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| RESUMEN

La actividad de arginasa ha sido deiectada en el espermatozoide de los
mamiferos, Sin embargo su funcidn an estas células es desconocida, En este
frabajo se estudid la distribucidn de la arginasa en espermatozoides de borrego,
obtenidos de la cabeza, del cuerpo y da la cola dal apididimo, wutifizanda
anticuerpos policlonales anti-arginasa de higado de bovino por medio d2 una
bécnica indinecta de inmunopercoadasa. Por esta 1écnica se detecio la presencia
de arginasa en el flagelo, el acrosoma y la regedn ecuaiorial en los
espermatozoides de la cabeza dal epididimo, En las células esparmaticas dal
cuefpo del epididimo se delecto en el flagelo v &l acrosoma, v €n 1as muesiras de
cola del epididimo sa localizo en flagelo, acrosoma, v region posacrosomal La
presencia de la erginasa en el espermatozoede y su distnbucion en las células
provenientes de las diferentes fracciones del epididimo sugeers que esta probeina
al igual gue olras presentes an el espermatazoide sulre un reacomodo durante su
frdnsito por e epididimo, sungue su funcidn en estas células siga siendo
desconocida, probablemente facilita al igual que en ofros tejidos |a disponibilidad
de omilina para la bosinles:s de poliamenas, ya que la presencia de estas
moléculas an al esparmalozaide ha sido reporiada y principalmente la asparmina
presenta un palrdn de distribucion en el espermalozoide de borrego similar al
enconfrado en eslte frabao para la arginasa. Las poliaminas posiblements
participan an los procescs de movilidad espermatica & través de la mediacidn de
la fosforilacion de la tubulina dependiente da AMPC enlre obros procesos



Il INTRODUCCION.

Desde el afoc de 1884 Richel mencionaba la existencia de la aclividad de
arginasa (L-argimina amidinohidrolasa, E.C.3.5.3.1), cuya funcidn es catalizar la
hidrdlisis de L-arginina a L-omitina v urea, Fig.1.; pesteniorments fue descubera
por Kosel y Dakin en 1804, En principio, esta actividad se detectd en el higado de
los mamiferocs, describiéndose como & enzima terminal del cxclo de |8 urea segun
H.A Krebs en 1332 (1) En 1841 Vincent encontrd aclividad de arginasa en el
suero sanguinea humano (2], hecho gue condujo a la medicidn de la aclividad de
esla enmima en tejidos diferenies al hepabico, los cuales combenen res de las
cinto anzimas del cicle d@ la urea, perg préesantan una mence acthvidad de
arginasa gue en higado. La funcidn principal y megor conocida de le arginasa es la
gue realiza deniro del ciclo de la urea, mecanismo que tiene lugar en el higado de
erganismos whactdlicos (agquelios gue excretan el nilndgens aminico en farma de
waa). (3]

Ademas de la funcién hepatica, la actividad de arginess esta asociads con la
regulacidn de diversos procesos celulares Esta enzima e encuenitra en
dferenles lejidos de los mamiferos y an otros sistemas vivientes (granos en
garminacion, levaduras, cienos mohos y baclerias), 1o que constituye un indicativa
da que su prasencia s esancial para la realizacion de los procesos basicos da la
fumcson celular A la arg:nasa  distribuide ampliamenie an los  lejidos
extrahepaticos, se la airibuye k& funcidn principal de facilitar la disponibilidad de
orniting necesaria para ka biesintesis de prolina, gutamalto y poliaminas. (3).

Arginasa
L-argining Denitina
Uraa
Fig. 1. Hidrdlisis del aminoacido L-arginina catalizada por la arginasa.



Il GEMERALIDADES.

La mayor parte de las propiedades de la arginasa se han estudiado an animalas
de experimeniaciin. En [as ratas se ha delectado la actividad de arginasa en el
intasting delgads (18,19) &l pulmdn v ol cerebro (20,21], la tircides (22), el baro,
&l corazon, la piel, el misculo esguelético y la glandula submaxilar (20), el
péancreas (20-23), el rifdn (23 24), la gléndula mamaria lactante (25-27), el dlero
(28), slc. Las actividades de esta erzima an diferentes tejpdos de rata se reswmean
an la takla 1

Como 52 pusde apreciar, en el epididimo de las retas adultas existe una actividad
de arginasa significativamente alts en comparachin con obros lejidos (29), En los
ratones la enzima Se ha localizado en la epidermis (30), &l cerebro (31) y ofros
tmjidos

Otros mamiferos en los que la actividad de |a arginasa ha sido esiudiada son log
bovinos [34-39), las cabras (40), y los conejos (41)

En & humano se ha demosirado aclividad de arginasa en &l rfan (42), ka
placenta (43-44) la sangre (45) el corazdn (46) los erirociios (47 48) los
linfocitas y los granuliocilos de leucémicos (49) en lineas de células tumorales en
cultiva (S0}, 8n el susro, tanto en personas sanas (57,52), como en pacientes con
enfermadades hepaticas [53-54), y olros padecimienios diversos (55,585 8)

En los animalas, la arginasa existe an |a fraccidn soluble del citoplasma y ademas
en as diversas estruciuras cedulares: milocondnas, isosomas, aparaio de Golgi,
can grandes posibdidades de que tambadn & encusntre en al nucleo de la calula
(4}



Tejidos normales

Arginasa (unidades/g de tejido)

Higado

Glandula submaxilar
Intestino delgado
Epididimo

Pancreas

Duodeno

Rifén

Colon

Pulmoén

Cerebro

Piel

Timo

Bazo

Suprarenales
Corazdn

Musculo esquelético

2545.0 356.0 (*)
170.0 15.0
129.0 21.0
125.0 11.0
103.0 9.0
85.0 20.0
56.5 7.0
7.0 5.7
54 1.9
25 0.5
18 0.3
19 (™
1.1. 0.2
0.7 (™
0.6 0.03
0.4 0.3

" SD.
(**) Dato unico

Tabla1. Actividad de arginasa en diferentes tejidos de la rata adulta (29).

Unidad - Es la cantidad de enzima que puede convertir 1 umol de L-arginina a L-ornitina

v urca por minuto a un pH de 9.5 a37°C.




CARACTERISTICAS DE LA ARGINASA

La arginasa del higado de |a rafa fene una estructura oligoméddica, es un
tetramers que consiste en cuatro mondmeros, cada uno de los cuales tiene un
peso molecular de 30 000 a 40 00D daliones y un iGn manganeso (M)
intimamente ligado (63)

Esta enzima hidroliza ursones C-N no peptidicas y tiene afinidad por el susirato
L-arginina, &l cual convierte & L-orifing v urea; pero no a los isdmaeros D-arginina
y L-hamoarginina Los ghupos carboxila y guaniding libres da la molécula de
arginina SON Mecasanos para su actividad, um gran nomess g8 susiratos
partadores da wn resto guanidinico sustituido han sido ensayados para establecar
la especificidad de la arginasa; los derivades monosustituides no pueden ser
sustralos de la arginasa sino cumplen la siguiente condicsdn: Tener en &l grupo
guanidinico un radical NH libre y wn carboxilo asociado 8 un grupo NH; o un OH
on alfa. (3).

La arginasa es estabilizada por diversos iones meldlicos como Mn, Co y Ni, ¥ a5
imhibida por al An, EDTA, al igual que por ciertos amenoacidos como! hising,
orniting, saring, etc, (4],

Los iones Cu+, Hg+ y Ag+ destruyen la activided de la enzima en pare por
precipitacidn de esia (10},

S& han identicado diversas formas moleculares de la arginesa, es decir
isoenzimas, las cuales presentan diferencias en algunas de sus propiedades
basicas coma por ejempha; movilidad electroforética, sclubilizacion, sensibilidad al
calor, pH dptimo

La caracterizacidn de esias isoonzimas se ha venido realizando a travas de los
anos con el proposiio de entender la relaciin gue exisie enire sus propiedades
bioguimicas y la funcidn de cada forma



La evidencia ndica que las isoenomas son wlilizadas para la direccion de
metabolifes a lo largo de nitas metabolicas especificas (42) También pusden
terer una determinada funcidn catalitica conferida a wna estructura o
comportamianie calular. Desde su descubrimiento, estas maoléculas han sido
relacicnadas con la diferenciacion de lejidos (3) Por otra parie, se& puede
considerar la posibilidad de que algunas iscenzimas sean proleinas vestigiales,
remananies da la avolucian genatica (57).

