetracaina y lidocaina.

6.- Derivados de antimicoticos obtenidos de Vinca como vinblastina y vincristina.



7.- Alcaloides derivados de Rauwolfia

8.- Opiacios endogenos, como las endorfinas.

9.- Calmidazolio (conocido como compuesto R24571), derivado del antimicético
miconazol.

10- Compuesto 48/80, que es usado como relajador de histamina.

Las fenotiazinas (en particular la ftrifluoroperzina) son los antagonistas de
calmodulina mas comunmente usados, aunque el compuesto 48/80 y el
calmidazolio parecen ser los mas potentes. La triflucroperazina puede producir
efecto inhibitorio de la actividad de la Ca?*-ATPasa aun en la ausencia de
calmodulina (Luthra, 1982; Vincenzi et al, 1982); por su naturaleza hidrofobica,
ademas, las drogas anticalmodulina pueden actuar directamente sobre la
Ca?*-ATPasa, disminuyendo su actividad, aunque ésta fuera incrementada por
protedlisis o por la presencia de lipidos acidicos (Adunyah et al, 1982).

El calmidazolio y el compuesto 48/80 son los inhibidores mas selectivos (Luthra,
1982; Vincenzi et al, 1982), puesto que su accién sobre otras ATPasas de la
membrana plasmatica o sobre el efecto de estimulacion producidos por lipidos
acidicos o por protedlisis, a la bomba de Ca2?*, se considera ausente o de una
participacion muy baja.

1Il) Compuestos que reaccionan con grupos funcionales en proteinas.
a) N-Etilmaleimida (NEM).

La N-Etilmaleimida es una maleimida sustituida con nitrégeno, la cual reacciona

rapidamente con tioles, ademas de que dentro de los miembros de este grupo, es
uno de los reactivos sulfhidrilo mas utilizados, una de las caracteristicas mas
importantes de la N-Etilmaleimida es su doble enlace C=C, ya que cuando se
compara el efecto que tiene un compuesto que tiene la estructura general de la N-
etilmaleimida a excepcion del tipo de enlace como es la N-etilsuccinamida, este
ultimo no posee a habilidad para reaccionar con grupos tiol. (Webb, 1966).
En la membrana de los eritrocitos, NEM es un inhibidor irreversible de la
Ca2*-ATPasa y de actividades de fosfatasa (Richards et al, 1977). EI NEM, ademas
inhibe la (Na+ K+)-ATPasa, pero, al menos en el caso de los eritrocitos, la
concentracion del NEM necesaria para reducir a la mitad la actividad de la
Ca?*-ATPasa es menor en 10 veces aproximadamente, de la que se necesita para
producir el mismo efecto sobre la bomba de sodio (Richards et al, 1977).



Debido a que la reaccion que tiene este compu:sto sobre proteinas que tienen
grupos SH es de una gran especificidad y es posible seguirla por métodos
electrofotométricos, se ha observado el siguiente efecto (Eyzaguirre. J, 1987):
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b) L-cisteina

La cisteina pertenece a los aminoacidos con grupo R polares sin carga (neutros),
que pueden establecer enlaces de hidrogeno con el agua, por lo que son
relativamente mas solubles en ella que los aminoacidos con grupo R no polares. La
polaridad de la cisteina se debe a la presencia del grupo sulfhidrilo (-SH),

H

I
HS—CH2-C-COO0" CISTEINA

I
*NH3

La cisteina y la tirosina poseen las funciones mas polares de esta clase de
aminodcidos; a saber, los grupos tiol e hidroxilo fendlico, respectivamente. Estos
grupos tienden a perder protones por ionizacion mas faciimente que los grupos R de
otros aminoacidos de esta clase. La cisteina se encuentra frecuentemente en las
proteinas en su forma oxidada, en la presencia de proteinas que tienen grupos SH,
se une la cisteina por medio de su oxidacion para formar un grupo disulfuro, de modo
que se establece un enlace covalente transversal entre ellas:
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Se sabe que los compuestos celulares que contienen grupos SH pueden ser

agrupados en tres categorias (Lehninger, 1985):

1) Tioles de bajo peso molecular (tales como la coenzima A, glutationa y varios
aminoacidos, como cisteina, homocisteina, 2-tiolistidina, ergotioneina y
tioglicolato).

2) Proteinas no enzimaticas (muchas de las proteinas citoplasmicas como
actomiosina y proteinas ciliares, proteinas de la membrana plasmatica y
proteinas estructurales).

3) Enzimas de todos los tipos y que catalizan una gran variedad de reacciones.

Niveles de calmodulina y actividad de la (Ca?* + Mg2*)-ATPasa durante el
desarrollo testicular.

Se ha observado que el contenido de calmodulina aumenta en los testiculos durante
la proliferacion y la diferenciacion del epitelio germinal. La aparicion de
espermatocitos primarios fue acompanada por el incremento de aproximadamente
cuatro veces en el contenido de calmodulina, este aumento de calmodulina se debe
a que se eleva el nivel de la sintesis especifica de su RNAm (Trejo, et al 1985 ;
Lagacé et al 1981). Por otra parte, la evolucién de los espermatocitos primarios, a
través de la primera profase meidtica, se vié acompafiada por cambios en la
actividad de Ca2*-ATPasa y en sensibilidad a trifluoroperazina. Los estadios
primarios (estadio paquiteno) mostraron una actividad de (Ca2*+Mg?*)-ATPasa 6
veces mas alta que el de los espermatocitos leptoteno y una mayor sensibilidad a
trifluoroperazina, lograndose una inhibicion del 80 % de la actividad de
(Ca?*+Mg?*)-ATPasa a 160 uM de trifluoroperazina (Trejo, 1982).



Estas observaciones sugieren que los niveles mayores de calmodulina, encontrados
en espermatocitos primarios paquiteno, pudieran relacionarse con su nivel de
(Ca2*+Mg?*)-ATPasa mas elevado.

Sin embargo, los espermatocitos primarios leptoteno y las espermatides con
actividades de (Ca?*+Mg2*)-ATPasa semejantes, mostraron resistencia a
trifluoroperazina; es decir, su actividad de (Ca2*+Mg2*)-ATPasa sdélo fue inhibida 55
% con la misma concentracién que inhibi6 el 80 % de la actividad de los
espermatocitos primarios paquiteno. Hay que hacer notar que los espermatocitos
paquiteno y las espermatides tienen el mismo contenido de calmodulina expresado
como ng calmodulina / pg proteina total (Trejo et al, 1985)

Estas observaciones sugieren que la actividad de la Ca2*-ATPasa del epitelio
germinal de testiculo de rata, podria ser regulada por distintos mecanismos, durante
la diferenciacion de las células del epitelio germinal, alcanzando sus niveles
maximos en la profase meittica, aunque, sin embargo, se desconocen cuales son
aquellos factores que intervienen en su regulacién.

Elementos del citoesqueleto en Ias células germinales y en células de Sertoli
durante la espermiogénesis

Muchos de los cambios morfolégicos que ocurren en el epitelio seminifero
durante la espermiogénesis, tales como la translocacion de espermatidas vy el
movimiento de células espermatogénicas, se piensa que estan relacionados con
elementos del citoesqueleto (Vogl, 1990). Uno de los mayores componentes de este
citoesqueleto es la F-actina, que por interaccion con la miosina produce varios tipos
de movimiento intracelular. La actina existe en dos formas basicas dentro de las
células, la forma globular (G), y filamentosa (F).

Junto con otros elementos del citoesqueleto, los filamentos de actina forman
extensivas redes tridimensionales que abarcan el citoplasma y en los cuales, los
filamentos de actina son uno de los mayores componentes.Los filamentos de actina
estan implicados en numerosos eventos relacionados con movilidad, tales como la
endocitosis, segregacion, fagocitosis, translocacion celular, y el movimiento vesicular
intracelular.

Muchas de las funciones que tiene la actina, tanto aquellas relacionadas con la
movilidad y como con funciones estructurales, tienen una interaccion con la
membrana plasmatica o con la membrana intracelular (Vogl,1990). La presencia de



uniones directas o indirectas de actina con moléculas especificas de membrana,
pueden proveer a la célula con un mecanismo de :

1) establecer dominios especificos dentro de la membrana.

2) regiones especificas internas en la membrana.

3) movilizar organelos membranosos de una region de la célula a otro.

4) generar cambios en el contorno o forma de la célula.

5) movilizar a la célula de un punto a otro.
Korn y Hammer (1988), definieron a la miosina de manera general, como una
proteina que se une a la F-actina con lo cual produce una actividad de ATPasa. Las
miosinas expresan varios niveles de actividad de Ca?*-ATPasa, (K*-EDTA)-
ATPasa vy Mg2+-ATPasa, sin embargo, unicamente la actividad de la Mg2+-
ATPasa se expresa dentro de condiciones fisiologicas y es activada por F-actina
(Korn g Hammer, 1988).
La citosinesis se cree que se efectua por la accion de anillos contractiles situados en
el surco de divisién, en los cuales la presencia de actina y miosina es importante, sin
embargo, en células espermatogénicas de mamiferos no se ha encontrado a la
miosina como un componente de la estructura del puente, mientras que filamentos
de actina se encuentran alrededor de la circunferencia del canal puente, estando
ademas esta asociados con el material denso que esta unido a la membrana
plasmatica (Vogl, 1990).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que la actividad de la (Ca?*+Mg?*)-ATPasa de la fraccion
microsomal de testiculo de rata y de células germinales aisladas, sufre
modificaciones dependiendo del grado de maduracion del epitelio germinal. En la
primera profase meiética, durante la diferenciacion de los espermatocitos primarios,
la actividad de esta enzima aumenta, siendo mas alta en el estadio de
espermatocitos paquitenos. Las espermatides muestran un nivel de actividad
semejante al de los espermatocitos primarios leptotenos (Trejo 1982). Sin embargo,
las variaciones de la actividad de la Ca2*-ATPasa durante la diferenciacion del
epitelio germinal testicular no han sido todavia explicadas:
1.-Se desconoce el origen de los cambios de actividad de (Ca2*+Mg2*)-
ATPasa durante la diferenciacién de los espermatocitos primarios

2.-Se desconoce si la mayor cantidad de calmodulina presente en
espermatocitos primarios paquiteno esté asociada estrechamente con la
actividad de la (Ca2*+Mg?*)-ATPasa en este estadio.

3.-Tampoco se sabe si la (Ca2*+Mg?*)-ATPasa puede ser activada por
lipidos acidicos de la membrana, o por protedlisis durante la profase
meidtica.

4.-No se ha descartado la posible contribucion en la degradacion de ATP
por la presencia de otras ATPasas.



OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo de tesis es:

Estudiar los factores que regulan la actividad de la (Ca2*+Mg2*)-ATPasa de la
membrana plasmatica en fraccion microsomal de testiculo de rata de la cepa Sprage
Dawly, a dos diferentes edades: 15 y 38 dias de edad, que corresp: nden a la etapa
inicial de la profase meidtica y a la diferenciacién de las espermatides.

