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"I’ INTRODUCCION

El testiculo es un Grgano que puede considerarse como una gléndula mixta, con
funciones end6crinas y exfcrinas que residen en campartimentos y tipos celula-
res distintos. 1a funciSn endScrina es realizada en el compartimento intertubu
lar por las c€lulas de Leydig, responsables de la produccifn de andrGgenos., la
funcién exfcrina se efectfia en el interior de los tfibulos seminiferos, constitu
yentes del segundo gran compartimento testicular y cuyo producto son los game-
tos masculinos (1),

Estas dos funciones son adquiridas a través de procesos de diferenciacién celu-
lar que se presentan tanto en el compartimento intersticial como en el intratu-
bular (2).

En este trabajo, nuestro interés ha sido enfocado al estudio de algunos de los
fenSmenos bioquimicos que se presentan en el campartimento intratubular durante

la espermatogénesis.

A) Diferenciacitn del epitelio germinal

El conocimiento de la aparicién cronol6gica de los distintos tipos celulares du
rante la espermatogénesis se reduce a pocas especies. Entre &stas, destaca la
informacién existente acerca de la rata, que es el animal de experimentacién em
pleado en este trebaio y a la cual se refieren los siguielntes datos(3):

Al nacimiento, los t@ibulos seminfferos existen como cordones sexuales constitui- -
dos por dos tipos de c€lulas: las somiticas o de soporte, colocadas en la perife
ria del cordSn y los gonocitos, que ocupan irregularmente la porcidn central.

Los gonocitos se multiplican y diferencian en espermatogonias, gue forman parte
del epitelio germinal desde el cuarto dia después del nacimiento. MorfolSgicamen—

te pueden distinguirse tres tipos principales de espermatogonias, correspondien -



Espermatogonias
tipo A

. !
Espermatogonia [

Intermedia

Espefmatogonia
tipo B

Espermatocito
primario en reposo

Producto de la diferenciacién
de las espermatogonias.

Las espermatogonias, en sus diversas etapas de diferenciacidn, son

diaiploides (2n), en contenido de DNA y en numero de cromosomas, se
dividen por mitosis.



tes a _tres etapas de diferenciaic;ijﬁ;x}:y,que_se conocen como A, Intermedia y B. las
iprimeras en aparecer son las tipVO'Ar. las Intermedias y las B aparecen al sexto
dia (Esquema 1).

Desde los nueve a los doce dfas de edad, aparece un nuevo tipo celular, producto
de la diferenciaci6n de las espermatogonias tipo B: los espermatocitos primarios.
1a diferenciacion de los espermatocitos primarios incluve la meiosis, proceso fun
damental para la formacién de gametos. La meiosis consta de dos divisiones celula
res sucesivas, en donde 5610 antes de la primera divisién las c€lulas sintetizan
DNA vy duplican su contenido diploide (2n), dando por ;:esulmdo células tetraploi-
des (4n}.Estas células,depués de rezlizada la primera divisidn,dan lugar a cé€lulas
Qivloides {2n) que a su vez, tras la segunda divisi®n, originan c&lulas haploides
{n) tanto en contenido de DNA como en su nmero de cromosomas (4).

En la rata, la primera divisién meibtica testicular presenta como caracteristica
my peculiaf la lentitud con que se efectfia la primera de sus fases. Solamente la
profase se realiza en aproximadamente 12 dias (3). Basandose en la morfologia nu-
clear es posible definir el estadio de la meiosis que han alcanzado los espermato
citos (Esquema 2 ), designindose de acuerdo a ella como:

Espe.rmatociﬁos primarios en reposo 0 espermatocitos preleptotenos.

Espermatocitos leptotenos.- Este estadio marca el inicio de la primera profase

meiStica. En esta etapa, el contenido de DNA por c€lula es tetraploide (4n) y esta
organizado en cromosomas contraidos y con espiralizacién mixima, Aparece a los do
ce dfas de edad.

Espermatocitos zigotenos.- Los cromosomas homSlogos forman pares y se ven engrosa

dos, forman complejos sinaptonemales. Ios nuclecles se hacen mds visibles. Este
estadio de diferenciacidn se alcanza a los quince dias de edad.

Espermatocitos pagquitenos.- Los cromosomas siguen engroséndose mientras se dividen

longitudinalmente, excepto en la regibn del centrémerc y se distribuyen en todo el



DIFERENCIACION DE LOS ESPERMATOCITOS

Esquema 2

: Espermatocito primarioc #8j - Inicialmente son células di-
en reposo - ploides (2n), pero antes de
la meiosis, duplican su conte
nido de DNA,transformandose
‘ en células tetraploides (4n).
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Profase.- No presenta las caracteristicas de la primera profa-
se meidtica.
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(células haploides, ) cidén de los espermatocitos.



nficleo; Piede presentarse una forma difusa ‘donde los“f:rcm:som'as forman asas. Es-
tas células hacen su aparicifn entre los quince y los dieciocho dias de edad.

Ia transicitn zigoteno-paquitenc, asf camo el estadio paguiteno mismo, son parti-
cularmente :imporﬁantes porque en esta etapa se manifiestan o aumenta la actividad
de algunas enzimas cam la sorbitol deshidrogenasa (5), carnitin acetil transfe-
rasa (6), malato deshidrogenasa, isocitrato deshidfzbgenasa, citrato sintetasa (7)
Yy aparecen isoenzimas especificas de testiculo adulto como la deshidrogenasa lac-~
tica X (LDH~X) (8) y un tipo especial de citocromo c (9).

Espermatocitos diplotenos.— ELl nficleo alcanza su volumen miximo, los cromosomas se

separan y forman tetradas entre los cromosomas homSlogos, las cromdtides hermanas

intercambian material genético {entrecruzamiento).

- Espermatocitos en diacinesis.— Es el (Gltimo estadio de la pri#era profase meifti
ca, tiene poca duracién, se caracterizé porgue los cromosomas pa.rés s6lo estin uni
dos por quiasmas y se encuentran may espiralizados.

El resto de las etapas de la primera divisidnmeiStica, metafase, anafase y telofa
se,asi cam la profase, metafase, anafase y telofase de la segunda divisién meiétg.'_
ca, se efectfian en pocas horas.

Como producto de la segunda divisidn meibtica, aparecen las espermitidas a los -
veintitrés dfas de edad.

las espermitidas son haploides {(n), no vuelven a dividirse y su diferenciacidén a
espermatozoides es através de mmerosas modificaciones morfolégicas y metabblicas
que culminan con la aparicifn de los gametos masculinos a los cuarenta y cinco —

dfas de edad (Esquema 3} (10).

B)Organizacién del epitelio germinal

En la crganizaci6n y localizacibn de las c&lulas germinales, las c&lulas de Serto-

1i juegan un papel fundamental (11). Originadas por las cé€lulas de soporte, las cé



Esquema 3 . ESPERMIOGENESIS

Fase Golgi!l

Fase de
Capuchén

Fase
Acrosomal

Fase de
Maduracibn

Espermatozoides 19

La transformacidn de las espermidtides en espermatozoides, espermio-
génesis, no involucra ya divisidn de estas cé&lulas haploides en con
tenido de DNA y en nlmero de cromosomas.
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Drawing of Sertoli cell-germ cell relations.
. Spermatogonia occupy a basal compartment be-
low the occluding junctions between neighbor-
ing Sertoli cells. Spermatocytes and sperma-
tids prior to elongation occupy deep niches
in the sides of the supporting cell while
elonpgated spermatids with condensed nuclei are
lodged in deep apical recesses. The only
+visible evidences of interaction between germ
.- cells and supporting cells are (1) accumu-
..lation of Sertoli cell smooth reticulum around
";the. acrosome of the associated spermatids and
“(2) transient mobilizdtion of mitochondria at
the spermatids' interface with the Sertoli .
cell. . o e




lulasde Sertoll con.'-;,tituyen una poblacién fija en el interior de los tibulos semi
niferos, ya que despu€s de los guince dias de edad no vuelven a dividirse permane-
ciendo en nfmero constante durante toda la vida del animal (12). También a esa edad
empiezan a formar uniones herméticas entre si (13) y dada su disposici6n periféri-
ca en el ttbhulo seminifero, constituyen el elemento decisivo de la barrera de per-
meabilidad hematotesticular (14, 15). Estas células se éxtienden desde la porcitn
basal hasta el lumen del tfbulo seminifero y forman cavidades en las que albergan
a las c€lulas germinales, casi desde que inician la meiosis hasta que se transfor-
man en espermatozoides; solamente las espemtatogonias y los espermatocitos leptote
nos quedan fuera de la barrera de permeabilidad y del microambiente creado por la
c€lula de Sertoli (Esquema 4) (16).

Es notable el hecho de que existen grupos de células germinales que se diferencian
en forma sincrénica (17) y que constituyen asociaciones entre si, cuando han alcan '
zado estadios de diferenciacién definidos (18).

Baséndose en estudios acerca de la permeabilidad de las uniones entre las cé&lulas
de Sertoli (19, 20, 21) y sobre el conﬁrol hormonal de la espermatogénesis (22),

se ha propuesto cue las c&lulas germinales dependen de la c€lula de Sertoli tanto
para su ﬁutricién, soporte y proteccifén como para su diferenciécidn, aungue no se

tienen en este momento, evidencias experimentales directas (16).

Cambios metabSlicos durante la diferenciaci6n del epitelio germinal

A) Meta.bolismo de carbohidratos .- Ha sido demostrade con anterioridad (23) que

el aporte de carbchidratos,y mis especificamente de glucosa, es esencial para el
funcionamiento normal del testfculo adulto. Ias determinaciones del cociente res-

piratorio, RQ, del testiculo en varias especies, in vivo e in vitro, dieron valo-

res intermedics respecto al correspondiente para la combustién completa de carbo~

hidratos, RQ= 1 y al de grasas, RQ = 0.7. Se observs que si el testiculo era incu



bado_en ausencia de sustratos exSgenos, el valor del cociente respiratorio disminu
faa 0.76 (24). Esta disminucién no se manifiesta cuando otros tejidos dependien-
tes de glucosa, como el cerebro y la retina, son incubados sin sustratos ex6genos
(25). |

L2 ausencia de glucosa en el medio de incubacibn del testiculo adulto produjo una
disminuci6n en el nivel de ATP y su adicitn pexrmitié restablecerlo y aumentar el
consumo de oxigeno (26).

Estas caracteristicas metabSlicas se expresan en el testiculo de la rata s6lo des
pués de los veintifin dias de edad, ya que desde el nacimiento y antes de alcanzar
esa edad, el testiculo no sblo no aumenta su consumo de oxigeno en presencia de
glucosa (27)) sino que presenta una inhibicién de éste conocida como efecto Crab-
tree (28). El nivel basal de ATP del testiculo immaduro, de la misma magnitud que
el del testiculo adulto, también disminuyecuando se le incuba in vitro y la adi-
cifn de glucosa no permite restaurar dicho nivel (26).

1a via catabSlica principal de la glucosa en el testiculo de varias especies in
vitro es la glicGlisis, la via de las pentosas participa con menos del 3% en su
metabolismo (29). In vitro, la glucosa es degradada hacia la produccién de lacta
to alin en condiciones aerfbicas y el testiculo inmadurc es més activo que el adul
to en su produccifn, tanto en presencia de oxfgeno como en -anaercbiosis (30, 31).
I1a concentracitn de lactato en el fluido testicular in vivo (32) indica que exis-
te una oxidacién incompleta de la glucosa, en una proporcién no bien definida, afin

en condiciones fisiol&gicas.

B} Metabolismo de 1fpidos.- Se ha observado que los lipidos estfin presentes en to

dos los estadios de diferenciacién de las células germinales y en las c€lulas de .
Sertoli; pero solamente se observa su almacenamiento en &sta @Gltima, cuando la es-
permatogénesis se inhibe o durante el envejecimiento (33).

Existen diferencias y resuwi tados contradictorios en cuanto a los valores informa



808 "acerca ‘del ‘contenido total y la proporci6n que guardan entre si las distintas
ciases de lipidos testiculares durante el desarrollo del epitelioc germinal.
Algunos autores informan que el nivel total de lipidos aumenta hasta los veintio-
cho @fas de edad, disminuye temporalmente entre los treinta y cinco y sesenta y
tres dfas, alcanzando nuevamente valores altos a los setenta dfas de edad Y que es
tas fluctuaciones también se presentan en fosfolipidos y lipidos neutros (34).En
un trabajo previo, donde si estudi6 el testiculo desde los quince a los setenta
dfas de edad, se habfa encontrado un aumento en el contenido total de lipidos, en
fosfolipidos y disminucién en los lipidos neutros (35). Ctros autores, que deter-
minaron el contenido lipidico entre las cuatro y veintinueve semanas de edad, -
observaron que en todos los grupos, los 1fpidos representaron de 2.4 a 2.6% del
peso himedo del testiculo y los fosfolfpidos contribuiar{ en 60 a 70% del total de
lipidos; solamente los triglic&ridos mostrarcn un decremento en el periodo de nue
ve a veintinueve semanas (36).

En cuanto a los &cidos grasos, se han observado cambios relacionados con la puber
tad: el contenido total del &cido 18:1 disminuye y simultineamente el 22:5 aumen-
ta, desde la fase inicial de la espermiogénesis hasta alcanzar el nivel adulto.
En la etapa prepuberal, las grasas neutras y fosfoiipidos presentan &cidos gra-
sos de dieciocho dtomos de carbono o menos,mientras que en la edad adulta son de
cadena mds larga; de los &cidos grasos asociados a colesterol, los de quince © me
nos &tomos de carbono, disminuyen siete veces en tanto que se duplican los dcidos
18:1, 18:0, 20:4, 22:5y 22:6 (37).

El contenido total de colesterol disminuye tambi&n con el mayor desarrollo del e-
pitelio>genni.nal y alcanza valores estables cuando aparecen los espermatozoides
(33).

1a gran diversidad de tipos celulares presentes en el epitelio germinal del testi
culo y su campleja relacidn con la célula de Sertoli han conducido al planteamien

t0 de que las caracteristicas metabSlicas observadas por diferenteg autores no



11

Pueden atribuirse a un tipo celular dado, sino que deben considerarse como la re-
sultante de la interacci®n de todos los tipos celulares presentes. Asfi,los cambios
en cierEos 1ipidos pueden explicarse si se toma en consideracién gue los distintos
tipos celulares tienen capacidades metabSlicas diferentes. Se ha informado que las.
cBlulas dispersas de testiculo de‘l rata de catorce dias de edad, con predominio de
espermatecitos primariocs en los primeros estadios de la profase y espermatogonias,
oxidan palmitato con una velocidad cuatro veces mds alta que la poblaci6n de c&lu-
las dispersas obtenidas de testiculo adulto donde los tipos celulares predominan-
tes son espermitidas y espermatozoides (38). Asi mismo, el hecho de que los esper—
matozoides maduros puedan catabolizar colesterol, sugiere que ellos .o las c&lulas
en los estadios de diferencicacifn mis avanzados de la espermatogénesis, puedan
ser los responsables de la disminucibn del colesterol, mis répida cuando aparecen

estas células (39).

C) ‘Actividad hidrolitica de ATP testicular,~ El contenido testicular de ATP, tanto

en el estado adulto como en el prepuberal, senala que el testiculo posee mecanis-
mos eficientes para la sintesis de ATP, aunque por las evidencias in vitro, las.
Vias metabllicas y los sustratos de los que depende su mantenimiento son diferen-
tes segin el gradoc de desarrrollo del epitelio germinal (26)..

Siﬁ ewbargo, se ha demostrado que el contenido de ATP del testfculo disminuye cuan
do se le incuba in vitro en ausencia de sustrato ex6geno, lo que sugiere que el
testfculo no posee el sistema regulador de la concentracifn de ATP observado en o-
tros tejidos, higado y rindn (40, 41), <que no presentan disminucidn en su nivel
de ATP cuando se les incuba en condiciones semejantes.

