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I INTIDDUCCION 

El testículo es un 6rgano que puede considerarse = una glándula mixta, con 

funciones end6crinas y ex6crinas que residen en canpartirnentos y tipos celula­

res distintos. Ia funci6n end6crina es realizada en el canpartim:nto int~ 

lar por las células de Leydig, responsables de la producción de andrógenos. I.a 

funci6n ex6crina se efectúa en el interior de los túbulos seminíferos, consti~ 

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 dif erenciaci6n 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 

fenórrenos bioqufmicos que se presentan en el compartimento intratubular durante 

la espermatogénesis. 

A) Diferenciaci6n del epitelio germinal 

El conocimiento de la aparici6n cronológica de los distintos tipos celulares du 

rante la espeiTh:ltogénesis se reduce a pocas especies. Entre éstas, destaca la 

informadón existente acerca de la rata, que es el animal de experimentación ~ 

pleado en este b:abaio y a la cual se refieren los siguientes datos(3): 

Al nacimiento, los túbulos sen.i..níferos existen como cordones sexuales constitui-' 

dos por dos tipos de células: las som3.ticas o de soporte, colocadas en la perife_ 

ria del cordón y los gonocitos, que ocupan irregularnente la porci6n central. 

los gonocitos se multiplican y diferencian en espermatogonias, que fornan parte 

del epitelio germinal desde el cuarto día después del nacimiento. l-brfol6gicamen­

te pueden distinguirse tres tipos principales de espermatogonias, correspondien -



-12sguema i 

Espermatogonias 

tipo A 

Espermatogonia 
Intermedia 

Espermatogonia 
tipo B 

Espermatocito 
primario en reposo 

... ···-... 

Producto de la diferenciación 
de las espermatogonias. 

Las espermatogonias, en sus diversas etapas de diferenciación, son 
d~ploides (2n), en contenido de DNA y en nGmero de cromosomas, se 
dividen por mitosis. 



tes a tres etapas de diferenciaci6ny que se conocen caro A, Intenredia y B. Las 

prirreras en aparecer son las tipo·A. las Intenredias y las B aparecen al sexto 

día (Esquema 1). 

::Jesde los nueve a los doce días de edad, aparece un nuevo tipo celular, producto 

de la diferenciación de las esperrnatogonias tipo B: los esperma.tecitos prim3rios. 

La diferenciación de los esperrnatocitos prim3rios incluve la Ill2iosis, proceso f1J!!. 

darrental para la forroación de galll2tos. la Ill2iosis consta de dos divisiones celul~ 

res sucesivas, en donde sólo antes de la primera división las células sintetizan 

DNA y duplican su contenido diploide (2n), dando por resultado células tetraploi­

des (4n) .Estas células, depués de rec.lizada la primera división, dan lugar a células 

dioloides (2n) que a su vez, tras la segundri divisi6n, originan células haploides 

ín) tanto en contenido de DNA caro en su nGrrero de cronosomas ( 4) . 

En la rata, la primera división Ill2iótica testicular presenta cO!lú característica 

nruy peculiar la lentitud con que se efectúa la primera de sus fases. Solarrente la 

profase se realiza en aproxilra.darnente 12 días (3) . Basándose en la rrorfología nu­

clear es oosible definir el estadio de la meiosis que han álcanzado los esperrrate_ 

citos (Esquerra 2 ), designándose de acuerdo a ella cono: 

Espermatocitos primarios en reposo o esperrnatocitos preleptotenos. 

Esperroatoci tos leptotenos. - Este estadio marca el :b1ic.io de la prilll2ra profase 

Ill2i6tica. En esta etapa, el contenido de DNA por célula es tetraploide (4n) y está 

organizado en crarosorras contraídos y con espiralización rrBxirra. Aparece a los d~ 

Ce díus de edad. 

Esperrratocitos zigotenos.- los crorrosornas horr6logos forroan pares y se ven engm~ 

dos, forroan complejos sinaptonerrales. IDs nucleolos se hacen rrás visibles. Este 

estadio de diferenciación se alcanza a los quince días de edad. 

Esperma.tecitos paquitenos.- IDs crorrosorras siguen engrosándose mientras se dividen 

longitudinalmente, excepto en la región del centréirrero y se distribuyen en todo el 



Esquema 2 DIFERENCIACION DE LOS ESPERMATOCITOS 

Espermatocito primario 
en reposo 

PRIMERA DIVISION MEIOTICA 
Primera Profase Me.iót1,c.a 

(C): ít),: f@\ 
•,... ~....... '· .. ~ ..... / 
Leptotenos (4n) 

Inicialmente son células di~ 
ploides (2n), pero antes de 
la meiosis, duplican su conte 
nido de DNA,transformándose -
en células tetraploides (4n). 

,,-- .. , ,..,., .. _. ··-"·· 
~e} ie) /O' 
·,Z.igo~-~n os··~(;!~) 

------------------ Paquitenosf4n}·----------------

Diacinesis (4n) 

Metafase 

Espermatocitos 
secundarios (2n) 

SEGUNDA DIVISION MEIOTICA 

t. 
Anafase Telofase 

Profase.: No presenta las características de la primera profa­
se meiótica. 

Metaf ase 

Anafase 

Telof ase 

Espermátidas : .,_..') 

(células haploides, n) 
Producto de la diferencia 
ción de los espermatocitos. 



núcleo. Puede presentarse una forma difusa donde los cr0!1DSCJm3.S fornan asas . Es­

tas cfilulas hacen su aparición entre los quince y los dieciocho días de edad. 

Ia transición zigoteno-paquiteno, así caro el estadio paquiteno misrro, son parti­

cularrrente importantes porque en esta etapa se manifiestan o al.lllEl1ta la actividad 

de algunas enziil'as caro la sorbitol deshidrogenasa (5), carnitin acetil transfe­

rasa (6), malato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa, citrato sintetasa (7) 

y aparecen isoenzirras especificas de testículo adulto corro la deshidrogenasa lác­

tica X (illH-X) (8) y un tipo especial de citocrorro c (9). 

Espenratocitos diplotenos.- El núcleo alcanza su voll.lllEn náxirro, los crorrosoITBs se 

separan y forITBn tetradas entre los cronoSOITBs horr6logos, las crCX!'átides herITBnas 

intercambian ITBterial genético (entrecruzamiento). 

·Espermatocitos en diacinesis.- Es el últirro estadio de la pri.nera profase meió~ 

ca, tiene poca duración, se caracteriza porque los cronoSOITBs pares sólo están uni 

dos por quiaSITBs y se encuentran muy espiralizados. 

El resto de las etapas de la prirrera divisió11meiótica, metafase, anafase y telof~ 

se,así caro la profase, metafase, anafase y telofase de la segunda división meió~ 

ca, se efectúan en pocas horas. 

Corro producto de la segunda división meiótica, aparecen las espermátidas a los -

veintitrés días de edad. 

Ias esperrrátidas son haploides (n), no vuelven a dividirse y su diferenciación a 

espermatozoides es através de numerosas rrodificaciones rrorfológicas y metabólicas 

que culminan con la aparición de los gametos ITBSculinos a los cuarenta y cinco -

días de edad (Esquema 3) (10). 

B)Organización del epitelio germinal 

En la organización y localización de las células germinales, las células de Serto­

li juegan un papel fundamental (11). Originadas por las células de soporte, las cé 
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La transformación de las espermátides en espermatozoides, espermio­
g€nesis, no involucra ya división de estas c&lulas haploides en con 
tenido de DNA y en nGmero de cromosomas. 



Esquema 4 INTERACCION CELULAS GERMINALES-CELULAS DE SERTOLI 

- -, . 
r 

_:Interactio11B betiJeen SertoU CeHs and Geñ'ñfeHa 15 

Drawing of Sertoli cell-gerrn cell relations. 
Sperrnatogonia occupy a basal cornpartrnent be­
low tbe occluding junctions between neigbbor­
ing Sertoli cells. "Spermatocytes and sperma­
tids prior to elongation occupy deep nicbes 
in the sides of the supporting cell while 
elongated spermatids witb condensed nuclei are 
1odged in deep apical recesses. The only 

·Visible evidences of interaction between gerrn 
cells and supporting cells are (1) accurnu-

. _.lation uf Sertoli cell smooth reticulum around 
· _the. acrosorne of the as socia ted spermatids and 
'(2) transient rnobilization of rnitochondria at 
the sperrnatids' interface with the Se~toli 
cell. 



lulas de sertoli constituyen una población fija en el interior de los túbulos s~ 

nfferos, ya que después de los quince días de edad no vuelven a dividirse,permme­

ciendo en ntírrero constante durante toda la vida del aninal (12). 'Tumbién a esa edad 

aapiezan a fornar uniones henréticas entre sí (13) y dada su disposición periféri­

ca en el túbulo seminífero, constituyen el elemento decisivo de la barrera de per­

Ireabilidad hem:i.totesticular (14, 15). Estas células se extienden desde la porción 

b3.sal hasta el lunen del túbulo seminífero y fornan cavidades en las que albergan 

a las células germinales, casi desde que inician la meiosis hasta que se transfor­

rran en esperrratozoides; solamente las esperrratogonias y los esperrratocitos leptot~ 

nos quedan fuera de la barrera de permeabilidad y del núcroambiente creado por la 

célula de Sertoli (Esquerra 4) (16) . 

Es notable el hecho de que existen grupos de células gernúnales que se diferencian 

en forna sincrónica (17) y que constituyen asociaciones entre sí, cuando han alean 

zado estadios de diferenciación definidos (18). 

Basándose en estudios acerca de la permeabilidad de las uniones entre las células 

de Sertoli (19, 20, 21) y sobre el control honronal de la espernatogénesis (22), 

se ha propuesto que las células germinales dependen de la célula de Sertoli tanto 

para su nutrición, soporte y protección corro para su diferenciación, aunque no se 

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

cambios metabólicos durante la diferenciación del epitelio genninal 

A) Metabolisrro de carbohidratos .- Ha sido derrostrado con anterioridad (23) que 

el aporte de carl:XJhidratos1 y rrás específicarrente de gluoosa, es esencial para el 

funcionanúento norrral del testículo adulto. las detenninaciones del cociente res­

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

res interrredios respecto al correspondiente para la combustión canpleta de carbo­

hidratos, RQ= 1 y al de grasas, RQ = O. 7. Se observó que si el testículo era incu 



bado en ausencia de sustratos exógenos, el valor del cociente respiratorio dismin!:! 

fa a O. 76 (24). Esta disminuci6n no se manifiesta cuando otros tejidos dependien­

tes de glucosa, cono el cerebro y la retina, son incubados sin sustratos exógenos 

(25). 

La ausencia de glucosa en el rredio de incubación del testículo adulto produjo una 

disminución en el nivel de ATP y su adición permitió restablecerlo y aurrentar el 

cons\.ll!O de oxígeno (26). 

Estas características metabólicas se expresan en el testículo de la rata sólo de~ 

pués de los veintiún días de edad, ya que desde el nacimiento y antes de alc:anzar 

esa edad, el testículo no s6lo no aurrenta su consurro de oxígeno en presencia de 

glucosa (27), sino que presenta una inhibición de éste conocida corro efecto Crab­

tree (28). EJ. nivel basal de ATP del testículo :i.nrrBduro, de la misma rragnitud que 

el del testículo adulto, también disminuye cuando se le incuba in vi tro y la adi -

ción de glucosa no permite restaurar dicho nivel (26). 

La vía catabólica principal de la glucosa en el testículo de varias especies in 

vitre es la glicólisis, la vía de las pentosas participa con nenes del 3% en su 

rretaboliSIIlJ (29). In vitro, la glucosa es degradada hacia la prooucci6n de lac~ 

to aún en condiciones aer6bicas y el testículo :i.nrrBduro es más activo que el adtJ! 

to en su producción, tanto en presencia de oxígeno caro en .anaerobiosis (30, 31). 

La concentración de lactato en el fluido testicular in vivo (32) indica que exis­

te una oxidación incompleta de la glucosa, en una proporción no bien definida, aún 

en condiciones fisiológicas. 

B) Metabolisrro de lípidos .- Se ha observado que los lípidos están presentes en te_ 

dos los estadios de diferenciaci6n de las células germinales y en las células de 

Sertoli; pero solanente se observa su alrracenamiento en ésta últirra, cuando la es­

perrratogénesis se inhibe o durante el envejecinúento (33). 

Existen diferencias y resU'l•tados contradictorios en cuanto a los valores inforrra 
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dos acerca del contenido total y la proporción gue guardan entre sí las distintas 

clases de lípidos testiculares durante el desarrollo del epitelio germinal. 

Algunos autores inforrran que el nivel total de lípidos awrenta hasta los veintio­

cho días de edad, disminuye temp::>ralmente entre los treinta y cinco y sesenta y 

tres días, alcanzando nuevamente valores al tos a los setenta días de edad y que e~ 

tas fluctuaciones también se presentan en fosfolípidos y lípidos neutros (34).En 

un trabajo previo, donde si estudió el testículo desde los guince a los setenta 

días de edad, se había encontrado un aumento en el contenido total de lípidos, en 

fosfolípidos y disminución en los lípidos neutros (35). otros autores, que deter­

minaron el contenido lipídico entre las cuatro y veintinueve serranas de edad, -

observaron que en todos los grupos, los lípidos representaron de 2.4 a 2.6% del 

peso hGrredo del testículo y los fosfolípidos contribuían en 60 a 70% del total de 

lípidos; solamente los triglicéridos nostraron un decrerrento en el período de nue 

ve a veintinueve serranas (36). 

En cuanto a los ácidos grasos, se han observado cambios relacionados con la ~ 

tad: el contenido total del ácido 18:1 disminuye y simultáneamente el 22:5 aumen­

ta, desde la fase inicial de la espenniogénesis hasta alcanzar el nivel adulto. 

En la etapa prepuberal, las grasas neutras y fosfolípidos presentan ácidos gra­

sos de dieciocho átonos de carbono o menos,mientras gue en la edad adulta son de 

cadena rrás larga; de los ácidos grasos asociados a colesterol, los de quince o TI!::_ 

nos átonos de carbono, disminuyen siete veces en tanto que se duplican los ácidos 

18:1, 18:0, 20:4, 22:5 y 22:6 (37). 

El contenido total de colesterol disminuye también con el mayor desarrollo del e­

pitelio germinal y alcanza valores estables cuando aparecen los espeITrBtozoides 

(33). 

la gran diversidad de tipos celulares presentes en el epitelio germinal del test~ 

culo y su compléja relación con la célula de Sertoli han conducido al planteami~ 

to de que las características metabólicas observadas por diferentes autores no 
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Pueden atribuirse a un tipo celular dado, sino que deben considerarse caro la re­

sultante de la interacci6n de todos los tipos celulares presentes. Así,los cambios 

en ciertos lípidos pueden explicarse si se torra en consideraci§n que los distintos 

tipos celulares tienen capacidades metal::ólicas diferentes. Se ha inforrrado que las 

células dispersas de testículo de rata de catorce días de edad, con predominio de 

esperrratocitos pri.Jrarios en los primeros estadios de la profase y espermatogonias, 

oxidan palmitato con una vel=idad cuatro veces más alta que la poblaci6n de célu­

las dispersas obtenidas de testículo adulto donde los tipos celulares predominan­

tes son espernátidas y espematozoides (38). AslJTÚsm:>, el hecho de que los esper­

rratozoides naduros puedan catarolizar colesterol, sugiere que ellos .o las células 

en los estadios de diferencicaci6n IlÉS avanzados de la espernatogénesis, puedan 

ser los responsables de la disminuci6n del colesterol, IlÉ.s rápida cuando aparecen 

estas células (39) • 

C) Actividad hidrolítica de ATP testicular.- El contenido testicular de ATP, tanto 

en el estado adulto corro en el prepuberal, señala que el testículo posee mecanis­

JTDS eficientes para la síntesis de ATP, aunque por las evidencias in vi tro, las 

Vías metab5licas y los sustratos de los que depende su rrantenimiento son diferen­

tes según el grado de desarrrollo del epitelio germinal ( 2 6 ) .• 

Sin embargo, se ha derrostrado que el contenido de ATP del testículo disminuye c~ 

do se le incuba in vitro en ausencia de sustrato ex6geno, lo que sugiere que el 

testículo no posee el. sisterra regulador de la concentraci6n de ATP observado en o­

tros tejidos, hígado y riñ6n (40, 41), que no presentan disminuci6n en su nivel 

de ATP cuando se les incul:a en condiciones semejantes. 

