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l:\TRODUCCION 

En la reproducción de los mamíferos, el testículo lleva 

a cabo, principalmente, dos funciones diferentes pe ro relaciona­

das entre sí. La función exócrina que consiste en la producción 

y almacenamiPnto de espermato:oides viables y la fu nción endócri­

na en la producción y secreción de hormonas, pr incipalmente an­

drógenos. 

El esperma producido por el testículo es transportado por 

un s is tema ductal dentro del saco escrotal. Los espermato : oides 

producidos deben tener la habilidad de transportar su material 

genético a través del tracto genital de la hembra, así como tener 

la capacidad de fertilizar al Ó\·ulo en el tiempo y lugar adecua­

dos para la reproducción de las especies. 

El testículo es un órgano bilateral formado por dos cuer­

pos ovoides. Cada uno de ellos está cubierto por una cápsula fi­

brosa ll amada túnica albuginea. La masa testicular está compues­

ta predominantemente por túbulos seminíferos los cuales forman 

múltiples enlaces dando lugar a patrones de anastomosis completa­

mente cerrados. Estos túbulos se unen en un segmento para pasar 

al rete testis y por medio de túbulos rectos, alcanzan posterior­

mente el epidídimo el cual es una estructura elongada que se en­

cuentra en la superficie externa de cada testículo y se extiende 

del polo superior a la superficie posterolateral del testículo. 

Entre los túbulos seminíferos se encuentran localizadas 

las células de Leydig o intersticiales junto con numerosas fibras 

de colágena y abundantes vasos sanguíneos y linfáticos. Estas cé-



lulas tienen como principal función la producción de andrógenos, 

existiendo cambios celulares en respuesta a la presencia de la 

hormona luteotrófica (HL) y la hormona gonadotrofina cori6nica 

(HGC). 

La arquitectura fundamental del epitelio seminífero esta 

basado en una célula de Sertoli central alrededor de la cual se 

encuentran dispuestas las células germinales. La célula de Ser­

toli representa un canal de comunicación de abastecimiento vascu­

lar a través de la membrana basal pa~a todas las células germina­

les que le rodean. 

Dentro de los túbulos seminíferos existe una gran activi­

dad metabólica; en ellos se lleva a cabo el desarrollo y producción 

de espermatozoides por un proceso cinético ordenado y perfectamen­

te definido. A este proceso se le ha llamado espermatocitogénesis, 

el cual no ocurre simultaneamente en todas las partes del testículo, 

ni aún en el mismo túbulo. 

La e ·?ermatocitogénesis es iniciada con las células menos 

diferenciadas ll a madas espermatogonias, las cuales estan situadas 

exáctamente sob re la membrana basal del túbulo junto con las célu­

las de Se rtoli . Existen varios tipos de espermatogonias: las de 

tipo A, que se dividen mit6ticamente para producir las espermato­

gonia s de tipo B, siendo mis diferenciadas que las A. Por una nueva 

divi s ión mitótica, la espermatogonia de tipo B produce una nueva 

generación celular, originándose los espermatocitos primarios; és­

tos posteriormente sufren la primera división meiótica de madura­

ción para producir lo s espermatocitos de segundo órden. Durante 

este proceso el contenido cromosómico de cada espermatocito pri­

mario es reducido de número diploide a número haploide, el mate-



rial genético es redistribuido y los cromosomas X y Y son segre­

gados. 

Así el espermatocito secundario procede a la segunda di­

visi6n de maduraci6n para dar origen a las espermátides. A par­

tir de las espermátides se inicia el proceso de espermiogénesis 

(pasos 1-19), el cual se caracteriza por una continua diferencia­

ción del núcleo y del citoplasma, sufriendo una serie de cambios 

específicos para dar lugar finalmente a los espermatozoides jóve­

nes. 

Se ha observado que durante este proceso existen asocia­

ciones celulares bien definidas, las cuales aparecen en una forma 

cíclica, por lo que se ha definido a la espermatogénesis como "el 

ciclo del epitelio seminífero", siendo este una secuencia de cam­

bios que ocurren entre dos apariciones sucesivas de la misma aso­

ciación celular (6). 

En la figura 1 se presentan gráficamente y con detalle las 

diferentes etapas de este complicado proceso en el testículo de la 

rata. Cada una de las columnas representa cada una de las asocia­

ciones celulares encontradas en el epitelio y la secuencia horizon­

tal muestra el progreso de la espermatocitogénesis desde la esper­

matogonia hasta el espermatozoide joven, en todas sus etapas (7), 

(explicación en la figura). 

El testículo no puede llevar a cabo o mantener su función 

normal sin la participación de la glándula pituitaria. Los prin­

cipales mediadores de esta contribución son las hormonas gonadotró­

ficas. 

El mecanismo de acción de las hormonas gonadotróficas sobre 

el testículo es extremadamente complejo, además de regular el ere-

3 



.. '.) 
9 

i!: 
~
!
 

(.• ·:. 
• 

.. 
>C 

'· 
~

;.:;·· 

:
-.~
!
!
 

• J t. • 
N

 
e • 

'J( •
•

.... 
6 

>C 
~

\\~--

~
~
 

'~~~?', • 
e -

\·"/,t-~ 
L

 
.. 

>C 

~
-

·''-~ .. 
L

 • .. 
e 

;e 
\ 

::.~~: 

,11. .. ,.,.,. • 
~

~ 
\
t
 
,
,
~
 .. 

.. 
e • 

. 
"~:.: ... 

\• 
4.··'!:i; .. • ... 

.. 
!5 

-' 
~.~!: .... 

-~
e
 

'_}
-

a."-7·.;.,, 
L

 
";"~ 

e 
e • 

·:'-.~-i.: 
~-

>
 

--~
e
 

~~
~
~
 
~
 

f7'; 
.. 

-· 
e 

.. 
~
 

,....._ ... " ... 
.. 

-
, 

..,~\..\.-

-~~
.
 

(
-· 

.. ~
,
~
 

>
L

 • • 
e 

>
 

.:-~~ .... 
~:;..:;;.> 

.... 

.~
:
:
 

/
--,

. 
.,..._•ir,..., •· 

( 
\
~
t

-:;; ·~
 

. 
e 

>
 

~
 

, 
• 

-
-
~
 

• 
~
 ... l 

o 
:: 

• 
~t~J 

L
 

JI 
e 

::!:: 

-
--

--
~
 

~
 

,,.. 
• 

G
 JI 

.. • 
\, 

-~
·
 

~
~
 

:\ 
"''J 

JI 
.. 

=
 

~
. 

~
-1
V
 

,. 
-
-
-
-
-
~
~
~
 

~
!
!
 

~
 

~
~
 

: 
,
1

 
' 

,. 
•4'.l 

_, 
----··--··--··--

-
-··-



Fig . 1 En esta figura se presenta el desarrollo de las células 
germinales en la rata. De izquierda a derecha, en la 
parte inferior se muestra la espermatogonia tipo A. 

S iempre que aparece la letra m se lleva a cabo una divi­
sión mitótica. Siguiendo la illtima mitosis de la esper­
matogonia J e ~:'. pe A (columna XIV) se forma la espermato­
ni a intermediaria (In ) (2a. fila, Col. I), quedando al­
gunas células tipo A para la repetición de la evoluci6n. 
La célula intermediaria se divide (Inm) para producir la 
espermatogonia tipo B. Esta se vuelve a dividir (Bm) pa­
ra producir el espermatocito primario en reposo (R). 
Este genera una profase meiotica a través de los pasos : 

leptoteno (L), zigoteno (Z), paquiteno (P) (3a. fila) y 
diacinesis (Di). Entonces la primera división de madu­
ración produce el espermatocito secundario. ~ste reali­
za la segunda división de maduración y produce las es-

permátides jóvenes (1, 4a. fila, Col.I). Los diferentes 
pasos de la es permiogénesis estan numerados del 1 al 19. 
Después de llegar al paso 19 (espermatozoides jóvenes) 

son liberadas del epitelio seminífero para producir los 
espermatozoides. En esta figura las células estan dis­
puestas en columnas, cada columna da la composición de 

las asociaciones celulares encontradas en secciónes de 
l os tubulos seminíferos. Las asociaciones celulares fue­
ron identificadas por medio de los pasos de espermiogéne­
sis, dando 14 diferentes asociaciones localizadas en las 
columnas de la I a la XIV. Estas asociaciones celulares 
se suceden unas a otras en cualquier área dada del túbulo 
seminífero de acuerdo a la secuencia indicada en las co­
lumnas sucesivas del diagrama. Siguiendo la asociación 

celular marcada como XIV, la asociación celular marcada 
como I reaparece y la secuencia empieza nuevamente. Así 
el epitel i o seminífero real i za una transformación cícli­
c a, la cual ha sido denominada el "ciclo del epitelio 
seminífero". Las 14 asociaciones celulares caract:erizan 
los 14 'l:>asos" de este ciclo . 
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cimiento, el desarrollo y la función de este órgano efector, 

constituído como ya se vió de diversos compartimentos y varios 

tipos celulares, estas hormonas también regulan la síntesis y 

secreción de hormonas esteroides que por sí, e individualmente 

pueden actuar sobre algunos de estos tipos celulares. Haciendo 

aún más complejo este mecanismo, la existencia de por lo menos 

dos tipos de gonadotrofinas hipofisiarias, provee que efectos 

sinérg i co s o antagónicos sumamente complejos tengan lugar dentro 

de dicho órgano efector (8, 33). 