Tanbién se ha informado que el testfculo posee una capacidad de hidrélisis de ATP
mayor a la observada en otros &rganos. Inicialmente se presentaron evidencias de

que las fosfatasas contribuian a la produccién de fosfato inorgénico a partir de
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" ATP (42) . Posteriormente se demostr6 que el testfculo posee cuatro tipos de fosfa
tasas, cuya actividad diferencial se correlaciona con estadios de maduracifn espe
cificos (43). BEstudios realizados en tidbulos seminiferos aislades de testficulo de
rata adulta, mostraron una alta actividad de hidr6lisis de ATP inespecifica, in-

sensible a ouabaina, estimulada por bicarbonato vy asociada a la fraccién mitocon-
drial (44). Asy mismo, en testiculo immaduro de rata de 25 dfas de edad, se encon
tr6é que la fraccibn mitocondrial hidrclizaba ATP a una velocidad mayor que las cb

tenidas de higado y rifi6n (41).
1I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

la disminucidn en el contenido de ATP del testiculo adulto o inmaduro incubado in
vitro sin sustratos exSgenos, gquizéd sea debida, al menos parcialmente, a la alta
capacidad para hidrolizar ATP, demostrada por diversos autores,pero insuficiente-
rente caracterizada.

Se ha considerado que debido a la elevada actividad hidrolitica de ATP inespecifi
ca, no ha sido posible definir la presencia de la A’I'Pasa—(Na+-K+) por el método

" habitual de inhibicién por ouabaina, aungue existe solamente un trabajo donde el
30% de la ATPasa total medida correspondi6 a la ATPasa-(Na - K') ( 45).

Se desconocia si la actividad hidrolitica podia ser estimulada por iones divalen
tes,asf camo tampoco si era posible inhibirla con alguno de los inhibidores de o-
tras ATPasa.

Estudios de microscopia electrénica han senalado profundas modificaciones en la
morfologia y localizacifn de las mitocondrias durante la diferenciacién de las cé
lulas germinales (4%)que posiblemente se vean acompafiadas de cambios en el funcio
namiento de la ATPasa mitocondrial durante la espermatogénesis.

Por otra parte , Jos trabajos mencionados no aclararon cudl era la participaci6n



_de la ATPasa flagelar, la dineina, presente en los flagelos de spermi

tidas y espermatozoides, en la actividad de hidr6lisis de ATP medida.

Debido a la ausencia de trabajo experimental que identificara a cada

uno de los distintos elementos enzimdticos que confieren la alta capa
éidad de hidr6lisis de ATP al testfculo, asf como si su actividad pre
senta cambios durante la diferenciacidén de las células germinales, en

el presente trabajo nos planteamos los siguientes objetivos.

III OBJETIVOS

1° Dpefinir si el testiculo tenia igual capacidad para hidrolizar ATP
a través de las diferentes etapas de su maduracifn.

2° Caracterizar dicha actividad hidrolitica por su sensibilidad a bg
tiones e inhibidores.

3° Estudiar la evolucifn de una de las actividades enziméticas presen
tes en la actividad total de hidr6lisis. de ATP testicular durénfe
la diferenciacién de las cé&lulas germinales masculinas..ia activi-

2 2+

dad enzimdtica elegida fué la ATPasa-(Ca *y Mg© ).

IV PROGRAMA DE TRABAJO

A) Para realizar el primer objetivo se tom6 como fuente enzimftica el
homogeneizado total de testicule a las siguientes edades y tipos celu

lares:
1 - dfa: gonocitos y células de soporte.
4 dfas: aparicibn de espermatogonias tipo A (Esquema 1).

8 dias: espermatogonias tipo A, Intermedias y B. (Esquema 1).
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12 difas: aparicidn de espermatocitos -leptotenos.

14 dfas: aparicién de espermatocitos zigotenos.

‘16 dias: aparici6n de espermatocitos paguitenos.

21 dias: espermatocitos primarios en todos los estadios de la primera
profase meibtica. (Esquema 2).

23 dias: aparicibn de las espermitidas.

24.y 26 dias: espermitidas tempranas, fase Golgi. (Esquema3)

30, 34 y 40 dias: esperm&tidas en todas las fases de la espermiogéne-
sis. (Esquema 3).

45 dias: aparicidén de espermatozoides en el tGbulo seminifero.

.60 y 90 dias: testiculo con todos los elementos celulares desarrolla-
dos.

En este primer enfoque,observamos gue la actividad hidrolitica total
de ATP testicular se modificaba durante la diferenciacién del epitelio
germinal .La actividad se duplicaba durante la diferenciacién de los
espermatocitos primarios y descendia gradualmente durante la maduracidén
de las espermatidas hasta alcanzar niveles basales con la aparicién de

los espermatozoides y que se mantenfa constante durante la edad adulta.

B) Estas variaciones fueron reexaminadas con un segundo criterio, de-
terminar la actividad hidrolitica de ATP en testiculo adulto cuyo epi
telio germinal se encontrara en involucidn, la cual fue inducida por
tres métodos diferentes: a) hipofisectomia, b) criptorquidia y c) tra
tamiento con fluoroacetamida.

Las células mis sensibles a estos tratamientos son las mis diferencia
das. Después de la hipofisectomia, desaparecen gradualmente espermato
zoides y espermitidas, a los diez dias no hay espermatozoides y la po

blacidn de esperm&tidas se ha reducido en 50%, a los treinta dfas la



’ 'y célulaJ

poblac16n celular ha dlsmlnuldo -en- un 90%-y solamente espermatogonias

dé Sert011 son las ﬁnlcas constituyentes del tfbulo seminf-
' fero_(47).

Lé elevaciéh de la temperatura testicular producida por la criptorqgui
dia, induce la desaparicién de espermatozoides y espermétidas répida-
mente. LOS espermatocitos primarios son mis resistentes, pero a tiem-
pos prolongados llegan a desaparecer también (48, 49).

La administracién de fluorcacetamida induce la desparicién de esper-
matozoides y espermdtidas, el epitelio germinal gqgueda constituido por
espermatogonias, células de Sertoli y una peguefia poblacibn de esper
matocitos primarios (50).

Sin embargo, aungue el criterio de actividad hidrolfitica total de ATP
de este segundo enfoque .confirmaba la observacibén previa de incremen-
to en la actividad cuando los espermatocitos primarios eran los ele-
mentog celulares predominantes del epitelio germinal, tampoco permi-
tf{a discriminar si la actividad efectivamente era mayor en un tipo
de células o si la presencia de diferentes tipos celulares, en los
diversos estadios de maduracidén, causaba la diluci6n 8e la actividad
total o bien que existieran factores inhibidores o estimulantes de la
actividad hidrolitica de ATP ligados a las c&lulas en estadios de di-
ferenciacidn definidos, nos condujo a desarrcllar una metodologia que
permitiera la obtencidn de células en las principales etapas de la es
permatogénesis en condiciones de viabilidad alta y en ntmero suficien

te para la medicitn de su actividad enzimdtica.
C) Basé&ndonos nuevamente en la aparicién cronolbégicamente definida de

los distintos tipos celulares en el epitelio germinal testicular, to-

mamos testiculo de rata de 12 dias de edad para aislar espermatocitos



== leptotenos y.espermatogonias; de 21 dias de edad, para obtener esperma

.%tééitosjﬁaquitenos y zigotenos y de 38 dias de edad para separar la po

. blacibtn de espermétidas. -
Coﬁ ei obﬁeto de complementar nuestras obserﬁaciones sobre las cé&lulas
germinales, también aislamos los espermatozoides del epididimo,separén

dolos de.cada una de las tres regiones,caput, cuerpo y cauda.

D} Ya gue desde los primeros experimentos sabiamos que la hidr6lisis

de ATP testicular era estimulada por Ca2+y/o Mgz+ y gue de testiculo de
rata adulta se habia aislado, purificado y caracterizado a una proteina
capaz de estimular la actividad de la ATPasa~(Ca2++ Mgz+) (54}, decidi-
mos investigar si esta proteina estaba presente en todas las células -
del epitelio germinal y en gué cantidad.

Primeramente se defini6 la presencia y localizacién de la proteina ac-

2++ M92+),llamada calmodulina, empleando anti

tivadora de la ATPasa-(Ca
cuerpos fluorescentes y posteriormente se determiné su contenido por
radioinmuncandlisis, tomando las poblaciones de células germinales en
riquecidas en espermatocitos leptotenos, espermatocitos pstleptotenos,
espermétidas y espermatozoides.

Nuestros resultados mostraron la presencia de calmodulina en las célu-
las germinales en todos los estadios de maduracién, s6lo que a niveles
muy distintos. Cuando los espermatocitos primarios alcanzan estadios

de maduracidn postleptoteno, incrementan, su contenido de calmodulina

y lo mantienen durante el estadioc de espermétidas.

E) La correlacibn entre la fase de mayor actividad de hidr6lisis de ATP

2+

dependiente de Ca yv/o Mg2+ y la de elevacif6n en el contenido de cal-

modulina, ambas durante.la profase meibtica, nos llev6é a identificar
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,sifldeTPasa-(Cé%f+fMg%t)?estaba=presente“éomo'uno‘de’lbs'éléménﬁos en
Véiﬁéfiéaéféﬁéyéanferiahvla'éltércépacidad para hidrolizar ATP al testi
culo.

L% identificacifn de la presencia de esta ATPasam(Ca2++ Mgz+) fue rea
lizada basandonos en dos criterios:

a) Estimulacidn de su actividad en presencia de Ca2+ y Mg2+ por la adi
cién de calmodulina parcialmente purificada e

b) Inhibicidn de la estimulacién de la actividad enzim&tica por trifluo.
roperazina, inhibidor altamente especifico de la calmodulina.

La actividad de ATPasa—(Ca2++ Mgz+) fue determinada en las poblaciones
celulares enriguecidas en espermatocitos leptotenos y espermatogonias,
en espermatocitos postleptotenos, en espermitidas , en espermatozoides
de cuerpo y cauda del epididimo. También se midi6 la actividad enzimi-
tica en la fraccién microsomal de testficulo, a las edades de 21 y 38
dias de edad, a las cuales se alcanza el estadio de espermatocitos
primarios postleptotenos y el de espermdtidas,respectivamente.

Nuestros resultados sehalan la presencia de esta ATPasa—(CaZ++ Mg2+) en
las c€lulas germinales en todos los estadios de diferenciaci6n estudia
dos.Su actividad es mixima durante los estadios postleptotenos,perc es

permiatidas , espermatogonias, espermatocitos leptotenos y espermatozoi

des efectivamente tienen niveles de actividad mucho menores.
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CHANGES OF (Ca**—Mg?*)-ADENOSINE-
TRIPHOSPHATASE ACTIVITY IN RAT TESTIS
THROUGHOUT MATURATION

G. DELHUMEAU-ONGAY, R. TREJO-BAYONA
anp L. LARA-VIVAS

Dwzndn de Biologla de la Reproduccidn, Departamento de Investigacidn Gienttfica,
I.MS.8.—Apartado Postal 73-032-México 73, D.F.

(Received 12th Seplember 1972)

Marked changes in the pattern of energy metabolism occur in rat testis

. throughout maturation (Free, 1970). The mature testis, as compared with the

immature one, has a lower Qo, (Tepperman, Tepperman & Dick, 1949;
Leiderman & Mancini, 1968) and a different rate of aerobic and anacrobic
glycolysis (Tepperman & Tepperman, 1950; Leiderman & Mancini, 1968).
Adult testis utilizes glucose to a greater extent (Tepperman ¢t al., 1949) and
ATP production is primarily dependent upon glucose metabolism in the mature
but not in the prepuberal testis {(Means & Hall, 1968). On the other hand,
both adult (Tice & Barrnett, 1963; Sectchell, Smith & Munn, 1972) and
immature {Hollinger, 1971) rat testes have been shown actively to hydrolyse
ATP. However, the relationship of the rate of ATP catabolism to maturation
is not clear. In the present communication, the pattern of the enzymatic
hydrolysis of ATP by rat testis as a function of age is reported.

Fifteen groups by age, cach consisting of three to eight albino rats of the
Wistar strain, were used in the study. The rats were killed at the same hour
of the morning by cervical dislocation followed by decapitation and exsan-
guination. Testes were immediately removed and rinsed in ice-cold twice
distilled water. After removal of the tunica albuginca, testes were pooled to
prepare a 107 w/v aqueous homogenate with a Potter-Elvehjem homogenizer
provided with a loose Teflon pestle. The homogenate was then filtered through
glass wool.

The method essentially described by Bonting, Simon & Hawkins (1961) was
used to measure ATP hydrolysis. Bonting’s medium A was used for the incuba-
tion, which was carried out at 37° G (Text-fig. 1), A 10-min pre-incubation
without ATP was routinely performed in order to hydrolyse endogenous
substrates. The reaction was started by the addition of ATP. All the incubations
were run in quadruplicate and 0-5-ml aliquots were withdrawn at 30 sec,
1 and 2 min afier the addition of ATP. The reaction was stopped by 2:5 ml
ice-cold 6% perchloric acid. To separate zero-time aliquots, the substrate was
added after perchloric acid. All the aliquots were allowed to stand for 30 min
at 0°.C and were centrifuged. Inorganic phosphate (Pi) was determined in
the supernatant by the method of Bonting et al. {1961). Reported values are the
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means of twelve phosphate determinations with their corresponding standard
deviations, The protein content of the homogenates was determined by the
method of Lowry, Rosebrough, Farr & Randall (1951).

The pattern of the enzymatic hydrolysis of ATP as a function of age is shown
in Text-fig. 1. Twenty-four hours after birth, the cnzymatic activity was
alrcady present. From the first week of life, 1t continuously increased until
maximal values were attained at 21 to 24 days of age. These 3 weeks correspond
to the appearance and differentiation of spermatogonia and spermatocytes,
according to Clermont & Perey (1937), and to the observatons of Sosa,
Altamirano, Hernéandez & Rosado (1972) on the strain of rats used in the present
work, After the 24th day of life, at ages corresponding to the appearance and
further differentiation of spermatids, there was a statistically significant
(P<0-001) negative slope in the enzymatic activity, Stable lower values were
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TEexT-¥1G. 1. Enzymatic hydrolysis of ATP by rat testis as a function of age. The incuba-
tion mixtures contained: 1 my-Mg2*, 58 mm-Na*, 5 mu-K+, 10 ma-GN—, 01 mm-
EDTA, 157 mm-Cl—, 2 mn-ATP, 92 mut-tris (hydroxymclhvlammo mclhanc) buffer
" (pH 7 5) and 01 ml total homogcnmc (0-6 to 12 mg proicin) per ml.

reached at the 45th day of age when spermatozoa started to appear. These
levels were maintained thereafter throughout adulthood.

Since Kormano (1967) has shown that the testis/body temperature difference
changes with age, it seemed important to investigate the effect of the incubation
temperature on the enzymatic activity at various ages. Testis homogenates

‘from groups of rats aged 20, 30, 35 and 60 days were incubated at 0, 20, 30, 33,

33, 37, 40 and 50° C {cxperimental conditions as deseribed in Text-fig. 1).
Within each age group, no significant differences were observed in the enzy-
matic activities over the temperature range from 33 to 40° C. Thus, the
incubation temperature of 37° G, non-physiological for testes from certain age
groups, did not affect the results shown in Text-fig. 1.

In order to determine whether the enzymatic hydrolysis of ATP was specific
or not and whether the observed chronological changes of the enzymatic activity
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were quantitative or qualitative in nature, some preliminary cation-dependence
and substrate-specificity studies were undertaken. Testes from both adult and
immature rats were used in these studies.