También se ha info:rnBdo que el testículo posee una capacidad de hidr61isis de ATP 

rrayor a la observada en otros órganos. Inicialmente se presentaron evidencias de 

que las fosfatasas contribuían a la producci6n de fosfato inorgánico a partir de 
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ATP (42): Posteriorrrente se derrostró que el testículo posee cuatro tipos de fosf~ 

tasas, cuya actividad diferencial se correlaciona con estadios de naduración es~ 

cfficos (43). Estudios realizados en túbulos seminiferos aislados de testículo de 

rata adulta, nostraron una alta actividad de hidrólisis de ATP inespecifica, in-

sensible a ouabaína, estimulada por bicarronato y asociada a la fracción mitocon-

drial (44). As1_misrro, en testiculo inrraduro de rata de 25 dias de edad, se enea!!_ 

tró que la fracción mitocondrial hidrolizaba ATP a una velocidad rrayor que las o!?_ 

tenidas de higado y riñón (41). 

II PU\NTEAMIEN'TO DEL PROBLEMA 

1a disminución en el contenido de ATP del testiculo adulto o inrraduro incubado in 

vitro sin sustratos ex6genos, quizá sea debida, al menos parcial.nente, a la alta 

capacidad para hidrolizar ATP, derrostrada por diversos autores,¡::ero insuficiente-

rrente caracterizada. 

Se ha considerado que debido a la elevada actividad hidrol:ítica de ATP inespecif:i:_ 

ca, no ha sido posible definir la presencia de la ATPasa-(Na+-K+) por el método 

habitual de inhibición por ouabaína, aunque existe solairente un trabajo donde el 

30% de la ATPasa total iredida correspondió a la ATPasa- (Na+ - K +) ( 45) . 

Se desconocia si la actividad hidrolitica podia ser estimulada por iones divale!!_ 

tes,asi cc:m:J tampoco si era posible inhibirla con alguno de los inhibidores de o-

tras ATPasa. 

Estudios de microscopia electrónica han señalado profundas m:i!ificaciones en la 

norfologia y localización de las mitocondrias durante la diferenciación de las cé 
lo 

lulas germinales (47)que posiblemente se vean accrnpañadas de cambios en el funcio 

namiento de la ATPasa mitocondrial durante la es¡::enra.togénesis. 

Por otra parte , los trabajos mencionados no aclararon cuál era la participación 
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de la ATPasa flagelar, la dineina, presente en los flagelos de sperm~ 

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 enzimáticos que confieren la alta cap~ 

cidad de hidr6lisis de ATP al testículo, así como si su actividad pr~ 

senta cambios durante la diferenciación de las células germinales, en 

el presente trabajo nos planteamos los siguientes objetivos. 

III OBJETIVOS 

1° Definir si el testículo tenía igual capacidad para hidroliz~r ATP 

a través de las diferentes etapas de su maduraci6n. 

2° Caracterizar dicha actividad hidrolítica por su sensibilidad a ca 

tiones e inhibidores. 

3° Estudiar la evolución de una de las actividades enzimáticas prese~ 

tes en la actividad total de hidrólisis de ATP testicular durante 

la diferenciación de las células germinales masculinas .. La activi­

dad enzi.lllática elegida fué la ATPasa-(ca2++ Mg 2+). 

IV PROGRAMA DE TRABAJO 

A) Para realizar el primer objetivo se tomó como fuente enzimática el 

homogeneizado total de testículo a las siguientes edades y tipos celu 

lares: 

1 día: gonocitos y células de soporte. 

4 días: aparición de espermatogonias tipo A (Esquema 1). 

8 días: espermatogonias tipo A, Intermedias y B. (Esquema 1). 



12 días: aparici6n de espermatocitos leptotenos. 

14 días: aparici6n de espermatocitos zigotenos. 

16 días: aparici6n de espermatocitos paqui tenos. 

21 días: espermatocitos primarios en todos los estadios de la primera 

profase mei6tica. (Esquema 2). 

23 días: aparici6n de las espermátidas. 

24.y 26 días: espermátidas tempranas, fase Golgi. (Esquema3) 

30, 34 y 40 días: espermátidas en todas las fases de la espermiogéne­

sis. (Esquema 3) . 

45 días: aparición de espermatozoides en el tübulo seminífero. 

60 y 90 días: testículo con todos los elementos celulares desarrolla­

dos. 

En este primer enfoque,observamos que la actividad hidrolítica total 

de ATP testicular se modificaba durante la diferenciación del epitelio 

germinal.La actividad se duplicaba durante la diferenciación de los 

espermatocitos primarios y descendía gradualmente durante la maduración 

de las espermátidas hasta alcanzar niveles basales con la aparición de 

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

B) Estas variaciones fueron reexaminadas con un segundo criterio, de­

terminar la actividad hidrolítica de ATP en testículo adulto cuyo ep~ 

telio germinal se encontrara en involuci6n, la cual fue inducida por 

tres métodos diferentes: a) hipofisectomía, b) criptorquidia y c) tra 

tamiento con fluoroacetamida. 

Las células más sensibles a estos tratamientos son las más diferencia 

das. Después de la hipofisectomía, desaparecen gradualmente espermat~ 

zoides y espermátidas, a los diez días no hay espermatozoides y la p~ 

blaci6n de espermátidas se ha reducido en 50%, a los treinta días la 
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º.:población "Celular.· ha · disminuido'~en ·un 9 0% y solamente esperma togonias 

y.céfolas de Sertoli son las únicas constituyentes del túbulo semin'l­

fero (47). 

La elevación de la temperatura testicular producida por la,.criptorqui 

dia, induce la desaparición de espermatozoides y espermátidas rápida­

mente. Los espermatocitos primarios son más resistentes, pero a tiem­

pos prolongados llegan a desaparecer también (48, 49). 

La administración de fluoroacetamida induce la desparici6n de esper­

matozoides y espermátidas, el epitelio germinal queda constituido por 

espermatogonias, células de Sertoli y una pequeña población de espe~ 

matocitos primarios (SO). 

Sin embargo, aunque el criterio de actividad hidrolítica total de ATP 

de este segundo enfoque confirmaba la observación previa de incremen­

to en la actividad cuando los espermatocitos primarios eran los ele­

mentos celulares predominantes del epitelio germinal, tampoco permi­

tía 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 maduración, causaba la dilución de la actividad 

total o bien que existieran factores inhibidores o estimulantes de la 

actividad hidrolítica de ATP ligados a las células en estadios de di­

ferenciación definidos, nos condujo a desarrollar una metodología que 

permitiera la obtención de células en las principales etapas de la es 

perrnatogénesis en condiciones de viabilidad alta y en número suficien 

te para la medición de su actividad enzimática. 

C) Basándonos nuevamente en la aparición cronológicamente definida de 

los distintos tipos celulares en el epitelio germinal testicular, to­

mamos testículo de rata de 12 días de edad para aislar espermatocitos 



leptotenos y espermatogonias; de_ 21 días de edad, para obtener esperm~ 

tecitos paquitenos y zigotenos y de 38 días de edad para separar la p~ 

blaci6n de espermátidas. 

Con el objeto de complementar nuestras observaciones sobre las células 

germinales, también aislamos los espermatozoides del epidídirno,separá~ 

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

D) Ya que desde los primeros experimentos sabíamos que la hidr6lisis 

de ATP testicular era estimulada por ca 2+y/o Mg
2

+ y que de testículo de 

rata adulta se había aislado, purificado y caracterizado a una proteina 

capaz de estimular la actividad de la ATPasa-(Ca
2

++ Mg
2
+) (5J), decidi­

rnos investigar si esta proteina estaba presente en todas las células -

del epitelio germinal y en qué cantidad. 

Primeramente se defini6 la presencia y localización de la proteína ac­

tivadora de la ATPasa-(Ca2++ Mg
2

+) ,llamada calmodulina, empleando ant~ 

cuerpos fluorescentes y posteriormente se determinó su contenido por 

radioinrnunoanálisis, tomando las poblaciones de células germinales e~ 

riquecidas en espermatocitos leptotenos, espermatocitos pstleptotenos, 

esperrnátidas y espermatozoides. 

Nuestros resultados mostraron la presencia de calmodulina en las célu­

las germinales en todos los estadios de maduraci6n, sólo que a niveles 

muy distintos. cuando los espermatocitos primarios alcanzan estadios 

de maduración postleptoteno, incrementan.su contenido de calmodulina 

y lo mantienen durante el estadio de espermátidas. 

E) La correlación entre la fase de mayor actividad de hidrólisis de ATP 

dependiente de ca2+ y/o Mg 2+ y la de elevaci6n en el contenido de cal­

modulina, ambas durante.la profase mei6tica, nos llevó a identificar 
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. 2+ 2+ si- la ATPasa- (Ca e +- Mg -_ ) estaba - presente como- uno de los elementos en 

zimáticos-que conferían la alta capacidad para hidrolizar ATP al testí 

culo. 

2+ 2+ 
La identificación de la presencia de esta ATPasa-(Ca + Mg ) ~ue rea 

lizada basándonos en dos criterios: 

a) Estimulaci6n de su actividad en presencia de ca 2+ y Mg
2+ por la adi 

ci6n de calmodulina parcialmente purificada e 

b) Inhibición de la estimulaci6n de la actividad enzimática por trifluo_ 

roperazina, inhibidor altamente específico de la calmodulina. 

. . 2+ 2+ . La actividad de ATPasa-(Ca + Mg ) fue determinada en las poblaciones 

celulares enriquecidas en espermatocitos leptotenos y espermatogonias, 

en espermatocitos postleptotenos, en espermátidas , en espermatozoides 

de cuerpo y cauda del epidídimo. También se midió la actividad enzimá-

tica en la fracción microsomal de testículo, a las edades de 21 y 38 

días de edad, a las cuales se alcanza el estadio de espermatocitos 

primarios postleptotenos y el de espermátidas,respectivamente. 

Nuestros resultados señalan la presencia de esta ATPasa-(Ca2++ Mg 2+) en 

las células germinales en todos los estadios de dif erenciaci6n estudia 

dos.Su actividad es máxima durante los estadios postleptotenos,pero e~ 

permátidas , espermatogonias, espermatocitos .leptotenos y espermatozo~ 

des efectivamente tienen niveles de actividad mucho menores. 
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CHANGES OF (Ca2 +-Mg2 •)-ADENOSINE­
TRIPHOSPHATASE ACTIVITY IN RAT TESTIS 

THROUGHOUT MATURATION 

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

División de Biologla de la Reproducción, Departamento de Investigación Cient!fica, 
I.M.S.S.-Apartado Postal 73-032-México 73, D.F. 

(Received l 2th September 1972) 

Marked changes in thc pattern of cncrgy rnetabolisrn occur in rat testis 
throughout rnaturation (Free, 1970). The rnaturc testis, as cornparcd with thc 
irnrnature one, has a lowcr Qo, (Tcppcrman, Tcppcrrnan & Dick, 1949; 
Lcidcrman & Mancini, 1968) and a diffcrent ratc of acrobic and anacrobic 
glyccilysis (Tcpperrnan & Tcpperrnan, 1950; Lciderman & Mancini, 1968). 
Adult tcstis utilizcs glucosc to a grcater extcnt (Teppcrrnan et al., 1949) and 
A TP production is prirnarily dcpendent u pon glucose rnetabolism in the rnaturc 
but not in thc prepuberal testis (Means & Hall, 1968). On the other hand, 
both adult (Tice & Barrnett, 1963; Sctchell, Srnith & Munn, 1972) and 
irnrnature (Hollinger, 1971) rat testes have bcen shown activcly to hydrolysc 
ATP. Howcvcr, the relationship of the rate of ATP catabolisrn to rnaturation 
is not clear. In the present cornrnunicalion, the pattern of the enzyrnatic 
hydrolysis of A TP by rat testis as a function of age is reported. 

Fiftcen groups by age, each consisting of three to eight albino rats of the 
Wistar strain, were used in the study. Thc rats wcre killed at the sarne hour 
of the morning by cervical dislocation fallowed by decapitation and exsan­
guination. Testes wcre irnrnediately removed and rinsed in ice-cold twicc 
distillcd water. After rernoval of the tunica albuginea, testes were poolcd to 
prepare a 1 O% w /v aqueous hornogenate with a Pottcr-Elvehjcm homogenizcr 
provided with a loosc Teflon pestle. The homogenate was then filtered through 
glass wool. 

Thc mcthod essentially described by Bonting, Simon & Hawkins (1961) was 
uscd to rncasure A TP hydrolysis. Bonting's mediurn A was used far the incuba­
tion, which was carricd out at 37º C (Tcxt-fig. 1). A 10-rnin prc-incubation 
without ATP was routinely pcrfarrned in ordcr to hydrolyse endogrnous 
substrates. Thc reaction was startcd by the addition of ATP. Ali the incubations 
werc run in quadruplicate and 0·5-ml aliquots wcre \\~thdrawn at 30 sec, 
1 and 2 rnin after thc addition of ATP. The rcaction was stoppcd by 2·5 rnl 
icc-cold 6% perchloric acid. To scparate zero-tirne aliquots, the substrate was 
added after pcrchloric acid. Ali thc aliquots were allowed to stand far 30 min 
at Oº C and were ccntrifugcd. Inorganic phosphate (Pi) was determined in 
the supernatant by thc method ofBonting et al. (1961). Rcported values are the 
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means of twelve phosphate determinations with their corresponding standard 
deviations. The protein contcnt of thc homogenates was detcrmincd by the 
method ofLowry, Rosebrough, Farr & Randall (1951). 

The pattcrn of thc cnzymatic hydrolysis of A TP as a function of agc is shown 
in Tcxt-fig. l. Twcnty-four hours aftcr birth, thc cnzymatic activity was 
already present. From thc first wcck of lifc, it continuously incrcascd until 
maximal val u es were attained at 21 to 21 days of agc. Thcsc 3 wccks corrcspond 
to thc appcarance and difTcrentiation of spcrmatogonia and spcrmatocytcs, 
according to Clcrmont & Pcrey ( l 95 7), and to thc observations of Sosa, 
Altamirano, Hcrnándcz & Rosado ( l 9i2) on thc strain ofrats used in the prcscnt 
work. Aftcr thc 24th day of lifc, at a ges corrcsponding to the appcarancc and 
furthcr differcntiation of spcrmatids, thcrc was a statistically significant 
(P<O·OOI) ncgativc slopc in the cnzymatic activity. Stablc lowcr valucs wcre 

E , . 1 ,. 
~ o'--~~~--'10~~~~~2~0~~~~~,~o~~~--04~0~~--".~· 

Age (doysl 

' 90 

TEXT-FIO. l. Enzymatic hydrolysis of ATP by rat testis as a function ofagc. The incuba­
tion mixtures containcd: 1 mM-Mg2 +, 58 mt.t-N:i.+, 5 mM-K+, 10 rnM-CN-, 0·1 mM­

EDTA, 157 mM-Cl-, 2 mM-ATP, 92 mM-tris (hydroxymethylamino methane) buffer 
(pH 7·5) and O·l mi total homogcnate (0·6 to l ·2 mg protcin) pcr ml. 

reached at the 45th day of age when spcrmatozoa started to appear. Thesc 
levcls wcre maintaincd thcrcaftcr throughout adulthood. 

Since Kormano (1967) has shown that the tcstis/body tcmpcrature differencc 
changes with age, it scemed important to investigate thc effect ofthc incubation 
temperature on the cnzymatic activity at various agcs. Testis homogcnates 
'from groups ofrats aged 20, 30, 35 and 60 days were incubated at O, 20, 30, 33, 
35, 37, 40 and 50º C (experimental conditions as dcscribed in Text-fig. !). 
Viithin each age group, no significant diffcrenccs wcre obscrved in the cnzy­
matic activitics over thc tcmperature range from 33 to 40º C. Thus, the 
incubation tempcraturc of 37º C, non-physiological far testes from certain age 
groups, did not affect the rcsults shown in Tcxt-fig. l. 