En la tabla 2 =& muesiran algunas propiedades de las arginasas aisladas de
diferentes fuentes

La arginasa mer caracierizada es la obtenida de higado de rata. Esta enzima
fignen un peso molecular de 120 000 daltones y un pH Aplemo alrededor de
8.5{27), tiene la propiedad de no ser faciimente desnaturalizada por dcido, e
ratamiento con EDTA occasiona su inhsbicidn por la remacion del Mr++ La
infibecion pueda ser revartida con la adicion de ionas Mn++ (35)

El rango de pH dptimo para las isoenzimas de arginasa asia entre 9.3 8 10 en
presencia de Mn o Co, mientras que cuando hay una mezcla de los dos iones s
de85a90(4)

Su punto isoeldcinco es de 4.05 (58)

2]



Animal Tejido P.M. (Da) pH Optimo Km arginina
(mM)
Rata Higado 120 000 0-10.6 (59) 2.4 (59)
142 000 6.8 (60)
(59)
Rata Rifién 120 000(19) | 7.5y 9.3(19) 18.00 (60)
Rata Intestino 120 000 (19) 10 (19) 19.00 (19)
Caballo Higado 138 000 (57) - 7.0 (61)
Conejo Higado 138 000 (47) --- 1.40 (47)
Oveja Higado - --- 08-28(62)
Vaca Higado 115 000 9.5-10-5 (62) 10.80 (62)
120 000 (62)

Tabla 2. Comparacion de algunas propiedades entre diferentes isoenzimas de la

arginasa.




L-ARGININA

La L-argining o dcido alfa amino-gama guanidin-valeridnico, es un aminodcido
diaming monocarbaxilico, y anfra dentra da la categoria de semi-ndispensables
para los mamiferos y las aves, va que aun cuando o simtetizan, no ko hacen an
cantidades suficientes para cubrir todos los regquerimientos del arganismo, por o
gue as necesario qua ko ingiaran en su deta, sobre todo en |as etapas lempranas
ded cesarrolko para sostener |a simtesis activa de profeines y para |a realizacidn
de mditiples procescs biogquimicas v fisioldgicos. Algunos estudios muesiran qua
una diata pobra an anginina ocasiona problemas an el crecimiento y an el hombea
dificulta la& espermaiogénesis (4,59) Este aminoacido sigue varios deslinos
metabdlicos por 0 gue sus niveles plasmabicos pueden detectarss bajos en wn
momanto dado. Algunos drganos v tejidos puaden requerir de un mayor aporte da
L-arginina por las funciones gue desempafan, tal es el caso del higado y del
péncreas (Fig.3).

ia



CICLO DE LA UREA

SINTESIS DE FOSFAGENOS SINTESIS DE POLIAMINAS
Y CREATININA

L-ARGININA
SINTESIS DE PROTEINAS ACIDO GAMA

AMINOBUTIRICO

Y

L-GLUTAMATO
L-PROLINA GLUCONEOGENESIS
COLAGENA

Fig.2 Diferentes vias metabdlicas que sigue la L-arginina.
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METABOLISMO DE L-ARGININA

El metabolismo de la arginina discurre por dos mecanismos escenciales, los
cuales son a menudo complementarios.

1.- Hidrdlisis enzimatica. Que conduce a la formacion de ornitina y urea. (Ciclo de
la urea) (Fig. 4).

2.- Desaminacién oxidativa. Que conserva el radical guanidinico y hace posible su

utilizacién en la sintesis de creatina.

NH, CO,

1 l 2ATP
Carbamilfosfato

Urea Ornitina
3

Omnitina Citrulina

/

1.-Carbamilfosfato sintasa Arginino succinato
2.-Ornitina transcarbamilasa

3.-Arginino succinato sintasa

4.-Arginino succinasa

5.-Arginasa

Figura 4. Ciclo de la urea y enzimas involucradas




ESPERMATOZOIDE.

Los esparmatozoides son las células sexuales masculings que contienan ka milad
de la infarmacidn requenda para dar ongen a un nuevo sar, dicha informacson se
complameanta cuando asta calila sa une al dvulo.

Eslas células se forman deniro de los Wibulos seminiferos de los testiculos, el
apitelio gue recubre @sios 1Gbukos esta formado por dos tipos de células basicas:
las células de Serioli de sostén v las calulas germinales en desamolio. Las células
germinales gue descansan adyacentes al fondo o limile externo del WWbulo, se
llaman espermatogonias.

Estas células se dividen vanas veces para producir las celulas especializadas que
forman a bos espermalozoldes

Esta divisidn celular, gue reduce el contenido de cromosomas de las células a la
mitad da las oblulas somdbicas, ocwrme durante 3 espermalogénesis (63)

ESPERMATOGENESIS

Como su nombre lo indica | este proceso significa la creacidn de |os
espermalozoides, Se inicia a partir de las esparmatogonias, en malidad axisban
distintos tipos de estas células, |as cuales solo pueden distinguirse por el aspecio
de su nidcleo, La espermatogonia de tipo A es de ndcleo liso, la cual daspuas da
varias divisiones da luger a células de nicleo costroso, demominadas
espermatogonas de tipo B. La ltima milosis de esias espermalogonias, da ongen
a los espermatociios primanios, 1os cuales sufran la division meidlica, después de
la cual cada una de las células higs conmserva Uunicamente la milad de los
cromosomas de |a célula madre
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Esta reduccidn cromosdmaeca parmibe la sobravivencia de la especie, dado que al
fusionarse el espermaiozosde con &l dvulo, que también ha sufrido una reduccion
gimilar, permite nuevarmenie restablecer la cantidad cromosdmica inicial

Después da la divisidn las células hias loman al nombre de espermatociios
secundarios, cuya vida es muy efimera ya gue dura epenas unas horas,
dividiéndose posteriormente y dando lugar en la dltima de ellas a las
esparmatides. Estas calulas son las gua finalmanta sin division alguna, pera si a
través da modificaciones y transformaciones morfoldgicas, dan lugar & los
espermatozoides. Este paso se conoce con el nombre de espermiogénesis o
esparmicielicsis

En al carmars s ha delerminads que o |apso de bempo transcurmido desde la
primera divisidn de los esparmatocitos primarnios, hasta la liberacion de los
espermatozoides es de aproximadamenta 28 dias y la espermeogénesis s de 14
@ 18 dias (58], Para delermenar e5i0s tiempos se han usado sdtopos radioactivos
para marcar al DMA, los mas usados sonel Hyel P

Las hormonas hipofisiarias son las encargadeas de aciuar sobre el testiculo &
efecio de iniciar y maniener la espermatogénasis

La hormona luteineante (LH) estimula a las células de Leydig para que secrelen
lestosterona, la cusl estimula & los lubulos seminifercs v a las glandulas
BCCHSONAs, para que produzcan el plasma seminal,

La hofmana foliculo estimulante (FSH) estimula 8 |as células de Sertoli; ya gue sin
este eslimulo no ocurre la transformacion de espermatides en espermatozoides
Las células de Sertoli también secrefan una proleina fijadora de andrdgenas, que
fijla tanmto teslosierona como esirbgencs y |03 pone a disposicdn del
espermatozoide en maduracson (3,58),( Fig. 5).



iog Espermatogonia A;
_Q,,.,_Q_) Espermatogonia A,

“0>®) Espermatogonia A,
{akoXoxa) Espermatogonia A,
',-:l' R

"-'3’ oo Voo a ,
Lo o m Iy, v  Espermatogonia

.

BHEESR Sl aSE B
- L)

m\@%@ Espermatocitos Primarios

% i "

Fig. 5. Diagrama de |la espermatogénesis del borrego (76)




TRANSPORTE A TRAVES DEL ERIDIDIMO

Los espermalozoides lesticulares se transportan de los lesticulos a través de un
conducio conwoluto conocido como epididimo. El cual, no solo fransporta los
espermalozoides distalmenie desde los testiculos hasta el vaso deferente, sino
gue durante dicho irdnsito esios sufren un proceso de maduracsin en el cual
obtienen la capacidad para sostener la movilidad y se vuelven firtiles. Ademds,
este condwcio funciona como almacén para eslas calulas (63).

El peso de los espermalozoides & través del epididimo depende de las
contracciones realizadas en la pared del conducto. @l liempo de rdnsito estd en
funcion de |la especia, por ejemplo; an el conajo es de 1 dia, de & a B en la rala,
11 dias en el loro ¥ 13 dias en el carnero (3,63, 64)

Anatomicamente al epididimo $e encusnbra dividido en ires Zonas cabeza, cUmpo
y cola.

