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1. INTRODUCCTION

1.1. Antecedentes.

El testiculo es el drgano del aparato reproductor
masculino CL'lyas' funciones principales son 1a de praoducir
-andrégenos  (funcion endécrina) vy la de generar gametos (funcién
exdcrinal., Este érgano estd constituido por los tubulos
seminiferos vy por el tejido intersticial., cubiertos por una capa
gruesa llamada tunica albuginea.

€l tedido intersticial contieﬁe tejido conectivo y una red
vascular acomparada de fibroblastos, macréfagos, nervios
pequeios, vasos linfaticos y células de Leydiq. En éstas dltimas
.reside la funcién enddécrina del testiculo y representan el 3 % de
la poblacidn celular del argano (69),

Los tdbulos seminiferos constituyen la parte exdcrina del
drganoc  y ocupan e] mavor volumen del ’tejido testicular., Los
tubulps estan limitados por el complejo lamelar basal y en ellos
se localizan las células del epitelio germinal. Debido a aque
carecen tanto de vasps sanguineos como de vasos 1infaticos se

' crea un ambiente de hiponria relativa en lasv células
i;'ﬂ:.ratubulares (29,45,4‘?), acentudndose 'mds conforme éstas se
alejan-de 1a membrana basal.

En los tidbulos seminiferos se producen los espermatozoides,
que  son el resultado de un complicado proceso de diferenciacidn
celul ;r, conocido comh espermatogénesis (Fig.1), cuya cronologia
rs sumamente precisa, definida para cada especie, e inclusive,
para cada caps estudiada (27,28,84).

Las células del epitelio germinal reciben diversos nombres
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de acuerdo con su estadio de diferepciaciﬂn. En.los vertebrados,
las células mads primitivas son las espermatogonias tipo A,
loralizadas junto a la membrana basal (48). Estas dan origen a
espermatogonias  diferenciadas, que euperimentan una serie de
mitosis subsecuentes, dando lugar a la formacién de
espermatogonias tipo B, que son precursoras inmediatas de los
espermatocitos primarios preleptotenos. Después de esta mitosis
final, un ajuste complejo de cambios tiene Jugar a partir de los
espermatocitos diploides preleptotenos al llevarse a cabo la
primsera divisién meiética reductiva. La prolongada profase de
oste proceso se divide en cuatro estadios: leptoteno, ziqoteno,
paquiteno Yy diploteno, definidos de acuerdo con las
) caracteristicas morfolégicas del nuicleo. Durante la profase
mejética., ‘que dura aproximadamente 16 dias en 1la rata, los
cromosomas homédlogos estan intimamente apareados, después so
forma el complejo sinaptonémico, Sequido de la aparicion del
Auiasmato, 10 que facilitd el proceso de la recombinacién
genatica.

Despudse de completar la primera meiosis, se producen dos
espormatocitos secundarios diploidesy cada uno contiene la misma
cantidad de DMA gite el que se encuentra presente en las células
somsdticas, Una segunda division meiética de los espermatocitos
serunderios ocurre en wveinticuatro horas (25,27.84). lo que
resulta en la qeneracién de cuatro espermadtidas haploides, cada
une conteniendo la mitaed del DNA presente en las células
somaticas. Por UOltimo, las espermAtidas sufren una serie de

rcambios morfeolegicos al irse diferenciando: en la rata se han
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descrito 19 fases (48,B4). Este proceso -es conocido con el nombre
de e;permiugénesls Yy culmina con 1la formacidn de. 1los
espermatozoides, que son el resul tade final de la

’ espermatogénesis. Estas ceélulas son expulsad;s al lumen del
tubulo seminifero por las células de Sertoli, en un  fenodmeno
conocido como espermiacidn.

Durante la espermiogénesis ya no ocurre una division
celular. Este proceso implica la reorganizaciéon del ndcleo y del
citoplasma. asi como el desarrolle del flagelo del
espermatozoide. Llos cambios que se suceden en gsta etapa se
pueden dividir en las siquientes fases: transformaciones en el
nﬂcléo, gque ocupa casi todo el volumen celular, redistribucion y
pérdida del citoplasma, desarrollo del acrosoma, formacidn del
flagelo, y un arreglo especializado de las mitocondrias alrededor
del flagelo., en la region media del espermatozoide. Este proceso
reguiere de aproximadamente 18 dias en el testiculo de rata (48).
En esta especie, se requiean 4 ciclos del epitelio seminifero
para la produccién del espermatozoide maduro a partir de la
espormatogonia tipo N (26.40). Cada ciclo dura 12 dias.

.Conforme se va dando el proceso de diferenciacién, aquellas
cglulas ‘gqerminales que estdn upidas entre si por puentes

-intercitoplasmaticos, emiqran sincrénicamente de la base hacia el
lunen del epitelio: esto ha hecho pensar que existe un  control
riguroso por parte de las cdélulas de Sertoli, fijadas a la capa
basal del tdbulo seminifero., Durante 1a pubertad., éstas células
forman entre si  uniones herméticas, a las que se debe la
formacién de la llamada "barrera-hematotesticular®, que divide

funcionalmente al epitelio seminifero en dos compariimentos:
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ﬁrnlifaraciﬁn de las células germinales, gque consiste en una
divisidn mitética diferente de las divisiones simples de 1las
A células germinales primordiales gque ocurren durante la miqracibn
v establecimiento temprano en las génadas.

A los 9 dias de edad han desaparecido totalmente 1los
aonocitos, Yy a lJos 12 aparecen los espermatocitos mAs primitivos
tespermatocitos preleptotenos). En la rata, las células
qgerminales predominantesz a esta edad son las espermatogonias,
Entre los 14 vy los 16 dias se inician los préambulos de 1la
pupcrtad (S £

En- las ratas de 15 a 18 dias 1as células de Sertoli ya no
presentan  mitosis (25,114) y se obsServan a las espermatocitos en
astadios mas avancados de maduracién que culminan a los 23 dias.
fosteriormente, terminada la sequnda divisién meidtica, se forman
las primeras espermAtidas redondas, inicidndose de esta manera la
ecpermiogénesis, que finaliza alrededor de los 45 dias de edad,
cuando aparecen los primeros espermatozoides liberados al
compartimento luminal del tdbulo seminifero (25).

