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INTRODUCCION 

I EL  CALCIO Y SU FUNCION BlOLOGlCA EN LA CELULA 

1.7 El Calcio En Las Células 

El calcio, está  presente en  los  organismos vivos en una proporción veinte veces mayor  que  en 

la corteza terrestre. Se ha descrito que  los principales papeles biológicos del calcio son: 

i) un  papel estructural ya  que  los precipitados de fosfato y  de  carbonato  de calcio son los 

mayores  constituyentes inorgánicos  de  las estructuras esqueléticas  de la mayoría  de los 

animales. El calcio también  puede unirse a otros componentes  de la membrana  como los 

fosfoljpidos, proteinas  y ácidos  nucléicos, jugando asi un papel en el mantenimiento  de la 

estructura y funcidn  de  todas las células eucarióticas y tejidos. 

¡¡)como portador  de  carga eléctrica pues  se  sabe  que el calcio puede  conducir  una  importante 

cantidad  de  comente  durante el pokncial  de acción en células tanto de  vertebrados  como  de 

invertebrados. 

¡¡¡)como cofactor  para  proteínas  y  enzimas extracelulares tanto en  eucariontes  como  en 

procariontes  ya  que algunas  enzimas extracelulares requieren calcio para estabilizar o 

maximizar su actividad. Entre estas proteínas se encuentran  algunas  proteasas  como la 

colagenasa, alfa amilasa, ADNasa I y fosfolipasa A,  así como ciertas enzimas  involucradas  en 

la coagulación  de la sangre como el factor I1 o protrombina, factor IV, factor IX o de  Christmas, 

factor X o de Stuart y la transglutaminasa. 

iv)como  regulador intracelular; el  cambio  en  la concentración  de calcio dentro  de las células 

media la respuesta  de éstas  ihacia un estímulo. El estímulo  puede ser físico, eléctrico 0 

químico. 



Así pues, el número de  fenómenos  donde  el calcio intracelular es  el disparador  de la actividad 

de la célula es  muy amplio (revisado por Campbel, 1983). 

2. EL ea2+ COMO REGULADOR INTRACELULAR 

2.1 Concentración lntracelular  Del  Ca2+ En Condiciones  Basales 

Aunque la concentración total de calcio es  similar a la del medio extracelular (>a M), la 

concentración  de calcio libre o ionizado en el citosol normalmente es muy baja,< 1 O- M, alrededor  de 7 

1000  a  10000  veces inferior a la concentración  de calcio en el medio extracelular. Esto se debe  a  que 

la mayor  parte del calcio de las células está  unido a otras moléculas o secuestrado  en  vesículas 

intracelulares. Esto  da  como resultado la formación  de  un  enorme  gradiente  en la concentración  de 

calcio libre a través de la membrana  plasmática  de las células. 

Para  mantener  este  gradiente la célula cuenta  con varios mecanismos, entre ellos la bomba 

de calcio o Ca2+-ATPasa unida a la membrana plasmática  y la Ca2+-ATPasa unida a la membrana 

del retículo endoplásmico,  9ue utilizan energía  de la hidrólisis del ATP para  bombear calcio fuera de 

la célula o hacia el interior de las vesículas del retículo endoplásmico  respectivamente.  El calcio 

también atraviesa la membrana  por medio de  intercambiadores Na+/Ca++ ,Ca++/Ca++ y  por  medio 

de  canales  de calcio. En  conjunto  esas bombas y  sistemas  intercambiadores  mantienen  un  bajo nivel 

de calcio intracelular (O. 1 mMr (Carafoli, 1994;  Mc Clesky, 1994). 
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2.2 Factores Que Disparan El Incremento  De  La Concentración De Calcio 

lntracelular 

Se sabe  que la mayoría de  los  receptores  membranales de factores de  crecimiento o citocinas 

sufren un cambio  de  conformación cuando  unen a su ligando en  la superficie celular. Este  cambio 

conformacional  conduce  a la  generación  de  una  señal intracelular, debido  a su acoplamiento  con 

segundos mensajeros  como el calcio. El aumento  en  la concentración  de  Ca++ intracelular que se 

observa  después  de la activación de las  células por las citocinas puede  deberse  a la apertura  de 

canales  de calcio en la membrana plasmática  provocando  un flujo transitorio de iones calcio hacia el 

citosol o bien  a la liberación de  Ca++  de almacenes intracelulares a través de la formación  de  IPg 

En estas  condiciones se  observa  que  el incremento  en el calcio intracelular es bifásico. El 

incremento inicial resulta de un efecto directo del  IP3  sobre  los organelos intracelulares de 

almacenamiento  de calcio (Berridge, 1993). Esta liberación de calcio intracelular es transitoria y  es 

seguida  por  un  incremento  sostenido  en la concentración intracelular de  este ión debido  a la entrada 

de calcio a través de la membrana  plasmática  (Putney  y col., 1981; Putney y Bird, 1993). 

Se  ha  sugerido  que el mecanismo  predominante  por el cual el IP3 activa la entrada  de calcio a 

través de la membrana  plasmática  está  acoplada al agotamiento  de los almacenes intracelulares de 

calcio. A este  fenómeno  se le ha llamado  proceso  capacitador  de la entrada  de calcio y  se  han 

propuesto  dos  mecanismos  para explicarlo. Uno de ellos propone la participación de  un  mensajero 

que  puede  ser  producido o liberado al citoplasma  cuando  se agotan los almacenes  de calcio 

intracelular y que  posteriormente se  difunde a la membrana plasmática para activar la entrada  de 

calcio. La liberación o acción  en la membrana plasmática  de  este  mensajero  puede involucrar 

mecanismos  dependientes  de  GTP. El segundo mecanismo postula que el agotamiento  de las 

reservas  de calcio de los almacenes htracelulares origina un cambio  conformacional  en el organelo y 

/o en sus proteínas  de superficie y este  cambio  conformacional es transmitido a los canales  de calcio 

de la membrana  plasmática (Putney, 1986; Putney,  1990; Irvine, 1990;  Putney y Bird, 1993). 
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2.3  Concentración lntracelular  De Caz+ En Células En División 

En ovocitos  de erizo de mar  se  ha  observado  que  existe  un incremento en  la concentración 

de Ca++ libre intracelular de O. 1 1  pM #a l .  95 pM  a los 12 segundos  después de la fertilización, luego 

de lo cual se  llega  al valor inicial de 10.11 pM.  Durante la migración  pronuclear  a los 10-12  minutos 

ocurre un segundo  incremento  con un  valor  promedio de 665 nM. La reducción en  la concentración 

externa  de calcio no afecta este  aumento  ni  los  cambios subsecuentes,  lo cual sugiere  que el 

incremento  obedece  a la liberación de calcio desde almacenes intracelulares. Se han identificado 

otros cambios  de  este ión durante el primer ciclo de división  del  huevo, uno  asociado  con el periodo 

de la síntesis de  ADN, otro ocurre  a los  50-60 min  durante el rompimiento  de la envoltura nuclear 

(REN),  con un valor promedio  de 404 nM,  un tercer aumento a los 70 min  con  un valor promedio  de 

410 nM que  ocurre  durante la transición de la metafase  a la anafase y finalmente  un  incremento 

asociado  con la citocinesis con un valor promedio de 41 2 nM (Poenie y col., 1985). 

Steinhardt  y  Alderton (1 988) han mostrado que la inyección  de  amortiguadores  con  quelantes 

de calcio impide el incremento transitorio de la concentración  de calcio libre intracelular 9ue  está 

relacionado  con el REN originando el bloqueo de  este  proceso así como la progresión  de la mitosis. 

La subsecuente  inyección  de calcio o la recuperación normal de altos niveles de  este ión permiten el 

reestablecimiento  de  estos  procesos. Además el incremento artificial de calcio por  inyección  a 

tiempos  tempranos  provoca un  REN temprano. Lo anterior deja  ver  que el incremento  en la 

concentración  de calcio libre intracelular precedente al  REN es  un  punto  regulador  esencial 

requerido  para la entrada a la mitosis. 

Keith y col., (1985) han  medido  los niveles de calcio libre en células epiteliales PtK2 usando 

quin-2, detectando  un 50% de decremento a través de la  mitosis.  Ellos han  observado  9ue la 

concentración de calcio intracelular es  de 53 nM durante la profase y de 27 nM durante la 

prometafase y que  esta  baja  concentración  permanece  durante la metafase y anafase hasta  estados 

tardíos de la telofase y que su valor incrementa  nuevamente en la interfase. Sin embargo, los autores 

4 



proponen que el decremento en  la  concentración  de  este ion puede reflejar su secuestro  dentro  de 

compartimentos  y que algunos de estos  iones  secuestrados  pueden  ser  liberados  localmente. 

Esta  propuesta de liberación local de calcio ha sido confirmada por Ratan  y col.,  (1986) 

quienes  encontraron  que el valor de calcio libre intracelular de células PtK2 en interfase es de  83 nM 

(cuya distribución es  homogénea  menos  en el núcleo)  y  en  la  metafase  es de 46 nM. La  separación 

de las cromátidas hermanas durante la transición de la metafase  a  la  anafase es acompañada por un 

incremento de calcio en la región  polar del huso  a 140 nM, en tanto que en la zona  media del huso  es 

de 74 nM. Estas  observaciones  demostraron la existencia de cambios  localizados  en la concentración 

de calcio libre. Se  piensa  que  en la t,ransiciÓn de metafase/anafase,  el calcio puede  ser localmente 

liberado a los polos del huso  y rnodificar diferencialmente  el  ensamble/desensamble de los 

microtúbulos (Ratan y Shelanski, 1986). 

Otras  observaciones  han  mostrado que la entrada restringida de calcio o la modificación del 

transporte de  este ion durante la mitosis, prolonga el tiempo de transición de la metafase  (Hepler, 

1985); 

Kao y col (1990) estudiaron diferentes líneas celulares para definir si los cambios en  la 

concentración de calcio  libre intracelular eran  eventos que expresaban todas  las células en división 

durante  la mitosis y la interfase. Observaron que durante la interfase el incremento en calcio 

intracelular es fortuito e  impredecible,  mientras  que  durante la mitosis el aumento de calcio 

intracelular está  altamente relacionado con el rompimiento de  la envoltura nuclear  en  la  profase y con 

la transición de la metafase a la anafase.  Con base en sus resultados  propusieron  que el Caz+ juega 

un papel  esencial en el rompimiento de la envoltura nuclear, pues el decremento de este ion puede 

bloquear  dicho  proceso.  Sin  embargo, el papel del Caz+ durante la transición de la metafase a la 

anafase es auxiliar, ya que la entrada  a la anafase  puede ocurrir en ausencia de cambios 

observables en la concentración de este ion, y  propusieron  que el calcio puede  ser  requerido por 

procesos  subsecuentes  a  esta transición o bien  ser  requerido de manera indirecta. 

El análisis de los resultados  obtenidos con las lineas celulares estudiadas,  demostró que el 

incremento  global de  Caz+ durante el proceso mitótico no es  un fenómeno común a todas las células. 
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La no universalidad del incremento en la concentración intracelular de Caz+ durante la mitosis, apoya 

resultados previos que señalan que más  que un incremento global en la concentración de calcio libre 

intracelular, es un incremento local el requerido para la progresión de este proceso. Dicho incremento 

puede ser el resultado de la movilización del Caz+ secuestrado en almacenes cercanos al aparato 

mitótico y que son calcio sensibles (Ratan y col., 1986; Kao y col., 1990) 

3 MECANISMO DE ACCION DEL CALCIO COMO SEGUNDO MENSAJERO 

El aumento en la concentracicjn de calcio libre por acción de un agente externo es transitorio 

por lo que su señal puede ser transmitida solamente por aquellas proteínas aceptoras capaces de 

unirlo con alta afinidad en ese intervalo de concentraciones que va de 2-8 X lP7 M. El complejo 

formado entre estas proteínas intracelulares y el calcio libre, puede interactuar más tarde con una 

proteína blanco para modificar su función. Finalmente todo este proceso lleva a una respuesta 

fisiológica de  la célula o tejido estimulado (Cox y col., 1980; Smith y col., 1990; Heizman y Hunziker, 

799 7). 

Además de la respuesta temprana ‘dada por las proteínas aceptoras de calcio, el aumento en 

la concentración de calcio intracelular puede generar una respuesta sostenida a través de  la 

activación de  la proteína cinasa C (PCC). El incremento transitorio en la concentración de calcio libre 

intracelular permite la activación de la PCC por el diacil glicerol y su asociación con la memebrana 

plasmática. (Putney y col., 1981; Putney y Bird, 1993). 

Se sabe que la formá citosól’ica de la PCC es relativamente inactiva pero que cuando se 

asocia con la membrana plasmática y está en contacto con fosfolípidos de ésta, incrementa su 

actividad y expresa sensibilidad a la concentración de calcio libre. Esta forma de la PCC asociada a 

la membrana plasmática, participa en  el mantenimiento de la respuesta celular por tiempos más 

prolongados amplificando la señal dada por calcio (Rasmussen, 1984). 
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3.1 Proteínas  Aceptoras  Del  Calcio 

Como ya se mencionó  la  traducción  de la señal  dada  por  el  incremento en la  concentración de 

calcio libre intracelular hacia  una  respuesta intracelular depende de las  proteínas  capaces de unir a 

calcio en el rango de concentraciones  al  que  se  presenta  en  las células activadas. Estas proteínas 

pueden  ser  subdivididas en dos  grupos  basándose  en las características estructurales: I )  proteínas 

con la estructura hélice-asa-hélice ("EF-Hand") tales como  la  calmodulina,  troponina C, parvalbúmina, 

oncomodulina,  proteínas S-I00 y calbindinas, 2) la familia de las anexinas,  proteínas que interactúan 

con fosfolípidos y membranas celulares de una  manera calcio dependiente  (Heizmann y Hunziker, 

I99 I). 