Objetivos especificos:
1.- Analizar la actividad de esta enzima a diferentes concentraciones de Ca2* libre. o
sea, la dependencia de la enzima por CaZ*
2.- Afinidad por ATP.
3.- Determinar el efecto de Mg?*
4 - Determinar su activacién por calmodulina purificada.
5.- Caracterizar la actividad de la Ca2*-ATPasa mediante el uso de inhibidores.



MATERIAL Y METODOS.

ANIMALES

En este trabajo de tesis fueron empleadas ratas macho albinas de la cepa Sprague
Dawly, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio de Centro Médico Nacional
Siglo XXI, alimentadas con purina y agua ad libitum.

PROCEDIMIENTOS.
Fraccionamiento subcelular de testiculo de rata.

Con el proposito de obtener la fraccion microsomal, que fue utilizada como
fuente enzimatica durante este trabajo de tesis, se emplearon los testiculos de rata a
dos diferentes etapas de maduracién del epitelio germinal:

Etapa inicial de la profase meidtica (15 dias de edad).

Diferenciacion de las espermaétidas (38 dias de edad).

El nimero de ratas utilizadas por fraccionamiento subcelular, varié dependiendo de
la edad, y por consecuencia del peso de los testiculos. Para aquéllas que tenian 15
dias de edad fueron necesarias entre 24 y 28 ratas, mientras que se emplearon 15
animales para las ratas de 38 dias de edad.

Las ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical y decapitadas para
desangrarlas lo mas posible; posteriormente, los testiculos fueron expuestos por
medio de un corte en la zona abdominal y extraidos rapidamente para ser recibidos
en un medio de solucion salina 0.9 %, amortiguada con HEPES a una
concentracion de 20 mM y un pH de 7.2, siendo esta solucion enfriada previamente
en hielo; a partir de este momento, todo el proceso se realizé en cuarto frio (4 °C) o
en hielo.

Después, tanto la tinica albuginea como la arteria espermatica se desecharon, y los
testiculos fueron enjuagados en la misma solucion, secados en papel filtro y
pesados con el fin de preparar un homogeneizado total al 10% (p/v).

Los testiculos fueron picados finamente con tijeras en la solucion de
homogeneizacion, empleando para este caso un medio de sacarosa 250 mM,
HEPES 20 mM y un pH de 7.2, adicionando una solucién con diferentes inhibidores
de proteasas para evitar la activacion de la Ca?*-ATPasa por proteolisis. Estos
inhibidores fueron: Leupeptina 100 uM, Antipaina 50 uM y el inhibidor de tripsina 100
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ug/ml y se homogeneizé en un homogeneizador de vidrio tipo Potter Elveejhem
provisto con un pistén de tefién flojo en relacién al homogeneizador; se dieronde 4 a 5
golpes para después pasarse a un homogeneizador con piston de teflon a su medida,
para dar 3 golpes.

El homogeneizado fue sometido a un sistema de centrifugacion diferencial
representado en el esquema 1, resuspendiendo cada una de las pastilas en una
solucién de sacarosa 250 mMy HEPES 20 mM, aunpH de 7.2

Todas las preparaciones obtenidas, fueron divididas en alicuotas de 1 ml y
almacenadas a -70 °C hasta el momento de realizar el ensayo enzimético, se tomaron
alicuotas de 200 pl de cada fraccion de homogeneizado para la cuantificacién de
proteinas por el método de Lowry, modificado por Hartree (1972).

Caracterlzaclon de las fracclones subcelulares.

Se procedio a medir la actividad de diferentes enzimas que son consideradas como
marcadoras de organelos subcelulares, esto con el propdsito de identificar a las
diferentes fracciones ceiulares obtenidas.

» Para la membrana plasmaética:
Fosfatasa alcalina (VanBelle, 1972).
5’nucleotidasa (Aronson y Tawter, 1974).
Ca?*-ATPasa (Fabiato y Fabiato, 1979).

» Para los lisosomas:
Fosfatasa acida (McNamee, 1989)
Catepsina B (Szego gt al, 1976).

¢ Para las mitocondrias:
Deshidrogenasa succinica (Bryan, et al. 1978).

« Para el reticulo endopldsmico:
Glucosa-8-fosfatasa (McNamee, 1989).
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Determinaciéon de la actividad de la Ca?*-ATPasa en el epitelio germinal
testicular.

La actividad fue determinada utilizando el medio de incubacion que describen
Fabiato y Fabiato (1972), el cual utiliza EGTA 1 mM, para obtener el Ca2* libre
deseado, a una fuerza i6nica de 0.28 y considerando que EGTA tiene diferente Ka
que Ca2*y Mg?*.

Alicuotas de 80 pg de proteina de la fraccién microsomal se adicionaron a un
medio de 80 mM de KCI, 20 mM de HEPES y 1 mM de EGTA, aun pH de 7.5, en un
volumen final de 0.5 ml y trabajando en hielo. A continuacién se agregéd al medio
ATP concentrado para dar una concentracién final de 2 mM, incubandose
inmediatamente la muestra a 37 °C por diferentes tiempos. La reaccion se detuvo
por la adicion de un ml de TCA frio al 10 % (p/v). Después las muestras fueron
centrifugadas durante 20 minutos a 1086 xg y por ultimo, se determiné el Pi tomando
una alicuda de 1 mM del sobrenadante, segun la técnica de Boting y col., leyéndose
en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 700 nm. Cada experimento fue
realizado por triplicado.

En el caso del experimento realizado para determinar la distribucién subcelular de la
actividad de la (Ca2* + Mg?*)-ATPasa, se utilizd, ademas de las condiciones
mencionadas anteriormente, una concentracion de MgCl2 de 1 mM.

Determinacion de la actividad de la Ca?*-ATPasa y (Ca?*+Mg?*)-ATPasa
utiilzando P32y ATP .

La fraccion microsomal, se obtuvo por un esquema de centrifugacion que incluy6
una centrifugacion de 40,000 xg, antes de realizar la de 164,000 x g; ademas, ésta
fue lavada con EDTA 2 mM. Se adicionaron 50 A de ATP marcado con P32 al medio
de incubacion, el cual consistio de 20 mM de HEPES, 80 mM DE KCI, 1 mM de
EGTA y 105 M de Ca?* (en su caso ademas con 1 mM de MgClz2), y una cantidad
de proteina de 27 ug en un voliumen total de 0.4 ml; posteriormente se inicié la
reaccion al incubar las muestras durante 30 segundos a 37°C; después de
transcurrido el tiempo, se paro la reaccion con la adicion de 0.5 ml de TCA al 10%,
agregandose 0.121 ml de reactivo de Pi a una concentracion de 20 mM, a
continuacion se adicionaron 0.4 ml de Molibdato-H2SO4 agitando durante 30
segundos. 0.3 ml de acetona se adicionaron y nuevamente se sometio la muestra a
agitar durante 90 segundos, finalmente, se agregaron 2.0 ml de acetato de butilo y
se sometieron las muetras a centrifugar durante 10 minutos a 2,500 rpm, Fue
tomado 1.5 ml del sobrenadante a los cuales se les adicioné la misma cantidad de



reactivo de centelleo, poniendo las muestras a contar en un aparato Beckman para
cuantas v.

Actividad de ATPasa semejante a miosina

La actividad de ATPasa semejante a miosina de la fraccion microsomal de
testiculo de rata de 38 dias de edad, fue determinada empleando los medios de
Conzelman & Mooseker (1987). Para la actividad de la K*-EDTA-ATPasase utilizé
el siguiente medio: 0.575 KCI, 20 mM, Imidazol (pH 6.85), 2 mM EDTA, 0.02 %
NaN3, 0.2 mM DTT, Para la Ca?*-ATPasa solo varia la concentracién del KCl a 75
mM, y se adiciona ademas 0.1 mM de MgCl2 y 1 mM de CaClz. En cuanto a la
Mg2*-ATPasa, también varia el KCl a 75 mM y el EGTA a 5 mM, adicionando
MgCl2 a una concentracién de 5 mM.

Purificacion de calmodulina.

Esta técnica fue disefada por Gopalakrishna y Anderson (1982), en ella se
utilizaron 250 gramos de testiculo de toro los cuales se adicionaron a un medio de
homogeneizacioén y posteriormente la muestra fue licuada durante 30 segundos
repitiendo este procedimiento 5 veces con intervalos de reposo entre cada uno de
ellos de 3 minutos. Después la muestra fue centrifugada a una velocidad de 13,484
xg durante 15 minutos y el sobrenadante formado fue pasado por una fibra de vidrio
colectando todo en un matraz Erlenmeyer. A continuacién, se resuspendio la pastilla
adicionando un volimen igual a ésta, del amortiguador de homogeneizacion;
posteriormente fue centrifugada esta preparacion durante 15 minutos nuevamente a
10,000 rpm y el sobrenadante se pasé nuevamente a través de fibra de vidrio. Hasta
este momento, todos los pasos se llevaron acabo a una temperatura de 4°C.

Con los sobrenadantes obtenidos, se formaron alicuotas de 100 ml en matraces
erlenmeayer de 250 ml y fueron calentadas en agua hirviendo de 60 a 90 segundos,
pasandolas rapidamente a enfriar en una mezcla de etanol-hielo seco hasta alcanzar
una temperatura de 10 °C. Esta preparacion fue centrifugada a 13,484 xg durante 30
minutos y se puso a dializar durante una noche a una temperatura entre 3 y 5 °C con
el amortiguador de didlisis. Posteriormente fue dializada la muestra en el mismo
amortiguador de dialisis durante 4 hrs, pero esta vez a temperatura ambiente.

La muestra dializada se sometié a una centrifugacion de 13,484 xg durante 60
minutos y el sobrenadante fue medido para asi poder aplicar una concentracion final
de 2 mM de CaClz, de esta forma, la muestra se aplicé a una columna de fenil-



sacarosa previamente equilibrada con un amortiguador de baja concentracién de
sales (ver anexo 1) y a temperatura ambiente.

Despueés, se adiciond un amortiguador de alta concentracion de sales (ver anexo 1)
al instante de que la muestra habia terminado de pasar por la columna,
posteriormente se aplico un amortiguador de baja concentracion de sales; tanto el
amortiguador de alta concentracion de sales como el de baja concentracion, se
utilizaron para eliminar a proteinas contaminantes. A continuacion, la columna fue
eluida y se separaron fracciones de 1 ml para ser leidas en un espectrofotometro a
un longitud de onda de 280 nm. La determinacion de la concentracién de
calmodulina se determiné de acuerdo a la Ley de Lambert-Beer, considerando el
coeficiente de extincién molar de calmodulina que es igual a 0.221.

Las fracciones al graficarse contra la densidad 6ptica formaron un pico, guardandose
aquellas que salieron en la segunda mitad de éste, siempre y cuando tuvieran un
valor de D.O. mayor a 0.1. Dichas fracciones se juntaron y se dializaron en un
amortiguador de boratos, para después filirarse en millipore y quedar finalmente
esterilizada; por ultimo, la calmodulina se guardé a una temperaturade2a5°C en
alicuotas de 0.5 mi

Efecto de la Calmodulina sobre la Ca2*-ATPasa de 15 y 38 dias de edad.