Esta precisién cronolagica con que van apareciendo las
diversas células del epitelio germinal de la rata permite
s;leccionar la edad mas adecuada, en la cual se encuentra, en
forma mayoritaria, alguna poblacién celular en especial
(TARLA 1),

51 ce consideran todas las caracteristicas del proceso de la
capermatogénesis descritas arriba, resulta evidente que el
problema fundamental en el estudio del metaboliemo testicular es
la heterva=neidad de las poblaciones celulares presentes en el

4araano (1,35). Ecste problema ha sido parcialmente resuelto al
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eliminar alaunas poblaciones celulares por medio de alquno de los
mé¢todos siquientes: 1) utilizacidn de animales sexualmente
inmadures, en los cuales existe una poblacidn celular
predominante (1,25,84); 2) utilizacioen de animales con
hipofisectomia: 3) ‘utilizacién de animales con criptorquidia
experimental y regresion del epitelio gqerminal: » 4) utilicacidn
de animales previamente expuestos a irradiaciones sobre los
testiculos (26,48,86).

Esto ha 1llevado a numerosos autores a considerar gque las

éara:ger(sticas metabdlicas que se observan en un  momento
.determinadn, corresponden al tipo celular mavoritario nue se
_ encuentra presente on ese momento (35,47). En este laboratorio;
al * igual que en otros (1,25,27,40), se encontro que a ciertas
ndades definidas en la rata de la cepa Sprague-Dawley, el tipo de
poblacién celular mds ahundante corresponde &l estadio mds
avanrade (TABLA 1).

Hasta nov., la mayor parfe de la informacién en relacién con
al metabolismo energético testicular proviene principeslmente de
petudios lleovados a cabo utilizando el érgano total o fragmentos
de tejido  testicuwlar (47,48,). Algqunos ntros estudios se han
realizado en poblaciones celulares aisladas de tesliculo de rata
ﬁ ratén v en fracciones subcelulares del espermatozoide
(481,106,111, Ppr»otre p;rte, ha habido up interés creciente en

oxplorar los senderos. metab6licos del espermatozoide intacta, por

encontraren a félula implicada en la posibilidad del control

masculina (44,48,62,150).

de 1aifertilids

'Enr)osamdm}#eros; ‘durante la madurez sexual., los testiculos




se epcuentran alojados en 'el ‘estrn{a;f:'estq ’hacg‘ que la
teémperatura sea de 3 a 5°C inferior a'su‘ temperatura cbrpcrél
(28,45, 79, factor de suma importancia  en el metabolismo
testicular.

El testiculo de mamifero adulto utiliza a la glucosa como su
principal fuente de energia, y puede metabolizarla tanto aérobica
como  anaerdébicamente (37,47,62,68,8B.96,125). También se ha
informada que, aunque en pequefas cantidades (0.54 en el
testiculo de rata "in Qitro", y hasta un 9% en el testiculo de
carnero  “in vivo"), la glucosa puede ser oxidada por la via de
las pentosas (46.135). |l.os productos principales del metabolismo
de la glucosa son el piruvato y el lactato.

. £l lactato es producido en qrandes cantidades en los
tepsticulps de las ratas prepuberes. tanto en la dglucdlisis
aerdbica como anaeréhica (88). Se habia informado. como dato
curioso, que la preduccién de *4C0. a partir de glucosa
uni formemente marcada no ju?tifica mas que el 30 % del consumo
(aﬁel de owigeno del Arqano entere (47). Esto concuerda con la
idea. expresada arriba, en donde se indica que las células de
Sertoli - utilizan & la glucosa para preducir sustratos que las
cé\ulas germinales sprovechan en la sintesis de ATF, el cual es
ppcqsario para su supervivencia (48,105).

En el teat{cu]o inmadure, la glucosa produce un efecto
Crabtreé. aue  consiste cn la inhibicién del consumo de oxigeno
‘Q0=)  debido é la ‘adicién dé glucosaval medio de incubacién
(47.88,105,143) .

Estudios "in vitfo“ utiliiandn el érgano maduro total, han

demostrado que en ausencia de glucosa, decaen rapidamente tanto

7



195 n{veleé‘de ATP Jc‘t":mt::llnrs"nri,‘y’eies ‘_de oxigeno consumido, mismos
que‘ bueden 7éér ‘reci;ipt’:feiﬂorr_s"‘si' se ad’iciona glucosa al medio de
incubacién (44, 47.69,105)Esta fé:uperacidn no se observa en el
testic;ulo inmadufb. '

Recientemente ‘sye ﬁ‘a‘inf'ormadvo que: es necesaria la presencia
de  lactato _para manténer 1‘a5 ﬁi\)eles de ATP testicular, que
lleqan a cer casi“ tan‘altns ‘comn en el higado o como en el

' misculo esquelético: 1.5, ) 2.5 y 4.5 pmnl de ATP/qramo de tejido
seco respectivamente (105).

En afos recientes, se ha podido definir que son las células
de  Sertoli guienes utilizan preferentemente a la glucosag a
partir de ésta producen piruvato y lactato, que al parecer son
los nutrientes principales de las células aerminales més
avanzadas (53.,54,74,1079,118), siendo ambos sustratos utilizgdog
en el cicln‘de Krebs para la produccién de ATP (47).

Todos eslos dates apuntan a la imporlancia del piruvato como
un metabolite central para’ la produccién de ecnergia en el
matebolisme testicular. 50 sabe nque el piruvato alimenta al ciclo
‘de 1os - aridos tri‘carbo;‘.i!icus (TCA) no solamente & través de 1la
piruvato _deshidroqcnasa (FDH) {(91), sino tambi1é4n a través de una
s:-r\:r"ma ,malica’ muy“ activa de,*lncal}:écién mi tocondrial Y

dependie‘nl.e rr—,dev—rr—Nr\be;—vr(ﬂé'.—‘?4 )f.' _S‘el Ha..postul ado que esta enzima’

pudiera’ funcionar en‘ el testiculo .en. eontido inverso, es decir.

n piruvato,”.como’se ha suderido -gue

c::nvirtiéndn
sucede en‘mitocondrias aizladas de hepatomas do Morris (132). For
otra par'(.:-',‘f Yan an:‘ v ;bls; (1'49) s han " infurmado qué en

eisnermatozoided de opididimo de bovino intaclor, « pesar de estar
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En 1a  mavoria de los sistemas estudiados, el piruvate’ es

incapaz - de penetrar la membrana mitocondrial interna, a r'\;‘?‘
qt:le se asocie a un anidén permeante como es el malelo :(2}5;3»
c;trns sistemas se sabe que el malato es oxidado qur mP,.r :
1o es el cazo en el testiculo. donde se oxida »nr‘n ;{ar»a i
t34),  También se has demostrado que el malato
“estimular la  respiracién apoyada por el p'ii"uvvt;
roreic tratado hipotonicamente (78).