In order to determine whethcr the enzymatic hydrolysis of ATP was specific 
ar not and whcther the obscrved chronological changes ofthc enzymatic activity 
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were quantitativc or qualitativc in naturc, sorne prcliminary cation-dependence 
and substrate-specificity studies wcre undertaken. Testes from both adult and 
immature rats wcre used in thcse studies. 

(a) Cation dependence. 'Using 2 mM-ATP as a substrate, Na+, K +, EDTA 
and cyanide could be eliminated from the original Bonting's medium without 
any detectable change in the acti\'ity. An absolute rcquiremcnt of cither Mg' + 

or Ca 2 + was observed, 5 mM being the optima] concentration for both divalcnt 
cations. \.Yhen increasing amounts ofCa2+ werc added to the incubation mix­
ture containing 5 mM-Mg2+, the activity was inhibited (40% at equimolar 
concentrations, 50% ata 2: 1 Ca 2+ /.l\'1g2+ ratio). This effcct was similar to the 
one reponed in placenta! ATPase {Shami & Radde, 1972). 

(b) Substratc spccificity. Text-figure 2(a) shows that, in the presence of 
magnesium ions, adult rat testis homogenates were able to hydrolyse ATP, 
GTP, CTP and UTP at similar rates. Hydrolysis of ADP took place ata lower 
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TEXT-FIG. 2. Enzymatic hydrolysis of \'arious substrates by immature and adult rat 
te.nis. The incubation mixlUrcs contained: eithcr 5 mM-Mg2+ {a) or 5 mM-Cah (b), 
156 mM-CI-, 2 mM-substrate1 146 mM-tris (hydrox)·mcthylamino mcthane) buffer (pH 
7·5) and O·l mJ total hornogcnatc per mi. 

ratc. No hydrolytic activity was observcd towards AMP, 3', 5' cyclic AMP or 
fi-glyccrophosphatc, but a vcry high inorganic pyrophosphatasc activity was 
encountcred. This cnzyme became saturated at 0·5 mM-substrate conccntra­
tion and showcd an absolutc rcquircment far Mg' + in an cquimolar pyro­
phosphatc/magncsium ratio. It was completcly inhibited by 2 mM-NaF and 
had no acti\~ty whatsoevcr when calcium was used instead of magncsium. 
These propertics shown by rat testis pyrophosphatase wcre markedly different 
from those describcd for inorganic pyrophosphatase from bull semen (Heppel & 
Hilmoe, 1951). 

To determine whether ATP was hydrolysed by a phosphatasc or by an 
organic pyrophosphatase, it was important to avoid inorganic pyrophospha­
tase activity. Detcrminations werc thercforc pcrformcd in the presencc of 5 mM­
Ca 2+ instead of Mg2+, since the pattern of nuclcotidc hydrolysis by adult 
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testis homogenatcs 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 apprcciably 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 thc observcd 
activity is mainly one ofa (Ca2+-Mg2 +)-dependent ATPase. It was, however, 
twice as great in the 6-day-old rat testis and ovcr thrce times as grcat in thc 
20-dav-old rat as in the adult testis. 

Ku~lcoside diphosphatase showed only a slight incrcase 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 2 + 
but not by Na+ or K + was found to occur in rat testis at ali ages from birth to 
maturity. Thc activity, however, showcd markcd quantitative changcs as a 
function of the agc of the animal. During the first 3 weeks of life, a continuous 
increase in activity was cncountcrcd. This obscrvation is consistcnt with a high 
cnergy rcquirement far the very active proliferation of the germinal epithclium, 
as previously suggcsted (Free, 1970; Hollinger, 1971). Throughout the ages 
corresponding to thc appearance and differentiation of spermatids, ATPase 
acti\·ity continuously decreased until the 7th week of lifc. A cellular dilution 
cffect could be evoked to intcrpret this finding. It may also suggcst that during 
sperrniogcnesis, thc tcstis progressively changes its cnergy mctabolism until a 
diffcrent and stable pattcrn is attained in carly maturity. In fact, previous 
studies have shown markcd differences betwecn thc metabolic energy pattcrn 
ofadult and immature tcstis in terms ofQ,02 (Teppcrman et al., 1949; Leider­
man & Mancini, 1968), rate of glycolysis (Tcpperman & Tepperman, 1950; 
Leiderman & Mancini, 1968), glucose utilization (Tepperman et al., 1949), 
ATP production (Means & Hall, 1968) and now ATP hydrolysis. 

It has becn suggested that most ofthc differcnccs observcd in cnergy metabo­
lism befare and after maturation involve the seminifcrous tubules rather than 
the interstitium (Lciderman & Mancini, 1968; Leiderman, 1969; Free, 1970). 
Since no cffort was made in thís study to scparate thcse tissues, any suggcstion 
at thís stage conccrníng thc ccllular localization of thc (Ca 2 + -Mg2+)-ATPase 
would be speculative. Further experimental work is now in progress to clarify 
this point. 

This work was partially supportcd by a grant from thc Ford Foundation. 

REFERENCES 

BoNTING, S. L., SumN, K. A. & HAwKINS, N. ?vi. (1961) Studies on sodium-potassium-activatcd 
adenosinc triphosphatase. l. Quantitative distribution in severa} tissucs of the c.-it. Are/u 
Biochtm. Bioph)'J. 95, 416. 

CI.ER.Mom', Y. & FER.E.Y, B. (1957) Quantitative study of the cdl population oí the seminiferous 
tubules in immature rats. Am:J. Anal. 100, 241. 

FREE, :M.J. (1970) Carbohyáralt mtlabolism fo thtttstis. In: TheTcstis, Vol. JI, p. 125, Eds. A. D.Johruon, 
W. R. Gomcs and N. L. VanDemark. Academic Press, London. 

HEPrEL, L. A. & HtLMOE, R. J. (1951) Purification of yeast inorganic pyrophosphatase. J. biol. Chtm. 
·192, 87. 

HoLUNGER, M. A. (1971) Metabolism of ATP by testis mitochondria of25-day-old rats. J. Rtproá. 
Fert. 25, 443. 



(Caz+-Mg>+)-ATPase activi!y in rat lesti.1 S!i 

KoRMA.N01 ?vi. (1967) Dcvelopmcnt of the rectum-testis tcmpcraturc differcncc in thc post-natal rat. 
J. Reprod. Ftrt. 14, 42i. 

l..EmERMAN, B. (19G9) Consumo de oxígeno y producciOn de ácido láctico de células ~cnninnk:. 
aisladas "in \'itro" de testículo de rata. Revta Soc. arge.nl. Biol. 45, 5i. 

LEIDERMAN 1 B. & ·M.ANCINl, R. E. (1968) Acrobic and anacrobic lactatc production in the prr· 
puberal and adult rat testis.Proc. Soc. exp. Biol. liied. 128, 818. 

LO'WRY, O. H., Rosimaouou, N.J., FARA, A. L. & llANDALL, R. J. (1951) Prolcin mcasurcmcnt with 
thc Folin phcnol rcagenl. J. biol. Chem. 193, 265 . 

. MEANS, A. R. & liAu., P. F. (1968) Protein biosynthesis in the tcstis: Il. Role of adcnosine triphosphate 
(ATP) in stimulation by glucosc. E11docriiwlogr, 83, 86. 

StTCHELL, B. r., SMmt, M. '"'· & ?\ÍUNN, E. A. (1972) The stimulation by bicarbonate of adenosinr'. 
triphosphatase activity in the seminifcrow tubules of rodcnts and the lack of cffect of ouabain. 
J. Reprod. Ferl. 28, 413. 

Su.uu, \', & RAnnE., l. C. (1972) Thc efiect oí the Cal+/Mg 2 ~ concentration ratio on placcntal 
{Ca1 +.Mg2 "")-ATPase activity. Bio,him. biojihp. Acta, 255, 675. 

SosA, A., ALTAMIRANO, E., HERNÁNDEZ.. P. & RoSAoo, A. (1972) Dc\·c:lopmcmal pattcrn ofrat testis 
hexokinasc. Life Scitruts, 11, Part 11, 499. 

TEPPERMAN, H. :M. & TEPPERMAN, J. (1950) Glucose utilization in vilro by normal adult, immaturc 
and cryptorchid testis. Ena'ocrirwlog¡·, 47, 459. 

TEPPERMAN 1 J., TEPPERMAN, H. M. & DICK, H. J. { 1949) A study oí the mctabolism oí rat testis itJ 
vilro. E11docriuolog)', 45, 491. 

T1CE, L. \\1, & BARllNETT, R. J. {1963) Thc fine structural localization ofsome testicular phospha· 
ta.~cs. Anat. Rte. 147, 43. 

l 

1 
! 

l 1 
j 
' 

¡ 

1 

i 
1 

·-·----·--l 



. J 

1 

¡ 
1 

1 

1 
1 

J. Reprod. Fert. (1973) 34, 149-153 

INCREASE OF (Ca2 +-Mg2+)-ADENOSINE 
TRIPHOSPHATASE ACTIVITY IN RAT TESTIS 

UNDERGOING REGRESSION OF THE GERMINAL 
EPITHELIUM 

GRACIELA DELHUMEAU-ONGAY, R. TREJO-BAYONA, 
R. ALVAREZ-BUYLLA• AND L. LARA-VIVAS 

División de Biología de la Reproducción, Dcparlmento de Investigación Cimtíjica, 
IMSS-Apartado Postal 73-032-México 73, D.F., and 

•Centro de Investigaciones)' Estudios Aua11;¿ados, Instituto Politécnico Nacional, 
México 

(Receivcd 241/z Oclober 1972) 

The pattern of testicular cnergy metabolism changes when spermatogenesis is 
impaired. Testes undergoing regression of the germinal epithelium show a 
higher Q.o 2 (Tcpperman, Tepperman & Dick, 1949; Fcatherstone, Nelson, 
Wclden, Marbergcr, Boccabella & Boccabclla, 1955; Steinberger & Wagner, 
1961) anda lower glucosc utilization (Teppcrman & Tcpperman, 1950; Means 
& Hall, 1968; Free, Ma~sie & VanDemark, 1969) than normal testes. These 
phenomena are also observed in immature rat testes (Tepperman et al., 194·9; 
Tepperman & Tcppcrman, 1950) and are bclicvcd to involve thc intratubular 
tissue rather than the interstitium (Leiderman & Mancini, 1968). 

,. The catabolism of ATP also varíes betwcen adult and immature testes. 
Although both tissues hydrolyse ATP at a very high rate (Hollinger, 1971; 
Setchell, Smith & Munn, 1972), mainly by means of a (Ca>+-Mg 2 +). 
ATPase, thcre are marked changes in ATPase activity throughout maturation. 
It has bccn shown to incrcasc during thc prolifcration of the germinal cpi­
thelium, decrcase during spermiogenesis, and attain stable lower values at 
the beginning of adulthood (Delhumcau-Ongay, Trejo-Bayona & Lara-Vivas, 
1973). In the present study, investigations were carried out to see whcther 
(Ca2+-Mg2+)-ATPase would change its activity in testes undergoing rcgres­
sion of the germinal epithclium. 

This rcgression was induced in normal adult rats of the Wistar strain by 
various mcans: (a) using a parapharyngcal approach, hypophysectomy was 
performed on adult rats wcighing 180±20 g; serial sections of thc brains of 
thesc animals at autopsy showed no traces of pituitary tissuc; (b) adult rats 
weighing 180±20 g were made unilaterally cryptorchid by placing the lcft 
testis in thc abdomen and suturing the inguinal canal; ( c) adult intact rats, 
weighing 225±25 g werc injected daily for periods ofup to 17 days with cither 
50 i.u. HCG or 250 µg fluoroacetamide in 0·25 mi saline, controls receiving the 
same volume of saline alone; rats wcrc killcd 24 hr aftcr the last injection. 
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For histological observations, tbc tissuc was fixed in eithcr formol or Bouin's 
solution and staincd with hacmatoxylin and eosin. 

Within each treatmcnt, and for each experimental point shown in Text-fig. 1 
and Table 1, the testes of three or four rats wcre poolcd and homogenizcd, and 
the rate of ATP hydrolysis was measured as previously described {Dclhumeau­
Ongay et al., 1973). Reported values are the means of twclve phosphate 
determinations with their corresponding standard deviations. Values of 
statistical analysis were dctermined by Studcnt's t test. The enzymatic activity 
rcsponsible for ATP hydrolysis was charactcrized as a (Ca'+-Mgi+)-ATPase 
following the same critcria applied by Dclhumeau-Ongay et al. (1973). 
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Tvrr-F1o:I. (Ca:i+-Mg 2 +)-ATPasc activity in rat tcstis undcrgoing regression of the 
gernúnal cpithdium. The incubation mixtures contained: l mM·Mg"+, 58 m.\t-Na+, 
5 mM-K+, 10 ffiM-CN-, 0·1 mM-EDTA, 157 mM·Cl-, 2 mM-ATP, 92 mM-tris (hydroxy­
methylamino methane) buffer (pH 7·5) and O·l ml oía 10% total aqueous homogenate 
oí rat testis (0·6 to 1·2 mg protein) per mi. t.., Control; e 1 hypophysectomy¡ e, 
cryptorchidism. 

The effect of hypophysectomy on thc testicular (Ca>+-Mg2+)-ATPase 
activity is shown in Text-fig. l. The activity started to rise 1 wcck aftcr hypo­
physcctomy, rcachcd a platcau at thc end of the 2nd wcek, and rcmaincd 
stablc until thc 4th week ofthe experiment (P<O·OOI). Rcgrcssion ofthe ger­
minal epithelium startcd to become apparent histologically on thc 4th day 
aftcr surge!")'. Maturing spcrmatids and spcrmatozoa wcre still present, but 
thcir numbers were reduced. Thcir reduction became more evident aftcr 1 weck 
and by thc 14th day they were absent. 

Rats werc made unilatcrally. cryptorchid on Day O (Text-fig. l ). The 
cnzymatic activity of the ectopic testes was compared with that of the contra­
lateral scrotal ones (control testes in Tcxt-fig. 1) at different times after surge!")'· 
Little variation was observed in the enzymatic activity of the eutopic testes 
throughout the 6 weeks of the experimcnt. In the ectopic ones, a significant 
{P<O·OOl) continuous incrcase was obscrved from the 2nd to the 5th week, at 
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which time activity began to stabilize. When data were cxpressed in terms of 
the protein content of testicular homogenates, the enzymatic activity showed 
almost identical patterns to those shown in Text-fig. l. A similar pattern was 
also obtained when homogenates from scrotal testes were incubated at 33' C. 

fügh doses of H CG are known to block the maturation of the germinal cells 
(Morabito & Strazzulla, 1953). After 1 week of a chronic course of treatmcnt 
with daily intraperitoneal injections of 50 i.u. HCG, (Ca2 +-Mg2 +)-ATPase 
activity was determined. The experiment was repeated four times. Control 
groups showed values ranging from 31·54±0·76 to 38·04±2·98 ¡1mol inorganic 
phosphate (Pi) /min/g wet tissuc, whereas treatcd animals significantly in­
creased their enzymatic activities (P<O·OOl) to val u es ranging from 54·62±4·34 
to 71·0±7·06 µmol Pi/min/g wct tissue. 

Table 1. Effcct offluoroacctamidc administration 
on (Ca2+-Mg")-ATPase activity in rat tcstis 

DaJs of lreatmr.nt 

o 
4 
G 
a 

13 
17 

En;;ymntic actiuit1·• 
(pmnl inorgonic phoJphalt 

produudjmin/¡: wtt lissut) 

64'33+3·711 
64·28+ 3·01 
57·21 :¡:4-03 
60·10±2·lj 
73·56±4·89 
98·53±3·89 

Fiuoroacctamidc was gi\•en in consccutive daily 
subcutaneous injections of250 /lS in 0·25 ml satine. 

• The incubation mixture contained: 5 mM­
Mgl+' 156 mMaCI-' 2 mM-ATP, 146 mt.Hris 
(hydroxymcthylamino mclhane) buffer (pH 7·5) 
nnd 0·1 ml of a 10% total aqueous homogcnate of 
rat testis (0·6 to 1·2 rng protdn) pcr ml. 