Los espermalozaides inmaduros gue provienan de los ilbulos seminiferos auben
por los vasos eferenies a la cabeza del epididimo, para su maduracidn atraviasan
el cuerpo hasta gque llegan a la cola, en esta zona s2 encuentram los
espermatozoides moviles y fériiles, los cuales junio con |la secrecidn epididimal
pasan a los vasos deferentes, en donde s& mezclan con las secreciones de las
gléndulas accesonias (vesicula seminal, bulboureirales y prdstata), para de esta
manera formar el samen, el cual es eyaculado duranie & acio sexual (Fig. &),



Conductillo Eferente

Cuerpo del Epididimo
Red Testicular

Conducto Eferente
Lébulo con Tubulos

Seminiferos

Cola del Epididimo

Fig. 6. Representacion esquematica del epididimo (76).
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ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE

Desde al punto de vista morfoldgico, of espermatozoide de mamifenos se divide en
dos parles cabeza y cola; ésta Uitima a su vez s8 encuentra dividida an ofras
cuatro fracciones: cuello, plera media, pieza principal y pieza terminal. Fig. 7

CABEZA
Esta formada por dos partes, el nicleo y &l acrosoma,
El ndcleo tene forma oval y aplanada, conbiene cromatina allamenta compaciada,
que esta protegida por una membrana, se compone casi iotalmente de DMA
complatdndose con profainas nucleares especificas llamadas hisionas, El numeng
de cromosomas de estas células es la mitad del de las células somalicas de la
MiSTa espacie
Las das lerceras paries de la cabsza, estén cubierias par un capuchon llamado
acrosoma. Esta estructura contiene sustancias hidroliticas, tales como: hidrolasas
acadas, lipoglicoproteinas y  hialuronidasas, las cuales esian intimamente
relaconadas con el proceso de fecundacidn, ya gue ayedan a8 disolver & zona
pelucsda del dvulo

COLA

La cola es el elemento locomoinz por excelencia

a) Cuelle. Tiene un micromélro de largo, v contiene al ceniriclo proximal En su
unitn con la cabeza se onginan 20 mindsculas fibras (filamento axial) que se
agrupan formando dos andllos concéntricos de nueve fibras cada uno, que
anvualvan a su vaz otras dos fibras centrales gue s prolongan hasta la pieza
final y |2 dan estructura formando el verdaderos esguelslo de |8 cole. Las dos
fibras centrabes s& prolongan &an mas y lerminan en ka pieza final. El relaamianto
y la contraccidn de e81as fibras &% |o gue produce el caracteristico movimeenio de
latego que permile & avance de la célula.



bi Peeza media. Tiene de 8 a 10 micrométros de largo ¢ esla constifuida por el
filamento axial, feniendo cerca de su unmidn con la pieza principal @l centriolo
terminal, &l gue =& l& alrbuye |a funcion de coordinar |la secuencia de
coaniraccionas de sus fibnillas.

El filamemnio axial en su recorrido @ través de |a pieza media esta emuelo por una
banda sspiral doble, que bien pudiera significar la fuente de energia para la
movilidad de las fibras. En la pieza media se encueniran las mitocondrias, las
cuales confienan el sislema enzimatico oxidalivo necesano para producir ATP
gue &5 ulllizago para oblener energla para la movilidad.

) Picza principal. Esta formada por las 20 fibras del filamento axial (cada vezr mas
finas) y rodeada a partir del centricko ferminal por una triple banda en espiral
Todo el flamento axial, desde el cuello hasta la pleza terminal esla encerrado en
una vaina de naturaleza lipoproteica. La pieza lerminal esta integrada solamente
por las fibras sin banda espiral ¥ sin vaina (76]

La presencia de aclividad de arginasa en el espermaloroide ha sido delectada
por varios aulores (37), pero hasta el momente no se ha realizado ningdn trabaijo
para determinar su ubicacidn en esias células.



Acrosoma
Crotnatina Granular
Cabeza
Metnhrana Externa
I'ﬂembriana Anular
Centriolo progimal
Fibrilas Exteriores Cuello
Banda Espiral Doble
' Pieza Media
Centriolo Terminal
Pieza Principal
Cola Pieza Final

Fig. 7. Representacion esquematica de un espermatozoide.(76).




V. ANTECEDENTES.

En biolegia da la repraduceidn ha llamada la alencidn |a participacsin de la L-
arginina en |8 regulacibn de algunos procesos reproductivos tales como la
pubertad, la ovulackdn y el cicle esiral de |a rata, donde se ha cbservado que wna
diata carenle de L-arginina provoca un relraso considerable en la aparicidn de la
pubsertad v gue ésta no pueds ser adelantada ni aun guintuplicando las dosis de
estrdgenos (0.05 a 0.25 ug'Kg de peso).

Por oire parte, en 15844, HoM y col., reportaron gue una dieta pobre en L-arginina
disminuye la espermalogénesis en ralas adullas. (4). Poslenorments se demaosird
que el plasma seminal de pacianies con asparmicgrama patologico conbene
menos L-argining en comparaciin con el de pacientes normospérmicos (aguellos
que tienen movilidad v cuenta espermatica normal) (5-11). Estas observaciones
condujgron a ofros investigadores a tratar algunos problemas de fertidad con L-
arginina

Em 1973, Schachter y cal (12}, reportaron gue la mayoria de los paciantas con
oligospermia (paiciogia referente & baja cuenta espermatica) que fueron tratados
con L-arginina por via ofal, presentarcn un moremenios an la concentracidn vy
mavilidad de |as células esparmalicas.

La L-arginina (0004 mM] estimula la mowvilidad da los esparmalozoides
eyaculados humanos.(13). También 58 ha demostrado gue &n esparmalozoidas
eyaculados da conajo, esta estimulaciin depends de la concentracidn, iempo de
imcubacion ¥ pH, ya gue un aumento maximo dal B5% en la movilidad se logra
después de siete horas de incubacidn con L-argining 0.1 mM y un rango de pH
entre 7 y 814},



ARGINASA Y POLIAMINAS

Como va se ha mencionado la arginasa es |a enzima terminal del ciclo de |la urea,
¥ su funcidn es catalizar la hidrdlisis del aminoacido L-arginina a L-omitina y
urea. La omitina formada es el precursor da la sintesis de poliaminas. Fig. 2.

Las poliaminas son cationes polivalentes presentas tanto en procaniontes como
an eucariontes y pueden encontrarse en forma de bases alifaticas ibres o
conjugadas con carbohidratos, estercedes, fosfolipidos y péplidos o como
subunidades esfruciurales dentro de numerazas familias de alcalosdas. (3}

Su presancia ha sido demosiraca en mdltiples sislemas celulares que van desde
bacterias hasta diferantas tejidos de mamiferas en donde desempenan funciones
especificas. Diversos estudios han demostrado que las poliaminas intervienen en
la regulacidn de multiples procesos ceohilares enbre los gue destacan la
diferenciacidn, la divisidn y la proliferacion cefular. También puedan interactuar
con acidos nucliicos donde eslablizan la estructura secundaria del DNA y o
protegen de fa desnaturalizacion tarmica y de la degradacion enzimatica

En biclogia de la reproduccion  las poliaminas han sido estudiadas tanio en
machos como &n hembras, y 52 ha visto que hay una comelacion entre los nivelaes
de estos compuesios y la mowlidad espermatica. White reportd que la adicidn de
fosfato de esperming 8 espermatozoides eyvaculados de conep incrementd su
mavilidad (15).. Tabor presanta los mismos resuliados para espermatozoides del
cuyn, de la rata, del raldn y dal conejo (16)., Morton menciona gue la esparmina
ampiifica |a movilidad inducida por calcio y AMPc [17)



ARGININA

arginasa
Y
ORNITINA
Ornitina
descarboxilasa
\j
PUTRESCINA
espermidina
sintasa
v
ESPERMIDINA
espermina
sintasa
Y
ESPERMINA

Fig. 2. Biosintesis de poliaminas.




WV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

De acuerdo con bos estudios realizados por Kelle y Polakoski (13) vy Radany v
Atherton (14], la L-arginina estmula |8 mowvilidad de los espermatozoides
eyaculados de humano y de conejo, Ademas de gue interviene en olros procesos
reproductivos tanio de hembras como de machos (4, 10-14)

En tepdos diferantes al hapatico la arginasa hedrolisa a la L-arginina y la comaaria
en L-ornifine y wea la ooniting resultande es empieada por la orniina
descarboxilesa (ODC) pera k8 sintesis de poliamings, las cuales han sido
deteciadas en el espermalozoide de borrego v aunque se desconoce su funcdn
aspecifica ga han relaconado oon la movildad esparmidtica indusida por el calcio
¥ &l AMPE "in vitre” [13-17)

Dada la mportancia gue tiena la argnasa en el matabolismo de la L-argining,
considaramos imporiante estudsar las propiedades da esia enzima en las células
espermaticas del borrego, por lo gue se propuso esfudiar su disinbucion por
métodas iInmunociloquimicos



Vi. MATERIAL ¥ METODOS

Se irabao con lesticulos de bomego oblemidos del rastro de Tlalnepantla, los
cuales fueron transporiados an heelo hasta & laboralorio donde 58 procesaron
[aproximadaments B0 minutos después de (a castracidn)

Se extrapo @l epsdidimo v S& SBCCIOND en tres fraccmones: cabeza, cuarpo y cola

Cada fraccidn se& macero con amortiguador de fosfatos O1M pH 74, ¥
posteriormeante se filiro con gasas, |a suspension obtenida fus anglizada con el
MICrescopio pdara verificar gue no estuviena contaminada con ofras cllulas qua nd
fueran espermatozoides.