Fl succ\nato ha sido utih ado ectensamente

‘r."_«udios rela:innadn; con "Ql~ prnceso du 'nr,‘ilacion

4 des lﬂdrcqen.—.\sa succinica (SDH)
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1 qué Tmanifiestan -
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(L= 9 35 41“ oy ¥ ‘wtima tmne ‘.,e -ial '_;'ntm{es en el
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impnrtancxa en. el metahnl\emo del piruvatn (70,150) . EsLa emnna

maniﬂasta una ‘gran al:tividad cuando aparecen los espermatccitnﬁ

primarios diplotenns v la. espormétidar inmadur as (10? 154)
CLa ‘presencia - de lag enzimas de
i'nt‘ramitocnndria‘l es coherente con el hoecho
; respoctivos ,éuétragosf pueden ser oxidados pur’r
adul to (35,42.50,164.115.134). :
Todo esto indica qite en ®1 testiculo fﬁncibna’[ej
los acidos tric‘ar"bnxilicas y la Fnsfnrilacldn m:ld'ativa. 'l"iq'a‘da‘ a .
la. cadena . transportadora de electrones (CTE). La ‘f'o’ébfi)'rﬂéc'ianr
Vti:xidativa “es un mecanismo mediante el cual i 1a 1714tng:yn'jé.tcidn de
.energia, vqur; acompafa a la transferencia de elcct'rvanus a lo larqo
dola . ca(le;‘\a respiratoria, se acopla a la s:’ntésis de ATF a
pértfr de ADP y fosfato inorgdnico (87,146). De este modo se
‘ronserva la  mayor parte de la enerqia liberada por la CTE, la
caal  @s  aprovechada pera las actividadez celulares de  los
organismos aerobleos., ) B
La membrana mitocondrial interns es o1 ejo central ‘dgi‘l

sistema de transduccidn de eneraia. En ella se treuentran {od“

lae enzimas encargadas del transporte de elecltrones, la sucrinn

dechidrogenasa (SDH!, parte de la ATPasa sensible a 61i‘yt‘1cmicin}ya,_ 3
v la acetil carnitina transferasa (CAT).
Ltos componentes de la CTE de las mitnccndri’g

ng han side estudiados con detalle; sin embar‘gﬁ.v,

En . egte Vaboratorin = ag miiocénﬂrias de



testi&ulo, la ATPasa ligada a la fusforilacior} ux’idati;/a presenta
caracteristicas peruliares. Su porcién FQ se enquehtra en barte
dis£ncada de la porcién membranal Fe y es insensible a la aceidn
de los desacoplantes de 1a fosforilacion oxidativa, asi como a la
oligomicina; no obstante, esta enzima es capaz de sintetizar ATP
en presencia de succinateo (151).

For otra parte, desde hace algunos afos muchos
investigadores han utilizado la albdmina durante la obtencidén de
sus  preparaciones mitocondriales, ya sea adicionando ésta al
medio de aislamiento o al medio de ensayo. C;n esto han obtenido
mejores conktroles respiratorios (73,74,92,122,136.141). En este
laboratoric anteriormente se encontrd que con la adicién de
albimina de suero de hovino (BSA) al i%-al medio de aislamiento,
era posible obtener cierta estimulacién en la actividad de la
ATPasa  amitocondrial al utilizar agentes desacoplantes (151). La
adicién directa de BSA al medio de ensayo, también produce un
aumento de la respiracién en el estado 3 y una disminucién en el
estado 4y esto se traduce en un mejor acoplamiento de las
mitocondrias, que ce refleja en 1os controles respiratorios.

El conjunto de dakos anteriormente resumidos en relacién con
ni metabol i smo energético del testiculo. sugiere que durante la
nepermatogénesis las m{tc:undrias de las células germinales
cufren una diferenciacién  funcional, concomi tante a la
diferenciacién morfolégica que ha sido descrita con detalle
(X,.15,41,29). En las células qgerminales mds primitivas las
mitocondrias son escasas y de apariencia iqual a« la de otros
tejidos: a partir de los espermatocitos leptotenos empioezan a

multiplicaree y & adquirir una apariencia muy peculiar: el
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'eépnﬁiq intermembranal - se va ensanchando, dandoles una apariencia
‘ vacuﬁlada. con la matriz condensada y plegada hacia los bordes,
estructura que mantienen hasta llegar a la formacién del__
espermatozpide maduro., en donde ce distribuyen en la regién media
del espermatoccide alrededor.del flagelo (3,15,48,96,99,111),
fsta forma que presentan las, mitocondrias de las’ células
germinales, no cambia a pesar de que sean incubadas en medios de
di ferente ocmolaridad (96,99). Esta estructura "atipica" de estas
mitncondrias, es similar a la que presentan las mitocondrias
aisladas de Lumores mamarios de ratén (136).
1.2. Fundamento.

En los ultimos afos, se ha hecho hincapi¢ en la necesidad de
rnfocar el problema de la fertilidad masculina de una - manecra
racional (AB8). Ha resultado evidente el escaso conociniento que
se tiene de los procesos metabélicos involucrados en 1  contrul
de la diferenciacidn de las células germinales. fendmeno que
cultina con la produccion de los espermatozoides en el testiculo.

Se ha definido la importancia del metabolismo energético del
espermatoznide paras st nntilidad y supervivencia (737,44,149,180),
v, 3in_ embargo, no se connce con precisién la evolucidén de nse
metabnlis;.mn energético durante la espermatogénesis. Algunos
in-acystiggdnn'es han coincidido en sefialar a 1a glucélisis como la
r\rihripal vria gener‘sdnra de ATP (47,89,!23,155, 156), en éango qu%
whras,’afivman qﬁrs es el mecanismo de la fosforilacidn onxidativa

1a principal - via  metabélica encargada de s produce; én

€37,44,48,111,140) .