F!uoroacetamide is known to inhibit spermatogenesis specifically at the 
spcrmatid leve! (Steinberger & Sud, 1970). Data on the effect of the chronic 
administration of fluoroacctamide on testicular (Ca>+-Mg2+)-ATPase are 
shown in Table l. Numcrical \'alues werc highcr than those of thc previously 
mentioned cxpcrimcnts becausc a 5 mM- instcad of 1 rnM-magncsium concen­
tration was used (sce Dclhumeau-Ongay et al., 1973). During the 2nd week 
of treatment, the cnzymatic activity showcd a significant increase (P<O·OOl). 
Histological obser\'ations of the testes at this time indicated that spermatids 
and many spermatocytcs had disappcared. The intcrstitium showcd no detect­
able variations. 

A significant increase (P<O·OOl) in (Ca 2 +-Mgl+)-ATPase activity was 
found to occur in rat tcstis whcn rcgrcssion of the gernúnal epithclium was 
induced by any one of the mcans uscd. Each one of them is known to affcct the 
intcrstitial tissuc in a di!ferent manncr. Thus, hypophysectomy induces both 
regression of thc germinal epithelium (Clcrmont & Morgentaler, 1955) and 
atrophy ofthe interstitium (Hooker, 1970). Cryptorchidism has a majar effcct 
u pon the developmcnt of thc germinal cel!s (Hookcr, 1970). High doses of 
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HCG appear principally to block the maturation of the germinal epithelium 
(Morabito & Strazzulla, 1963) and fluoroacctamidc was reportcd to have a 
specific cffect on spernuogcnesis (Steinbcrgcr & Sud, 1970). Our own hi1tologi­
cal observations basically agreed with these previous findings. The fact that 
(Ca>+-Mg2+)-ATPasc activity always increascd whcn the germinal epithel­
ium was undcrgoing regrcssion, in thc prescncc or absencc of a functional 
interstitial tissue, points to the intratubular cclls as thc main site of the cnzy. 
matic activity. 

Thc different mcthods used to induce regression of the germinal epithelium 
raised the enzymatic activity to different lcvels. Chronologically, this increase 
became generally significant when the bulk of spermatids had disappeared and 
became even more markcd with the partial disappcarance of the spermatocytes. 

During the rcgression of the germinal epithelium, the germ cells remaining 
in the scminifcrous tubules pursue their cvolution at their normal rate until 
they encounter unfavourablc conditions (hormonal, thermal, ar other) which 
prevent their further differcntiation. They then dcgenerate and are eliminated 
from the system {Clermont & Harvey, 1965). The increase in the enzymatic 
activity could thercfore be relatcd 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 
requircment (Free, 1970; Hollingcr, 1971); (b) the disposal of degenerating 
cells, which are phagocytosed by the Sertoli cells (Clcrmont & Morgentaler, 
1955; Clegg, 1963), since phagocytosis is also an cnergy-rcquiring process 
(Sclvaraj & Sbarra, 1966); (e) the disappearancc of spcrmatids, since if these 
cells werc low in ATPasc activity, they would produce an apparent increase in 
the cnzymatic activity. 

Non e of the above intcrprctations can be definitively acccpted at the present 
time. It is worth noting, however, that throughout both maturation and regres­
sion of thc germinal epithelium, rat testis shows comparable modifications in its 
pattem of energy metabolism in terms of Q.o2 (Tepperman et al., 1949; 
Featherstone et al., 1955; Steinberger & Wagner, 1961; Leiderman & Mancini, 
196B), glucose utilization (Tcppcrman & Tepperman, 1950; Means & Hall, 
196B; Free et al., 1969), UDPase activity (Xuma & Turkington, 1972) and 
(Ca2+-Mg2+)-ATPase activity (Delhumeau-Ongay et al., 1973). 

This work was partially supported by a grant from the Ford Foundation. Vve 
would like to express our gratitude to Dr Alfredo Cortés-Arcos far the surgical 
induction of unilateral cryptorchidism in the rats. The kind secretarial hclp of 
Miss Olivia Beltrán is also acknowlcdged. The HCG (Eclutón) was a giftfrom 
Organón. 
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A simple and rapid technique to isolate enriched 
populations of spermatocytes and spermatids from the 

immature rat testis 

V. Alemán*, R. Trejo¡, E. Morales*, P. Hernández-Jáureguit and 
G. Delhumeau-Ongayt 

•centro dt: Investigación y de Estudios Avanzados del lnstiruro Politécnico Nacional, t Dir:isidn de• 
Pato/ogia andtSecciim de Hormonas Proteicas, Dii:isión de Biología de la Reproducción, Suhjefatura 

de• Investigación Básica, Centro .h!édir.:o Nacional, IMSS, A!Cxico, D.F. 

Summary. A techniquc was dcvelopcd to obtain enrichcd populations of largc numbers 
of primary spermatacytes (70-81 %) and oí spcrmatids (75 ~,~) from immaturc rat 
testes (21-23 and 38 days old rcspcctively) in a simple and rapid fashion. The cells 
wcre ncarly ali viable and mcmbrane prcscrvation was good. The testicular cclls wcrc 
disperscd by a mild mcchanical trcatment combincd with an incubation with purified 
collagenase, and the cc11 populations wcrc scparatcd by ccntrifugation in a discon­
tinuous dcxtran gradícnt in a ccll culture medium. 

Jntroduction 

Thc metabolic pattern of thc rat test is has bcen shown to change markcdly throughout maturation, 
e.g. when spermatocytes are convcrted into spermatids (Tcpperman & Tepperman, 1950; Bishop, 
1969; Free, 1970; Dclhumeau-Ongay, Trcjo-Bayona & Lara-Vivas, 1973). To be able to study the 
mctabolic changcs occurring at thcse two distinct pcriods of maturation it scerncd important to 
devise a tcchniquc to separa te and cnrich populations of spcrmatocytcs and spcrmatids. 

The chronological appcarance of the diffcrcnt germinal ccll typcs in thc immaturc rat testis has 
bcen extensively studied (Clermont & Pccry, 1957; Da vis & Schuetz, 1975). At 23 days of age the 
tubules includc most typcs of primary spcrmatocytes. whilc at 38 days of agc spcrmiogcnesis has 
reachcd stage 14 (Clermont, 1972). Rat testes al these two ages should thercfore be very useíul as the 
starting material far producing cnrichccl populations of spcrmatocytcs and spermatids rcspcctivcly. 

Severa! procedurcs for thc separation oí animal cells (Shortman, 1972) have becn used for 
testicular tissuc from various spccics. For examplc, velocity sedimentation at unit gravity for severa) 
hours in continuous gradicnts ·of albumin or ficoll has beco uscd to obtain diffcrent germinal cell 
types from adult (Lam, Furrer & Bruce, 1970; Go, Vcrnon & Fritz, 1971; Meistrich, 1972; Meis­
trich, Bruce & Clcrmont, 1973; Romrell. Bellvé & Fawcett, 1976) and immature (Meistrich, 1972; 
Davis & Schuetz, 1975; Bcllvé eral., I 977a) rodents, and velocity sedimentation in isokinetic gradicnts 
orticoll (Pretlow, Scalisc & Wcir, 1974), equilibrium dcnsit)' centriíugation in continuous renografin 
gradients (Meistrich & Trostle, 1975), centrifuga! elutriation in bufTered albumin (Grabske, Lakc, 
Gledhill & Meistrich, 1975) havc also bcen used. In thcsc mcthods difTcrent tcchniques were used for 
cell dispcrsion . 

We describe hcrc a tcchniquc devclopcd to separa te cnrichcd populations of spcrmatocytes and 
spcrmatids. Thc following features were kept in mind: simplicity, specd, good ccll viability and 
preservation of ccll structurcs, as wcll as the provision of a sufficicntly Jargc nuiñbcr of cclls in cach 
population to permit furthcr metabolic or functional studies. 

Matcrials and Methods 

Albino rats of the Wistar-Porton and the Sprague-Dawley strains wcre used at 23 and 38 days of 
age. Throughout thc experiments the manipulations were carricd out at room tempcrature because 
cell viability dropped to 30-45 % whcncver tempcratures above 33ºC or below l 5ºC werc used. The 
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rats -were killed by-'deca'pitatio~ and exsanguinated and the testes were removed. The method for 
cell dispersion and separation of the testicular cell populations is outlined in Text-fig, l. -

2-3 g whole testes 
1 

Rime in Ca2 " - free saline G• 
1 

Oecapsulation 

Fine lraAmenlat10
1
n in MEMS1 !2 mi) 
1 

Dilution with MEMS 110 mll 
1 

Centrifu9a1ion <11 55g, 10 min 

Washed fragmented tissue 

1 
Gentle suspcnsion (Pasteur pipelte) 
in 0·4% purilied c0Ha9enase in MEMS 

1 
lncubat1on at 32"C, 1 O min undcr 
95% 0 2 + 5% ca, 

~ 
Oispcrscd cr.lls P¡lu~ fragmentcd tubules 

Oilution with M~MS (2 vals) 

Succ:essive filtrations on nylon 1200 mesh). 
smgle· and double layer -silk 1400 mesh) 

Total dispcrsed cells 
1 

Supernatant 
ld1scarded) 

Residue 
on scrcens 
ldiscardcd) Ccntrifugation at 55 g, 10 min 

Pclle1 Supernatant 
1 (dtscarded) 

Suspens1on in MEMS (5 mi) 
1 

Centrifugation on purilied 
dextran T 150-MEMS discontinuous grildient at 

t1a8 cells/grad1ent) 

1 

6000 g, 20 mín 

""';~<•<·_--;~--= L'V" 

13-33 

16-66 

~ 
Recovery ol cell populations 

Text-fig. 1. Flow-charl outlining the ccll dispersion und separation method for cell populations from the 
testes oí2l-23- and 38-day-old rats. 
• Ca2+-free Puck's saline G solution containing 137 mM·NaCl,·5·5 mM-KCI. l•l mM-KHiP04 , l ·l mM-Nar 
HP04 , 0·63 mM·M~SO, and no glucose. 
t Eagle's Minimum Essential Medium (Gibco) supplemented with non-essential amino acids and 1 % 
previous\y dialysed and frceze-dried íctal calíserum, pH 7·2-7·4. 

Dispersion. Various enzymes were dissolvcd in Eagle's Minimum Esscntial Medium supplc­
mented with non-esscntial amino acids (Gibco) and 1 % prcviously dialyscd 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 0·4 % 
collagenase (form JI, Koch-Light Laboratories Ltd, England), and 0-4 % collagcnase alone (8 mg/g 
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wct tissuc), the viabilities were 67·5, 55-3 and 93-100 /;, respectively. The 0·4 /; collagenase main­
tained this leve! of viability and good membrane preservation (100~~ of germinal cells with no 
disruption of membranes asjudged by the electron microscope), but if othercommercial prcparations 
were used without further purification the germinal cells were damaged (30-40 ~{. viability). 

Cells were counted in a Lcvy-Hausser counting chamber. Ccll viability was determined by 
exclusion of 0·5% trypan blue in a l :1 (v/v) mixture of MEMS and Ca"- and glucose-free Puck's 
sa!ine G solution (137 mM-NaCJ, 5·5 mM-KCI, l·J mM-KH,PO,, H mM-Na,HPO, and 0·63 mM­
MgSO,} and also by the ability of the cells to produce Jactatc aerobically compared with thc ability 
of tissue fragments. 1 ncubations were performed essentially as described by Leiderman (1969), and 
Leiderman & Mancini (1968), cxcept that MEMS without fetal calf serum was uscd as the medium 
at 33ºC. 

Separation. To separa te the cell populations, clcxtran T-150 (Pharmacia. Uppsala} discontinuous 
density gradients (Text-fig. 1) were preparcd. The dcxtran, prcviously dialysed and frecze-dried, 
was dissolved in MEMS, pH 7·4. Thc relativo densitics of Laycrs 2, 3, 4 and 5 of thc gradients wcre 
J ·0384 ± 0·0018, l ·0535 ± 0·0016, 1·0598 ± 0·0011 and !-OSI 6 ± 0·0014, respectively (H 20 = HJOO). 
Three gradicnt~containing tu bes wcrc centrifugcd in cach run at room tcmperature far 20 min. 

Jdentification. The cells werc reeovcred from each !ayer and those from equivalen! Jaycrs of the 3 
gradients wcre pooled, diluted with MEMS and ceotrifuged at 80 ¡¡ for 10 min. The cells were then 
washed with Ca>+- and glucose-free saline G solution and centrifugcd at 55 g for 10 min befare 
identification. After lixation overnight in buffcred 10% formaldehyde vapour thc cclls wcre stained 
with PAS-haematoxylin and identified by the critcria ofLcblond & Clermont (1952) and Clermont 
(1972). The population percentages wcre calculatcd from the 1000 to 5000 cells counted for cach 
gradient !ayer. Data shown are thc averages of 4-6 diffcrent cxpcrimeots. 

To characterize further the cell distribution among thc differcnt Jayers, DNA content was dctcr­
mined by the modified micromethod of Giles & Mycrs (1965) after extraction by the method of Lcyva 
& Kelley (1974). From thcsc detern1inations cell rccoveries and DNA conteo! per cell were calculated. 
Diploid cells were assumed tocontain 7 pgDNA/cell (Szarski, 1976). Protein was dctermined in cach 
washed cell population (Hartrec, 1972). 

E/ectron microscopy. Cells from cach cell population were fixed in buffered glutaraldehydc, 
post-fixed in 1 % osmium tetroxide, dehydratcd in ethanol and embedded in aralditc (Glauert & 
Glauert, 1958). Sections wcre obtained on a Reicherl Om U 2 ultramicrotome and observed in a 
Philips EM-300. At leas! 100 cells from cach population werc observed and if thcre was full continuity 
of thc membraoes round the cell it was considered to he 'wcll preserved'. Thc identification of the 
cel!s from their ultrastructural appearancc followed that ofBurgos, Vital e-Cal pe & Aoki (1970) and 
Dooher & Bconct (1973). 

Rcsults 

Cell recoverics after the dispersion stop are shown in Table l. The yield per testis was 13 times lower 
in the younger rats, but it was possible to incrcase thc yield to 29 x 107 cells/g tissue if thc tubules 
were resuspended and centrifugcd 8 times more with MEMS after the collagenase trcatment. 

Table J. Cell populations recovered from rat lestes nfter dispersion 

Wet wcight/testis (g) 
No. of cells/testis 
No. of cclls/g testis wct wcight 

Ageofrnt 

23 days 

0·23 ± O·OS 
)•37 X 107 + 0·6 X 107 
5·8 X 101 ±-1·6 X 107 

38 days 

0·639 + 0·08 
17·24; 107 + 4·8 X 107 

29·5 X JO' ±-10·9 X 107 

Va Ju es are thc mean of 3-7 c~pcrimcnts ±standard deviation. 
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lognrithmic scole with thc s.d. for the mcnn of 4-fí expcriments. 
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Table 2._ Sum_Tl_l_D.~")\cif result~ aíiCr sepaf?tion··_on disc_ontinuous ¡:;radients oí dcxtran oí cells from the testes of23· or 
, · - 38-day-old rats 

Cclrno. x JOi Cell recovcries Viability Protein 
(%1 (}¿) (mg) 

Laycr 23 days 38 days 23 days 38 days 23 days 38 day!= 23 d8)'S 38 days 

Total disperscd 
ce lis 9'695 ± 3·5 27-403 ± 9·9 100 100 93 95 l 1·055 ± 3'0 26·86 ± 9'6 

2 5·377 ± 1·06 13'66 ± 2·3 55·5 50·0 100 98 7·101 ± 0·38 15'68 ± 0·51 
3 1·915 ± 0·44 0·341±0·17 19·7 1'2 93 98 2·366 ± 0·71 0·75 ± 0·17 

0·077 ± 0·05 O·O 17 ± 0·002 0·8 0·6 100 97 0·2 ±0·1 0·09 ± 0·01 
0·338 ± 0·04 0·079 ± 0·00 3·5 0·3 100 97 0·357 ± 0·09 0·25 ± 0·07 

Rccovcr;- % 79·55 51·18 90·67 62·31 

Values are mean± s.d. for 4-6 experimcnts. 