3.1.1 Proteínas  Hélice-Asa-Hélice o "EF-Hand" 

En  estas  proteínas  el calcio se une en la región de 12 aminoácidos 9ue forman el asa, seis de 

los cuales  participan en  la unión de calcio a través de sus átomos de oxígeno (Kretsinger, 1976). 

La  mayoria de las proteínas de esta familia presentan  más de  una copia de  la estructura 

hélice-asa-hélice (de 2 a 8). Por ejemplo,. la patvalbúmina  presenta 2, la calmodulina y troponina C 

presentan 4, la calbindina D 28 K tiene 6 y la proteína  LpS, de 35 kD de L-dechinus pictus  tiene 8 

veces esta estructura (Heizman y Hunziker, 1991). 



3.1.2 Anexinas 

Esta familia de proteinas son capaces de unirse a fosfolípidos y a membranas de manera 

calcio dependiente (Crumpton y Dedman, 1990; Concha y col., 1993). Estas proteínas se han 

demostrado en vertebrados, invertebrados y plantas superiores. Tienen una gran homología entre si 

y presentan una secuencia de 70 aminoácidos altamente conservada. 

Las anexinas no contienen 18a estructura típica de unión a calcio, se ha sugerido que en el 

segmento de 70 aminoácidos está 191 sitio de unión a calcio coordinado dentro de una estructura 

discontinua a-hélice unida a un anillo. Se ha observado que las anexinas poseen secuencias de 

aminoácidos que semejan estructuras EF mutadas (Heizmann y Hunziker, 7991). 

4 CAiMODUilNA 

Calmodulina es una proteína 5cida que pertenece a  la familia de proteínas con estructura EF 

con  4 sitios de unión a calcio y estable al calor que consiste de una sola cadena polipeptídica de  148 

aminoácidos, con 16700 daltones de peso' molecular. Fue descubierta como una proteína acfivadora 

de la fosfodiesterasa por Cheung y Kakiuchi de manera independiente en 1970 (Cheung, 1970; 

West, 1981; Sellinger, 1984). 

Calmodulina está presente en casi todos los organismos eucariontes, encontrándose en 

mayor proporción en cerebro, testículo, esperma, ovocitos y en el órgano eléctrico de las anguilas. Es 

una proteína altamente consehada a lo largo de la escala evolutiva (Cheung, 1980; 1982; Means y 

Dedman, 1980). 



4.7 Dominios De Unión A Calcio 

CaM presenta cuatro dominios de unión a calcio (I a IV) contenidos en  el sitio conocido como 

asa. Cada dominio consiste de 12 aminoácidos, 6 de los cuales interaccionan con el calcio (fig. I). 

Figura l .  SECUENCIA DE LA CaM Y ,LOCALlZAClON DE SUS DOMINIOS DE UNION A CALCIO. 

I 

I1 

111 

IV 

b b 6 6 6  b 

ADLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQN 

PTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARK 
6 6 G b b  6 

MKDTDSEEElREAFRVFDKDGNGY1SAA;LRHVMTNLGEK 
6 ‘ i i b  

LTDEEVDEMIREANIDGDGQ VNYEFVQMMTAK 
‘ ( b b 6  6 

Secuencia  de  aminoacidos de  la  rnol6cula  de  Calmodulina  de  vertebrados..  Dominios  de  unibn  a  calcio (I a IV). Los aminodcidos 

fuera  de la línea vertical forman  parte de la estructura  EF-hand y los que  se  encuentran  dentro  forman  parte  de  las  regiones de uni6n  a 

calcio  dentro  de la esta estructura EF-hand, los asteriscos  indican los aminoácidos  que  actuan  como  ligandos  del  ibn  calcio.  A(alanina), 

D(ac.  aspártico),  Q(glutarnina), Lfleucina), T(treonina),  E(ac.  glutárnico),  I(isoleucina),  F(fenilalanina),  K(lisina),  S(serina),  G(glicina), 

V(valina), Mfmetionina),  Rfarginina), Nfasparagina),  P(prolina),  Y(timsina),  Hfhistidina). 

En los cuatro sitios de unión, calcio tienen un número de coordinación de 7; los aminoácidos 

en las posiciones 1, 3, 5, 7 y 9 contribuyen con un ligando y el residuo I 2  9ue generalmente es 

glutamato contribuye con dos ligandos. Aspártico o asparagina ocupan los sitios I, 3 y 5 (Babu y 

COI., I 988). 
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Se  sabe que el sitio I es  altamente  homólogo al sitio 111, en tanto que el sitio I1 es altamente 

homólogo al sitio /V. El 70% de  los  aminoácidos de los sitios I y 111 así como de los sitios I1 y IV son 

idénticos. Esto sugiere  que  CaM surgió por la  duplicación  de  un  gen (Means, 1982). 

Estos  dominios tienen diferente afinidad por calcio. La  mayoria de los  autores  han  reportado 

que los sitios I y I1 son  de alta afinidad con  constantes  de  asociación  cercanas a 10-5 M y los sitios 111 

y IV  son de baja afinidad con constantes  de  asociación  de IO- M. 6 

La  unión de  Caz+  a CaM  e,s  secuencia1 y ordenada,  se  ha  propuesto  que la unión a los 

dominios se da en el siguiente orden:  Il+I+IlI+lV (Kilhoffer y col., 1983). 

Se  sabe que existe una  cooperatividad positiva entre los sitios de unión a calcio, ya  que la 

ocupación de los dos primeros domirtios está  acompañada por un  cambio  conformacional que facilita 

la unión del  tercero y cuarto ión calcio. Cuando el segundo y tercer ión se unen,  se  da la exposición 

de dominios  hidrofóbicos  (Tanaka y Hidaka, 1980). Se  ha  demostrado que  la molécula de  CaM  con  3 

iones  unidos puede unirse y modificar la actividad de su enzima  blanco  (Crouch y Klee, 1980;  Cox, 

1980). 

4.2 Hélices 

La molécula de CaM contiene 7 hélices (I-VII) que  abarcan de los residuos 7-19, 29-39, 46-55, 

65-92,  102-112,  119-128 y 138-148  respectivamente  (Babu y COL, 1985;  Babu y col., 1988). La 

naturaleza  polar o hidrofóbica de los aminoácidos  que  constituyen estas regiones permite  la 

polarización de la hélice en una pade hidrofóbica y una hidrofílica. Las  regiones  hidrofóbicas se 

encuentran  flanqueadas por regiones:  de  potencial electrostático altamente negativo, las cuales son 

excelentes  candidatos como sitios de unión  para hélices anfifílicas cargadas  positivamente  (Cox y 

col., 1980;  Babu y col., 1985; OJ Neil y DeGrado,  1990; Vogue1 y col., 1990;  Meador y col., 1992) 

Dentro de  estas hélices los  residuos de fenilalanina, son residuos de gran importancia. Ohya y 

Botstein (1994) al substituir estos  residuos por alanina, identificaron cuatro tipos de funciones en las 
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que  pueden estar involucrados  la  organización  de actina, la localización intracelular de CaM en  la 

división nuclear y  gemación. 

Se  sabe  que  existen 8 residuos  de lisina en  la  molécula  de  CaM de  mamíferos,  de ellos la 

Lys75  contiene  el  grupo  amino  más reactivo en  la  molécula de CaM  saturada con calcio y se 

encuentra localizada en la hélice central de  la  molécula. L Y S ~ ~ ,  es otro de los residuos de lisina de 

mayor accesibilidad y que  se  encuentra  en  la hélice central (Babu y col., 1988). La accesibilidad de 

estas lisinas se  ha utilizado en la producción  de  derivados de CaM, como la CaM-biotinilada y la 

calmodulina-1125  marcada con el reactivo de  Bolton y Hunter  usados como sondas 'para detectar las 

proteínas que  unen  a CaM (Chafouleas y col.,  1979). 

En cuanto  a la hélice central de CaM  se  sabe  que  ésta sirve como una  unión flexible que 

permite que los dos  dominios  globulares  de  CaM se puedan  mover como cuerpos  semirígidos  para 

formar  un sitio de unión  capaz de acomodar  una  amplia  variedad de péptidos y enzimas blanco. Así 

los dos  dominios  globulares de CaM  son  capaces de interactuar simultáneamente con su péptido 

blanco(0 Neil y DeGrado, 1990). 

Con  respecto  a  la longitud de  /a hélice central, se  sabe  que  la disminución en longitud de 2 o 4 

residuos tiene  poco  efecto en la afinidad por CaM de las proteínas  blanco  (Persechini y col. , 1991). 

Los residuos de metionina juegan un  papel  muy  importante en  las funciones mediadas  por 

calmodulina. Se  ha  demostrado  que el 46% de  la superficie de los dominios  hidrofóbicos que  expone 

calmodulina es  ocupado  por residuos de metionina, en las posiciones 36, 71, 72,  76, 109, 124, 144 y 

145 (OJNeil y DeGrado, 1990). 

4.3 Conformación De La Calmodulina 

La estructura cristalográfica de CaM  muestra a una  molécula con 2 dominios  globulares 

estructuralmente similares, cada uno de los cuales  contiene un  par de sitios de unión a Ca 2+ 

cargados  negativamente y separados:  por  una  región a-hélice (sitios I  a IV). Se ha observado que la 
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porción central en  presencia  de calcio  se  dobla y permite que  los dos  dominios  globulares se 

acerquen e interaccionen simultáneamente con  una  región  del péptido  blanco (Babu y  col.,  1988; 

Meador y col., 1993). 

4.3. f Cambios  Conformacionales  Inducidos Por Ca2+ 

La unión  de calcio a la  molecula de CaM produce cambios conformacionales  que  afectan la 

absorbancia, fluorescencia y espectro de dicroismo circular de sus residuos  de tirosina. 

En ausencia de calcio, CaM i!iene  un contenido de a-hélice del 30-35%, 20% &plegada  y 50% 

de enrrollamiento al azar  (determinado  por su espectro  de  dicroismo cirular en et UV-lejano). Cuando 

el calcio se  une  a la CaM, se  da  un  cambio en el espectro  de dicroismo, este cambio corresponde  a 

un incremento  en el contenido  de a-hélice del 5-8% con su correspondiente  decremento  en el 

enrrollamiento al azar. Se sabe  que estos cambios  en su espectro  de  dicroismo circular ocurren  bajo 

la unión  de los 2 primeros  iones calcio por CaM (Klee, 1977, La Porte  y col., 1980). 

Por otra parte, en ausencia de calcio, CaM presenta  un  espectro  de  absorción  en el UV con 

un máximo  a  277  nm  y  un  hombro  a 282 nm  correspondiente al espectro  de tirosina además  de 

multiples picos  a 253, 258.5, 265 y í168.5 nm característicos de la absorción  de fenilalanina. Cuando 

el calcio se  une  a  esta  molécula, hay un  decremento  en el espectro  de  absorción  UV,  lo anterior estiÍ 

relacionado  con  cambios  en el entorno del residuo 138 de tirosina pues  bajo  estas  condiciones  este 

residuo  se  expone  en  mayor grado, lo cual afecta algunos o todos los residuos  de fenilalanina dando 

como  resultado  un  incremento  en el contenido  de a-hélice (Klee, 1977;  Richman  y Klee, 1979). 

También se ha visto que la unión  de calcio a CaM incrementa la fluorescencia de los residuos 

99 y 138 de tirosina (Chao  y col., 1984). 

En cuanto  a los cambios  de movilidad electroforética de CaM inducidos  por la unión  de calcio, 

se  ha observado  que CaM migra más lentament en geles de poliacrilamida en condiciones  no 

desnaturalizantes  en Presencia de calcio que  en presencia de EGTA, probablemente  debido al 
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decremento en la  carga  neta  bajo s:u unión  con  este ión. Bajo  condiciones  desnaturalizantes  (con 

SDS), CaM migra más rapidamente en presencia  de  Ca2+  que en presencia de EGTA, lo anterior tal 

vez  debido a un  cambio  hacia  una  forma  más  compacta  de  CaM (Chao y col., 1984). 

4.3.1.1 Exposición De! Dominios Hidrofóbicos 

Se  ha demostrado  que la unión  de Ca2+ a CaM origina la exposición de dominios  hidrofóbicos 

y se  ha propuesto que estos  domin,ios  permiten la formación del complejo  proteína-proteína entre 

CaM y sus proteínas blanco  en presencia del ión calcio (Klee, 1977;  LaPorte y col., 1980). 

La superficie hidrofóbica de la  calmodulina  está constituida de 14 residuos de aminoácidos en 

cada una de las dos  regiones de esta  molécula (tabla 1). Once de estos  residuos  pertenecen a 4 de 

las a-hélices 2 de ellos a las asas  de  unión a calcio y un  residuo a la región que  conecta  los  dos 

dominios  globulares (Babu y col., 1988). 

Tabla 1. RESIDUOS  INVOLUCRADOS  EN LA FORMACION  DE LA SUPERFICIE  HIDROFOBICA  DE  CaM. 

