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INTRODUCCION

1) Funcidn Testicular

El1 testiculo es un dérgano del aparato reproductor masculino
que puede funcionar como una glandula mixta, con funciones exbcrina y
endécrinas. Estd constituido por numerosos tabulos seminiferos y por
tejido intertubular, cubiertos por 1a tanica albuginea. La funcidn
enddcrina reside fundamentalmente en el tejido intertubular ya que en
este lugar se encuentra las células de Leydig gue produce andrbgenos
(Hooker, 1970).

La funcidén exbecrina se localiza en los tdbulos seminiferos en
donde se 1lleva a cabo l1a produccibén de espermatozoides que son
Jiberados a la 1luz del tibulo junto con el fluido testicular
(Setchell, 1970).

En los mamiferos el testiculo se encuentra en el saco escrotal
1o qgue hace gque su temperatura sea de 3 a 5 ©9C inferior a la del

abdomen {(Kormano, 1967}.

1.1) Efecto de la Glucosa en el Testiculo

Se ha demostrado que el testiculo de rata adulta depende de la
glucosa para la produccidén de gametos, ya dque cuando se induce la
hipoglucemia aguda por la administracidén de insulina se produce una
degeneracibn de 1las células germinales (Mancini y col., 1960). Ademés
cuando no se permite la entrada de glucosa por la a-dAministracidon de 5
tio-D-glucosa, se blogquea el transporte de glucosa al interior de 1las

células, produciendo infertilidad temporal por la desaparicidén de



espermitides y espermatocitos del epitelio germinal (Zysk y col.,
1975). In vitro se ha demostrado que la incubacién de rebanadas de
testiculo en presencia de glucosa aumenta 1la sintesis de proteinas y
de ARNm (Davis y Firlit, 1965). Sin embargo la glucosa no estimula los
niveles de ATP en testiculo de rata inmadura (Means y Hall, 1968) o
con criptorquidea (Davis, 1969; Gomez, 1971),

Por lo anterior se concluyd que los espermatocitos y 1las
espermatides eran las células responsables de los efectos gue la
glucosa produce en el testiculo adulto. Sin embargo, en 1las
espermidtides y espermatocitos aislados, con acceso libre a 1los
sustratos se elimina el posible papel regulador de 1las células de
Sertoli, la adicién de glucosa al medio produce un aumento de 1.5
veces la incorporacién de aminocdcidos marcados a proteinas (Nakamura Yy
Hall, 1976, 1977 y 1978). Ademds se ha observado que los
espermatocitos y las espermidtides aisladas e incubadas con glucosa
desminuyen sus niveles de ATP (Mita y Hall, 1982) y que 1la adicidén de
lactato simultdneamente con la glucosa impide ese decremento. Ademéas
se demostrd que el lactato era mads eficiente que la glucosa para
elevar los niveles de ATP y estimular la sintesis de proteinas (Jutte
y col., 1981), aungque la adicién de lactato no podia revertir
totalmente la diminucién de ATP producido por la incubacidén de 1la
glucosa (Nakamura y cél., 1978; Grootegoed y col., 1984).

La disminucidén de los niveles de ATP en las células germinales
aisladas inducida por la incubacibn en presencia Gnicamente de glucosa
no puede ser explicada ficilmente, ya que si se realizari la oxidacién

de cada molécula de glucosa hasta COp y H20 se producirian 36 ATP. La
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disminucidén de los niveles de ATP podria deberse a un desequilibrio
entre las reacciones de consumo de ATP durante la fosforilacibébn de los
sustratos y las reacciones de sintesis de ATP durante 1la oxidacién de
la glucosa. La disminucién en los niveles de ATP podria deberse a una
demanda que supere la velocidad con la que se degrada la glucosa y con
la gue se sintetiza ATP.

Se sabe que 1los espermatozoides del epididimo de toro
incubados con glucosa mantienen un flujo glucolitico lento en donde no
se obtiene aumento de los niveles de ATP, esta situacidn posiblemente
se debe a la hidrélisis de 1los intermediarios fosforilados como
glucosa-6-fosfato, fructuosa-6-fosfato ¥ fructuosa-1l-6-difosfato
haciendo que sea ineficiente 1a via glucolitica (Hammersted y Lardy,
1983).

En el higado se ha demostrado que en la via de degradacibn de
gluccsa hasta piruvato, 1las dos reacciones de fosforilacidn de
sustratos gque requieren ATP pueden ser revertidas por enzimas
diferentes {(como la fructuosa difosfatasa y 1la glucosa—6-fosfatasa)
que operan simultidneamente y gue dan por resultado el reciclaje de
sustratos (Lehninger, 1984).

En el espermatozoide de toro no fue posible identificar 1la
presencia de la gluccsa-6-fosfatasa (Hammersted y Lardy, 1983) con las
caracteristicas descritas por Nordlie y Soodsma (1966) para la enzima
hepatica y se concluybd que la glucosa-6-fosfato Yy la
fructuosa-1-6-difosfato podrian ser hidrolizadas por fosfatasas
inespecificas. Sin embargo, otras observaciones sugieren la presencia
de glucosa-6-fosfatasa en las células germinales. Hippaka ¥y Hammersted

(1978) determinaron y caracterizaron parcialmente 1la hidrébélisis de
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glucosa-6-fosfato en espermatozoides eyaculados de toro, Colilla vy
col., (1975) demostraron de manera parcial 1la presencia de la
glucosa-6-fosfatasa Yy fosfotransferasa en un homogeneizado total de
testicuio de rata. Recientemente Diaz, M. y Trejo, R. (1994)
caracterizaron la reaccidén de fosfohidrolasa de la glucosa-b6-fosfatasa
en fracciones enriguecidas con reticulo endoplasmico de testiculo de
rata inmadura y adulta y en células germinales aisladas en diferentes
estadios de maduraciédn. En la rata adulta la actividad de esta enzima
es menor gque la actividad en rata inmadura de 38 dias; por métodos
histoquimicos y mediante microscopia electrdnica también se ha
demostrado la presencia de esta enzima en el reticulo endoplasmico y
en el aparato de Golgi de espermatocitos y espermatides en maduracidn,
asi como en células de Leydig y Sertoli (Yokoyama, M., 1977; Tang ¥y

col., 1988; Thorne-Tjosland y col., 1991).

1.2) Glucosa-6-fosfatasa

La enzima glucosa-6-fosfatasa es muy importante ya dque es
reguladora de 1los pasos finales de la glucogendlisis y de 1la
gluconeogénesis (Cory y Cory. 1952). La glucosa derivada del glucbdgeno
puede ser liberada al torrente sanguineo y satisfacer 1las necesidades
energéticas de los diferentes tejidos.

La glucosa-6-fosfatasa es una proteina integral del reticulo
endoplésmico, los estudios hechos en higado y en otros tejidos asi 1lo
demuestran. Amar-Costesec y col., (1974), utilizando al higado como
modelo observaron que dicha enzima estd localizada en vesiculas

originadas del reticulo endoplidsmico llamados microsomas.



1.2.1) Reacciones que Cataliza la Glucosa-b-fosfatasa

Has y Byrne {(1960), Nordlie (1966), Stetten (1974), a través
de numerosos estudios, demostraron gque la glucosa-6-fosfatasa es una
enzima multifuncional capaz de degradar a la glucosa-6-fosfato (G-6-P)
y también de sintetizar este importante intermediario metabdlico. Las

reacciones catalizadas por la enzima son las siguientes:

1}G-6-P + Hp0 ——------- Glucosa + Pi (fosfohidrolasa)
2)PPi + Glucosa ------ G-6-P + Pi (fosfotransferasa)
AzQcar-P + G -=---——- G-6-P + Azl(car (fosfotransferasa)
Carbamil-P + G --——- G-6-P+NH3+COp (fosfotransferasa)
3)PPi + Hp0 —-~——---=-- 2Pi (pirofosfatasa)

Donde G-6-P=Glucosa-6-fosfato, PPi=Pirofosfato inorganico,

Azlicar-P=Azlicar Fosfato, G=Glucosa, Pi=Fosfato inorgéanico.

1.2.2) Componentes del Sistema Glucosa-b-fosfatasa

Arion y col., (1975) observarocn gue 1los microsomas con la
membrana intacta incubados en presencia de compuestos que actilan sobre
los grupos tiol (sH) como 5,5-ditiobis-nitrobenzocato (DTNB) .,
N-etil-maleimida (NEM) disminuian la actividad de 1la enzima, pero gue
cuando la integridad de 1la membrana de 1la vesicula se perdia, 1la
inhibicidén también desaparecia. Estos resultados sugirieron la
presencia de otras proteinas involucradas en la actividad de la enzima
Yy que esos inhibidores no afectaban directamente a la
glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa). El trabajo de Valquili y col., (1981)
utilizando maleimidas con diferente n(mero de carbonos en su cadena
(2-8) confirmbé que estos compuestos inhibian la actividad de la enzima

en microsomas intactos por la modificacidén de los grupos sulfhidrilos
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(SH) expuestos de la membrana, perc gque en microsomas permeabilizados
con detergentes estas sustancias no 1o hacian, apoyando las
observaciones de Arion y col., (1975).

Posteriormente se propusoc dque la enzima regquiere de 1la
actividad de 3 transportadores para la realizacién de sus funciones y
gue son especificos para transportar Pi-PPi, G-6-P o glucosa del
citoplasma al lumen del microsoma donde se encuentra el sitio
catalitico de la enzima y viseversa (fig. 1). E1 transportador O
translocasa 1 (Tl1) solo es capaz de transportar G-6-P, azlcares como
1a manosa-6-fosfato (M-6-P) no pueden penetrar la membrana del
reticulo endoplasmico.

E1 Pi es acarreado por el transportador 2 (T2) que ademas
transporta PPi y carbamil-fosfato (c-p) al interior de 1la vesicula
microsomal y liberar al medio el Pi producto de 1la hidrbélisis de
sustratos fosforilados como algunos azucares O PPi inorganico. Por
Gltimo la glucosa requiere de un tercer transportador (T3) para poder
atravesar la membrana (Arion y col.,1976).

Tambien se ha propuesto que la G-6-Pasa ragquiere de una
proteina estabilizadora (PE) que posiblemente regule 1la actividad de
ia enzima {(Waddell y col.,1990). Este modelo fue propuesto por Arion y
col. (1976) pero ha sido modificado el arreglo de estos componentes
dentro de la membrana del micrososma para interaccionar con el sitio

catalitico de la enzima (Foster y col.,1991),

1.2.3) Latencia de la Enzima
La permeabilizacidn o 1la solubilizacibn de la membrana

microsomal empleando detergentes o solventes aumenta la actividad de
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FIGURA 1: MODELO DEL COMPLEJO MICROSOMAL DE LA GLUCOSA-6-FOSFATASA

PPi
G-—P CP Pi
G-6-Pasg
Gluc.
G-6-P CP Pi
PPi
LUMEN Gluc.
CITOSOL

MEMBRANA DE RETICULO
ENDOPLASMICO

Representacidn de una vesicula membranal conteniendo el
sistema de Glucosa-6-Fosfatasa (modelo modificado por Foster,
1991). El1 Complejo enzimatico estd constituido de una
proteina estabilizadora (PE), la unidad catalitica (G-6-Pasa)
y 3 translocadores de sustratos que permiten la entrada o
salida de los sustratos, estas translocadores son:
Translocasa T1 de glucosa-b-fosfato (G-6-P). Translocasa T2
de pirofosfato inorganico (PPi), carbamil fosfato (CP} y

fosfato inorganico (Pi). Translocasa T3 de glucosa.