Así a pesar de la in t ensa investigación a la que han sido 

sujeta s las hormonas gonadotróficas y de que muchos de l o s proce ­

sos celulares y s ubcelulares son explicados por la acción de estas 

hormonas, el mecan i smo de acción individual para cualqui e ra de 

el la s ? ermanece por ser eluci dado. 

Si e ndo la e spermatogénesis un proceso largo y elaborado 

que i ncluye var i as clases de distintos tipos celulares, es obvio 

pensar en la necesidad de un abastecimiento contínuo de nutrien­

tes y el aporte constante de energía. 

La glucosa es el metabol i to más import~nte para el testí­

cul o , y a que la v ía gl i colítica es la que aporta la mayor parte 

de la energía para el funcionamiento y mantenimiento de las estruc­

tura s testiculares (9, 10) . 

Las espermátides y espermatocitos son las células que se 

encuentran en mayor cantidad en el testículo maduro de la mayoría 

de las especies, por lo que se pueden considerar como las princi ­

pales responsables de las características metabólicas del testícu­

lo completo. 

Sharma y Weinhouse, 1962 (11), demostraron que la glucosa-

6-fosfato es el primer producto de fosforilación de la glucosa Y 
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no la glucosa-1-fosfato como se pensaba. La hexocinasa (ATP:D­

hexosa-6-fosfotransferasa 2.7. 1.1.) es la enzima responsable de 

esta reacción, considerándose como un punto de control importan­

te en el metabolismo glicolítico del testículo. 

La heterogenicidad molecular de la hexocinasa (HC), fué 

reconocida inicialmente por Viñuela y Col en 1963 (12) y por 

Sharma y Col (13). Recientemente ha sido demostrado que por lo 

menos cuatro formas de HC estan presentes en hígado (14, 15) y 

dos o tres formas se presentan en los demás tejidos (16, 17). Es 

de especial interés que el testículo de rata normal (18) y el hom­

bre (19) contienen una isoenzima diferente de hexocinasa que ha 

sido llamada S.T. (Sperm Type) por Katzen (20). Esta forma, la 

cual migra lentamente hacia el ánodo, ha sido también encontrada 

en el epidídimo (18) y en el espermatozoide humano y de rata (19). 

Los cambios de las actividades enzimáticas en relación con 

la espermatocitogénesis ha sido estudiada por Sosa y Col, 1972 (21) 

quienes presentan la hipótesis de que la dependencia de glucosa de 

las formas avanzadas de las células espermatogénicas dependen de 

la presencia de la hexocinasa S.T. y también de que la inducción 

de esta enzima puede ser correlacionada con el inicio de una efi­

ciente síntesis de testosterona en el testículo de la rata. 

Viendo la importancia y la trascendencia de la hexocinasa 

en los procesos de diferenciación y adaptación metabólica, Sosa y 

Col (22) llevaron a cabo la determinación del ritmo circadiano de 

esta enzima junto con el ritmo circadiano del RNA. El comporta­

miento que presentaron estos ritmos circadianos nos hicieron pen­

sar en la posible correlación de los picos presentados a las 10 

hrs en hexocinasa y a las 22 hrs en el RNA como un fenómeno de 
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causa-efecto, habiendo una elevación en el contenido de RNA a 

las 22 hrs, pudiéndose explicar la elevación en la actividad de 

HC a las 10 hrs por un incremento en la concentración de proteí­

nas. 

La evidencia de que el ritmo circadiano de testosterona 

presentara un pico máximo a las 8-9 hrs (3), nos indujo a pensar 

en la posible regulación hormonal de estos parámetros por un efec­

to de la hormona luteotrófica (HL), ya sea activando la enzima, 

produciendo espermiación o induciendo síntesis de RNA y proteínas; 

o bien por un efecto indirecto de la hormona mediante síntesis de 

test cste rona. 

El objetivo de la elaboraci6n de este trabajo ha sido el 

tratar de elucidar la influencia de la HL en el metabolismo y ac­

tividad biosintética del testículo. 

8 



MATERIAL Y METODOS 

AtWm.leA.-

Ratas machos de la cepa Sprague Dawley de 70-75 días de 

edad, fueron utilizadas como material biológico. Desde su na-

cimiento estos animales fueron colocados bajo un estricto ritmo 

de luz-oscuridad, 14-10 hrs, con el fín de lograr la sincroniza-

ción de aquellas funciones testiculares relacionadas con este 

parámetro físico. Especial cuidado fué puesto para mantener 

aislados estos animales tanto del contacto como de la presencia 

de ratas hembra. 

T 1ta,t.amú.n.to de lo¿, a.iWnal.u . -

Para establecer la participación de la hormona luteotró­

f ica hipofisiaria (HL) come un regulador de las funciones meta­

bólicas y espermiogénicas del testículo de la rata, a cuatro 

grupos de 6-8 ratas se les administró intraperitonealmente Sµg 

de HL a las O, 1, 2 y 4 horas antes de su sacrificio. En todos 

estos animales la actividad biosintética del testículo fué estu-

diada midiendo la incorporación de precursores marcados a RNA y 

proteínas. Para ello se utilizaron isoleucina-c 14 y uridina-H3 

con actividades específicas de 2 µCi/0.0076 µmoles y 20 µCi/0.1138 

µmoles respectivamente, los cuales fueron administrados intrape-

ritonealmente 60 min previos a su muerte. 

Debido a la presencia de variaciones cir~adianas en algu-

nos de los parámetros medidos, fué necesario sacrificar a los 

animales a las 10 a.m. específicamente. 

9 



Pr..cc.uam-len:to de w mue.6.tlta.6. -

Inmediatamente después de sacrificar a los animales por 

decapitaci6n, se les abri6 la cavidad abdominal y los testícu­

los y epididimos fueron rápidamente extraídos y colocados en un 

vaso de precipitados en hielo. Ambos órganos se limpiaron de 

tejido adherente y en el caso de los testículos, la capa albu­

gínea fué removida. 

Testículos y epidídimos de cada animal fueron homo gen i :a­

dos individualmen te en un homogen izador Potter-Elvehjem con 

émbolo de teflón, en 2 y 4 v~~es, respectivamente, el ve lamen 

de su peso en un amortiguador de fos fatos 0.01 M pH 7 .0 conte­

niendo mercaptoetanol y etilendiaminotetraacet at o dis6d i co (EDTA ) 

a una concent ración final de S x 10- 3 M. 

El homogen iz ado obtenido fué dividido en dos partes; una 

de ellas fué utilizada para extr aer y determ inar DNA, RNA y pro­

teínas, y medir la radioactivi dad inc orpo rada en estos paráme ­

tros, y la segunda parte fúe centrifugada a 105,000 x g durante 

60 minutos; el sobrenadante obtenido fué utilizado para medir 

proteínas y las actividade s enzimáticas de hexocinasa (HC), fos­

fofructocinasa (FFC) y piruvatoc inasa ( PC). 

Los métodos utilizados en este trabajo para la determinación 

de las actividades enzimáticas; dependen de la oxidación o re­

ducci6n estequiométrica de coenzimas de piridin-nucle6tidos NAD/ 

NADH+H o FAD/FADH cuando el sustrato es convertido por la enzima 

apropiada, registrándose el cambio en D.O. producido a 340 nm. 

10 



La mezcla de reactivos es preparada con una concentración 

ap r opi ada de su s tratos y cofactores a un pH óptimo y a una tem-

per a tura adecuada. Bajo estas condiciones, las reacciones en -

zimá ticas bt v.(,f;Ju) son determinadas por la concentración y acti-

vi da d de la enzima. En las reacciones a copladas a piridin -

nuc leóti dos, las cond i c i ones enzima-sustrato deberán ser e s table-

cidas de mane r a de obtener un cambio en la absorbancia de la lu z 

de 0 . 02 - 0.05/min a 340 nm . La reacci ón producirá una función 

l i nea l po r l o me no s durante los primeros 2- 3 minut os después de 

ha be r sido i nici ada . 