Las actividades fueron determinadas utilizando el siguiente medio de
incubacion: 80 mM de KCI, 20 M HEPES y 1 mM de EGTA, a un pH de 7.2, con
una concentraciéon de 10° M de Ca2* y 79 ug de proteina. Las muestras fueron
preincubadas en hielo durante 30 minutos antes de iniciar la reaccidn, la cual se
inicié por la adicion de 0.2 mM de ATP durante 2 minutos a 37°C, parandola con
TCA al 10 % frio. El Pi liberade se determiné en una alicuota de 1 ml del
sobrenadante por el método de Bonting et al (1961).

Inhibidores de bomba de calcio.

Cuando se adicionaron los inhibidores con el propésito de determinar su efecto
sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa, estos fueron diluidos con medio y no se
preincubd excepto cuando se usd N-Etiimaleimida y la concanavalina A, en que las
muestras fueron preincubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las
determinaciones fueron hechas por triplicado y los valores son el resultado de 1 a 3
experimentos segun el caso. El intervalo de las concentraciones de los inhibidores
que se utilizaron y sus condiciones experimentales fueron las siguientes:
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a) Vanadato de 0 a 500 uM.

Las condiciones experimentales fueron de un medio de incubacion de 80 mM
de KCI, 20 mM de HEPES y 1 mM de EGTA, ademas de incluirse 50 mM de
fenilalanina al medio. La concentracién de proteina fue de 80pg; reaccion se inicié
por la adiciéon de 2 mM de ATP durante 2 minutos a 37°C

b) Lantano de 0 a 3000 uM.
Se utiliz6 un medio de incubacion de 80 mM de KCI, 20 mM HEPES sin EGTA,
la reaccién se inicié por la adicién de 2 mM de ATP por 2 minutos a 37°C, se utilizd
una concentracion de 80 pg de proteina y 1 mM de CaClz.

Otros inhibidores.
a) Concanavalina A: 0, 200 y 500 ug/ ml.
Se utilizé un medio de incubacion de 80 mM de KCI, 20 mM de HEPES y 1
mM de EGTA, pH 7.5 con una concentracion constante de proteina de 80pug y 10
5 M de Ca?*. Se preincub6 durante 30 minutos a 37°C y la reaccién se inicid por la
adicion de 2.5 6 5.0 mM de ATP durante 2 minutos a 37°C. Las determinaciones
fueron hechas por triplicado

b) N-etilmaleimida: 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 mM.

Las condicones experimentales para este caso fueron las siguientes, un
medio de incubacién de 80 mM de KCI, 1 mM de EGTA y 20 mM de HEPES , pH
7.5, esta enzima fue preincubada durante 30 minutos a 37°C antes de iniciar la
reaccion por la adicion por la adicion de 2 mM de ATP por 2 inutos a 37°C. Se
utilizé una concentracién constante de proteina de 80 pg y de 10-5 M de Ca2*.

c) L-cisteina: 10 mM.
Se utilizé un medio de incubacién de 80 mM de KCI, 20 mM de HEPES y 1
mM de EGTA, pH 7.5 con una cantidad de proteina de 80ug y de Ca2* de 10-5
M. La reaccion se inicié por la adicion de 2 mM de ATP durante 2 minutos a
37°C.

Todas las graficas y calculos se realizaron en MicroCal Origin para Windows
numero 3.
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RESULTADOS

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LAS ENZIMAS MARCADORAS DE
ORGANELOS EN TESTICULO DE RATA DE 15 Y 38 DIAS DE EDAD.

Con el proposito de caracterizar a las distintas fracciones subcelulares de
testiculo de rata de 15 y 38 dias de edad, obtenidas por centrifugacion diferencial, se
determind la actividad de las diferentes enzimas consideradas como marcadoras de
organelos: La deshidrogenasa succinica como marcadora de mitocondrias, la
fosfatasa acida y Catepsina B, como marcadoras de lisosomas, G6Pasa como
marcadora de reticulo endoplasmico y 5’AMPasa y fosfatasa alcalina para senalar la
presencia de vesiculas derivadas de membrana plasmatica (Van Belle, 1972).

En la grafica 1, 2 y 3 se aprecia la distribucién de la actividad especifica de dichas
enzimas en las diferentes fracciones subcelulares:

La fraccion mitocondrial se recuperd en la pastilla 2 ya que la actividad mayor de la
deshidrogenasa succinica se observé en la fraccion que sedimenté a 1,929 x g,
tanto a 15 como a 38 dias de edad (P2 en las graficas 1 y 2 respectivamente)
( Martinez, A. Tesis, 1993).

La actividad de la G6Pasa alcanzo un nivel de 3 veces mas elevado en las pastillas
P2, P3 y P4, con respecto al homogeneizado total, indicando la presencia de
vesiculas derivadas de reticulo endoplasmico en estas fracciones, tanto a 15 como a
38 dias de edad (Camarillo, R. Tesis, 1995; Diaz, M. Tesis, 1994).

La mayor actividad de la Catepsina B a 15 dias de edad, se observé en la pastilla
que sedimenta a 1,929 x g (grafica 3) indicando que esta fraccion esta enriquecida
en vesiculas lisosomales, aunque por la distribucion de la fosfatasa acida, se
determind que también en la fraccion de 9,970 x g sedimentan vesiculas de origen
lisosomal (grafica 3) (Martinez, A. Tesis, 1993).

La distribucién de la actividad de 5 AMPasa, enzima marcadora de membrana
plasmatica, indicé que esta fraccion membranal se recupera en las fracciones de
testiculo de rata de 38 dias de edad que sedimentaron desde 1,929 hasta 164,000
x g alcanzando un nivel de hasta 4 veces mayor al del homogeneizado total (grafica
2), mientras que a 15 dias de edad, la mayor actividad se aprecia en P2 y P3, sin
que estas actividades sean muy diferentes a la que se presenta en el
homogeneizado total y P1 (grafica 1) (Martinez, A. Tesis, 1993).

En cuanto a la fosfatasa alcalina, que es la otra enzima marcadora de membrana
plasmatica, se observé a 15 dias de edad, que todas las fracciones presentaron una
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actividad semejante (grafica 1), mientras que a 38 dias de edad, solamente las
fracciones P4 y P5 presentaron una actividad de 2 veces mayor respecto al
homogeneizado total (grafica 2) (Martinez, A. Tesis, 1993).

Debido a los resultados presentados en la grafica 1, 2 y 3 se puede concluir lo
siguiente:

La fraccion de vesiculas de origen mitocondrial se recuperd principalmente en

la fraccion que sediment6 a 1,929 x g tanto a 15 como a 38 dias de edad (P2

en las graficas 1y 2 respectivamente).

La fraccion lisosomal de 38 dias de edad, sedimenté después de haber sido
centrifugada a 1,928y 9,970 x g (P2 y P3 respectivamente en la gréfica 3).

La fraccion de reticulo endoplasmico fue localizada con ligeras
variaciones segun la edad: mientras que a 15 dias de edad se vid la mayor
actividad de la enzima marcadora (G6Pasa) en las pastillas formadas por la
centrifugacion a 435, 1,829, 9970 y 20,000 xg (P1, P2, P3y P4
respectivamente en la grafica 1), a 38 dias de edad, se encontré que a 9,970,
20.000 y 48,000 x g, presentaron la principal actividad de dicha enzima (es
decir, P3, P4y P4’ respectivamente en la grafica 2).

Por Ultimo, las vesiculas derivadas de membrana plasmatica se encontraron
mas purificadas en la fraccion que resulté de la centrifugacion a 164,000 x g
(P5 de las graficas 1y 2).

DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasas EN LAS DIFERENTES
FRACCIONES OBTENIDAS DE TESTICULO DE RATA DE 38 DIAS DE EDAD.

En cada uno de los experimentos que se realizaron para medir a la actividad de la
Ca**-ATPasa fue necesario tomar en cuenta la hidrolisis de ATP en presencia de
KCI 80 mM, 1 mM de EGTA correspondiente a la actividad de K*- ATPasa, pues se
sabe que la bomba de calcio de la membrana plasmatica puede ser estimulada por
cationes monovalentes; la hidrélisis de ATP determinada en estas condiciones fue
considerada como actividad basal.

En la grafica 4 se presentan las actividades de la K*-ATPasa, Ca?*ATPasa y de la
(Ca2*+Mg2*)-ATPasa, que se obtuvieron en las diferentes fracciones de testiculo de
rata de 38 dias de edad. Se incluyé una centrifugacién a 48,000 x g con el proposito
de eliminar vesiculas de reticulo endoplasmico contaminantes de la fraccién que
sedimenté a 164,000 x g, la cual, estd enriquecida en vesiculas de membrana
plasmatica.
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Grafica 4. Distribucion subcelular de las actividades de la
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La hidrdlisis de ATP dependiente de K* se distribuyd uniformemente en todas las
fracciones, con un nivel de 0.5 pmoles de Pi/mg proteina/2 minutos (grafica 4). Sin
embargo, este patron de actividad basal fue muy diferente a la actividad que se
presentd con la adicion de Ca?* a una concentracién final de 10-5 M, éste ién
estimuld, entre 4 y 6 veces la actividad, principalmente a las fracciones P4 y P4
comparada con la que se presenta sin la participacion de Ca2* (grafica 4).

Por otro lado, en las fracciones P2, P3 y P5 la adicion de 10-5 M de Ca2* produjo un
incremento en la hidrdlisis de ATP cercano a 3 veces respecto a la actividad
estimulada por K*.

La actividad de la Ca?*-ATPasa y de la (Ca2*+Mg2*)-ATPasa en la fraccion P2
puede ser explicada por la participacion de la ATPasa mitocondrial, ya que la
actividad de la deshidrogenasa succinica, enzima marcadora de mitocondrias, tiene
su mayor actividad en esta fraccion (graficas 1 y 2).

La actividad de la Ca2*-ATPasa presente en las fracciones P3, P4 y P4  puede
deberse tanto a la participacion de la Ca?*-ATPasa presente en el reticulo
endoplasmico, como a la Ca?*-ATPasa de membrana plasmética ya que estas
fracciones mostraron un enriquecimiento en GB6Pasa (marcadora de reticulo
endoplasmico), confirmando el resultado tanto en P3 como en P4 con la actividad de
la 5°’AMPasa y de la fosfatasa alcalina (marcadoras de membrana plasmatica);
ambas ATPasas pueden incrementar su actividad con niveles micromolares de
calcio libre. Como puede apreciarse, la pastilla obtenida a 48,000 x g (P4°) también
presentd una actividad alta de Ca?*-ATPasa del mismo nivel que la actividad de la
fraccion obtenida a 20,000 x g (P4), sin embargo, ambas fracciones son ricas en
reticulo endoplasmico segin lo demuestra el patron de distribucién de actividad de
la GBPasa.