Se realizd el conteo de células utilizande la cdmara de Neubauer empleande una
dilucidn da 1-200 (Ver fig. 8). Una vez establecida la cantidad de calulas con las
gue se contaba, se tomaron alicucias de 10 millones de células para determinar la
concantracidn de proteinas por @ método de Lowry (64), que consiste an

Los 10 millones de células se resuspendiaron en 0.5 ml de MaOH 1M v se
imcubafon 30 mnutos & 3T°C. Se tomaron 02 ml de esta solucidn y se
completaron  a 0.5 ml, con agua desblada, se afadieron 2 ml de solucidn
cuproalcalina 52 mezclaron y s& dejd reposar 10 minwlos, después se agregaran
0.2 mi del reactivo de folin-cocalteauw, se mezclo ¢ 52 dejd reposar 20 minutos, las
muestras se centrifugaron 5 minuios a8 2000 rpm y s& leyeron en un
espactrofoldmetro a 550 nm (Ver fig. 11)

Para defierminar [a actividad de arginasa se ufilizd el meiodo de Kung y col,, (30,
&l cual sa basa en un matodo colorimainca qua mida |a cantidad de urea formada

Los 10 millones de células se resuspenderon en 500ul de amoriguador de
anginasa (MnCl, 0.02M, Tris 0.04M y NaCl 0.9%], se incubaron 1 hora a 55°C y se
afiadid 0.1 mi de argining 0.14M- glicina 015 M y s& mantuvieron 15 minwlos a
TG, posteriorments s infroduperon las muestras en agua hirviendo durante 7
minuios para delener |a reaccion,



aa fomaron alicwotas de 01 ml y s& completaron @ 1ml, con egua destilada, se
afad 1 ml de monoxima-tiozemicarbazids v 2 ml de H,S0/FeCl, y se
incubaron 25 minuios a 95°C, las muestras fueron leidas a 530 nm en uwn
espectrofatometro (Ver fig. 10)

El aislamiento de arginasa se realizd de acuerdo el mélodo de Schimke (53)

Al resto de las células oblenidas, se les agrego amortiguador 1 (MnCl, 0.2M, Tris
HCI 004 My NaCl 0.9% pH 7.2} y se homogenizaron con 6 pulsos de 15
segundos cada und en un homogenizador PCU Polytron. El homogenzado se
cenirifugo a 10 000 rpm 15 minutos y s8 recupero el sobrenadante al cual s le
agregaron 4 volimenes de acetona a 4°C para precipitar las profeines, despuds
de 12 horas esta mazcla se cantrifugo y e racuparc el sobrenadante, el cual fue
resuspendido en amorliguador 2 (Tris HC! 0.01 M, MnCL, 001 M pH 7.5), ¥ se
dejo en agiacdn moderada para Iratar de disolver todo el precipitado,
postericrments sa centrifugo a 10 000 rpm durante 10 minutas v o sobrenadante
fue dializado 24 horas en amortiguador 2, al dializado se incubo 30 minutos a
&0 para desnaturalizar algunas proteinas contaminantes y finalmente fue
liofilizado. El lioWizado se resuspendio en amorliguador 1 v s& ulilizo para
datarminar concentracidn de praleinas (Lowry, B4), actvidad de arginasa (Kung,
3 asl como pH, lemperatura y liempo Spbimo donde se alcanza la maxima
actividad (Ver fig 9)

El pH éptimo para |a incubacidn se delermino modificando el pH del amoriguador
de arginasa con NaOH 1M y siguiendo el método de Kung (30). La temperatura y
el tiempo de incubacién en donde se presento la maxima actividad se obluvieron
incubando |as muesiras a diferentes temperaturas v a diferentes empos cuando
s8 agregaba & amortiguador da arginasa al lichlizado y continuando con el
método de Kung (30}

Debido a que la cantidad de arginasa cbbenida por esle método era muy pequedia,
y a la dificultad para conseguir las muesiras en el rastro, la produccion de
anticuerpos ani-iarginasa se realizd con anginasa comercial marca Sigma,
siguiendo &l cuadro de inmunizacidn que se descrbe a continuacitn:



La primera dosis fue de 2mgiml de arginasa disuella en solucidn salina esidrl
combinada con adyuvante compleio de Frewd [ACF) 1.1, vy s& aplico via
subcutanes en sitios mafiples: a los 15 dias se repitio le dosis de Zmgiml en
solucidn salina v adyuvanie incompleto de Frewd (AIF) 11 via subcutdnea en
sitios multiplas; al dia 30 se aplico la tercera dosis de S00ug/500ul de solucion
saling via infravenosa, Al dia 38 se realizo un sangraco del conejo para medir
fitulo de anticuerpas por el método de ELISA (65) de la siguiente farma

Se astabilizardn las placas con 20 pg de arginasa comarcial marca sigma  diluida
an 100ul de amortiguadar de carbonalos pH 9.5 por cada pozo, 58 ncubaran una
hora a 37'C y toda la noche a 4°C, se realizaron 4 lavados con PBS-tween 20 al
0.1% enire cada uno da los pasos v se bloguearon con PES-lacha svaltes al 5%
duranie una hora @ A7T°C, se agrego el anticuerpo anti-arginasa de higado de
bovino en diferenies diluciones en solucidn de blogueo incubandose 90 minuios a
ATC, 8o lavo v s agrego el sagundo anticuerpo de cabra anti-igs de conejo
acoplada a paroxidasa an una dilucsan 1:5000 y s& incuba 90 minutos a 370 se
lavo y & agrego el sustrato gue consistia en 6mg de artofenildiaming disuelios en
12ml de amoriguader de ciiralos pH 56 mas 10y de H,0, para detener la
reaccion se ulilizd H,50, 2 5N a s 10 minutos aproxmadaments y sa leyeron a
450nm

Al dia 70 se realizo un refuerzo de |3 inmunizackdn aplicancs 250uEi50ul de
solucitn salina via intravenosa, finalmente la ditima dosis se aplico a los 124 dias
de la primera dosis, y se aplicaron 125ug/M125ul de solucién salina via
intrevemnasa. El conejo fue sangrado hasta blanco B diss después de la ultima
immunizacion, (Ver fig. 12}



Con @ suero oblenido se realizaron las localizacionas inmunocitoquimicas de |a
siguienie forma;

S& obtuvieron espermatozoides de borrego frescos, de la forma que se descnbid
anteriormente; las células se fijaron en formaldehido al 3% por 1 hora ¥ 3@ lavaron
irés veces enire cada uno de los pasos con PBS y se incubaron 20 minutos con
PBS-clorura de amanio 0.05%, se lavaron, ¥ s8 inactivo la peroxidasa enddgena
con atanol-HCI! 0.074%_ la parmeabilizacion con acetona a -20°C sa realizd por
20 minutos, finalmanle fueron lavades tres veces con PBS y 2 veces mas con
agua destilada para preparar los frobis. los cuales se bloguearon con PBS-
albumina 1% par 1 hora para evitar uniones inespecificas, sa lavaron y se aplico
el anicuerpa anti-arginasa de higado de bovino oblenido del conejo, diluido en
PBS-albimina 1% en dilwcson 1:50 v se ncubo 12 horas a 4°C en camara
himeda; se lavaron, y =& agrego el conjugado gue contenia e segundo
anbicuerpo de cabra anti-IgG de conejo scoplado a peroxidasa en una dilucién
1:500 en PBS5-albumina 1%, las laminillas fueron incubadas 12 horas a 4°C en
carmara humeda y se lavaron Se adiciono el sustrato para revelar las laminillas
OQui S8 preparo de [a siguiente manera

Solwcian A 20 mg de diamanobenzidina (DAB) en 100 mi de PES diluido 1:3 con
agua destilada

Saolucsn B: 30 mg de NIl + 30 mg de Colly an 3 ml de agua destilada

Solucién C) Se mezclan |as soluciones A v B gola a gola en agitacidn y se fillran,
g8 agragan 500 pl de H,0, al 30% dilwdo al 1% en agua destilada

El lavado se realizo cuando empezd a aparscer & precipdado obscuro
Finalmente las laminillas se montaron con PBES- gliceral 1:1 y se revisaron al

microscopio. (Ver fig 13)



Para comprobar la espethodad de la reaccion oblenida. s& realizo una
glectroforésis y un “western blot® utikzando muesiras de espermaloeoides de la
cabeza, del cuerpo y de la cola del epididimo de bomego de acuerdo al siguiente
miétoda