La Je rer.ninación de la ac tividad de hexoc inasa se llevó a cabo de 

acuerdo al método e lab orado por Di Piet ro y Weinhouse (23) mo ­

d i f i cadc, por Grossb ard y Sc h i mke (24), e l cual está basado en 

l~ 'igui~n to reacción: 

HC=O 
1 

HC-OH 
1 

HO-CH 
1 

HC-OH 

HE XOCIHASA 

HC=O 
1 

HC-OH 
1 

HO-CH 
1 

H1-0H 

HC-~OH 
1 1 

1 
HC-OH 

1 
H

2
C-OH ATP AOP H C-O-P-OH z u 

O-glucosa 
o 

D·glucosa 6 fosfato 
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CH=O 
1 

HC-OH 
1 

HO-CH 
1 

HC-OH 
1 

HC-OH OH 
I / 

Glucosa 6 fosfato 
OESHIOROGENASA ~ 

7'\ 

COOH 
1 

HC-OH 
1 

HO-CH 
1 

HC-OH 
l 

HC-Ot-bf-i 
1 1 

H C-0-P-OH 
2 11 

FAD FADH+H+ 
H2C-O-F.-OH 

o o 
O-Glucosa 6 fosfato Ac.6 FosfogluCÓnico 

en la cual se mide el cambio de O.O. por l~ velocidad de produc­

ción del FADH + H+, el cual será proporcional a la actividad de 

la hexoc1nasa. 

Buffer Tris-HCl 0.074 M pH 7.4 (Merck) 

Conteniendo.-

MgC1 2 -------------- 7.4 mM (Hopkin & Williams Ltd) 

2-mercaptoetanol ------- 5 mM (Eastman) 

Glucosa -------------- 25 mM (Sigma) 

FAD ---------------- 0.55 mM (Sigma) 

Glucosa 6-fosfato deshi­

drogenasa 

Adenosintrifosfato 

55 Unidades (Sigma) 

192.4 mM (General Biochemical) 
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Se prepar6 inicialmente el buffer Tris-HCl 0.074 M, pH 

7.4 conteniendo MgC1 2 7.4 mM y mercaptoetanol 5 mM. Se pesaron 

8.96 g de Tris (hidroximetilamino metano) y 1.504 g de MgC1 2 . 

Estos se disolvieron en agua destilada y se ajust6 el pH con una 

soluci6n de HCl 4 N. Cuando el pH de la soluci6n estuvo cerca 

de 7 fueron adicionados 400 µl de 2-mercaptoetanol ajustándose 

finalmente el pH a 7.4. Posteriormente se aforó a un litro con 

agua destilada. De este buffer se tomaron 30 ml a los cuales se 

les adicion6 135.2 mg de glucosa, 15.2 mg de FAD y 20 µl de glu-

cosa-6-fosfato deshidrogenasa, obteniéndose así la mezcla de reac-

tivos a las concentraciones desead a 

Por separado se preparó una solución de ATP 192.4 mM pesando 

119.4 mg de ATP por ml de buffer Tris-HCl 0.074 M, pH 7.4. 

La determinaci6n de la actividad de la hexocinasa se llevó 

a cabo manteniendo la temperatura constante a 37ºC. La reacción 

se inició adicionando 10 µl de la solución de ATP, para obtener 
-3 una concentraci6n final en la celdilla de 3.7 x 10 M, a 500 µl 

de la mezcla de reactivos a los cuales se les había adicionado 

20 µl del sobrenadante de 105,000 xg obtenido de los homogeni-

zados de testículo y epidídimo para esta determinación. 

La determinaci6n de la actividad de la PC está basada en 

la disminuci6n de la O.O. a 340 nm en la reacción acoplada con 
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deshidrogenasa láctica a temperatura ambiente, de acuerdo a las 

modificaciones del método de Bucher y Pf le.Jl " ' r . - o) . 

La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

COOH COOH COOH 
1 ?H PI R U VATO 1 DESHIDROGENASA! 

1 8 ~·g 1 ( '" \ 1 

C-0--P-O('~ •C=O~HC-OH 
e Hz CH;3"ADH+H• NAOCH3 

A P A P 

Ac. f osfoenol 
pirÚvico 

Ac. PirÚvlco Ac. L6ctico 

en la cual se mide e l cambio de D.O. por l a vel oci dad de produc-

ción del DP/\ + el cual ser á proporc i0r;;,J :i l a acti vida d de la p i -

r u \·a t o cina s a. 

React,tvc~ .-

Buffer Tr i s-HCI 0.1 M, pH 7 . 4 (Merck) 

Se pesaron 12 . 1 g de Tris y se dis o lvieron en agua 

destilada . Se ajustó el pH a 7.4 con HCI 4 N y se 

aforó a un 1 i tr o con agua dest i lada . 

Sulfato de Magnesi o (MgS0 4) 

Cloruro de Potasio (KCI ) 

Nicot inamida 

NADH + H+ (sal de sodio) 

0.2 M (Merck ) 

2 N (Mal 1 inckrodt) 

0 . 5 M (Eastman Organic 

Chemicals). 

20 mM (Sigma) 

Se pesaron 14 mg de NADH + H+ y se disolvieron en 

1 mi de buffer Tris-HCl O. 1 M, pH 7 . 4 . 

Albúmina de suero bovino (BSA) 1 0% ( Hy 1 and ) 

De la solución or iginal de BSA 30% se hizo una dilución 

1 :3 con buffer Tris-HCI O. 1 M, pH 7.4. 
14 



Fosfoenolpiruvato de sodio (PEP) 2 mM (concentración 

final en la celdi-

1 la) (Sigma) 

Se pesaron 4.7 mg de PEP por cada 4.77 mi de mezcla de 

reactivos. 

LDH (Deshidrogenasa láctica) Tipo 11 4 mg/ml (Sigma) 

Adenosin-difosfato (ADP) 50 mM (Sigma) 

Se pesaron 25 mg de ADP por mi de buffer Tris-HCI O. 1 M, 

pH 7.4. 

p,~e.patr.act6n de. w me:c fo de. lle.acü.vo6. -

P-t cc eá.u1U.ento. -

Buffer Tris-HCI O. 1 M, pH 7.4 4 mi 

MgS0 4 

KC 1 

Nicotinamida 

+ NADH + H 

PEP 

0. 2 M 

2 M 

0.5 M 

20 mM 

0.20 mi 

O. 10 mi 

0.20 mi 

O.OS mi 

0.03 mi 

4. 7 mg/0.77 mi de mezcla de reactivos 

para concentración final de 2 mM 

LDH tipo 11 4 mg/ml 0.01 ml 

El vo lúmen de la mezcla de reactivos se aforó a 

4.77 mi con buffer Tris-HCI O. 1 M, pH 7.4. 

La dc tcrminaci6n de la actividad de piruvato cinasa se 

ll e vó a cabo a temperatura ambiente. La reacción se inició 

adicionand o 5 ul de la solución de ADP 50 m~! a 500 ul de la 

me:cla de reactivos a los cuales se les había adicionado pre­

viamente 10 ul del sobrrndante de 105,000 x g obtenido de los 

15 



homogenizados de testículo y epidídimo para esta determinaci6n. 

Por la alta concentraci6n de esta enzima en los sobrenadantes 

fué necesario hacer diluciones 1 :10. 

La determinación de la actividad de la fosfocructocinasa 

se llevó a cabo de acuerdo al método de Kemp, R.G. (27), en la 

cual la fructosa 1,6 difosfato producida por la FFC, a partir de 

fructosa 6-fosfato, fué convertido por la aldolasa, triosafos­

foisomerasa y glicerolfosfatodeshidrogenasa a glicerol fosfato, 

con la respectiva oxidación del NADH + H+. La reacción que se 

lleva a cabo es la siguiente: 

?r 

H~-OH 
1 

HC-OH0 1 11 

Hf-OH 
1 

H C-0-1?-0H 
2, 1 

C=O 
1 

HO-CH 
1 

FOSFOFRUCTO­
CINASA 

c=.oOH 
1 

HO-CH 
1 

HC-OH HC-OH 
1 

HC-OHO 
1 ,, 

H C-0-P-OH 2 1 

OH 
Fructosa 6 foafoto 

1 
HC-OH() 

1 lí 
H C-0-P-OH 

2 ' OH 
Fructoso 1,6 difosfato 

j ALDOLASA 

6LICERALDEHIDO ~QH ~ 
3-FOSFATO Hf- HC=O 

DESHIDROGENASA 1 FOSFOTRIOSA l 
c=o n~ 1soMERAsA ,Hc.~HoH 
1 " 1 1 

~C-0-P,-OH 
OH 

~C-0-P,-OH H2C-O-~OH 
OH O 

Glicerol-3-fosfato + + Dlhldroxlocetono 
N A O N A O H+H 3-fosfoto 

. 
Gliceroldehldo-3..fosfoto 
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en la cual se mide el cambio de D.O. a 340 nm por la velocidad 

de producción del NAD+, la cual será proporcional a la activi­

dad de la fosfofructocinasa. 

Rea.et<. vo6 • -

Buffer Glicil-glicina 25 mM pH 8.2 (NBC) 

Conteniendo : 

Gl icero lfosfato de sod io 

Eti lendiaminotetra-acetato 

de sodio (EOTA) 

Cloruro de Magnesio (MgC1
2

) ----

Sulfato de amonio (NH 4)
2

so4 

Oitiotreitol --------
... 