La adicién de 1 mM de MgClz al medio, en presencia de 10-5 M de Ca?* produjo un
incremento en la actividad determinada sdlo en presencia de Ca2* 105 M y la mayor
actividad de (Ca2*+Mg?*)-ATPasa fue observada en P4y P4’

La fraccién P4’ obtenida después de centrifugar a 48,000 x g parece disminuir la
contaminacion con reticulo endoplasmico que pudiera estarse presentando en la
pastilla 5, segin lo indica el patron de distribucion de la actividad de la G6Pasa de
esa fraccion, por lo que se decidio incluir permanentemente esa centrifugacion y
utilizar las vesiculas que sedimentan a 164,000 x g para el estudio de la Ca2*-
ATPasa de la membrana plasmatica.

Ya que el ATP podria ser hidrolizado por otras enzimas, como las ATPasas
asociadas a citoesqueleto membranal, se cuantificé la hidrélisis de ATP en las
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La actvidad del ATPasa semejante a miosina de Ia
fue determinada empleando los medios de Conzelman
La actividad de le Ca?t-ATPasa fue determinada

microsomal
Mooseker (1987).

utilizando los medios de incubacion de Fabiato & Fabiato,

descritos en material y métodos.

ACTIVIDAD DE ATPasa SEMEJANTEA | Ca2+ATPasa
... MoSNA | o N
MEDIO DE | ACTIVIDAD (umoles MEDIO DE ACTIVIDAD (umoles
|___INCUBACION | Pimgprot/2min) |  INCUBACION | de P mg prot/ 2 min)
K*-EDTA l 006 K*EGTA i 0.12
| |
CaCh 1 mM + MgCl2 0.1 | 168 ca?t 105M 124
L NN .| S —
MgCl: 5 mM i 156 ca?' 10°M + MgCR 223
EGTA 5 mM | 1 mM I
TABLA 1.

fraccion

ambos



condiciones experimentales descritas para determinar la actividad de la ATPasa
ligada a miosina (Conzelman & Mooseker, 1987). La tabla 1 muestra la actividad de
ATPasa semejante a miosina y de la actividad asociada a la Ca?*-ATPasa, en la
fraccion microsomal de testiculo de rata de 38 dias de edad que sedimentd a
164,000 x g. Como puede verse, existe una ATPasa que es estimulada por Ca2* o
Mg2* a nivel milimolar (CaCl21 mM o MgClz 5 mM), y otra ATPasa que requiere
Ca?* pero sblo a nivel micromolar (Ca 105 M). Se observa que la actividad de
(Ca?* ¥/o Mg2*)-ATPasa , alcanza un nivel similar a la actividad de Ca2*-ATPasa. Se
ha demostrado que la ATPasa semejante a miosina expresa su actividad en
diferentes condiciones iénicas que dan lugar a diferentes actividades: (K*,EDTA)-
ATPasa, Ca?*-ATPasa y Mg2*-ATPasa (Korn, & Hammer, 1988). Sin
embargo, la Unica que puede ser estimulada por la F-actinaes la Mg?*-ATPasa.
La actividad de (K*EDTA)-ATPasa determinada a altas concentraciones de KClI
(0.575 M) y en ausencia de cationes divalentes (EDTA 2 mM) se ha considerado
como uno de los criterios para identificar la presencia de miosina, ya que la adicion
de Ca?* a nivel milimolar, puede en algunos casos incrementar su actividad y el
MgClz llega a producir diferentes efectos dependiendo de la presencia de L-actina y
del grado de fosforilacion de la miosina (Korn. & Hammer, 1988; Cheney &
Mooseker, 1992; Warrick & Spudich, 1987).
Como puede verse en |a tabla 1, la actividad en presencia de altas concentraciones
de KCI (0.575 M) vy en ausencia de cationes divalentes, la K*-EDTA-ATPasa
(semejante a miosina), alcanza valores muy bajos comparados con los que se ven
con CaClz1 mM + MgCl2 0.1 mM o solamente con MgClz 5 mM sin haber calcio
presente.
Por otra parte, la actividad de ATPasa que se da cuando existen bajas
concentraciones de KCI, 80 mM y ausencia de Ca?* (K+EGTA-ATPasa), es similar a
la observada en presencia de K*-EDTA. La adicién de Ca?* 10-* M incrementé en
10 veces la actividad basal y si ademas se incluye MgCl21 mm la actividad vuelve a
incrementarse.
Estos resultados sugieren la presencia de por lo menos dos ATPasas: una activada
por niveles micromolares de Ca?* y otra activada por niveles mliimolares de Ca?* y/o
MgCla.
Con el objeto de diferenciar entre la actividad de ATPasa semejante a miosina de la
Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica, se realizaron los siguientes experimentos:
Sensibilidad de la ATPasa a concentraciones de Ca?* desde 108a 104 M.
Sensibilidad de la ATPasa a Mg?* desde 0 a 10 mM.
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Efecto de Mg?*/ Ca?*sobre la ATPasa

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE Ca?* LIBRE SOBRE LA
Ca?*-ATPasa.

La actividad hidrolitica de ATP estimulada por K*, fue considerada como la actividad
basal de la Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica, ya que como se menciond,
esta enzima puede ser estimulada por cationes monovalentes.

En la grafica 5 se muestran los resultados obtenidos después de la adicién de
diferentes concentraciones de Ca?* libre (de 0.2 a 100 uM) y con dos diferentes
concentraciones de ATP (0.2 y 2.0 mM). A las concentraciones de ATP ensayadas,
las actividades se incrementaron por la adicién de Ca?*, alcanzando en ambos
casos la velocidad maxima entre 0.5 y 0.8 uM de Ca?*, mientras que los niveles de
saturacion de la enzima se presentd a concentraciones de 10 uM de Ca?* libre; en
los dos casos, la actividad basal se estimulé 10 veces

Al determinar la constante aparente de afinidad para Ca?* a las 2
concentraciones de ATP utilizadas, por medio de graficar los datos segln
Lineweaver-Burk (grafica no presentada), la Km para Ca?*, en presencia de ATP
0.2 mM, fue de 0.41 pM , y de 078 uM cuando el ATP fue de 2.0 mM. Se
considera que en ambos casos, las actividades son similares tomando en cuenta
las desviaciones estandar que tienen los resultados (grafica 5).

EFECTO DEL MAGNESIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE 38 DIAS
DE EDAD.

Se ha sugerido que al igual que otras ATPasas que transportan cationes, la
ATPasa-Ca?* podria requerir de Mg2* para su actividad dptima (Rega, 1986).

La grafica 6 muestra el efecto de MgClz a diferentes concentraciones, sobre la
hidrélisis de ATP de la fraccidn microsomal de testiculo de rata de 38 dias de edad,
utilizando una concentracion de ATP de 200 uM. Se observé que el MgCl2 produjo
un efecto estimulante de la hidrélisis de ATP hasta en 9 veces, alcanzando valores
maximos cuando la concentracién de MgClz fue de 0.25 mM. Al momento de
determinar la constante aparente de afinidad para Mg?*, esta fue de 0.31uM

cuando la concentracion de ATP fue de 0.2 mM.

30



1.0

Vmax=0.83:0.07
Km=0.7820.124 5 mm

-

£ |
E
s Vmax= 0.62 +0.15 200 1M
g Km= 0.41:0.0
a
o
‘E e
-
w
@
©
E
=
y 1 ¥ T T T
60 80 100

CaZ'uM
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En la grafica 7 se muestra el efecto de MgClz (100 y 250uM) sobre la actividad de
la hidrélisis de ATP estimulada por diferentes concentraciones de Ca2*, En este
ensayo se observd que la actividad a las dos concentraciones de MgClz produce
una insensibilidad a la actividad medida con diferentes concentraciones de Ca2*. Al
parecer lo que ocurre, es que las concentraciones utilizadas del MgClz, produce que
la enzima sea estimulada a su actividad maxima y por lo mismo, es imposible
observar un nuevo incremento de la actividad por la accién de Ca2*, o bien, que por
la presencia de Mg?*, sélo se vea la actividad de ATPasa ligada a miosina.

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ATP SOBRE LA
Ca?*-ATPasa DE 38 DIAS DE EDAD.

La afinidad por ATP es un criterio muy importante para definir el tipo de ATPasa
presente en la fraccibn microsomal de testiculo de rata; la Ca?*-ATPasa de la
membrana plasmatica posee dos sitios para unir ATP con diferente afinidad
(Richards, Rega & Garrahan 1978), mientras que otras ATPasas, como la miosina,
no presentan esta caracteristica. Para caracterizar a la ATPasa estimulada por
niveles micromolares de Ca2?* y a la observada con Ca2* mas 1 mM de MgClz de la
fraccion microsomal de testiculo de rata de 38 dias de edad, se determind su
actividad a diferentes concentraciones de ATP (1 uM a 3 mM), obteniendo los
resultados que se presentan en las graficas 8 a 10. En la grafica 8 se observa que
la hidrélisis de ATP estimulada por Ca2*mas 1 mM de MgClz, es bifasica, es decir,
existe una primera parte que se estimula a concentraciones micromolares,
saturandose desde 20 a 80 uM de ATP y una segunda parte gue se estimula de
250 yM a 2 mM saturandose alrededor de 0.5 mM de ATP.
La actividad de estas dos etapas fue analizada por separado, encontrandose que
con Ca2* 105 M, el nivel de actividad es menor que el que se observa con Ca?* 10-*
M + 1 mM de MgCl2, perc en ambos casos, la V max se alcanza a una
concentracion de ATP entre 20 y 40 nM, manteniendose constante hasta 100 nM
(Grafica 9). Cuando la actividad de la primera etapa, de 1 a 100 uM de ATP, se
determiné soélo en presencia de Ca?* 10% M se observa que a bajas
concentraciones de ATP, es decir, desde 33uM alcanza su velocidad maxima. En
presencia de Ca?* 105 M + 1 mM de MgCl2, se observa que la V max de la
primera etapa, es ligeramente mayor que la observada con 10-* M de Ca?*, aunque
el comportamiento es semejante.
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Cuando estos datos fueron graficados segun Lineweaver-Burk (grafica no
presentada), se observé que la afinidad por ATP en presencia de Ca2*10°*M o en
presencia de Ca2* 10-5 M + 1 mM de MgCl2 fue semejante; la Km aparente, alcanzd
un valor de 13.98 uM en presencia de Ca?* solamente, y de 19.06 uM con Ca?*+ 1
mM de MgCl2, en esta ditima, la primera parte de la actividad, se satura también a
bajas concentraciones de ATP: 45 uM y se mantiene constante hasta 100 nM. La
grafica 9 muestra los resultados obtenidos utilizando Ca2*a nivel pmolar, asi como
la actividad en presencia de CaZ* mas 1 mM de MgCla.

En la grafica 10, se muestran los resultados de la actividad de la hidrdlisis de ATP,
con las concentraciones entre 100 y 2000 uM de ATP sobre de la (Ca2*+Mg2*)-
ATPasa en la fraccion microsomal de testiculo de rata de 38 dias de edad, la cual
mostré un valor de Km de 303.26 pM (grafica 10) bajo las mismas condiciones
experimentales que se utilizaron para la primera etapa.

EFECTO DEL pH SOBRE LA Ca?*-ATPasa DE 38 DIAS DE EDAD.