(a) Cation dependence. Using 2 mu-ATP as a substrate, Nat, K%, EDTA
and cyanide could be eliminated from the original Bonting’s medium without
any detectable change in the activity. An absolute requirement of either Mg?*
or Ga?* was observed, 5 mum being the optimal concentration for both divalent
cations. When increasing amounts of Ca?* were added to the incubation mix-
ture containing 5 mu-Mg?*, the activity was inhibited (40% at equimolar
concentrations, 509 at a 2:1 Ca?*/Mg?* ratio). This effect was similar to the
one reported in placental ATPase (Shami & Radde, 1972).

(b) Substrate specificity. Text-figure 2(a) shows that, in the presence of
magnesivm ions, adult rat testis homogenates were able to hydrolyse ATP,
GTP, CTP and UTP at similar rates. Hydrolysis of ADP took place at a lower
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Texr-r16. 2. Enzymalic hydrolysis of various substrates by immature and adult rat
testis. The incubation mixtures contained: either 5 mm-Mg2+ {a) or 5 mm-Ca2* (b),
156 muM-Cl™, 2 mm-substrate, 146 mu-tris (hydroxymethylumino methane) buffer (pH
7+5) and 0-F m! total homogenate per ml.

rate. No hydrolytic activity was observed towards AMP, 3, 5’ cyclic AMP or
p-glycerophosphate, but a very high inorganic pyrophosphatase activity was
encountered. This cnzyme became saturated at 0-5 mu-substrate concentra-
tion and showed an absolute requirement for Mg** in an equimolar pyro-
phosphate/magnesium ratio, It was completely inhibited by 2 mm-NaF and
had no activity whatsoever when calcium was used instead of magnesium.
These propertics shown by rat testis pyrophosphatasc were markedly different
from those described for inorganic pyrophosphatase from bull semen (Heppel &
Hilmoe, 1951).

To determine whether ATP was llydrolysed by a phosphatasc or by an
organic pyrophosphatase, it was important to avoid inorganic pyrophospha-
tase activity. Determinations were therefore performed in the presence of 5 mu-
Ca?* instead of Mg?*, since the pattern of nucleotide hydrolysis by adult

¢



fr rm pres i

i
|

[T

b i L 0

s s s s hE

516 G. Delhumeau-Ongay ct al.

testis homogenates was similar with either cation (Text-fig. 2a and b). The
inclusion of inorganic pyrophosphatase activity could have also been avoided
by using fluoride since this did not appreciably inhibit ATP hydrolysis.

Text-figure 2(b) shows that the pattern of nucleotide hydrolysis was qualita-
tively similar in the adult and the immature testis, suggesting that the observed
activity is mainly one of a (Ca?*-Mg?*)-dependent ATPase. It was, however,
twice as great in the 6-day-old rat testis and over three times as great in the
20-day-old rat as in the adult testis.

Nucleoside diphosphatase showed only a slight increase in activity in the
5-day-old rat and 5’-nucleotidase was only apparent in the 20-day-old rat.

A high activity of ATPase that could be stimulated by either Ca?* or Mg?*
but not by Na® or K* was found to occur ia rat testis at all ages from birth to
maturity. The activity, however, showed marked quantitative changes as a
function of the age of the animal. During the first 3 weeks of life, a continuous
increase in activity was encountered. This observation is consistent with a high
energy requirement for the very active proliferation of the germinal epithelium,
as previously suggested (Free, 1970; Hollinger, 1971). Throughout the ages
corresponding to the appearance and differentiation of spermatids, ATPasc
activity continuously decreased until the 7th week of life. A cellular dilution
effect could be evoked to interpret this finding. It may also suggest that during
spermiogenesis, the testis progressively changes its energy metabolism until a
different and stable patiern is attained in carly maturity. In fact, previous
studies have shown marked differences between the metabolic energy pattern
of adult and immature testis in terms of Qo, (Tepperman et al., 1949; Leider-
man & Mancini, 1968), rate of glvcolysis (Tepperman & Tepperman, 1950;
Leiderman & Mancini, 1968), glucose utilization (Tepperman ef al., 1949},
ATP production (Mcans & Hall, 1968) and now ATP hydrolysis.

It has been suggested that most of the differences observed in energy metabo-
lism before and after maturation involve the seminiferous tubules rather than
the interstitium (Leiderman & Mancini, 1968; Leiderman, 1969; Free, 1970).
Since no cffort was made in this study to separate these tissues, any suggestion
at this stage concerning the cellular localization of the (Ca®*-Mg?*)-ATPase
would be speculative. Further experimental work is now in progress to clarify
this point.

This work was partially supported by a grant from the Ford Foundation.
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INCREASE OF (Ca**—Mg**)-ADENOSINE
TRIPHOSPHATASE ACTIVITY IN RAT TESTIS
UNDERGOING REGRESSION OF THE GERMINAL
EPITHELIUM
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(Received 24th Qctober 1972)

The pattern of testicular energy metabolism changes when spermatogenesis is
impaired. Testes undergoing regression of the germinal epithelium show a
higher Qo, (Tcpperman, Tepperman & Dick, 1949; Featherstone, Nelson,
‘Welden, Marberger, Boccabella & Boccabella, 1955; Steinberger & Wagner,
1961) and a lower glucose utilization (Tepperman & Tepperman, 1950; Mcans
& Hall, 1968; Free, Massie & VanDemark, 1969) than normal testes. These
phenomena are also observed in immature rat testes (Tepperman ef al., 1949;
Tepperman & Tepperman, 1950) and are believed to involve the intratubular
tissue rather than the interstitium (Leiderman & Mancini, 1968).

The catabolism of ATP also varies between adult and immature testes.
Although both tissues hydrolyse ATP at a very high rate (Hollinger, 1971;
Sctchell, Smith & Munn, 1972), mainly by means of a (Ca’*-Mg?*)-
ATPasc, there are marked changes in AT Pase activity throughout maturation.
It has been shown to increase during the proliferation of the germinal epi-
thelium, decrease during spermiogenesis, and attain stable lower values at
the beginning of adulthood (Delhumeau-Ongay, Trejo-Bayona & Lara-Vivas,
1973}. In the present study, investigations were carried out to sce whether
(Ca?*-Mg?*)-ATPase would change its activity in testes undergoing regres-
sion of the germinal epithelium,

This regression was induced in normal adult rats of the Wistar strain by
various means: (a) using a parapharyngeal approach, hypophysectomy was
performed on adult rats weighing 180420 g; serial sections of the brains of
these animals at autopsy showed no traces of pituitary tissuc; (b) adult rats
weighing 180420 g were made unilaterally cryptorchid by placing the left
testis in the abdomen and suturing the inguinal canal; {¢) adult intact rats,
weighing 225425 g were injected daily for periods of up to 17 days with cither
50 1.u. HCG or 250 pg fluoroacetamide in 0-25 ml saline, controls recelving the

-same volume of saline alone; rats werc killed 24 hr after the last injection.
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For histological observations, the tissue was fixed in either formol or Bouin’s
solution and stained with haematoxylin and eosin.

‘Within each treatment, and for each experimental point shown in Text-fig, 1
and Table 1, the testes of three or four rats were pooled and homogenized, and
the rate of ATP hydrolysis was measured as previously described (Delhumeau-
Ongay et al., 1973). Reported values are the means of twelve phosphate
determinations with their corresponding standard deviations. Values of
statistical analysis were determined by Student’s f test. The enzymatic activity
responsible for ATP hydrolysis was characterized as a (Ca®*-Mg? *)-ATPase
following the same criteria applied by Delhumeau-Ongay et al. (1973),
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Text-r6." §. (Ca?+-Mpg?*)-ATPasc activity in rat testis undergoing regression of the
germinal epithelium, The incubation mixtures contained: 1 mm-Mg?+, 58 mM-Na+,
5 mu-K+, 10 mu-CN-, 01 mu-EDTA, 157 mu-Cl-, 2 mm-ATP, 92 myetris (hydroxy-
methylamino methane) buffer (pH 7-5) and 0+1 ml of 2 103/ total aqueous homogenate
of rat testis (0-6 10 1'2 mg protein) per ml 4, Control; @, hypophysectomy; c,
cryptorchidism.

The cffect of hypophysectomy on the testicular (Ca**-Mg?*)-ATPase
activity is shown in Text-fig. 1. The activity started to rise 1 weck after hypo-
physectomy, rcached a plateau at the end of the 2nd week, and remained
stable until the 4th week of the experiment (P<0:001). Regression of the ger-
minal epithelium started to become apparent histologically on the 4th day
after surgery. Maturing spermatids and spermatozoa were still present, but
their numbers were reduced. Their reduction became more evident after 1 week
and by the 14th day they were absent.

Rats were made unilaterally . cryptorchid on Day 0 (Text-fig. 1). The
enzymatic activity of the ectopic testes was compared with that of the contra-
lateral scrotal ones (control testes in Text-fig. 1) at different times after surgery.
Little variation was obscrved in thc enzymatic activity of the euatopic testes
throughout the 6 wecks of the experiment. In the cctopic ones, a significant
(P<0-001) continuous increase was observed from the 2nd to the 5th week, at
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which time activity began to stabilize. When data were expressed in terms of
the protein content of testicular homogenates, the enzymatic activity showed
almost identical patterns to those shown in Text-fig. 1. A similar pattern was
also obtained when homogenates from scrotal testes were incubated at 33° C.

High doses of HCG are known to block the maturation of the germinal cells
{Morabito & Strazzulla, 1963). After 1 week of a chronic course of treatment
with daily intraperitoneal injections of 50 i.u. HCG, (Ca®*-Mg?*)-ATPase
activity was determined. The experiment was repeated four times. Control
groups showed values ranging from 31-5440-76 to 38-04 +2-98 pmol inorganic
phosphate (Pi)jminfg wet tissue, whereas treated animals significantly in-
creased their enzymatic activites (P<0-001) to values ranging from 54-62 +4-34
to 71-0+7-06 pmol Pijminfg wet tissue,

Table 1. Effect of fluoroacetamide administration
on (Ca?*-Mg**)-ATPase activity in rat testis

Enzymatic activity*
Days of treatment (1ol inorganic phosphate
producedimin|g wet tissue)

64-33 43-78
6428 4 3-01
57:21 4+4-03
60104215
73-36+4-89
98-53 +3-89

RN oy )

1
1

Fluoroacctamide was given in consecutive daily
subcutaneous injections of 250 g in 0-25 ml saline.

* The incubation mixture contained: 5 mM-
Mg?+, 156 mm-Cl-, 2 muM-ATP, 146 mu-tris
(hydroxymethylamino methane) buffer {(pH 7:5)
and 0'1 ml of a 10%, total aqueous homogenate of
rat testis (0-6 to 12 mg protein) per ml.

Fluoroacetamide is known to inhibit spermatogenesis specifically at the
spermatid level (Steinberger & Sud, 1970). Data on the effect of the chronic
administration of fluoroacctamide on testicular (Ca?*-Mg?*)-ATPase arc
shown in Table 1. Numerical values were higher than those of the previously
mentioned experiments because a 5 mu- instead of 1 mM-magnesium concen-
tration was used (sce Delhumeau-Ongay ef al., 1973). During the 2nd weck
of trcatment, the enzymatic activity showed a significant increase (P<0-001).
Histological observations of the testes at this time indicated that spermatids
and many spermatocyles had disappeared, The interstitium showed no detect-
able variations.

A significant increasc (P<0:001) in (Ca?*~Mg?*)-ATPasc activity was
found to occur in rat testis when regression of the germinal epithclium was
induced by any one of the means used. Each one of them 1s known to affect the
interstitial tissue in a different manner, Thus, hypophysectomy induces both
regression of the germinal epithelium (Clermont & Morgentaler, 1955) and
atrophy of the interstitium (Hooker, 1970). Cryptorchidism has a major effect
upon the development of the germinal cells (Hooker, 1970). High doses of
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HCG appear principally to block the maturation of the germinal epithelium
(Morabito & Strazzulla, 1963} and fluoroacetamide was reported to have a
specific effect on spermiogenesis (Steinberger & Sud, 1970). Our own histologi-
cal observations basically agreed with these previous findings. The fact that
(Ca?*-Mg?*)-ATPase activity always increased when the germinal cpithel-
ium was undergoing regression, in the presence or absence of a functional
interstitial tissue, points to the intratubular cells as the main site of the enzy-
matic activity,

The different methods used to induce regression of the germinal epithelium
raised the enzymatic activity to different Jevels. Chronologically, this increase
became generally significant when the bulk of spermatids had disappeared and
became cven more marked with the partial disappearance of the spermatocytes.

During the regression of the germinal cpithelium, the germ cells remaining
in the seminiferous tubules pursue their evolution at their normal rate until
they encounter unfavourable conditions (hormonal, thermal, or other) which
prevent their further differentiation. They then degenerate and are eliminated
from the system (Clermont & Harvey, 1965). The increase in the enzymatic
activity could thercfore be related to one or more of the following phases: (a)
the normal proliferation and differentiation of the more primitive type of germ
cells, since it has been suggested that this process has a very high energy
requirement (Free, 1970; Hollinger, 1971); (b) the disposal of degenerating
cells, which are phagocytosed by the Sertoli cells (Clermont & Morgentaler,
1955; Clegg, 1963), since phagocytosis is also an energy-requiring process
(Sclvaraj & Sbarra, 1966); (c) the disappearance of spermatids, since if these
cells were low in ATPase activity, they would produce an apparent increase in
the enzymatic activity.

None of the above interpretations can be definitively accepted at the present
time. It is worth noting, however, that throughout both maturation and regres-
sion of the germinal epithelium, rat testis shows comparable modifications in its
pattern of energy metabolism in terms of Go, (Tepperman et al., 1949;
Featherstone et al., 1955; Steinberger & Wagner, 1961 ; Leiderman & Mancini,
1968}, glucose utilization (Tepperman & Tepperman, 1950; Means & Hall,
1968; Tree et al.,, 1969), UDPase activity (Xuma & Turkington, 1972) and
{Ga?*-Mg?*)-ATPasc activity {Delhumecau-Ongay et al., 1973).

This work was partially supported by a grant from the Ford Foundation. We
would like to express our gratitude to Dr Alfredo Cortés-Arcos for the surgical
induction of unilateral cryptorchidism in the rats. The kind sccretarial help of
Miss Olivia Beltran is also acknowledged. The HCG (Eclutén} was a gift from
Organdn.
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A simple and rapid technique to isolate enriched
populations of spermatocytes and spermatids from the
immature rat testis

V. Aleméan*, R. Trejof, E. Morales*, P. Hernandez-Jaureguif and
G. Delhumeau-Ongay;

*Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, T Division de
Parologia and } Seccion de Formonas Proteicas, Division de Biologia de la Reproduccion, Subjefatura
’ de Investigacion Bdsica, Centro Médico Nacional, IMSS, Mdéxico, D.F.

Summary. A technique was developed to obtain enriched populations of large numbers
of primary spermatacytes (70-81 %) and of spermatids (75%) from immature rat
testes (21-23 and 38 days old respectively) in a simple and rapid fashion. The cells
were nearly all viable and membrane preservation was good. The testicular cells were
dispersed by a mild mechanical treatment combined with an incubation with purified
collagenase, and the cell populations were separated by centrifugation in a discon-
tinuous dextran gradient in a cell culture medium,

Introduciion

The tnetabolic pattern of the rat testis has been shown to change markedly throughout maturation,
e.g. when spermatocytes are converted into spermatids (Tepperman & Tepperman, 1950; Bishop,
1969; Free, 1970; Delhumeau-Ongay, Trejo-Bayona & Lara-Vivas, 1973). To be able to study the
metabolic changes occurring at these two distinct periods of maturation it seemed important to
devise a technigue to separate and enrich populations of spermatocytes and spermatids.