NAOH + H --------------
Fructosa 6-fosfato -----------

25 mM (NBC) 

mM 

6 mM (Ma li inckrodt) 

(Hopkin) 

mM (Merck) 

o. 1 mM (Sigma) 

0 . 2 mM (NBC) 

mM (Sigma) 

Aldolasa -------------10 Unidades/SO mi de M. R. 

Triosafosfato i somerasa 

(Sigma) 

5 Un idades/SO ml de M.R. 

(Sigma) 

a-Gl icerolfosfato deshidrogenasa 5 Unidades/SO mi de 

M. R. (Sigma) 

Adenosintrifosfato (ATP ) 122 mM 

P~epa!Ulc..<.6n de la mezcla. de ~ct<.voh.-

Se pesaron 3.3025 g de glicilglicina, 0.3723 g de EDTA, 

1 .2198 g de glicerofosfato de sodio; se colocaron en un vaso de 

precipitados y se disolvieron en agua destilada, se ajustó el 

pH a 8.2 con una solución de HCl 4 N y posteriormente se aforó 
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a un litro con agua destilada. 

De este buffer se tomaron SO ml a los cuales se les adi­

cionó 7 .5 mg de NADH + H•, 18.27 mg de fructosa 6-fosfato, 2 µl 

de triosafosfatoi_somera sa , 100 µl de aldolasa y 50 µl de ci-gli­

cerol-fosfato deshidrogenasa, obteniéndose así la mezcla de reac­

!ivos deseada para la determinación de FFC. 

Por separado se preparó una solución de ATP 122 mM pesando 

68 mg de ATP por ml de buffer de glicil-glicina 25 mM pH 8.2. 

La determinación de la actividad de FFC se llevó a cabo 

controlando la temperatur a a 26ºC. 

La reacción s e inició adici onando 25 µl de la solución de 

ATP 122 mM a 3 ml de la mezcla de reactivos, para obtener una 

. unce ntrac ión fi nal de 1 mM, a la cual previamente se le adicio ­

naron 20 µ l de l sobrenadante 105,000 x g obtenidos de los homo­

geni:ados de te stículo y epidídimo, para esta determinación. 

Con objeto de elucidar si la influencia de la HL sobre 

la s ac ti v idade s en:imiticas e ra en forma directa, todas las de­

termi naciones e nzimitica s se realizaron en presencia y ausencia 

de la HL, adicionando directamente a la mezcla de reactivos 10 ul 

de una solución de HL de 5 µg / ml. 

faVtacci6n y det.eJunina.ci6n de. V1VA, RNA y p!Lat:~ de. hamage.n.izada t:a.ta.l 

de tu:tfo.ú'.o y e.p.úiúi<Jnu. -

Todo el procedimiento de ~ ' tracción de los ácidos nucléi­

cos fué realizado a 4ºC. Para llevar a cabo estas extracciones 

se tomaron 300 µl de homogenizado de testículo y epidídimo. Este 
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volQmen se llevó a una concentración final de ácido perclórico 

(PCA) 0.2 M y se homogenizaron en un homogenizador Potter-El­

vehjem con émbolo de teflón durante 2 minutos. 

Se centrifugó a 5,000 r.p.m. durante 10 minutos, se des­

cartó el sobrenadante y el precipitado se lavó dos veces con 

una solución de PCA 0.2 M. La presencia de grandes cantidades 

de material lipóico puede producir mezclas de reacción turbias, 

por lo que fué necesario someter al precipitado obtenido a una 

extracción de lípidos, previa a la extracción de los ácidos nu­

cléicos (25). Para ello se adicionó 1 ml de una mezcla de clo­

roformo-etanol-eter (1 :2:2) dejándose en contacto durante una 

hora, agitando cada 15 minutos; se centrifugó a 5,000 r.p.m. 

durante 10 minutos y se descartó el sobrenadante. El precipi­

tado se resuspendió en un ml de una mezcla de eter etílico-eter 

de petroleo (3 :1) y se centrifugó nuevamente descartándose el 

sobrenadante. El precipitado se colocó en un baño de agua a 

37ºC para la evaporación total de los solventes orgánicos. 

(Todo s los reactivos utilizados fueron de la casa Merck). 

Etl'Lll.cU.611 de RNA, VNA !{ p!ti?tehuu.. -

El precipitado libre de lípidos se procesó para la extracción de 

RNA, DNA y proteínas de acuerdo a los métodos descritos por 

Schmidt-Thannhauser (28) y Schneider (29). 

Reactiva~ . -

Hidróxido de Potasio (KOH) ---------- 0.3 M (Mal 1 inckrodt) 

Acido Perclórico (PCA) ------------ 0.2 M (Merck) 

Acido Perc 1 ór i co (PCA) ----------- 3 M (merck) 
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Acldo Perclórico (PCA) 

Base fuerte 0.6 N en 

tolueno (NCS) 

EÚJülcci.61t de RNA. -

1 M (Merck) 

(Amersharn/Searle) 

Los precipitados de tes~ículo y epidídimo libres de lí­

pidos fueron resuspendidos en 1 ml de KOH 0.3 N y se incubaron 

a 37ºC en un Temp-Block durante dos horas, agitándolos cada 15 

min. Los tubos se colocaron en hielo y la suspensión potásica 

se neutralizó con 100 ul de PCA 3 M llevándose a una concent ra-

ción final de PCA 0.2 M con 100 µ l de PCA 2. 4 M y se dejó preci­

pitar en frío durante 24 hrs y después se centrifugó a 5,000 r. 

p.m. a 4ºC tlurante 15 minutos. El sobrenadante obtenido (RNA 

hidrolizado) se separó en tubos pequeños para su posterior de­

terminación y el precipitado se lavó Jos veces con PCA 0.2 M. 

EúJta.cc{.Sn de VNA. -

El precipitado residual se resuspendió en 1 ml de PCA 1 M 

y se incubó a 70ºC en un temp-block durante 30 minutos . El so­

brenadante obten ido (DNA hidroli:ado) después de centrifugar a 

5,000 r.p.m. a 4°C durante 15 minuto s f ué separado en pequeños 

tubos para ser determinado posteriormente. El precipitado res­

tante (proteínas) se lavó dos veces c on PCA 0.2 M y se disolvie­

ron en 2 ml de ~CS para determinación de proteínas. 

Oúel!mwa.u6n de ONA. -

De los métod os existentes para la determinación de DNA 

el más sencillo, sensible y específico es el publicado por Giles 
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y Nyers (1965) (30), quienes utilizan la producci6n de un complejo 

colorido del DNA con la difenilamina y el acetaldehtdo en medio 

leido, cuya intensidad de color varía directamente con la caneen-

traci6n de desoxiribosa presente. 

Rea.c..U.vo~. -

Acido desoxiribonucléico (sa 1 di-
sódica de timo de ternera) ----------- (Sigma) 

Acido Percl ó rico (PCA) ----------- M (Merck) 

Acido Perclórico (PCA) ----------- 2 M (Merck) 

Acetaldehído* ------------------- 16 mg/flll •(Backer) 

Difenilamina (OPA) recristal izada) al 4% en ácido acético 

glacial (Backer) 

* Nota: El ace t a ldehído debe prepararse a bajas tempe raturas 
(0-5 º C) y debe mantenerse congelado hasta el momento 
de usarse, haciéndose una dilución de 1:10 con agua 
destilada para obtener una concentración 1.6 mg/ml. 

Curva estandar: 

La soluci6n stock de DNA para la curva estandar se prepar6 

pesando 10 mg de Il'JA y se disolvieron en S mi de PCA 1 M. Se hi-

drolizó a 70°C durante 30 minutos en un Temp-block y se aforó a 

10 ml para obtener una concentración de 1 mg/ml. La curva estan-

dar se preparó de la siguiente manera: 

1. 5e toma ron alícuotas de la solución stock para obtener 

concentraciones de 5 a 50 µg de DNA 

2. Se completó el volúmen a 400 µl con PCA 1 M 

3. Se adicionaron 400 µl de PCA 2 M 

4. Se adicionaron 60 µl de acetaldehido (1 :10) 
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5. Se adicionaron 500 µl de OPA al 4% 

6. Se mezclaron los reactivos perfectamente 

7. Se preparó un blanco con todos los reactivos sustituyendo 

el DNA por PCA 1 M 

8. Se colocaron los tubos en un baño María a 37ºC durante 

24 horas. 

9. Se leyó su absorbancia en un espectrofotómetro Coleman 

Jr. a 600 nm. 

10. A todas las lecturas obtenidas se les restó el valor del 

b lanco para obtener la concentración real de DNA presente. 

En la Figura 2 se presenta la curva estandar obtenida 

para la cuantificación de DNA de acuerdo al método descrito. 

En las abscisas se grafica la concentración de ~NA en µg y en 

las ordenadas, D.O. La sensibilidad,reproducibilidad y especi­

ficidad del método fueron confirmados al llevar a cabo la elabo­

ración de la curva estandar en varias ocasiones. 