1a enzima G-6-Pasa. A este cambio de la actividad de la enzima sin la
participacién de 1los transportadores se denomina latencia (Arion ¥y
col.,1980}. Las modificaciones del reticulo endoplasmico son
dependientes de la temperatura y de 1a concentracidén del detergente
utilizado. Estudios realizados por Schuelze y col.{1985) mostraron gque
el uso de detergentes no ionicos como el Triton x-114 1liberan 1la
actividad total de la G-6-Pasa dependiente del tiempo ¥ de 1la
temperatura de preincubacién. A temperaturas altas la activacién por
detergentes es pequefia pero a 0°9C la latencia es alta. Se ha utilizadd
una variedad de detergentes anionicos, ionicos y anfifilicos para
estudiar la actividad hidrbélitica de 1la glucosa-6-fosfatasa. Snoke Yy
Nordlie {1967) empleando un homogeneizado total de higado observaron
un incremento en la actividad enzimidtica en presencia de desoxicolato
de sodio, colato, Triton X-100 y bromuro de cetril-metil amonio
(cTAB), otros detergentes inhibieron la actividad de la enzima, estos
fueron: lauril sulfato de sodio, Tween 20 Y -80. Ademas observaron gue
las 3 reacciones catalizadas  por la glucosa-6-fosfatasa eran
estimuladas por los detergentes en el siguiente orden: la reaccidn de
fosfotransferasa gue la de pirofosfatasa ¥y gue la fosfohidrolasa.
Ootro deterygente neutro es el 3(3-(colaidopropil
2_dimetilamonio)-4-propancsulfonato) (CHAPS) también ha sido utilizado
(Watts, 1990) y se ha observado que estimula a la actividad enzimatica

en forma estable por mas de 30 minutos a 30°C

1.2.4) Termosensibilidad de la Enzima
La actividad especifica de G-6-Pasa en microsomas intactos de

higado es similar a 0, 30 vy 370¢. Sin embargo el tratamiento con la



mayoria de los detergentes produce una enzima inestable a temperaturas
mayores de 0°C (Nordlie y Soodsma, 1966; Schuelze y col., 1985; Zakim

y Dannenberg, 1990)

1.2.5) Purificacién de la Enzima G-6-Pasa

A pesar de la importancia de esta enzima su purificacidn y
caracterizacidédn se ha logrado en pocos tejidos, ya que forma parte de
un sistema complejo y se requeriria de la purificacién de otros
elementos para reproducir su funcionamiento en modelos in vitro
(revisado por Nordlie y col., 1992).

En 1975, Anchors y Karnovski, (1975) describieron por primera
vez la purificacidén de la G-6-Pasa de cerebro, higado y rifibn de rata.
El peso molecular de 1la enzima purificada fue determinado por
electroforesis en geles de poliacrilamida-3SDS, y este fue de 28 kDa.
La G-6-Pasa extraida del higado y 1la placenta humana mediante &l uso
de detergentes tuvo un peso molecular de 58-64 kDa (Reczeck Yy Vilie,
1982), en franca discrepancia con el valor antericr. Debido a 1los
problemas en su purificacidn y reconstitucién muchos autores han
decidido utilizar a los microsomas intactos, porque se puede tener a
la enzima y a los transportadores ensamblados en la membrana
microsomal, aunque 1la actividad de 1la enzima medida sea menor a la

observada en vesiculas membranales tratadas con detergente.



ANTECEDENTES

Existen diversas evidencias que seflalan la presencia de esta
enzima en el testiculo. Utilizando un homogeneizado total de testiculo
de 1a rata adulta se determinaron los valores de la Km y la Vmax para
las reacciones de fosfotransferasa Y de fosfohidrolasa de 1la
glucosa-6-fosfatasa (Colilla y col., 1975).

Dias y Trejo, (1994) caracterizaron la actividad de
fosfohidrolasa de la G-6-Pasa del testiculo de la rata inmadura. En el
testiculo de rata de 38 dias de edad encontraron gque la actividad se
encuentra asociada a fracciones membranales que sedimentan a 9770 y
20000 x g.

Ademéis descartaron la participacién de la fosfatasa dcida
presente en el testiculo que podria participar en la hidrdlisis de la
G-6-P al incluir en el medio de incubacién un inhibidor de esa enzima
(cdip 2.5 mM). Observaron que la reaccidn de glucosa 6 fosfohidrolasa
presenta un pH 6ptimo de 6.5 semejante a lo reportado por Nordlie y
Soodma, (1966). A este valor de pH y en presencia de CdIp 2.5 lmM
presenta una Vmax de 1.0 umoles Pi/mg. prot. h y en ausencia del
inhibidor 1la Vmax fue de 1.53 umoles Pi/mg prot. h. La Km aparente
tanto en ausencia de CdI, como en su presencia fue de 20 mM.

Estos valores son muy semejantes a 10s reportados para 1la
enzima de los espermatozoides eyaculados de toro (Hipakka y
Hammersted, 1978)

Ademas observaron gue al igual gue la enzima de higado 1la del
testiculo fue inhibida por vanadato, teniendo una Igp de 5 uM.

La actividad de G-6-fosfohidrolasa se modificd segin el grado

1N



de desarrollo del reticulo endoplésmico.

£l nivel de actividad més alto se encontrd en espermidtides (en
fase de Golgi y de capuchdn) seguido por la de 1los espermatocitos
primarios y por 1la de espermatozoides. Estos resultados apoyan 1la
inmunoclocalizacidn por microscopia electrbénica reportada  por

Thorne-Thjomsland y col., (1991).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las espermidtides y los espermatocitos aislados e incubados con
glucosa disminuyen su concentracidn de ATP.

En el espermatozoide de toro se ha demostrado el
funcionamiento de los ciclos futiles, a nivel de 1la sintesis ¥y
degradacibén de G-6-P y de fructuosa-i-6-difosfato, solo que en este
caso las reacciones qgue libera glucosa Yy fructuosa son catalizadas por
fosfatasas inespecificés (Hammersted y Lardy, 1983). Esto da como
resultado la recrecidn de glucosa y fructuosa al medio y un descenso
en el contenido de ATP particularmente cuando se presenta el flujo
glucolitico lento.

Se ha determinado la presencia de la G-6-Pasa en el testiculo
siendo su actividad mé&s alta en 1as espermatides y espermatocitos
primarios.

No se ha demostrado si en las espermdtides y en 1los
espermatocitos se presentan ciclos futiles lo que explicaria 1a

disminucidén de ATP cuando se incuban estas células con glucosa.

11



OBJETIVO GENERAL -

Caracterizar dos de las reacciones catalizadas por la

glucosa-6-fosfatasa testicular: 1a reaccidén de fosfohidrolasa y la de

pirofosfatasa en la fraccidn subcelular de testiculo de rata inmadura

enriquecida con esta actividad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)Determinacidén de 1la termosengibilidad de la actividad de

G-6-fosfohidrolasa y pirofosfatasa.

b)}Efecto de 1la preincubacién de 1la enzima en ausencia de

sustrato.

c)Determinacién del efecto de detergentes sobre las reacciones

de G-6-fosfohidrolasa y pirofosfatasa de la glucosa-b6-fosfatasa.

d)Determinacién de la especificidad de la G-6-Pasa testicular

utilizando distintos sustratos fosforilados.

19
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d)Determinacién de la especificidad de la G-6-Pasa testicular

utilizando distintos sustratos fosforilados.
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MATERIALES Y METODOS

1) Obtencién de Fracciones Subcelulares

Lotes de 10 ratas macho de la cepa Sprawe Dowley de 38 dias de
edad fueron sacrificadas por dislocacibn cervical; los testiculos
fueron extraidos y recibidos en .olucidn salina isoténica (NaCl 154 mM
y HEPES 20 mM) amortiguada a pH 7.2 y enfriada previamente a 409C, Los
testiculos fueron liberados de 1la tunica albGginea y de los vasos
saguineos que 1los irrigan, se enjuagaron y Se secaron para Ser
pesados. Todo este procedimiento se realizd en el cuarto frio a 4°C
para evitar la accidén de enzimas proteoliticas. Una vez definido el
peso de 1los testiculos se prepard un homogeneizado al 10% (p/v) con
medio de homogeneizacidn (sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM, HEPES 20 mM)a pH
7.2 adicionado con inhibidor de tripsina de soya (100 ug/mi). Primero,
el tejido fue finamente picado con tijeras en el seno de 10 ml del
medio de homogeneizacidn, posteriormente se adiciondé el volumen del
medio restante y se homogeneizbé utilizando un homogeneizador Potter
Elveher con pistén flojo dando 5 golpes, después se empled un pistdn
apretado dando 4 golpes més.

E1 homogeneizado fue centrifugado para obtener las distintas
fracciones subcelulares siguiendo el esguema de la figura 2
(previamente establecido por Diaz y Trejo, 1994).

Las pastillas obtenidas a 9770, 20000 y 40000 x g se
resuspendieron con 10 ml de KCl 154 mM y se centrifugaron a 40000 x ¢
durante 40 min. a 49C. E1l sobrenadante obtenido se desecho ¥y 1las
pastillas fueron resuspendidas en 10 ml de sacarosa 20 mM - imidazol

20 mM a pH 7.2, se dividieron en alicuotas de 2 ml y se congelaron con
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FIGURA 2: ESQUEMA DE CENTRIFUGACION PARA LA OBTENCION
DE FRACCIONES SUBCELULARES

HOMOGENEIZADO [OTAL
770 x (10 MIn.)

1770 x (10 mIn.)

__S__L__p
g 1900 x (20 min.)
§--=--P

9770 x (30 MIN.)

20000 x (40 MIn.)

40000 x (30 MIN.)

120000 x (60 MIN.)

P--=-- CITOSOL

Los sobrenadantes (S) fueron centrifugados de acuerdo al
esquema para obtener distintas fracciones subcelulares
contenidas en las pastillas (P), las cuales fueron
almacenadas para posteriormente analizar su actividad de
fosfohidrolasa vy pirofosfatasa y oObtener 1la fraccidn

enriquesida con la enzima Glucosa-6-Fosfatasa.
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nitrégeno liquido para ser almacenadas en un congelador REVCO a -75°C

para su posterior utilizacidn.