REGION  N-TERMINAL REGION C-TERMINAL 

Fenil  alanina:  19,68  Fenilalanila:  92,14 1 
Isoleucina:  27,52,63 Isoleucina: 100,725 

Leucina: 105,116 
Valina: 108,121,136 

Metionina:  36,51,71,72 Metionina: 109,124,144,145 

La  exposición de estos dominios  fue  demostrada por algunos  autores  estudiado los cambios 

conformacionales de  Ca M inducidos  por calcio usando  colorantes  fluorescentes que interaccionan 

con dominios  hidrofóbicos de proteínas. Así por ejemplo  se  ha visto que la intensidad de 

fluorescencia del 8-anilino- 1 -naftalensulfonato (Ans), 9-antroilcolina (9AC) y N-fenil- 1 -naftilamina 
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incrementaron  drásticamente  cuando CaM está  saturada  con  Ca . En  contraste  CaM tiene muy 

poco  efecto en el espectro de emisión  en  presencia  de  EGTA y Ca2+ solo no tiene efecto  alguno en 

la fluorescencia de estos  ligandos (LaPode  y  col., 1980) 

2+ 

Tanaka y Hidaka ( I  980), usaron 2-p-toluidinilnaftaleno-6-sulfonato (TNS) para mostrar la 

exposición de dominios hidrofóbicos; basados  en el hecho de que el TNS  interacciona con porciones 

hidrofóbicas de proteínas realizaron un análisis cinético de la inhibición por  TNS de la activación de la 

cinasa de la cadena ligera de  miosina (una proteína  blanco de CaM)  mostrando que  el TNS puede 

interaccionar con CaM  en  presencia de calcio e inhibir a la cinasa, compitiendo  con  esta por su unión 

con CaM.  Estos resultados sugirieron que  Ca2+ se une a CaM  induciendo un cambio  conformacional 

que  expone  dominios  hidrofóbicos  (Tanaka y Hidaka, 1980). 

Gopalakrishna y Anderson (1982) observaron  que la CaM puede unirse a residuos 

hidrofóbicos de fenil-sefarosa en presencia de calcio pero  no  en presencia de EGTA.  También 

observaron que  el uso de NaCl2M no  permitía la elución de CaM,  indicando que  la unión no  se  debía 

a interacciones iónicas. Sin  embargo  CaM sí podía  ser eluida con detergentes  no iónicos como  el 

Tritón X-? O0 al 7 % o etilenglicol al 50% demostrando  así la expresión de dominios  hidrofóbicos en  la 

superficie de CaM en presencia de calcio. 

5 CALMODULINA Y CICLO CELULAR 

Davis y col., (1986)  observanm que la ausencia del gene de CaM es letal en levaduras, lo 

anterior demostró por primerd  vez en cualquier  organismo  que  CaM es  una proteína  esencial para la 

vida. Esta  observación  es  apoyada por estudios  que  muestran que calmodulina  es una  proteína  que 

actúa como mediadora de un  amplio  espectro de funciones celulares y de enzirnas  dependientes de 

calcio (Cheung,  1980;  Means y Dedrnan,  1980;  Smith y col., 1990;  Means y col., 1991). 



5.1 Localización De Calmodulina Durante  El  Ciclo Celular 

Se sabe que en células PtK2 en interfase, CaM está presente en  el citoplasma en las fibras 

de tensión y que está ausente en  el núcleo (Dedman y col., 1978; Welsh y  col., 1978). 

Se ha demostrado que calmodulina se asocia a un subgrupo de microtúbulos resistente a 

drogas y  a bajas temperaturas y se  ha sugerido que puede tener un efecto estabilizador 

independiente de calcio en los microtúbulos del cinetocoro (Welsh y  col., 1979; Deery y col., 1984; 

Sweet y Schroeder, 1988) 

Welsh y  col.,  (1979) usando células PtK2 y CHO han reportado que durante la profase, la 

CaM se encuentra cerca de los centriolos; durante la prometafase y la metafase está concentrada en 

la parte media del huso mitótico y durante la citocinesis está en el surco de división. La localización 

de CaM durante la mitosis sugiere que puede estar interaccionando con cierto tipo de microtúbulos o 

con proteínas asociadas a ellos en  el aparato mitótico. Se ha demostrado que CaM regula el efecto 

del calcio en el ensamble/desensamb/e de microtúbulos (Welsh y col. , 1978) y se ha propuesto que 

participa en  el movimiento de cromosomas en  la anafase (Welsh y col., 1979). La localización de 

CaM en el huso mitótico también ha sido demostrada en células de plantas superiores (Vantard y 

col., 1985; Sweet y Schroeder, 1988)) ., 

Además se  ha observardo 9we la distribución de CaM en el huso mitótico en ausencia y 

presencia de Ca2+ es igual, lo cual apoya la hipótesis de 9ue CaM interacciona con  el aparato 

mitótico de forma Caz+ -independiente (Sweet y Schroeder, 1988). 

Se ha propuesto que CaM libre de calcio regula la estabilidad de los microtúbulos del 

cinetocoro antes de la anafese. Pero durante la anafase CaM puede mediar la desestabilización 

dependiente de calcio de dichos microtúbulos permitiendo el movimiento de los cromosomas hacia 

los polos del huso (Sweet y  col., 1988). Estos planteaminetos son apoyados por experimentos de 

microinyección en células en división. La inyección del complejo CaZ+/CaM en cantidades elevadas 

en células en prometafase temprana produjo un retraso en la progresión a  la anafase. Este efecto no 

fue producido por CaM libre de calcio. La inyección de calcio solo a diferentes concentraciones, 
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también produjó un retraso, pero menor al producido por el complejo CaZ+/CaM . A los cinco minutos 

depués de la microinyección de Ca2+/CaM se observó un acortamiento en los túbulos del cinetocoro 

y de los microtúbulos interpolares pero no  de los microtúbulos astrales (Keith, 1987). 

Durante la interfase CaM puede localizarse tanto en el citoplasma como en el núcleo, siendo 

su concentración en este último de entre 1-1 O mM dependiendo de la célula o tipo de tejido. Se ha 

propuesto que CaM podría atravesar la envoltura nuclear por difusión pasiva a través de los poros 

nucleares, sin embargo se ha demostrado que existe un factor en  el citoplasma que la transporta al 

núcleo. Se ha sugerido que el equilibrio en la distribución nucleocitoplásmica de CaM puede ser 

determinado por la afinidad, concentración y localización de proteínas blanco en el núcleo y en el 

citoplasma (Pruschy y col., 1994). 

En células en proliferación SE? ha observado que CaM puede asociarse a la matriz nuclear y 

estimular la actividad de algunas enzimas (Serratosa y col., 1988; Pujo1 y col., 1989; Veer Reddy y 

col., 1992). 

También se  ha observado que CaM cambia de localkación durante la reacción acrosomal. 

Durante la capacitación CaM está uniformemente distribuida en  el acrosoma del espermatozoide y 

durante la reacción acrosomal se compartamentaliza en la región ecuatorial y postacrosomal de  la 

cabeza del espermatozoide (Trejo y Mújica, 1990). 

5.2 Concentración De CaM Durante El Ciclo Celular 

La concentración de CaM en e1 inicio del proceso mitótico en células CHO-Kl en mitosis es  de 

158 ng/lO céls. En G 1 temprana, esta concentración se reduce a la mitad; En la transición G ?/S los 

niveles de CaM se incrementan alcanzando el valor de 158 ng/lO céls. Este incremento durante 

G I 6  es independiente de la duración de G l  (Chafouleas y Means, 1982). 

6 

6 

Rasmussen y Means (1987) han estudiado los efectos del incremento en el nivel de CaM en 

el ciclo celular utilizando células transformadas de ovario de ratón C127 con el virus del papiloma 
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bovino como vector de expresión del gene de calmodulina.  Observaron  que el incremento 

intracelular de CaM origina un  acortamiento  del ciclo celular, debido  a la reducción de la duración de 

GI. Estos  resultados sugirieron que la velocidad del ciclo celular es sensible  a  la  concentración de 

CaM intracelular. Esta  observación fue confirmada  usando  vectores  que  expresan  ARN silvestre y 

antisentido para  CaM. La  progresión del ciclo celular fue afectada  por el incremento o decremento 

transitorio en los niveles de CaM  y tanto la  fase Gl como la de mitosis son sensibles  a  cambios en  la 

concentración intracelular de CaM (Rasmussen  y  Means, 1989). 

Ohya y  Aranku (1989) utilizando levaduras  mutantes deficientes en la expresión de CaM 

observaron  que  no  completaban su división nuclear y el  huso  no  se  elongaba.  También  observaron 

que las células deficientes en CaM  presentaban  pérdida de material genético  y  una  segregacidn 

anormal de los cromosomas. 

La  producción de mutantes  termosensible  que  expresan  bajos niveles de CaM ha permitido 

confirmar que CaM es  requerida  para la segregación  normal de cromosomas, durante  el  proceso 

mitótico (Davis, 1992). 

5.2.1. Concentración De CaM  Durante  La  Meiosis 

A diferencia de  lo  que ocurre en las células somáticas,  donde la síntesis de  CaM se realiza 

durante  la  transición GVS pero no e,n la mitosis, las células germinales sintetizan CaM  durante  la 

meiosis. En ovocitos de Xenopus  cuando se abole el bloqueo en la transición de G2 a la profase de 

la primer división meiotica por progesiterona, se observa un aumento del 28-70% en  el contenido de 

Ca  M (Cartaud y Ozon, 1980). a 

En  las células meióticas  macur'inas se observa que el contenido de CaM aumenta durante  la 

primera  profase meiótica, los espernratocitos  leptoteno  presentan la  mitad del contenido de CaM 

determinado en espermatocitos  paquiteno (DjAgostino y col., 1983; Trejo y col., 1985; Slaughter  y 

col., 1987) 
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Estas  observaciones  sugieren  que a diferencia de las células que se multiplican por mitosis, el 

proceso  meiótico va acompañado  por  una síntesis de  CaM  durante  la  profase de la primera división 

tanto en  las células meióticas  femeninas  como  masculinas. 

También  se  observó  que  el  bloqueo de la meiosis en ovocitos de Xenopus  podía  desaparecer 

por la inyección de  CaM.  For lo que  se sugirio que  CaM juega un  papel  muy  importante también  en la 

meiosis  (Cartaud y  Ozon, 1980). 

Además, se ha  observado  que  durante la profase  meiótica CaM experimenta  un cambio  de 

localización en el gameto masculino,  pasando del citoplasma al núcleo cuando  se alcanza el  estadio 

de  diploteno y  permanece  en ese  co,mparfímento  hasta la etapa de espermátidas tipo  Golgi  (Trejo  y 

col., 1985). En  estos estadios, la presencia  de  CaM en el  núcleo  sugiere  funciones  para esta proteína 

en  eventos  nucleares tales como condensación de cromatina y regulación del flujo de calcio entre el 

núcleo y el citoplasma. Además en  estas células CaM  está  presente en partes  muy definidas lo cual 

parece  ser fundamentalmente  importante  para la regulación  durante la espermatogénesis (Weinman, 

7 986). 

5.3 Efecto De Las Mutaciones De CaM  En  La  Progresión Del Ciclo 

Celular 

Cuando la arginina I16 de CaM  es substituida por fenilalanina, las mutantes de 

Schizosaccharomvces pombe son viables y no  muestran  defectos en su crecimiento, pero sí existe 

una deficiencia en su esporulación, durante la encapsulación,  luego de la segunda división meiótica. 

Otras mutaciones en  la posición 11'6 tales como la substitución por serina o ácid0 aspártico, 

muestran un efecto en la esporulación similar al provocado por fenilalanina 116 (Takeda y col., 1989). 

En modelos experimentales utilizando levaduras  que  expresan  solo la mitad NH2+ o COO- 

terminal de la molécula de CaM no se han  observado  modificaciones en la proliferación celular. Estos 

efectos se observaron  solamente  cuando el nivel de expresión de la molécula  era varias veces más 
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alto, comparado  con el  nivel de CaM en  condiciones normales. Estos resultados dan evidencias  de 

que la unidad estructural de CaM (el par  de estructuras EF-Hand de cada  una de sus mitades) y no 

su estructura global  es sufuciente para  realizar sus funciones en  la proliferación. Aunque la mitad de 

la CaM puede se suficiente para  sostener  la proliferación celular, se demostró que otras funciones 

celulares si fueron  afectadas  por la  ausencia de CaM integra. 

Las células con la  mitad de CaM mostraron un fenotipo sensible a la temperatura,  debido 

posiblemente  a  cambios  en la  afinidad  por  calcio  así como  en su interacción con las proteínas  blanco 

y en su estabilidad (Sun y col., 1991). 

La substitución de una o más  fenilalaninas por alanina en levaduras, ha  revelado distintas 

funciones  esenciales  para estos  resilduos  de fenilalanina; así  por ejemplo, se  ha encontrado  9ue Fen 

16 y 19 son  determinantes  para la localización subcelular de  CaM, Fen 65 y 68 están  involucradas  en 

la división nuclear, Fen  89  y 140 están involucradas en la formación  de  brotes o yemas y Fen 92 en 

la organización  de actina (Ohya y Botstein, 1994). 

En  levaduras  con  mutaciones en  donde  el aspartato -de la posición I y el glutamato  de la 

posición 12 dentro  de las asas de unión a calcio han sido substituidas por  residuos no polares  se 

observa  que  esta  proteína no muestra los cambios conformacionales ni de  movilidad electroforética 

en  presencia  de calcio a altas concentraciones.  Sin  embargo estas  levaduras  mutantes no mostraron 

cambios o alteraciones durante la  proiriferación celular (Geiser y col., 1991). 