Se " han estudiado algunos aspectos de. la fnsiuri’laclftl):
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en pohlaciunas de células germinales de

g'ramposicion conncidu. as( como en preparationes mitocondriales de

,ta=ticula adultn, pvro no se ha realizado un estudio sistemdtico
~de” la fos{nrilacién oridativa en mitocondrias de testiculo a
Eravés de 13 diferenciacidén del epitelio germinal.
t.ta fosforilacion oxidativa ha sido ampliamente estudiada en
}as mitocondrias de higado de rata, por lo que los resultados que
asp obtiepen con organelos de tejidos no estudiados, suelen ser
comparados con los de preparaciones hepaticas,
7 Dado que la cronnlogia de la espermatogénesis en la rata es
hier ~ conocida, se utilizé a este animal como 1la especie de
elecc§0n 1 los estudjos sobre la diferenciacién del epitelio
nerminal - (27).
1.3. Objetivos.
Con base en lo anterior, nos proponemos:

1. Definir la capatidad oxidativa de las mitocondrias de

tegticulo adulto asociada con la fosforilacién, en relacién
con el succinato, ©l malato y el pirnvan en ausencia y en
presencia de albimina,
T. fFstudiar r] efento de los  agentes desacoplantes sobre la
. fosforilacién widativa en ausencia vy en presencia de
zlbdmina. ;

Hedir la actividad de-l1a citocramo ¢ oridasa.

4. Comparar los pardmetros arriba seialados con los,bbteniqo

las preparaciones mitorundriales de higado.

S. GEvaluar 1n=z objotivoe 1, 2, v I en las miLocdneras Vd&i

testicule durante la espermatogénesis.




2. MATERIALES Y NETODODS

2.1. Reactivos.

1.

15,

17.

Adenosin 5°-difosfato sal disddica, de misculo de equino Grado’

IX (ADP). Sigma Chemical Co.

Acido piravico sal disédica. Sigma Chemical Co.

Acido L-mAlico, Sigma Chemical Co.

Acido succinicvo, sal Jisddica hexahidratado. Sigma Chemical
Co. t

Acido lactico. Sigma Chemical Co.

2,4-dinitrofenol Grado 11 (DNP). Sigma Chemical Co.

Tristhidroximetil)aminometano, amortiquador Grado Bipqulmico

7-9 (Tris). Sigma Chemical Co.

Trietanolamina/Cl (TEA). Siaqma Chemical Cao.

Acido L-ascdérbico. Sigma Chemical Co.

NyNgN® yN? ~Letrametil--p--fenilendiamina/Cl (TMPD) .Sigma Dhqmical :
Co. . :
Lubroil Tipo'F‘X. Sigma Chemical Co.

Citocrome ¢ de corazén de equino Tipo 11I. Sigma Chenni:al CD.
Reactivo de Folin-Cicolteau. Sigma de Méuico, S.A. ; : 7
Acido ctilendinitriloe totraacético (EDTA),  sal. diéddi’ca o
dihidratada. €. Merci, Darmstadt . s

D-(-) -Hanitol, E. Merck, Darmstadt.

Sacarese. J.T.Raker de Mérico, S.A. de C.V.

Albdmina Je suero de bovino fraccion VU (BSAY. Calbiochem.

Behring Co.

Carboni lcianuro-p- trifluorometoxifoni lhidrfazona' S(FECP)

obtenido de Aldrich Chemical Co.
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2.2. Equipo y Aparatas.
1. Homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem, @on»pi;ﬂén’ae_t

tefldn. ' : ’
2, Motor Caframo para homogeneizador modelo R2ZR1.

3

Centrifuga refrigerada Internacional PR-2.
4. Centrifuga refriger ada Sorvall RC-5B,

S. Rotor excéntrico # 296. ‘

&, Rotor SS5--34.

7. Ouigrafo Gilson KI-C.

8. Flectrode de oxigeno tipo Clarrk'.',.;

9

Camara de incubacidn Gilson can capacida

provista con havo de agua.

10, BaRo de agua Giison con ievfmbs't'atizf irculaeidn:

continua. B
1i. Espectrofotémetro tipo Pye—Uniéa;ny.r
12. lLiofilizador Labconco 3.

13, Fotenciometro Bechman.

2.3. Métodos.

2.3.1. Preparacién del homogeneizado total de testiculo 'y
obtencién de la fraccion mitocondrial. 7

Los animales de experimentacidn fueron ratas albinas macho
dr l1a cepa Sprague-Dawley. Se utilizaron sin a,uno previo al
sacrificio. Se ecacrifict el numero de ratas necesario par;\
obtener entre 2 y 3 gramos de tejido testicular hamedo
ITABLA IIY. Las ratas fueron sacrificadas por medin de un golpc;
en la nuca vy enseguida se decapitaron. Se exanguinaron al méaximo

norible v ue extrajeron los testiculos rapidoemente, recibiéndolos

er. 10 ml ‘'del medio de aiwlamiento, qQue contenia: sacaross 250 mi,



TABLA T

Nimero de onimotes utilizados en codo experimento paro e estudio da lo fosforilacidn
oxidativo en mitocondrias aislodas da! testiculo de rala.

Edad Peso himedo de | Na.de onimoles® Peso himedo oblenido

(Dlos) cada testiculo® sxperimentalmente®
(g) (9)

" 0.045 50 1.569+0.54

14 0,028 50 2.56%0.19

16 0.041 3124 0.68

21 0:081 2,60+ 0.12

24 0.169,;‘_; 5.08 +0.62

26 o6l 4.1240.95

30 o.68 2.70 4 0.15

34 0390 | a4 Sl 2rexiae

40 0.483 s 2.90+0.15

4s 0.52! 2 2.08+0.72

60-90 1.010 1 3.18 0,32

. Promedio de por lo menos 3 lotes diferentes de animales.

) Niémero de animales requerido para I ob ion de imad 309
'e,ido himedo, a excepcion de Jos lotes de I dias de edud en donde el
numero indicado correspondic o 1.5¢

€ Promedio * D.E. de por lo menos 3 lotes diferentes de animales.