2)Determinacibén de 1la Glucosa-6-fosfatasa

2.1)Reaccién de Fosfohidrolasa

La actividad de 1la G-6-Pasa en su reaccidn de
glucosa-6-fosfohidrolasa fue determinada por triplicado, wutilizando
alicuotas de 100 ug de proteina. E1 medio de incubacién empleado fue
MES 50 mM - imidazol 137 mM a pH 6.5 en presencia o ausencia de CdIj
2.5 mM f{(como inhibidor de la fosfatasa Acida contaminante). La
actividad se inicié por adicién de glucosa-6-fosfato 25 mM e
incubacién a la temperatura correspondiente. La reaccidédn se detuvo con
1 ml de HCl1l04 al 6%. Las proteinas precipitadas se separaron por
centrifugacidén a 3000 rpm X 15 min. a 4°9Cc. E1 Pi 1l1libkerado fue
recuperado en el sobrenadante y se cuantificd por el método de Bonting
y col., {1961) leyendo la absorbancia a 700 nm o por el método de

Lanzeta y col., (1972) a 660 nm.

2.2)Reaccibdn de Pirofosfatasa

La actividad de pirofosfatasa se midio tomando una alicuota de
100 ug de proteina de 1las fracciones membranales correspondientes,
usando el medio empleado para determinar la actividad de
glucosa-6-fosfohidrolasa, también se incluyb en el medio de incubacidbn
Ccdl, 2.5 mM como inhibidor de fosfatasa 4cida. La actividad se inicio

por la adicién de pirofosfato de sodio 5 mM e incubacidén a 1la
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temperatura correspondienﬁe y se detuvo por adicién de 1 ml de HCLO4
al 6%. Para separar las proteinas precipitadas se centrifugé a 3000
rpm x 15 min. Del sobrenadante se tomé una alicuota de 1 ml y <£=
adicioné 2 ml de reactivo de Bonting mas 0.3 ml de citrato de sodic al
34% para estabilizar la reaccidn. La densidad dptica se determind a

700 nm.
3)Tratamiento con Detergentes

3.1)Efectos de Detergentes Durante la Reaccidn Enzimatica

Alicuotas de 50 ug de proteina fueron preincubadas en hielo
por 10 min. con diferentes concentraciones de detergente. Las
concentraciones de desoxicolato empleadas fueron de 0 a 800 uM. La
concentracién micelar critica (CMC) para este detergente es de 0.9 mM
a 0 ©c.

En el caso de Triton X-100 1la actividad se determindé de 0 a
0.04% (p/v). Este detegente neutro tiene una CMC de 0.3 mM. Las
concentraciones de CHAPS fueron de 0 a 80 uM y 1la CMC de este
detegente es de 8mM. La reaccién de glucosa-6-fosfohidrolasa O de
pirofosfatasa se inicio por adicién del sustrato (glucosa-6-fosfato 25
mM o pirofosfato de sodio 5 mM) y se incubd a distintas temperaturas
(0, 20, 30, 379C). Se utilizé el método de Lanzeta y col. (1972) para

determinar el pi liberado durante la reaccidn.
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3.2)Preincubaciéon de 1las vesiculas Membranales con Diferentes
Concentraciones de Desoxicolato Yy Determinacidén de 1l1la Actividad
Enzimatica a una Menor Concentracién

Alficuotas de 200 ug de proteina fueron preicubadas en hielo 10
minutos en presencia de desoxicolato de sodio a las concentraciones
antes mencionadas en una relacién de detergente:proteina desde 30
ug:200 ug a 3 mg:0.0002 mg. después de la preincubacidn la muestra se
agité en un vortex y se tomaron alicuotas de 50 ug de proteina. Estas
alicuotas fueron adicionadas a 0.4 ml de medio de incubacidn sin
detergente y se determind su actividad enzimatica a 20 vy 37 ©Cc. La
reacciédn se detuvo con 1 ml de HCLO4 al 6%, se centrifugd para separar
las proteinas precipitadas y el Pi del sobrenadante se cuantifico por

el método de Bonting y col. (1961).

3.3)Preincubacién de ja Fraccién Membranal con Diferentes
Concentraciones de Desoxicolato ¥ Determinacién Enzimdtica del
Material Solubilizado y no solubilizado.

Aproximadamente 2 mg de proteina fueron preincubadas en 1 ml
con distintas concentraciones de desoxicolato (0.01%, 0.1% y 1% p/Vv)
durante 10 min. en hielo. Después se centrifugd a 3000 rpm durante 30
min. en una microcentrifuga, el material solubilizado por la accidn
del detergente se recuperd en el sobrenadante. La pastilla fue
resuspendida en 1 ml de sacarosa 250 mM-imidazol 20 mM a pH 7.2. A
cada una de las fracciones se 1les determiné el contenido de proteina
por el método de Bradford (1976) antes de determinar la actividad
enzimatica. Para ello se tomaron alicuotas de 50 ug de proteinas gue

se adicionaron a 0.4 ml de medio de incubacién. La actividad a 0, 20 y
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5)Determinacién del Pi Liberado Durante las Reacciones Enzimaticas

El1 Pi liberado se determindé por el método de Bonting y col.
(1961) utilizando 2 ml de reactivo de Bonting (4 g de sulfato ferroso
en 100 ml de una solucidn de HpS04 al 1.15 N en molibdato de amonio al
1%) vy 1 ml del sobrenadante obtenido después de adicionar HC104 6%. se
cuantificé midiendo 1a densidad Optica a 700 nm. Otra técnica
utilizada fue el método de Lanzeta y col. (1972) ., para la
determinacidén del Pi 1liberado se usaron 2 ml del reactivo de Lanzeta
(reactivo de verde de malaguita), 1la determinacibén se realizdé midiendo

1a absorvancia a 660 nm.

6)Determinacidon de Proteinas

La determincién de proteinas se realizd utilizando el método
de Lowry modificado por Hartree (1972). Ademas se utilizd el método
de Bradford (1976) (reactivo de azul de Coomassie) para determinar 1las

proteinas de las distintas fracciones membranales.
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RESULTADOS
1)Distribacidn Subcelular de la Glucosa-6-fosfatasa

1.1)Reaccidn de Glucosa-6-fosfohidrolasa

Utiiizando las fracciones subcelulares obtenidas por
centrifugacidén diferencial del homogeneizado total del testiculo de
rata de 38 dias de edad se determiné la actividad de 1la
glucosa-6-fosfohidrolasa a 37°C en presencia de CdIp, 2.5 mM para
inhibir 1a actividad de fosfatasa &cida. Se observé que la actividad
mAs alta se encontrd en las fracciones obtenidas a 9770 (p4) y 20000
(p5) x g, mientras que en las demds fracciones la actividad fue menor

(fig. 3).

1.2)Reaccidén de Pirofosfatasa

Las mismas fracciones subcelulares fueron analizadas para
determinar la reaccién de la pirofosfatasa eliminando la participacidn
de la fosfatasa acida con CdI, 2.5 mM. Las fracciones de 9770 (p4) y
20000 (p5) x g mostraron los mayores niveles de actividad (fig. 3).

Al comparar la distribucidén subcelular de la actividad de
pirofosfatasa en ausencia de Mg2+ Y la actividad de
glucosa-6-fosfohidrolasa, se observa que ambas presentan un perfil de
distribuciébn muyl semejante. La actividad especifica de 1la
glucosa-6-fosfatasa es mayor en las fracciones de 9770 y 20000 x g.
Sin embargo hay gque hacer notar gque 1las velocidades de reaccién de
hidrélisis de PPi es mucho més alta gque la de hidrblisis de G-6-P. La

cantidad de Pi liberada por la hidrbélisis de PPi a los 5 min. es

20



¥ J

FIGURA 3: DISTRIBUCION SUBCELULAR DE
GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA Y PIROFOSFATASA
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Promedio y desviacién estandar de 3 experimentos por
triplicado. Se muestra la actividad de fosfohidrolasa (0) vy
pirofosfatasa (@) en presencia de C€dIp 2.5 mM en las
distintas fracciones obtenidas por centrifugacidn; las
fracciones usadas son: Homogeneizado total de testiculo de
rata de 38 dias de edad (1), 770 x g (2), 1 900 x g (3), 9
770 x g (4), 20 000 x g (5), 40 000 x g (6), 120 000 x g (7)
y sobrenadante (8).
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alcanzada solo después de 30 min. cuando el sustrato es
glucosa-6-fosfato (fig. 3).

Observaciones descritas por otros autores (Delhumeau-Orgay Yy
col., 1973) sefialaron gque esta enzima es muy activa por lo tanto se
determind a solo a tiempos cortos de 5 min.

Para descartar si 1la actividad observada correspondia a 1la

pirofosfatasa inorgdnica dependiente de Mg2t descrita por
Delhumeau-Ongay y col., (1973) se estudio la distribucién especifica
de la reaccidn de pirofosfatasa estimulada por MgCl;. En estas

condiciones se observdé que la fracciédn mitocondrial (p2) y las dos
fracciones membranales que sedimentan a 40000 (p6) y 120000 {(p7) x g
presentan una actividad alta (fig. 4).

El citosol presentd la actividad especifica mas alta y debido
a que esta fraccidén representa el 26% de 1la proteina total, puede
considerarse que la pirofosfatasa inorgdnica dependiente de Mgl se
localiza en la porcidn soluble del citoplasma (fig. 4).

En ausencia de CdI; no se observaron cambios en el nivel de
actividad ni en la distribucidén subcelular (figura 4}.

Estos resultados indican gue la actividad de pirofosfatasa
determinada en ausencia de MgCl, y en presencia de CdIp que se asocia
a fracciones membranales gque sedimentan a 9770 y 20000 x g no puede

atribuirse a la actividad de pirofosfatasa inorgédnica antes observada.
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Actividad de Pirofoafatasa

FIGURA &4: DISTRIBUCION SUBCELULAR DE PIROFOSFATASA
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Los valores presentados son promedio con desviacibén estadar de

3 experimentos por triplicado. La figura muestra la actividad
de G-6-Pirofosfatasa en distintas fracciones subcelulares en
distintas condiciones ( en presencia de MgClp, en presencia
de CdIp y en ausencia de ambos compuestos). l.as fracciones
usadas son las siguientes: Homogeneizado total de testiculo
de rata de 38 dias de edad (1), 770 x g (2), 1 900 x g (3), 9
770 x g (4), 20 000 x g (5), 40 000 x g (6), 120 000 x g (7)
y sobrenadante (8).
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2)Efecto de la Temperatura Sobre la Glucosa-6-Fosfatasa Testicular.

2.1)Reaccién de 1la Glucosa-6-Fosfohidrolasa.