6 INTERACCIONES D€ CaM CON PROTEINAS BLANCO 

6.1 Proteínas Activadas Por CaM En Forma Caz+  Dependiente 

Se considera  que el  cambio cmformacional  dependiente  de calcio es el responsable  de la 

capacidad  de CaM para interaccionar con  diferentes proteínas  (Crouch y Klee, 1980). 
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Cox y col, (1980)  propusieron que  la interacción de  CaM con  enzimas  blanco  ocurre sólo 

después de un mínimo  de  3 calcios  unidos a CaM e identifican a  CaMCa2+3  y  CaMCa2+4 como las 

únicas especies activas para la  fosfcldiesterasa, adenilato ciclasa y  Ca2+-Mg2+-ATPasa  (Crouch  y 

Klee, 1980;  Cox y  col.,  1980;  Cox, 1983). 

CaM interacciona con más de 20 enzimas en  forma calcio dependiente  incluyendo  proteínas 

cinasas tales como la cinasa  de la  cadena  ligera de miosina, fosforilasa cinasa, proteína  cinasa 11, y 

NAD cinasa; fosfatasas  de proteínas, proteínas motoras y  componentes del citoesqueleto, 

fosfolipasa A2, Ca2+-A  TPasa  de  menlebrana plasmática, glucógeno sintasa y guanilato ciclasa entre 

otras (Means  y  Dedman,  1980; Cohenl y Klee, 1988). 

6.2 Proteínas  Que lnteraccionan Con  CaM En Forma Ca2+  Independiente 

La capacidad  de  algunas  proteínas  para unir CaM en ausencia de calcio ha sido  observada 

por varios autores utilizando proteínas renaturalizadas después de electroforesis y CaM marcada  con 

1125- Algunas  de ellas son: la proteína  de 110 kD  de las células epiteliales del intestino (Gleney y 

Webeer, 1980), la fosforilasa cinasa  de hígado (Cohen y col., 1978), la troponina  I  de  músculo  (Olwin 

y col., 1982), P-57 de  cerebro  (Andreason y col., 1983;  Cimler y col., 1985), la adenilato ciclasa de 

bacteria (Greenlee  y col., 1982; Kilhoffer y col., 1983), las proteínas  de 11 O y 97 kD de  vesículas  con 

reacción  acrosomal  (Hemández  y col., 1994)  así  como una isoforma  de la miosina-1  de  105  kD  9ue 

une  a CaM en  presencia  de EGTA (Colucio, 1994). 

También  se  ha  observado  que CaM estimula  a la adenilato ciclasa de Bordetella pertussis 

tanto en  presencia  como  en áusencia de  Ca2+ libre (Greenlee  y col., 1982). Se ha observado  que 

altas concentraciones  de CaM pueden activar la adenilato ciclasa de Bordetella pertussis en 

presencia  de  EGTA. Es decir que existen dos mecanismos de activación de la  enzima por  CaM:  uno 

de alta afinidad, calcio dependiente y otro de baja afinidad, que aparentemente no requiere calcio 

(Kilhoffer y col., 1983). 
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Incluso, la proteína cinasa II dependiente  de  Ca*+/CaM  puede convertirse en una  enzima 

independiente de calcio y de CaM  después de autofosforilarse (Saitoh y  Schwartz,  1985; Miller y 

Kennedy,  1986;  Colbran  y col., 1988, 1989). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Calmodulina es la principal proteína aceptora de calcio en células no musculares (Cheung, 

1980; Means y Dedman, 1980; Chafouleas y Means, 1982; Rasmussen y Means, 1989; Means y col., 

1991). Esta proteína es esencial para la vida, pues las células que carecen de este gene no son 

viables (Davis y col., 1986). 

Existen evidencias que muestran la participación de CaM tanto en su forma libre como 

formando complejo con calcio en  la proliferación celular. 

En levaduras y hongos se  ha demostrado que las funciones relacionadas con la progresión 

del ciclo celular y la segregación de cromosomas durante la mitosis son sensibles al nivel intracelular 

de CaM y que estas funciones no dependen de la formación del complejo Ca2+/CaM. 

No se han identificado las proteinas que unen a CaM en forma Ca++ independiente en  el huso 

mitótico ni su participación en la migración de los cromosomas durante la división celular. 

En ovocitos de Xenopus se ha demostrado que la separación de las cromátidas hermanas es 

estimulada por CaZ+/CaM a través de la activación de  la proteína cinasa I1 (Lorca y col., 1991;  1993; 

1994; Morin y col., 1994) 

También se sabe que CaM se sintetiza en la transición GI/S y durante la profase de  la 

primera división meiótica. 

Se ha visto que además de estos cambios en el contenido de calmodulina, existe un cambio 

de localización en la profase de la meiosis I en las células germinales masculinas, pasando del 

citoplasmática a nuclear (Lagace y col., 1981; Trejo y col., 1985). 

También se detectó un incremento en las proteínas capaces de unir CaM en forma calcio 

dependiente durante la aparición de espermatocitos primarios (Trejo y col., 1985) 

Dado que la fosforilación es un importante mecanismo de regulación por el cual puede 

amplificarse la señal dada por Ca2+ es importante definir si durante la profase meiótica se expresa la 

actividad de proteínas cinasas dependientess de Ca2+/CaM. 
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HIPOTESIS 

1. En  núcleos de espermatocitos  primarios  de rata en  la  primera  profase  meiótica existen tres tipos 

de proteínas  que unen a calmodulina:  a)dependientes  de calcio, aquellas que  se  unen  a CaM solo 

en presencia de  calcio; b) independientes  de calcio, las  que  se  unen a CaM tanto  en presencia 

como en ausencia de calcio y c) calcio inhibidas, las  que  se  unen a CaM solo en presencia de 

EG TA. 

2. Los espermatocitos  primarios  de rata en  profase  meiótica  presentan actividad de proteína  cinasa 

estimulada  por  Ca2+-Ca  M. 

OBJETIVO GENERAL 

Identificación de las proteínas  aceptoras de CaM en  el núcleo de espermatocitos  primarios de 

rata durante la primera  profase meiótica, así como identificación de actividad de proteínas cinasas. 



OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Purificación por  cromatografíaq  de  afinidad de las proteínas  que  unen  a CaM en forma calcio 

dependiente. 

2. Identificación  de las proteínas que  unen  a CaM en forma calcio dependiente,  calcio- 

independiente  y en ausencia  de  calcio  por  "Overlay"  con:  a) CaM marcada con biotins y b) CaM 

marcada con 1251. 

3. Defección de actividad  de  proteína cinasa activada  por Ca2+/CaM. 



MATERIAL Y METODOS 

1 OBTENCION DE  CELULAS  TESTICULARES  DISPERSAS Y PURIFICACION DE 

ESPERMATOCITOS PRIMARIOS DE RATA EN  LA PRIMERA PROFASE MEIOTICA. 

La obtención  de las células testiculares se  realizó de acuerdo con la técnica descrita por 

Alemán  y col., (1978). La dispersión de  las células fue conseguida por acción de la colagenasa 

seguida de  un  tratamiento mecánico con pipeta Pasteur. En algunos experimentos  se  usaron  estas 

células sin otro tratamiento. Las  células dispersas  fueron  enjuagadas  y  resuspendidas  en solución 

salina amortiguada (NaCI I15 mM, Hepes 20 mM pH 7.4). 

Para la obtención  de los espermatocitos  primarios se incluyó una centrifugación de las 

células dispersas  en  gradientes de  densidad de  Dextrán  T  500-MEM (7) I I y  13.3 % p/v). Los 

espermatocitos  primarios  fueron obtenidos en las interfase 9ue se forma entre las soluciones al 7-1 1 

y 1 1 - 13.3 % del gradiente. 

Para eliminar el Dextrán  fueron  resuspendidos  en más MEM y se centrifugaron a  1900 X g. 

La pastillas final fue  lavada  también  con solución salina. 

Todos los pasos descritos se realizaron a  temperatura  ambiente  y  empleando  soluciones 

filtradas y/o esterilizadas por filtración en membranas Millipore con 0.22 mm  de  diámetro  de poro. 

La  composición  de las poblaciones celulares obtenidas  después  de la centrifugación en 

gradientes  de Dextrán-MEM ha sido descrita por  Alemán  y col., (1 978)  y Trejo y col., (1995) y se 

presentan  en las tablas 2 y 3. 



Tabla 2. COMPOSICION DE LA  POBLACION DE CELULAS DISPERSAS DE TESTICULO DE RATA  DE 21 
DIAS DE EDAD (Trejo y col., 1995) 

TIPO CELULAR COMPOSICION 

Espermatogonias 5.11 f 1.17 

Esperatocitos 
Primarios  Leptoteno 7.37k 5.11 

Espermatocitos 
Primarios  Paquiteno 

72.80 f 2.18 Total de Espermatocitos 

65.43 f 3.09 

Total de C6lulas 
Germinales 

C6lulas de Leydig 

7.00 f 4.45 Células  de Sertoli 

80.21 f 5.24 

11.25 f 3.81 

Tabla 3.  COMPOSICION  DE LAS POBLACIONES CELULARES OBTENIDAS MEDIANTE LA 

TECNlCA  DE  ALEMAN Y COL.,  (1978). 

Germinales  89.45 f 6.27 



2 AISLAMIENTO Y PURlFlCAClON  DE  NUCLEOS  DE ESPERMATOCITOS PRIMARIOS 

DE RATA 

2.1 Obtención De  La  Fracción  Nuclear  A  Partir  De Un Hornogeneizado  Total 

Del Tejido Y Purificación  De Los Núcleos  Por CentrifugaciónEn  Gradientes  De 

Sacarosa. 

A partir de un  hornogeneizado total de testículo de  rata  al 10% p/v (resuspendido  en solución 

salina) de 21  días de edad  se  obtuvo  la  pastilla nuclear por centrifugación a 770 x g I O  min  a 4" C. 

La pastillas fue recuperada y colocada  sobre gradientes  discontinuos  de  sacarosa-MEM (0.585, 

O. 8775 y l .  17 M), los tubos se  centrifugaron a 40 O00 x g 60 min. Los núcleos  se  recuperaron  en la 

interfase de O. 8775 y l .  17 M  de sacarosa. 

Posteriormente se decidió resuspender  la pastilla nuclear utilizando NaHS03 40 mM, MgCI, 2 

mM,  Hepes 20 mM a  pH 7.2 como recomendaron Jagadesware y col., (1983). 

Para evitar la aglutinación de material se decidió incluir citrato de  sodio  20  mM y acetato 

de sodio 40 mM (Bush y Daskal, 1977) en la preparación  de los gradientes  discontinuos de 

densidad  con  sacarosa  a las concentraciones mencionadas, centrifugando  bajo las mismas 

condiciones. 

2.2 Obtención  De La Fracción  Nuclear Mediante El Uso De Tritón X-100 

También  se intentó la purificación de los  núcleos a partir del homogeneizado total. El 

testículo se  homogeneizó y los  núcleos  se colectaron  por centrifugación como  en el método 

anterior. La pastilla nuclear se trató con  Tritón X-100 (Birnie, 1978). Se  probaron diferentes 

concentraciones  de Tritón X-1 O0 al 1, O. 5 y O. 25 % a diferentes tiempos  de  incubación  desde 

120 hasta 30 minutos. 
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2.3 Obtención De  Núcleos  Por Choque Hipotónico A Partir De Los 

Espermatocitos Primarios . 

Los espermatocitos primarios obtenidos por la técnica de Alemón y col., la pastilla celular fue 

resuspendida en solución hipotónica (MgC12 5 mM, HEPES  10 mM, ITS 100 pg/ml, PMSF 5pM, 

Leupeptina 20 pM, TLCK 2 pM, pH 7.5)  a 4 OC durante 15 minutos. Al término de este tiempo, los 

núcleos fueron recuperados por centrifugación a 55  xg 10 minutos. El boton fue resuspendido en 

solución salina y colocado sobre un colchón de sacarosa 0.8 M ,  HEPES 10 mM, MgC12 1 mM, ITS 

1 O0 mg/ml, pH 7.5 el tubo se centrifugó a 40000 x g 60 minutos. La pastilla obtenida se resuspendió 

en solución salina, se alicuotó y se mantuvo a - 75" C hasta ser usada. 

- 
3 CRITERIOS  DE PUREZA DE LOS NUCLEOS DE ESPERMATOCITOS PRIMARIOS 

3.1 Contenido de ADN 

Para determinar el contenido de ADN de  las muestras, se siguió la técnica descrita por 

Thomas y Farquhar (1978) que se basa en una hidrólisis ácida que libera a  la desoxirribosa del ADN. 

La desoxirribosa reacciona con ácid0 diaminobenzóico y el complejo resultante se cuantificó por 

fluorescencia. Esta técnica tiene un rango de sensibilidad que va de O. I a 1 O mg de ADN. Para las 

determinaciones aquí realiqadas se uso el rango 9ue va de O. 1  a  1 mg de ADN. 



3.2 Actividad De La Glucosa 6 Fosfatasa 

La  presencia  de  contaminantes  de retículo endoplasmático fue evaluada  mediante la 

determinaciónde la G6Pasa. La actividad de la glucosa 6 fosfatasa fue determinada en la población 

de espermatocitos primarios, en  los  núcleos purificados de  estas células y en el sobrenadante 

obtenido  durante el choque hipotónico. La  determinación se hizo  tomando alícuotas de  100 pg de 

proteína de cada fracción, en  un  volumen de incubación final de  0.5 ml. Se utilizó el medio  de 

incubación descrito  por Nordlie, (1979) y por Díaz  Ponce y Trejo (1993). 