Para la determinación de la concentración de DNA en las 

muestras, se tomaron alícuotas de 100 µl de cada una y se siguió 

el mismo procedimiento que en la curva estandar a partir del paso 

número dos. A las lecturas obtenidas se les restó el valor del 

blanco y se extrapolaron las lecturas a la curva estandar obtenién­

dose así la concentración de DNA en las muestras. 

Todas las determinaciones llevadas a cabo se hicieron por 

duplicado. 

Vete~m~nae~6n de RNA.-

El método para la cuantificación de RNA (31) se basa en la 

reacción que utiliza orcinol en ácido clorhídrico, obteniéndose 
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una coloración verde que sigue la ley de Lambert y Beer. La 

reacción se lleva a cabo entre la ribosa y el orcinol. 

Re.a.c.t<.vo-1>. -

RNA de hígado de ternera tipo IV 

Acido Perclórico 0.2 H 

Orcinol recristal izado 

Acido clorhídrico concentrado 

Cloruro Férrico 

(Sigma) 

(Herck) 

(Eastman) 

(Mal l inckrodt ) 

(Backer) 

Debe prepararse en el momento de usarse, disolviendo 

100 mg de orcinol y SO mg de cloruro férrico por cada 10 ml de 

ácido clorhídrico concentrado . 

Debe tenerse cuidado en escoger la marca del HCl, ya que 

si no está suficientemente puro, la reacción no se lleva a cabo. 

PJto ced-1.m-<.ento. -

CWtva. u-tandM de RNA. -

Se preparó una solución stock de RNA, pesando 10 mg de RNA 

y disolviéndolos en 1 ml de KOH 0.3 M. Se hidrolizó a 37ºC du­

rante 2 horas . La solución potásica se neutralizó con 100 ul 

de PCA 3 ~ y se dejó enfriar en hielo. Se llevó a concentración 

final de PCA 0.2 M con 100 ~l de PCA 2. 4 M. Al ser enfriado se 

precipitó el KC10 4 formado en la reacción y éste se separó por 

centrifugación. En el momento de usarse se hízo una dilución 

1 :10 para obtener una concentración de mg/ml. 

La curva estandar se preparó de la siguiente manera: 
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1. Se tomaron alícuotas adecuadas de la solución de RNA de 

1 mg/ml para obtener de 20 a 100 µg por sistema 

2. Se completó el volúmen a 750 µ1 con PCA 0.2 M 

3. Se adicionaron 750 µl del reactivo de orcinol 

4. Se colocaron canicas a todos los tubos y se pusieron en 

un ba~o María a ebullición durante 20 minutos 

5. Se pasaron los tubos a ba~o de hielo por 10 minutos 

6. Se leyó su absorbancia en un espectrofotómetro a 

660 nm (IR). 

En la figura 3 se presenta la curva estandar obtenida 

para la cuantificación de RNA por este método. En las absci­

sas se graf ica la concentración de RNA en µg y en las ordena­

das la D.O. La sensibilidad, reproducibilidad y especifici­

dad del método fueron confirmadas al elaborar en varias ocacio­

nes la curva estandar . 

Para la determinación de RNA en las muestras se tomaron 

alícuotas de 200 µl para testículo y 400 µl para epidídimo y 

se siguió el mismo procedimiento que en la curva estandar a 

partir del paso No.2. 

Se preparó un blanco con todos los reactivos, sustitu­

yendo el RNA por PCA 0.2 M, cuya lectura a 600-nm se restó a 

las lecturas obtenidas en la s muestras y estas se extrapolaron 

a la curva estandar, obteniéndose así la concentración de RNA 

en las muestras. 

La determinación de proteínas, tanto de homogenizado to-
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tal, como de sobrenadante, fué realizada de acuerdo al método 

de Biuret (32), el cual está basado en la formación de un co• 

plejo colorido con los enlaces peptídicos presentes en el me-

dio. Esta reacción sigue la ley de Lambert y Beer hasta con-

centraciones máximas de 800 ug de proteína. 

Re.a.ct{.vo6. -

Na OH 1 N (Merck) 

Solución de albúmina de suero 

bovino --- 20 mg/ml de la casa Hyland, 

preparada en NaOH 1 N que 

se utilizó como estandar 

Re.a.ct{.vo de Búv1.e-t. -

CuSo4 . SH 20 (Mal 1 inckrodt) 

NaKC
4

H4o
6

.4H
2

o (Backer) 

NaOH al 10 % (Merck) 

Agua destilada c.b.p. 

P'1.oc.e.c:Wnie.r1.to. -

l. 5 :} Disolver en 500 

6 H20 destilada 

300 mi 

1 ,000 mi 

mi 

1 . De ia solución estandar de proteínas (BSA 20 mg/ml), se 

tomaron alícuotas necesarias para obtener de 100 a 600 ug 

de prot eínas por sistema. 

2. Se completó e 1 vol úmen a 1 m l con Na OH 1 N 

3. Se adicionaron 3 ml del reactivo de Biuret a cada tubo 

4. Se dejó reposar durante una hora para que desarrollara 

el color 

S. Se preparó un blanco con todos los reactivos, sustituyendo 

la proteína por NaOH l N. 

6. Se leyó su O.O. a 540 nm en ~ ' espectrofotómetro. 
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En la figura 4 se presenta la curva estandar obtenida 

por este método para la cuantific a c ió n de proteínas. En las 

abscisas se grafica la concentración de proteínas en mg y en 

las ordenadas la D.O. La sensibilidad, reproducibilidad y 

especificidad del método fueron confirmadas al elaborar repe­

tidas veces la curva estandar . 

Para la determinación de las proteínas en las mue stras 

se tomaron las siguientes alícuotas: 

400 "1 de sobrenadante eoidídimo 

300 ul de sobrenadante de testículo 

300 ul de homogenizado de testículo 

300 wl de homogenizado de epidídimo, 

s e completaron a 1 ml con SaOH 1 ~ y se disolvieron a 37ºC 

durante 15 minutos en un Temp- block y se procedió en la misma 

forma que en la curva estandar a partir del pas o No.3. 

La lectura obtenida del bla~c o se re s tó a todas la s mues­

tras y se extrapoló el valor a la curva estandar, obteniéndose 

así la concentración de proteí na presente en cada muestra. 

Todas las determ i naciones ta nto de la curva estandar 

como de las muestras se llevaron a cabo po r duplicado. 

Ve.te 'tm01'1U6n de 
14 

C u 3 H. -

La detección de inc0rporación de precursores radioactivos 

en las muestras se llevó a cabo en un contador de centelleo Nu­

clear Chicago, poniendo las muestras en contacto con líquido de 

centelleo, registrándose las emisiones B del material radioacti­

vo en un fotomultiplicador, produciéndose una señal luminosa, la 

cual fué detectada y amplificada, registrándose en una escala el 
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número de emisiones por un tiempo determinado. 

Rea.c..ü.vo~ . -

Tolueno -------- Recién destilado (Bac ker ) 

Etanol -------- (Merck ) 

2. 5 diphenyloxasole 

(PPO ) ------- (Amersham/Sea rl e ) 

1, 4-bis [2- (4-

methyl - 5-phenyl-

oxazo 1y1)] Benceno 

(POPOP) (Nuclear Chicago) 

NCS (Amersham/Searle) 

V~epaJta.U.611 de .ea. mezc..lct de c.en-te-Ueo. -

Para un litro de solución se t omaron 600 ml de tolueno, 

40 0 ml de etanol, a los cuales se les adicionaron 2 g de PPO y 

0 .4 g de POPOP . 

P.~oc. edhn<.en-to. -

Se colocaron en los viales 100 ~1 de los homogenizados 

totales de testículo y epidídimo, los cuales se disolv i eron en 

~00 µl de NCS; 200 µl de RNA hidroli zado con KOH y 200 µl de las 

proteínas disueltas en NCS. 

A cada vial se le adicionaron 20 ml de la mezcla cente-

llante y se colocaron en el aparato para ser leídas dos veces 

durante 20 minutos cada muestra. 
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RESULTADOS 

Como se mencionó anteriormente, de todas las enzimas 

es tudiadas s e hizo un cuidadoso estudio cinético en cuanto a 

concentración óptima de sustratos, cofactores, pH y tempera­

tu ra para poder asegurar de que en todos los casos la enzima 

se encontraba e n condiciones óptimas y de que realmente se 

midió la velocidad inicial en cada una de las reacciones rea-

! i zadas. Para mayor seguridad todas las determinaciones se 

hici e ron por duplicado, utilizando voldmenes diferentes de so ­

brena<lante. Aquellos casos en que los resultados obtenidos en 

el c am bio de D. O. por este método no fueron directamente pro­

porcionales a la cantidad de s obrenadante usado, la determina­

ción s e repitió utiliz a ndo alícuotas menores. En la fig ura 5 

se presentan los resulta dos obtenidos al llevarse a cabo esta 

prueba de proporcionalidad de la concentración de la enzima, 

Jando camb io s equivalentes en la D.O. Se grafica en la s ab s ­

cisas µg de proteína, contra D.O . en las ordenadas. 