Se estudio el efectoc de la temperatura de incubacidn sobre la
reaccién de fosfohidrolasa. Para ello la fraccibén membranal se incubd
a 0, 20, 32, 37, 40, 45 y 50 ©C tanto en presencia de CdIz 2.5 mM como
sin éste. La reaccidédn de glucosa-6-fosfohidrolasa se mantuvo lineal
hasta pof 60 min. de incubacién a temperaturas de 20, 37, 40 y 50 °cC
(figura S5A). La adicibén de CdI 2.5 mM no modificd la actividad a 20 y
37 9c, pero a 40 y 50°C produjo una disminucién en el nivel y en el
comportamiento de la enzima respecto al tiempo y perdio su linearidad
despues de 30 min. (figura 5B).

En la gréfica de Arrhenius (figura 6) se puede observar gue
sin €dI; a medida gue aumenta la temperatura de 20 a 40 oCc 1la
hidrélisis de glucosa-6-fosfato se increnta y alcanza un nivel gque se
mantiene a 50 ©C. La adicibén de CdIp no modificd 1la estimulacibén por
el aumento de la temperatura hasta 37 O¢c pero a temperaturas mayores
se produjo una disminucidén abupta de la actividad hasta 1llegar a un
nivel constante a 50 y 60 ©C (figura 6}.

Para distinguir si el cambio en el patrdén de hidrblisis de la
glucosa-6-fosfato en presencia y ausencia de Cdi, se debia a la
posible participacién de 1a fosfatasa Aacida contaminante de 1las
fracciones wusadas, se decidio estudiar el comportamiento de 1la
fosfatasa acida a diferentes temperaturas con y sin Cdij.

En ninguna de las 2 condiciones se presento un comportamiento
bifadsico de 1la actividad, en ausencia del inhibidor 1la actividad

aumentd® con una sola pendiente hasta 40 °9C y en presencia de CdI; este
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Actividad de Fosfohidrolasa
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FIGURA 5: ACTIVIDAD DE GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA
A DIFERENTES TEMPERATURAS
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Actividad de G-6-Fosfohidrolasa a distintas temperaturas en
ausencia de €dI, (figura A) y en presencia de CdI; 2.5 mM
(figura B). Las condiciones experimentales de ambos
experimentos son las siguientes: 100 ug de prot. fueron
incubados en medio de incubacién MES 50 mM-imidazol 137 mM,
pH 6.5 v 25 mM de G-6-P. Los valores presentados son promedio

con desviacidén estandar de 3 experimentos por triplicado.
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FIGURA 6: GRAFICA DE ARRHENIUS DE LA ACTIVIDAD
DE GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA
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Actividad de Glucosa-6-Fosfohidrolasa testicular a distintas
temperaturas en presencia (7 ) o ausencia (& ) de CdIz. Los
valores representan el promedio de 3 a 6 experimentos por

triplicado medidos a una hora de actividad.
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FIGURA 7: GRAFICA DE ARRHENIUS DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ACIDA
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Actividad de fosfatasa &cida en 1la fraccidén usada para
determinar G-6-Pasa. Se determind 1la hidrélisis de
p-nitrofenil fosfato a diferentes temperaturas (z0, 37, 40,
50 y 60°C). La actividad fue determinada en presencia (%3 ) o
ausencia () de €dI; 2.5 mM; los valores presentados son el

promedioc de 3 experimentos por triplicado.
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incremento soclo se observé hasta 37 ©C. a temperaturas mayores la
actividad se mantuvo costante (figura 7).

El comportamiento de 1la glucosa-6-fosfohidrolasa y de la
fosfatasa 4cida a diferentes temperaturas en presencia de CdI; es
claramente distinto. La hidrdblisis de G-6-P en estas condiciones no
puede ser atribuida a la fosfatasa dcida, ya que esta disminuye en

presencia de CdIp.

2.2) Reaccidn de Pirofosfatasa

La reaccidn de pirofosfatasa catalizada por 1la
glucosa-6-fosfatasa testicular en presencia de CdIy 2.5 mM se
incrementd® a medida gque se elevaba la temperatura de incubacidén de 20
Oc a 37 ©°C. A temperaturas mayores de 40 y 50 ©C se estabilizd (figura
8). Esta reaccién presentd el comportamiento bifédsico observado en la
reaccidédn de fosfohidrolasa y con mayor similitud a 1la fosfatasa acida
por la actividad mostrada; 12 actividad de 1la PPasa a 37 ©C fue de
2.4%0.016 y la de 1la fosfatasa 4cida de 0.02 * 0.01 umoles/mg
prot.min. Esto equivale a una diferencia de 120 veces en el nivel de

actividad entre la pirofosfatasa y la fosfatasa dcida.
3) Termoestabilidad de 1la Glucosa-b-Fosfatasa Testicular a 37 ©C

3.1) Reaccidén de Glucosa-6-Fosfohidrolasa

Diaz y Trejo (1994) observaron que la actividad de 1la
glucosa-6-fosfohidrolasa del testiculo es 1lineal hasta 60 minutos de
incubaéién a 37 ©9C. En el presente trabajo se confirmo dicho

comportamientc y se demostrd gque con una concentracidén de sustrato de
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FIGURA 8: GRAFICA DE ARRHENIUS DE LA ACTIVIDAD
DE PIROFOSFATASA
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Actividad de G-6-Pirofosfatasa en presencia de pirofosfato de
sodio 10 mM mis CdI, 2.5 mM. La actividad se determind a
distintas temperaturas (0, 15, 20, 32, 37, 40 y 5009C). Los
valores son el promedio de 3 experimentos con determinaciones

por triplicado.
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25 mM la actividad permanece lineal hasta por 2 horas de incubacibn.
La adicién de CdI,; no afecto este comportamiento (figura 9). Estos
resultados muestran que )1 glucosa-6-fosfat..sa testicular no presenta
inhibicién gradual de su actividad por incubacidén a 37°9C en contrate
con la inhibicidén reportada para la glucosa-6-fosfatasa hepatica

incubada a temperaturas mayores de 0°C (Nordlie y Soodsma, 1966).

3.2) Reaccién de Pirofosfatasa Testicular

La alta actividad de pirofosfatasa del testiculo con y sin
CdI,; no permitid estudiar su comportamiento por tiempos largos de
incubacidén, sin embargo mantuvo una sola pendiente durante 15 min.
(figura 10). Estd reaccidén fue ihibida en menos del 10% por la aducibn

de CdIg.

3.3) Comparacidn de la Actividad de la Glucosa-6-Fosfatasa Testicular
y Hepatica en las Reacciones de Glucofosfohidrolasa Y de
Pirofosfatasa

Para determinar si las condiciones de incubacién protegian a
1a enzima de la inibicién del aumento en la temperatura, se determind
la actividad de 1la glucosa-6-fosfatasa hepédtica en las mismas
condiciones en qgue se midid a la enzima testicular.

Se obtuvo la fraccién membranal de 9770 x g de higado de rata
de 38 dias de edad y se determinbé el efecto del tiempo de incubacidn
sobre la reaccidn de fosfohidrolasa. En ausencia de Cdl; la hidrélisis
de glucosa-6-fosfato fue lineal hasta 90 min. a 37 ©°C (figura 11). Sin
embargo, la adicidén de CdI; si disminuyd la actividad de 1la enzima

hepdtica observandose una inhibicién del 85% a una hora de incubacidn
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FIGURA 9: ACTIVIDAD DE GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A
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Termoestabilidad de la Glucosa-6-Fosfohidrolasa de testiculo
de rata de 38 dias de edad a 379C a distintos tiempos de
incubacidén. La actividad se midid en presencia (0) o ausencia
(6) de C€dip 2.5 mM, los valores son el promedio con
desviacidn estandar de 3 experimentos por triplicado.
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FIGURA 11; ACTIVIDAD DE GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA
DE WIGADO DE RATA DE 38 DIAS DE EDAD
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se midio con alicuotas de 100 ug de proteina e incubadas en
medio MES 50 mM, imidazol 137 mM a pH 6.5, 25 mM de G-6-P.
Los valores son promedio con desviacidn estadar de 3

experimentos por triplicado.
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(figura 11).

En la tabla 1 se puede comparar 1las actividades de la
glucosa-6-fosfatasa testicular y hepatica en 1las 2 reacciones
estudiadas. En ausencia de CdIp, 1a reaccién de glucofosfohidrolasa de
1a enzima de higado es 8 veces mis activa que la enzima de testiculo,
mientras con 2.5 mM de CdIp su actividad es 4 veces mayor gque la del
testiculo. En la reaccidn de pirofosfatasa la actividad del higado no
es muy diferente a la que presenta el testiculo, tanto en presencia
como en ausencia de CdI;, es muy interesante que las reacciones entre
las velocidades de 1la glucosa—6—fosfohidrolasa/pirofosfatasa para la
enzima hepética fue 2 y 1, en ausencia y presencia de CdIj
respectivamente. En el caso de la enzima testicular esta relacidn
alcanzd valores mucho més bajos, de 0.37 ¥ 0.34 en las mismas
condiciones. Esto puede sugerir que 1a enzima testicular hidroliza

preferentemente PPi.

4) Tiempo de Decaimiento de la Reaccidn de Glucosa-6-Fosfohidrolasa
Testicular

para definir si la termoestabilidad de la glucosa-6-fosfatasa
testicular se debia al efecto protector de altas concentraciones de
glucosa-6-fosfato (25 mM), se decidié preincubar a la enzima a 37 °C
en ausencia de sustrato por diferentes tiempos en presencia de CdIp.
Los resultados de la figura 13 muestran gque la actividad decae
gradualmente en 1lo0s primeros minutos de preincubacién sin el gustrato,
pero alcanza un nivel constante desde los 15 min. hasta 10s 60 min. de
preincubacién. La enzima preincubada 10 minutos sin el sustrato mostrd

una actividad 50% menor a la actividad de la enzima control, pero su
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TABLA 1: COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES DE FOSFOHIDROLASA
Y PIROFOSFATASA DE HIGADO Y TESTICULO DE RATA DE 38 DIAS DE EDAD

GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA

(umoles Pi mg prot-15 min)

PIROFOSFATASA

(umoles Pi/mg prot-15 min)

HIGADO

TESTICULO

HIGANO

TESTICULO

Control

3.39 £ 0.13

Control

0.436 t 0.21

Control

1.61 £ 0.06

Control

1.17 £ 0.04

+CdlI,

1.71 £ 0.02

+CdI,

0.416 t 0.039

+cd1,

1.20 £ 0.19

+CdI2

0.92 £ 0.11

Tabla comparativa de las actividades de

fosfohidrolasa ¥

pirofosfatasa de las enzimas Glucosa-6-Fosfatasa de testiculo
e higado de rata de 38 dias de edad en presencia o ausencia
de CdI, 2.5 mM. Las actividades de ambas enzimas fueron

determinadas en las mismas condiciones experimentales.
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FIGURA 12: ACTIVIDAD DE PIROFOSFATASA HEPATICA A 370C
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CdI, 2.5 mM. La actividad se determind con 100 ug de proteina
en medio MES 50 mM, imidazol 137 mM pH 6.5 y 5 mM de
pirofosfato de sodio. Los valores son promedio con desviacidn

estandar de 3 experimentos por triplicado.