El medio  de incubación  empleado  contenia  MES  50  mM  e  lmidazol  137  mM  a pH  6.5 (300 pl) 

y Cdl2 2.5 mM (5p  ml). La  reacción se inició por la adición de Glucosa  6  Fosfato  25 mM (50 pl) y por 

incubación  a  37"  C 60 minutos.  La  reacción se detuvo con HCL04 al 6 % (1  ml) enfriado 

previamente  a  4°C. Se centrifugó a 85 x g  durante  15  minutos. El Pi liberado se determinó  por el 

método de Bonting y col, (1 964) en 1 m1 del sobrenadante. El complejo colorido formado  por  el  Pi fue 

cuantificado por  técnicas  de espectofotometria  a 700 nm.  Para  determinar el tiempo  cero de la 

reacción se agregó  el HCL04 antes de agregar el sustrato. . 

3.3 Actividad  De  Deshidrogenasa  Láctica 

La  presencia de constituyentes  citoplásmicos en  la muestra de núcleos  purificados fue 

evaluada tomando  como  base  la actividad de deshidrogenasa Iáctica. La  determinación de  la 

actividad enzimática fue realizada utilizando lactato de litio y NAD + como sustratos. La  aparición de 

NADH fue seguida  a 340 nm. Los resultados  obtenidos (Trejo, 1995  observaciones no publicadas) 

muestran una contaminaciqn  con elementos del citoplasma  de 6.06 f 4.44 % (n=4). 
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4 EXTRACCION Y PURINCACION DE CALMODULINA 

La extracción y purificación de CaM de testículo de toro se realizó de  acuerdo  a 

Gopalakrishna y Anderson (1 982) y Dedman y Kaetzel(l983). La pureza  de la CaM fue determinada 

por electroforesis. El cambio de  movilidad electroforética en  presencia y ausencia de calcio se 

consideró  como criterio para  definir la actividad  biológica de la CaM después  de ser purificada. 

4.7 Preparación De Una  Columna De Sefarosa-CaM 

Se pesaron 0.5 g  de sefarosa  activada con  bromuro  de  cianógeno  (CNBr) y se dejó hidratar 

en HCI I mM, posteriormente la  sefarosa activada fue lavada  con  100 m1 de HCI filtrado en 

membranas milipore al vacio. La  sefarosa húmeda fue recuperada y puesta  en  contacto  con 2 mg  de 

calmodulina disuelta en I m1 de amortiguador de  acoplamiento (NaHC03 O. I M, NaC10.5 M, pH 8.3), 

esta  mezcla  se agitó suavemente por inversión 5  horas a temperatura  ambiente y posteriormente 

toda la noche  a 4" C;  se centrifugó a  300  xg 5 minutos y el sobrenadante,  que  contenía  a la 

calmodulina  no  acoplada se retiró, la pastilla obtenida fué resuspendida  en 2 m1 de  amortiguador  de 

acoplamiento y centrifugada  a 300 x g'5 minutos,  esta Mima pastilla se  resuspendió  en glicina 200 

mM  a  pH 2.7, agitando  suavemente por inversión una hora  a  temperatura  ambiente  (para  bloquear 

los sitios activos residuales). Finalmente la sefarosa  con la calmodulina acoplada  se vació a  una 

columna  (Kaetzel y Dedman, 1983). 
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5 PURIFICACION DE PROTEINAS  TESTICULARES QUE SE UNEN A CaM EN FORMA 

DEPENDIENTE DE Ca2+  POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD 

Una muestra  de células dispersas  totales  del testículo de rata de 21-24 días  de  edad, que 

contenia 24.14 mg de  proteína fue  homogeneizada  con  25 m1 de  amortiguador de homogeneización 

(TRIS 50 mM, NaCl O. 4 M,  EDTA 50 mM, 2-mercaptoetanol 7 pM, PMSF 5 pM, leupeptina 20 pM y 

TLCK 2  pM). La mezcla fue agitada  suavemente  por  inversión  una hora  a 4" C, posteriormente se 

adicionó  más  amortiguador  de extracción y se centrifugó a 16000 x g 75 minutos. El sobrenadante se 

dializó toda la noche  a 4" C contra: Tris IO mM, acetato  de  magnesio 1 mM,  NaCl 0.2 M y 2- 

mercaptoetanol 7 mM a pH 7.4. Posteriormente se centrifugó a 4300 x g 20 minutos y el 

sobrenadante se aplicó a  una columna  de CaM-Sefarosa equilibrada previamente y a 4" C  con NaCl 

0.2 M, CaCl2 1 mM y TRIS IO  mM a pH 7.4. 

La columna  se lavó con  amortiguador de baja  concentración  de  sales (NaCI 0.2 M, CaC12 I 

mM, TRIS IO mM,  pH 7.4); con  amortiguador  de alta concentración  de  sales (NaCI 0.5 M,  CaC12 1 

mM,  TRIS 7 O mM,  pH 7.4) y nuevamente  con  amortiguador  de  baja  concentración  de sales. Se  eluyó 

con  amortiguador de baja  concentración  de  sales sin calcio y  con EGTA 3 mM, colectAndose 

fracciones  de 20 gotas  a las que  se les determinó su D.O. a  280 nm, reuniéndose las de los valores 

más altos. 

Los pesos  moleculares  de las proteínas  que se unieron  en  forma  dependiente  de calcio a 

CaM  aquí  obtenidas  fueron identificados por electroforesis en geles de  poliacrilamida-SDS al 70 % 

teñidos  con plata. 



6 lDENTlFlCAClON DE LAS PROTEINAS NUCLEARES  QUE UNEN A CaM 

Se trabajó tanto con  los  núcleos purificados de  las  células totales como  con los de los 

espermatocitos  primarios . La  identificación  de  los  tres  tipos de  proteínas  que unen a  CaM: a)  las 

calcio-dependientes, b) las  calcio-independientes y c) las calcio-inhibidas fueron identificadas usando 

dos sondas CaM marcada con biotina y CaM  marcada con lZ5l. 

6.1 CaM Marcada Con Biotina 

Las muestras nucleares  solubilizadas fueron  separadas  electroforéticamente  en  geles  de 

poliacrilamida-SDS al 8 % y transferidas a papel de nitrocelulosa (PNC).  Tanto el  gel como el  PNC 

fueron equilibrados previamente con amortiguador  de transferencia (TRIS  25  mM, glicina 192 mM, 

metano1 al 20 % VA, pH 8.3 ). La transferencia se realizó a  360  miliamperes  constantes  durante  7 

horas o toda la noche  a  4  "C. 

Posteriormente, los sitios reactivos inespecíficos . se bloquearon  incubando el papel  de 

nitrocelulosa (PNC)  una  hora  con albúmina sérica de  bovino  (ASB) al 5 % diluida en  TBS-Caz+: Tris 

50 mM,  NaCl 0.2 M,  MgCI2 50 mM y CaC12 0.5 mM o EGTA 2 mM (TBS-EGTA),  pH 7.5. Para 

detectar la presencia  de  proteínas b laco  de CaM se  incubó  dos  horas  a  37 "C con  calmodulina 

biotinilada (CaM-Biot) diluida en TBS-Ca2+ o TBS-EGTA.EI exceso  de ,CaM-Biot no unida fue 

eliminado  por  lavados  con TBS conteniendo Tween-20 al 0.05 % (TBS-T)  2  veces  por  10  minutos. Al 

término  de  este tiempo, la  unión de CaM-Biot a las proteínas  de los espermatocitos y sus núcleos 

fue detectada utilizando avidina-peroxidasa o estreptoavidina-fosfatasa alcalina diluidas en TBS-T y 

ASB al 5 % incubando  durgnte una  hora a 37" C. 

En el caso  de  haber incubado con avidina-peroxidasa, el  PNC se  lavó  con TBS-T 2 veces 10 

minutos,  con TBS 2 veces  5 minutos y finalmente  con solución de fosfatos (NaHP04 50  mM,  pH 7.4, 

durante  15 minutos). El color de las  bandas  se desarrolló incubando con amortiguador  de 
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preincubación: 30 m1 de diaminobencidina (DAB), más 0.9 m1 de NiCo,  más 150 m1 de peroxido  de 

hidrógeno  al 1 %. 

DAB: 30 mg de DAB  en 60 m1 de  amortiguador  de fosfatos, agitados 30 minutos  antes de 

usarlos y filtrados. 

NiCo: 20 mg de cloruro de niquel y 20 mg de cloruro de  cobalto en  2 m1 de agua 

Después de lo anterior, el PNC  se  lavó 4 veces 5 minutos con amortiguador de fosfatos, 2 

veces 5 minutos con agua destilada y se  dejó  secar el PNC  al aire. 

En el  caso de haber  incubado  con estreptoavidina-fosfatasa alcalina, el PNC se lavó 3 veces 

15 minutos  con  TBS, seguido por un  lavado de 15  minutos  con  amortiguador del substrato  (TRIS O. 1 

M,  NaCl O. 1 M,  MgCI2 50 mM, CaCI2 0.5 mM o EGTA 2 mM,  pH 9.5), las bandas se detectaron 

incubando  una hora  con nitroazul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3 indol fosfato  (NBT/BCIP)  en 

amortiguador del substrato y lavando  finalmente con agua  (Klee y col., 1980;  Glenney y Weber, 

1983; Gershoni y Palade,  1983; Billingsley y col., 1985) 

6.2 CaM  Marcada  Con 1251 

Para  detectar a las proteínas de unión a CaM usando como sonda CaM marcada  con 1251, 

se siguió la  técnica descrita por Gleney y Weber (1980)  tanto en papel de nitrocelulosa como en 

geles de poliacrilamisa-SDS al 8%.  La actividad específica de  la CaM-1125 fue de 93.3 pCYpg y se 

adicionaron 5 pCi  para 3 carriles en cada gel. 

7 lDENTIFlCACION DE  LA ACTIVIDAD DE PROTEINAS CINASA 

Las células testiculares totales o de los espermatocitos  primarios (150 1-19 de  proteína)  de 

testículo de rata de 21-24  días de edad,  resuspendidas en solución salina, fueron  colocadas en 
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tubos  previamente enfriados, y se  agregaron los siguientes medios (Kelly y col., 1987; Hardie, 1982; 

Hardie y Cohen 1982). 

Medio con EGTA;  Hepes 10 mM, MgCI2 5 mM, EGTA 0.5 mM, DTT 0.5 mM, pH 

7.2 

Medio con Calcio; Hepes 1 O mM,  MgCI2 5 mM, CaCl2 2 mM, DTT 0.5 mM, pH 7.2 

Medio con CaZf-CaM; Hepes 10 mM, MgCI2 5 mM,  CaCl2 2 mM, CaM 2 mg/l00 PI, 

DTT 0.5 mM, pH 7.2 

Posteriormente  se  agregaron  en alícuotas de  25 ,u1 NaF  25 mM y/o Na3V04 1 mM 

(concentraciones finales para  un  volumen final de  incubación  de 0.5 ml) como inhibidores de 

fosfatasas, la reacción se inició agregando 50 pI  de  una solucidn de A TP 1 O0 mM. La  mezcla  anterior 

se  mantuvo 5 minutos  a 4" C, luego  de  este  tiempo, la reacción se detuvo con TCA al 30 % más Pi 5 

mM y se filtró a  través de filtros Millipore GS de 0.22  mm  (usando  una bomba de vacío)  y se enjuagó 

el  tubo  que  contenía  la  mezcla  con 10 m1 de TCA más Pi; estos 10 m1 de lavado, también fueron 

filtrados. Posteriormente el filtro se colocó en  un vial, se  dejó secar y se agregó líquido de centelleo 

para realizar el  conteo de radioactividad. Los tiempos cero, se realizaron agregando primero  el TCA 

más Pi y después  el ATP más  ATP-@2 (Kelly y col., 1987; Hardie, 1982; Hardie  y Cohen 1982). 



RESULTADOS 

1 OBTENCION DE  CELULAS DISPERSAS Y PURIFICACION DE  ESPERMATOCITOS 

PRIMARJOS DE RATA EN LA PRIMERA PROFASE MEIOTICA 

Siguiendo la técnica de  Alemán y col., (1 978) se dispersaron las células de testículo de  rata 

de 21 días de edad y se obtuvo una población con 70 % de espermatocitos primarios (tabla 2), al 

pasar por los gradientes de dextran-MEM la proporción de células meióticas aumentó al 85-90 % 

(tabla 3). 

2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE  LOS  NUCLEOS DE ESPERMATOCITOS 

PRIMARIOS. 

2.1 Obtención De La Fracción  Nuclear A Partir  De  Un  Homogeneizado  Total 

Del  Tejido Y Purificación De Los Núcleos Por Centrifugación En Gradientes 

De Sacarosa. 

Este método fue descartado para la purificación de los núcleos debido a la formación de 

grandes agregados del material después de la centrifugación, ya que esto impedia el conteo de 

núcleos para determinar el contenido de ADN/núcleo y con ello confirmar o no su origen en los 

espermatocitos primarios. . 
En el método de Bush y Daskal (1977), todo el material se recuperó en el fondo del tubo, no 

se separó en ninguna de las interfases. Al observar el material recuperado en el botón se vio que la 

integridad de los núcleos se había perdido. Por lo tanto no se utilizó tampoco este método. 