En la grafica 11 se observa el efecto que producen cuatro diferentes valores de pH
(6.6, 7.0, 7.5 y 8.0 ) sobre la Ca2*-ATPasa y sobre la (Ca2*+Mg?*)-ATPasa, de la
fraccion microsomal de testiculo de rata de 38 dias de edad utilizando para ello una
concentracion de 105 M deCa?* y dos concentraciones diferentes de MgClz (100 y
500 pM).

Como puede apreciarse, la actividad de la ATPasa estimulada por 10> M de Ca?*,
mostré velocidades similares cuando se emplearon valores de pH de 6.6 a 7.5; pero,
cuando se incrementd el pH a 8.0, se presentd una ligera disminucién de su
actividad.

La adicién de 100 pM de MgCl2 no modificéd significativamente el patron de actividad
contra pH observado con Ca?*, sin embargo, con 500 uM de MgClz se pueden
apreciar cambios significativos a los diferentes pH empleados. La actividad se
incrementé un 30% a 75 % en comparacién de lo que se presenta a 6.6, y se
mantiene constante hasta un pH 8.0.

El efecto estimulador de MgCl2 sobre la Ca2*-ATPasa ya se habia observado
(grafica 7); la adicion de MgClz a 500 uM, pone de manifiesto la presencia de dos
sistemas enzimaticos que hidrolizan ATP, uno es poco sensible a cambios de pH de
6.6 a 7.5 y que se inhibi6 a pH de 8.0; mientras que el otro sistema se incremento a
pH alcalinos.
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Se aplico e| programa de Fabiato y Fabiato para calcular la cantidad de CaCl2 que
deberia adicionarse con el fin de obtener la concentracion de Ca?* libre deseada a 4
diferentes valores de pH, lo que es importante puesto que el EGTA cambia |a
afinidad que tiene por Ca?* segun el pH que exista en el medio.

En este punto es posible hablar de la caracterizacion de la actividad que tiene la
Ca2*-ATPasa, en la que se ha encontrado que posiblemente existen dos diferentes
ATPasas que son:

« Una estimulada por Ca?* 10-M

« Otra estimulada por MgClz, que evita la sensibilidad a Ca?*.

O bien, posiblemente se trata de una enzima que es estimulada por Ca2*, pero,
cuando se adiciona MgCl2, lo reconoce como cation divalente y entonces muestra
actividad.

Por otro lado,se observé que la (Ca2*+Mg?*)-ATPasa presenta dos sitios de unién
con ATP, el primer componente tiene una Vmax de 45. uM, mientras que su Km fue
de 19.06 uM de ATP . En el segundo componente se encontr6 una Vmax de
351 uM y una Km de 303.26 uM de ATP. En cuanto a la Ca2*-ATPasa, sdlo fue
estudiado el sitio de alta afinidad para ATP, detectando que esta ATPasa tuvo una
Vmax de 23 uM y una Km de 13.98 uM. Por lo que a continuacién se procedio a
determinar el efecto que tienen diferentes compuestos que pueden ser divididos en
dos grupos, el primero, de activadores de la ATPasa, como la calmodulina, y el
segundo de inhibidores de la ATPasa.

ACTIVACION POR CALMODULINA EN LA FRACCION MICROSOMAL
DE 15y 38 DIAS DE EDAD.

Debido a que se ha observado que el contenido testicular de calmodulina aumenta
durante la proliferacion y la diferenciacion del epitelio germinal, se procedio a
examinar la actividad de la Ca?*- ATPasa de la fraccién microsomal de testiculo de
rata tanto de 15 como de 38 dias de edad, en presencia de diferentes
concentraciones de calmodulina. En la grafica 12, se presentan los resultados
obtenidos a 15 dias de edad, en donde la actividad de la Ca2*- ATPasa no fue
estimulada por ninguna de las concentraciones de calmodulina que se utilizaron
(10, 25 y 50 pg), ademas, se aprecia una disminucion de la actividad cuando el
tiempo de la reaccion se realiza por tiempos prolongados, lo cual, puede
relacionarse con el agotamiento del sustrato. En la grafica 13, se observan los
resultados obtenidos a 38 dias de edad; durante los primeros 4 minutos, la adicién
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de la calmodulina incrementd en 2 veces la actividad de la Ca?*-ATPasa. Sin
embargo, a tiempos mayores, tanto las actividades en presencia y en ausencia de
calmodulina son similares. al parecer, |la adicion de calmodulina acorté el tiempo
que necesita la enzima para alcanzar su velocidad maxima. Las concentraciones de
calmodulina utilizadas fueron de 10 y 25 ug, ambas ocasionaron un efecto similar
en la actividad de la Ca?*-ATPasa.

Cabe mencionar que en los experimentos hechos para 15 dias de edad, los
resultados algunas veces mostraron actividad de la enzima a la calmodulina (datos
no mostrados), mientras que en otras ocasiones, la misma enzima no respondié a
este activador, ignorandose el motivo de este comportamiento.

EFECTO DE INHIBIDORES

EFECTO DEL VANADATO SOBRE LA Ca?*-ATPasa MEDIDA EN DOS
DIFERENTES ETAPAS DE LA ESPERMATOGENESIS.

La sensibilidad a vanadato es una herramienta para definir y caracterizar la
presencia de las ATPasas ligadas al transporte de iones y de las ATPasas con
funciones motoras (Vale, 1987). Esta herramienta fue empleada para caracterizar la
actividad de la ATPasa presente en la fraccion microsomal lavada de testiculos de
rata de 15 y 38 dias de edad, empleando una concentracién de ATP igual a 2 mM,
para tener saturados los dos sitios que unen ATP en la Ca2*-ATPasa.

En la grafica 14 se muestran los resultados obtenidos con diferentes
concentraciones de vanadato sobre la Ca2*-ATPasa de 15 dias de edad, en la que
se aprecia una inhibicion hasta de un 47 % de su actividad por la adicion de 200 uM
de vanadato; se observé que la inhibicion depende de la concentracion de Ca2*
libre en el medio, a 4 x 107 M se observa la mayor inhibicion mientras que a una
concentraciéon de 10 M de Ca2* la inhibicion fue de sélo del 31 % y por Ultimo, a
una concentracién de Ca2* 105 M, la inhibicion fue unicamente del 24 %.

En la grafica 15 se tiene el resultado que se obtuvo bajo las mismas condiciones
experimentales con la fraccion microsomal de 38 dias de edad. A diferencia de lo
que se observo a 15 dias de edad, la actividad de la Ca2*-ATPasa no se inhibié por
ninguna de las concentraciones de vanadato desde 5 hasta 500 uM. Este efecto se
observo a todas las concentraciones de Ca2* empleadas (4 x 107, 106y 105 M).
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EFECTO DE LANTANO SOBRE LA Ca?*-ATPasa.

El lantano (La®*) ha sido usado como un potente inhibidor de la actividad de la
Ca?*-ATPasa, de la membrana de eritrocitos (Quist & Rafougalis, 1975; Szasz et al,
1978; Lasern et al, 1978), de vesiculas sinapticas (Rahamimoff & Spannier, 1984),
de adipocitos (de Smedt et al, 1982) y se ha podido demostrar que inhibe la
desfosforilacion del intermediario fosforilado en la reaccién de la ATPasa.

La grafica 16 muestra el efecto del lantano sobre la Ca2*-ATPasa obtenida de la
fraccién microsomal de testiculo de rata de 38 dias de edad, en este caso, se
eliminé EGTA del medio de incubacion, la concentracién de CaClz fue de 1 mM y se
utilizdé ATP 2 mM como sustrato. Como puede observarse la adicion de La®* menor a
1 mM no tuvo efecto, pero se observa una disminucién gradual a concentraciones
mayores de lantano, presentandose la inhibicion de 100 % de la actividad de la
Ca2*-ATPasa con 3 mM de lantano.

EFECTO DE COMPUESTOS QUE ACTUAN SOBRE GRUPOS SH

Se ha reportado que tanto NEM y L-cisteina actian sobre grupos SH . La inhibicion
por NEM de la Ca?*-ATPasa es reconocida, pero no se ha estudiado el efecto de
la L-cisteina sobre esta enzima, por lo que se decidié estudiar su efecto sobre la
Ca2*-ATPasa de la fracciéon microsomal lavada de 38 dias de edad.

EFECTO DE L-CISTEINA.

La L-cisteina actua sobre grupos SH . Ademas de que se utliza para inhibir la
actividad de la fosfatasa alcalina (Van Belle, 1972).

En la grafica 17 se observa que cuando se adiciona L-cisteina 100 pM sobre la
actividad de la Ca2*+ATPasa de la fraccién microsomal de testiculo de rata de 38
dias de edad, se presenta una disminucién de aproximadamente 25 %. Asi mismo,
la hidrélisis de ATP estimulada por (Ca2*+Mg?*), tiene un disminucion del 30 %. La
presencia o ausencia de L-cisteina de la Ca2*-ATPasa en presencia de calmodulina
no afecté el nivel de actividad.
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EFECTO DE N-ETILMALEIMIDA SOBRE LA Ca2+-ATPasa

En la grafica 18 se aprecia que la Ca?*-ATPasa de la fraccion microsomal
lavada de 38 dias de edad, sufre una ligera inhibicién de la actividad de apenas el
18 % desde 1 mM de NEM manteniendo este efecto hasta 5 mM y solo se vuelve a
incrementar esta inhibicion (al 27 %) cuando se adicionan 10 mM de NEM

EFECTO DE CONCANAVALINA-A SOBRE LA Ca%*-ATPasa Y LA
(Ca2*+Mg2?*)-ATPasa DE 38 DIAS DE EDAD.

La concanavalina-A es un proteina extraida de Concavalia ensiformis, la cual
tiene la propiedad de reconocer especificamente las glicoproteinas tanto en la
cadena de los residuos «a-d-glucopirandsidos, a-d- manopiranésidos y o-d-
fructopiranodsidos y ademas es capaz de servir como marcadora de ecto-enzimas,
ya que cuando se adiciona, produce un incremento de laactividad de la enzima
presente en la superficie externa.

La actividad fue determinada con Ca2* 10°M y con Ca?*-10-> M mas 1 mM de
MgClz, se preincubd durante 30 minutos a 37°C y se emplearon diferentes
concentraciones de concanavalina A (200 y 500 ug/ml), posteriormente la reaccion
se inicié con ATP 2.505.0mM .

La tabla 2 muestra el efecto producido por la concanavalina A en la actividad
de la Ca?*-ATPasa, las 2 concentraciones de concanavalina-A que se adicionaron
(200 y 500 pg/ ml), no tuvieron ningun efecto sobre la actividad de Ia
Ca?*-ATPasa, ya sea a 2.5 0 5.0 mM de ATP, aunque la adicion de 5.0 mM de ATP
produjo el incremento de la actividad en casi el 100 % con respecto a 2.5 mM de
ATP,

Los resultados de la tabla 3 muestran el efecto de la concanavalina A sobre
la (Ca2*-+Mg?*)-ATPasa a 38 dias edad, en donde tampoco no se presentd ningdn
cambio en la hidrélisis de ATP.