TEA 3 MM, EDTA 1 mM, ajustado a un pH de 7.4 con N;DH 0;1 N. A
continuacién se deseché 1la tonica albuginea y la arterka
espermadtica. Despuds, secando suavemente cada testiculo con papel
flitro Whstman No.40, sc elimind el exceso de liquido vy se pesd
€l tejido ohtenido: de innndiato se picd finamente y se pasd a un
homogeneizader de vidrio tipo Potter-Elvehjem, provisto de un
pistén de teflan. Se homogenrizé durante un minuto mediante 5.
subidas vy % beiadas del pistén a una velocidad media en un  molor
Caframo ﬁipn RZR!, &4. El homogeneizade obtenido se filtrd a
trovés de lane de vidrio v se adicionéd la cantidad nececaria del
mpdio  de ajrlamiento para obtener un homogeneizado total al  10%
(F/V)., Todas las aperaciones anteriores se realizaron con la.
mayor rapide: ponsible,

El filtrado se colocod en tubos de centrifuga vy se précedid a
la obtencién de la fraccién mitocondrial (mitocondrias pesadas)
mediante una centrifugacién - diferencial, segun el protocolo

esquematizado gn la Fig. 7. Seo utilizé una centrifuga refrigerada
Tntarnacional PR-Z2, provinta de un rotor encénbriceo ﬂ 2GS,

La pastg!la final que se obtuvo fur resuspendida en 0.025

ml  del medirn da aislemionto y se mantuvo en frio hasia su " ugo,

Todos estos procedimientos se realizaron » una temporatura de 2:°ab

aeC,

2.3.2. Medicién del consumo de oxigeno.
La respiracién de las mitocondrias . Jae; ~1fidi§

“Hedical

natarogrificemente . en  un oxigrafo Bilson KI--C . (Bilso

Eln:trunlcs.ﬂidd;etnn,wis.,USﬁ}, proviste ¢e un . eleeliodo ” de

arigeno tipo Clark (Yellow Springs,antrumuntfﬂo;{Yd]fow Springe,




Fig. 2

ESQUEMA DE CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

((HomocenEizapo ToTAL )

600g.
10 minutos
{Nuchos, restos calutores. 6 000 g.
céiulos anteras) 10 minutos
Fraceion Se desecha

Mitocondriol



nh.,U§AY. l.a medicién se efectuy a 0.8 V, que corresponde al
potencial estandar de dﬁidu—raduccidn del par 0=/H.0 (1B8,3%9,56).

’ Se utilizd una cédmara de incubacion de (.74 ml provista de
un agitador magnético y mantenida a 30°C mediante un bai¥o de agua
de rirculacidén continua marca Gilson. En estas condiciones se
caleuld la concentracién de xigeno en el medic de ensayo,

aplicando la ley de Henry sobre gases disuelios en liquidos:

no. n (RT}
ok
p
“en dénde: o= cneficienée de Bunsen (oC= 0,031 a 263°K; 0.0285 a
-2980K; 0.026 a 303°K); .
n = concentraciaon de un{geha en malaridid‘(moles/lih?o
de solucién}.

congtante general de los gases (0,082 1. §tm.fmdi~‘

A
Y

SK=-1) .

T = temperatura absoluta (©K),

p = presién del  “gas _(cnnsiderandn‘ una presiﬁn
atmosfgri:a promedio en la ciudad de México -de
592.4 mm..-de Hg = 0.766 atmésferas y un 21% de

origenaien cl-aire; la presidn parcial del oxigeno

onel

ire rs de 0.160 atmésferas).

Deﬁﬁojando . tifuyendo en la ecuacidén 1), chtencmos:

P (0.126) (0. 140)

- = = 167.3% pM a 30°C
RT (0. 082) (303}

Cpaqdo'T‘: 25°C. n.es igual a 186 uM,
La veloridad de respiracidn (Qox) se definié como el numero

de nanomol 2s de oxigeno consumido por minuto por mg. de proteina,
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'y ~"los estados respiratorios correspondieron a 'los »establecidns
ﬁor Chance y Williams {(19,20).
Después de lavar exhaustivamente con agua desionizada ‘la
cdmara de incubacién, se avadié el medio de fosforilacidn (medio
de epsayo, medio de incubacién o medio de respiracién), que
contenia: D-(-imanitol 225 mM, sacarosa 75 mbtl, Tris/Cl 2 oM, EDTA
D05 aM, EC1 10 mM ; NaatPOa 5 mM, ajustado a un pH de 7.4 con
HEY 0.1 N. Con este medio se calibré el graficador del oxigrafo,
con uﬁa velocidad de corrimiento del papel de 0.1 mm/segundo,
eligiendo uwna linea basal que representd el 0% de oxigeno en el
medio de incubacién. Enseguida s;e procedid a elegir una lipea
superior de! papel, entrc 330 y 360 de sensibilidad del aparato.
que nos represents el 100 % de ozigeno total disuelte on el medio
de incubacion.
los sustrates vy dezacoplantes fueron aqrégados siguiendo
como - modeln el esquema  adjunto (Fig.3), que .se describe a
Cweantipuact fne B

BT Puéici énv.“ri‘; “ddicién del sustrato oxidable aiadido segun la
rnncent»r‘a-:i;'u—.‘ y o velamenos necesarios (succinato, malato o
ﬂiruva!.'_ofvn;alal;c), merclada y mantenida durante - varios minutos

,Pﬁvaﬁféf““ irra\r'cbn l1a teaperatura del bao. Trazo A, consumo de
;JX{QIEH‘D ‘debido a Tle. adiiién del sustrato. "Fosicion 2, adicion de
0 & 30 pl . de la suspensidn mitocondrial (0.6-0.8 ma. de proteina
1,;nr ml de aedio de incubacidn). Trazo B, respiracion basal an
p;'esiencia e un sustrato ot:idable y el ion fosfato en ausencia de
ADF {respiracion durante el primer estado 4t Qoa (B}, Fosicisn
B adiriiﬂr.‘ de. ADP seaun 2]l volumen y concentracién orosarios.