2.2 Obtención De La Fracción Nuclear Mediante N Uso De Tritón X-100 

Por este  método no  se  logró  una  adecuada  separación de los núcleos. Se deshacian los 

agregados  pero los núcleos se rompían. 

El citrato al  igual que el tritón X-I00 tuvieron un efecto deletereo  en la estructura nuclear. La 

aglutinación del material tampoco pudo evitarse con EDTA 1 mM. 

Estos  resultados  mostraron que  la obtención  de núcleos de  espermatocitos  primarios  a partir 

del homogeneizado total de testículo no  es adecuada. 

2.3 Obtención De Núcleos Por Choque Hipotónico A Partir De Los 

Espermatocitos Primarios. 

Una vez obtenida la población de  espermatocitos  primarios  por la técnica de  Alemán y col, los 

núcleos  fueron  aislados  siguiendo la técnica de Birnie (1 978). . 

Los  componentes  citoplásmicos  fueron  eliminados  por tratamiento hipotónico seguido  de 

centrifugación sobre un colchón  de  sacarosa 0.8 M a 40000 x g  60 minutos a 4OC. 

Los núcleos así obtenidos no formaron  agregados y permanecieron íntegros. El rendimiento 

de  espermatocitos  primarios  como  de sus núcleos se muestra  en la tabla 4. 

La pureza  de los núcleos así  obtenidos fue determinada  aplicando 3 criterios: a) el contenido 

de ADN para definir el origen tetraploide de los núcleos purificados, b) la actividad de  G6Pasa  como 

marcadora  de  elementos del retículo endoplásmico, c) la actividad de LDH como  marcadora  de 

elementos citoplásmicos. . 
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Tabla 4. RENDIMIENTO 

ESPERMATOCITOS PRIMARIOS/g TEJIDO NUCL EOS / g  TEJIDO 

41.38 X IO6 f 1.867 X IO6 

n =3 n=7 

25.49 X IO6 f 2.738 X IO6 

3 DETERMINACION DE LA PUREZA DE  LOS NUCLEOS AISLADOS D E  CELULAS 

TESTICULARES 

3.1 Contenido  De ADN 

Este contenido se determinó por  el método descrito por Thomas y Faquhar (1978). Los 

resultados obtenidos para las células dispersas y para los núcleos  de estas células se  muestran  en 

la tabla 5. En  esta  tabla  se  puede  observar que el contenido promedio de ADN por célula o núcleo es 

muy similar al reportado para estas células  que  se encuentran en la  primera profase meiótica y que 

tienen un contenido de ADN de 4n (14 pg/nucleo). Las desviaciones representan el promedio  de 7 

determinaciones en el caso de las células dispersas y de 5 para los núcleos  de estas. 

Tabla 5. CONTENIDO DE ADN  EN  CELULAS  DISPERSAS Y LOS  NUCLEOS DE ESTAS 
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3.2 Actividad De La Glucosa 6 Fosfatasa 

La actividad de la glucosa-6-fosfatasa  determinada  en las células dispersas de testículo de 

rata y en los núcleos  después del choque  hipotónico se muestra en la tabla 6. Con  este criterio se 

puede decir que los núcleos  no  presentan  contaminación  con retículo endoplásmico ni aparato de 

Golgi. En la tabla se muestran  los  resultados  obtenidos  con  una  preparación de células dispersas de 

testículo de rata de 21 días  de  edad.  Los  resultados  representan el promedio de dos 

determinaciones cada una  por duplicado. 

La actividad de G6Pasa  fue  determinada  también en la población  enriquecida en 

espermatocitos  primarios  después  de  la centrifugación en  gradientes de Dextrán-MEM y en los 

núcleos purificados a partir de estas células. La tabla 7 muestra los resultados  obtenidos.  La 

actividad específica en los núcleos fue del 13 % respecto a la actividad de los espermatocifos 

primarios  antes de fraccionarse. Los datos  que se muestran  representan el promedio de 2 

determinaciones por triplicado. 

Con base  en  las determinaciones del contenido de ADNhÚcleo correspondiente a  una célula 

tetraploide, se puede  decir  que los núcleos purificados provienen de los espermatocitos primarios. 

Por  otra  parte  dadas  la  baja actividad de LDH y de GGPasa que  se  determinó en esta fracción, se 

puede  afirmar  que  las proteínas  presentes en la fracción nuclear  representan en  un 90 % a  las 

proteínas  propias de los núcleos de los espermatocitos primarios. 
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Tabla 6. DETERMINACION  DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA  GLUCOSA-6-FOSFATASA  EN  CELULAS 

DISPERSASA  DE  TESTICULO DE RATA Y EN LOS NUCLEOS DE ESTAS. 

MUESTRA 

Cglulas 

Totales 

Núcleos 

Choque 

Hipotbnico 

ACTIVIDAD  ESPECIFICA 
(pmoles  Pi/mg  prot hr) 

0.01975 f 0.002 

0 

0. 02038 f 0. 000 

Tabla 7. DETERMINACION DE LA  ACTIVIDAD  DE LA GLUCOSA 6 FOSFATASA  EN  ESPERMATOCITOS 

PRIMARIOS DE RATA Y DE LOS  NUCLEOS DE ESTOS. 

MUESTRA 

Primarios 

Núcleos 

Choque 

Hipotdnico 

ACTIVIDAD  ESPECIFICA 
@mol Pgmg prot hr) 

0.538 f 0.05 

0. 072 f 0. 02 

0.235 f 0.006 
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4 PURIFICACION DE CALMODULINA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD 

El patrón de elusión  de  la  columna  de fenil-sefarosa con  EDTA 4 mM se  observa en la grafica 

l. En  dicha gráfica se puede  observar un incremento  en  la  absorción a 280 nm  que  corresponde a 

las fracciones 22 a 35. 

Estas fracciones  fueron  separadas  en  dos  grupos;  por un lado las fraciones 22,  23,  30,  31, 

32,  33, 34 y 35 y  por  otro lado las fracciones 24,  25,  26,  27,  28 y 29. Ambos  grupos  fueron dializados 

contra  solución salina boratos a pH 8.4 y se  midieron sus D. O. a 280 nm el primer grupo mostró una 

densidad de O. 174 y el segundo  de O. 503. Dado  que el coeficiente de extinción de la CaM es  de 

0.221 a  esa longitud de onda, y tomando  en  cuenta los volúmenes  obtenidos de dichos  grupos de 

fracciones, se obtuvieron 9.44 mg de  CaM  para el primer  grupo y 20.48 mg para el segundo, es decir 

un total de 29.92 mg  de CaM a partir de 250 g  de tejido. 

Para  corroborar que  en el pico  obtenido al eluir la columna, sólo había  una  proteína y  que 

ésta era  calmodulina, se determinó el espectro de absorción de 220 a 320 nm de la muestra 

obtenida. El resultado se muestra en la gráfica 2, donde puede  verse  los cambios en la absorción 

debido a los residuos de tirosina y fenilalanina ( Klr. .: ,1977; Richman y Klee, 1979)). 

También se determinó  el comportamiento electroforético de  la  muestra eluida con EDTA, en 

un gel de poliacrilamida-SDS al 10 % en presencia y ausencia de calcio . Este análisis mostró  9ue 

en presencia de calcio  CaM tiene mayor  movilidad electroforética y aparece como una  proteína de 

menor peso molecular  comparada con la migración que muestra en presencia de EG TA (fig. 2). Este 

comportamiento caracteriza a calmodulina y es  indicador de su cambio  conformacional en presencia 

de calcio (Chao  y col, 1984). 
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5 PURlFlCAClON POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE LAS PROTEINAS QUE 

UNEN A CaM E IDENTIFICACION DE ESTAS POR ELECTROFORESIS 

La  presencia de proteínas  aceptoras  de  CaM  en  forma calcio dependiente en la fracción 

extraida con NaC10.4 M fue determinada por cromatografía de afinidad. 

Las  fracciones  eluidas  de  la  columna  de  CaM-Sefarosa  mostraron un pico de absorción a 280 

nm (gráfica 3), dicho pico corresponde a la fracción 14, misma  que  mostró  una  absorbancia de O. 083 

y que presentó una  cantidad  de  proteína igual a  88.3  pg  (en O. 94 ml). Al analizar 

electroforéticamente la muestra  de  este  pico  en  geles  de  poliacrilamida-SDS al 10 % teñidos con 

azul de coomassie, no  se pudo  observar  ninguna  banda;  por  este  motivo se decidió concentrar la 

muestra  por filtración bajo centrifugación y posteriormente  se liofilizó. La  muestra resultante (4 pg de 

proteína en 50 pi),  se analizó  electroforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS al 10 %teiiidos 

con plata (figura 3). Este análisis, permitió observar  dos  bandas,  que  corresponden a  pesos 

moleculares de 66 y 57 kDa. 
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GrdfiCa 2. ESPECTRO DE ABSORCION  DE CALMODULINA-EDTA. 
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Figura 2. CARACTERIZACION  ELECTROFORETICA DE LA  MUESTRA  ELUIDA  CON 

EDTA 4 mM  DE LA COLUMNA DE FENIL-SEFAROSA. 

1 2 3 4 5 6 7 a 9 10 

Muestras  en  presencia de Ca2+ (+) o de EGTA (-); calentadas 6 min  a 90°C (I y 2), 3 min (3, 4, 7 y 8) y sin 

calentar (5, 6, 9 y IO) 
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Grdfica 3. PATRON  DE  ELUClON DE LA COLUMNA DE CaM-SEFAROSA 
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Figura 3. ANALISIS  ELECTROFORETICO  DE LAS PROTEINAS DE UNION A CaM OBTENIDAS  POR 

CROMATOGRAFIA  DE AFINIDAD. 

e 

97.4 

66.2 

45.0 

32.0 

21.5 
14.5 

Proteínas (100 pg) detectadas en nucleos 1 y 2, y en c6lulas enteras 3. Proteínas (2 pg) con capacidad de unidn a CaM obtenidas  por 
cromatografia  de  afinidad. 
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6 IDENTíFlCAClON DE LAS PROTEíNAS QUE UNEN A CALMODULINA EN CELULAS 

GERMINALES  TESTICULARES 

6.1 CaM  Marcada  Con  Biotina 

En este sistema de detección de proteínas que unen a CaM (CaMBP) se utiliza como sonda 

un deriivado biotinilado de calmodulina, éSta aún conserva su capacidad para activar a la 

fosfodiesterasa. La biotina se incorpora en los residuos de lisina de la CaM (Bayer y Wilchek, 1990). 

La unión de la CaM-biotinilada a las proteínas de los espermatocitos fue detectada por la unión de 

avidina o estreptoavidina acoplada a peroxidasa o a fosfatasa alcalina. 

Antes de usar esta sonda se definio si la CaM biotinilada efectivamente era activa 

biológicamente, tomándose como criterio el cambio en movilidad electrforética en presencia y 

ausencia de calcio. La CaM biotinilada en presencia de calcio migró como un complejo de menor 

peso molecular que en presencia de EGTA (figura 4). Este comportamiento fue idéntico al reportado 

para la CaM nativa, es decir sin modificaciones covalentes en su estructura, capaz de unirse a sus 

proteínas blanco y regular su actividad. 

Fig. 4 CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LA CaM BlOTlNlLADA 

Patrdn  electroforético  de  la  calmodulina  biotinilada, en presencia de EGTA (1) o de calcio (2). 
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Se detectaron varias proteínas capaces de unir a CaM-biotinilada en  presencia  y  ausencia  de 

calcio tanto en el núcleo  como  en los espermatocitos sin fraccionar (fig. 5). En  presencia  de calcio 

,se detectaron  3  bandas  con  peso molecular aparente  de 105, 74 y 68 kD presentes  en la fracción de 

núcleos purificados (carril 4) y  en los espermatocitos totales (carril 3). También se observó  una 

banda de  133  kD  en las células totales. 

En presencia  de EGTA se observaron 5 bandas; los  núcleos mostraron  que las proteínas  de 

107, 79, 71 y 62 kD  de  peso molecular, eran  capaces  de unir a CaM-biotinilada  en  ausencia  de 

calcio (carril 2). En los espermatocitos  completos sólo se detectaron las bandas  correspondientes  a 

107  y 71 kD. También  se  observó  una banda de  137 kD (carril 1). 

Para  demostrar la especificidad del método  de  detección  de las proteínas  que  unen  a  CaM se 

realizó un  experimento donde  no  se  incluyó  la  incubación con la sonda,  solamente  se usó 

estreptoavidina acoplada  a fosfatasa alcalina (fig. 6). En estas  condiciones  se  detectaron  complejos 

coloridos en las bandas  de  130 y 58 kD  en  presencia  y ausencia de calcio tanto en las células totales 

como  en los núcleos. Lo anterior mostró la existencia de unión inespecífica del complejo 

estreptoavidina-fosfatasa alcalina, especialmente  en  presencia  de calcio. 

Se realizó otro control al que no se le agregd ni CaM-Biot ni estreptoavidina-fosfatasa alcalina 

para definir si los substratos  de la fosfatasa alcalina (NBT y BCIP) no eran utilizados por  una 

fosfatasa alcalina endógena. No se  observó  reacción  en  estas  condiciones (carriles 1 7-74 de  la 

figura 6). 