Afler thc gradient separation, the pelle! containcd erythrocytesand cell nuclci from damaged cclls 
and Layer 1 contained only a fcw cells. The dctails of the cells in thc othcr laycrs are shown in Table 
2. Cell recovcry was highcr in the 23- than in thc 38-day-old rats and the cclls wcrc mainly distributcd 
in Layers 2 and 3 (relativo densities above 1 ·0598). Protein rccovery was highcr than ccll rccovery in 
both groups, but was again bcttcr in thc youngcr animals. This observation is consistent with the 
reponed fragility of ccrtain germinal cells (André, 1962). 

Thc rccovcred cclls wcrc metabolically active and total dispersed cells from testes of 38-day-old 
rats produccd acrobically 53 ng lactate/h.mg protein ·• compared with the value of 96 ng produced 
by wholc tissue fragmcnts. 

EXPLANATION OF PLATES 

PLATE 1 

Photomi~rographs ofthc typical ccll populatiom. obtained írom thc dcxtran gradicnts. PAS-haematoxylin. 

Flg. 1. Ccll population, mostly pachytenc primary spermatocyles, from Layer 2 aftcr separalion of tcstis 
from a 21-day-old rat. x 875. 

Fig. 2. Early spermatids, Golgi phase (Sta ge 1) from Laycr 3 aftcr separation of a 38-day-old test is. x3200. 

Fig. 3. Ccll population from Layer 2 (38 days of age). P = primary spcrmatocytes. Thc other cclls are 
mostly spcrmatids in diffcrcnt stages of devclopment. x850. 

Fig. 4. Scrtoli cells from Layer 5 (21 days of agc) showing the charactcris1ic irregularily and indcntation of 
thc nuclei. x3900. 

PLATE 2 

Electron micrographs ofthc dilfcrcnt ccll types after scparation to show thc membrane prcscrvation. 

Fig. S. Late Jcptotene primary spcrmatocyte. The nucleus (N) shows a uniform and homogeneous chromatin 
and chromosomal cores. Groups of mitochondria (M) are prescnt in the cytoplasm. x6630. 

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

Fig. 7. Stcp 1 spcrmatid. Thc prominent Golgi apparatus (G} has gi"en rise to the pre-acrosorTiic granule 
(Pg). Mitochondria (M) are prcscnt near the plasma mcmbrane. x7850. 

Fig. 8. Serto1i ccll. Note irrcgularity and indentation of thc nuclcus CN). The cytoplasm shows numerous 
cisternac of smooth cndoplasmic rcticulum (SER). x7950. 

Fig. 9. Lcydig ccll. In the nucleus (N) thcre are clumps of chromatin associated with thc nuclear membranc. 
The cytoplasm shows numcrous round to ovoid mitochondria (M) with a typical arrangement of cristac 
and vesicular smootb cndoplasmic retículum (arrow}. xBOOO. 
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Overa// distributian af ce/Is 

The composition of thc total dispersed cell populations and that of thc cell populations isolated 
from the different gradicnt layers is shown in Tcxt-figs 2ial and 2(bJ. Al 23 days of age most of the 
germina] cells werc recovercd in Layers 1 and 3 (80/~.l. Scrtoli cells werc found mainly in Layen; 2 and 
5 and were considerably cnriched (60%) in the latter. Leydig cells were found mainly in Layers 2. 3 
and 5 but no particular enrichment was observed. Al 38 days of age germinal cells were also found 
mainly in Layers 2 and 3 (51 %1 and these layers were particularly enriched in germinal cells (98 ~~). 
Scrtoli cells were present in Layer 5 but the numbcr of cells rccovcrcd was onc ordcr of magnitude 
less than that for Layer 5 at 23 days of age. Leydig cclls showcd a pattern similar to that found in the 
younger anima]s. 

Distribution o/ germinal ce/Is 
Tite distribution of germinal cells in the gradiems are shown in Tcxt-figs 3(a) and 3(b). At 23 

days of age spermatogonia were mainly found in Layers 2 and 3 but no cnrichment of thiscell type was 
obtained. Spermatocytes at lcptotene werc found in ali the layers, but Laycr 4 was thc most enriched 
(49 %). Pachytene spermatocytes (and other primary spermatocytes further developed) were mainly 
found in Layers 2 and 3, which contained a 70 /~ enriched population of cells at this stage of differen­
tiation. Sorne of the 23-day-old rats in certain scasons of the ycar had early spermatids, but they 
could be complctely avoidcd if21-day-old rats were used with exactly the same tcchniquc; the en­
richment of primary spermatocytcs- was thcn raiscd to 81 ~'~· !n gradicnts from 38-day-old rats 
Layers 2 and 3 containcd enrichcd populations of spcrmatids (75 %). Primary spcrmatocytes had a 
pattern of distribution similar to that of the 23-day-old animals and spcrmatogonia were practically 
restricted to Laycrs 2 and 3. 

S1ruc111ral observa1ions 

Typical photomicrographs of sorne of thc primary spcrmatocytc and spcrmatid populations 
obtained are shown in PI. J, Figs 1-4. The morphological charactcrization of the cells in thc various 
ceJI populations was in accordancc with thcir DNA contcnt, as shown in Table 3. Elcctron micro­
¡,>raphs showing thc dcgrce of membranc prcscrvation of thc cells are prescnted in PI. 2, Figs 5-9. 
Total disperscd ccll populations from 23- and 38-day-old rats showcd 100 % prescrvation of their 
membranc structurcs. Ycry fcw symplastic formations wcrc observcd. In the 23-day-old rats, 68 and 
80·2 % of the cclls recovcred from Laycrs 2 and 4 respcctively had intact mcmbranc structures. The 
value for Layer 4 in thc 38-day-old rats was 87·6 %; that for Layer 2 was lower, probably bccausc of 
the known fragility of spermatids (André, 1962). 

Table 3. DNA content (pg/ccll) of rat testicular cells in the 
various gradienl layers nfter scparation 

Laycr 
Agc 

(days) 

Experimental 23 12-7 12-2 11·0 8·0 
38 5·0 7·0 

Theoreticul 23 12·1 11-7 11·1 8·1 
38 4·1 6·7 

Experimental values: DNA/no. of cells rccovered. 
Theoretical valucs: calculated from thc percentage of each 

ccll typc in the population recovered from thc !ayer, assuming 
n = 3·5 pg DNA: and spcrmatids = n, spermatogonia, Sertoli 
cells nnd Lcydig cells = 2n and spermatocytes = 4n. 

Whcn this work was almost completed dextran T-500 (Pharmacia, Uppsala) bccame available 
and was tested. Results were esscntially idcntical under the samc conditions, cxccpt that the gradicnts 
were centrifuged for 30 min (instead of 20 min) for testes from 38-day-old rats. 
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Discussion 

Thc techniquc describcd hcrc was dcvcloped to obtain enrichcd populations of spcrmatocytes and of 
spcrmatids in cnough quantities andina good enough condition of preservation to permit study of 
the metaboJic differcnccs betwecn thesc two distinct stages of differcntiation and advantagc was 
takcn of the chronological appearance of thc different germinal ccll types in rat testes during matura­
tion. Far cxample. at 21-23 days of age all types of primary spermatocytes are present and represen! 
the main cell population. furthcr enrichmcnt occurring in Layers 2 and 3. and at 38 days, when 
spermiogcnesis has attaincd stage 14 (Clermont, 1972). spcrmatids are obtained in thc enriched 
populations. Jf oldcr rat~ are uscd thc flagcJla and thc Jarge numbcrs of spcrmatozoa prevcnt re­
producible separation of the othcr ccll typcs. 

To pcrform mctaholic studics on isolatcd cclls both their number and iotcgrity of cell structurcs 
are important factors. Prcvious cclJ scparaiion mcthods described in thc litcraturc havc rcsulted in 
sorne germinal cell populations with a lowcr contamination by other cell typcs ( Meistrich & Trostlc, 
1975; Davis & Schuctz, 1975; Romrcll et al., 1976), but thesc ccll populations are afien highly 
dilutcd an<l/or the numbcr of cells rccovcrcd is not high cnough far particular mctabolic studies. 
Electron microscopy of the germinal cell preparations has not always bccn includcd (Lam et al., 
1970; Go et al., 1971; Meistrich, 1972; Mcistrich et al., 1973; Prctlow et al., 1974; Mcistrich & 
Trostle, 1975; Da vis & Schuctz, 1975; Grabskc et al., 1975), and it is thercfore difficult to compare 
the dcgrce of prescrvation ar the cellular slructures with the various techniqucs. 

Romrcll et al. (1976), Bellvé, Mili elle. Bliatnagar & O'Bricn (1977b)and Barccllona & Meistrich 
(1977) havc cxamincd the intcgrity of isolatcd mouse testicular cells. Their results seem comparable 
to those of thc prcsenl study but no mention was mude or the percentagc of cclls showing 
good membrane prcscrvation. By our tcchniquc wc could obtain, within 3 h, over 58 x 106 

wcll prcservcd primar)' spermatocytcs from a population of72 x 106 cells (Laycr 2 + Layer 3 ofthe 
gradicnts from 21-23-day-old rats) or 105 x 10º spcrmatids from a population of 140 x 106 cells 
(Layer 2 + Laycr 3 of thc gradients from 38-day -old rats). 

The contamination of cach ccll population by thc othcr ccll typcs present was the most serious 
limitation of the techniquc and should be taken into consideration. Furthcr purification of thc 
germinal ccll populations may pcrhaps be obtaincd by a combination with another sequen tia! dis­
continuous gradient or with an clutriation ccntrifugation, such as that described by Grabske et al. 
(1975). 

This work was partly supportcd by a grant from thc Ford Foundation'. We thank Mrs Elodia 
Cruz-Lavin for skillful tcchnical assistance and Mrs L. Ponce de León and Mrs C. García far 
secretaria] hclp. 
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_Ericienct_ has. been~acquireó~siJ01üng i:nafº calrnociulin is 't.ht: p:r:i -
- _. , -

mary cálciuru receptÓr :i.J1 celÚ and has been suggesuó as a re-

gulator of various cellula:r p:rocesses (Cheung, 1980; Means and 

Dedman, 1980; Means, 1981). 
' .. 

Developmental changes in calmociulin, measured by its effec~s •, 
¡ " ' 

on phosphodiesterase activity, have been reported in differ~~~ 

rat tissues. Among them, adul t rat test is sho¡,•ed the highest 

phosphodiesterase activato:r content and this level was reacbed 

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

Due to the great variety in testicular cell types and their 
, .. 

P,recise chronological appearance wiThin the germinal euithel~um 
- J l 

(Cle:rmont & Perey, 1957), we decided to study whether the ob~ 

served chang es in calmodul in a et i vi ry were or not correl a ted 

ro specific stages of spermai:ozoa differentiation. Enphas.is 

was made on cells during meiosis because i t has been 'shown 

that during oocyte meiotic maturation calmodulin level increas-

ed (Cartaud and Ozon, 1980). 

The possibilit~ to have available both monospecific antibodies 

against calmodulin (Dedman, ~al, 1978) and germinal cell po­

pulations enrich ed at s.ome stage of maturat ion (Al emá'n, et al, 

1978) allowed us to determine calmodulin localization and con-

tent in: ' 

Q) Leptotene primary spermatocytes; b) Pachytene primary 

spermatocytes; e) Spermatids; d) Spermatozoa from caput, 

body and cauda of epididjmis. 



-Mínimum Esen'tial Medium (MEM), was purchased from Gibco, bu(-

fered with 20 mM Hepes pH 7.2. 

Dex'tran T-500 was from Pharmacia Fine Chemicals, previously 

purified to elimina'te calciurn ions. 

Krebs-Hepes colution was cons'ti 'tu'ted by 122 mM, NaCl; 6 rnM;; '\ 

KCl; 20 rnM, HEPES; 5 mM, NaHzPD4; 1 mM, MgC12 pH 7.15. 
¡ I 

Glass material was presiliconize6. Reagents and material · 

were sterilized befare use. 

Antibodies 

-Monospecific antibodies against rat testis calrnodulin were 

duced, purified and characterized as previously described 

Dedman et al (1978). 

Isolated gerrn cells 

. . 
·~ ':· 1 i ._,, 

J?,TO 
'i: -

b~Í 

Testicular cell populations enricbed in Leptotene primary sper­

rnatocytes, in Pachytene prirnary spermatocytes or in Spermatids 

were obtained from male Sprague-Dowle.)' rats at ·12-15, 21 and 

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

Briefly, testicular cells were dispersed in MEM by a mechanical 

and collagenase treatment of small pieces of tissue. The super-

natant fraction was filtered through nylon and silk cloths and 

centrifuged at 55 xg for 10 min. The pellet was resuspended in 

MEM and centrifuged onto a discontinuos Dextran T500-MEM 

gradient at 9220 xg 35 min at 20º C. 

\ 
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a.n¿ ,,..·i::r~ e: i:r.~b.:;--hept:. sol_u_:~·or:, ·PH ·/:· ... ,.1.:i·. 

-'-e-'-==-==->=--- ='=-'-==--~----o-- ---- -

--~sJlerma~~::~cf¡¡'-:'FrffJsói~S~F~;iJ~~I}~7:óitZS~pÜt'0 ana;caucfa .oi epici_i-

dymis b;. 'll~ation·of· the {lir~f'~~c:\io~s;~nd _·_perfussion _wi th 

Xrebs-,Hepes pH 7~15. 

lndirect Immunofluorescence 

We followed the procedure described by Fuller et al (1975) .; · '\ 
\ 

Enriched cell populations at the defined stage of maturati?~'. 

were fi:xed in 3~ glutaraldehyde-Krebs-Hepes pH 7. 15 for 30 min. 

Washed and resuspended with Krebs-Hepes in 0.5 ml. A small~dr~p 

of cell suspension was smeared in precleaned l8xl8 mm cover s1jps. 

:~ ,,, 
The cells were then postfi:xed in cold acetone at -20º C and l· 

'·'' 
r,insed idth Krebs-Hepes at room 1:empera1:ure. Cells were inc~é 

ba1:ed with 20 ul of goat anti-rat calmodulin (0.2 mg pro1:/ml)' 

for 60 min at room tempera1:ure. They were rinsed with Krebs-'. 

Hepes and 1:reated wi1:h 20 ul of fluorescein conjugated rabbit 

anti-goat lgG diluted 1:20 and incubated 30 min at room temp~­

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

Krebs-Hepes-glycerol 1 :10 pH 8.5. 

Cells were viewed and photographed in a Zeiss Photomicroscope 

II equipped for epifluorescence and wi th a l 00 W .Mercury lamp. 

Cells were viewed through a 63 x oel objetive (NA 1.4) and 

recorded on Kodak TRI-X film. 

Calmodulin content 

Quantitative calmodulin determination was performed by radio- . 



immunoassay as described by Chafouleas ~ ~ ( 1979). 

Aliquots 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 content · 

by the number of cells in each cell powder. 

.----·~- ·-· -- - _:_ - -~--
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- -
-.r. posiii\•€ ciJ:fmo(f\.lliri immuno:Dut>rt-séence n:action was observe:: 

in the iour ¿ellular populations o~ the ~errninal ~pithelium : 

that were s~udied. 

1 ,· 
Leptotene primary spermatocytes showed a diffuse fluorescence in 

the whole cell. However they had the lowest intensity as co~~ 

pared with the other cell types. ln fact it was so lo"· tha~; ~h~ 
! 1 

~ographs could not be taken. 1· 

Primary sper.matocytes at the Pachytene stage showed a similar 

fluorescence in the whole cell, but with a higher intensity. 

ln Figl(a) we presenta phase contrast photograph of the Pac~ft 
:·11 

tene primary spermai:ocyte enriched population and in Fig.1 (b) ,'..; 

thi sarue cells viewed with an epifluorescence system. 'i 

During the first stages of spermiogenesis, Golgi phase, Fig 

2 (a), calmodulin localization was similar to that showed ~y 

cells at the meiotic prophase. 1mmunofluorescence was loca-

lized in each whole cell Fig 2 (b). At later stages of sper-

matid maturation, acrosome phase Fig 3 (a), the fluorescence 

was seen in 1:he cytoplasm and along the 1:ail with a greater in-

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

Spermatozoa from any section of Epidydimis Fig 4 (a), showed 

. f]uorescence in i:he head"and along the tail, wii:h majar inten­

sity in Lhe acrosome region and in·the cytopJasmic droplet 

Fig 4 (b). 
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Tab}e 

solated germ cell populations. At the beginning o! the iirs: 

meiotic prophase, leptotene stage, the cells showed the lowest 

calrnodulin content, 0.030 pg/cell. We observed an abrupt change 

in calmodulin leve] when cells reached the next stages of th~ 
1 

first meiotic prophase. Frorn the pachytene stage the ce¡ls h~d 

more than twenty times calmodulin than at the leptotene staoe. 
¡ F' \ 

1 I 
Sperrnatid enriched population showed almost the same calrnodulin 

content per cell as the pachytene prirnary sperrnatocyte enriihed 

population. 