Ue e~ta manera, s e tiene la seguridad de que la en:ima 

se encuentra siemp re en condiciones óptimas y de que las varia­

cio nes obs ervadas fueron debidas realmente a cambios en la con­

cenrrac i ón efectiva de la en:ima. 

Se de sc riben a continuación algunos resultados de los 

estud i os previo s para obtener las condiciones óptimas bajo las 

cua l es se hicieron todas las determinaciones enzimáticas. 

En las figuras 6 , 7 y 8 se presentan las curvas obteni-

Jd Je acuerdo a la cinética de Michaelis-Menten para hexocinasa, 
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Fig.(6). Cinética enzimática obtenid.i ,,,,,¡ llcxocinasa, relacionando la con­
centración de glucosa en las di' dsas, contra la velocidad inicial 
(D.0./min.) en las ordenadas. La figura interna representa la ci­
nética de la enzima a concentraciones micromolares de glucosa. Se 
observa que la hexocinasa alcanza su V max. a partir de concentra­
ciones muy pequeñas de sustrato, mantenicndose ésta a con.-entr~8io­
ies .>levadas de glucosa (100 mM). El Km obtenido fué de 9.h X 10 M. 
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Cinética enzimática obtenida para fosfofructocinasa 

(Ff C), relacionando la concentración de adenosintri­

fosfato en las abscisas contra la velocidad inicial 

(D . J./min) en las ordenadas. La ffC alcanza su V 

máxima a co!'lcentraciones 0 .4 mM de sustrato. El Km 

obtenido fué de 50 x 10-
6 

M. 

[s] mM 
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Cinética enzimática obtenida para piruvatocinasa 

(PC) ~elacionando la concentración de fosfoenol­

pirúvico (PE?) en las abscisas, contra la velo­

cidad inicial (D.O./min) en las ordenadas. La 

velocidad máxima de la PC fué alcanzada a caneen-

traciones de 0.300 mM de sustrato. El Km obte­

nido fué 35 x 10-S M. 
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fosfofructocinasa y piruvatocinasa respectivamente, en donde se 

presentan las variaciones de la velocidad inicial (D.O./min) con 

respecto a las concentraciones de sustrato. En las figuras 9, 

10 y 11 se grafican las cinéticas enzimáticas expresadas de a­

cuerdo a la ecuación de Lineweaver-Burk, para HC, PC y FFC res-

pectivamente. En las abscisas se presenta el inverso de la con­
-1 centración de sustrato (mM) y en las ordenadas el inverso de la 

velocidad inicial (D.O./min)-l. 

Para la hexocinasa puede observarse que esta alcanza 

prácticamente su velocidad máxima desde concentraciones de 100 

~M de glucosa (Figura interna), conservando este valor a concen-

traciones 1,000 veces más elevadas de sustrato. El Km obtenido 

para la hexocinasa fué de 9.6 x 10· 6 M. Analizando estos datos, 

podemos pensar que la hexocinasa es una enzima con gran capacidad 

funcional, pues mantiene su máxima actividad en un rango muy am-

plio de concentración de sustrato. 

En cuanto a la fosfofructocinasa se puede observar que la 

concentración de ATP necesaria para alcanzar su velocidad máxima 

fué <le 0.4 mM obteniéndose un Km de SO x 10· 6 M. 

La piruvatocinasa presenta una cinética similar a las dos 

enzimas anteriores, alcanzando su velocidad máxima a una concen-

tración de 300 mM de fosfoenolpiruvato de sodio, obteniéndose un 

Km de 35 X 10· 6 M. 

Estudios similares fueron llevados a cabo para conocer 

las condiciones óptimas de pH y temperatura para cada reacción. 

Con los resultados de estos estudios se calcularon las 

condiciones óptimas de sustratos y cofactores necesarios para 

llevar a cabo en condiciones 6ptimas las reacciones enzimáticas. 
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En la figura 12 se muestra la función lineal obtenida 

por el graficador del aparato al llevarse a cabo las reacciones 

en:imáticas. De ellas se cal~uló la velocidad inicial de la 

reacción (generalmente 0-60 segundos después de iniciada la 

reacción) de acuerdo al cambio de D.0./minuto (óE). Puede 

observarse que antes de adicionar el iniciador de la reacción 

(ADP, ATP, etc) el cambio en D.O. es cero, dando como resulta­

do los puntos iniciales de la curva. El cambio en la D.O. se 

observa inmediátamente después de adicionar el iniciador de la 

reacción. 

Los cálculos necesarios para obtener las actividades 

en:imáticas expresadas en ~moles/mg de proteína/hora fueron 

realizados de acuerdo a la siguiente fórmula. 

donde: 

t.E X 60 X Vt X X D= Actividad específica 

6.22 

Vt 

A 

D 

A Prot 

cambio de D.O. por minuto, a 340 nm 

volfimen total de la celdilla 

alícuota de sobrenadante 

dilución del sobrenadante 

Prot concentración de proteínas en mg del sobrenadante 

coeficiente de extinción molar de NADH + H+ y 6.22 

FADH + H+ a 340 nm con un paso de luz de 1 cm 

60 = nfimero por el que se multiplica para obtener el 

resultado expresado por hora. 

Los resultados de las variaciones obtenidas en las acti-
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vidades de PC, FFC y HC a las diferentes horas después de admi­

nistrada la hormona, tanto en testículo como en epidídimo se 

graficaron en la figura 13. La actividad específica de cada en­

zima, e xpresadas en µmoles/mg proteína/hora, se presentan en las 

o rdenadas y en las abscisas el tiempo en horas después de la ad­

ministración de la hormona. Cada uno de los puntos en la figura 

re p re se nta el promedio de 4 o 5 casos ! la desviación estandar, 

e xcepto para la piruvatocinasa, donde fué necesario calcular el 

error estandar (e.s.) por haber presentado una desviación estan­

Jar muy grande. Las líne as continuas representan las activida­

des enzimáticas de testículo y las líneas punteadas corresponden 

a la s de epidídimo. 

Ana l iz ando las gráficas obtenidas de las actividades en­

:imáticas, a prime ra vista parecen presentarse dos hechos im­

portantes: 

lo. Que la hexocinasa es la enzima que presenta la más baja 

actividad, confirmándose el hecho de que es la enzima 

paso 1 imitante de la gl icól is is testicular y epididimaria, y 

2o. que, cambios estadísticamente significativos se presentan 

en las actividades enzimáticas de PC, HC y FFC, una hora 

después de haber sido administrada l a hormona . 

Haciendo un análisis más detallado e indivi dual de las 

curva s de cada enzima, se obse r va que la piruvatocinasa en el 

t es tículo p r esenta una tendencia a aumentar su ac tividad hasta 

las ~ horas después de inyectada la hormona, no así en epidídimo 

don de hay un a marcada elevación a la hor a y ésta tiende a volver 

a su val or normal a las 4 horas. 

~I 



Fis¡. 13 Activld•des cnzimátic•s de Piruv•to ci,..s• (PC); 

Fotfofructocin.u (FFC ; y Hexoci,..s• (HC ) , expresr 

d•s •n ,lllllC)l•s/1119 Protein•/hor• en los diferentes 

tiempo~ eespués de •dministr•da 1. hormona. 

Los trazos ---- corresponoen • testículo y los 

--------- • epidídilllO . 

PC 

ISO I ... ... ... 
14 ... .... .... ',_ I .. ..... 

::i: 130 I 
...... 
~ 
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..... 
1-

6 FFC o 
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:E-. ... --o s 
E ....... ____ --------- -- -· 

...... 4 
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~ HC 
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~---------2 

o 2 3 4 HRS. 

TIEMPO DESPUES DE ADMINISTRADA LA HORMONA 
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En cuanto a la fosfofructocinasa y la hexocinasa, vemos 

que el comportamiento de sus actividades, después de administra­

da la hormona, se ven afectadas en forma similar, presentándose 

a la hora una disminuci6n estadísticamente significativa, tanto 

en testículo como en epidídimo, manteniéndose estos valores hasta 

las 4 horas para hexocinsa (p<0.01), mientras que para fosfofruc­

tocinasa (p<0.05) sigue disminuyendo su actividad . 

ONA, RNA y p!t.otú.n.M. -

Para comprender en forma más adecuada el comportamiento 

en:imático, fué necesario determinar algunos parámetros bioquí­

micos relacionados con las actividades enzimáticas como son el 

DNA, RNA y proteínas. 

Los resultados obtenidos de las concentraciones de DNA, 

RNA y proteínas de testículo y epidídimo a las diferentes horas 

después de administrada la hormona luteotrófica, se presentan 

en la figura 14, expresándose en las ordenadas las concentracio­

nes en mg/gr de tejido fresco y en las abscisas el tiempo en 

horas considerándose el tiempo cero como control. Cada punto 

en la gráfica representa el promedio de 4 o 5 casos ~ la des­

viación estandar. Las líneas contínuas corresponden a testícu­

lo y las punteadas a epidídimo. 