La estreptoavidina o la avidina se unieron  a  dos  proteínas  de los espermatocitos  primarios y 

de sus núcleos purificados, independientemente  de  si  habían sido incubados  con CaM-biotinilada, en 

presencia o ausencia  de calcio. Se detectaron precipitados coloridos en las bandas  de  125  y  35  kD 

(fig. 7). 

Estos  resultados  sugerían  que los espermatocitos  primarios  presentaban  proteínas  con 

biotina o bien glicoproteínas tipo lectinas que unían  inespecíficamente  a la avidina. Aunque  estas 

bandas no  corresponden  a los pesos  de las proteínas identificadas previamente  (fig 5), la no 
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reproducibilidad del método  señalaba la participación de otros factores no identificados que no  daban 

certeza a la identificación de las proteínas  que  unen a CaM  en los espermatocitos  primarios o en sus 

fracciones subcelulares. 

Figura 6. DETECCION  POR OVERLAY DE LAS PROTEINAS DE UNION A CaM  USANDO  COMO  SONDA 

CaM-BIOTINILADA Y AVIDINA-PEROXIDASA 

m 

97.4 

66.2 

45.0 

31 .O 

21.5 

14.4 

L. 

1 2 

kD 

97.4 

66.2 

45.0 

31 .O 

21 -5 
14.5 

4 

Identificaci6n  de  las  proteínas de imi6n a  CaM  con  CaM-Biot y avidina  peroxidasa  en  presencia y ausencia de calcio:  cam'les 1 y 3 c.!5lulas 

totales (Cn , carriles 2 y 4 núcleos  (NUC) 

4 8  



< z 
I 
, 

. *  I 

aj 

h 
A 

v, 
< 
I- 
< m 

d 

d 
d 

.S 
u) 

E: 

z 
I- 

m Q 

o" 

Q3 i 
r- 

2 
O o 
z 
Q 

ó In 

f 

m 2 
P 
5 
u 
Q 

2 

o 
UI 
Q 

t! 



2 
O o 
s 
9 
2 
O 
3 
2 
UI 
Q 
v, -x 

O 
h 
3 
UI 
Q 
2 

o 9 

h: 

N 

2 
Y 
(o 
L, 

h o 

C 
8 

i 

2 
8 
r, 
m 
h o 

¿i- 

2 
s 

C 
8 
k 
2 

u) 

u) 
o) 



6.2 CaM Marcada Con 1251. 

Utilizando este derivado radioactivo de calmodulina se detectaron las proteínas capaces  de 

interaccionar con CaM  en presencia y ausencia  de calcio presentes en los espermatocitos primarios 

de rata. 

La unión de CaM-1125  se  realizó  en proteínas transferidas a  papel  de nitrocelulosa, se 

encontraron tres proteínas de peso molecular de 123,  115 y 108 kD capaces de unir CaM  en  forma 

calcio dependiente  tanto en espermatocitos primarios como en sus núcleos. En ausencia  de calcio, 

con EGTA, no  se observaron bandas. 

Cuando la detección de las proteínas con capacidad para unir a CaM-1125 se realizó en 

muestras  de espermatocitos primarios y de  los núcleos de estos directamente en el gel, sin 

transferirlas  a PNC (tabla  8 y fig. 8)se detectaron otras proteinas que unieron a CaM en  forma 

Ca2+-dependiente,  con pesos moleculares de 62, 55, 43 y 29 kD y un grupo  de proteínas de 136- 

109 kD (carriles 5 y  6). De ellas, dos fueron específicas de núcleo: 62  y  43 kD (carril 6). En estas 

fracciónes tambidn se detectaron dos proteínas capaces de 'unir a CaM en presencia y  ausencia  de 

Caz+,  con  pesos  moleculares  de 32 y 21 kD (camles 8 y 9). En el  sobrenadante obtenido por choque 

hipot6nico de los espematocitos primarios, se detect6 un  grupo  de proteínas de 136-1 O9 kD y dos 

bandas  de 55 y 29 kD unieron CaM solo &n presencia de  Ca2+ (carriles 4  y 7). 

7 DETERMINACION  DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINAS  CINASAS 

La característica funcional más importante de la CaM es su capacidad para modificar la 

actividad de  numerosas enzimas, ya  sea  por interacción directa del complejo  Ca2+/CaM  con la 

enzima o en  forma indirecta activando el  proceso de fosforilación-defosforilación de otras proteínas. 

De  ahí la importancia de determinar la  actividad de cinasas  en  el presente modelo de trabajo. 

Las  células dispersas de  testiculo  de rata de 21 días de edad mostraron incorporación de 



p32 a/ material precipitado con TCA  al 30%. La adición de calcio produjo una disminución del 50% 

en /a actividad observada solo con Mg2'.  Sin embargo la adición de CaM en presencia de calcio 

aumentó la actividad a un nivel 2 veces mayor al obtenido con Mg2+ (tabla 9). Los resultados 

muestran el promedio de 2 experimentos por triplicado. 

Es muy importante aclarar que no se usaron sustratos exógenos, por lo que la incorporación 

de P32 puede reflejar autofosforilación y/o fosforilación de sustratos endógenos. 

La actividad de proteina cinasa en  los espermatocitos primarios purificados en gradientes de 

Dextran-MEM fue determinada en presencia y en ausencia de los inhibidores de fosfatasas NaF y 

vanadato. En la gráfica 4 se observa que en ausencia de los inhibidores no existe diferencia 

significativa en la actividad determinada solo con MgZ+-EGTA; con Ca2+ o Ca2+/CaM. 

En presencia de los dos inhibidores, la actividad detectada fue muy baja en comparación con 

la actividad en presencia de sólo uno de los inhibidores. Además no hubo diferencia significativa en 

la actividad estimulada por Ca2+/CaM en comparación con la actividad basal en presencia de Ca2+. 

Sin embargo en  estas condiciones la actividad fue 3 veces mayor a la observada sólo con Mg2+. 

En cuanto a  la actividad en presencia de floruro de. sodio, se detectó que la actividad de 

proteina cinasa fue más alta que en ausencia de inhibidores. La adición de calcio inhibió en 40% la 

incorporación de P32 y  la inclusión de CaM revidió los efectos del calcio. 

La adición de vanadato prod$ó una ligera disminución en  la incorporación de f l 2 ,  

comparada con la actividad en ausencia de inhibidores. 

Estos resultados sugieren que la fosforilación de sustratos endógenos y/o la autofosforilación 

de las proteínas cinasas presentes son afectadas por NaF y vanadato. La adición de NaF podría 

proteger de la defosforilación en mayor magnitud que lo que protegería la adición de vanadato. Sin 

embargo el efecto del NaF no se observa cuando se adiciona simultáneamente con el vanadato. 

Hay que hacer notar que solo en presencia de NaF, calmodulina incrementó 2 veces la 

incorporación de @2. 

Finalmente la actividad en presencia de vanadato no mostró diferencia significativa en 

presencia de EGTA, Ca2+ o Ca2+/CaM. 
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Tabla 8. PROTEINAS  DE  UNION A CaM USANDO  COMO  SONDA CaM-1125  EN ESPERMATOCITOS 

PRIMARIOS  DE  RATA  EN  PROFASE  MEIOTICA 

Esp.  Prim. 

136- I O9 

62 

55 

43 

32 

29 

21 

Nuc. 

136-109 

62 

55 

43 

32 

29 

21 

Esp.  Prim.,  espermatocitos  primarios 

C. H 

136-109 

55 

29 

T 
Esp.  Prim. 

32 

21 

EG TA 

Nuc. 

32 

21 

C. H. 

Núc.,  núcleos 

C. H., choque  hipotdnico 
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Tabla 9. DETERMINACION  DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINAS CINASAS EN CELULAS DISPERSAS DE 

TESTICULO DE RATA. 

MEDIO 

EG TA 

caz+ 

Ca2+/CaM 

ACTIVIDAD 

. (nmol  P32/mg prot 5 min) 

0.1396 f 0.0014 n=2 

0.0698 f 0.0030 n=2 

0.2783 f 0.0105 n=2 
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DISCUSION 

En el presente trabajo se demostró la presencia  de  proteínas que  unen a CaM en  forma 

calcio dependiente y calcio independiente, tanto en  el núcleo  como  en los espermatocitos  primarios 

sin fraccionar. Además se purificaron por cromatografía  de afinidad  dos proteínas que unen  CaM  en 

forma calcio dependiente de  las células germinales masculinas, sus pesos moleculares  fueron  de 54 

y 62 kD, debido  a su bajo  rendimiento  solamente  pudieron ser identificadas por tinción con plata. 

El uso de estreptoavidina o avidina para  detectar la unión  de  CaM-biotinilada  no permitió la 

identificación de las proteínas  blanco  de CaM, pués se encontró una unión inespecífica de la avidina 

y de la estreptoavidina a diferentes proteínas  de los espermatocitos primarios. 

La unión inespecífica de  conjugados  de biotina o avidina puede  deberse a: 

i) Unión inespecífica a  proteínas  que  contienen biotina endógena. 

ii) Unión inespecífica de avidina a lectinas endógenas. 

iii) Unión inespecífica de avidina a  macromoléculas  a través de interacciones 

iónicas no específicas o interacciones hidrofóbícas. 

iv) Unión inespecífica de otros componentes  en el sistema  de  detección  ademas 

de biotina o avidina. 

Se  ha  demostrado  que  algunos tejidos tales como riñon, hígado,  páncreas, y cerebro 

presentan biotina endógena  (LeVine y Macklin, 1988). La biotina es  un  cofactor  de diferentes 

enzimas  en  mamíferos,  dos  de ellas son la acetil coenzima A carboxilasa y la piruvato carboxilasa, 

las cuales participan en la producción  de ácidos  grasos.  La presencia  de  estas  enzimas  en el 

testículo es  probable,  debido  a la importancia del metabolismo  de lípidos (Johnson, 1970; LeVine y 

Macklin, 1988). Los resultados  de  este trabajo sugieren  que las células germinales del testículo 

podrían  presentar  conjugados  de biotina con  proteínas  endógenas,  pero se requieren  más 

experimentos  para  demostrarlo. 

La unión inespecífica ocasionada  por las lectinas endógenas no puede ser invocada  para 

explicar los resultados  obtenidos  con estreptoavidina. A diferencia de la avidina, la estreptoavidina no 

contiene carbohidratos, los cuales  son  requeridos  para la  unión a lectinas endógenas  (Duhamel y 
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Whitehead,  1990). 

Muchos tejidos contienen lectinas asociadas a  proteínas de  la superficie celular. Muchas 

lectinas endógenas  reconocen  residuos de a-manosa o l3-galactosa.  Las lectinas específicas de 

galactosa no participan en la  unión  inespecífica  ya  que  ni  la  avidina  ni  las enzimas  usadas  en sus 

conjugados  contienen  residuos  de galactosa. Sin  embargo  debido a  que la avidina contiene  un 70 % 

de  carbohidratos  que incluyen a manosa,  esto podría explicar  la  unión de la avidina a las lectinas 

endógenas  (Duhamel  y  Whitehead, 7990). 

Este  problema  podría  haberse  eliminado  por dilución del conjugado  de avidina en  ametil-D- 

manosa  200  mM,  para  saturar el sitio de unión de la lectina endógena (Duhamel  y  Whitehead, 7990). 

La unión inespecífica debida a interacciones iónica e hidrofóbicas no fue descartada  en  estos 

experimentos. 

Cuando las proteínas  de unión a CaM fueron  detectadas  usando  como sonda  CaM-1125,  se 

detectaron sólo 2 tipos de proteínas: ¡)proteínas dependientes  de  Ca2+  y ii)proteínas independientes 

de Ca2+, las cuales se unen  a CaM tanto en  presencia  como  en  ausencia  de calcio. 

La CaM-11*5 empleada  en  estos  experimentos fue 'marcada  con el reactivo de  Bolton y 

Hunter  que  reacciona  con  grupos amino libres de la CaM para  formar amidas. Este  método tiene la 

ventaja de  que la marca es introducida en grupos amino libre y no  en  residuos  de tirosina como  en 

otros métodos  de  marcaje  (Chafouleas y col., 7979). 

Lo anterior es  de gran importancia, sobre  todo si se considera  que los residuos  de  timsina 

están  presentes  en el dominio  de unión de CaM con sus proteínas blanco. La  modificación de los 

grupos  amino libres tanto por adición de I l25 como  por la unión de biotina produce  derivados  de 

CaM que  pueden unirse a fenil sefarosa  en  forma calcio dependiente y de  modificar su movilidad 

electroforética en  presencia y, ausencia de calcio respectivamente. 

Se  ha  reportado  que 5 de los 7 residuos de k ina  de CaM están localizados en la porción 

NH2 terminal y que  algunos  están involucrados en la conexión  de las 2  mitades  de la molécula. El 

número y la posición  de los  grupos  amino libres modificados  covalentemente  en CaM podrían 

modificar su cambio  conformacional  en  presencia  de calcio y  con ello su interacción con  proteínas 

blanco  (revisado  por Hernandez y col., 1994). 
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La modificacibn  de las lisinas por  el  1'25  produce  una  sonda  análoga a la CaM-biotinilada sin 

las desventajas  de la inespecificidad. 

Las proteínas  que unen a CaM en forma calcio dependiente que fueron purificadas por 

cromatografía  de afinidad, parecen haber  sido detectadas  también  por  overlay  con CaM-1125. Esta 

técnica de  overlay permitio detectar además distintos tipos de proteínas. Lo anterior podría  deberse 

a una mayor sensibilidad al  usar  CaM-1'25.  Las proteínas  detectadas  por  cromatografía  de afinidad 

podrían  representar  a las proteínas más  abundantes  que reconocen  a  una  forma  de  CaM 

parcialmente  inmovilizada por su unión a la sefarosa. 