. .. . . 
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Table 1, C/\l.NODUl,IN CON'J'ENT IN ISOL/\TUD GIJlli'f CliLLS 

-
1 ' 

. AGE CELL l'Oí'UL/\TrON '!Uf/\L CULL/t\LIQUOT Ct\ 1 HJIJlJL J N 

... 
-

p¡¡/ce] l 
.''!:_: __ 

- -· 

.· . 1s d~ys Leptotene Primnry Spernm • 
106 tocytes (60i) 9 X 0.03 

' 

21 da)'S Postleptotene Pri11w1·y 
10

6 Spen11a tocytes ca zi) 11 X ll.70 

---·--

38 days Spenna tids 
35 X 106 (73i) O.RO 

... ,.,,:.· .. '.~-~ ·.~-~ .. 
. ;:.,"",. ' 
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The developmen: o! monospecific antibodies agains: calmodulin 

had allowed to determine its cellular locali=ation by indire¿: 

immunofluorescence and by immunoelectron microscopy in tissues" 

ana cultured cells at different stages of the cell cycle lDed· 

man et~. 1978; Lin et al, 1980). 1 1 ,, 

' 
11 

' ln the present work we studied four rat germinal cell pop~1a· · 

tions at the main stages of difíerentiation. Two of them were 

enrich~d in cells at different stages of the particularly· slqw 

first meiotic prophase·. 

riched in spermatids. 

The third population studied was en~ 
:. ,~ ,, 

These cells no longer divide but exp~,-

riment profound morphologic and metabolic changes which cul~i-

nate with the production oí spermatozoa. 

ln these four populations we observed irnmunofluorescence against 

calmodulin. ln cells during the first meiotic prophase we ob­

served a diffuse fluorescence in the whole cell. We did no~ 

observe .special immunofluorescence regions as it has been show~n 

in the centriolar region during mitosis prophase (Welsh et al, 

19 7 9). 

ln spermatids at early stages (Golgi phase) we observed fluores-

.cence in·the whole cell, but at later stages (acrosome phase) ~e 

also observed a region oí higher fluorescence intensity at the 

atatchment region of the tail to the head. Jones et al (1980) 

found this specially fluorescent region in epididymal guinea 

·pig sperrnatozoa. 



a: t.he acrosi:ini:; 
_,_· _:'.<.r~----~ ,_-f 

W: did not o~i~fve "the higheT .fluoTescence region a-¡: üie junc-

L.ion of. the· flagellum as well as the band furt.heT down 'the heac 

showed by Jones et al (1980). 
. .-

The junction of the flagellum to 'the head is a cTitica1 pTocess 
. 1. \ 

and the cellular s'truc'tures involved Teflect i'ts complexit)'~I; 

Rat speTmatozoa have dist.inctive feat.ures at t.his point., the.~~o 

centrioles disappear ~ut are presen't at spermatid stages. Jt ~s 

possible t.hat calmodu1in is present in these cells as a gradient 

around 'the cem:rioles, since this type of gTadient has been :~-

6eTVed in dividing cells (Welsh et al, 1979). Maybe t.his gr,
1

~ -

dient is lost when centrioles disappeaT (Fawcet.t, ·1975). •i 

]t. has been Teport.ed t.hat. part of calmodulin in Tet.rahvmen~ is 

locat.ed in cill iaTy axonemes and is associated "'to a 145 dynein 

:fraction (jamieson et al, 1979). By using bovine bTain calmodu1in 

it has been shown that it binds to 145 and 305 dynein fractions 

(Blum et ~. 1980). 

These data could explain the fluorescence showed by us along 

the flagellum of rat epididyma1 spermatozoa. 

We -observed a fluorescence against calmodulin in the cy.topl as­
-!"' 

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

2+ 2+ that activates a (Ca -Mg )-ATPase from spermatozoa flagellar 

membranes and a calmodulin-like activity in human seminal plasma 

(Forrester and Bradley, 1980 a, b). 

\ 



i~ P~Esibl~ t~a: ··a~~:~~ ~µe~~iop~nesiF ~ht ~e=~:::=:. r-

. cyt_cnúa_g;"1:rn•_o)y~5 a"°ca:~wodú~ir~ close.-- 3h:is. rer.;a ::n:· t '.:' 
-.,·.; 

~ -_ ~ '" : ~~ _-.:__-__ ,_;e 

The major contribu'tors o:f t:estis calmoóulin were the ¡;-erminal 

cells. From the determinat:ions of calmoóulin in the enriche~ 

populations of primary spermatocytes at different st:ages of tpe
1
. 

first meiotic prophase and that one enriched in spermatid~, we 

observed that the major increase in calmodulin level occurr~d: 
¡ ' ., 

during the first meiotic prophase. At the initial stage (l~pi 

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

advanced stages (zygotene and pachytene) primary spermatocy~es 

showed almost a 25 fold iticrease and this level was mantained, 

during spermatid stages. However, the changes in cell volum~~ 

during spermatogenesis as well as a possible compartmentati~~· .. 
must be considered in order to define the actual calmodulin :¡ 
concentration changes. 

Durin~ oo=yte meiotic rnaturation, induced by progesterone 

trea:men:, Cartaud and Ozon (1980) have also observed an enha-

cernen: of the calmoduli~ leve] :from 28 to 70~. In meiosis it 

could play an important role because a microi~ject:ion of this 

prot:ein into oocyt:es induced a 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 

stages where specific testicular isoenzymes appear, particularly 

at the pachytene stage, such as x~lactic dehydrogenase (LDH-X) 

(Meistrich et al, 1977) carnitine acetyl transferase (Vernon 

et~. 1971), sorbitol dehydrogenase (Bishop, 1968) and sperrn 

type hexo}:inase (Sosa ~ ~. 1972). 



in Table 2 we compared the repon:ed values o{ calmodulin content 

in germinal cells determined by different techniques. Sperma-

tozoa from various mammalian species had a similar number of 

calrnodulin molecules (Janes et~. 1978). 

Thes e changes in calmodul in con tent throughou t gerrn cel 1 dif-. 
1 1 ,, 

ferentiation suggest changes in the functions to which it ha~¡ 

been related and must be further investigated. 

.· 
. ~· 
':·1~ 
!· 

•·' ! '. 
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Figures 

·Fig. 1 (a) and (b) 

Fi g . 2 (a) an d (b) 

Fig. 3{i) an& {b) 

Fig. 4 (a) and · (b) 
/ 

Calmoóuli~ Joc2li~a:io~ iL male ra: 
germina: cells.·Phase contras! (a) 
anc calmodulin inciiTeCt immunofluo­
rescence photoKicrographs (b). Final 
rnaEnifi=s¡jo~ x~520. ' .. 

Postj epi: Di.ene primar:· spenr.ai:ocy¡:e 
popula-cion (8:'.~.). Cells at Pachyten,e 
st.ageE art sfloKs. tfleY reu:rese.n1.e6 1 

• •, 

3St of the ~hole.popuiati~n. 11 

SpeTmatid enriched populai:ion (73i). The 
Phoi:ograph shows spermai:ids at Golgi 
phase, stages 1-4. They represented 
SSt of the toi:al population. 

Snerrnatids at acrosome uhase. Thev 
c~nsi:ituted 15t o! rhe ~uerm~tid ~o·~ 
nulation. A Terion o! hi~her fJuo~e~~n 
~e ~n-~n~i-v ~; ob~c~v 0 6-~n -n~ iun~~ -
~~-J~:·:~~- ;-~-c.-;: .. ~ol:- --- ,~· 
1.._on J .... ¿; .... OJJ O..:. LD ...... Jo~ ..... -lUTii. •· 

; i 
Spermato~oa íroni 
?luoTes:enc~ i~ L 
obser1~ea with 2 h 
the miOle of the 
gests'rest oi the 

auda of enididvmis. 
e ·"·flo}e cf.11 j~ 
~her intensjr,· i~ 
lagelJum ~hjch su -
cy~oplasmic drQpl t. 



Ten Table 

Calmodulin content was determined in lyophilized cell popu-

lations by Radioimmunoassay acconiing TO Chaiouleas ::..!. ~. 

(1979). Leptotene primary spermatocytc represented 60~ of 

the cell population, Sertoli cells 20~, Spermatogonia 9~, 1 ¡ 

Pachytene spermatocytes 4~ and Leydig cells 6\. Postlepto-

tene prirnary spermatocyte popuJation was constituted by cells · 

at Zygotene 14\, Pachytene 35~, Diplotene 16~, Secondary 

spermatocytes 18>,. The contaminant cells were leptotene 

~'· Spermatogonia 10\, Sertoli cells 2~ and Leydig cells ... 
2~. Spermatid enriched popu]ation was constituted by cells'i 

aT Golgistages 58~ and at acrosome stages 15~. The canta-

minant cells were leptotene 2%, Zygotene 7\, Pachytene 6i, 

Diplotene 7\, Secondary Spermatocytes 3\. Spermatogonia 

and Leydig cells 2~. 
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ÍDENTÍFICAC'.ION ÚE LA ATPasa::..cca.~2++~Mg2+rEN ·cEÜJLAS GERMINALES EN 

DISTINTOS ESTADIOS DE LA ESPERMATOGENESIS. 

Introducci6n 

En los trabajos previamente presentados como parte de esta tesis, ha­

bíamos definido gue la capacidad de hidr6lisis de ATP testicular se 

modificaba dependiendo del grado de desarrollo del epitelio germinal, 

mostrando un incremento durante la diferenciaci6n de los espermatoci­

tos primarios y una disminuci6n gradual conforme la espermiogénesis 

se realizaba. 

Dicha actividad hidrolítica de ATP mostr6 no depender de Na+ ni de K+ 

y tampoco fue inhibida significativamente por ouabaina. La adici6n de 

Ca 2+ y /o Mg 2+ sí estimul6 la producción de fosfato inorgánico a partir 

de ATP. 

Estos resultados más el haber observado la presencia de calmodulina 

en las células germinales en todos los estadios de diferenciaci6n, a 

niveles muy elevados en los espermatocitos primarios postleptotenos 

y en espermátidas, llevaron a estudiar si existía relaci6n entre el 

aumento en el contenido de calmodulina y el incremento en la activi­

dad hidrolítica de ATP sensible a ca 2+y/o Mg 2+ durante la maduraci6n 

de los espermatocitos primarios tomando como modelo las observacio-

nes informadas en eritrocitos. 

Bond y Clough fueron los primeros autores en informar gue el hemoliz~ 

do de eritrocitos, dializado exhaustivamente y libre de membranas, era 

capaz de duplicar la actividad de la ATPasa dependiente de ca 2+ y Mg 2+ 

membrana! y que no tenía ningún efecto sobre la actividad de la ATPasa 
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dependiente de Na+_ y K+ ni sobre la ATPasa dependiente de Mg 2+ (52). 

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

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

mínimo de 16000 pero inferior a· 50 000, cargada negativamente, con 

alto contenido en ácido glutárnico (17%) y en ácido aspártico (14%), 

terrnoestable, que confería estimulaci6n en la hidr6lisis de ATP s6lo 

en posición gama y en presencia de ca2+ y Mg 2+ a membranas aisladas 

de eritrocito. 

Las semejanzas fisicoquímicas entre la proteina activadora de la ATPasa­

(Ca2+ -tMg2+) y la proteina activadora de la fosfodiesterasa, sugirieron 

a Gopinath y Vincenzi (54) estudiar el efecto que estas dos proteinas 

tenían sobre la ATPasa-(ca 2++Mg 2+) de membrana de eritrocito y observa­

ron que 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 dependían de Ca++ para producir 

su estimulaci6n (55, 56), los mismos autores decidieron estudiar el 

efecto que producirían dos proteinas que unen calcio, la troponina C 

y la parvalbúmina, sobre la ATPasa-(ca 2++Mg 2+), tomando en considera­

ci6n que la troponina e y el activador de la fosfodiesterasa compar­

tían muchas características estructurales, pero los incrementos obser­

vados fueron 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

(ca2+ + Mg 2
+) 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 

encontró igual actividad, con una constante de disociación aparente 

de 4.3 X 10-6 M en cualquiera de los dos casos. 

Estas evidencias sugerían que el activador de la fosfodiesterasa y el 

2+ 2+ 
activador de la ATPasa- (Ca + Mg ) eran la misma proteína, con dos 

manifestaciones distintas. Estudios posteriores, con ambas proteínas 

aisladas y purificadas, demostraron que son idénticas y llevaron a re-

conocer que la misma proteína había recibido diferentes nombres de 

acuerdo con las funciones celulares con las que se le había encontrado 

relacionada y a partir de la proposición de Cheung (57) se designó como 

calmodulina. 

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

. 2+ 2+ ++ vidad de la ATPasa-(Ca +Mg ), tanto su capacidad de bombeo de Ca 

como su velocidad de hidrólisis de ATP, ya sea en membranas de eritro-

citos obtenidas por choque osmótico, en vesículas membranales de pala-

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

citos e incorporada a liposomas (58-63) . 

Aunque la mayoría 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 fracci6n microsomal de cerebro de rata 

(64), en plaquetas (65), en membrana plasmática de miometrio de conejo 

(66). La regulación del bombeo de Ca++ por calrnodulina ha sido repor-

tada en médula adrenal (67), en la fracción microsomal de músculo liso 

de tráquea (68) y en vesículas de membranas vegetales (69). 

En el presente modelo experimental se identificó la presencia de esta 
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2+ 2+ ATPasa-(Ca + Mg ) tomando en consideración dos criterios: 

a) Incremento de la actividad de ATPasa en presencia de ca
2+ y Mg

2+ 

y su respuesta a la adición de calmodulina. 

b) Inhibición de la estimulaci6n por calmodulina de la actividad de 

la ATPasa-(ca 2++ Mg 2+) por la adición de trifluoroperazina, inhi-

bidor altamente específico de la calmodulina (70). 

Se determinó la actividad de ATPasa dependiente de ca2+ y Mg 2+ en las 

poblaciones de células germinales enriquecidas en espermatocitos pri-

marias leptotene, en espermatocitos primarios postleptotene (82%), en 

espermátides (75%) y en espermatozoides de epidídimo (100%). 

También se determinó la actividad de esta enzima en la fracción microso 

mal obtenida de testículo 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 preparaciones a las cuales se les determinó la actividad de 

2+ 2+ ATPasa-(Ca + Mg ) . 

2+ 2+ 
Nuestros resultados señalan que la ATPasa-(Ca + Mg ) está presente 

en las células del epitelio germinal y que su actividad cambia duran­

te su diferenciación y maduración en el epidídimo, observándose la 

máxima actividad en los espermatocitos primarios postleptotenos. 
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Material YM_étodos 

I Soluciones empleadas 

a) Sol. Drebs-Hepes: NaCl, 122 mM; KCl, 6 mM; NaH 2Po4 , 5 mM; MgC1 2 .6 

H2o, i mM; Hepes, 20 mM, pH 7.2 . Esta solución se empleó para resus­

pender las poblaciones celulares recién obtenidas y eliminar los res-

tos de Dextrán T 500 y MEM usados para separarlas. También se le uti 

lizó para recibir y enjuagar el tejido testicular, después del sacri 

ficio de la rata. 

b) Sol. hipotónica y de homogeneización. Se empleó la solución que r~ 

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

(Ca2+ + Mg 2+¡ de la fracción microsomal. Histidina, 3 mM; CaC1 2 .2H2o, 

1 mM; MgC1 2 .6H20, 2 mM; ATP·2Na, 0.2 mM, pH 7.2 . 

c) Sol. para la obtención de la fracción microsomal: NaCl, 155 mM; His 

tidina, 5 mM; Mercaptoetanol, 1 mM. 

d) Sol. para resuspender las membranas de la fracción microsomal y p~ 

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

Histidina, 3 IÍ1M pH 7.5 

e) Medio de incubación para la determinación de la ATPasa-(ca2++-Mg 2+J. 