Puede observarse claramente que los cambios significati­

vos en estos parámetros, en la misma forma que las actividades 

enzimáticas, se presentan a la hora después de haber sido admi­

nistradas a la hormona. 

Analizando en primer término las concentraciones de DNA, 

en el testículo se presenta una ligera disminución a la hora 
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después de administrada la hormona, volviendo a su concentración 

original a las 4 horas. Sin embargo el comportamiento del DNA 

en epidídimo es diferente, observándose una marcada elevación a 

la hora después de administrada la hormona, manteniéndose esta 

concentración a las 4 horas. 

En cuanto a las variaciones presentadas en las concentra-

ciones de RNA durante el experimento, se observa que en testículo 

éste presenta una disminución estadísticamente significativa 

(p<0.01) permaneciendo esta concentración hasta las 4 horas. En 

epidídimo la concentración de RNA se vé ligeramente aumentada a 

la hora después de administrada la hormona, conservándose este 

valor hasta las 4 horas. 

El cambio en la concentración de las proteínas aunque apa-

rentemente presentan una tendencia a aumentar después de una hora, 

al hacer un análisis estadístico de sus valores, se vió que este 

incremento no era significativo, por lo que se puede pensar que 

las proteínas no se ven afectadas por la presencia de la LH. per-

maneciendo constantes durante el experimento. 

La presencia de precursores marcados en cualquiera de las 

muestras seleccionadas fué detectada por el nGmero de cuentas por 

minuto (c.p.m.) obtenidas en el contador de centelleo en los ca­

nales A y C para c 14 y By C para H3 . De estas lecturas se cal­

cularon las relaciones A/C y B/C para isoleucina-c 14 y uridina-

H~ respectivamente. Estas relaciones fueron extrapoladas a cur-

vas de eficiencia de conteo obtenidas con soluciones estandar de 

( 14 3 d f 1 y H , con el fín de calcular el \ e e iciencia con e que 

fueron contadas estas muestras. Este cálculo nos permitió obte-



ner, al relacionar a 100\ de eficiencia, las desintegraciones 

por minuto (d.p.m.). 

Con el fin de determinar si la administración de los pre­

cursores fue la adecu ada o no, se determinó la presencia de es­

t os en el homogenizado total de testículo y de epidídimo. Nin­

guna r adiación procedente de uridina-H3 fué detectada en los ho­

mogeni:ados de testículo y epidídimo ni en el hidrolizado del 

RNA total aislado, lo que indica que dicho precursor no l le gó 

al testículo . Esto fué debido posiblemente, a que la uridina, 

siendo un precursor ampliamente utili zado por todo el organis­

mo, pudo ha ber sido absorbido y meta bolizado más rápidamente por 

otros tejidos, metabólicamente más activos, como por ejemplo el 

h ígado, evitándosele así su llegada al testículo. 

Los resultados obtenidos en los homogenizados de testí­

culo y epidídimo para is oleucina- c 14 , se presentan en la figura 

15, graficándose en las ordenadas el promedio ! la desviación 

e s tandar de las d.p.m. por órganos totales y en las abscisas el 

tiempo en horas después de administrada la hormona. Se puede 

observar que en el testícul o se presenta un aumento en el número 

de d .p . m. en el transcurso del expe r imento; sin embargo, este 

aumento unicamente es estadísticamente significativo a las 4 

horas (p<0.01) después de inyectada la hormona. El papel que 

la hormona desempeñe en este incre mento, requiere de un estudio 

mucho más pormenorizado a fín de delucidar el mecanismo por el 

cual se efectúa éste, o se facilita la permeabilidad o concen-

tración de este sustrato. 

Para epidídimo se presenta una disminución progresiva en 

la cantidad de d.p.m. hasta las 4 horas, pero esta disminución 
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no es significativa estadísticamente. 

En las proteínas aisladas y solubilizadas en NCS no se 

detectaron radiaciones procedentes de isoleucina-c 14 que nos 

hablaran de su incorporaci6n a proteínas. 

L · d · 1 · c14 h · d i a presencia e iso euc1na- en omogen1za o tota y 

la ausencia de ésta en proteínas solubilizadas en NCS, nos han 

llevado a pensar que el aminoácido lleg6 al testículo y epidí-

dimo, permaneciendo en la poza de aminoácidos sin haber una 

incorporaci6n a proteínas. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

A pesar de la intensa investigación realizada en las 

filtimas décadas, los procesos involucrados en la espermatogé­

nesis y sus mecanismos de regulación permanecen insuficiente­

mente conocidos. Una de las principales dificultades para su 

investigación radica en la falta de utilización de marcadores 

que caractericen, rápida, efica: y sencillamente a lo s diferen· 

tes pasos de la maduración germinal. La espermatcgénes is es 

un proceso largo y elaborado que inclu ye varias clases de dis­

tintas células ·- que a su ve: pueden ser de distintos tipos 

las cuales coexisten en el testículc de una manera que no es 

fácil de determinar a partir de cortes histológicos. 5 1 a esto 

se agrega que la distinción entre unas y otras especie s celula­

res es a veces imposible, se podrá estimar la dificultad deba· 

sar en la pura imágen visual, conclusiones sobre la es re r~ato­

géne s is, y de que sea indi~~ensable el contar con tra:adores 

bioquímicos específicos. 

Se ha postulado que la diferenciación celular, en cada 

segmento dado del epitelio seminífero, se haya controlada por 

un mecanismo regulador en el cual la actividad secretora de 

las células de Sertoli desempeñan un papel muy importante 

(Jo hn sen , 1 9 6 4 ) ( 3 4 ) . 

Dos tipos de mecanismos de control podrím ser sugeridos: 

a) La producción de hormonas específicas por las 

células de Sertoli, y 

b) la producción de un mecanismo de retroalimentación 

intratubular a nivel celular. 
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El primer mecanismo estaría basado en la observación 

de que existe una relación muy íntima entre la espermatogéne­

sis y la secreción de gonadotrofinas, habiéndose demostrado 

que fallas en el proceso de la espermatogénesis se acompañan 

de cambios hipofisiarios semejantes a los observados post­

castración y de aumento en los niveles periféricos de gonado­

trofinas . 

La hipótesis más adecuada es la de la existencia de una 

hormona, "la inhibina", propuesta por Johnsen en 1970 (35), en 

la cual él plantea una inhibición endócrina de la hipófisis, 

existiendo un mecanismo real de retro-regulación hormonal de 

manera que durante la espermatogénesis se libera una substancia 

que deprime la producción de la hormona folículo estimulante 

(HFE) . Johnsen también propone que el estimulante de la es-

permatogénesis es la HFE que penetra a los tubulos. Puesto que 

el inhibidor de la secreción de HFE es probablemente un estró­

geno, producido por las células de Leydig, la estimulación pre­

via de esta células por la HL es indispensable. Aisladamente 

las células de Sertoli tienen una producción mínima del inhibi­

dor de la HFE y requieren del contacto de células germinales 

maduras, sea exclusivamente a través de modificaciones estruc­

turales, o tal vez por la fagocitosis del llamado cuerpo resi­

dual. El factor regulador final sería pues, el número de esper­

matozoides producidos por unidad de tiempo. 

Basados en los resultados obtenidos por la medición his­

toquímica y con microscopía ·electrónica de la actividad de en­

zimas hidrolíticas en el testículo durante la espermatogénesis, 

Posalaki y Col (1968) (36) postulan la hipótesis de que existe 

so 



una interacci6n estrecha entre las células de Sertoli y las esper­

mátides, lo cual podría reflejar la presencia de un mecanismo de 

retroregulaci6n in situ, a nivel tubular, que controlara la esper­

matogénesis. 

Debido a la importancia que la glic61isis tiene para el 

testículo, se ha considerado de particular interés el estudio del 

comportamiento de las enzimas involucradas en esta vía metab6lica. 

Así Blanco y Zinkham en 1963 y Goldberg en 1963 (37, 38) han demos­

trado que el testículo presenta una forma de deshidrogenasa l áctica 

(DHL) electroforética y cinéticamente específica, la cual ha sido 

llamada isoenzima DHL-X. En la rata, que posee dos bandas electro­

foréticas de la DHL-X, estas isoenzimas aparecen entre los 20 y 

los 30 días de edad, lo cual corresponde a la aparición de las cé­

lulas de Leydig y a la maduraci6n de los espermatocitos primarios. 

Sin embargo su papel fisiológico dentro de la espermatogénesis no 

se ha podido determinar, debido posiblemente a la posición metab6-

lica terminal del ácido láctico y de la DHL. 

Rosado (19) presenta la evidencia de que otras enzimas del 

esquema glicolítico, tales como la hexocinasa, aldolasa, piruvato­

cinasa en el espermatozoide o testículo de varias especies, presen­

tan caracteres cinéticos o movilidad electroforética distintos de 

los señalados para las mismas enzimas en otros tejidos, lo cual 

podría considerarse como demostraciones de la existencia de múl­

tiples isoenzimas específicas de los espermatozoides y testículo 

en la vía de Embden-Meyerhoff. 