The chronological appearance of the different germinal cell types in the immature rat testis has
been extensively studied (Clermont & Peery, 1957; Davis & Schuetz, 1975). At 23 days of age the
tubules include most types of primary spermatocytes, while at 38 days of age spermiogenesis has
reached stage 14 (Clermont, 1972). Rat testes at these two ages should therefore be very useful as the
starting material for producing enriched populations ol spermatocytes and spermatids respectively.

Several procedures for the separation of animal cells (Shortman, 1972) have been used for
testicular tissue from various species. For example, velocity sedimentation at unit gravity for several
hours in continuous gradients of albumin or ficoll has been used to obtain different perminal cell
types from adult (Lam, Furrer & Bruce, 1970; Go, Vernon & Fritz, 1971; Meistrich, 1972; Meis-
trich, Bruce & Clermont, 1973; Romrell, Bellvé & Fawceett, 1976) and immature (Meistrich, 1972;
Davis & Schuetz, 1975; Bellvé eral., 1977a) rodents, and velocity sedimentation in isokinetic gradients
of ficoll (Pretlow, Scalise & Weir, 1974), equilibrium density centrifugation in continuous renografin
gradients (Meistrich & Trostle, 1975), centrifugal eluiriation in buflered albumin (Grabske, Lake,
Gledhill & Meistrich, 1975) have also been used. In these methods different 1echniques were used for
cell dispersion.

We describe here a technigue developed to separate enriched populations of spermatocytes and
spermatids, The following features were kept in mind: simplicity, speed, good cell viability and
preservation of cell structures, as well as the provision of a sufficiently large number of cells in each
population to permit further metabolic or functional studies.

Materials and Methods

Albino rats of the Wistar-Porton and the Sprague-Dawley strains were used at 23 and 38 days of
age. Throughout the experiments the manipulations were carried out at room temperature because
cell viability dropped to 30-45 Y whenever temperatures above 33°C or below 15°C were used. The
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’ rziis 'wcrc’killc&'b) (jcbébﬁhﬁﬁbjaﬁ'd'éisa'nguinalcd and the testes were removed. The meﬁtho_d for
*‘cell dispersion and separation of the testicular cell populations is outlined in Text-fig. 1.

2-3 gwhole testes

Rinse in Ca?* ~ free saline G° ' - i
Decapsulation
Fine |ragmemanu:n in MEMS! (2 mi)
Dilution with MEMS {10 ml}

Cem!iiugatio? at 55, 10 min

Washed fraymented tissue Supernatant . i
{discarded) o

¢

Gentle suspension {Pasteur pipette} R i
in 0-4% purified collagenase in MEMS [

]
Incubation at 32°C, 10 min under

95% O, + 5% CO,
+
Dispersed cells p’Ius fragmented tubules
Dilution with M‘E MS (2 vols}
Successive {iltrations on nylon {Z00 mesh),
single- and douhllc-laycr silk {400 mesh)
—
Residue Total dispersed cells
on screens
{discarded} Centrifugation at 559, 10 min
1
i 1
Pellet Supernatant
{discarded}
Suspension in MEMS {5 mi)
I
Centrifugation on purified
dextran T 150-MEMS discontinuous gradient at
6000 g, 20 min
{10® cells/gradient)
Dextran % {w/w) Layer
- 1 ]
70 -
866 - z |
11 .0 - 3 i
- 4 'i
1333 - ¢
- 5 {

1666  ~—\ )
)

Recovery of cell populations
Text-fig. 1. Flow-chart outlining the cell dispersion and separation method for cell populations from the
testes of 21-23- and 38-day-old rats.
* Ca**-free Puck’s saline G solution containing 137 mm-NaCl,-5:5 mM-KCL. 1:1 mM-KH,PO,, 11 mM-Na,-
HPO,, 063 mM-MgSO, and ne glucose.
t Eagle’s Minimum Essential Medium (Gitco) supplemented with non-essential amino acids and 1% .
previously dialysed and freeze-dried fetal calf serum, pH 7-2-7-4.

Dispersion. Various enzymes were dissolved in Eagle’s Minimum Essential Medium supple-
mented with non-essential amino acids (Gibco) and 1%, previously dialysed and frecze-dried fetal
calf serum, pH 7-2-7-4 (MEMS), and tested for their ability to effect cell dispersion. For 0-05%,
doubly crystallized trypsin (Nutritional Biochemicals), a mixture of 0:05% trypsin and 0-49
collagenase (form 11, Koch-Light Laboratories Ltd, England), and 0-4 % collagenase alone (8 mg/g
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wet tissue), the viabilitics were 67°5, §5:3 and 93-1009;, respectively. The 0-4%; collugenuse main-
tained this Jevel of viability and good membrane preservation (100%; of germinal cells with no
disruption of membranes as judged by the electron microscope), but if other commercial preparations
were used without further purification the germinal celis were damaged (30-40 9 viability).

Cells were counted in a Levy-Hausser counting chamber, Cell viabifity was dctermined by
exclusion of 0-59 trypan blue in a 1:1 (v/v) mixture of MEMS and Ca?*- and glucose-free Puck’s
saline G solution (137 mm-NaCl, 5-5 mm-KCl, 1-1 mm-KH,PO,, 11 mM-Na,HPO, and 0-63 mm-
MgS0,) and also by the ability of the cells to produce lactate acrobically compared with the ability
of tissue fragments. Incubations were performed essentially as described by Leiderman (1969), and
Leiderman & Mancini (1968), except that MEMS without fetal calf serum was used as the medium
at 33°C.

Separation. To separate the cell populations, dextran T-150 (Pharmacia, Uppsala) discontinuous
density gradients (Text-fig. 1) were prepared. The dextran, previously dialysed and freeze-dried,
was dissolved in MEMS, pH 7-4. The relativc densities of Layers 2, 3, 4 and 5 of the gradients were
1-0384 £ 0-0018, 1-0535  0-0016, 1-0598 + 0-0011 and 1-0816 £ 0:0014, respectively (H,0 = 1-000).
Three gradient~containing tubes were centrifuged in cach run at room temperature for 20 min.

Idenrification. The cells were recovered from each layer and these from equivalent layers of the 3
gradients werc pooled, diluted with MEMS and centrifuged at 80 g for 10 min. The cells were then
washed with Ca?*- and glucose-free saline G solution and centrifuged at 55 g for 10 min before
identification. After fixation overnight in buffered 109, formaldehyde vapour the cells were stained
with PAS-haematoxylin and identified by the criteria of Leblond & Clermont (1952) and Clermont
(1972). The population percentages were calculated from the 1000 to 5000 cells counted for each
gradient layer. Data shown are the averages of 4-6 different experiments,

To characterize further the cell distribusion among the different layers, DNA content was deter-

mined by the modified micromethod of Giles & Myers (1965) after extraction by the methed of Leyva -

& Kelley (1974). From these determinations cell recoveries and DNA content per cell were calculated.
Diploid cells were assumed to contain 7 pg DNA/cell (Szarski, 1976). Protein was determined in each
washed cell population (Hartree, 1972).

Electron microscopy. Cells from each cell population were fixed in bufiered glutaraldehyde,
post-fixed in 1%, osmijum tetroxide, dehydrated in ethanol and embedded in araldite (Glauert &
Glauert, 1958). Sections were obtained on a Reichert Om U, ultramicrotome and obscrved in a
Philips EM-300. At least 100 celis from each population were observed and if there was full continuity
of the membranes round the cell it was considcred 1o be ‘well preserved’. The identification of the
cells from their ultrastructural appearance foliowed that of Burgos, Vitale-Calpe & Aoki (1970) and
Doocher & Bennet (1973).

Results

Cell recoveries after the dispersion step are shown in Table 1. The vield per testis was 13 times lower
in the younger rats, but it was possible to increase the yield to 29 x 107 cells/g tissue if the tubules
were resuspended and centrifuged 8 times more with MEMS after the collagenase treatment.

‘Table 3. Cell populations recovered from rat tesies after dispersion

Ageof rat
23 days 38 days
Wel weightftestis () 23 1005 0639 + 0-08
No. of cellsftestis 137 x 107 £ 06 x 107 17-24 x 107 + 4-8 x 107

No. of cells/g testis wet weight 58 x 107+ 16 x 107 29-5 x 107  10:9 x 107

Values arc the mean of 3-7 experiments + standard deviation.
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mean of 4-G experiments.
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Text-flg. 3. The proportions of spermatogonia (Sg), spermatocyles at leptotene (L) and pachytene (P) and spermatids (S1) in the total dispersed cell papulation and in the popu-
intions isolnted rom Layers 2-5 of the dextran discantinuous gradients for separation of cells from the testes of (a) 23-dny-old and (b) 38-day-old rats, The values are expressed on a
logarithmic scale with the s.d. for the mean of 4-6 experiments.
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Table 2. Summnry of rcsulls al'lcr scparnuon ‘on dlscanununus sradncms of dextran of cells from the testes of 23- or
’ . . s 38 dny nld rats

S Cellnes X 107 © Cell recoveries Viability Protein
B ) T (%) (¢73] (mg)
Layer o 23 days 38 days 23 days 38 days 23 days 38 days 23 days 38 days
“Total dispersed
cells 9695 £ 35 27403%99 100 100 93 95 11055+ 30 2686+ 96

2 5377 £ 106 1366 +23 555 50-0 100 98 7-101 £ 038 1568 4 051
3 1915+ 044 0341 + 017 197 12 93 98 2:366 2071 075 %017
4 0077+ 005 0017+0002 08 06 100 97 02 0! 009 + 001
5 0338 004 0079 + 000 35 03 100 97 0357 £ 009 025+ 007
Recovery % 7955 51-18 90-67 6231

Values are mean + s.d. for 4-6 experiments.

After the gradient separation, the pellet contained eryvthrocytes and cell nuclei from damaged cells
and Layer I contained only a few cells. The details of the celis in the other layers are shown in Tabie
2. Cell recovery was higher in the 23- than in the 38-day-old rats and the cells were mainly distributed

_in Layers 2 and 3 (relative densitics above 1-0598). Protein recovery was higher than cell recovery in
both groups, but was again better in the younger animals. This observation is consistent with the
reported fragility of certain germinal cells (André, 1962).

The recovered cells were metabolically active and total dispersed cells from testes of 38-day-old
rats produced acrobically 53 ng lactate/h.mg protein ~' compared with the value of 96 ng produced
by whole tissue fragments.

EXPLANATION OF PLATES
PLATE 1

Photomicrographs of the typical cell populations obtained from the dextran gradients. PAS-haematoxylin.
Fig. 1. Cel! population, mostly pachytene primary spermatocytes, from Layer 2 after separation of testis
from a 21-day-old rat, x 875.

Fig. 2. Early spermatids, Golgi phase (Stage 1} from Layer 3 after separation of a 38-day-old testis, %3200,

Fig. 3. Ccll population lrom Layer 2 (38 days of age). P = primary spermatocytes. The other cells are
mostly spermatids in different stages of development. x850.

Fig. 4. Sertoli cells from Layer 5 (21 days of ape) showing the characteristic irregularity and indentation of
the nuclei. X3900.

PLATE 2

Electron micrographs of the different cell types after separation to show the membrane preservation.

Fig. 5. Late leptotene primary spermatocyte. The nucleus (N) shows a uniform and homogeneous chromatin
and chromosomal cores. Groups of mitochondria (M) arc present in the cytoplasm. x6630.

Fig. 6. Pachytene primary spermatocyte. Note condensation of chromatin forming clumps {(arrow). The
cytoplasm shows groups of milochondria (M). x6450.

Fig. 7. Step 1 spermatid. The prominent Golgi apparatus (G) has given rise to the pre-acrosomic granule
(Pg). Mitochondria (M) are present near the plasma membrane. X7850.

Fig. 8. Scrtoli cell. Note irregularity and indentation of the nucleus {N). The cytoplasm shows numerous
cisternae of smooth endoplasmic reticuium (SER), x7950.

Fig. 9. Leydigcecell. Inthe nucleus (N) there are clumps of chromatin associated with the nuclear membrane.

‘The cytoplasm shows numerous round to ovoid mitochondria (M) with a typical arrangement of cristac
and vesicular smooth endoplasmic reticulum (arrow). x8000.
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Cuerall distribution of cells

The composition of the total dispersed cel} populations and that of the cell populations isolated
from the different gradient Jayers is shown in Text-figs 2(a) and 2(b). At 23 days of age most of the
germinal cells were recovered in Layers 2 and 3 (80%7). Sertoli celis were found mainly in Layers 2and
5 and were considerably enriched (60%) in the latter. Leydig cells were found mainly in Layers 2, 3
and $ but no particular enrichment was observed. At 38 days of ape germinal cells were also found
mainly in Layers 2 and 3 (51 %) and these layers were particularly enriched in germinal cells (98 94).
Sertoli cells were present in Layer 5 but the number of cells recovered was one order of magnitude
less than that for Layer 5 at 23 days of age, Levdig cells showed a pattern similar 1o that found in the
younger animals.

Distribution of perminal celis

The distribution of germinal cells in the gradients are shown in Text-figs 3(a) and 3(b), At 23
days of age spermatogonia were mainly found in Layers 2 and 3 but no enrichment of this cell type was
obtained. Spermatocytes at leptotene were found in all the layers, but Layer 4 was the most enriched
(49 9,). Pachytene spermatocyles (and other primary sperinatocytes furiher developed) were mainly
found in Layers 2 and 3, which contained a 70%; enriched population of cells at this stage of differen-
tiation. Some of the 23-day-old rats in certain seasons of the year had early spermatids, but they
could be completely avoided if 21-day-old rats were used with exactly the same technique; the en-
richment of primary spermatocytes was then raised to 81%. In gradients from 38-day-old rats
Layers 2 and 3 contained enriched populations of spermatids (75 %). Primary spermatocytes had a
pattern of distribution similar to that of the 23-day-old animals and spermatogonia were practically
restricted to Layers 2 and 3,

Structural observations

Typical photomicrographs of some of the primary spermatocyte and spermatid populations
obtained are shown in PL. 1, Figs 1-4. The morphological characterization of the cells in the various
cell populations was in accordance with their DNA content, as shown in Table 3. Electron micro-
graphs showing the degree of membrane preservation of the cells are presented in Pl 2, Figs 5-9.
Total dispersed cell populations from 23- and 38-day-old rats showed 1009 preservation of their
membrane structures. Very few symplastic formations were observed. In the 23-day-old rats, 68 and
80-2% of the cells recovered from Layers 2 and 4 respectively had intact membrane structures, The
value for Layer 4 in the 38-day-old rais was 8§7-6%; that for Layer 2 was lower, probably because of
the known fragility of spermatids (André, 1962).

Table 3, DNA content (pgjcell) of rat testicular cells in the
various gradient layers afier separation

Layer
Age
(days) 2 3 4 5
Experimental 23 127 12:2 110 8-0
38 50 70
Theoretical 23 121 117 111 8-1
38 41 67

Experimental values: DNA/no. of cells recovered.

Theoretical values: calculated from the percentage of each
cell 1ype in the population recovered from the layer, assuming
n =335 pg DNA; and spermatids = n, spermatogonia, Scrtchi
cells and Leydig cells = 2n and spermatocytes = 4n.

When this work was almost completed dextran T-500 (Pharmacia, Uppsala) became available
and was tested. Results were essentially identical under the same conditions, except that the gradients
were centrifuged for 30 min (instead of 20 min) for testes from 38-day-old rats.
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Discussion

The technique described here was developed to obtain enriched populations of spermatocytes and of
spermatids in enough quantities and in a good enough condition of preservation to permit study of
the metabolic differences between these two distinct stages of differentiation and advantage was
taken of the chronological appearance of the different germinal ceil types in rat testes during matura-
tion, For example. at 21-23 days of age all types of primary spermatocytes are present and represent
the main cell population, further enrichment occurring in Layers 2 and 3, and at 38 days. when
spermiogenesis has attained stage 14 (Clermont, 1972), spermatids are obtained in the enriched
populations. If older rats are used the flagella and the large numbers of spermatozoa prevent re-
producible separation of the other cell types.