Sa realizo un conteo de las células y por cada 100 millones sa agrego 1 ml del
cocktel de mnhibidores de proteasas que contenia (NEM, E-84. leupeptina,
papstating, 1-10 fenantrolina, PMSF y dcido yodoacdtico), mas 100 ul de 503 al
10% y se hirvieron 10 minutos v se congelaron an hislo seco-acetona 3 veces,
postenormenta se homogenizaron con & pulsos da 15 segundos cada und an un
homogenizador PCU-Polytron y se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm,
recuperandose ol sobrendante. Se realizo una cuanificackin de proteinas por &l
método de Lowry (54). Posteriormantes s& cormeron dos geles de poliacrilamida al
10% de acusrdo al método de Laemili (86), aplicando 40 ug de proieinas de cada
una ce las racciones del epididima en cada camil. Un gel fue tefido con azul de
Coomassia v @l olra so transfirid a papel de nilrocelulosa ¥ e realizd un “wesierm
blot” sigwiendo ef método da Towbin v col. (B7). El papal fue tefido con rop de
Ponceau para comprobar la transferancia y 58 enjuago con agua corrianta, sa
blogues con 50 ml de PBS-swero fetal de cabra al 5% durente dos horas en
agitacidn a 37C y durante 1oda la noche & 4°C. s& agrego &l anticuerpo anbi-
arginasa an una diucidn de 1:100 en solucon de blogued y 5@ intubo loda la
nache en agitacion a 37°C, s& lavo 4 veces 10 minutos cada ver con PBS-twean
20 al 1% y dos veces mas con PBS solo, s afiado el segundo antscusrpo de
cabra anti-igG de conejo acoplade a peroxidasa diluido en solucidén de blogqueo
1:1000 y s incubd en agilacdn 2 horas a 37°C, 2¢ lavd igual gue en & paso
anferior ¥ s& agregd al sustrato gue consistia en 5mg de diaminobaenziding
disugltos en 10 mi de PBS mas 10ul de H;0; v s& lawd al chorro de agua cuando
aparacio la tincién



Testiculos de borrego

Extraccion del epididimo

:

Fraccionamiento
Cabeza Cuerpo Cola
Maceracién con amortiguador
de fosfatos 0.1M pH 7.4

!

Filtracion
} Dil. 1:200
Suspensidn de espermatozoides . Conteo de células
o (Neubauer)
Aislamiento de Proteinas Actividad de  “Western blot” Localizacion
arginasa arginasa inmunocitoquimica
de arginasa

Fig. 8 Diagrama para la obtencion de espermatozoides epididimarios.




Suspension de espermatozoides (1)

l

Homogenizado en amortiguador 1 (2)
l *

Sobrenadante + 4 vol. de acetona

Incubar 12 horas a 4°C. (3)

*

Recuperar el precipitado y resuspenderio
en amortiguador 2 (4)

l

Incubar en agitacién moderada
2 horas 4°C (5)

Dializar el sobrenadante por 24
horas en amortiguador 2 (6)

*

Incubar el dializado 30 minutos
a60°C (7)

Amortiguador 1
Tris 0.04 M
MnCi; 0.2 mM
NaCl 0.9%
pH7.2

Amortiguador 2.

Tris 0.01 M
MnCl, 0.01 M
pH 7.5

& Centrifugar 15 min.

10,000 rpm

Fig 9. Diagrama para el aislamiento de la arginasa de espermatozoides de

borrego de acuerdo al método de Schimke (59).
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200 pl Muestra problema

+

0.5 ml amortiguador

l

Incubar 1 hora 55°C

*

*
+ Centrifugar 5 min.

0.1 ml 0.14 M arginina- 0.15 M glicina 5,000 rpm

15 min. 37°C
v

Introducir en agua hirviendo 7 min.

Amortiguador:
100 pl MnCl; 0.02M
i Tris 0.04 M
Completar a 1ml con agua NaCl 0.9%

+

1ml de monoxima- tiozemicarbazida

+

2ml de H,SO4/FeCl,
25 min 95°C

Leer a 530 nm

Fig. 10. Determinacion de arginasa por el método de Kung y col. (30).



200 pul de muestra problema
+
0.5 ml de NaOH 1N
30 min/ 37°C
200 pl
Completar a 0.5 ml con agua
+
2 ml de sol. cuproalcalina
Mezclar y reposar 10 min.
Agregar 0.2 ml de folin

Mezclar y reposar 20 min.

Centrifugar 5 min. a 2000 rpm

Leer a 550 nm

Fig. 11. Determinacion de proteinas por el método de Lowry (64).




INMUNIZACIO FORMA DE DOSIS DIA
N APLICACION
1 Subcutanea en 2 mg/ml con 0
sitios multiples adyuvante
completo de
Freud
2 Subcutanea en 2 mg/ml con 15
sitios multiples adyuvante
incompleto de
Freud
3 Intravenosa 500 pg/s00ul 30
4 Intravenosa 250 11g/250 pl 70
5 Intravenosa 125 ug/125 pl 124

Tabla 3. Cuadro de inmunizacién para la produccién de anticuerpos anti-arginasa
de borrego.

La proteina se disolvio en solucion salina estéril.

El titulo de anticuerpos obtenidos fue medido por la técnica de ELISA (65).



Suspension de espermatozoides

¢ *Lavar 3 veces
Fijacion en formaldehido 3% 1 hora con PBS
l *
Incubacioén con PBS-NH,CI 0.05%/20 min.
l *
Inactivacién de peroxidasa endégena con
etanol-HCI / 5 min.
l *
Permeabilizacién con acetona 20 min./ -202C
l *
Lavado con agua destilada y
preparacion de frotis

Blogueo con Pgs-albumina 1%
1 hora / 37°C
l *
Adicion del 1er. Ab. anti-arginasa dil 1:50
Incubar en camara humeda 12 horas/4°C
l *
Agregar 20. Ab acoplado a peroxidasa dil 1:500
incubar en camara humeda 2 horas/37°C
& *
Agregar el sustrato DAB-NiCo

Lavar cuando aparezca el precipitado obscuro
Montar las laminillas con PBS-Glicerol 1:1

1Ig. T2. Localizacion inmunocitoquimica de la arginasa de espermatozoides de
borrego.

a1



Ajuste a 100 millones de células

Adicion de 1 ml de cocktel de inhibidores
de proteasas + 200ul de SDS
Hervir 10 min y congelar en hielo
seco-acetona 3 veces

Romper las células con homogenizador
o sonicador
Centrifugar 5 min/5000 rpm y
recuperar el sobrenadante

Cuantificar proteinas
Correr gel de poliacrilamida segun
Laemli (63).

Transferir a papel de nitrocelulosa y
hacer la inmunodeteccion segun
Towbin y col (64).

Fig. 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodeteccion de proteinas de
espermatozoides de borrego.
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VI, RESGULTADOS,

En la lebla no. 4 se presentan os resultados de |a cantidad oe proleinas lolales y
actividad especifica de arginasa durante la purificacidn de la enzima, los cuales
muestran gue conforme 8 avanza en el proceso de purificasion hay una
disminucién en el contenido de proteinas, debido 8 que la mayoria de ellas sa
piarden mieniras que |a aclivided especifica de arginasa aumenta Estos
pararmatros fusnon cuantificados como confroles con el fin de saguir la purificacion
de [a arginasa de espermatozoides de epudidimo de borrego

En la 1abla no. 5 y &n la figura 15 S8 presantan algunas caracteristicas de la
grginasa de espermatozoices de bomego, como son. pH Aplimo, tiempo
temparatura dplimas de incubacidn para |3 aclivacidn de la enzima. Respecio al
pH dptimo la magma actividad se observd an pH 10, este resultado es similar a
los datos reporiacos pare obras isoenzimas, asi como los resultedos oolenidos
para la temperatura de incubacidn donde se obluvd 2 mdxima aclividagd de |a
anzima (2 5863). Solo el liempo de incubacidn an presencia de manganeso para
la arginasa da esparmaloroides de barrego, dfiere con los datos raportados para
oliras isoenzimas (2},

En la figura 16 s& muasira &l filulo de anticuarpas andi-arginasa de higado de
bowing, cuantificedos por la técnica de ELISA, observandose una mayor
conoentracson de anticuerpos en el suern obtemnsdo después de la inmunizacion
Que an al Susno anies de nmunear



La fig 17 Es un eleciroferograma (A-E) dae la arginasa comarcial (Sigma) y de un
exfracio crudo de proteinas de esparmatozoides de la cabeza, del cuerpa y de |3
cola del apedidimo, las flachas indican las bandas gue coimciden con el peso
molecular reportado para la arginasa También se muesiran los “western blats” (F-
H) realizados para las mismas muesiras, donde se aprecia una reaccedn positiva
con @ anticuenpo anti-arginasa para las muestras de la cabeza y se la cola del
epididima, la bincian obtensda para las muestras del cusrpo fus muy dabil

En las figuras, 18, 18 y 20 se muestran las inmunolocalizaciones de la arginasa
&n los espermalozoides de |3 cabeza, del cuerpo v de la cola dal epididimo dal
borrago. En la muesira de la cabeza la tincidn s observa principalmenta en al
atrosoma y la regidn ecualorial En las muestras del cuerpo |a Lincidn permanece
en 2l acrosoma y e plerde en la Fﬂglﬂﬂ"l ecudorial Y en las muesiras de la cola
del epididima, 58 obsarvan diferentes patrones da distribucion en la cabeza. se
presanta en el acrosoma 20%, regidn posacrosamal 110% y en casi toda la cabeza
pere principalmente en la base 70%. La lincidn en la pieza media y en el flagelo
$@ CONSrva en tas muesiras de las tres fracciones del epididimo

En la figura 21 s¢ presentan esquemas con los patrones de distnbucidn mas
frecuentas para las tras ragiones del epididime.