Se utilizó el medio descrito por Gopinath y Vincenzi (55), modificado 

segGn Katz y colaboradores (7~) para obtener ca 2+ libre a una concen­

; ración de 10-GM. ATP·2Na, 5 mM; MgC1 2 . 6H 20, 5 mM; EGTA, 3.2mM; NaCl, 

80rnM; KCl, 15 mM; CaC1 2 , 1 mM; Histidina, 18 mM; Imidazol, 18 mM, pH 

7.2 . 

f)Inhibidores. Se empleó ouabaina 10-4M, para inhibir la ATPasa-(Na+ 

K+). Rojo de rutenio, fracción purificada, 10-6M para inhibir la ATPasa 

mitocondrial. Trifluoroperazina, inhibidor de calmodulina, a diferen -
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tes co!'lcEmj:r~c~~n:s,c_obcsequio de los laboratorios Smith, Kline and 

French ,- S. A.-

~uente enzimática.- Poblaciones celulares enriquecidas en espermatoc~ 

tos primarios leptotenos, es espermatocitos primarios postleptotenos, 

espermátidas y en espermatozoides de cuerpo y cauda de epidídimo. Fra~ 

ci6n microsomal de testículo de rata de 21 y 38 días de edad. Fueron ~ 

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

II Purificación parcial del activador de la ATPasa-(Ca
2++ Mg 2+) de tes 

tículo de rata. 

Se siguió la técnica que Dedman y colaboradores (73) diseñaron para s~ 

parar y purificar la proteina activadora de la ATPasa-(Ca 2++ Mg 2+) de 

testículo de rata adulta, aunque dada la pequeña cantidad de tejido di~ 

ponible en el presente trabajo, se llegó solamente a una purificación 

parcial. 

Los testículos de rata, de 21 o de 38 días de edad, fueron recibidos 

en la solución Krebs-Hepes a 4ºC, liberados de la túnica albugínea y 

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

pesaron. De 8 a lOg de tejido fueron homogeneizados, empleando un horno 

geneizador tipo Potter-Elvejhem, mediante tres ciclos de 1 min de ho­

mogeneización y 5 min de reposo en hielo, utilizando la solución hipo­

tónica descrita y ajustando el volumen a 90 ml. Este homogeneizado 

se centrifugó a 64 000 x g durante 40 min a 4°C. 

El sobrenadante fue dividido en alícuotas de 15 ml en tubos de vidrio 

grueso e incubados en baño María con agua hirviendo durante 5 min. 

Se les enfrió en acetona-hielo seco. Para eliminar las proteínas pre­

cipitadas, se centrifugó a 64 000 x g 40 min a 4°C. Se eliminó el 

\, 
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botón y -al sobienadante se le adicionó sulfato de amonio al 90% de sa­

turación e imidazol a una concentración final de 10 mM y pH de 6.1. 

Se mantuvo en agitación por dos horas a 4°C. Se recentrifugó a 64 000 

x g 40 min a 4°C y el bot6n 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 empleó como 

fuente del activador y se adicionó al medio de incubación empleado para 

medir la actividad de ATPasa-(Ca2++ Mg 2+) en diferentes volúmenes. 

III Obtención de la fracción microsomal de testículo de rata. 

Una vez obtenido el homogeneizado testicular y centrifugado a 64 000 x 

g 40 min a 4°C, el botón resultante se resuspendió en la solución des­

crita y se sometió a una primera centrifugación a 600 g 10 min a 4°C, 

se eliminó el botón y el sobrenadante se recentrifugó a 5 200 g, 20 min 

y 4°C y el nuevo sobrenadante esrecentrifugado a 150 000 x g 90 min a 

4°C. ·El bot6n obtenido se empleó como fuente enzimática. 

IV Obtención de las poblaciones celulares. 

Se sigui6 la técnica que se presenta como parte de esta tesis. La ob­

tención de espermatocitos primarios leptotene se hizo tomando como fuen 

te las células dispersas de testículo de rata de 14 días de edad. Los 

espermatocitos primarios en estadios de diferenciación posteriores al 

de leptotene, se obtuvieron de testículo de rata de 21 días de edad. 

Las espermátides, a partir de testículo de rata de 38 días de edad. 

Los espermatozoides. fueron obtenidos por perfusión del epidídimo, pre-

. via separación por ligadura de sus tres regiones, caput, cuerpo y cauda. 
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V Determinaci6n de la actividad de la ATPasa-(Ca2++ Mg 2+¡. 
1 

La reacción enzimática fue iniciada por la incubación a 37ºC y dete-

u nida por la adición de 2.5 ml de HC10 4 al 6% frío a O, 15 y 30 min, 

después de iniciada la incubación. Se dejaron los tubos en hielo 

por 30 min más y se centrifugaron a 960 g 20 min a 4ºC. Se determi­

n6 el fosfato producido en el sobrenadante por el método de Bonting 

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

do de Hartree (75). 
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RESULTADOS 

. 2+ 2+ I Actividad basal de.la ATPasa-(Ca + Mg ) en las células germinales 

aisladas en distintos estadios de diferenciaci6n. 

Como puede observarse en la Tabla l la actividad basal de la ATPasa­

(ca2+ + Mg 2+), medida en presencia de ouabaina y rojo de rutenio, se mo-

difica de acuerdo al grado de maduraci6n alcanzado y confirma la obser-

vación previa, de que durante la diferenciación de los espermatocitos 

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

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

se observa un incremento en la actividad de la ATPasa-(Ca2+ + Mg
2

+) m~ 

yor a 6 veces, en contraste con el incremento de dos veces observado 

cuando se midió la actividad del homogeneizado total del testículo en 

estas etapas de desarrollo presentadas en las primeras dos partes de 

esta tesis. 

También puede observarse que las espermátidas presentan niveles de 

actividad menores y comparables a los de los espermatocitos primarios 

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

Resulta además interesante que durante la maduración de los esperma-

tozoides en el epidídimo, la actividad de esta enzima también se modi-

fique. Los espermatozoides de la cabeza y el cuerpo de este conducto, 

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

ATPasa-(Ca 2+ + Mg 2+) es mayor en los espermatozoides del cuerpo del 

epidídimo, por lo que en el máximo grado de diferenciación y madura-

ci6n del espermatozoide se obtiene la actividad máxima. 

J 
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Tabla 1 , Actividad de A TPasa-(Ca - Mg ) en las po b\aciones de 

células germinales en diferentes etapas de la espermatogénesis. 

EDAD 

14 aras 

21 dfas 

38 dfas 

adulta 

adulta 

Estadio cle maduraci6n 

Espermatogonias, esper -
matocitos leptotene y ci 
lulas de Sertoli 

Esperma tac itas prima-
rios posl-leplolene,82% 

Espermátlcles, 75% 

Espermatozoides de 
cuerpo de epidfdirno, 100% 

Espnrmatozoides de 
cauda de epidrdirno, 100% 

Actividad 
¡imoles Pi mg prot-1 

2' 16:!:. o. 23 

13 .82 :!:_ 1 '13 

3.21.± 0.26 

3 '9'l :!:_ l. 13 

1.22+0.31 

30 min-1 

Las poblaciones celulares fueron aisladas segLÍn se describe en la técnica desarrolla­
da por nosotros, integrante de esta Tesis, La actividad enzimática se midi6 en el m!e.., 
dio c.Cl1Stiluido por A TP, 2Na, 5mM; MgCl2, 5mM; NaCl, 80mM;I<Gl, l 5mM: EGTA, 3. ZmM: 
CaClz, imM;Hísticlina, 18mM;Imidazol, 18m.tvl;Ouabaina, O. lmM;Rojo de rutenio, l¡iM , 
pH7 ,2. La reacci6n se inici6 por incubaci6n a 37°C, 

1 

¡ 
~ 1 
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Ii Inhib:Í.ción de la trifluoroperazina sobre la actividad de ATPasa-

2+ 2+ . 
(Ca + Mg l en las poblaciones celulares. 

La adición del inhibidor de la calmodulina al medio de incubación pro-

dujo una disminución de la actividad enzimática en las cuatro poblaciQ 

nes estudiadas. Como puede observarse en las gráficas 1 a 4, esperma-

tecitos primarios leptotene, espermatocitos postleptotene, espermáti­

des y ~spermatozoides, disminuyen su actividad de ATPasa-(Ca 2++ Mg 2+) 

ante diferentes concentraciones de trifluoroperazina. Es notorio el he 

cho de que la máxima inhibición se tiene en la población de los esper­

matocitos primarios que presentan la actividad de ATPasa-(Ca
2

++ Mg
2
+) 

más alta, en estadios postleptoteno, obtenidos a los 21 días de edad. 

En la población de espermátides y espermatozoides, aún a la concentra-

ci6n más alta del inhibidor, la actividad restante medida a 30 min, 

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

citos leptotene es del 50% (Gráfica 5). 

III Efecto del sobrenadante soluble termoestable sobre la actividad 

de ATPasa-(ca 2++ Mg 2+) de la fracción microsomal de testículo de 

rata de 21 a 38 días de edad. 

Como puede observarse en las gráficas 6 y 7, la adición de cantidades 

diferentes del activador parcialmente purificado, presente en el sobre-

nadante soluble termoestable, incrementa la actividad de la ATPasa-

2+ 2+ 
(Ca + Mg ) tanto en la fracción microsomal de testículo de rata de 

21 días de edad (gráfica 6) como en la de 38 días de edad (gráfica 7) . 

Aunque la activación es más claramente observada a los 21 días de edad 

y en ambos casos es bloqueada por trifluoroperazina. La ausencia de 

inhibición por trifluoroperazina 20 µM adicionada a la fracción micro-

somal de testículo de rata de 21 días de edad (gráfica 6) indica que 
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· matocitos primarios post-leptotenos. 
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Efecto de trifluorouerazina sobre la actividad de ATPasa-(C;t_ M~¡.) en las 

poblaciones celulares en diferentes estadios de la espermato!Jénesis. Gráfi-

cas 1 a 4. 

Las poblaciones de células germinales fueron obtenidas 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 dextrán T 500, fueron resu~ 

pendidas y homogeneizadas en NaCl, 155 mM; Histidina, 3 mM pH 7. 5 y adici~ 

nadas en O .1 ml al siguiente medio de incubación: ATP .2Na, 5mM; MgC1
2 

.6H
2
0, 

5 mM; EGTA, 3. 2 mM; CaC12 , 1 mM; NaCl, 80 mM; KCl, 15 mM; Histidina, 18 

mM; lmidazol, 18 mM; Ouabaina, 1XJ0-4M; Rojo de rutenio, 1x10- 6M, ajustado 

a un pH de 7.2. La concentración de Ca libre fue 1X10- 6M. La trifluoroperazi-

na fue adicionada en O .02, O .04 y O .08 ml para obtener las concentraciones de-

seadas. El volumen final del medio de incubación fue de O .5 ml. La reacción fue 

iniciada por incubación a 37°C y detenida por adición de 2 .5 ml de HC!O 
4 

al 6 % 

frfo a O, 15 y 30 min. 

Gráfica 1. - Actividad de las células dispersas totales de testículo de rata de 14 
días de edad. Espermatogonias, espermatocitos leptotene y célula~ 
de Sertoli se encuentran presentes. 

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

Gráfica 3. - Actividad de la población enriquecida en espermátides, 75%. 

Gráfica 4.- Actividad de los espermatozoides dela> cauda de epidídimo, 100%. 

\ 



Gráfica 5 

-CompafaC-i6ri del efecto de trifluoróperazlna-sobre la 

actividad de ATPasa-(ca 2+ + Mg 2+J ---~~- la~/poblaciones 

de células germinales. 
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Gráfica .7. Efecto del sobrenadante soluble termoesta ble sobre 

.:i.t .u· 
la actividad de ATPasa-(Ca °' Mg ) de la fracci6n mj 

' ' ' 
' I 

' I ,_; 

t 

60 

I 
I 

crosomal de testfoulo de rata de 38dfas de edad. 

T 
------1 

120 180 240 300 proteína (¡ig) 

.:1.t .:>+ 
La actividadde ATPasa-(Ca • Mg ) de la fracci6n microsornal de 
testículo de rata de 38 días fue medida en presencia de diferen­
tes cantidades de su propio sobrenadante soluble termoestable, 
que contiene a la calrnodulina parcialmente purificada. La Hnea 
punteada representa la actividad obtenida en presencia de tri­
fluoroperazina 20 pM. 
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existe bajo contenido de calmodulina asociada a esa fracción membranal. 

Es importante mencionar que el activador obtenido de testículo de rata 

de 21 días o de 38 días de edad, es capaz de activar la ATPasa-(ca 2+ + 

Mg 2+¡ de la fracci6n microsomal testicular ya sea de 21 ó 38 días de 

edad. 

IV Efecto del sobrenadante soluble termoestable sobre la actividad de 

. 2+ 2+ 
la ATPasa-(Ca + Mg ) de espermatozoides de cauda de epidídimo. 

La gráfica 8 muestra que la adición del activador parcialmente purifi-

cado de testículo de rata de 21 días de edad, es capaz de incrementar 

más de dos veces la actividad de ATPasa de los espermatozoides de la 

cauda de epidídimo y gue si se adiciona simultáneamente trifluoroper~ 

zina, esta activación no se realiza. 

V Actividad de la ATPasa-(Na+ + K+) de la fracción microsomal de 

testículo de rata de 21 y 38 días de edad. 

En experimentos anteriores realizados con homogeneizado total de tes-

tículo durante la diferenciaci6n del epitelio germinal, se había obser 

vado que la actividad de ATPasa no dependía de la presencia de Na+ ni 

de K+ y gue la adición de ouabaina no permitía distinguir la ATPasa de­

pendiente de Na+ y de K+ de la total. Como puede observarse en las 

Tablas 2 y 3, en las presentes condiciones de trabajo la actividad de 

ATPasa-(Na+ + K+) en la fracción microsomal del testículo de rata, de 

21 ó de 38 días de edad, no es sensible a ouabaina. Sin embargo, la 

adición de ouabaina y calcio al medio de incubación permite observar 

una clara inhibición de la activida~ pero solamente en la fracción mi-

crosomal de testículo de rata de 38 días de edad. 
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sobre la, actividad de ATPasa-{Ca - Mg) de 
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La población de espermatozoides fue obtenida por perfu­
sión de la cauda del epidídimo. Se re suspendieron y horn!?_ 
geneizaron en la sol. descrita. Su actividad de ATPasa­
(C~+t Mgt) fue medida con y sin la adición de la calmod.!!_ 
lina parcialmente purificada de testfrulo de rata de Zldfas 
de edad. La línea punteada representa la actividad en pr.!:_ 
sencia del activador y de trifluoroperazina l .6Xl0-4M. 
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Na+K+Mg++ 

Na +K\!g ++ 

Na +K\!g ++ 

Na +K\!g ++ 

ACTIVIDAD DE ATPasa DE LA FRACCION MICROSOMAL 

DE TESTICULO DE RATA DE 21 DIAS DE EDAD 

' 
Ca++ INHIBIDORES A C T I V I D A D 

rnicromoles Pi 30 min 
-1 

rng 

-- -- 2.3972 + 0.04 -

-- Ouabaina 100 µM 2.1839+0.10 -

1 JJM Ouabaina 100 pM 1. 9441 + o. 14 

Ouabaina 100 µM 
1 µM + 2. 1163 + o. 01 

Rojo Rutenio 1 µ~I 

prot 
-1 

.. 
" 



ACTIVIDAD DE ATPasn DE LA 

FRACCION MICROS()¡\[l\L DE TESTICULO DE RATA DE 38 DIAS DE EDAD 

::,,, 

., <t 
IONES 

.. 

' INHIBIDORES A e T I V I lJ A -·;e ·.y, 

; .. ; : < 
1> ,;; ..•. micromoles Pi 30 min -1 

Na;lMgl>' 
.· 

·. 