To perform metabolic studies on isolated cells both their number and integrity of cell structures
are important factors. Previous cell separation methods described in the lilerature have resulted in
some germinal cell populations with a Jower contamination by other cell types (Meistrich & Trostle,
1975, Davis & Schuetz, 1975; Romrell er al., 1976), but these celi populations are often highly
diluted and/or the number of cells recovered is not high cnough for particular metabolic studies.
Electron microscopy of the germinal cell preparations has not always been included (Lam er al.,
1970; Go er al., 1971 Meistrich, 1972; Meistrich er al., 1973; Pretlow er al., 1974; Meistrich &
Trostle, 1975; Davis & Schuetz, 1975; Grabske er al,, 1975), and it is therefore difficult to compare
the degree of presurvation of the cellular structures with the various techniques.

Romrell et al. (1976), Bellvé, Millette, Bhatnagar & O'Brien (1977b)and Barcellona & Meistrich
{1977) have examined the integrity of isolated mouse testicular cells, Their results seem comparable
to those of the present siudy but no mention was made of the percentage of cells showing
good membrane preservation. By our technigue we could obtain, within 3 h, over 58 x 10®
well preserved primary spermatocytes from a population of 72 x 10f cells (Layer 2 + Layer 3 of the
gradients from 21-23-day-old rats) or 105 x 10° spermatids from a population of 140 x 10% cells
(Layer 2+ Layer 3 of the gradients from 38-day -old rats),

The contamination of each cell population by the other cell types present was the most scrious
limitation of the technique and should be taken into consideration. Further purification of the
germinal cell populations may perhaps be obtained by a combination with another sequential dis-
continuous gradient or with an clutriation centrifugation, such as that described by Grabske ez al.
(1975).

This work was partly supported by a grant from the Ford Foundation, We thank Mrs Elodia
Cruz-Lavin for skillful technical assistance and Mrs L. Ponce de Leén and Mrs C. Garcia for
secretarial help.
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21 calmodulin is the pri-

‘maTy calcium recepior in cells and has been suggested as a Te-

'»Vgpiatof;of various cellular processes (Cheung, 1980; Means and

Dedman, 1980; Means, 1981).

/’

Developmental changes in calmodulin, measured by its effecstit
- \

on phosphodiesterase activity, have been reported in different
LI

rat tissues. Among them, adult rat testis showed the highest

phosphodiesterase activator content and this level was reached

between 20-30 days of apge (Smoake, et al, 1974).

bue to the great variety in testicular cell types and their ;ﬁ
precise chronological appearance within the germinal epithel%um
(Clermont & Perey, 1957}, we decided to study whether the ob-
served changes in calmodulin activity weére or not correlateag
to specific stages of spermato:zoa éifferentiation. Enphasis
was made on cells during meiosis because 1t has been shown

that during oocyte melotic maturation calmodulin level increés-

ed (Cartaud and Ozon, 1980).

The possibility. to have avaiiable ﬁoth monospecific antibodies
against calmodulin (Dedman, et al, 1978) and germinal cell po-
pulations enriched at some stage of maturation (Alemén, et al,
1978} allowed us to deiérmine calmodulin localization and con-
tent in:; 7‘

a) Leptotene primary spermatocytes; b) Pachytene primary
spermatocytes; ¢) Spermatids; d) Spermatozoa from caput,

'

body and cauda of epididymis.
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Minimum Esential Medium (MEM), was purchased from éiﬁéo,rbuf?:
fered with 20 mM Hepes pH 7.2. ' o

Dextran T-500 was from Pharmacia Fine Chemicals, préviously ;:
purified to eliminate calcium iomns. ! 4
Krebs-Hepes colution was constituted by 122 mM, NaCl; 6 mM;: “\

P

T
.

XCY; 20 mM, HEPES; 5 mM, NaH,PO,; 1 mM, MgCl, pH 7.15.

2
Glass material was presiliconized. Reagents and material -
were sterilized before use.

Antibodies ' f&

EA= ] o
, !

-Monospecific antibodies against rat testis calmodulin were pIo

. - 'e

duced, purified and characterized as previously described bl

Dedman et al (1978).

Isolated perm cells

Testicular cell populations enriched in leptotene primary sper-
matocytes, in Pachytene primary spermatocyvtes or in Spermatids
were obtained from male Sprague-Dowley rats at 12-15, 21 and

38 days of age, respectively, according to Alemin et al (1978).

Briefly, testicular cells were dispersed in MEM by a mechanical
and collagenase treatment of small pileces of tissue. The super-
natant fraction was filteféd“throﬁgh nylon and silk cloths and
centrifuged at 55 xé for 10 min. The pellet was resuspended in
MEM and centrifuged onto a discontinuos Dextran T500-MEM

gradient at 9220 xg 35 min at 20° C.
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indirect Immunofluorescence . a

We followed the procedure described by Fuller et al (1975).2-'\

Enriched cell populations at the defined stage of maturatloH

were fixed in 3% glutaraldehyde-Krebs-Hepes pH 7.15 for 30 mdin.

- Washed and resuspended with Xrebs-Hepes in 0.5 ml. A smallﬁdrpp

of cell suspension was smeared in precleaned 18x18 mm cover siips.
R
The cells were then postfixed in cold acetone at -20° C and ”%
"
rinsed with Krebs-Hepes at room temperature. Cells were incu:
bated with 20 ¢l of goat anti-rat calmodulin (0.2 mg prot/m1)¢
for 60 min at Toom temperature. They were rTinsed with Kreb;-?
Hepes and treated with 20 ul of fluorescein conjugated rabbit
anti-goat I1gG diluted 7:20 and incubated .30 min at Toom tempe-

rature. Cells were rinsed with Krebs-Hepes and mounted with

Krebs-Hepes-glycerol 1:10 pH B.5.

Cells were viewed and photographed in a Zeiss Photomicroscope
11 equipped for epifluorescence and with a 100 W Mercury lamp.
Cells were viewed through a 63 x ©el objetive (NA 7.4) and

recorded on Kodak TRI-X film.

Calmodulin content

Quantitative calmodulin determination was performed by radio- .



immunoassay as-described by Chafouleas et al (1879).

:Kliéﬁots of isolated germ cell populations enriched in a

defined stage of maturation were lyophilized and their calmo{.
dulin content was.determined. The calmodulin content per

cell was obtained by dividing the calmodulin observed confent -

by the number of cells in each cell powder. ' ?;‘
T
1

“.me

oy N

by
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iﬁ'tne ;mu*r cellula; povulatlon= o7 tn"germ;nal fp;;hellum*

that were studied.

- ) . 4 g
Leptotene primary spermatocytes showed a diffuse fluorescence in
the whole cell. However they had the lowest intensity as com-

. R
pared with the other cell types. 1n fact it was so low thal pﬂg

i
-

.

tographs could not be taken.

Primary spermatocytes at the Pachyiene Stage showed a similérf
flvorescence in the whele cell, but with a higher intensit&l

In Figl(a) we present a phase contrast photograph of the Pachﬁ}
tene primary spermatocyte enriched population and in F1g1(b)"

the same cells v1ewed with an eplifluorescence systen. 1

During the first stages of spermiogenesis, Golgi phase, Fig '

2 (a), calmodulin localization was similar to that showed by
cells at the meiotic prophase. Immunofluorescence was loca-
lized in each whole cell Fig 2 (b). At later stages of spe?;
matid maturation, acrosome phase Fig 3 {a), the fluorescence
was seen in the cytoplasm and along the tail with a greater im-

tensity at the junction region of the plagellum Fig 3 (b).

Spermatozoa from any section of Epidydimis Fig 4 (a), showed
. fluorescence in the head” and along the tail, with major inten-

sity in the acrosome region and in the cytoplasmic droplet

Fig 4 (b).
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Table 7T

1 i : 553@65uiﬁn conién1‘Qb;éinéérln"
so]ated germ celi éo?ﬁlaiibnsgArA{'the,begiﬁning of thg first
meiotic prophase, leptotene stage, the cells showed the lowest
calmodulin content, 0.030 pg/cell. ‘We observed an abrupt change
in calmodulin level when cells reached the next stages of the .

first meiotic prophase. From the pachyiene stage the cells had

more than twenty times calmodulin than at the leptotene stage.
4 \

i
Spermatid enriched population showed almost the same calmodulin
content per cell as the pachytene primary spermatocyte enriched

population.



Table 1, CALMODULIN CONTENT IN ISOLATED GERM CELLS

© CELL POPULATION TOTAL CELL/ALIQUOT CALMODULIN
NP pp/cell
|- . Leptotene Primary Speinma- 6
7 tocytes (60%) 9x 10 0.03
21 days Postleptotene Primary 6
Spermatocytes (82%) 11 x 10 0,70
38 days Spermatids 6
(73%) 35 x 10 0.80




The developmen: of monospecific antibodies ‘agains: calmodulin

had alloﬁgd 10 determine its cellular localization by indireﬁ;‘
immunofluorescence. and by immunoelectron microscopy in tissues’
and cultured cells at different stages of the cell cycle {Ded-
n:l\

i
Vo
|

man et al, 1978; Lin et al, 1980).

In the present work we studied four rat germinal cell popdié-‘
tions at the main stages of differentiation. Two of them were
enriéhéd in cells at different stages of the partjcularly'é]q*
first melotic prophase. The third population studied was epﬁ

L

riched in spermatids. These cells no longer divide but expé}

hd «

riment proiound morphologic and metabolic changes which culﬁj-

nate with the production of spermatozoa.

'

In these four populations we observed immunof]uorescence;against
calmodulin. In cells during the first melotic préphase ﬁe ob-
served a diffuse fluorescence in the whole cell. We did not

- observe special immunofluorescence regions as it has been showen
in the centriolar region during mitosis prophase (Welsh et gl;

1979).

In spermatids at early stages (Golgi phase) we obsérved fluores-
.cence in-the whole cell, but at later stages (acrosome phase) we
also observed a region of higher fluoTescence intensity at the
atatchment region of the tail to the head. Jones'gz.gl (1980)

found this specially fluorescent region in epididymal guinea

‘plg spermatozoa.



Ve ‘did.not observe the hipher .fluorescence Tegion at the junc-

tibn—dffiﬁé?fiégéliuﬁ as well as the band further down the head

' .
[

showed by~Jones'g£ al (1980).

'
B

The junction of the flagellum to the head is a critical p;osgsi
and the cellular structures involved reflect its complexityll;
Rat spermatozoa have distinctive features at this point, tﬁéixko
centrioles disappear .but are present at spermatid stages. it is
possible that calmodulin is present in these cells as z gfaéie;t
around the centrioles, since this type of gradient hés been;ﬁ?-
served in dividing cells (Welsh et al, 1578). faybe this g;g—
‘.

dient is lost when centrioles disappear (Fawcetri, “1975). ‘)

1t has been reported that part of.calmodulin in Tetrahvmené'és
located in cilliary axonemes and is associated to a 14S dynein
fraction (Jamieson et al, 1979). By using bovine brain calmodulin
it has been shown that it binds to 145 and 305 dynein frattions

(Blum et al, 1980).

These data could explain the fluorescence showed by us along

the flagellum of rat epididymal spermatozoa.

¥We -observed a fluorescence against calmodulin in the cytoplas-
> .

mic droplet. It has been reported a ram seminal plasma extract

2+-Mg2+)-ATPase from spermatozoa flagellar

that activates a (Ca
membranes and a calmodulin-like activity in human seminal plasma

(Forrester and Bradley, 1880 a, b).



The major contributors of testis calmodulin were the perminal

cells.  From the determinations of calmodulin in the enriched
populations of primary spermatocytes at different stages of the
i

first meiotic prophase and that one enriched in spermatids, we

observed that the major increase in calmodulin level occurrpd:l
o \
during the first meiotic prophase. At the initial stage (lgp-
1

totene), the cells showed a low calmodulin content. At the .

advanced stages (zygotene and pachytene) primary spermatocytes

showed almost a 25 fold increase and this level was mantained.

during spermatid stages. However, the changes in cell volume%
in

during spermatogenesis as well as a possible compartmentation

. "

must be considered in order to define the actual calmodulin ﬂ

concentration changes.

During oocyie melotilc meturation, induced by progesierone
ireaiment, Cariaudéd and Ozon (1980) nheave also observed an enhz~-
cement of The calmoduiirn level Iryom 28 1o 70%. 1In melosis it
 could play an important role because 2 microinjection of this
protein into oocytes induced & complete .meiotic response

(Maller and Krebs, 1978).

The large increase in.calmodulin content after the leptotene
stage could be part of the gene expression triggered at meiotic
stapges where specific testicular isoenzymes appear, particularly
at the pachytene stage, such as x-lactic dehydrogenase (LDH-X)
-(Meiétrich et al, 1977) carnitine acetyl transferase (Vernon

et al, 1971}, sorbitol dehydrogenase (Bishop, 1968) and spernm

type hexokinase (Scsa et al, 1972}).



i

In Table I we compared the reported values of calmodulin content

"in germinal cells determined by different techniques. Sperma-

tozoa from various mammalian species had a similar number of

calmodulin molecules (Jones et al, 1978).

¢

These changes in calmodulin content throughout germ cell dif- .
I

ferentiation suggest changes in the functions to which it haé"

t,

been related and must be further investigated.
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‘Calmodulin content was determined in lyophilized cell popu-

lations by Radioimmunoassay according to Chafouleas et 2l
(1978). Lleptotens primary spermatocyte represented 60% of
the cell population, Sertoli cells 20%, Spermatogonia 9%, ]g‘
Pachytene spermatocytes 4% and Leydig cells 6%. Post]epto:f.'
tene primary spermatocyte population was constituted by cells:
at Zygotene 14%, Pachytene 35%, Diplotene 16%, Secondary »

spermatocytes 18%. The contaminant cells were leptotene 'g

3%, Spermatogonia 10%, Sertoli cells 2% and leydip cells

¥
2%. Spermatid enriched population wes constituted by cells’|

‘
4

at Golgistages 58% and at acrosome stages 15%. The conta-
minant cells were leptotene 2%, Zygotene 7%, Pachvtene 6%,

Diplotene 7%, Secondary Spermatocytes 3%. Spermatogonia -

and leydig cells 2%.
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IN DIFFERENT CELL TYPES

SOURCE CELI. | CALMODULIN CONTENT/CELL HETIHOD REFERENCES
. pg molecules
Xenopus laevis Oocyte 130 x 103 4.57 x 10]5 Extraction § Cartaud and Ozon (NH())E
Purification i
Rat Leptotene Primary 0.03 1072 x 10° RIA Present worl :
Spermatocytes
SRS
Rat Postleptotene Primary 0.70 247.5 x IO5 RIA Present work .
Spermatocytes 1
Rat Spermatids 0.80 283.4 x 105 RIA Present work 1
Itamster Spermatozoa 0.0037 1.0 x 105 Stimulation of Jones ct al (197R)
(Epididymis) PDE activity T
Rabbit Spermatozoa 0.0014 * 0.49 x 105 Stimulation of Jones et al (1497R) ,
(ejaculated) PDE activity !
Ruoster Spemmatozoa 0.0009 0.3 x 105 Stimulation of Jones et al (1) ;
{ejaculated) PDE activity
5
Heman S]?E]'IHUIZOZOEI 0.0035 1.2 x 107 Stimulation of Jones et al (1178}
(ejaculated) PDE activity T
Sea urchin Spermatozoa 0.0001 0,034 x 105 Stimulation of Jones et al (197
PDRE activity T
Sea urchin Spermatozoa 0.00083 | 0.29 x 10° Extraction § Garbers ct al (lusn)
: . Purification T :



t e

......