Trazo. C, rocpiracidn en presencia de ADP (respiracidn durante el

18



Fig.3 Trazos obtenidos habituaimente durante la medicién del Goa.
£1 medio de incubacidén contenia: D-(-Imanitol 22% mM. sacarosa
7% mM, Tris/Cl 2 mM, EDTA 0.05 aM, KC1 10 M y NazHFOa S5 mM,
ajustado a un pH de 7.4. {1 Adicién del sustrato axidable. A:
Consumo de oxigeno debido a la adicién del sustrato., 2: Adicion
de 13 suspensién mitocondrial. B: Respiracion durante el primer
estado 4. 3: Adicién de ADF. C: Respira:io;n durante el estado 3.
D: Respiracidn durante el segundo estado 4. 4, § y &: Adiciones
sucesfvar del desacoplante. F;, Ez y Ea: Regpirecion desacoplada

seqain las adiciones dol desacoplante 4, 5 y "6 respeclivamente.
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estado $).  Traze D, respiracién al agotarse el ADP (t‘espiracion
durante el sequndo estado 4). Posicicnes 4, S5 y 6; adicidn del
desaroplante a diver sas concentraciones. Trazos E, respiracién en
presencia del desacoplante {respiracidn desacoplada: Qo {DY). El
desacoplante fue agregado en forma sucesiva hasta alcanzar las‘
cancentraciones descritas en el tento (concentrac;‘pneg
acumulativas!. Todas las sustancias utilizadas fueron. «gregadas a
12 cdmara de incubacién por medio de jeringas Hamilton.

Al términe  del uperimento, 1a cémara de incubacién - se

enjuagé varias veces con agua desioninada, vy se 'conservé. una o

‘ali('uota des la suspensidn mitocondrial a ~-20°C - para
‘qéterminarle posteriormente su contenido de proteinas, alg\.\iendﬁ
o1 méiodc twecrito por Lowry, modificado por Hartree (&63), Se
nutilize BSA fraceidn V purificada como la proteina esténdar. : :
. La medicidén de las velocidades de respiracion se realizé wn :
precencia v on ausencia de BSA a una concentracien final de 17,
ra fuera anrcgada  al awedib de aislamiento o al medio de
fosforilacidén.
2.3.3. Medicion de 1la actividad de la ATP sintetasa, de 1la
. relacién ADF/0 y del control respiratorio (C.R.).

l.a actlividad deo la ATP sintetasa seo determing 1 partir de
los ‘trazos del Qo en el estado 33sedefinio como Ja velocidad de
sintesis de ATP (nanomoles de ATP ﬁrcdu:idos por minuto por  mg.
de proteing), considerando que la relacién molar de ADP consumido
'ﬁchrn . ATF  producide  (ADFR/ATPY fue 1:1. fara efectuar esle
zadlculo, se consideré el tiempo de duracién de la respiracién de

13z mitocondrias durante e} estade 3 (Traro C de la Fig.3).
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La relacidn ADP/O, se calculd segun Chan:e:y‘-Ba;t;heffskv
2n. )

El control respiratorio, se calculé segun el " criterio
establecido por Chance y Williams (19,20}, definido como el
cociente de la velocidasd del consumo de oxigeno en ol estédo 3
entre la velocidad del consumo de cnigenoven el 2Zo. estado 4
(Fig.3).

2.3,4. Medicion de la actividad de 1a citocromn c oxidasa.

Para la medicién de esta actividad encimatica se utilizé el
métndo descrito por Bergmeyer (7}, al cual se le hicieron alqunas
modi ficaciones. Este método mide la velocidad del consumo de
asigenn de wmitocondrias previamente trat;das con un detergente,
on un medin que consistia de: KHzPO. 50 aM y EDTA 1 oM, ajustado
a uwn pH de 7.7 con KOH 2ZM: el volumen final fue de 1.74 ml. La
temperatura de incubacién fue de 25°C, por lo gue la
roncentracion de oxigeno disuclto en el medio correspondido a 186
pi.  Bajo cstas condiciones se calibré el oxigrafo de  mancra
simtlar al descrito en el punto 2.1. Despué¢s de la calibracién
del origrafo, se afadieron, por medio de jeringas Hamilton y en
‘orma sueesiva, 1lns siquientes sustrates: ascorbato 7 oM,
éltncromn ¢ B% MM, THMFD 0.7 mM, vy se esperd de 2 a 3 minulos
hasla  que s estabilizara la pendiente obtenida. Enseguida se
Aaoregqd  la snspensidn mitocondrial previamente diluida con 1ubrolr
‘0.01% ml de lubrol al 1% por cada ©.09 ml de swspensioen
mi tocondriecl}), vy as{ se mantuvo hasta la anacrobiosic.

La actividad de la citocromo c oridasa (ue eupresada como la
selocidad do ron:iumo de oxigeno por minuto por ng de proteina

witocondrial .
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2.3.%. Purificacién de 1a albdmina de suero de bovino (BSA).

Se purifice la albunina de suero de bovino (BSA) fraccieén'V
mediante el éiguiente procedimiento:

Se disolvid a temperatura ambiente una parte de 1a BSA
fraccién V con 4 partes de una solucidn salina isutdnicav
.(1=5,P/V). y en frio se agreqgé metanol gota a gota. de tal manera
de obtener el rendimiento maximo. El precipitado obtenido se dejé
reposar durante 24 horas en un cuarto frio y posteriormente se
centrifugé on una centrifuga refrigerada Sorvall RC-SB provista
de un rotor S5-34 a 6000q durante 5 minutos. Se resuspendié la
pactilla en un volumen final de 10 ml de solucién salina
fisioldgica vy se pasé cuantitativamente a2 un saco de dialisis
# 36. Se dializdéd contra aqua desionizada dﬁrante 24 horas en el
cuvartn frin. Después de la dialisis, el contenido se vacié en
frascos viales y fue liofilizado en un liofilizador Labconco S.
{.a RSA purificada fue conservada a 4°C hasta su uso.