FIGURA 13: EFECTO DE LA PREINCUBACION EN AUSENCIA
DE SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA TESTICULAR
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Actividad de Fosfohidrolasa de la enzima G-6-Pasa testicular
preincubada en ausencia de sustrato a 37°C y en presencia de
CdI, 2.5 mM por distintos tiempos. La actividad se inicio al
adicionar 25 mM de G-6-P y se continudé la incubacidén por 30
min. miés a la misma temperatura. Los valores representan el
promedio de 3 experimentos con desviacidén estandar por
triplicado.




comportamiento siguio siendo lineal hasta por 60 minutos de incubacibn
a 379C (figura 14). Estos resultados sugieren gue cuando se preincuba
sin sust ato la enzima alcanza un estado estable de menor actividad.

Para determinar si la temperatura también afectaba el nivel de
actividad alcanzado por la enzima preincubada sin sustrato se desidié
estudiar el efecto de la preincubacién a 40 °C. A esti temperatura la
preincubacién sin sustrato no modificé el patrén de distribucibén de la
actividad y el nivel de actividad alcanzado a 37 vy a 40 ©°C fue muy
semejante (figura 15). Sin embargo al preincubar sin sustrato a la
enzima a 50 ©C no se observaron modificaciones en 1la actividad a
distintos tiempos de preincubacién (no se muestran 10S datos en esta
tesis). Estos resultados sugieren gque la enzima testicular puede
alcanzar un nivel estable con menor actividad ya sea por incubacidn a
altas temperaturas © por preincubacién en ausencia de sustrato.

Para descartar el efecto de Cdalp sobre el sistema
transportador de glucosa-6-fosfato y/o la enzima directamente se
decidid estudiar el efecto de la preincubacibén a 37 ©C sin sustrato en
un medio carente de CdI;. A diferencia del resultado obtenido con C
CdI, {figura 13), 1la preincubacién de 1la enzima sin sustrato en
ausencia de CdI; no produjo una disminucidén en la actividad a pesar de
haber sido preincubada a tiempos largos de hasta 60 min. (figura 16).

Estos resultados parecen indicar que el CdIj es responsable de
disminucidn de 1la actividad de la enzima preincubada en ausencia de

sustrato. Sin embargo no se estudid el efecto de la preincubacidn sin

CdI, a otras temperaturas.



Actividad de Fosfohidrolasa Test.

FIGURA 14: EFECTO DE LA PREINCUBACION EN AUSENCIA DE
SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A 400C
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Actividad de Fosfohidrolasa de la enzima G-6-Pasa testicular
preincubada en ausencia de sustrato a 379C y en presencia de
cdI, 2.5 mM por distintos tiempos. La actividad se inicio al
adicionar 25 mM de G-6-P y se continud la incubaciém por 30
min. mis a la misma temperatura. Los valores representan el
promedioc de 3 experimentos con desviacién estandar por

triplicado.
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Actividad de Fosfohidrolasa

FIGURA 15: EFECTO DE LA PREINCUBACION EN AUSENCIA DE
SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE GLUCOSA-6-FOSFORIDROLASA
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preincubada 10 min. a 379¢ en ausencia de sustrato y en
presencia de CdIp 2.5 mM e incubadas por distintos tiempos a
la misma temperatura con 25 mM de G-6-P. Los valores son

promedio con desviacién estandar de 3 experimentos por
triplicado.
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FIGURA 16: EFECTO DE LA PREINCUBACION EN AUSENCIA DE
SUSTRATO Y SIN CpIp SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
GLUCCSA-6-FOSFOHIDROLASA TESTICULAR
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preincubada 10 min. sin sustrato ¥ sin CcdI, a 379C en
distintos tiempos, la actividad fue iniciada por adiciédn de
G-6-P 25 mM durante 30 min. Los valores son promedio con

desviacidn estandar de 3 experimentos por triplicado.



5) Latencia de la Glucosa-6-Fosfatasa Testicular
5.1) Efecto de Detergente Sobre la Reaccidédn de Glucosa-6-Fosfatasa
Para definir 1a latencia de (glucosa-6-fosfatasa testicular se
determinaron las reacciones de fosfohidrola y pirofosfatasa a
diferentes temperaturas con distintas concentraciones y tipos de
detergente.

A)Efecto del Detergente Sobre la G-6-Fosfohidrolasa Durante la
Reaccidn Enzimdtica a 37 ©cC

Efecto del Tritdédn X-100

E1 Tritdén X-100 es un detergente no idnico cuya concentracidn
micelar critica es 0.240 mM (Lichtemberg y col. 1983) su inclusidn en
el medio de incubacién a concentraciones de 13.78 a 55 uM produjo una
disminucidén gradual de la actividad alcanzando una inhibicién del 43%
a una concentracidédn de 55 uM (figura 17).

Los datos de 1as concentraciones usadas y de 1la relacién
proteina/detergente en cada caso se presenta en la tabla 2, la cual
muestra una relacién menor a la utilizada para activar a la enzima
hepatica.

Efecto del Detergente zwiteridnico o anfifilico CHAPS

E1 caso del detergente anfifilico CHAPS a diferentes
concentraciones produjo una disminucién de la
glucosa-6-fosfohidrolasa, que no se modifico por la presencia ©
ausencia de CdIp(figura 18).

Este detergente fue usado en unh rango de concentracidén que iba
de 0.25 uM a 768 uM y la relacidn proteina/detergente en cada caso se
presenta en la tabla 3, esta relacién al igual gue en el caso del

Triton X-100 guedo por debajo de 1la relacién utilizada por Watts Y

bz
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Actividad de Fosfohidrolasa

FIGURA 17: EFECTO DE TRITON-X-100 SOBRE LA REACCION
DE GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A 370C
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Actividad de C-6-Fosfohidrolasa testicular en presencia de

distintas concentraciones de Tritén-X-100 preincubado 10 min.
a 0°C sin sustrato, 1a actividad se inicio al adicionar G-6-P
25 mM al medio con detergente y 50 ug de proteina, después de
30 minutos de actividad se detuvo Y cuantifico el Pi
liberado. Los valores presentados son promedio con desviacion

estandar de 3 experimentos por triplicado.
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TABLA 2: CONCENTRACIONES DE TRITON-X-100 Y SU RELACION CON PROTEINA

Concentracidn Detergente proteina/detergente
(uM) (Hg)
13.78 4.36 11.54
- 27.5 8.66 5.77
55 17.3 2.89

Las concentraciones de Tritbén-X-100 son las utilizadas para
determinar la latencia de la G-6-Pasa testicular. Se muestra
ia relacién de ©proteina/detergente presente en cada
concentracién. Las concentraciones de detergente usadas son
menores a la concentracién micelar critica (CMC) la cual es
0.3 mM.
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FIGURA 18: EFECTO DE CHAPS SOBRE LA REACCION DE
GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A 370C

L -’V /T\"" _Cd]p
o
) . ¢ d O—
® L = +Cdl.

o

A .

o 1.00 | | i

o .

woow 1

w O

o %

] o 0.75 -

v o

T 1=

=

® m 050

et

ol 91}

b ®
~ - -
_ 8 2,025

< =

' 0.00 ! v | L
O 2 40 80

) _ [CHAPS] 1M

Actividad de G-6-Fosfohidrolasa testicular en presencia de
distintas concentraciones de detergente CHAPS preincubados 10
min. a 0°C en ausencia de sustrato, 1la preincubacidn se
realizd en presencia { ¢) o ausencia (0o ) de CdIp 2.5 mM. La
actividad se inicio al adicionar 25 mM de G-6-P al medio con
detergente y 50 ug de proteina testicular. Los wvalores son

promedio de 3 experimentos por triplicado.

a5



»

TABLA 3: CONCENTRACIONES DE CHAPS Y SU RELACION CON PROTEINA

Concentracidn Detergente en 0.3 ml | proteina/detergente
(HM) . (HG)
0.25 .05 1000
0.51 c.1 500
1.02 0.2 250
2.04 0.4 125
6.40 1.25 40
17.9 3.5 14.28
38 7.5 6.66
89.6 17.5 2.82
195 37.5 1.33
384 75 0.66
768 150 0.33

Las concentraciones de CHAPS son las utilizadas para
determinar la latencia de 1la 3-6-Pasa testicular, estas
concentraciones se usaron incubando la proteina en el medio
de incubacidn con detergente a 0°. Se muestra la relacidn de
proteina/detergente presente en cada concentracidén usada. E1
detergente usado es menor 2 la concentracidn micelar critica

{CMC) la cual es 8 mM.
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Faraj (1990) para activar a la enzima hepética.

Efecto del Desoxicolato

Se e.tudio el efecto de diferentes concentraciones de
desoxicolato de sodio durante la reaccién enzimatica (de 7.7 a 770 uM)
en presencia y ausencia de CdI, 2.5 mM. La tabla 4 resume la relacidn
proteina/detergente en cada una de las concentraciones usadas, estas
relaciones iban desde rangos inferiores hasta rangos superiores a las
utilizadas por Schuelze y col. (1985). El desoxicolato de sodio es un
detergente anidnico con una concentraciédn micelar critica a O oC de >
mM (Lichtemberg y col. 1983). A 0 y 20 Oc no se observd aumento en la
actividad de la glucosa-6-fosfohidrolasa tanto en presencia como en
ausencia de CdI, (figura 19 y 20). A 37 oc sin CdI, si se observd un
incremento del 44% en la hidrdélisis de G-6-P (figura 19).

El aumento de 1la actividad por adicidén del detergente es
equivalente a la latencia de glucosa-6-fosfatasa testicular, que
alcanzd por lo tanto el 44%. Este incremento se alcanzbd desde una
concentracién de 7.7 uM y se mantuvo constante hasta 385 uM del
detergente (figura 19). La relaciédn proteina/detergente en este rango
de concentraciones alcanzé valores de 50 a 1.

Un hallazgo muy importante fue observar gque e€n presencia de
CdI, 2.5 mM el desoxicolato produjo una inhibicién en 1la actividad
dependiente de 1la concentracién de detergente empleada llegando a un
valor de 43% (figura 20).