Alemarn, V., Irejic. R., Mo;a]es. E.. Hernance:-gcn*h""* , Toanc
Delhumeav-Onggy, G. (197B). A simple #né rapid tecnn:qus'io
isplate enriched populations oi spermatocytes and spermatids
irom the immature rai testis. J. Kepred. Fert. 54, 67-753.

Bishop, D.W. (1968) Testicular enzymes as finger prints in the

study of spermatogenesis. 1In "Keproduction and Sexuzl Behavior"
EG. M. Diamoné. pp 261-268. Indianz Univerr:ty Presc. Bloomihgion,
I ’ :

Bium, J.J., Hayes, A., Jamieson, G.A.Jr. and Vanaman, T.C. (19§0).
Calmodulin coniers calcium semsitivity on ciliary dynein ATPase.
J. Cell Biol. 87, 386-397.

Cartaud, A. & Ozon, Ren& (1980). Xenopus lzevis oocyte calmodulin
in the process of meiotic maturation. J. Bilol. Chem. 256, 9404-
9408, '

Chafouleas, J.G., Dedman, J.R., Munjéal, R.P. and Means, #
(1979). Calmodulin. Development and application of 2 qens1LJve ﬁ
radicimmunoassay. J. Biol. Chem. 254,10262-10267.

(2%

Cheung, ¥.Y. (1980), Calmodulin plays z pivotal role in ce]]uléj
regnlation. Science 207, 18-27.

Clermoni, Y. & Perey, B. (1957). Quantitative study of the cellf
population of the seminiferovs tubules in immature rats. Am.
J. Anat. 100, 241-267.

. o 9e :
Dedman, J.R., Welsh, M.J. & Means, A.R. (1978). Ca~ -dependent
Tegulator. Production and characiterization of a monospecific
antibody. J. Biol. Chem. 253, 7515-7527.

Fawcett, D.W. (1973). The mamalian spermatozoon. Dev. Biol. 44,
394-456.

Forrester, 1.T. & Bradley, M.P. (1980a). Identification of
calmodulin-like activity in human semlnal plasma. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 92, 7594-1001,

Forrester, 1.T. § Bradley, M.P. (1980D).. A(CaZ+~Mg2+)-ATPase
in epididymal and ejacvlated sperm flagellar plasma membranes:
Possible modulation by extracellular factors. Proc. Natl. Acad.
Scit. 356, 382-384.

Fuller, G.-M., Brinkley; B.R. and Boughter, J.M. (1975). Immuno-
flvorescence of mitotic spindles by using monospecific antibody
against bovine brain tubulin. Science 187, 945-950.

Garbers, D.L., Hansbrough, J.R., Radany, E.W., Hyne, R.U..§
Xopf, G.S5. (1980). Purification and characterization of calmo-
dulin from sea urchin spermatozoa. J. Reprod. Fert. 59, 377-
381. -



Ll A T 94}

Jones; EuUr[, Eradiorc, .MM .. Mckorie, R.A. ani Ccrmier, M.C.
(1978]. High Jlevels of 2 celcium-dependent moduiaiCT PTOLELR
in spermatozoz and irs similarity 1o brain modulater proOTein.
Fiochen. Biophys. Res. Commurn. §:, 1264-1272.

u [

Jones, H.P., Lenz, R.W., Palevitz, E.A. and Cormier, M.J. (1980)
Calmodulin localizalion in mammalian Spermatozos. Proc. Nat.
Acad. Seci. USA 77, 2772-277&. ) ‘

, E.R. & Means, A.R. (1980}, *
cerepellum by immunoeleciyon
-480. L

tin, C.T., Dedman, J.R., Brinkley
Localization of calmodulin 1in ra
microscopy.-J. Cell Biol. E5, 47

(,y P

Maller, J.L. § Xrebs, E
theinitiarion of meios
180a.

.G. (1878) Intracellular cAMP levels and
is in Yenopus oocyies. J. Cell Biol. 78

Means, A.R. (1981). Caimodulin: Properties intracellular loca-
lization and multiple Toles in cell regulation. In Recent Prog; £s
in Hormone Research 37, 333-367. v

1
odulin an 1nLracelw

Means, A.R. anc¢ Dedman, J.R. (1880). Calm
3-77. I

lular calcium recepior. Nature 285, 7

Meisirich, M.L., Trostle, P.XK., Frapart, M. & Erickson, R.P.
(1977). Biosvnthesis and localization of lactate dehydrogenase
X in pachytene spermatocytes and spermatids of mouse Testis.’
Dev. Biol. 60, 428-447.

Smoake, J.A., Song, S.Y. & Cheung, W.Y. (1874) (vclic 3',5'-
nucleotide phosphodiesterase. Distribution and developmental,
changes of the enzyme and its protein activator in mammalian
tissues and cells. Biochem. Biophys. Acta 341, 402-411.

Sesa, A., Altamirano, E., Hernéndez, P. & Rosado, A. (1972).
Developmental patterns of rat testis hexokinase. ‘Life Sci. 11,
-510.

Vernon, R.G., Go, V.L.W. § Fritz, 1.B. (1971}, Studies on sper-
matogenesis in rats. I1.Evidence that carnitine acetyl trans-
ferase is az marker enzyme for the investigation of germ cell.
differentiation. Canadl J.  Biochem. 48, 761-767.

¥elsh, M.J., Dedman, J.R., Brinkley, B.R. § Means, A.R. (1979).
Tubulin and calmodulin. Effects of microitubuvle and microfi-
lament inhibitors on localization in the mitotic apparatus.

J. Cell Biol. B3, 624-634.



61

" IDENTIFICACION DE LA ATPasa-(Ca’ '+ Mg-') EN CELULAS GERMINALES EN
DISTINTOS‘ESTADIOS DE LA ESPERMATOGENESIS.

Introduccibn

En los trabajos previamente presentados como parte de esta tesis, ha-
biamos definido que la capacidad de hidrdlisis de ATP testicular se
modificaba dependiendo del grado de desarrollo del epitelio germinal,
mostrando un incremento durante la diferenciacibn de los espermatoci-
tos primarios y una disminucidn gradual conforme la espermiogénesis

se realizaba.

Dicha actividad hidrolitica de ATP mostrd no depender de Na+ ni de K+»
y tampoco fue inhibida significativamente por ouabaina. La adicidn de
Ca2+y/o Mg2+ si estimuld la produccibén de fosfato inorgénico a partir

de ATP.

Estos resultados m&s el haber observado la presencia de calmodulina
en las células germinales en todos los estadios de diferenciacibn, a
niveles muy elevados en los espermatocitos primarios postleptotenos
Yy en espermatidas, llevaron a estudiar si existia relacifn entre el
aumento en el contenido de calmodulina y el incremento en la activi-
dad hidrolitica de ATP sensible a Ca2+y/o Mg2+ durante la maduracibn
de los espermatocitos primarios tomando como modelo las observacio-

nes informadas en eritrocitos.

Bond y Clough fueron los primeros autores en informar que el hemoliza
do de eritrocitos, dializado exhaustivamente y libre de membranas, era

capaz de duplicar la actividad de la ATPasa dependiente de Ca2+ y M92+

membranal y que no tenfia ningln efecto sobre la actividad de la ATPasa
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+ ‘ 2+

,,dependiente;de_ﬂa Ny”Kf hivscbre:la ATPasa dependiente de Mg (52).

Posteriormente Luthra y colaboradores (53, 54) purificaron al acti-

‘vador y lo identificaron como una proteina, con un peso molecular

minimo de 16000 pero iﬂferior a 50 000, cargada negativamente, con

alto contenido en &cido gluté&mico (17%) y en &cido aspértico (14%),

termoestable, gue conferia estimulacibdn en la hidr6lisis de ATP sélo
2+ 2+

en posicidn gama y en presencia de Ca y Mg a membranas aisladas

de eritrocito.

Las semejanzas fisicoquimicas entre la proteina activadora de la ATPasa-
(Ca2+4Mgz+) y la proteina activadora de la fosfoaiesterasa, sugirieron

a Gopinath y Vincenzi (54) estudiar el efecto que estas dos proteinas
tenian sobre la ATPasa~(Ca2++Mgz+) de membrana de eritrocito y observa-
ron gue la magnitud del incremento en la actividad de esta enzima era

igual con ambas proteinas.

Habiéndose informado que tanto la proteina activadora de la fosfodies-
terasa como la activadora de la ATPasa dependian de Ca++ para producir
su estimulacidn (55, 56), los mismos autores decidieron estudiar el
efecto gue producirfian dos proteinas gque unen calcio, la troponina C

y la parvalbiimina, sobre la ATPasa—(Ca2++Mgz+), tomando en considera-
cibn gque la troponina C y el activador de la fosfodiesterasa compar-
tian muchas caracteristicas estructurales, pero los incrementos obser-
vados fuefon de la mitad y del 12% respectivamente, del producido por

el activador de la fosfodiesterasa o del activador de la ATPasa (54).

Estos resultados llevaron al estudio del comportamiento de la ATPasa-

2+

(Ca + M92+) membranal con su activador o con el activador de la fos-
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fodiesterasa, frente a diferentes concentraciones de Ca libre y se
encontrd igual actividad, con una constante de disociacifn aparente

de 4.3 X 10°° M en cualquiera de los dos casos.

Estas evidencias sugerian que el activador de la fosfodiesterasa y el
activador de la ATPasa-(Ca2+ + Mgz+) eran la misma proteina, con dos
manifestaciones distintas. Estudios posteriores, con ambas proteinas
aisladas y purificadas, demostraron gue son idénticas y llevaron a re-
conocer que la misma proteina habia recibido diferentes nombres de
acuerdo con las funciones celulares con las gue se le habfa encontrado
relacionada y a partir de la proposicifn de Cheung (55) se designé como

calmodulina.

La adicidén de calmodulina estimula las dos manifestaciones de la acti-

2+ 4+

vidad de la ATPasa—(Ca2++Mg )}, tanto su capacidad de bombeo de Ca+
como su velocidad de hidr6lisis de ATP, ya sea en membranas de eritro-
citos obtenidas por chogque osmftico, en vesiculas membranales de pola-

ridad invertida o en preparaciones con la enzima purificada de eritro-

citos e incorporada a liposomas (58-63).

Aunque la mayorfa de los estudios relacionados con esta enzima han si-
do realizados en eritrocitos, se ha demostrado su presencia en otros

sistemas celulares como: en la fraccidn microsomal de cerebro de rata
(64) , en plaquetas (65), en membrana plasmitica de miometrio de conejo
(66). La regulacidn del bombeo de catt por calmodulina ha sido repor-
tada en médula adrenal (67), en la fracci6n microsomal de msculo liso

de trdquea (68) y en vesiculas de membranas vegetales (69).

En el presente modelo experimental se identificé la presencia de esta
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ATPasa—(Caz++ Mgz+) tomando en consideracibn dos criterios:

a) Incremento de la actividad de ATPasa en presencia de Ca2+ Y Mg2+

y su respuesta a la adicién de calmodulina.

b) Inhibicibn de la estimulacién por calmodulina de la actividad de

-+

la ATPasa—(Ca2++ M92 ) por la adicibn de trifluoroperazina, inhi-

bidor altamente especifico de la calmodulina (70).

2 2+

Se determind la actividad de ATPasa dependiente de Ca + y Mg en las
poblaciones de cé&lulas germinales enriguecidas en espermatocitos pri-
marios leptotene, en espermatocitos primarios postleptotene (82%), en

espermatides (75%) y en espermatozoides de epididimo (100%).

También se determiné la actividad de esta enzima en la fracciOn microso
mal obtenida de testiculo de rata a diferentes edades, cuyo epitelio
germinal alcanzara el grado de desarrollo correspondiente a las pobla-

ciones celulares estudiadas.

El activador empleado fue obtenido y parcialmente purificado de las
mismas preparacicnes a las cuales se les determind la actividad de
ATPasa—(Ca2++ Mg2+).

Nuestros resultados senhalan que la ATPasa—(Ca2++ Mg2+) esté presente
en las células del epitelio germinal y gue su actividad cambia duran-
te su diferenciacién y maduracidn en el epididimo, observéndese 1la

méxima actividad en los espermatocitos primarics postleptotenocs.
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- Material y°Métodos =~

I Soluciones empleadas

a) Sol. Drebs-Hepes: NaCl, 122 mM; KCl, 6 mM; NaHZPO 5 mM; MgC12.6

4!
Hzo, i mM; Hepes, 20 mM, pH 7.2 . Esta solucifn se emple6 para resus-
pender las poblaciones celulares recién obtenidas y eliminar los res-—
tos de Dextr&n T 500 y MEM usados para separarlas. También se le uti
1liz6 para recibir y enjuagar el tejido testicular, despué&s del sacri
ficio de la rata.

b) Sol. hipotdnica y de homogeneizacién. Se empled la solucibén que re

comiendan Shulman y Greengard (71), para la obtencidn de la ATPasa-

2+

(Ca + Mg2+) de la fracci6n microsomal. Histidina, 3 mM; CaC12.2H 0,

2
1 mM; MgC12.6H2O, 2 mM; ATP-2Na, 0.2 mM, pH 7.2

c) Sol. para la obtencidén de la fraccién microsomal: NaCl, 155 mM; His
tidina, 5 mM; Mercaptoetanol, 1 mM.
d) Sol. para resuspender las membranas de la fraccidén microsomal y pa

ra resuspender y homogeneizar las poblaciones celulares: NaCl, 155 mM;

Histidina, 3 mM pH 7.5 .

2 2+

e) Medio de incubacifn para la determinacién de la ATPasa-{Ca ++-Mg ).

N L.
Se utiliz6 el medio descrito por Gopinath y Vincenzi (55), modificado

segin Katz y colaboradores (72) para obtener Ca2+ libre a una concen-

i racién de 10°°

M. ATP-2Na, 5 mM; MgClz. 6H20, 5 mM; EGTA, 3.2mM; NaCl,
80mM; KCl, 15 mM; CaClz, 1 mM; Histidina, 18 mM; Imidazol, 18 mM, pH
7.2

f)Inhibidores. Se empled ouabaina 10_4M, para inhibir la ATPasa-(Na+

K+). Rojo de rutenio, fracci6én purificada, 10_6M para inhibir la ATPasa

mitocondrial. Trifluorcoperazina, inhibidor de calmodulina, a diferen -
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_ tes concentraciones, obsequio de los laboratorios Smith, Kline and

Freﬁéhf~§}A}  1

Euentg enéiﬁééica.— Poblaciones celulareskenriquecidas en espermatoci
tos primarios leptotenos, es espermatocitos primarios postleptotenos,

espermitidas y en espermatozoides de cuerpo y cauda de epididimo. Frac

ci6én microsomal de testiculo de rata de 21 y 38 dias de edad. Fueron a

dicionadas en un volumen de 0.1 ml al medio de incubacién.

II Purificacién parcial del activador de la ATPasa—(Ca2++ M92+) de tes

ticulo de rata.

Se sigui6 la técnica que Dedman y colaboradores (73) disefiaron para se

parar y purificar la proteina activadora de la ATPasa—(Ca2++ M92+

)y de
testiculo de rata adulta, aunque dada la peqqeﬁa cantidad de tejido dis
ponible en el presente trabajo, se llegd sclamente a una purificacidn
parcial.

Los testiculos de rata, de 21 o de 38 dias de edad, fueron recibidos

en la solucidn Krebs-Hepes a 4°C, liberados de la t@nica albuginea y

de los vasos sanguineos. Se secaron suavemente en papel filtro y se

pesaron. De 8 a 10g de tejido fueron homogeneizados, empleando un homo

geneizador tipo Potter-Elvejhem, mediante tres ciclos de 1 min de ho-
mogeneizacién y 5 min de reposoc en hielo, utilizando la solucifén hipo-
ténica descrita y ajustando el volumen a 90 ml. Este homogeneizado

se centrifugd a 64 000 % g durante 40 min a 4°C.