PASO PROTEINA TOTAL (ug) ACTIVIDAD
ESPECIFICA
(ug urea/mg de
proteina/minuto)

Homogeneizado (2) * 0.5925 0.6061
Sobrenadante (6) * 0.3428 0.8661
Sobrenadante dializado 0.0052 904.8653

y tratado con calor (7) *

Tabla 4. Aislamiento de arginasa de espermatozoides epididimarios de borrego
por el método de Schimke (59), donde se observa una disminucion del contenido
de proteinas totales y un aumento en la actividad especifica de la arginasa
conforme se avanza en el proceso.

* Vease lafig. 9.



Peso molecular

63 095 daltones
pH éptimo 9.5-10.5
Temperatura de incubacion donde se 55°C
obtuvé la maxima actividad
Tiempo de incubacién en presencia 50-70 minutos
de manganeso para que se alcance
la maxima actividad

Tabla 5. Caracteristicas de la arginasa de espermatozoides epididimarios de
borrego.
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Fig. 15, Presenta |as graficas de caracteristicas de la arginasza de
espermatozoides epididimarios de borrego. A) El pH dptimo da |a enzima fue de
10 y @5 similar al de otras isoenzimas. B) El tiempo de incubacidn en presencia
de manganeso donde se presentd |a maxima actividad difiere del regquerido por
oiras isoenzimas que solo necesitan 5 minutos. C) La temperatura de incubacion
tambéén fue igual a la reporiada para otras isoenzimas (2,58 63)
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Fig. 17. Electroferograma de la arginasa comercial (Sigma), y de un extracto crudo
de proteinas de espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo. (A-E). A)
Marcadores de peso molecular. b) Arginasa de higado de bovino (Sigma). C)
Proteinas de espermatozoides de cabeza de epididimo. D) Proteinas de
espermatozoides de cuerpo de epididimo. E) Proteinas de espermatozoide de la
cola del epididimo, donde aparecen bandas que coincide con la de la arginasa
comercial en las muestras de las tres regiones del epididimo.

También se muestran los “western blots” realizados para las mismas muestras (F-
H). F) Arginasa de higado de bovino (Sigma). G) Proteinas de espermatozoides de
cabeza H) Proteinas de espermatozoides de cola del epididimo. Haciendo una
comparacion semicuantitativa entre las muestras problema, estas tendrian los
siguientes valores cola (++++), cabeza (+++) y cuerpo (+).Las flechas sefialan las
bandas mencionadas.

49




Fig. 18. Inmunolotalizacion de la arginasa en los espermatozoides del borrego de
la cabeza del epididimo. Los espermatlozoides fueron incubados con anlicuerpas
anti-arginasa de bomego y 2° anlicuerpo acoplado a peroxidasa y iefidos con
diamincbenziding (DAB}-cloruro de niguel y clorure de coballo a. Control sin
anticuerpo anfi-arginasa. b y . muestras positivas |la lincidn se observa
principaimente en & fagelo y &n la cabers aparece mas intensa en @ regdn
ecuatonial gue en 8l acrosoma [500X).



Fig. 19 Inmunolocalizacidn de la arginasa en los espermaiozoides del borrego del
cuerpo ded epididima, Los esparmatozoides fueron incubados con anticuerpos andti-
arginasa de higado de bovino y 2° anticuerpo acoplado a peraxidasa y tefiidos con
diaminobenzidina-clorura de niquel v cloruro de cobalio. a control sin anticuerpo
anti-arginasa. b, ¢ y d. muestras positivas, |a tincidn se observa basicamente a lo
largo ded Magelo, aungue & inensidad es mayor a nivel de & pseza media, y en la
cabera se encuenira en el acrosoma (a y b 500X | cy d 1250K)
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Fig. 20. Inmunolocalizacidn de la arginasa &n los espermatozoides del borrego de
la cola del epididimo. Los esparmatozosdes fuercn incubados con anficuerpos anti-
arginasa y 2" anticuerpo acoplado a peroxidasa y tefidos con diaminobenzidna-
cloruro da nigual y cloruro de cobalto. 8. contfal Sin anticuerpo anti-arginasa. by o
muestras positivas. La arginasa se encuentra distribuida a o largo dal flagelo
sobre lodo en la pieza media y en |a cabeza se ocbserva lanlo en @l acrosoma 20%

como en |a regién posacrosomal 10% y en casi toda la cabeza principalmente an
|a base 70% {1250X).



OTIOVIA

Fig. 21. Esquemas que muestran la ubicacion de la arginasa en los
espermatozoides de: A) la cabeza, B) el cuerpo y C) la cola del epididimo del
borrego aunque la cabeza del espermatozoide presenta diferentes patrones de
distribucion, la tincion permanece a lo largo del flagelo y en la pieza media.



DISCUSION

Loz resullados oblenidos demuesiran la presencia de arginasa en los
espermalozoides del bormego, aungue su distnbucion waria depsendendo de la
fraccion del epididimo de la gque provengan,

En espermaiozoides de la cabeza del epdidimo el pairdn de distribucidn
predominanta fue el siguiente: ragion ecuatorial, flagelo vy muy poca en el
acrosoma Y en los espermatozoides del cuerpo del epididimo 58 encontre en el
flagelo vy el acrosoma En los espermalozoides de cola del epididmo se enconird
an &l flagedo, y an casi toda |a cabeza principalmenta an la basa [Fig. 18-21)

De acuerdo a la informacidn recabada previamente a @ realizacion de asta
proyecio, nuestra hipoiesis se baso en que si los espermatozoides incubados con
L-arginina “in vitro" adquirian um ncremento en su movilidad, probablementa e
arganasd se debia enconlrar en la Flllll media, ya que es &n esle silio donoe se
enciuantra ol mayor numers de milccondras que proveen |8 energia necesaria para
alla, y también sa boma an cuanta que olras trabajos mancionan qua la arginasa sa
ancuenira an olras células an la fraccion soluble del citoplasma y ademas en
diversas estructuras celulares como son: mitocondrias. lisosomas, aparato de Gaolgi
con grandes posibilidades de gue también sa encusantre en el nlcleo de la célula
{63y,

Basandonos en los dalos anferiores solo se esperaba enconirar arginasa en el
flagele. La presencia de arginasa on el acroscma no es sorprendente si se
considera que & acrosoma bang su onigen an el aparato de Gaolgi presents en las
espermatidas, aunque esta distribucion se presente mas en o8 espermalozosdes
del cusrpo y de la cola del epididimo

La presencia de arginass en la regidn scuatoral y posacrosomal podria deberse a
un reacomodo de las proteinas que conforman al espermatoroide, debido a su
fransito por el epididimo. Ademas se sabe que durante su frinsito por el epididimo
los espermatozoides van adquiriendo su madwez v sufren una serie de cambics



coma son aparciin de nweves proteinas, desaparicion de algunas exisientes o
reacomodo en su distribucion, asi misma hay cambios en los sitics de unidn de
lectings y olras moleculas sobre la superficie de la célula, o cual podiia axplicas
los diferentes palrones encontrados para |a disiribucidn de la arginasa

Las propiedadas cinaticas preseniadas por la arginasa de los espermalozZodes da
borrego, presentan similifud con los requerimientos  conocidos para olras
ISOENZIMas, ya que en nuesiras muestras ta maxima actividad se presentd en un
pH de 10 y en las arginasas de higado de rata es de 9.8 a 10, an |a de higado de
becarro es da 5.2 a2 10.2 y en las da higado y rifidn da humanos fetales y adulios
es de 95a 11, o gue indica gue la arginasa requiere de pH's basicos para poder
activarse. La lemperalura de incubacién en presencia de manganeso en 18 cual se
obluvd la maxima actividad fue igual a la reguenida por obras isoenzmas 55°C. Solo
gl tiempa de incubacion en presencia de manganesc fue diferente al conocido
para ofras (soenzimas que solo necesitan 5 minuios para presentar su mé&ams
actividad y nuesira muesira iuvd gue ser incubada por B0 minuios (2,58 63)