Los resultados muestran que la concanavalina A no afecté la actividad de
la Ca2*-ATPasa ni de la (Ca?*+Mg?*)-ATPasa a las dos concentraciones usadas y
suguieren que la actividad determinada en presencia de Ca2* 10 M o de Ca?* mas
MgClz no se debe a la participacion de una ectoenzima.
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~ Concanavalina A ATP 2.5 mM ATP 5.0 mM

(mg/ml)
0 1.167 + 0.025 2.149 + 029
02 ; 0.0818 + 0.022 _ 2028 + 0.15
0.5 0.9345 + 0.36 2235 + 0.36

TABLA 2. Efecto de Concanavalina A sobre la Ca2*~ATPasa de 38 dias de edad.

Concanavalina A ATP 2.5 mM ATP 5.0 mM
(mg/ml) . S _

0 2,505 = 0.21 3.104 +0.136

02 \ 226 + 0.15 3.066 £ 0.076

0.5 ' 276 + 0.005 ) 3.505 +0.115

TABLA 3. Efecto de Concanavalina A sobre la (Ca2* -Mgz"‘)-ATPasa de 38 dias de edad



DISCUSION

Por medio de la utilizacion de las enzimas marcadoras de organelos, se
determind la composicion de cada una de las fracciones subcelulares del testiculo
de rata a dos diferentes edades, 15 y 38 dias de edad, encontrando que la P2 es
rica en mitocondria y lisosomas, que la P3, P4 y P4 son ricas en reticulo
endoplasmico. Se observo solo un ligero enriquecimiento de vesiculas derivadas de
membrana plasmatica, ya que las dos enzimas marcadoras de esta fracciéon, no
tuvieron una distribucién a donde se mostrara un pico maximo de actividad , sino
que se distribuian en todas las fraccciones; a 38 dias de edad, se vi6 la mayor
actividad en P5, pero todas las fracciones obtenidas a 15 dias de edad mostraron
niveles semejantes de fosfatasa alcalina y 5’AMPasa. A pesar de esto, se decidié
utilizar la fraccion P5 como fuente enzimatica de membrana plasmatica porque fue la
fraccién con menor actividad en las enzimas marcadoras de los otros organelos. La
distribucion subcelular de las enzimas que hidrolizan ATP en presencia de K*, 6 de
Ca?*, 6 de Ca?*+ Mg?* puede ser explicada si consideramos que la actividad de la
pastilla 2 podria ser el resultado de la participacion de la ATPasa mitocondrial,
tomando en cuenta el resultado de la medicién de la deshidrogenasa succinica
(grafica 1 y 2). La hidrolisis de ATP en las fracciones P3, P4 y P4’ puede deberse a
la intervencion de la ATPasa del reticulo endoplasmico y de la membrana
plasmatica, ya que estas fracciones mostraron un enriquecimiento en G6Pasa y en
5'AMPasa. Aunque en la fraccién 5 se obtuvo un menor nivel de Ca?*-ATPasa y de
Mg?-ATPasa, se decidid trabajar con dicha fraccidn por su baja contaminacion con
otros organelos.

La actividad de ATPasa de la fraccién microsomal de testiculo de rata de 38
dias de edad lavada con EDTA, mostro sensibilidad a Ia concentracion de Ca2*libre
en el medio, constatando que la cantidad de Ca2* necesaria para estimular la mitad
de la velocidad maxima (Km), fue de 0.43 pM cuando se adicioné una cantidad de
0.2 mM de ATP y de 0.78 cuando la concentracién de ATP fue de 2.0 mM.
Comparando estas cantidades de Ca?* que son necesarias para la estimulacion de
la enzima, con lo que se ha reportado en otros modelos celulares (Carafoli, 1992), en
donde el rango de valores de Km para el Ca?*, se encuentra alrededor de 0.5uM en
un estado optimamente activado, se observa que estan dentro de los niveles
reportados, aun y cuando los res'u!tados presentan 2 concentraciones diferentes de
ATP.
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Para analizar el efecto del Mg2* sobre la actividad de la ATPasa presente en la
fraccién microsomal de testiculo de rata, se debe de considerar por un lado la
posibilidad de que en esta ATPasa el sustrato real sea MgATP, y por otro, que el
Mg?* forme unicamente parte del ciclo de reaccién de la Ca2*-ATPasa. Para definir
este punto se realizé primero el experimento del efecto de diferentes
concentraciones de MgClz sobre la ATPasa, utilizando una concentraciéon de 200
M de ATP, en donde se encontré que el Mg?* estimula hasta en 9 veces a la
actividad de la enzima en comparacién con su actividad basal, ademas, la Km
aparente para MgClz fue de 0.3 mM. Por otro lado, el experimento que se encuentra
representado en la grafica 7, muestra claramente que tanto 100 como 250uM de
MgClz llevan a valores mayores de actividad, pero anulan la sensibilidad a Ca2*,

En esta preparacion enzimatica no se observo el efecto bifasico de Mg2* sobre
la actividad de ATPasa, MgClz sélo incrementé la actividad y no presentd la
segunda fase inhibitoria reportada para la membrana de los eritrocitos humanos
(Rega & Garrahan, 1986) en donde concentraciones superiores a los 2 mM de Mg?*
ocasionan un efecto inhibitorio a la actividad de la enzima. Se ha reportado que el
Mg?* es un cofactor importante en el transporte de Ca2*, participa en la transicién de
E2 —»E1 de la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica de eritrocitos (Adamo,
Rega & Garrahan, 1990), demas, probablemente el componente de baja afinidad
por ATP, pero con velocidad mayor, es completamente dependiente de Mg?*
(Richards, Rega & Garrahan, 1978). EI Mg?* incrementa la velocidad de la
fosforilacién por ATP en presencia de Ca2* a nivel micromolardel ciclo catalitico de
la Ca2*-ATPasa. (Luterbacher & Schatzmann, 1983). Se piensa que al igual que
otras ATPasas que transportan cationes, el sustrato real de la Ca?*-ATPasa en el
sitio catalitico de alta afinidad, no discrimina entre CaATP, MgATP o incluso ATP
libre (Muallem & Karlish, 1981), por lo que, considerando nuestros resultados, es
posible que los valores semejantes de Km entre la Ca?*-ATPasa y (Ca +Mg )-
ATPasa de la grafica 9, esté reflejando una condicién semejante a la antes
mencionada; mientras que cuando se agregan valores de 100 y 250 M de MgClz a
la enzima, sin existir aun Ca?* presente, como en la grafica 7, se esta ocupando
completamente el sitio de baja afinidad , pero alta velocidad de activacion.

Al igual que en otros sistemas experimentales de Ca2*-ATPasa testicular,
esta enzima presentd 2 fases, en su actividad, una que se estimula con
concentraciones del sustrato saturandose de 20 a 80 uM y otra que es estimulada
nuevamente a concentraciones de 250 a 2000 uM de ATP, ya sea con Ca2*105
M sélo o con Ca?*+ MgClz 1 mM. En la primera fase de activacion, los valores de
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Km de la Ca?*-ATPasay de la (Ca?*+Mg2*)-ATPasa, son muy semejantes (10.98
y 19.06 uM respectivamente), esto suguiere que Ca-ATP 6 Mg-ATP pueden ser el
sustrato del sitio de alta afinidad. Los valores de la afinidad para ATP de la ATPasa
testicular son mayores a los reportados para otras Ca2*- ATPasas de 1 a 2.5uM de
ATP para el sitio de alta afinidad .(Carafoli, 1992) aunque se encuentran en el mismo
rango.

Con respecto a la segunda fase que presenta la curva de actividad de la
(Ca2*+Mg2*)-ATPasa testicular, en presencia de altas concentraciones de sustrato,
de 250 a 2000 pM, la Km aparente para ATP fue de 303 uM, este valor es dos
veces mas alto que el reportado en otros sistemas para esta segunda fase. Este
comportamiento se ha observado en numerosos tipos celulares y con la enzima
purificada (Richards, et al 1978) Esto apoya la idea que se presenta una
Ca?*- ATPasa de la fraccion microsomal de testiculo de rata semejante a las de
otros tipos celulares en la fraccion microsomal de tasticulo de rata de 38 dias de
edad.

Cuando se midi6 la actividad de Ca2*- ATPasa contra pH se observé que la
enzima de testiculo de rata no muestra gran sensibilidad a cambios de pH entre 6.6
y 7.5, ya que la actividad es practicamente constante, sélo a pH 8.0 se observé una
inhibicién del 17%. La velocidad maxima del transporte de Ca?* medidoin vitro en
eritrocitos humanos cargados con Ca?* tiene un valor de pH que variaentre 7.5 y 8
(Sarkadi, Szasz, Gerloczy & Gardos, 1977) por lo que el efecto observado en
nuestro modelo celular es sensiblemente diferente con lo que se ha reportado en
otras células.

La adicion de 100 uM de MgCI2 no modifico el patron de respuesta a pH pero
si cuando el MgCI2 alcanzé 500 uM donde se observé un pH éptimo entre 7.0 y 7.5.
Nuevamente los cambios en la actividad por la adicion de MgCiz podrian deberse a
la activacion de otros sistemas enzimaticos. Algo parecido se presenta con la
(Ca2*+Mg?*)-ATPasa, que, con bajas concentraciones de MgClz (100pM) guarda un
comportamiento similar a la Ca?*-ATPasa, disminuyendo su actividad cuando el pH
es aumentado a 8.0. Contrariamente, cuando la concentracion de MgClz se
incrementa a 500 uM, existe una preferencia de la enzima por un pH de entre 7.0 y
8.0.

En cuanto a la regulacion que tiene la calmodulina sobre la Ca2*-ATPasa de la
fraccién membranal de testiculo de rata empleada, se obtuvieron los resultados
presentados en la grafica 15, en la que se observa que este activador logro acortar
el tiempo que necesita la enzima para alcanzar su maxima actividad, lo cual ha sido
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encontrado en otros tipos celulares (Scharff. 1981; Jeffery, Roufogalis & Katz, 1981;
Larsen & Vincenzi, 1979), calmodulina incrementa a la afinidad aparente de Ca2* de la
enzimay por tanto reduce el valor de Km del Ca2* de la ATPasa. Pero este efecto sélo
se presentd en la enzima a 38 dias de edad, mientras que a 15 dias de edad no hubo
ninguna activacién, o mejor dicho, no fueron constantes. Estas consideraciones
llevaron a incluir el uso de inhibidores para caracterizar la actividad de la Ca?*- ATPasa
testicular. Es posible emplear el vanadato como una herramienta para diferenciar entre
ATPasas ligadas a transporte de iones y las ATPasas con funciones motoras (Vale,
1987) Sin embargo, se debe de entender primero que el vanadio es un elemento
metalico que se encuentra presente en todos los tejidos animales (en cantidades muy
reducidas), ademads de localizarse también en el suelo, agua, aire y plantas, es decir, el
vanadio es un oligoelemento de las células en todos los tejidos por lo que se ha llegado
a sugerir que puede estar relacionado con una funcién de regulacién enzimatica
(Phillips, Nechay & Heidelbaugh, 1983). Debido a que el vanadio pertenece al grupo Vb
de metales de transicion, es potencialmente oxidable, encontrandose asociado
frecuentemente con el oxigeno como es el caso del vanadato (VQ4*). Este elemento,
que es la forma oxidada del vanadio, se ha estudiado como un regulador enzimatico de
la Na*.K’*-ATPasa in vivo, ya que concentraciones de 0.5 uM de vanadato pueden llegar
a inhibir hasta un 84 % de la actividad de esta enzima (Bond & Hudgins, 1979), el VO3
puede inhibir muchos, sino es que todos los transportadores de cationes dependientes
de ATP, slendo uno de los inhibidores més comunmente usados para la Ca?*-ATPasa
de la membrana plasmatica, siendo asi que varios autores han demostrado la presencia
de una inhibicion de la Ca2--ATPasa causada por vanadato en diferentes tipos celulares
como en la membrana de eritrocitos (Barrabin et al, 1980, Rossi et al, 1981), en ¢f axon
dializado de calamar (DiPolo & Beauge, 1981), en vesiculas enriquecidas con
membrana de reticulo sarcoplésmico de musculo de conejo (O'Neal et al. 1979) en el
reticulo sarcoplasmico de musculo cardiaco de perro y musculo esquelético de conejo
(Wang et al. 1979) y en la (Ca2*+Mg2*)-ATPasa de la membrana plasmética del nervio
optico de calamar (Condrescu et al. 1984) entre otros.