El sobrenadante fue dividido en alicuotas de 15 ml en tubos de vidrio
grueso e incubados en bano Marfa con agua hirviendo durante 5 min.
Se les enfrid en acetona-hielo seco. Para.eliminar las proteinas pre-

cipitadas, se centrifugb a 64 000 x g 40 min a 4°C. Se elimind el
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TBéEBﬁ”Y7a17§dbfénadanté“se”lé“adicioné*sulfato de amonio al 90% de sa- .
tu¥acién e imidézél a una:cohcentracién final de 10 mM y pH de 6.1.

Se mantuvo en agitacién por dos horas a 4°C. Se recentrifugé a 64 000
x g 40 min a 4°C y el botén obtenido fue resuspendido en aproximadamen-—
te 3 ml de Imidazol 10 mM pH 6.1 y dializado por 36 horas contra el mis
mo amortiguador y pH. Después de este tratamiento, se le empled como
fuente del activador y se adicionf al medio de incubacibén empleado para

medir la actividad de ATPasa—(Caz++ Mg2+) en diferentes volfimenes.

I1I Obtenci6n de la fraccibdn microsomal de testiculo de rata.

Una vez obtenido el homogeneizado testicular y centrifugado a 64 000 x
g 40 min a 4°C, el botdn resultante se resuspendid en la solucibn des-
crita vy se sometid a una primera centrifugaci6n a 600 g'lo min a 4°C,
se elimind el botén y el scobrenadante se recentrifugd a 5 200 g, 20 min
Yy 4°C y el nuevo sobrenadante esrecentrifugado a 150 000 x g 90 min a

4°C. . E1 bot6n obtenido se empled como fuente enzimética.

IV Obtencibén de las poblaciones celulares.

Se siguid la t&cnica que se presenta como parte de esta tesis. La ob-
tencién de espermatocitos primarios leptotene se hizo tomando como fuen
te las células dispersas de testiculo de rata de 14 dias de edad. Los
espermatocitos primarios en estadios de diferenciaci6n posteriores al
de leptotene, se obtuvieron de testiculo de rata de 21 dias de edad.
Las espermétides, a partir de testiculo de rata de 38 dias de edad.

Los espermatozoides, fueron obtenidos por perfusién del epididimo, pre-

. via separacibén por ligadura de sus tres regiones, caput, cuerpo y cauda.
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V- Determinacidbn de la actividad de la ATPasa-(Ca” + Mg2+).

La reaccibn enzimftica fue iniciada por la incubacifn a 37°C y dete-
nidd por la adicién de 2.5 ml de HClO, al 6% frfo a 0, 15 y 30 min,
después de iniciada la incubacifén. Se dejaron los tubos en hielo
por 30 min mas y se centrifugaron a 960 g 20 min a 4°C. Se determi-
nd el fosfato producido en el sobrenadante por el mé&todo de Bonting

y colaboradores (74). Las proteinas fueron determinadas por el méto-

do dé Hartree (75).
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" RESULTADOS - -

‘I Actividad basal de’.la‘ATPasa—(Ca2+ + Mgz+) en las células germinales

" aisladas en distintos estadios de'diferenciacién.

Como puede observarse en la Tabla )} la actividad basal de la ATPasa-
(Ca2++ Mgz+), medida en presencia de ouabaina y rojo de rutenio, se mo-
difica de acuerdo al grado de maduracién alcanzado y confirma la obser-
vacidbn previa, de gue durante la diferenciacidn de los espermatocitos

primarios, en la primera profase mei6tica, la actividad de esta enzima

aumenta. En estas condiciones, con las poblaciones celulares aisladas,

2+ +

se observa un incremento en la actividad de la ATPasa-(Ca” + Mg2 ) ma
yor a 6 veces, en contraste con el incremento de dos veces observado
cuando se midid la actividad del homogeneizado total del testiculo en

estas etapas de desarrollo presentadas en las primeras dos partes de

esta tesis.

También puede observarse gue las espermétidas presentan niveles de
actividad menores y comparables a los de los espermatocitos primarios

leptotenos y a los de los espermatozoides de cuerpo de epididimo.

Resulta ademds interesante que durante la maduracidn de los esperma-
tozoides en el epididimo, la actividad de esta enzima tambi&n se modi-
fique. Los espermatozoides de la cabeza y el cuerpo de este conducto,

son méds inmaduros, que los de la cola y el nivel de actividad de la

2+

ATPasa--(Ca2+ + Mg~ ) es mayor en los espermatozoides del cuerpo del

epididimo, por lo gue en el méximc grado de diferenciacidn y madura-

cibn del espermatozoide se obtiene la actividad méxima.



A
Tabla I'. Actividad de ATPasa-(Ca - Mg ) en las poblaciones de i

células germinales en diferentes etapas de la espermatogénesis,

EDAD Estadio de maduracién Actividad
Fmoles Pi mg prot-1 30 min~1

14 dfas Espermatogonias, esper- 2.16% 0.23
matocitos leptotene y cé
lulas de Sertoli

21 dfas Espermatocitos prima- 13.82+1.13
rios post-leptotene,82%

38 dias Espermdtides, 75% 3,214 0.26

adulta Espermatozoides de 3,994 1,13
cuerpo de epidfdimo, 100%

adulta Espermatozoides de 1.22+ 0.31
cauda de epidfdimo, 100% -

Las poblaciones celulares fueron aisladas segin se describPe en la técnica desarrolla-
da por nosotros, integrante de esta Tesis, La actividad enzimdtica se midid en el me
dio castituido por ATP,2Na, 5mM; MgClz, 5mM; NaCl,80mM;KC1, 15mM: EGTA,3.2mM;
CaCly, imM;Histidina, 18mM;Imidazol, 18mM:;Ouabaina, 0. 1mM;Rojo de rutenio, l}lM ,
pH7.2. La reaccidn se inici§ por incubacién a 37°C,

S04
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' II Inhibici6n de la. trifluoroperazina sobre la actividad de ATPasa-
2+

(Ca + Mg2+) en las poblaciones celulares.

La adicién del inhibidor de la calmodulina al medio de incubacién pro—'
dujo una disminucifén de la actividad enzim&tica en las cuatro poblacio
nes estudiadas. Como puede observarse en las gréficas 1 a 4, esperma-
tocitos primarios leptotene, espermatocitos postleptotene, esperméti-
des vy espermatozoides, disminuyen su actividad de ATPasa—(Ca2++ Mg2+)
ante diferentes concentraciones de trifluoroperazina. Es notorio el he
cho de que la méxima inhibicidén se tiene en la poblaci6én de los esper-
matocitos primarios gue presentan la actividad de ATPasa—(Ca2++ Mg2+)
mids alta, en estadios postleptoteno, obtenidos a los 21 dias de edad.
En la poblacién de espermétides y espermatozoides, afin a la concentra-
ci6n mads alta del inhibidor, la actividad restante medida a 30 min,

es aproximadamente el 30% de la total y en la poblacién de espermato-

citos leptotene es del 50% (Gr&afica 5).

III Efecto del sobrenadante soluble termoestable sobre la actividad

de ATPasa—(Ca2++ Mgz+) de la fraccifn microsomal de testiculo de

rata de 21 a 38 dias de edad.

Como puede observarse en las grificas. 6 y'7, la adicidn de cantidades
diferentes del activador parcialmente purificado, presente en el sobre-
nadante soluble termoestable, incrementa la actividad de la ATPasa-
(Ca2++ Mgz+) tanto en la fraccifn microsomal de testiculo de rata de

21 dias de edad (grafica 6) como en la de 38 dias de edad (gréfica 7).
Aunque la activacidn es més claramente observada a los 21 dfas de edad
y en ambos casos es bloqueada por trifluoroperazina. La ausencia de
inhibicidn por trifluoroperazina 20 pM adicionada a la fracci6n micro-

somal de testiculo de rata de 21 dias de edad (grédfica 6) indica gque
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Grafica 1

Efecto de trifluoroperazina sobre la actividad -
“de A‘I‘Pasa—(Ca2+'+ Mgz+')“ en la-poblacibn-de Esper
matogonias y espermatocitos primarios leptotenos

CONTROL 4x/0°M 8xI0M  16xI0 M TRIFLUOROPERAZINA
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. Grafica 2 .
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ATPasa—(Ca2+ + Mgz+) de lds:eépermétozoides de cauda

de epididimo.

2.6

2.2 1

2 x1G°M TRIFLUOROPERAZINA |

Hmoles

. CONTROL
-5 —
| O- 8x10 M TRIFLUOROPERAZINA
| 4.0 x10°M X
1.6 x 10°M S
6-
2

15 30 ~ (min)



76

. .. -4 34
Efecto de trifluoroperazina sobre la actividad de ATPasa-{Ca - Mp ) en las

poblaciones celulares en diferentes estadios_de la espermatopénesis Grafi-

cas 1 a 4.

Las poblaciones de células germinales fueron oPtenidas de acuerdo a la técnica
desarrollada por nosotros, que se presenta como parte de esta Tesis. Una vez
obtenidas, habiendo eliminado el exceso de MEM y dextrdn T 500, fueron resus
pendidas y homogeneizadas en NaCl, 155 mM; Histidina, 3 mM pH 7.5 y adicio
nadas en 0.] ml al siguiente medio de incubacién: ATP.2Na, 5mM; MgC1, .6H20,
5 mM; EGTA, 3.2 mM; CaClZ, 1 mM; NaCl, 80 mM; KC1, 15 mM; Histidina, 18
mM; Imidazol, 18 mM; Ouabaina, 1X10-%4M; Fojo de rutenio, leO_éM, ajustado

a un pH de 7.2. La concentracién de Ca libre fue 1x10°6

M, La trifluoroperazi-

na fue adicionada en 0.02, 0.04 y 0.08 ml para oPtener las concentraciones de-

seadas. El volumen final del medio de incubacién fue de 0.5 ml. La reaccién fue

iniciada por incuPacién a 37°C y detenida por adicién de 2.5 ml de HClO4 al 6 %

frioa 0, 15y 30 min.

Grafica 1.- Actividad de las células dispersas totales de testfculo de rata de 14
dias de edad. Espermatogonias, espermatocitos leptotene y células-

de Sertoli se encuentran presentes.

Grdfica 2.- Actividad de la poblacidn enriquecida en espermatocitos primarios
en estadios posteriores a leptotene, 82 %,

Grédfica 3.~ Actividad de la poblacién enriquecida en espermdtides, 75%-

Grédfica 4,- Actividad de los espermatozoides dela cauda de epididimo, 100%.
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"7 “Comparacién’ del efecto de trifluoroperazina sobré la

actividad de ATPasa-(CaZ’ + MgZt en las poblaciones

“de células germinales.

100 .

% de Actividad

1

I T I T
40 80 120 160

Concentracién (uM)

6-—&—0 espermatozoides de cauda de epididimo
f—&—A espermidtidas
o---o-—  ‘espermatocitos primarios postleptotenos

A===h espermatocitos primarios leptotenos‘y
espermatogonias
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...Gréfica 7. Efecto del sobrenadante soluble termoestable sobre
2+ at
la actividad de ATPasa-(Ca ¢+ Mg ) de la fraccién mi

crosomal de testiculo de rata de 38dfas de edad,

—

60 120 180 240 300 proteina (ng)

La actividadde ATPasa—(C;+4 Méﬂ) de la fraccién microsomal de
testiculo de rata de 38 dfas fue medida en presencia de diferen-
tes cantidades de su propio sobrenadante soluble termoestable,
que contiene a la calmodulina parcialmente purificada. La linea
punteada representa la actividad obtenida en presencia de tri-
fluoroperazina 20 pM.
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“existe bajo contenido de calmodulina‘asociada a esa fraccién membranal.

Es importante mencionar gque el activador obtenido de testiculo de rata
de 21 dias o de 38 dias de edad, es capaz de activar 1la ATPasa—(Ca2+ +
Mg2+) de la fracci6n microsomal testicular ya sea de 21 6 38 dias de

edad.

IV Efecto del sobrenadante soluble termoestable sobre la actividad de
2+

la ATPasa-—(Ca” + Mg?+) de espermatozoides de cauda de epididimo.

La grafica 8 muestra gue la adicidn del activador parcialmente purifi-
cado de testiculo de rata de 21 dias de edad, es capaz de incrementar
mis de dos veces la actividad de ATPasa de los espermatozoides de la

cauda de epididimo y gue si se adiciona simulténeamente triflucropera

zina, esta activacién no se realiza.

V Actividad de la ATPasa—(Na+ + K+) de la fraccibn microsomal de

testiculo de rata de 21 y 38 dias de edad.

En experimentos anteriores realizados con homogeneizado total de tes-
ticulo durante la diferenciacién del epitelio germinal, se habia obser
vado que la actividad de ATPasa no dependia de la presencia de Na' ni
de &' y gque la adicién de ouabaina no permitfia distinguir la ATPasa de-
pendiente de Na© y de K" de la total. Como puede cobservarse en las
Tablas 2 y 3, en las presentes condiciones de trabajo la actividad de
ATPasa-(Na+ + K+) en la fraccién microsomal del testiculo de rata, de
21 & de 38 dias de edad, no es sensible a ouakaina. S§in embargo, la
adicidn de ouabaiﬁa y calcio al medio de incubacibén permite observar
una clara inhibicidn de la actividad, pero solamente en la fraccifn mi-

crosomal de testiculo de rata de 38 dias de edad.
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La poblacién de espermatozoides fue oBtenida por perfu-
sién de la cauda del epididimo.Se resuspendieron y home
geneizaron en la sol, descrita. Su actividad de ATPasa-
(Céu-t ME ) fue medida con y sin la adicién de la calmeodu
lina parcialmente purificada de testiculo de rata de 21dfas
de edad. La linea punteada representa la actividad en pre
sencia del activador y de trifluoroperazina 1,6X107°M,



ACTIVIDAD DE ATPasa DE LA FRACCION MICROSOMAL

DE TESTICULO DE RATA DE 21 DIAS DE EDAD

IONES ca*’ INHIBIDORES ACTIVIDAD
micromoles Pi 30 min'1 mg prot-1
Na'K'Mg" - 2,3972 + 0.04
Na "KM .- Ouabaina 100 M 2.1830 + 0.10
Na'K'Mg"" 1 Ouabaina 100 1M 1.9441 + 0.14
Quabaina 100 M
Na K'Mg ™ 1M + 2.1163 + 0.01
Rojo Rutenio 1T uM -

T8



ACTIVIDAD DE ATPasa DE LA

. FRACCION MICROSOMAL DE TESTICULO DE RATA DE 38 DIAS DF EDAD

- INHIBIDORES ACTIVIDAPD
micromoles PL 30 min™! ng prot']
-- .2252 + 0.016

Na+K+M + Z- Ouabaina 100 M .2304 + 0.036
Na'K'Mg"" 1M Ouabaina 100 i L1341 + 0.033
Na +K+Mg++ Y Ouabilna 100 uM <1579 + 0.042

Rojo Rutenio 1 uM .2708 + 0.071*

Quabaina 100 uM .1832 + 0.032

4ot t . -

Na K Mg 1 M RoJ?F Rutenio 1 uM

Trifluoroperazine 20 uM L1494 + 0.004%

*
Adicidn de 60 pgproteina soluble termoestable
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DISCUSION ' “ e o

‘Este es el primer trabajo donde se identifica la presencia de la ATPasa-

(Ca2

*y M92+) en las células germinales del testiculo de la rata durante
su diferenciacidn, asicomo, durante la maduracién de los espermatozoides
en el epididimo.

La técnica desarrollada por nosotros para aislar las poblaciones de cg&
lulas germinales, previamente descrita en esta tesis, ha permitido es-
tudiar la evolucidn de la actividad de la ATPasa-(Ca2++ ﬁ92+) a tra-.
vés de la espermatogénesis, desde la aparicién de los espermatocitos
leptotenos hasta la maduracién de los espermatozoides en la cauda del
epididimo.