Algo muy importante de mencionar, es  el  hecho de  que la detección  de las proteínas 

aceptoras  de CaM por "overlay" depende  de la renaturalización de las proteínas  que  previamente 

fueron  desnaturalizadas  por el  SDS  usado en la electroforesis (Glenney  y  Weber, 1980). Así, las 

proteínas  capaces  de unir a la CaM  marcada  con 1251 representan  a las proteínas  que  fueron 

suficientemente renaturalizadas, como para exponer sus sitios de  unión  a CaM (revisado por 

Hernández y col., 1995). 

En cuanto  a las proteínas  que  unen  a CaM, detectadas  en los espermatocitos,  hay  que 

recordar  que existen varios trabajos que  muestran la importancia  de las proteínas  que  unen a CaM 

en  forma calcio independiente  durante la mitosis. La división nuclear  puede desarollarse 

normalmente  en células mutantes  con CaM incapaz de unir calcio con alta afinidad. Una de las 

funciones  realizadas  por las proteínas  que unen CaM  en  forma calcio independiente  se relaciona con 

la estabilización de los microtúbulos del cinetocoro  (Sweet y col., 1988; Geiser y col., 1997; Davis, 

1992), pero se desconoce la identidad  de las proteínas  blanco  de CaM en  ausencia  de calcio y las 

funciones  que realizan en la mitosis 

En células meiótica  masculinas se ha  detectado la presencia  de diferentes proteínas  capaces 

de interaccionar con  Ca2+-CaM.  Jones  y col. (1991) y Means y col., (1991) han identificado una 

proteína  cinasa  dependiente  de  Ca2+-CaM, llamada proteína  cinasa IV (CaM-PCIV). El gene  se 

expresa  en  bazo,  cerebro  y testículo pero en  este órgano el transcrifo primario  es  diferencialmente 

procesado  en  dos  ARNm  para  producir la cinasa  dependiente  de CaM y  una  proteína  de 18.735 kD 

que  une  a  CaM  conocida  como  calspermina. De las proteínas testiculares que  une  a  CaM, la 
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calspermina es una de las  más  abundantes y carece de actividad catalitica. 

El  ARNm de la CaM-PCIV se  expresa  por primera vez  en células meidticas tempranas en 

espermatocitos preleptoteno y su expresión  declina  en  las espermátides y en espermatozoides 

maduros. El  ARNm de calspermina  aparece  en  estadios  más avanzados de la meiosis en 

espermatocitos primarios en paquiteno y su nivel  se  incrementa  en células que han completado la 

meiosis. 

El peso  molecular de la proteína cinasa IV, determinado por electroforésis es de 61 kD 

(Means y col., 1991). En los espermatocitos primarios y en  los  núcleos purificados de estas células 

se detectó una proteína de 62 kD capaz de interaccionar con CaM marcada con l 125 sólo en 

presencia de  Ca2+, La similitud del  peso molecular de esta proteína con el peso detectado por 

electroforesis para la cinasa activada  por Caz+-CaM tipo IV del testículo, sugiere que la banda  de  62 

kD detectada en las células meióticas  masculinas y en la fracción nuclear podría corresponde  a esta 

cinasa. 

La calspermina ha sido identificada como una proteína que interacciona con  CaM en  forma 

calcio dependiente  (Ono y col., 1984,  1987 y 1989). Esta es una proteína que migra  en un  campo 

electroforético en condiciones desnaturalizantes como una banda  de  32 kD. En los espermatocitos 

primarios y en  la fracción nuclear se detectó la presencia de una proteína de 32 kD capaz de unir 

CaM-1125  en presencia y ausencia de balcio.  La unión de esta sonda  a  la banda de  32 kD en 

presencia de calcio  sugiere que esta podría tratarse  de  la calspermina, aunque habría que  tomar 

en  cuenta  que  esta  proteína  es  predominante  en células postmeióticas y se ha propuesto  como 

proteína específica de células haploides (On0 y col., 1989). 

La proteína cinasa I1 dependiente de CaM es una cinasa multifuncional que ha sido detectada 

principalmente en cerebro, en  el  núcleo de neuronas y en  el núcleo de células en proliferación 

(Bachs y col., 1990). Su actividad se  ha relacionado con el rompimiento  de la membrana nuclear de 

ovocitos fecundados (Baitinger y col., 1990) y en  la separación de cromátides hermanas durante la 

metafase  (Lorca y col., 1991,  1993,  1994; Morin y col., 1994). 

Las subunidades de esa proteína cinasa tienen capacidad  para unir CaM  en forma calcio 

dependiente y las isoformas estudiadas presentan un peso molecular que va de 50-60 kD. El 
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testículo presenta  isoformas específicas de  algunas  subunidades.  Las bandas  de 55 y 62 kD 

detectadas  en  este trabajo podrían estar relacionadas con  esta proteína  cinasa 11. 

Estos  datos y la demostración  de la  presencia de una  actividad de  proteína  cinasa  activada 

por  Caz+-CaM  en  espermatocitos primarios sugieren que  una o varias de estas  cinasas 

dependientes  de  Ca2+-CaM  fueron  detectadas por  la  unión de CaM-1125 y por la incorporación  de 

p32. 

La  banda de 21 kD junto  con la de 32 kD aquí detectadas  corresponden  a  proteínas  que  unen 

a CaM-1125 en  forma calcio independiente y pueden ser  homólogas de otras proteínas  que  unen 

CaM en  forma calcio independiente  detectadas  en el espermatozoide  (Hernández y col., 1994). Sin 

embargo  no  se  ha identificado la función que podrían realizar estas proteínas. 

Recientemente  se ha demostrado por microscopia electrónica, que las células germinales 

poseen  proteínas  que  unen  a CaM y los  pesos moleculares  corresponden  a  proteínas  mayores  de  50 

kD (Morya y col., 1993). 

También se puede  mencionar que  la unión  de CaM- l l 25  en la región  de 61 kD podría 

deberse  a la presencia  de la subunidad a de la calcineurina (Nishio y col., 1992). 

Los pesos  moleculares  de algunas proteínas  detectadas  por  overlay  con CaM-1125 son 240, 

150, 130, 120, 65, 60, y  40 kD. En los núcleos  de los espermatocitos  en división meiótica  aquí 

usados  se  detectaron 4 bandas  con peso& moleculares  semejantes: 136, 109, 61 y 43 kD. En  hígado 

se demostró  que la banda  de  130 kD corresponde  a la cinasa  de la cadena ligera de la miosina.  Esta 

misma  proteína  podría  haber sido detectada  en los espermatocitos  primarios  y  en la fracción nuclear 

como la banda  de  136 kD. 

La banda  de 60 kD se identificó en los hepatocitos  como  caldesmon,  en el caso  de las células 

germinales  en meiosis, cabria la posibilidad de que también  hubiera sido detectada  en la zona  de 

peso  molecular de  62 kD. y J p j ' 7 9  
También se ha identificado una  proteína  de  62 kD que une CaM en  forma calcio dependiente 

que participa en la segregación  de las cromátides  durante la metafase  (Dismore y Sloboda, 1989). 

La regulación  de la transcripción es uno de los procesos  controlados directa e  indirectamente 

por  Ca2+-CaM. La fosforilación de factores transcripcionales por  proteínas  cinasas  dependientes  de 
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CaZ+-CaM (Kapiloff y col., 1991; Sheng y col., 7991) es una forma indirecta de regulación. Sin 

embargo se  ha demostrado que  algunos factores de transcripción modifican su unión  al ADN por 

interacción directa con el complejo  Ca2+-CaM  (Conellussen y col., 1994). 

Dada la importancia  de la fosforilación de  proteínas  por acción de las cinasas  activadas  por 

CaZ+-CaM sería relevante la  identificación  del tipo de  cinasa presente  en los espermatocitos 

primarios y en la fracción nuclear. 

El nivel de actividad de  proteínas  cinasas dependientes de  Ca2+-CaM  de las células 

germinales del testículo de rata  es  similar  al reportado  por Gorelick y col., (1 987)  para la cinasa 

dependiente  de CaM del citosol de cerebro  de rata, la  cual  es  capaz de fosforilar tubulina y proteínas 

asociadas  a microtúbulos. 

La actividad de  proteínas  cinasas  en  espermatocitos  primarios  de rata mostró,  que la 

actividad dependiente  de  Mg 2+ era inhibida por la adición de  Caz+ y que la adición de  CaM reviettía 

el efecto inhibidor inducido  por calcio. 

Usando  solamente NaF el efecto inhibidor  del calcio prevalece, en tanto que  en  presencia  de 

vanadato  solo o con  NaF, el calcio no induce  una inhibición de la incorporación  de  a las 

proteínas de estas células germinales. 

La actividad de proteínas  cinasa fue determinada  en  ausencia  de  substratos  exógenos,  por 

lo tanto la incorporación  de 4 2  refleja tanto la autofosforilación como la fosforilación de  substratos 

endbgenos. 

La adición de  vanadato  produjo  una  menor fosforilación que  cuando el NaF estuvo  presente, 

probablemente  debido  a  que su efecto inhibitorio es  sobre fosfatasas de tirosina y ésta  podría  no 

estar fosforilada. Esto  es  inesperado ya que la presencia  de tirosina cinasa  en las células germinales 

masculinas  ha sido reportada, una tirosina cinasa específica de testículo llamada  ferT ha sido 

reportada  por  Keshet y col., (1990). La  aparición del transcrito de esta cinasa  en testículo de  ratón  a 

los 18-21 días  de  edad coincide con la progresión  de las células germinales  hacia  estados  medios o 

tardios de la meiosis. 

La  incorporación  de P32 a las proteínas  en ausencia de inhibidores es la resultante de la 

actividad de las cinasas y de las fosfatasas de  proteínas  presentes  en los espermatocitos. La 
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inhibición de las fosfatasas  por  NaF dio como  resultado  un  aumento  en el P32 incorporado a 

proteínas. En apoyo a esta  observación  se  encuentra  lo  reportado  por  Kitagawa y col., (1990), 

quienes han encontrado  una alta expresión  de  ARNm que codifica para PP-1 y PP-2A  coincidente 

con el proceso  de división meiótica, alcanzando  mayores niveles en esprmatocitos que  en 

espermátides y sugirieron que  PP-1 y PP-2A juegan un  papel  importante en la espermatogénesis.€s 

importente  señalar que  en la  muestras inhibidas por  NaF  el calcio disminuyó la fosforilación. Esto 

sugiere la posibilidad de que el calcio inhiba a la cinasa; no así, el  Ca2+-CaM. 

La  presencia de fosfatasas  dependiente de  Caz+ o Ca2+-CaM no es  aparente en los 

espermatocitos  primarios  ensayados ya  que  no  hubo inhibición de la fosforilación con  respecto  a los 

valores  observados en las muestras en presencia de EGTA. 
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CONCLUSIONES 

l .  El aislamiento  de  núcleos de espermatocitos primarios  debe hacerse  a partir de las células 

dispersas. El uso de la pastilla nuclear a partir  de  un  homogeneizado total del tejido no permite la 

purificación de  núcleos intactos. 

2. Para la purificación de los  núcleos  no  se recomienda el uso de  agentes  como el citrato (quelante 

de  cationes divalentes), DTT (agente modificador de grupos SH), MgSO4, ni detergentes  como el 

triton X- 1 OO. 

3. El uso de  sacarosa 0.8 M  permite la  recuperación de núcleos intactos despues del choque 

hipotónico. El uso de  sacarosa 2.4 M no permite la recuperación  de  estos núcleos. 

4. Las células dispersas  de testículo de rata en la primera  profase  meiótica  poseen  proteínas  que  se 

asocian  a CaM de  forma Ca2+ dependiente, identificadas por  cromatografía  de afinidad que 

corresponden  a  pesos  moleculares  de  62 y 54 kD. 

5. El uso de estreptoavidina o avidina para  detectar la  unión de CaM- Biotinilada no permitió la 

identificación de las proteínas  blanco  de CaM debido  a la unión inespecífica de la avidina y 

estreptoavidina a diferentes proteínas  de los espermatocitos primarios. Así pues, los espermatocitos 

primarios  de rata parecen  poseer  proteína  con biotina endógena. 

6.  Los  espermatocitos  primarios de rata en la primera  profase  meiótica  poseen  proteínas  que  se 

unen  a CaM en  forma calcio dependiente  e independiente: Proteínas calcio dependientes 

identificadas por  unión  a Ca (1 36-1 09, 62, 55,  43 y 29 kD); proteínas calcio independientes 

identificadas por  unión  a CaM-1125 (32 y 21 kD). 

7. Los núcleos  de  espermatocitos primarios de rata en la primera  profase  meiótica  poseen  proteínas 
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que se unen a CaM de forma calcio dependiente  e  independiente:  Proteínas calcio dependientes 

identificadas por  unión  a  CaM-1125  (62 y 43 kD); proteínas calcio independientes identificadas por 

unión  a  CaM-1125  (32 y 21 kD). 

8. Los espermatocitos primarios  de rata, presentan actividad de diferentes proteínas cinasas. 

9.Calmodulina incrementó la actividad de cinasas  dependientes de calcio tanto  en células dispersas 

(con NaF + vanadato) como en  espermatocitos  primarios  (con  NaF). 
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