La canbdad de arginasa presente an los esparmatozoides de las tres regiones del
epididimo se cuanfifico da manera semicuantitabiva por la intensidad de la tincidn
presentada tanic en el “westem biol® como en [as Inmunclocalizacones, siendo
mas abundarie en las muestras de la cola del epudidimo (++++), en 2 lugar a8
cabeza {+++) y finalmenta &l cuerpa (+). Estos datos podrian no concordar con la
actividad enzimabice de |la arginasa en |os espermaloroides del DOMego, yva gue
esta dismenuye duranie Su iransito por el epididimo y 85 menor aum en los
espermatozoides eyaculados (77) Esto podria debaerse a que |a enzima pudiera no
estar giempre active, y por medic de |a reaccidn nmunoquimica pusden detectarse
tanto |la forma activa como la inactiva de la misma, ya que los anlicuerpos usados
fueron policionales: mieniras gue el ensayo enzimatico solo detecta |a forma activa
La funcion especifica de |a arginasa en el espermatozoide no s conoce pero &n
tejidos diferentes al hapdtico, facilita la disponibilidad de ornitina para la biosintesis
de paliaminas.



La presencia de poliaminas en el espermatozoids ha sido descnta por varnos
aulores, (15-17.68-T2) y se ha observado que |a esperming amplifica la mowvilidad
irducida por el calcio y al AMPE "in vitra®

Se sabe gue el AMPc 58 eleva en el esparmatozoide durante su transsto par el
epididimo v gue probablements su papel principal &n 8 saa mediar & fosfonlason
de protelnas esenciales para [a niciacsdn o manbenimiento de la movilidad.

Ciros estudios mencionan gue |a iubulina esparmatica es fosforilada de una forma
dependiente de e AMPc y que el grado de fosforilecidn se relaciona con la
proporcidn en que aumenta la movilidad espermdtica (73), ko gue axplica la
presencia de |la arginasa en el espermatozoide

Ademas |a presancia de omniting descarboxilass (ODC) en &l acrosoma ha sido
descria por Tabor, v @313 &5 Una enzima gue participa en la formacion de
paliaminas. (16]

Rubinsiain (74) reporfa mayor concantracion de podiaminas, principalments
esparmina en la pieza madia dal flagelo de espermatozoides oe bormego, lo que
concuerda con la tncion enconfrada em nuesiras muestras ¥ Que se permanece an

las ires regones del epididima,



CONCLUSIONES.

1.- La arginasa esfa presente en los espermalozoides del epididimo de
borrego

2 - Prasenta sema@nza en los rangos de pH, temperatura, dependencia de
manganaso y comportarmenio electroforético con las isoenzimas aisladas
de higado y da rifidan

3.- Bu funcidn especifica no es conocida, pero puade astar asociada con la
produccion de omitina necesana para ka biosiniesis de poliaminas, cuya
presencia en (85 celulas esparmaticas &s conocida v su palrdn da
distribucidn es similar al de la arginasa

4 - Con esios datos podemos sugerir gue en 12 célula espermatca exsian
todas las enzimas relacionadas con e metabolsmo de poliaminas, ya gue
praviamanie fus reportada la actividad de ODC y de diamino oxidasa en
asparmatozoides humanos,



BIBLIOGRAFIA

1.- Lehninger.A L. Biochemistry. Woarth, New Yaork., 1570, 581

2 -Spactor E B Rice,5.C H., Moedjono, S Bamard B Cedarbaum S D Rischemical
properties of arginase in human adult and fetal tssues Biocham. Med 1882,
28185 -175.

3. - Méndez, J .0 Polinminas en Bioguimica e Inmumalogia. Hicks. J.J. y
Diaz-Zagoya J.C. (Eds). Facultad de Medicina UNAM 1984 366-385

4.« HollLLE., Albanese A A Observations on amino acid deficiencies in man Trans

Ags. Amer, Phys. 1944, 58.143-156,

5,- Matsuzaki 5, Suzuki M., Hamana K. A possible role of arginase in the regulation
of polyamine biosynthesss in the rat thyrosd Acta Endocrinal. (Copenh), 1981
98(1)-57-61

6.~ Holtta. E., Pohjanpelto, P Polyamine dependence of Chinese hamster ovary cefls in
serum-free culture is due to deficient arginase actnvaly, Bischem. Biophys Acta.
18982, 721321327,

T .= Jakway J., Homris,J. Serum factors required for arginase mduction m macrophages
Celiular. Immunol., 1880. 54:253-263

B.- Papp G., Drof J., Malnar, J., Jambor E Die rolle des arginingehaltes un der
arginase-akrivitat in der femilicat. Androfogia. 1879, 11:(7):37-41

8 - Greenberg, D M. en: The Enzymes Boyer, P.D., Largy H. and Myrback K_.
Academic Press. New York-London. 1960, Viol 4257

10,- Milddenhouen, W, J.: The ferrous ion as the cofactor of arginase mefallo-complexes of
know compaosevon and of matve argnase Biochim, Acta. 1969, 191:110-121

11 = Tanimura,J | Swdies on arginne in buman semen. Bull Osaka. Med. Sch
1867, 137683

12 - Schachier A , Friechman S., Goldman A J., Eckerling B ‘Treatment of
oligospermia with the aminoacid arginine Int. Gynaec. Obstat. 1973..11:206-208.

13- Kelle,O.W., Polakosk K L L-srginine stimulation of human sperm motility in vitro
Biol Reprod 1975 13 154-157



14 - Radany, E.W., Atherton,R.W.. Arginme induced stimulation of rabbit sperm
medtlity Arch. Androl. 1981, 7:351-355.
15.- Withe, | G The effect of some seminal constituents and related substances on diluted
mammalan spermatozoa Aust J. Biol. Sci. 1954 T; 378-380
16.- Tabor, W, Tabor H.: Polyamines. Annu. Rev. Biochem. 1984, 53 T48-790
17.- Marton, B, Fraser C.| Sagadraca,R.: Initintion of hamster sperm motility from
guiescence; effect of conditsons upon Nagellsien and respiratson. Fartil. Staril. 1575,
32 222-225
18 - Beyer J., Dabich.D.‘Rapid method for determination of arginase activily in tissue
bomogenstes Anal. Bipcham 1971, 33:412-417.
19 - Fujirmaoto M., Kames T, Kanaya A Purification and properties of rat small
imestinal arginase J Biochem. 1976, 39 441-449
20.- Reyero, G, Dorner F - Purificarion of arginese fram human leukemic lymphocytes
and gramilocyies of their physicochemical and kimetic properfies
Euwr.J Bsocham 15975 568:137-147
21.- Sadasivudu B, Indira H R.: Disiribution of the rat enzvmes involved in the disposal
of arginine and ornithing in different regions of rat brain. Brain, Research. 1974, 76
J26-329
22~ Davis R, Paulus, T Uses of arginaseless cells in the study of polyamine metabolism
(Meurospora crassa). Methods Enzymoel,, 1983, 84 112-116
23.- Lin R, Snodgrass P., Rabier B Induction of urea cycle enzymes by glucagon and
desamethasone in monolayers cabtures of adult hepatocytes J. Biol. Chem., 1982,
257(9) 5061-5067.
24 - Reddy, P.UM., Ramana Rao,J. V. Inhabition of arginase in sheep brain
homogenates by some L-aminoacids. Experientia., 1580, 37:814.
25.- Rahmatuliah.M., Fong,Y Y.L, Lee )5 K, Boyde, T.R C. Zinc-deficiency and rat
sctivitbes of ures cycle related enzymes in rats. Exparientia 1880, 35:1281-1282.
26.- Kuchel P W Nichol L. W, Jafrey P.D. laterpretation of the kinetics of consecutive
enzyme catalyred reactions. Studies on the arginase- urease system J. Biol, Cham,
1875, 20r8222-822T.



27 = Tarrab R., Rodriguez, J, Hiutrdn, C., Palacios R., Sobardn, G Molecular forms
of rat liver argimase Isolation and charactenzaton. Eur.J Biocham 1974, 20:457
458,

28 - Rosenfeld J L., Dutta, 5 P Cheda, G B, Tritsch G.L :Puring and mhibitors af
arginase Biochem Biophys Acla., 1975, 410.184-166

29 - Herzferld A, Rapper,5.M The heterogeneity of arginsses in rat tissues. Biochem J
1978, 153.460-478

30 - Kung,J., Brooks, 5., Jakway,J - Suppression of m vitro eytotoxee respornse by
macrophages due 1o induced arginase J. Exp. Med , 1977, 149.665-6T2.