-- -- 0.2252 + 0.016 -

Na+K\Jg++ -- Ouabaina 100 JJM o. 2304 + 0.036 -

Na+K\lg++ 1 µM Ouabaina 100 JJ~) o. 1341 + 0.033 -

Na+K\!g++ 1 µM Ouabaina 100 pM o. 1579 + o. 04 2 
+ 

Rojo Rutenio 1 µM 0.2708 + 0.071* -

Otrnbaina 100 pM 0.1832 + 0.032 
Na+K+Mg++ + 

1 pM Rojo Rutenio 1 µM 
+ 

Trifluoroperazine 20 µM o. 1494 + o.ºº''* -

* Adición do 60 pgproteina soluble tennocstable 

D 

mg prot -1 

.. ... 
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DISCUSION 

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

2+ 2+ . (Ca + Mg ) en las células_ germinales del testículo de la rata durante 

su diferenciación, asícomo,durante la maduraci6n de los espermatozoides 

en el epidídimo. 

La técnica desarrollada por nosotros para aislar las poblaciones de c~ 

lulas germinales, previamente descrita en esta tesis, ha permitido es-

tudiar la evolución de la actividad de la 2+ 2+ 
ATPasa- (Ca + Mg ) a tra-:- .. 

vés de la espermatogénesis, desde la aparición de los espermatocitos 

leptotenos hasta la maduración de los espermatozoides en la cauda del 

epidídimo. 

Los resultados obtenidos muestran gue la ATPasa-(Ca2++ Mg 2+¡, activada 

por calmodulina parcialmente purificada e inhibida por trifluoroperaz! 

na, está presente en todas las poblaciones celulares estudiadas, obse~ 

vándose la mayor actividad en los espermatocitos primarios postleptot~ 

nos. 

El incremento tan marcado en la actividad de esta enzima durante la di 

ferenciaci6n de los espermatocitos primarios en la primera profase me! 

6tica, puede estar relacionado con el aumento en el nivel de calmoduli 

na. Los espermatocitos leptotenos,con baja actividad de esta enzima, 

tienen menos de la vigésima parte del nivel de calmodulina gue presentan 

los espermatocitos en estadios posteriores, zigoteno y paguiteno, con 

la mayor actividad de esta ATPasa-(ca 2++ Mg 2+). Esta situación podría 

aclararse adicionando más activador a la preparación de espermatocitos 

leptotenos, también a la fracción microsomal de testículo de rata de 

14 días de edad y ver si su actividad de ATPasa-(ca 2++ Mg 2+J se incre-

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

Cuando se observa que la actividad de la ATPasa-(ca
2

++ Mg
2
+¡ de lapo-

blaci6n de espermátidas es comparable en magnitud a la de los esperma-

tocitos leptotenos no podemos sugerir que pueda deberse al diferente 

contenido de calmodulina, ya que la poblaci6n de espermátidas present6 

alto contenido de esta proteina, casi igual al de la población de los 

espermatocitos primarios postleptotenos. 

Como recientemente se ha descrito que el citosol de testículo de rata 

adulta posee dos proteinas que unen a la calmodulina, una de peso mo-

lecular de 88 000, termoestable y otra de peso molecular de 410 000, 

termolábil(76) y también ha sido descrita una tercera proteina que u-

ne a calmodulina, recuperable en la fracción membranal de testículo de 

rata adulta, obtenida por centrifugación a 105 OOOx g (77) y se dese~ 

noce la relación que puedan tener estas proteinas en las funciones m~ 

diadas por calmodulina ni si están presentes en el testículo a lo lar 

go de su desarrollo, no es posible sugerir una relaci6n simple causa­

efecto entre el contenido de calmodulina y actividad de ATPasa-(Ca 2++ 

Mg2+) . 

Asímismo, se ha descrito la presencia de un inhibidor endógeno de la 

ATPasa-(Ca 2++ Mg
2

+) en eritrocito (78), pero desconocemos si el tes-

tículo lo presenta también. Si éste fuera el caso, podría pensarse -

que haría su aparición en el transcurso de la diferenciaci6n de las 

espermátidas. 

2+ 2+ La actividad basal de la ATPasa-(Ca + Mg ) de los espermatozoides 

aislados de dos regiones del epidídimo, cuerpo y cauda, es mayor en 

los más inmaduros, los de la regi6n 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 maduración y adquieren 
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movilidad coordinada y progresiva, indispensable para la fecundación. 

Desconocemos si la.actividad de esta enzima tenga relación con lamo-

vilidad del flagelo, pero se sabe que la movilidad ;de los espermato-

zoides va en aumento, en la cabeza es menor que en el cuerpo y mayor 

en la cauda del epidídimo y gue requiere de ca 2+ extracelular. 

Forrester y Bradley (79) han informado que vesículas de membrana pla~ 

m1i.tica de la región del flagelo de espermatozoides de epidídimo y ey!: 

culadas, muestran actividad de ATPasa-(ca 2++ Mg
2
+), aunque su nivel y 

estimulabilidad son distintas. La ATPasa de los espermatozoides de ~ 

pidídimo, es menos activa pero más sensible a la estimulación por una 

proteína semejante a calmodulina presente en el plasma seminal. Esta 

observación, aunada a la nuestra, de menor actividad en los espermat~ 

zoides de cauda de epidídimo y su evidente estimulación por el activa 

dor obtenido de testículo de rata de 21 días de edad, sugieren que d~ 

rante la reducción citoplásmica tan importante gue sufren las esperm! 

tidas en su transformación a espermatozoides y durante el proceso de 

maduración en el epidídimo, se libera parte de la calmodulina al flui-

do seminal. De ahí la importancia de conocer si el contenido de calm~ 

dulina de los espermatozoides es diferente del de las espermátidas y 

si se modifica durante su maduración en el epidídimo. 

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

dependiente de ca 2+ y es estimulada por calmodulina (80). En este tra 

bajo no se puede distinguir cuál es la contribución de la ATPasa fla-

1 1 . 'd d 1 d'd (C 2+ :-2+) · 1 ge ar en a activi a tota me i a como ATPasa- a + Mg , estimu !: 

da por calmodulina e inhibida por trifluoroperazina, porgue ambas com-

parten estas características. Será posible resolver este problema uti 

lizando vanadato, inhibidor de la dineina, a las concentraciones gue 
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han demostrado .no inhÍ..bir a otras ,ATPasa (81, 82). . . -.. . .· 

Las imJ?Hcaciones~fis:Í.oi6gicasyde=los cambios en la actividad de la 
< - 2+ - 2+ >---- é', ' '. >: . . 

ATPasa-.(Ca · +Mg. J•dura!J.t;e:lS;dl.ferenciaci6n y maduraci6n de las cé 

lulas germinales, pueden es'tar relacionadas con el papel que esta en 

zima juega en mantener los niveles de ca 2+ libre intracitoplásmicos, 

como se ha observado en eritrocito (83) y en otros tipos de células 

(841 85). 

Se sabe que el aumento en la concentraci6n de ca 2+libre i~tracelular, 

es la señal que dispara y regula muchos procesos celulares, entre e--

llos la división celular, la progresión de la meiosis, la comunicación 

intercelular (86-89), todos ellos juegan un papel muy importante en el 

modelo experimental empleado. 

Como se mencion6, se ha observado que las células germinales se dife-

rencian en grupos sincrónicos (17) y se piensa que esto pueda ser d~ 

bido a la comunicación que establecen entre si y con las células de 

Sertoli (16). Además el testículo es un sistema con divisiones celula 

res, por mitosis y meiosis,ciclicas muy importantes para l·a produc -

ci6n de espermatozoides. 

Por otra parte, se ha propuesto que durante la maduración del esperm~ 

tozoide en el epidídimo y hasta que es eyaculado, la impermeabilidad 

al ca2+ aumenta (79), quizá la eficiencia en el bombeo de ca2+ por la 

ATPasa adquiera mayor importancia, ya que el aumento en la concentra­

ción de ca 2+ libre en el citoplasma del espermatozoide, podría dispa-

rar la reacci6n acrosomal mucho antes de que entrara en contacto con 

el gameto femenino. 

La relación que exista entre el incremento de la actividad de esta AT~ 

2+ 2+ asa-(Ca + Mg ) y la observación de otros autores (44) y eh este tr~ 

bajo, acerca de la dificultad para distinguir la ATPasa dependiente de 

\ 
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Na++ K+ en e:C testíCúlb- de la rata-,-- es oscura pero podrian estar rela 

cionadas. 

Un argumento que sugeriría que existe poca entrada de K+ o aumento en 

su salida e inhibición de la ATPasa_(Na++ K+) en las células del epi-

telio germinal, es la concentración que estos iones tienen· en el flui 

do recuperado de los túbulos seminíferos, donde el K+ alcanza niveles 

de 50 rnM y el Na+ tiene una concentración menor a 100 mM (21). 

En eritrocitos se ha demostrado que si el ca 2+ libre intracelular au­

menta, se incrementa la salida de K+ y aumenta la entrada de Na+ a la 

célula, con la estirnulación paralela en la actividad de la ATPasa de­

pendiente de Na+ y K+(90-92). 

Aunque desconocemos la concentración que el ca2+ libre alcance en ca-

da uno de los estadios de la espermatogénesis, quizá esta concentra-

ci6n sea mayor en los espermatocitos primarios postleptotenos. 

Si se analizan los datos de la actividad de la ATPasa-(Na++ K+) de la 

fracción microsomal de testículo de rata de 21 y de 38 días de edad, 

se observa queen ésta última, sí puede verse la actividad de la bom­

ba de sodio, empleando ouabaina y ca 2+, llegándose a una inhibición 

del 42%, que no se observa en la fracción microsomal de testículo de 

rata de 21 días de edad, donde la actividad de la ATPasa-(ca2++ Mg 2+) 

es máxima. 

Desde el punto de vista metabólico, el mantener a un nivel adecuado 

la concentración de ca 2+ libre intracitoplásmico e; también muy impo~ 
2+ tante. Se sabe que el Ca regula la actividad de enzimas glicolíticas 

(93,94), que como se describió, es una vía metabólica importante en 

las células germinales testiculares. 

Estas consideraciones conducen a profundizar el estudio de la ATPasa­

(ca 2+ + Mg 2+¡ en las células germinales durante sus diferentes etapas 

\ 



de rnaduraci6n para definir su localizaci6n,su capacidad de bombeo de 

2+ Ca en cada una de ellas y la relaci6n que pueda tener con los fen6-

menos testiculares antes discutidos. 
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VI .· RESUMEN c:Y CONCLUSIONES 

Se midi6 la áctividad de hidr6lisis de ATP testicular durante la di­

ferenciaci6n del epitelio germinal, tomando como fuente enzimática 

el homogeneizado total del órgano a diferentes edades. 

En este primer enfoque, nuestros resultados indicaron que esta acti 

vidad se duplicaba durante la diferenciación de los espermatocitos 

primarios y que descendia gradualmente durante la maduraci6n de las 

espermátidas hasta alcanzar nivsles basales con la aparición de los 

espermatozoides y que se mantenia constante durante la edad adulta. 

El segundo criterio fué medir la actividad de ATPasa de testiculo a 

dulto cuyo epitelio germinal se encontrara en involuci6n, inducida 

por tres métodos diferentes: hipofisectomia, criptorquidia y trata­

miento con fluoroacetamida. 

Estos dos modelos de experimentación señalaron que la actividad de 

hidr6lisis de ATP testicular es máxima 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 efectivamente era 

preponderante en un tipo de células o si la presencia de diferentes 

tipos celulares, en los diversos estadios de maduración, causaba la 

dilución de la acti~idad total o bien que existiern factores inhibi­

dores y/o estimulantes de la actividad ligados a las células en es­

tadios de diferenciaci6n definidos, nos condujo a desarrollar una me 

todologia que permitiera la obtenci6n de células en las principales 

etapas de la espermatogénesis en condiciones de alta viabilidad y en 
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número sufiC::ú~"nte para la~meclicT6n -de su actividad enzimática. 

Basándonos nuevamente en la aparici6n cronológica de los distintos 

tipos celulares en el epitelio germinal testicular, tomamos testículo 

de rata de 12 días de edad para obtener espermatocitos leptotenos y 

espermatogonias, de 21 días de edad para aislar espermatocitos pa-

quitenos y zigotenos y de 38 días de edad para obtener la población 

de espermátidas. Los espermatozoides fueron aislados de las tres 

regiones del epidídimo, caput, cuerpo y cauda, por perfusión de este 

conducto con solución salina. 

Una vez obtenidas las poblaciones celulares enriquecidas en los dis-

tintos estadios de la espermatogénesis, decidimos medir su actividad 

de ATPasa. 

Ya que desde los primeros experimentos sabíamos que la hidrólisis de 

. 2+ 2+ 
ATP testicular era estimulada por Ca y/o Mg y que de testículo 

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

d 1 . t . t. d d 1 p ( 2+ 2+) d - ºd. mo u ina, pro eina ac iva ora e a AT asa- Ca + Mg , eci irnos 

investigar si esta proteina estaba presente en todas las células del 

epitelio germinal y en qué cantidad. Inicialmente se definió su pr~ 

sencia y localización mediante el uso de anticuerpos fluorescentes y 

posteriormente se cuantificó por radioinrnunoensayo en cada una de las 

poblaciones de células enriquecidas en los estadios de diferenciación 

ya señalados. 

Los resultados indicaron que todos los estadios de maduración de los 

espermatocitos primarios, todas las fases de la espermiogénesis y los 

espermatozoides contenían calmodulina, la reacción inmunofluorescente 
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se presentó en todas. La cuantificación del contenido de calmodulina 

en las pobfadones celulares, mostró gue durante la profase mei6tica' 

después del estadio de leptoteno, los espermatocitos primarios multi-

plican más de veinte veces su contenido de calmodulina y que las es-

permátidas tienen niveles prácticamente iguales al de los espermato-

citos postleptotenos. 

La correlación entre la fase de mayor actividad de hidrólisis de ATP 

dependiente de Ca 2+ y/o Mg 2+ y de la elevación en el contenido de ca! 

modulina, ambas durante la profase meiótica, nos llevó a identificar 

. 2+ 2+ si la ATPasa-(Ca + Mg ) descrita en membrana plasmática de eritro-

cito y activada por calmodulina pura o presente en el hemolizado de 

estas células, estaba presente en las células 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 ca 2+ + Mg 2+ de la fracción microsomal de testículo de 

\ 

rata a diferentes edades y adicionar su propia calmodulina parcialmente 

purificada. También se midió la actividad en presencia de trifluaro-

perazina, inhibidor de la calmodulina, a diferentes concentraciones 

en presencia del activador parcialmente purificado. 

Ya gue estos experimentos indicaron gue efectivamente la fracción mi­

crosomal tenía actividad de ATPasa-(Ca2~ + Mg 2+), con capacidad de 

estimularse por su activador y sensible a trifluoroperazina, decidí 

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

llo de las células germinales. 

2+ 2+ Se midió la actividad de ATPasa-(Ca + Mg ) en las poblaciones cel~ 

lares enriguecidas en espermatocitos leptotenos y espermatogonias, en 
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espermatocitos postleptotenos, en espermátidas y en los espermatozoi 

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

presencia de calmodulina parcialmente purificada y de su inhibidor, 

la trifluoroperazina a diferentes concentraciones. 

Nuestros resultados indican que la actividad de la ATPasa-(ca 2++ Mg 2+) 

se modifica durante la diferenciación de las células germinales. El 

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

tocitos postleptotene, su ATPasa-(ca 2+ + Mg 2+) es seis veces más alta 

que la de espermatocitos leptotenos y espermatogonias y que .la de es­

permátides y espermatozoides. 

Otro aspecto de interés fue el hecho de que también la actividad de 

esta enzima en los espermatozoides disminuye con el grado de madura­

ción alcanzado por ellos en el tracto epididimario, a mayor madura­

ción menor actividad de esta enzima. 

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

tividad de esta enzima así como su regulación. 

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

del contenido de calmodulina y de la actividad de ATPasa-(ca2++ Mg 2+J 

en las células germinales en distintos estadios de la espermatogéne-

sis. 
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