2 2+

Los resultados obtenidos muestran que la ATPasa=-{Ca ++ Mg~ '), activada
por calmodulina parcialmente purificada e inhibida por trifluoroperazi
na, estd presente en todas las poblaciones celulares estudiadas, oﬁsez
véndose la mayor actividad en los espermatocitos primarics postleptote
nos.

El incremento tan marcado en la actividad de esta enzima durante la di
ferenciacifn de los espermatocitos primarios en la primera profase mei
6tica, puede estar relacionado con el aumento en el nivel de calmoduli
na. Los espermatocitos leptotenos,con baja actividad de esta enéima,
tienen menos de la Qigésima parte del nivel de calmodulina que presentan
los espermatocitos en estadios posteriores, zigoteno y pagquiteno, con
ia mayor actividad de esta ATPasa—(Ca2++ Mgz+). Esta situacibn podria
aclararse adicionando m&s activador a la preparacién de espermatocitos
leptotenos, también a la fraccidn microsomal de testiculo de rata de

2

14 dias de edad y ver si su actividad de ATPasa~(Ca i M92+) se incre-

menta en la misma forma gue en los espermatocitos primarios més desa-
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rrollados.

'Cuéﬁdb se obsér&a que la actividad de la ATPasa—(Ca2++ M92+) de la po-
blaci6n de espermdtidas es comparable en magnitud a la de los esperma-
tocitos leptotenos no podemos sugerir que pueda deberse al diferente
contenido de calmodulina, ya gque la poblacién de espermitidas present6
alto contenido de esta proteina, casi igual al de la poblacibn de los
espermatocitos primarios postleptotenos.

Como recientemente se ha descrito gue el citoscl de testiculo de rata
adulta posee dos proteinas que unen a la calmodulina, una de pesc mo-
lecular de 88 000, termoestable y otra de peso molecular de 410 000,
termoldbil(76) y tambié&n ha sido descrita una tercera prote;na gue u-
ne a calmodulina, recuperable en la fraccién membranal de testiculo de
rata adulta, obtenida por centrifugacidn a 105 000x g (77) y se desco
noce la relacifn gque puedan tener estas proteinpas en las funciones me
diadas por calmodulina ni si estén presentes en el testiculo-a lo lar
go de su desarrollo, no es posible sugerir una relacifén simple causa-

efecto entre el contenido de calmeodulina y actividad de ATPasa-(Ca2++

M92+).

Asimismo, se ha descrito la presencia de un inhibidor endbgenc de la ..
ATPasa—(Ca2++ M92+) en eritrocito (78), pero desconocemos si el tes-
ticulo lo presenta tambi&n. Si é&ste fueré el caso, podria pensarse -
gue harfia su aparicidn en el transcurso de la diferenciacibn de las
espermatidas.

La actividad basal de la ATPasa—(Ca2++ Mgz+) de los espermatozoides
aislados de dos regiones del epididimo, cuerpo y éauda, €S mayor en
los mé&s inmaduros, los de la regifn del cuerpo. Se ha demostrado que

durante el paso de los espermatozoides por las tres regiones de este

conducto, caput, cuerpo y cauda, terminan su maduracién y adquieren
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Vﬂbﬁiiia;élédaféihﬁég:yjﬁf;;fééi&é;7inaispensébie”pafé ia feéuhdacién.
Desconocemosr;i?lgl;éfiviaad de esta enzima tenga relacién con la mo-
vilidad déi7fié§éi6, pero se sabe gque la movilidad ‘de los espermato-
zoides va en'aﬁménto/ en la cabeza es menor que en el cuerpo y mayor
en la cauda del epididimo y gue requiere de Ca2+ extracelular.
Forrester y Bradley (79) han informado que vesiculas de membrana plas
mitica de la regi6n del flagelo de espermatozoides de epidfidimo y eya
culados, muestran actividad de ATPasa—(Ca2++ M92+), aungue su nivel y
estimulabilidad son distintas. La ATPasa de los espermatozoides de e
pididimo, es menos activa pero m&s sensible a la estimulaci6n por una
proteina semejante a calmodulina presente en el plasma seminal. Esta
pbservacién, aunada a la nuestra, de menor actividad en los espermato
zoides de cauda de epididimo y su evidente estimulacibén por el activa
dor obtenido de testiculo de rata de 21 dias de edad, sugieren gue du
rante la reduccién citoplédsmica tan importante que sufren las espermi
tidas en su transformacidn a espermatozoides y durante el proceso de
maduracidén en el epididimo, se libera parte de la calmodulina al flui-
do seminal. De ahi la importancia de conocer si el contenido de calmo
dulina de los espermatozoides es diferente del de las esperm&tidas y

si se modifica durante su maduracién en el epididimo.

Sin embargo, hay gque hacer notar que la dineina,ATPasa del flagelo, es

2

dependiente de Ca * y es estimulada por calmodulina (80). En este tra

bajo no se puede distinguir cudl es la contribucién de la ATPasa fla-

+ +

gelar en la actividad total medida como ATPasa—(Ca2 + M§2 }, estimula
da por calmodulina e inhibida por trifluoroperazina, porque ambas com-—
parten estas caracteristicas. Serd posible resolver este problema uti

lizando vanadato, inhibidor de la dineina, a las concentraciones que
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lulas germinales, pueden estar relacionadas con el papel gue esta en

2+ libre intracitoplésmicos,

zima juega-en hantehérflés,hivéies de Ca
como se ha observado en eritrocito (83) y en otros tipos de cé€lulas
(84, 85). ‘

Se sabe gue el aumento en la concentracién de Ca2+libre intracelular,
es la senal que dispara y regula muchos procesos celulares, entre e--
1llos la divisibn celular, la progresién de la meiosis, la comunicacién
intercelular (86—89[, todos ellos juegan un papel muy importante en el
modelo experimental empleado.

Como se menciond, se ha observado gue las c&lulas germinales se dife-
rencian en grupos sincrénicos (17) y se piensa que esto pueda ser de
bido a la comunicacibén gque establecen entre s y con las cé&lulas de
Sertoli (16). Ademds el testiculo es un sistema con divisiones celula
res, por mitosis y meiosis,cfclicas muy importantes para la produc -
cif6n de espermatozoides.

Por otra parte, se ha propuesto que durante la maduracibén del esperma
tozoide en el epididimo y hasta que es eyaculado, la impermeabilidad
al Ca2+ aumenta (79}, gquizd la eficiencia en el bombec de Ca2+ por la
ATPasa adquiera mayor importancia, ya que el aumento en la concentra-
cibn de Ca2+ libre en el citoplasma del espermatozoide, podria dispa-
rar la reaccifn acrosomal mucho antes de que entrara en contacto con
‘el gameto femenino.

La relacibn que exista entre el incrementoc de la actividad de esta ATP
asa—(Ca2f+ Mgz+) y la observacifn de otros autores (44) y eh este tra

bajo, acerca de la dificultad para distinguir la ATPasa dependiente de
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7Wﬁéf;ik?fgﬁiEl*ﬁféfiﬁﬁlb?ﬁgfiéi:aﬁajfes;oscuraxperQ”P95?ian_est?? rela
cionadas;‘ B I e : 7
Un argumento qué sﬁgériria éﬁe existe poca entrada de K+ © aumento en
su salida e inhibicién de la ATPasa_(Na++ K+) en las células del epi-
telio germinal, es la concentracifn gue estos iones tienen en el flui
do recuperado de los tfibulos seminiferos, donde el k* alcanza niveles
de 50 mM y el Na+ tiene una concentraci6n menor a 100 mM (21).

Bn eritrocitos se ha demostrado gque si el Ca2+ libre intracelular au-
menta, se incrementa la salida de k" y aumenta la entrada de Na+ a la
célula, con la estimulacidén paralela en la. actividad de la ATPasa de-
pendiente de Na+ y K+(90—92).

24 .
libre alcance en ca-

Aungue desconocemos la concentracién que el Ca
da uno de los estadios de la espermatogénesis, guizd esta concentra-
cidn sea mayor en los espermatocitos primarios postleptotenos.

Si se analizan los datos de la actividad de la ATPasa—(Na++ K+) de la
fracci6n microsomal de testiculo de rata de 21 y de 38 dias de edad,
se observa queen €sta Gltima, si puede verse la actividad de la bom-
ba de sodio, empleando ouabaiﬂa ¥y Ca2+, llegédndose a una inhibicién
del 42%, gue no se observa en la fraccibn microsomal de testiculo de
rata de 21 dias de edad, donde la actividad de la ATPasa—(Ca2++ M92+)
es miéxima.

Desde el punto de vista metab&lico, el mantener a un nivel adecuado

la concentracién de Ca2+ libre intracitoplé&smico eé también muy impor
tante. Se sabe que el Ca2+ regula la actividad de enzimas glicoliticas
(93,94), gue como se describi6, es una via metabdlica importante en
las células germinales testiculares.

Estas consideraciones conducen a profundizar el estudio de la ATPasa-

2+

(ca™ + Mg2+) en las células germinales durante sus diferentes etapas
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de maduracibén para definir su localizacibn,su capacidad de bombeo de
Ca2+ en cada una de ellas y.la relacién que pueda tener con-los fen6-

menos testiculares antes discutidos.
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V1.RESUMEN Y CONCLUSIONES

' Se,midié laré§£i§£aadvde hidrblisis de ATP testicular durante la di-
fereﬁciacién del epitelio gefminal, tomando como fuente enzimética
el homogeneizado total del 6rganc a diferentes edades.

En este primer enfoque, nuestros resultados indicaron que esta acti
vidad se duplicaba durante la diferenciacibn de los espermatocitos
primarios y que descendia gradualmente durante la maduracibn de las
espermatidas hasta alcanzar niveles basales con la aparici6n de los

espermatozoides y gue se mantenia constante durante la edad adulta.

El segundo criterio fué medir la actividad de ATPasa de testiculo a
dultec cuyo epitelio germinal se encontrara en involucidn, inducida
por tres métodos diferentes: hipofisectomia, criptorquidia y trata-

miento con fluorcacetamida.

Estos dos modelos de experimentacidén sefalaron que la actividad de
hidr6lisis de ATP testicular es m&xima cuando los espermatocitos -

primarios son los principales constituyentes del epitelio germinal.

Sin embargo; ya que el criterio de actividad hidrolitica total de
ATP en homogeneizados del testiculo en las distintas condiciones en
sayadas, no permitia discriminar si la actividad efecﬁivamente era
preponderante en un tipo de células o si la presencia de diferentes
tipos celulares, en los diversos estadios de maduracidn, causaba la
dilucibén de la actividad total o bien gue existiern factores inhibi-
dores y/o estimulantes de la actividad ligados a las c&lulas en es-
tadios de diferenciacidn definides, nos condujo a desarrollar una me
todologia gue permitiera la obtencidn de c&lulas en las principales

etapas de la espermatogénesis en condiciones de alta viabilidad y en



91

 §§£§&1€§£@npgfgwléf@edidiéffaéféﬁ'actividad enzimitica.

nfimero

Baséndonos nuevaﬁeﬁté én’la éﬁéricién cronolbdgica de los distintos
tipos.celulares en el epitelib germinal testicular, tomamos testiculo
de rata de 12 dias de edad para obtener espermatocitos leptotenos y
espermatogonias, de 21 dias de edad para aislar espermatocites pa-
guitenos y zigotenos y de 38 dias de edad para obtener la poblacidn
de espermitidas. Los espermatozoides fueron aislados de las tres
regiones del epididimo, caput, cuerpo y cauda, por perfusién de este

conducto con solucidn salina.

Una vez obtenidas las poblaciones celulares enriquecidas en los dis-
tintos estadios de la espermatogénesis, decidimos medir su actividad

de ATPasa.

Ya gue desde los primeros experimentos sabiamos que la hidr6lisis de
ATP testicular era estimulada por Ca2+ y/o Mg2+ ¥ que de testiculo

de rata adulta se habia aislado, purificado y caracterizado a la cal-

2+ +

modulina, proteina activadora de la ATPasa-(Ca + M92 ), dec¢idimos

investigar si esta prdteina estaba presente en todas las células del
epitelio germinal y en qué cantidad. JInicialmente se definid su pre
sencia y localizacidn mediante el uso de anticuerpos fluorescentes y
posteriormente se cuantificé por radioinmunoensayo en cada una de las

poblaciones de c&lulas enriquecidas en los estadios de diferenciacién

ya sefialados.

Los resultados indicaron que todos los estadios de maduracibn de los
espermatocitos primarios, todas las fases de la espermiogénesis y los

espermatozoides contenfan calmodulina, la reaccifn inmunofluorescente



se prégeﬁtéténttaaaé.‘.La cuantificaci6én del contenido de calmodulina
'i'ehfl§§f§bﬁfééiéﬁééncéihiéféé,wmbsfiéi&hé durante la brofase meibtica,
ééséuéérdel eétadio de leptoteno, los espermatocitos primarios multi-
plican mé&s de Qeinte veces su contenido de calmodulina y gque las es-
permdtidas tienen niveles précticamente iguales al de los’espermato—

citos postleptotenos.

La correlacidn entre la fase de mayor actividad de hidr6lisis de ATP

+ v/0 Mg2+ y de la elevacibn en el contenido de cal

dependiente de Ca2
modulina, ambas durante la profase meidtica, nos llevd a identificar
si la ATPasa—(Ca2+ + Mg2+) descrita en membrana plasmitica de eritro-
cito y activada por calmodulina pura o presente en el hemolizado de

estas células, estaba presente en las cé&lulas del epitelio germinal

y si su actividad se modificaba durante la espermatogénesis.

Para cumplir .con este objetivo, decidimos medir la actividad de ATPasa
en presencia de Ca2+ + Mg2+ de la fraccidn microsomal de testiculo de
rata a diferentes edades y adicionar su propia caimodulina parcialmente
purificada. También se midi6 la actividad en presencia de trifluoro-

perazina, inhibidor de la calmodulina, a diferentes concentraciones

en presencia del activador parcialmente purifi @ado.

Ya que estos experimentos indicaron gque efectivamente ia fraccidn mi=-
crosomal tenia actividad de ATPasa—(Ca2+-+ Mgz+), con capacidad de
estimularse por su activador y sensible a trifluoroperazina, decidi

mos estudiar si esta actividad se modificaba segfin el grado de desarro

1lo de las células germinales.

Se midié la actividad de ATPasa—(Ca2+ + Mgz+) en las poblaciones celu

lares enriquecidas en espermatocitos leptotenos y espermatogonias, en



espermatocitos postleptotenos, . en espermdtidas y en los espermatozoi

des de la cauda y cuerpo del epidfidimo en condiciones basales y en

presencia de calmodulina parcialmente purificada y de su irnhibidor,

la trifluoroperazina a diferentes concentraciones.

2+ . 2+

~ Nuestros resultados indican gue la actividad de la ATPasa-{Ca“” + Mg“ )

se modifica durante la diferenciaci6bn de las células germinales. El

.

incremento de la actividad de esta enzima se presenta en los esperma-

2+ + Mg2+) es seis veces més alta

tocitos postleptotene, su ATPasa-(Ca
gue la de espermatocitos leptotenos y espermatogonias y que la de es-

permitides y espermatozoides.

Otro aspecto de interés fue el hecho de gue también la actividad de
esta enzima en los espermatozoides disminuye con el grado de madura-
cibén alcanzado por ellos en el tracto epididimario, a mayor madura-

cibn menor actividad de esta enzima.

Se discute el posible significado fisiolfgico de los cambios en la ac

tividad de esta enzima asi como su regulacibn.

Este es el primer trabajo donde se identifica y estudia la evolucibn

del contenido de calmodulina y de la actividad de ATPasa—(Ca2+

+ Mg2+)
en las c€lulas germinales en distintos estadios de la espermatogéne-

sis.
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