La Ca?*-ATPasa testicular fue inhibida por vanadato pero sélo a 15 dias de edad
(gréfica 14), en donde 200 uM de vanadato lograron disminuir en un 47 % la actividad
de la enzima, cuando se encontraba presente una concentracién de Ca?* de 4 x 10-7
M; por el contrario, la Ca2*-ATPasa de 38 dias no tuvo ninguna respuesta a vanadato,
aln y cuando las concentraciones del inhibidor se llevaron hasta 500 uM. Shull &
Greeb (1988) demostraron la presencia de dos DNA complementarios que son
capaces de codificar para dos isoformas de Ca?*-ATPasa de la membrana
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plasinatica de cerebro de rata, llegando a esta conclusién, a partir de la diferencia de
sensibilidad a vanadato que cada una de las isoformas mostré.

La sensibilidad a este compuesto de la fraccion microsomal lavada de 15 dias
y de 38 dias de edad podria deberse a dos formas diferentes de Ca?*- ATPasas, las
cuales posiblemente se manifiestan segun el estado de desarrollo del testiculo de
rata. '

El vanadato ha sido usado también para distinguir entre diferentes tipos de
ATPasas motoras como la dineina, miosina, kinesina (Vale, 1987). En este trabajo
se detectd la actividad de la ATPasa estimulada por Ca2* o por Mg?*
exclusivamente, utilizando las condiciones descritas para determinar la ATPasa
ligada a miosina Esto indica su participacion en la hidrélisis de ATP cuando se utilizé
MgClIz en el medio de incubacién aun a concentraciones tan bajas como 250 uM. Al
analizar el nivel que alcanzé la actividad tanto de (Ca2*+Mg2*)-ATPasa y de Mg2*-
ATPasa, ambas ligadas a miosina, se encontré que el nivel que alcanzaron estas
actividades, son mayores de las que se reportan en diferentes tipos celulares y que
se presentan en la tabla 4 (Trejo, Requel; datos no publicados)

Con respecto a otro de los inhibidores empleados durante este trabajo como
es el lantano, se sabe que este es un inhibidor que puede tener efectos tanto en el
lado interno como en el lado externo de la membrana de los eritrocitos, como fue
reportado por Quist y Roufogalis (1975), quienes demostraron que 100uM de La3*
adicionados del lado externo de fantasmas de eritrocitos humanos, que se
encontraban en un medio de 4 mM de MgCl2, 10 mM de Tris-Malato, 3 mM de CaClz2
aun pH 7.1 bloquearon completamente el eflujo de Ca?*, inhibiendo en un 50 % la
actividad de Ca?*-ATPasa, utilizando una concentracion de 4 mM de ATP,
preincubando las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente, esto indicé
que habia un 50 % de actividad de ATPasa que no esta Aasociada con el transporte
de Ca?*, tratdndose probablemente de una Mg-ATPasa. la cual no es sesile a
concentraciones de lantano.

El lantano es un inhibidor empleado frecuentemente para determinar si la
bomba de Ca?* de diversas células tienen un ciclo de reaccién semejante al que
propuso Rega y Garrahan en 1975, para eritrocitos humanos ya que por las
investigaciones realizadas por Luterbacher y Schatzmann (1983) quienes utilizaron
un medio de 120 mM de KCI, 30 mM de Imidazol (pH 7.0 a 0°C) CaCl2 50 uM (o 2
mM de Tris-EGTA), concentraciones de lantano de 0 a 200uM y ATP 0.3 uM (con
aproximadamente 500,000 cpm(y32P), se llegé a comprender que el lantano es un

inhibidor que impide el cambio conformacional de la enzima de E1 a E2. en esos
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TABLA 4 CARACTERISTICAS DL MIOSINA AISLADA Db UIFERLNILS ESPELILS

ATPasa ( pmol/min. mg. Prot.)

FUENTE SUBUMIDADCS KIED1A ca?? Mg?® ACT INA-Mg™* OB SEAVACIONES
Plaqueta humana 200 000 (2) ‘0.9 0,38 0.002 0.029 No fosforilada
(1-3) 19 oo0 (2) 1.0 0,41 0,006 0.170 Fosforilada
16 000 (2)
Leucocito de cu 200 000 0.19 0.10 0,012 0.006
yo (k)
Macr&fago de co 200 000 0.56 0.57 0,045 0,045 Menos cofactor
nejo (5) 20 000 0.40 + cofactor
15 000 proteflco
Médula bovina 200 000 (2) 0.35 0.64 0 0.017
&) 20 000 (2)
17 000 (2)
Fibroblasto de 200 000 0.43 0.01] .09
ratén (7)
Cerebro de ga- 0.34 0.071 0.55
to (8)
Clia (9) 200 000 0.0l 0.0002 0.001 0.0004
2 19 000
17 000
Hepatocirto de 215 000 0.12 0.0l 0.014
rata (10) 20 000
Cerebro de po 200 000 0. 49 0. 49 0.015 0.04
1lo (11) 23 000 (1)
20 000 (2.8)
17 ooo (1.2)
*
Cerebro de ca- 0.17 0.075 0.003 0.025
lamar (12)
Ovulo de estre 210 000 0.3 0.4 0.01 0.045
11a de mar (13) 20 c00
17 000
Physarum 225 000 (2) 8] 2.0 0 0. L4
polycephalum 21 000 (2) E
(14,15) 17 000 (2)
Dictyostel lum 210 00O 0.02 0.00 0.005 0,2
discoideum 16 000
(16,17) 16 000
Amoeba proteus 225 000 0.01 0.4 0.02 0.12
(1g)
Chaos carolinensis 225 000 0.01 0.1 0.03 0.18
(1g)
Acanthamoeba 1 140 000 3.2 0.38 0.04 0.08 No fosforilada
castellanli 16 000 : 0.08 1.23 Fosforilada -
(19-23) 14 000
1 170 000 0.12 0.83 0,038 0.060 1 Cofactor
17 500 Protelco

17 000



experimentos, La reaccion fue iniciada por la adicion de 50 ul de ATP para un
volimen final de 0.5 ml durante 45 segundos a 0 °C y detenida por una rapida
inyeccion de 1 ml de TCA al 6 % con 50 mM de H3PO4. En los resultados que se
obtuvieron al emplear la fraccién enriquecida con vesiculas de origen membranal del
testiculo de rata de 38 dias de edad, se observa la inhibicion del 100 % de la
actividad de la Ca2*-ATPasa cuando se adicionaron 3 mM de lantano, al comparar la
concentracion del inhibidor necesaria para alcanzar el blogueo total de la actividad
enzimatica, es claro que la concentraciéon de enzima empleada para este trabajo es
mayor a la que comunmente se utiliza, ya que normalmente estas cantidades ocilan
de 6.5 uM a 0.25 mM (Segal, 1986; Szasz y col. 1978). También hay que considerar
que, en el caso de los experimentos de Luterbacher y Schatzmann, en donde se
alcanzéd una Ki con 6 uM de La3* y una inhibicién total con 200 uM, se utilizaron
bajas concentraciones de ATP (0.3 uM) debido que se midid6 ATP radioactivo,
mientras que en nuestro caso, las concentraciones fueron de 2 mM durante 2
minutos a 37 °C. A pesar de existir esta diferencia, esta prueba permite comprobar
una vez mas que la Ca?*-ATPasa de testiculo de rata de 38 dias de edad
posiblemente posee un mecanismo de reaccién semejante al planteado por Rega y
Garrahan (1975).

En las membranas de eritrocitos humanos, el NEM resulta ser un inhibidor
ireversible de la actividad de la fosfatasa dependiente de Ca2*, ademas se le
reconoce que es capaz de inhibir la actividad de la Ca2*-ATPasa (Richards, Rega &
Garrahan, 1977). En comparacién con la (Na* K*)-ATPasa que también a sido
reportada como sensible al NEM (Skou & Hilberg, 1965; Skou, 1974), la
concentracion de NEM que se requiere para inhibir a la Ca2*-ATPasa es de diez
veces menor que la necesaria para inhibir a la (Na* ,K*)-ATPasa, ya que la Ki en el
caso de la Ca2*-ATPasa fue de aproximadamente 0.3 mM, mientras que en la
(Na* K*)-ATPasa se requiere de 2.5 mM para alcanzar la Ki (Richards, Rega &
Garrahan, 1977). Ademas se ha estudiado el efecto que tiene el NEM sobre la
actividad de la miosina del musculo esquelético (Vale, 1987), encontrando que es
sensible a este componente del citoesqueleto a concentraciones aproximadas a 1
mM. Con respecto al efecto que produjo este compuesto, en la fraccién microsomal
de testiculo de rata, se observé un ligera disminucién de apenas un 27 % la
actividad de la Ca?*-ATPasa a 38 dias de edad con una concentracién del
NEM de 10 mM (grafica 18), se sabe que la  N-Etimaleimida puede afectar los
grupos SH por alquilacion.



En estudios realizados en cloroplastos por McCarty y Fagan (1973), se estudio
la incorporacién de este compuesto y ademas la inhibicién que produce sobre la
fosforliacion, observando que en ambos procesos existe una cinética similar, ya que
se incorpora a la subunidad y y una concentracion de. 1 mM de NEM, que inhibid
parcialmente la fosforilacion pero unicamente cuando los cloroplastos fueron
iluminados en presencia de este reactivo. La Ca2*- ATPasa del factor de
acoplamiento 1 (FA 1) fue inhibida por NEM de un 20 a un 40 %. Al parecer el FA 1
atravieza por un cambio conformacional dependiente de la luz, el cual expone
grupos que reaccionan con NEM en la subunidad y, permitiendo la reaccion que
tiene NEM y la inhibicién subsecuente.