Siendo la hexocinasa la primera enzima de la vía glicolíti­

ca, se le ha considerado de particular interés por ser la enzima 

paso-limitante de la glic6lisis testicular y epididimaria, hecho 
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que se confirma al observar los resultados de las actividades 

enzimáticas que hemos obtenido (Fig. 13), donde la hexocinasa 

presenta la más baja actividad. Si además se toma en cuenta 

el requerimiento indispensable de glucosa para la síntesis de 

proteínas de las células espermatogénicas más avanzadas que el 

espermatocito primario (Davis y Firlit, 1963) ( 39 ) se compren­

derá la importancia del hallazgo de la isoenzima de la hexoci­

nasa específica de testículo (ST ) (Katzen, 1967) (18 ) , (Rosado, 

196 9) ( 40) que ha sido tamb ién demostrada en el espermatozoide 

humano (Rosado, 1970) (19) y de la rata (Sosa y Col, 1972) (21). 

La importancia y la trascendencia de esta isoen:ima en 

los procesos de diferenciación y adaptación metabólica origina­

ron estudios de su ritmo circadiano v sobre la correlación entre 

su aparición o desaparición y la presencia de estirpes celulares 

específicas en el testículo. 

En el testículo en desarrollo, la presencia de la hexoci­

nasa ST empieza a ser observada alrededor de los 20 días de 

edad, y coincide con la aparición de espermatocitos de segundo 

órden. Su actividad a partir de este momento, se vé aumentada 

conforme el número de células espermatogénicas de etapas más 

avan:adas es incrementado (21) . 

En el testículo criptorquídico y en el tratado con es­

tradiol, la misma reciprocidad puede ser establecida al corre­

lacionar los patrones electroforéticos con las imágenes histo­

lógicas obtenidas. Pudo ser observado que su desaparición con­

cuerda con la ausencia de espermatocitos de segundo órden a pe­

sar de que células germinales inferiores a esta etapa aún están 

presentes ~Sosa y Col 1971) (41). 
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Los datos anteriores han permitido postular (Zl) que la pre­

sencia de la isoenzima ST de la hexocinasa, podría explicar el 

porqué las células germinales más avanzadas que el espermatocito 

primario dependen de la presencia de la glucosa para realizar ade­

cuadamente su metabolismo energético y particularmente la sínte­

sis de proteínas (39). 

Es interesante senalar que un cambio análogo al encontrado 

por Sosa y Col es observado en la actividad de la enzima 17-hidro­

xiesteroide deshidrogenasa (!nano y Tamaoki, 1966; !nano y Tamao­

ki, 1967) (42, 43), la enzima que cataliza la síntesis de testos­

terona a partir de androstenediona en el tejido intersticial del 

testículo de la rata. Esta enzima aparece entre los días 20-30 

de edad de la rata, aumenta proporcionalmente su actividad hasta 

el día 40 y posteriormente aumenta rápidamente hasta el día 60. 

La elevación de esta actividad, junto a la progresiva disminución 

de la s actividades enzimáticas relacionadas con el catabolismo de 

la testosterona, permiten en la rata en desa rrollo una eficiente 

sín t esis de testosterona. 

Así, es posible especu lar que la síntesis eficiente de tes­

to ste rona puede ser correlacionada con la inducc ión de la activi­

dad de la hexocinasa específica de testículo. 

Sosa y Col, 1972 han reportado que la actividad de la hexo­

cinasa presenta un ritmo circadiano perfectamente definido, con 

picos máximos a las 10 y 18 horas, que al ser correlacionado con 

las variaciones r epor t adas en la liberaci ón de gonadotrofinas, 

dieron origen a la elaboración de este trabajo, sugiriéndose la 

participación de la HL en este ritmo metabólico a través de la 

estimul ación de la síntesis de RNA y proteínas; a través de su in-
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fluencia sobre la eliminación de los espermatozoides de las cé­

lulas de Sertoli, llamada espermiación (Vitale-Calpe y Burgos ) 

( 44, 45 ) , puest o que una acción directa de esta hormona sobre la 

actividad enzimática ha sido excluída (B rown y Col, 196 6) (47); 

o también por una influencia indirecta mediante l a síntesis dP. 

testosterona. 

Al tratar de elucidar en este traba30 la participación de 

la hormona luteotró fica en el metabolismo testicular especial ­

mente sobre la vía glicolítica, se observó que el comportamient o 

de la piruvato cinasa, después de administrada la hormona, sugie­

re la inducción del fenómeno de espermiación producido por la pre­

sencia de la HL, en el cual se efectúa el paso de espermatozoides 

a epi dídi mo debido a la contracción de la cápsula testicular, pro­

vocando que la actividad en:imltica estuviera mis elevada en epi­

dídimo que en testículo. Sin embargo esta hipóte sis no correla­

cionó con el c omp ortamiento de las acti\·idades enzimáticas de fos­

f ofructocinasa y hex oci nasa, las cuales p resentaron una disminu­

ción tanto en testículo como en epidídimo una hora después de ha­

ber sido administrada la hormona,manteniéndose en ese valor hasta 

4 horas después de la aplicación de la gonadotrofina. 

Si la presencia de la HL desencadenó la espermiación, el es­

tudio del contenido de DNA y RNA en testículo y en epid ídi mo duran­

te el experimento deben reflejar el paso de células de un órgano 

al otro, además de ciertas características que nos ayuden a confir­

mar si este hecho ha sido realmente efectuado. 

Analizando los resultados obtenidos en la concentración de 

DSA y RNA después de administrada la hormona, vemos que efectiva­

mente concuerdan con un fenómeno de espermiación, donde existe una 
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marcada elevación del contenido de DNA en epidídimo y una ligera 

disminución en testículo a la hora después de inyectada la HL. 

En forma similar el RNA presentó el mismo comportamiento habiendo 

una disminución en el testículo a la hora y un ligero aumento en 

epidídimo. 

Dewsbury (1970) (46) ha mostrado que la copulación se lleva 

a cabo tan pronto como obscurece. Es sabido que la copulación 

produce una liberación de HL y que los niveles periféricos de esta 

hormona son más altos durante los períodos de copulación (Taleis­

nik, Caligaris y Astrada . 1966) (48). La disminución de la acti­

vidad de la hexocinasa, la cual ocurre durante el período de obs­

curidad (Sosa y Col, 1972) (22), puede ser debido a un fenómeno de 

espermiación inducido por los altos niveles de HL (Vitale-Calpe, 

¡ g -o) (44, 45) más que una acción inhibitoria de esta hormona en 

la actividad de hexocinasa. 

El hecho de haber realizado en este trabajo la determinación 

de actividades enzimáticas en presencia directa de la HL sin ob­

se rvar se modificación alguna en la actividad, descarta Ja posibi­

lidad de una acción dir e cta sobre la actividad e n:imática, confir­

má ndos e la idea de Brown y Col, 1966 (47). 

Si n embargo, durante nuestro experimento observamos que las 

actividades enzimáticas de fosfofructocinasa y hexocinasa se ven 

disminuidas tanto en testículo como en epidídimo, una hora después 

de administrada la hormona. 

La marcada disminución en el contenido de R~A testicular, la 

cual es mayor que el aumento en epidídimo (Fig.14) nos ha hecho 

pens ar e n un po sib le efecto inhibitori o específico, directo o indi­

recto, de la HL a nivel de síntesis de RNA, el cual podría afectar 
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específicamente las actividades enzimáticas de FFC y HC, pudién­

dose explicar así la disminución de su actividad durante el ex­

perimento tanto en testículo como en epidídimo. 

El no haber encontrado precursor radioactivo incorporado 

a proteína, a pesar de haberse detectado un incremento estadís­

ticamente significativo en el contenido de material radioactivo 

en testículo (Fig.15), explica en parte el comportamiento de las 

proteínas durante el experimento, las cuales permanecen práctica­

mente constantes. Esta evidencia nos ha hecho pensar que efecti­

vamente se trata de un fenómeno inhibitorio, posiblemente a nivel 

de R:'\A. 

Se puede concluir que las variaciones observadas en los 

parámetros observados se deben a un fenómeno de espermiació~ 

por influencia directa de la HL o indirecta de la misma, posible­

mente vía síntesis de testosterona, manifestándose mediante una 

inhibición a nivel de síntesis de RNA y por lo tanto de proteí­

nas tales como hexocinasa, fosfofructocinasa y otras no medidas. 

Todas las enzimas específicas de testículo, cuya información 

genética parece activarse en momentos claves de la diferenciación 

espermatogénica, pueden ser utilizadas como marcadores bioquímicos 

en el estudio del desarrollo de la espermatogénesis, así para 

precisar el punto en que este evento se detiene en los procesos 

patológicos o bajo tratamientos quimioterápicos o medicamentos 

específicos; así mismo ofrecen un sistema invariable para el estu­

dio de las transiciones hormono-dependientes de la espermatogénesis 

de sus mecanismos específicos de acción. 
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