Todas las sustanciss utilizadas se disolvieron con  agua
desinni:éda. l.os eustratos (ADP, succinato, malato, piruvato,
lactato) se ajustaron a un pH de 7.0, vya sea con MaOll o con IiCl
3.1 N. Los desacoplantes fueron disueltos en etanol v agregados
en un volumen pequedn, de tal modo que los controles de otanol no

mpstraran ninadn ofecto sobre la respiracién,
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3. REBULTADGS

Con el fin de estudiar la fosforilacién oxidativa durante el
proceso de la diferenciacion del epitelio germinal del teaticulo,
se procedis en primer término a ostzblecer 1las condiciones
adecuadas para realizar este estudio. Para ello, en mitocondrias
fle testiculo adulto, se determinaron las roncentraciones
saturantes del sistema en lo gue respecta a cada uno de los
sustratos atidebles que se utilizaron, asi como para el ADP.

Todes los resultados fueron comparados con los obtenidos en
mitocondrias de higado de rata adulta, bajo las mismas
rondiciones e experimentacidon que las de testiculo.

Es 1importante sefalar el hecho de gue con las mitocondrias
aisladas del teaticulo adulto, 1la respiracién con los sustratos
endbdgenoe  ‘ue casi nula, a diferencia de la presentada con 1las
mitocondriasz de higado. En r.a.mbin, cuando se ulilizaron
mitocondriaz  de ratas inmaduras, 1la respiracion debida a
sustratos endogenos fie clavada (Fig.a).

3.1. Efecto de 1la variacién en la concentracién de ADP sobre la
velocidad de respiracién.

. Utilicando succinato como el sustrato oxidable, se encont:d
que el ADF saturd al sictema desde concentraciones de 0.017 uM
con las mitorcondrias de higado y de 0.08 amM con las de testiculo,
_nhtentendo 1na velocidad mixima de &3 y 47 nuoles de G=/min/mg. de
d2 proteina rospectivamente (Fig.5A).

Para trabajar 13s preparaciones de ambos sistemas en forma
eimitar, decidimos utilizar en atdelante el ADP a una

concentracisn de 0.3 mM. También se calculéd el valor de la Ka

22



Fig.4 Respiracion de las mitocondrias de higado (a), de testiculo
adulto (b) y de testiculo de 14 dias de edad (c), en ausencia de
sustratos eiégenos.

El medio de incubacién fue descrito en la figura 3. La
prueba &e realizé a IOC. Mit indica las mitocondrias agregadas a
una concentracién de 0,6 a 0.8 mg/m)l de proteina mitocondrial.
Las concentraciones de DNFP (D, Dz y D3), fueron 10, S0 y 100 uM
recpectivamente. El ndmcéo representa vl consumo de ouigeno

expresado en nmoles de oxigend/minuto/mg de proteina.
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Fig.5 A). Efecto del ADP sobre la respiracién de mitocondrias de
v testiculo (@) y de higado (A).

ta prueba fue realizada en la presencia de succinato 12
mM. El medio de incubacién se decribié en 1a figura 3. La

ctoncentracién de proteina mitocondrial fuwe de 0.6 a 0.8 mg/ml.
v B). Grafica de Lineweaver-Burk de 13 respiracién de 1las
mitocondrias de testiculo en presencia de ADP. Los valores
correcsponden a los de la Fig., SA. La curva de regresién lineal

fue calculada por el método de los minimos cuadrados.
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aparente. Este resulté ser de 5.3 ¢ 10~#M para las mitocondrias
de testiculo (FiqQ.SB), y de 4.7 x 10-*M para lag de higado. °
3.2. Efucto de la variacién en la concentracioén de los su-érntns
oxidables sobre la velocidad de respiracieén.
3.2.1. Succinato, Una vez elegida la concentracién de ADP, se
Procedio a determinar la concentracién a la gue el succinato
satura al sistema. Se encontrdé que tanto en el estado 4 como en
el .estado 3 fue mayor la velocidad de respiracion en el higada
que en el testiculo (Fig.6A)., El sistema se saturé desde una
concentracidén de 3 mM para el primero y de & mM para el segundo.
Se deéidié utilizar en adelante una concentracidn de 12 mM. E1
valor de ta ¥m aparente en el estado 3 para las mitocondrias de
test(:ﬁlo fue de 1.5 it 10-M (Fig.6B), vy de 1.3 x 10~% para las
de higado, 10 que implica un orden de magnitud de diferencia en
la afinidad por el succinato.
3.2.2. Malato. En la figura 7A, se observa claramente cdémo este
sustrato fue oxidado pobremente por el higadb. En cambio, resullé
ser un maanifico sustrato para apoyar la respiracién de las
mitocondrias de testiculo; . en éstas, los valores fueron cercanos
#, los que se obtuvieron con succinato. En  ambos sistemas 1la
velocidad mdvima de respiracién se alcanté a partir de una
concentracisn de 6 mM. Se eligidé como concentracién saturanfe 12
mM. El valor de la Km aparente para el testiculo en el estado 3
fue de 2.3 » 103 (Fiq.7B).
3.2.3. Piruvato. Se sabe que el piruvato es incapac de penetrar
libramente la membrana interna de las mitocondrias, de manera que

se hace necesaria la presencia de un anién permeante, comp es el

23



Fig.6 A). Efecto del succinato €obre 1la respiracién en
‘~mitocondrias de testiculo (©Q , @) y de higado (A , &).
Reepiracrion en el {®- estado 4 (O , A) y en el estado 3
(e, A. Las condiciones experimentales, fueron las mismas de
la figura 5@, con una concentracién de ADP de 0.3 mM.

B). Grafica de Linewpaver-Burk de la respiracion de
mitocondrias de testiculo en presencia de succinato. Los valores
corresponden a los de la Fig. 6A y se calcularon igual que en la

Fig. SB.
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Fig.7 A). Efecto del malate sobre l« respiracidn 'en mitocondrias
-de testiculo (O, ®) y de higado (A, &:.
Respiracién en e} i=" estado 4 (O, A! y en el estado 3

(@, A, Lac condiciones de experimentacion fueron las miemas de

.. la Fig.bA.

B), G©Crafica de Lineweaver-Burk de la recpiracion de
mitocondrias de testiculo en presencia de malato. Los valores
corresponden 2 loe de la Fig. 7A y se celcularon igual que en la

Fig. SB.
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3.3. Efecto . de _lo.% agentés desacoplantes sobre la velocidad de
respiracién en ausencia y en presencia de BSEA.