Cuando se prob¢ el efecto de otro inhibidor de grupos SH como es la L-
cisteina, se encontré que a una concentracion de 100 1M, ocasioné una disminucién
del 25 % de la actividad Ca?*-ATPasa y de un 30 % de la (Ca2t+Mg?*)-ATPasa
(grafica 17), semejante a la disminucién ocasionada por la N-Etiimaleimida, lo cual
sugiere que la actividad de la Ca2*-ATPasa posee grupos SH poco expuestos o
bien, que los grupos SH que puedan ser modificados por NEM y por L-cisteina, no
participan directamente en la hidrolisis de ATP. Una explicacion alternativa,
seria explicar el efecto de inhibitorio de L-cisteina considerando su efecto sobre la
fosfatasa alcalina. La disminucién de la actividad pudiera deberse también a la
eliminacion de la fosfatasa alcalina en la hidrolisis de ATP, aungue como puede
oservarse, la fosfatasa alcalina en esta fraccion tiene un nivel de 25 veces menor a
la Ca?*- ATPasa.

El uso de la N-Etilmaleimida o de la L-cisteina en la modificacion de los grupos
SH en el sitio donde se une en la Ca?*-ATPasa, puede tener efectos diferentes, ya
que en primera es un agente alguilante y la segunda es que puede formar puentes
disulfuro. Al parecer, ambas actUan sobre grupos SH que no se encuentran
formando parte del sitio activo y s6lo ocasionan una inhibicién parcial en la actividad
dela Ca?*-ATPasa.

Por dltimo, la utilizacion de la concanavalina A para detectar la presencia de
ecto-ATPasas, no produjo ningun efecto sobre la Ca?*-ATPasa ni sobre la
(Ca2*+Mg2*)-ATPasa de 38 dias de edad, lo que suguiere que no existe la
participacion de ecto-ATPasas en la hidrélisis del ATP en la fraccién empleada
durante este trabajo de tesis.

Al analizar las caracteristicas de la hidrélisis de ATP en la fraccién microsomal
de testiculo de rata a 15 y 38 dias de edad, encontramos factores que identifican la
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presencia de una Ca?*-ATPasa membranal semejante a la de eritrocitos y otros
sistemas celulares

En favor de que se trata de una Ca2*-ATPasa de membrana plasmatica:

« Se activa a concentraciones uM de Ca?*.

« Presenta una curva de actividad bifasica por la adicion de diferentes

concentraciones de ATP.

» Se observa que es activada por Calmodulina.

» Su actividad es inhibida por Lantano.

«» Es inhibida por Trifluoroperazina (Trejo 1982).

Sin embargo, esta actividad de Ca2*-ATPasa mostré diferencias respecto a su
sensibilidad a vanadato, lantano y N-Etiimaleimida consideradas como herramientas
para la caracterizacion de este sistema enzimatico.

Esto nos sugiere que la hidrdlisis de ATP estimulada por niveles micromolares
de Ca?*, que se presenta en la fraccion microsomal del testiculo de rata, tanto a 15
como a 38 dias de edad, se debe a una Ca?*-ATPasa, y las diferencias en cuanto a
la sensibilidad a vanadato, o pudieran reflejar la existencia de isoformas en la
enzima que se expresan dependiendo del grado de desarrollo alcanzado poir el
epitelio germinal.

También se demostrd que la fraccion microsomal de testiculo de rata de 38
dias de edad, presenta una actividad semejante a miosina, que no habia sido
descrita hasta este momento y que plantea la necesidad de realizar investigaciones
futuras para caracterizar su actividad.
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ANEXO



PREPARACION DE SOLUCIONES

1.- Solucion salina 0.9 % amortiguada con HEPES 20 mM

Se pesaron nueve gramos de NaCl y se disolvieron en 300 ml de agua destilada.
Ambas soluciénes (la solucion salina y amortiguada con HEPES), se mezclaron y se aford
a un volimen final de 1 litro. Esta solucidn se esteriliza por filtracion (fiitro millipore de 0.22
uM). Se puede mantener a 5°C durante 2 meses.

2.- Soluclon de sacarosa 0,25 M+ HEPES 20 mM, pH 7.4

Se pesaron 85.575 g de sacarosa y se disolvieron en 250 ml de agua, también
fueron pesados 4.76 g de HEPES y se disolvieron en 250 ml de agua, las soluciones as!
preparadas se juntaron y se llevaron a un volimen de 900 ml. Posteriormente se ajusté el
pH de la solucién a 7.4 con HCl a 1 N y se aford por Gltimo a un litro. Se prepara al
momento de su uso.

3.- Solucién 80 mM KCI, 20 mM HEPES y 1 mM de EGTA, pH 7.5
) Se pesaron 59648 g de KCl y se disolvieron en 250 ml de agua destilada,
posteriormente, 4.766 g de HEPES fueron disueltos en 250 ml de agua destilada, por
ultimo, 0.3804 g de EGTA también se disolvieron en 250 ml de agua destilada; después,
las tres muestras fueron mezcladas y se ajusto el pH a 7.5 con 1 N de HCI, para finalizar,
se aford esta solucion a 1000 ml. Es posible manteneria en refrigeracion durante 2 meses.

4.- 1 % de Mollbdato de amonio en 1.15 N de H2S04, mas 4 g de FeS04 por cada
100 ml de solucion. (Solucion para la determinacion del Pl)

30.6 ml de H2S04 se diluyeron en 750 ml de agua destilada, tamblén, 10 g de
molibdato de amonio tetrahidratado fueron adicionados a la solucién de H2S0O4. Por
ultimo, esta mezcla se aforé a 1000 ml. Cada vez que se utilizé esta solucién para
determinar el Pi, fue necesario agregar 4 g de FeSO4 por cada 100 mi de la mezcla.

‘5.- Leupeptina 100 pM.

Debido a que la concentracion utilizada es muy pequefia, y ademés, varla el
volumen final del medio de homogeneizacién en cada fracclonamiento subcelular, se
elabord una solucion stock de 1 mM. Se pesaron 0.1003 g de Leupeptina disolviendose
en 15 ml de agua destilada, aforandose después a 20 ml. Por Gltimo, por cada parte de
esta solucién de Leupeptina, se adicionaron 10 partes del medio de homogeneizacién.
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6.-Antipaina 50 pM.

Debido a que se presenta el mismo problema que con la Leupeptina, se decidié
realizar el mismo procedimiento, primero se pesaron 0.0139 g de Antipaina y se
disolvieron en 15 ml de agua destilada, después se aforé esta solucién en 20 mi
obtenlendo asl una soluclén de Antipaina a una concentracion de 1 mM. Al final, por cada
20 partes del medio de homogeneizacién se agregé una parte de esta solucién de
Antipalna.

7.-Inhibidor de Tripsina 100 pg/ mi.

Este inhibldor fue preparado fresco cada ocasién que se empled. Dependiendo del
volumen del medio de homogeneizacion obtenido, fue pesado y agregado directamente a
dicho medio disolviéndolo completamente.

Preparacion de soluciones para la técnica de "Purificaclén de Calmodulina”

1.- Amortiguador de Homogeneizacion. (0.04 M TRIS, 4 mM EDTA y 0.1 M de NaCl,
pHT7.4)

Se pesaron 4.8456 g de TRIS y se disolvieron en 250 ml de agua
destilada, posteriormente 1.5208 g de EDTA fueron disueltos a su vez en 250 ml de agua
destilada, después S. 8440 g de NaCl se disolvieron en 250 m| de agua destilada. Una
vez preparadas estas soluciones, se mezclaron y se le ajusté el pH de 7.4 con HCI1 N. A
continuacion se procedié a aforar esta preparacién en 1000 ml con agua destilada.

2.-Amortiguador de dialisis (0.04 M de TRIS, 0.1 M de NaCl y 0.5 mll de B-
mercaptoetanol. pH 7.4).

Primero se pesaron 4.8456 g de TRIS los cuales fueron disueitos en 250 ml de
agua destilada, a continuacién se pesaron 5.8440 g de NacCl disolviéndose en 250 ml
de.agua destilada. Se unieron estas soluciones ajustando el pH de 7.4 con 1 N de HCL
El p-mercaptoetanol fue adicionado momentos antes de emplear este amortiguador y por
ultimo se aforé a 1000 ml.

4

3.- Amortiguador de baja concentracion de sales (0.075 M de NacCl, 0.04 M de TRIS
y2mMde CacCi2. pH 7.4).

Se pesaron 4.383 g de NaCl vy se disolvieron en 250 ml de agua destilada,
posteriormente 4.8456 g de TRIS fueron disueltos en 250 mi de agua destilada, en
seguida, se disolvié una cantidad de 0.294 g de CaCl2 en agua destilada, a continuacién
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se mezclaron las tres soluciones ajustando el pH a un valor de 7.4 con 1 N de HCI. Por
Gttimo fue aforado este amortiguador a 1000 ml.

4.- Amortiguador de alta concentraciéon de sales (0.5 M de NaCl, 0.04 M de TRIS y
2 mM de CaCi2. pH7.4)

Se pesé una cantidad de 29.22 g de NaCl disoiviéndose en 250 ml de agua
destilada, después 4.8456 g de TRIS fueron disuettos en 250 ml de agua destilada,
posteriormente 0.294 g de CaCl2 se disolvieron en 250 ml de agua destilada, a
continuacion se juntaron y mezclaron ajustando el pH a 7.4. Este amortiguador se aforé a
1000 ml.

5.- Amortiguador de elucion (0.075 M de NaCl, 0.04 M de TRIS y 4 M de EDTA. pH
7.4).

Este amortiguador fue preparado disolviendo 4.383 g de NaCl en 750 ml de agua
destilada, a esta misma solucién se le agregd una cantidad de 4.8456 g de TRIS para su
disolucién, asl mismo, 1.5208 g de EDTA se disolvieron en esta solucion. por Gitimo se
ajustd el pH (7.4) con 1 N de HCl y se aford a un volimen de 1000 ml.

SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS.

1.- Soluclén patron de albamina 100 pg/ml.

Se pesaron 10 mg de albumina y se aforaron a 100 ml con agua destilada
procurando no agitar mucho la solucién para evitar la formacién de burbujas.Esta solucion
se puede guardar a 4°C por un mes.

2.- Reactivo A.
2 g de Tartrato doble de sodio y potasio més 100 g de bicarbonato de sodio fueron
disueftos en 20 mi de agua destilada, posteriormente a esta solucion se le agregé 50 mi de
. NaOH 1 N, para ser después aforada a 100 ml con agua destilada.Es posible almacenarla
. *en un recipiente de pléstico y mantenerla a temperatura ambiente por tres meses.
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3.- Reactivo B.

Se pesaron 2 g de tartrato doble de sodio y potasio més un gramo de sulfato de
cobre, llevandolo después a 50 ml con agua destilada ,después se agregé 10 mi de NaOH
1 N y se aforé a 100 ml; asi mismo, es posible almacenaria en un frasco de plastico y
menteneria a temperatura ambiente durante tres meses.

4.- Reactivo C.

1 ml del reactivo Folin-Ciicoteau 2 N se aforaron en 15 ml con agua destilada, esto
con el fin de tener una concentracion final de 0.15 N. Esta ultima solucién necesariamente
debe de ser preparada en el momento de su utilizacién.
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