31 .- Farram,E., Neison, 0. Mechanism of action of mouse macrophages a5 aniiumor
effecior cells role of argmase Cedl. immunol,, 1580 55(2)283-203

32 - Terayama M., Kos, T, Kontani A Myokumoto T Arginase as an inhibitory

principle in liver plasma membranes arresting the growth of vanous mammalian cells
ini vitr Biochem. Biophys. Acta., 1982 T20188-182

33 - Carvajal N, Acona M., Rodriguez, J P Evidence for cooperative effects m human

liver arginase Biochem, Biophys. Acta., 1882, 701 146-148

34.- Skog. 5, Eriksson V., Elliasson E : Arginase and phase enzyme in 3 human cell hine
Biochem. Biophys. Acta, 1981, 672 33-44

35.- Carvajal N, venegas A, Desireicher, G, Plaza, M "Effect of manganese on the
guaternary structure of human liver arginase Biochem. Biophys. Acta., 1971,
260437442

36 - Pohganpslto, P., Holtta, E. Arginase activity of different cells in tissue culture
Biochem. Biophys. Acta., 1983 , V57:191-185

37 - Meéndez, ) 0., Yafez R., Wong.C., Hicks,J J. Uterine arginase mhibition affect
the rat embryonic development Contraception | 1986, 33.597-604

38 - Specior E B, Riece 5 D H,, Cederbaum, 5 0. Inmunologic studies of arginase in
tissues of mormal human adult end arginase deficient pavents. Padiatric. Rest |
1983,17(12)941-944.

39 - Haggerty D.F . Specior E B. Regulation by glucocorticonds of arginase and argining
succinate synthetase in cultured rai hepatoma cells, J. Bio, Chem. 1982, 257(5)
2246-2253,



a0

41

42

43

- Spector E B, Cotta-Dethlefs H., Kern FLM. The rate of injusted arginase in rabbig

Am.J Hum. Genet, 1982, 34:4748

- Shin WV E , Jones C.T.: Arginase defficiency in Macaca fascicularis 1. Arginase

gctivity and arginine concentration in erythrocytes and hiver Pediatric. Res,, 1872,
B 548-551,

- Konarska L., Wiesmann, U, Colombo,J P Argiiase activity in himan Ghbroblast

cultures Clin. Chim. Acta, 1981, 115:85-52

= Farron F.: Arginase isoenzymes and their detection by catalitic staining in starch gel

Anal Biochem. 1873, 53 264-268

a4 - Jergovic |, Zuzic |, Fiser-Herman, M., Strauss B.: A ample method for serum

arginase determination Clin. Chim. Acta. 1970, 30:765-774.

45 - Wan Elfsen.A , Leroy, G Arginase isoencymes in human diphoid fibroblase J. Bigl

46 .-

47 -

48,

a8 -

&0 -

51.-

Cherm. 1975, 62{2):191-108

Baranzyk, Kuzma A  Skrizypek-Osiecka, | Porembska, | Arginase from human
Hood serum. Baochem, Med, 1981, 26174-184

Ville-Braitburd F., Orth,G. Rahbit liver arginase J, Biol. Chem,, 1972, 247 1227-
1235

- Oka, T., Perry,J  Arginase effects lactogenesis through its influence on the

biosynthesis of spermidine Natwre. 1874, 250.680-861

Pace,C., Landers, R Argimase inhibition Biochem. Biophys. Acta. 1981,
B58(2):410-412.

Beruter,J., Colomioo,J , Bachmann,C :Purification and properties of arginase from
human liver and erthrocytes Bicchem J., 1978,175449-454

Aguirre R, Kasche V. Catalytically active monomer forms of inmobilized arginase
Eur. J. Biocham. 1982, 7567.307-314.

52 - Remesar X, Arola,L 1., Palou A. Alamany, b Arginese actovaty during pregnancy

8d-

54 -

and lactation Horm. Metab. Res. 1984, 16.468-470

Tuwegg U, Russell A A rapid and sensitive assay for arginsse Anal. Biochem,
1880 102:.206-212

Carvajal N, Martinez,J., Fermandez M. Inmobilized monomers of human Bver
argmase Biocham, Biophys. Acla 1977, 481:177-183



65 - Freeman,J , Williams M Estrogenic imduction of ulenne arginsse acinaty. Horm
Metab, Res 1871, 3:352

56 - Chewng,C., Rayman, L. Arginine mitochondrial argimase and the conirod of carbamy]
phosphate synthesis. Arch, Biochem. Biphys 1881 2059 843-845

57.- Cabelio,J., Basilio,C_, Prajoux, V.. Kinctic properties of enthrocyte and liver
arginase Biochim Biophys Acta 1962 48 148-152

58 - Boehringer. Manhbaim GMBH. Biochemica Informatica Biochemica, 1973 Wes!
Garmany

59 - Schimke R T Differencial effects of fastening and protein free diets on levels of urea
cycle enzymes in rat liver J. Biol. Chem. 1962, 237:1921-1524

60 - Kaysen, G A, Strecker H J.-Punfication and properties of arginase of rat kidney
Biochem. J. 1973.133:778-788

B1.- Mora, ), Martuscelli J., Ortiz-Pineda J , Soberdn G.. The regulation of urea
Biosynthesis eneymes in vertebrates Biochem J, 1965, 96:28-35

62 - Harell,D., Sokolovaky M. Beef-liver argmase. Esolation and mobecular propertics
Evur. J. Biochem. 1572, 25:102-108

63 - Cuartero, R A y NOfez, J.C. El enzima arginasa Bioquimica general, metabolksmo,
interés de ls determinacion sérica en patologia hepatica ARTA 1982 4135

64 - Lowry, 0 H ; Rosenbrough M J ; Farr AL, Randall L J. Protein meassuremsents
with de folin phenol reagent J. Biol. Cham 193 2B3-275

B5 - Viollar A : De Savigny,D. Enzyme linked immunosorbent assay, (ELISA) en
“Techniques in clinical immunology” R.A Thompson (Eds). Blackwed
Sewentific Publications, 1581 157-165

G - Lawernli LK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacieriophape T4, Mature, 1970 227 680-585

&7.- Towbin,H.; Staenhelin, T, Gordon,J.. Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrilamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some aplications. Proc
Matl. Acad Sci, USA 1878 76 43504354

68 - Qlva, R ; Vidal 5.; Mezquia,C.; Cellular content and biosymhesis of polyamanes
during rooster spermatogencsis. Biochem. J, 1982 208; 268-273



69 - Bamberg, E., Weiser, M ; Desser, H - Polvamines i bovine epididymal
spermatozoa J. Reprod. Fertil 1975, 45.353-365,

70.- Hamana K | Suzuki M,; Wakabayashi T Matsuzaki, 5.; Polyamine levels in
gonads, sperm and salivary gland of cricket cockroach, fly and midge. Comp.
Biochem. Physiol. 1989 92 B: £91-685

T1.- Quian.Z H.. Tsai ¥ H, Steinberg,A. LuM.; Greenfield A R.L , Haddox, M.K

Localization of ornithing descarboxilase in rat testicular cells and epididymal
spermatozoa Biol Reprod. 1985 33 11839-1185.
T2.- Melendrez C. 5., Rultle J L. Haliford DM, Chaudry, P.5; Casillas ER
Polvamines in emculated ram spermatozoa and their relationship with sperm maotilsty
J. Andrel 1992 13(4) 293-296.

73.-Tash )5 Means AR Regulntion of protein phosphonlation and motility of sperm
by ciclic adenosne monophosphate and calcumn: Biol. Reprod, 1982, 26 745-763,

74 - Rubinstein, S, Breitbart H. Cellular localization of polyamines. Cytochemical and
ultrastructural methods providing new clues 1o polyamine funclion in ram spermatozoa
Biol Cell 1994 B1177-183

75.- Méndez J.D. Polyamines and human repreduction in: The Physiology of Polyamines

Bachrach.U, and Hesmer, ¥ CRC: Press. Inc. Flonda, USA. 1989 23-36,

76 - Hafez, E.5.E. Reproduccion e insemimacion artificial en animales. Saed. Ed.
Interamercana-Mc Graw Hill. México. 1587 pp. 28, 205-208

77.-Mandez,J D. and Martinez | Argirase activity in ram epididymal gjaculated
spermatozoa ARTA 18857133,



	Portada

	Índice

	I. Resumen 

	II. Introducción 

	III. Generalidades

	IV. Antecedentes

	V. Planteamiento del Problema 

	VI. Material y Métodos

	VII. Resultados

	Discusion 

	Conclusiones

	Bibliografía