Comparando las relaciones de proteina/detergente (CHAPS,
Tritdédn X-100 y desoxicolato) se observa que aun teniendo relaciones de
proteina/detergente muy altas o muy bajas la actividad enzimatica se

ve disminuida.
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TABLA 4: CONCENTRACIONES DE DESOXICOLATO DE SODIO Y
SU RELACION CON PROTEINA

Concentracién Detergente en 0.3ml proteina/detergente
(HM) (Hg)
. 7.7 1 50
15.4 2 25
30.8 i 12.5
38 5 10
96 12 4.16
192 25 2
385 50 1
770 100 0.5

Las concentraciones de Desoxicolato de sodio son las
utilizadas para determinar la latencia de la G-6-Pasa
testicular, estas concentraciones se usarcn incubando 1la
proteina con detergente en el medio de incubacidén a 0°. Se
muestra la relacién de proteina/detergente usada en cada
concentracién. Las concentraciones de desoxicolato usadas es

menor a la concentracidén micelar critica (CMC) reportada la

cual es 0.9 mM.
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FIGURA 19: EFECTO DE DESOXICOLATO SOBRE LA
REACCION DE GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA
A DIFERENTES TCMPERATURAS SIN Calp
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Actividad de G-6-Fosfohidrolasa testicular en presencia de
distintas concentraciones de desoxicolato de sodio
preincubados 10 min. & 0o, en ausencia de sustrato y en
ausencia de CdIp. La actividad se inicid al adicionar 25 mM
de G-6-P al medio con detergente Y proteina microsomal, la

incubacién se realizd a diferentes temperaturas por 30 min..

Los valores son promedio con desviacidén estandar de 3

experimentos por triplicado.
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FIGURA 20: EFECTO DE DESOXICOLATO SOBRE LA
REACCION DE GLUCOSA-6-FOSFORIDROLASA
A DIFERENTES TEMPERATURAS CON Calyz
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Actividad de G-6-Fosfohidrolasa testicular en presencia de
distintas concentraciones de desoxicolato de sodio
preincubados 10 min. a 09, en ausencia de sustrato y en
presencia de CdI;. La actividad se inicid al adicionar 25 mM
de G-6-P al medio con detergente y proteina microsomal, la
actividad fue determinada a diferentes temperaturas por 30
min.. Los valores son promedio con desviacién estandar de 3

experimentos por triplicado.
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Efecto del Desoxicolato Sobre 1l1la Reaccidn de Pirofosfatasa

En presencia de CdIj 1la adicidén de desoxicolato a diferentes
concentraciones no estimuld 1la hidréiisis de PPi a ninguna de lus 4
temperaturas ensayadas (0, 20, 32 y 37 oc), (figura 21).

B)Efecto de la Preincubacidén con el Detergente

Para asegurar la accién del detergente se decidio preincubar
jas vesiculas membranales a O ©C con distintas concentraciones de
desoxicolato gque iban desde 0.516 hasta 63 uM utilizando 600 ug de
proteina y tomando alicuotas de 100 ug para el ensayo enzimdtico. La
reaccidén de glucosa-6-fosfohidrolasa fue determinada a 20 y 37 ©C con
y sin CcdI, 2.5 mM. A 20 ©C en ausencia de CdIp se observd un
incremento del 5% que se mantuvo desde 0.8 hasta €0 uM (figura 22 A}.

A 37 OC en presencia de CdI, la actividad se mantuvo mas o

menos constante. En ausencia de CdIp la actividad se inhibidé en un 50%
{figura 22 B).
C)Preincubacidn de la Fraccidén Membranal con Diferentes
Concentraciones de Detergente y Determinacién de 1la Actividad
Enzimatica en el Material Solubilizado y no Solubilizado a 0, 20 y 37
le

A O ©°C sin CdI, con 0.01% del desoxicolato equivalente a una
concentracién de 241 uM se disolvio el 40% de la proteina y se
recupero en el sobrenadante.

Se observd que 1la actividad del material insoluble y del
solubilizado fue 3 veces mayor gque la actividad de las vesiculas sin
preincubacién con el detergente. La reaccibn de
glucosa-6-fosfohidrolasa alcanzd niveles semejantes en las dos

fracciones después del tratamiento con detergente (figura 23 A).
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FIGURA 21: EFECTO DE DESCXICOLATO SOBRE LA
REACCION DE PIROFOSFATASA A
DIFERENTES TEMPERATURAS CON C I
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Actividad de pirofosfatasa de la enzima G-6-Pasa testicular
en presencia de distintas concentraciones de desoxicolato de
sodio preincubado 10 min. a 0°. La preincubacién se realizd
en ausencia de sustrato y en presencia de CdIj 2.5 mM. La
actividad se inicio por adicién de pirofosfato de sodio 5 mM
al medio de incubacidn con detergente vy proteina microsomal,
la actividad fue determinada a diferentes temperaturas por 10
min.. Los valores son promedio de 2 experimentos por

triplicado.
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FIGURA 22 A: EFECTO DE LA PREINCUBACION DE MICROSOMAS
CON DESOXICOLATO DE SODIO A 200
SOBRE LA GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA
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de proteina en distintas concentraciones de detergente, de 1la
suspencién se tomdé 100 ug de proteina incubandose en medio de
incubacién sin detergente en presencia (®) o ausencia (o) de
cdI, 2.5 mM. La actividad se inicio por adicién de G-6-P 25
mM a 20°C. Los valores son promedio con desviacidn estandar

de 3 experimentos por triplicado.
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FIGURA 22 B: EFECTO DE LA PREINCUBACION DE MICROSOMAS
CON DESOXICOLATO DE SODIO A 370
SOBRE LA GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA
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Actividad de G-6-Pasa en presencia de distintas
concentraciones de desoxicolato de sodio, preincubando

concentraciones de 600 ug de proteina en distintas
concentraciones de detergente durante 15 min. a 0°9. De 1la
suspencidn se tomd un volumen eguivalente a 100 ug de
proteina y se incubd en medio de incubacién sin detergente
tanto en presencia (e) o ausencia (o) de Ccdl, 2.5 mM. La
actividad se inicidé por adicidén de G-6-P 25 mM a 379C durante
30 min.. Los valores son promedio de 3 experimentos por

triplicado.
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A 0.1% (o 2.4 mM) de desoxicolato se observd una
solubilizacidn del 75% de las proteinas preincubadas. La actividad del
sobrenadante y de la pastilla fue similar a la de l1la. vesiculas sin
tratamiento pero mostro una dgran variabilidad (figura 23 A).

A 1% o 24 mM de desoxicolato se solubilizdé el 100% de 1las
vesiculas membranales y la actividad alcanzd un nivel 2 veces mayor al
de las vesiculas sin preincubacién con el detergente (figura 23 A).

La inclusién de CdI, en el medio de incubacibn para determinar
la reaccidén de glucosa-6-fosfohidrolasa, pero no durante el
tratamiento con el detergente, no modificé el nivel de la actividad
(figura 23 B).

Las vesfculas tratadas con 0.01% o 24 uM de desoxicolato
permitieron demostrar una latencia del 300% en la actividad de la
fraccidén no solubilizada gque no fue modificada por la presencia de
cdI,. La actividad de la fraccién solubilizada si se afecto por 1la
presencia del CdI,, alcanzando solo una latencia de 200%.

A 20 ©c y sin (dIp durante 1la reaccién enzimatica el
tratamiento con desoxicolato 0.01% no modificé la actividad de 1la
fraccibén solubilizada y de 1la pastilla ¥y mostré variaciones
importantes en su actividad (figura 24 A). a 2.4 mM (0.1%) de
detergente la fraccién no solubilizada aumento su actividad 50% y el
sobrenadante no mostrd cambios significativos. Con 24 mM (1%) de
desoxicolato se observdé una inhibicidén del 70% en la reaccién de
glucosa-6-fosfohidrolasa (figura 24 A).

La presencia de CdI; en el medio de incubacién durante la
determinacién de la actividad de 1las vesiculas tratadas con 3

concentraciones de desoxicolato a 241 uM (0.01%) mostrd una



FIGURA 23: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DESOXICOLATO
SOBRE LA GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A 0O
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Actividad de Glucosa-6-Fosfohidrolasa tratada con diferentes
concentraciones de desoxicolato a 0°C durante 15 min. La actividad
fue medida en la porcidn solubilizada (S) vy en la no solubilizada
(P) separadas por centrifugacibn, asi como en vesiculas membranales
sin tratar. La actividad fue medida en medio de incubacidén con 25
mM de G-6-P en ausencia de CdI; (figura A) como en presencia de
€di; 2.5 mM. (figura B), a temperatura de 09C durante 30 min. Los
valores presentados son promedio con desviacién estandar de 3

experimentos por triplicado.
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Actividad de Fosfohidrolasa

FIGURA 24: EFECTO DEL TRATMIENTO CON DESOXICOLATO
SOBRE LA GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A 200C
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Actividad de Glucosa-6-Fosfohidrolasa tratada con diferentes
concentraciones de desoxicolato a 0°C durante 15 min. La actividad
fue medida en 1la porcidn solubilizada (S) v en la no solubilizada
(P) separadas por centrifugacidn, asi como en vesiculas membranales
sin tratar. La actividad fue medida en medio de incubacidn con 25
mM de G-6-P en ausencia de CdI; (figura A) como en presencia de
cdI, 2.5 mM. (figura B), a temperatura de 20°C durante 30 min. Los
valores presentados son promedio con desviacién estandar de 3

experimentos por triplicado.
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FIGURA 25: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DESOXICOLATO
SOBRE LA GLUCOSA-6-FOSFOHIDROLASA A 370C
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Actividad de Glucosa-6-Fosfohidrolasa tratada con diferentes
concentraciones de desoxicolato a 0°C durante 15 min. La actividad
fue medida en la porcién solubilizada (S) y en la no solubilizada
(P) separadas por centrifugacién, asi como en vesiculas membranales
sin tratar. La actividad fue medida en medio de incubacidén con 25
mM de G-6-P en ausencia de CdI, (figura A) como en presencia de
Ccdip 2.5 mM. (figura B), a temperatura de 379C durante 30 min. Los
valores presentados son promedio con desviacién estandar de 3

experimentos por triplicado.
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6. Efecto del Tratamiento con Desoxicolato Sobre la Membrana
Microsomal

Las vesiculas membranales antes del tratamiento con

desoxicolato y sin €dI2 en el medio de incubaciédn mostraron capacidad
para hidrblisar glucosa-6-fosfato (G-6-P), manosa-6-fosfato (M-6-P),
pirofosfato de scdio (PPi) vy fructosa-1-6-difosfato (F-1,6-DP)}. La
actividad en presencia de G-6-P 'y M-6-P fue semejante, pero 1la
hidrblisis de F-1,6-DP solo alcanzd el 24% del nivel dgue se alcanzd
con los otros 2 azicares. Después del tratamiento con desoxicolato 241
uM (0.01%) la hidrbdlisis de M-6-P, F-1,6-DP ¥ de PPi se incrementd en
1a fraccidén no solubilizada por el detergente. En 1a porcidén soluble
1a hidrélisis de G-6-P y de M-6-P fue inhibida en un 50 y 63%
respectivamente.

La hidrblisis de PPi en la fraccién solubilizada alcanzd el

mismo nivel antes de la preincubacidén con el deteryente (figura 26 A).

En presencia de €dI2 S© observaron niveles menores de actividad con
G-6-P y M-6-P pero no se modificdé la actividad con PPi y F-1,6-DP. La
actividad de la pastilla no solubilizada por el detergente incrementd
20% con M-6-P, 40% cuando el sustrato fue PPi y 100% con F-1,6-DP. Sin
embargo con G-6-P no hubo incremento sino inhibicidén del 20%.

La actividad del sobrenadante con PPi y F-1,6-DP no se afectb

por la presencia de CdI; en el medic de incubacidén (figura 26 B).
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FIGURA 26 A: EFECTO DE DESOXICOLATO AL 0.01%
SOBRE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE LA
GLUCOSA-6-FOSFATASA TESTICULAR SIN Cal2
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Actividad de la especificidad de 1la G-6-Pasa despues del
tratamiento con 0.01% de desoxicolato. La actividad fue medida en
las fracciones solubilizada (S) y no solubilizada (P) asi como en
un control no tratado con detergente (M), para 1o cual se uso
distintos sustratos fosfatados. La actividad enzimatica se
determind en alicuotas de 50 ug de proteina en medio de incubacidbn
sin CdIp. Los valores presentados son promedio con desviacidn

estandar de 3 experimentos por triplicado.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman Yy
amplian las observaciones previas de Diaz y Trejo (1994), demostrando
gue las fracciones de testiculo de rata inmadura que sedim ntan a 9770
y 20000 x g estan enriquecidas en la actividad de glucosa-6-fosfatasa.
La aceleracién gque se reguiere para sedimentar las vesiculas
testiculares con esta actividad es 5 veces menor a los reportados para
higado por varios autores (Waddell y Burchell, 1980; Schuelze y col.
1985) 1los cuales han utilizado la fraccidén membranal gque sedimenta a
100 000 x g como fuente de esta enzima. Fisher y Stetten, (1966)
reportaron gque el 99% de esta actividad se recuperaba en la fraccién
que sedimenta a 120 000 x ¢g. En el caso de la enzima testicular no se
observa una fraccidén claramente enrigquecida en esta actividad
enzimitica. El 60% de 1la actividad total se recupera en las 2
fracciones membranales y el resto se distribuye en las otras
fracciones membranales.

A1 analizar 1a distribucién subcelular del contenido de
proteina en cada fraccibén, observamos que la pastilla que sedimenta a
9770 x g Y el citosol representa alrededor del B80% de la proteina
total vy el 20% restante se distribuye en las otras fracciones
membranales restantes. Las fracciones de 9770 y 20000 x g representan
menos del 10% de la proteina total y el 60% de la actividad total de
la glucosa-6-fosfatasa, demostrando asi su enriguecimiento en
vesiculas derivadas de reticulo endoplésmico.

La fracciédn microsomal que sedimenta a 120 000 x g representa

solo el 1% de la actividad total y el 3% de la proteina total. La
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fraccidén testicular enriquecida con esta actividad podria corresponder
a una fraccidén de reticulo endoplésmico pesado como Se ha descrito
para el higado.

Es muy importante sefialar gue en ratas de 38 dias de edad el
60% de la poblacidn celular gue constituye el epitelio germinal son
espermdtides (Clermont y Perey, 1957) y la fragmentacidn hombgenea del
reticulo endoplasmico en vesiculas ligeras, como en el <€aso de higado
no parece posible. Esto puede deberse a la organizacidén altamente
especializada del reticulo endopldsmico en estructuras alrededor del
flagelo y de los tubos caudales (Clermont y Perey, 1978). No existen
reportes gue seflalen 1la distribucién subcelular de esta enzima, con
105 cuales comparar nuestros resultados, pero estudios histogquimicos
han revelado su presencia en el reticulo endopldsmico y el aparato de
Golgi de las células del epitelio germinal (Yokoyama y Chang., 1977;
Thorne-Tjomsland ¥ col.,1991).

La semejanza en la distribucién subcelular de las 2 reacciones
catalizadas por 1la glucosa-6-fosfatasa testicular, fosfohidrolasa Y
pirofosfatasa, confirman gue 1la glucosa-6-fosfatasa testicular esta
ssociada a las 2 fracciones de reticulo endoplédsmico gque sedimentan a
g770 y 20000 x g. Fisher y Stetten (1966) observaron una actividad
especifica del mismo rango en estas 2 reacciones en 1la fraccidn
microsomal de higado. Este resultado es diferente al obtenido en el
testiculo inmaduro ya gque 1la reaccién de pirofosfatasa tiene una
actividad 4 veces mayor a la de fosfohidrolasa. La actividad de
pirofosfatasa asociada a estas fracciones no se incrementd por 1la
adicién de Mg2t. Stetten y Taft (1964) observaron gque en el higado,

esta reaccibén tampoco es estimulada por este ion. La presencia o]



ausencia de CdIp no afectd 1la distribucién subcelular de la reaccién
de pirofosfatasa, descartéandose asi la participacién de 1la fosfatasa
4cida en la hidrélisis de pirofosfato. sin embargo si se detectd la
presencia de una pirofosfatasa inorgénica activada por Mg¢t en 1las
fracciones que sedimentan a 40 000 y 120 000 x g y en el citosol.
Estos resultados confirman y amplian observaciones previas de otros
autores {(Delhumeau-Ongay Y col.,1973).

Al comparar la actividad de las otras 2 reacciones estudiadas
de la glucosa-6-fosfatasa en el testiculo y en el higado, se observd
que la reaccidén de glucosa—G—fosfohidrolasa fue menor en testiculo que
en higado. Las actividades del homogeneizado total de testiculo ya
habia sido comparada con otros brganos como el pancreas, el pulmdn y
el bazo por Colilla y col. (1975), guienes observaron gue estos
frganos tienen menor actividad que el higado. Estos resultados son
congruentes con la funcién que realiza el higado de mantener 1la
homeostasis de 1l1la glucosa en sangre (Cori y cori, 1952). En el
testiculo esta enzima podria participar en ciclos futiles y contribuir
a la desaparicidén de ATP (Grootegoed y col., 1984).

El nivel de reaccidén de 1a pirofosfatasa de 1as enzimas
testiculares y hepaticas son semejantes pudiendo sugerir gque 1las
enzimas de higado es mas apta para hidrolisar G-6-P y la de testiculo
para hidrolisar PPi.

Los resultados obtenidos confirman la termoestabilidad de 1la
glucosa-6-fosfatasa testicular como se habia observado previamente,
dicha enzima tiene una actividad iineal por tiempos de hasta 60
minutos, aGn cuando la temperatura de incubacién se elevdé hasta los 50

oc (figura 5). Sin embargo 1la adicién de CdIp 2.5 mM modificd el
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comportamiento de 1la glucosa—6-fosfatasa frente al aumento de 1la
temperatura de ijncubacidn, la méxima actividad se alcanzo a 1los 40 ©C
y se mantuvo constante a temperaturas mayores.

En ausencia de cdI; se observd una fase inicial de activacién
hasta temperaturas de 37 Oc y una fase de inactivacidén a temperaturas
superiores (figura de Arrhenius 6}. La grafica de Arrhenius reportada
por Zakim ¥y Dannembefg (1990) para la enzima hepatica no muestra
cambios en la pendiente cuando representa 1la actividad frente a
diferentes temperaturas de incubacibn, hasta de 50 ©C, pero si
demuestran 1la inactivacién de la enzima preincubada en ausencia de
sustrato a temperaturas mayores de 37 ©C. Es muy importante sefialar
que la concentracién de sustrato utilizada por los autores mencionados
fue 5 mM y que los valores reportados para la grafica de arrhenius
corresponden 2 extrapolaciones a to tebricos, ya due la actividad
dz2cae con el tiempo a temperaturas mayores de 37 ©C. Estos mismos
autores obszrvaron gque altas concentraciones de sustrato (es decir
G-6-P 20 mM), protegian a 1la enzima de la inactivacidn térmica. Estas
observaciones fueron confirmadas en el presente trabajo, donde al
incubar a la enzima hepitica con 25 mM de G-6-P se preservd la
linearidad de la reaccién por mas de una hora. La adicién de CdI
inhibio la reaccidén pero no modificd la linearidad de la hidrbélisis.

Debido a que la glucosa-6-fosfatasa ha sido propuesta como una
enzima con un sitio catalitico que puede hidrdlisar diferentes
sustratos se decididé determinar el comportamiento de la enzima
testicular frente a diferentes temperaturas utilizando como sustrato
PPi. La reaccidén de pirofosfatasa se incrementé con el aumento de 1la

temperatura y a diferencia de lo observado para la reaccibén de
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fosfohidrolasa, estd reaccién no fue inhibida por CdIj.

También se ha propuesto un grupo de translocadores especificos
para glucosa-6-fosfato, pirofosfato y glucosa y se€ ha sugerido que su
actividad con estos sustratos puede ser tambien modificada por 1la
temperatura cuando la concentracidén de sustrato es baja (Waddell Yy
Burchell, 1980). Sin embargo, la adicién de los sustratos a
concentraciones mayores de 10 mM mantienen 1la linearidad y 1la
actividad alta (Nordlie y col., 1892).

Si el CdI, actuara sobre el sitio catalitico de la enzima su
efecto habria sido igual con los 2 sustratos y la temperatura
afectaria de igual forma ambas reacciones, pero esto no fue lo
observado. Los resultados indican que 10s transportadores del sistema
de glucosa-6-fosfatasa no son afectadas en forma similar por el CdIjp.
El transportador de glucosa-6-fosfatc parece tener mas grupos
sulfhidrilos axpuestos a temperaturas mayores de 37 ©Cc. Esta
diferencia en la sensibilidad de los transportadores a los agentes gue
actuan sobre 1os grupos sulfhidriles tambien ha sido observada para
higado, observando que el més sensible es el transportador de G-6-P
(T1) (Arion y col., 1980).

E1 efecto de 1la preincubacién en ausencia de sustrato fue
descrito por Zakim y Dannemberg (1990), quienes demostraron que 1la
glucosa-6-fosfatasa del higado podia manifestar por 1o menos 2 estados
conformacionales dependiendo de la temperatura e incubacibén y de la
presencia o ausencia de detergente. La preincubacibén de la enzima en
ausencia de sustrato a altas temperaturas induce un estado
conformacional de menor actividad pero estable por tiempos largos.

Este estado se podia alcanzar después de 5 minutos de preincubacdn a



45.5 ©OC en ausencia de sustrato, dando niveles &z actividad
correspondientes al 5% de la actividad total. La enzima de testiculo
mostrd un comportamiento similar s6lo cuando fue preincubada con CdIp,
pero a diferencia de la enzima hepatica, el nivel de la enzima
preincubada en ausencia de sustrato alcanzd el 50% de la actividad
control.

Estd actividad remanente no cambia cuando se preincuba a 40 ©°C
pero si a 50 ©C. Sin embargo. la preincubacibén sin sustrato y en
ausencia de CdI, a 37 ©C demostro gque 1la enzima testicular es estable
a esta temperatura hasta por 60 minutos. Estos resultados sugieren
diferencias importantes entre 1la enzima testicular y hepética, 1los
cuales pueden ser debidos a 1los diferentes ambientes hidrofbbicos de
1as membranas microsomales de ambos tejidos, haciendo gque 1la enzima
testicular no regiera del sustrato para protegerse de las diferentes
temperaturas de incubacién y gque la enzima hepética si requiere para
su proteccién. Posiblemente la concentracidén de glucosa-6-fosfato
utilizada en estos experimentos permite saturar tanto a los
transportadores como al sitio catalitico de la enzima y los proteye de
la inactivacién por CdI;.

La presencia de las translocasas de glucosa-6-fosfato y PPi
fue explorada con diferentes detergentes en una variedad de
condiciones experimentales.

Cuando 1la actividad enzimidtica se determind® en presencia de
distintos tipos de detergente, no iébnicos (Triton X-100), anfifilicos
(CHAPS) y anidbnicos (desoxicolato de sodio} no se observd gue la
actividad se estimulara.

El Triton X-100 inhibid 1la reaccidn a concantraciones menores
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a 1a concentracidén micelar critica. La adicién de CHAPS produjo una
disminucidén menor gue la producida por el Triton X-100 a
concentraciones muy por debajo de su concentracién micelar critica. La
ausencia de un efecto estimulador contrasta con 1lo reportado por
Schuelze y col. (19853) y por Watts vy Faraj (1990). Con 3 mM del
detergente CHAPS estes investigadores logran aumentar la actividad de
la enzima hepatica. Los resultados gue se presenta‘n con la enzima
testicular fueron obtenidos a concentraciones mayores de detergente,
con valores mucho menores de 1la relacibébn proteina/detergente. El
efecto directo del detergente sobre 1la enzima pudo haber causado 1la
inhibicién de 1a actividad. La presencia del detergente pudo haber
bloqueado el acceso al sitio catalitico o haber impedido su asociacidn
con ta enzima y con ello promover cambios conformacionales Yy una
inactivacién térmica (Arion y Wallas 1982). Para descartar esta
posibilidad otros autores han utilizado albGmina, que protege a la
enzima y permite observar el efecto estimulante de 1los detergentes
(Arion y Wallas, 1982). La adicién de albimina al medio de inc hacidn
permite la formacién de micelas de albmina/deteryente/microsomas 1o
cual aumenta la relaciébn proteina/detergente. En nuestro Ccaso no se
utilizé albGmina en el medio de incubacidén y 1la relacibén
proteina/detergente fue baja.

Al usar CHAPS con y sin CdI; tampoco se observdé un incremento
de la actividad debido a que 1la concentracién reportada a la cual se
1ibera 1l1la latencia es 3 mM con una relacibén de proteina/detergyente
superior a la utilizada por nosotros, ya que al usar albimina para
estabilizar la reaccidén cambia 1la relacidn aparente de proteina

microsomal/detergente {wWatts y col., 1987) y por lo tanto no se
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alcanzo la concentracibén para liberar 13 latencia de la enzima
testicular. Este detergente pudo haberse asociado a la mzmbrana
microsomal provocando cambios ~conformacionales gue bloguean el acceso
del sustrato al sitio catalitico y por tanto disminuye su actividad.

La adicién de desoxicolato de sodio al medio de incubacidén en
diferentes concentraciones alcanzd relaciones de proteina/detergente
iguales (16.1) y mayores a las reportadas por Snoke Yy Nordlie (19567)
no obteniendo ningdin incremento notorio gue pudiera decir ¢ue se
1iperaba la latencia enzimdtica a temperaturas de 0 y 20 °C. Esto pudo
deberse a un complejo formado por el detergente y el sistema
enzimidtico que no permite el acceso del sustrato hacia el sitio
catalitico (Arion y Wallas, 1982). A 37 O¢c si se observd un ligero
jncremento en ausencia de CdI; pero en presencia se observd la
inhibicibén ya descrita.

En la actividad de pirofosfatasa tampoco se observ6é nada gue
indicara la liberacidén de la latencia reportada por Snoke y Nordlie
(1967).

Schuelze y col. {1985) observaron que a bajas concentraciones
de detergente Triton X-100 se solubiliza miés a las proteinas de 1l1as
membranas y a altas concentraciones el detergente solubiliza més
fosfolipidos y concluyeron gue el detergente influye en la barrera de
permeabilidad (o sobre los acarreadores) y disminuye el transporte de
sustratos, limitando el paso de estos para su hidrélisis. Este efecto
pudo ocurrir com la enzima testicular gque en presencia de 1los
detergentes usados (Triton X-100, CHAPS Yy desoxicolato de sodio) su
actividad es inhibida.

Utilizando el método de Schuelze Yy col1.(1986) en el cual se
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diluye la concentracidén del detergente de preincubacién tampoco se
observd un incremento notable de la actividad, aunque se inhibid solo
un poco a temperatura de 37 Oc, esto pudo deberse a que al diluir le
concentracién de proteina/detergente esta tiende al equilibrio de la
concentracién de mondmeros y libera co-micelas resultando 1la
reconstitucién de estructuras intermediarias sensibles a la
temperatura. |

Cuando se usd el método de preincubacibn de los microsomas con
desoxicolato separandd el material solubilizado del no solubilizado
para determinar su actividad enzimidtica se observdé gque este
tratamiento si permitié determinar la latencia de la
glucosa-6-fosfatasa testicular. A una concentracidén de 241 mM se
observé un incremento de hasta un 300% de la actividad de
glucosa-6-fosfatasa.

Esta concentracidon es mucho ménor quehla reportada por Snoke Yy
Nordlie (1967), la cual es de 2.55 mM; para observar la latencia de la
enzima Thepéatica. El mayor incremento se observé a 0 °©°c, en
concordancia con lo reportado por Schuelze ¥ col. (1985). A
temperaturas mayores la actividad se incrementa, la latencia es menor
y puede desaparecer, sobre todo si el medio de incubacibén contiene
CdI,. El1 efecto estimulante del detergente se pierde en presencia de
este compuesto sobre todo a temperaturas mayores de 0 Cc. Estos
resultados sugieren que el CdI; pudiera tener efecto tambien sobre la
enzima. Hay que hacer notar gue por una parte se tendrian los efectos
sobre los grupos SH dados por el cq2+ y por otra los efectos
caotrépicos del I-. La presencia del ién yoduro, puede modificar la

estructura del agua y de 1las proteinas, hacer mas solubles las



porciones hidrofdbicas de la glucosa-6-fosfatasa y de 10sS
transportadores y Ssumar Sus efectos a 1os del detergente (Hatefi y
Hanstein, 1969).

E1 ibén yoduro podria tener efectos solubilizantes sobre el
sitio catalitico de la enzima e inducir la inhibicién de l1la actividad,
sobre todo a temperaturas altas.

Esta interpretacidén es apoyada por el efecto del CdI, sobre la
actividad de la enzima a diferentes temperaturas (griafica de
Arrhenius). En ausencia de CdIy 1la actividad enzimatica despues del
tratamiento con desoxicolato no se ve afectada por la temperatura.

Nordlie y Arion en 1964 y Arion y col. en 1976 mencionan gue
1a membrana del reticulo endoplasmico hepatico es permeable a 1la
glucosa, a la manosa y a 1la glucosa-6-fosfato pero impermeable a la
manosa-6-fosfato y a 1la fructosa-1,6-difosfato. La membrana del
reticulo endoplidsmico hepatico presenta transportadores especificos
para la glucosa-6-fosfato, el pirofosfato Y ia glucosa; la
manosa-6-fosfato y la fructosa-1,6-difosfato llegan al sitio
catalitico cuando 1los microsomas han sido permeabilizados o han sido
rotos por 1la centrifugacibn al separarlos de otras fracciones
membranales, o porgue al homogeneizarlos y separlos por centrifugacidn
hallan guedado en posicibén "in side out” (es decir lo de dentro hacia
afuera), y por 1lo tanto es sitio catalitico de 1l1la enzima que da
expuesto a los sustratos sin una barrera gue le regule el accesoO. La
actividad con manosa-6-fosfato como sustrato ha sido propuesto como un
indicador de la integridad de la membrana microsomal. Este sustrato es
hidrolisado por la enzima hepatica solamente en un 1% en comparacidn

con la glucosa-6-fosfato.
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La enzima de testiculo presentd igual nivel de actividad tanto
en 1a hidrdélisis de manosa-6-fosfato como con glucosa-6-fosfato. Este
comportamiento habia sido reportado por Nordlie en 1981 quien demostxd
gque cuando las membranas estan dahadas hay 1la hidrdlisis de es0s
sustratos en una proporcién 1 a 1. Las vesiculas membranales de
testiculo presentaron este tipo de proporcidn, sugiriendo que las
vesiculas membranales no estidn 1intactas 0 como si no presentaran
transportadores selectivos de sustratos, como los propuestos para los
microsmas de higado, rifion e intestino delgado. Ademds presentaron una
actividad con sustratos gque 1la enzima hepatica no utiliza en
condiciones normales.

El1 hecho de gque hasta el momento no se hallan podido aislar a
los transportadores para comparar como Son  €n variados tejidos
imposibilita saber si esos transportadores son iguales o diferentes Yy
por lo tanto puedan actuar distinto. Para finalizar el presente
trabajo aporta algunos aspectos que apoyan 1la hipotesis de 1la

presencia de los transportadores asi como otros que no lc apoyan.
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CONCLUSIONES

*La wnzima glucosa-6-fosfatasa de testiculo es capaz de

realizar reacciones de fosfohidrolasa Yy pirofosfatasa.

*La adicién de CdIp al medio de incubacién modificd la

termoestabilidad de la reaccibn de glucosa-6-fosfohidrolasa.

*La prasencia de CdIp no modificd 1a termoestabilidad de la

reaccién de pirofosfatasa.

*La enzima testicular preincubada a altas temperaturas en
ausencia de sustrato es capaz de mauntener un 50% de 1la actividad
original de 1la reaccibn de fosfohidrolasa en presencia de CdIz y en

ausencia de este inhibidor mantiene un 100% de la actividad.

*E1 empleo de difentes detergantes éen el medio de incubacién

no permitid determinar la latencia de la enzima testicular.
*El tratamiento con desoxicolato 0.240 mM (0.01%) a 0°cC
permitid determinar 1la latencia de 1l1la enzima. T.a actividad de 1la

glucosa-6-fosfatasa aumentd un 300%.

*La latencia de la enzima disminuye con el incremento de 1la

temperatura.

*El1 CdI, cancela el efecto activador del deteryente a

74



)
.

temperaturas mayores de 0 ecC.

*Los microsomas o vesiculas membranales del testiculo scon
capaces de hidrolisar sustratos gue no hidrolizan 4generalmente 10S
microsomas de higado (como 1la manosa-6-fosfato y la

fFructosa-1,6-difosfato).

*Es posible que las propiedades de lo0s iipidos y las proteinas
de las membranas testiculares utilizados en este astudio sean muy

sensibles al aumento de la temperatura.

*Se reguiere determinar si las vesiculas membranales

permanacen selladas a diferentes temperaturas.
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