3.3.1. Efecto del 2,4-dinitrofenol. De.una titwlacidn preeliminar

abjtizandn ';nncentracione':; variables de DNF, &0 eligis agusel
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TABLA 1T

VELOCIDAD DE RESPIRACION DE MITOCONDRIAS DE TESTICULO DE RATA
ADULYA EN PRESENCIA DE BAJAS CONCENTRACIONES DE MALATO,

Conceniracidn de malato ( mM )

Edo. de .
raspnracnon 0.0 0.006 006 0.6 6
{nmot Op/min /mg de protelna)
wEdo4 L72 ‘0.93 - L14 2.81 6.59
Edo.3 .10 L7 0.86 2.91 18.07

£l medic de incubacion se describid en la Fig. 3,

La concentracién de protelna mitocondrial fue de 0.60a
0.8 mg/mi. La respiratidnen ol estado 3 se midid con ADP
o una concentracién de 0.3 m M.



Fig.B8 AY. Efecto del piruvato sobre la respiracioén e
mitocondrias de testiculo (Q,®) y de higado A , A .

ﬁespiraciOn en el primer estado 4 (0, A ) y en el estado
3 (@, A). Sc adiciond malato 0.6 mi como anion permeante para el
piruvato. Las condiciones de experimentacidn se mencionan en la
Fig. 6A.

B, OGrafica de Linewcaver~Burk de la respiracién de
mitocondrias de testiculo en presencia de piruvato. Los valores
corresponden & loe de 1a Fio. . B y se calcularon igual que en la

Fig. SB.
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xidétiva; @816 se utilizsron. como sustratos
autcknéto v al malaﬁo, ya que cuando se utiliné
@irﬁQatn, el DNP resulté tener un efecto inhibitorio sobre 1la
“respiracién. ‘

En ausencia de BSA, hubo un estimulo muy pobre del DNF sobre
la respiracién, a diferencia de 1o que se obtuvo cuando las
mitocondrias ee prepararon con albdmina (Fig.9A). El estimulo del
desacoplante sobre la respiracién fue en aumento al incrementarse
1.a concentraciéon del DNP. En la figura 9 se pueden apreciar sobre
21 lado derecho los valores de "q" (indice de acoplamiento de las
mitocondrias) {(0), Aqui se obscrva como la presencia de la  8SA
mejora consideorablemente este indice. En l1s ausencia de slbimina,
126 mitocondrias mostraren estar pobremente acopladas, con  un
walor de‘ at simil;r al  informade para olgunas particulas
“rubmitocondrial 'e‘s (90), 7
3.3.2. . Efecto del FCCP. Este compuesto es uno de los
desacoplantez maAs potentes, ya que actia desde con:eniraciancsv

tan  bajas como 10 nPM (144); sin embargo, en nuestro - sistena,

estimuld 13 respiracion en forma apreciable s6lo a partir de " upna ™

concentracién de 10 pM.  Fste estudio se realizd en presencia - de
succinato. En la figura 98B, ee obegerva gue el efecto del FCCP
zechre la reepiracidn, a2l igual que el DNP, fue mayor en las
aitocondries preparadas en presencia de albimina que. . en’ las

carcntes dp 21137 sin embargo, hay gue hacer notar que, con la

25



..Fig.9 . Efecto del DNF (A} y del FCCF (B) sobre el consumo de

- otigeno - (Doz) ®n mitocondrias de testiculo adulto, aisladas en
ausencia (0,A) o presencia (@, &) de BS5A al 1%, QoatD) vy
éo:(c)‘ representan respectivamente las velocidades de consumo de
oxigeno con y sin desacoplante, Este fue agregado durante el 1=r
gstadu 4. Lacs condiciones experimentales fueron descritas en la
Fin. bA. Se utilizeron como sustratos onidables al succinato
(0.®) o al malato (A, A) a una concentracién de 12 mM. Cada
punto representa el promedioﬁZD.E. de por 1o menos 3 experimentos
utilizando diferentes grupos de animales.

Los valeores de Qo-(C) (nmoles de ouigeno/min/mg de proteins
*p.E.: n=12) fueron: (0> 23.2%5,0; (0) 14.2% 3.1; (A) 11.2
32.6; ¥ 3 4.3i 0.4. D Y representan los valores de "g"
tindice de acoplamiento) eh ausencia y en  presencia de BSA
respectivamente.

i Qo (D)

q = 1 - H RCI =
RCT Boz(C)

Co=(D) representa la mdxima respiracién desacoplada.
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3.4. Fosforilacién ‘oxidativa

‘epitelio germinal.

Para  nste estudio se L\Lih-
obtenidas du‘
r\limerun

cpltr_\lio

tren-hbel’
Srmestra el ramero de-dnimales:utilizado
‘stndin on ruestion.

3.4.1. Estudio de  la fosfori‘kléci“o‘n,bnxidativa,en

ausencia de BSA.

L.a respiracien’ de Yasg: mi to:ondr
\ ;
aunrncia. de sustratos. eyﬁqenos

inz animaive adultos (TAEl.n !V)

uhl: .JdOS

sustratos




‘TABLA I¥
RESPIRACION EN AUSENCIA DE_SUSTRATOS EXOGENOS
1 4.96 * 1.66 (2 3.99 * 1.57 (2)
14 6.31 :o.s;’. (21 4.60 + 0.66(2)
16 3.36 £ 1.53 (5) ND
21 2.06x 1.09(5) | 2.87 & 9;_25 ) ‘
24 ,‘,z.s's_::fg{.e o ezt ‘6".7‘4‘ (21
26 2.67% 132 (7) 329 'ted.{é @
30 2.87 '.tO.‘I"l\ (2 ; :’.2...'-;5 : 0.32 (2)
34 2.47’10.15'(3) | 2.7 2027 (2)
40 1.90 £0.96 (5) 173 £ 0.05 (2)
60-90 .38 £ 0.08 (7} N'D
H 4.46-:}:0.I;5 (71 ND
. Los valores son el dio £ lo d idn estdndar. El ndmero de

experimentos se indica entre pure'maslm

Higado.
€l moadio de incubocldn se describio en la Fig 3, La concentracidn
de protefna milocondria! fus de 0.6 0o 0.8 mg/ml.



incremento muy marcadn alrinlcioAdebla pubertaﬂ, que ‘se mantuvo
hasta - los . 21 digs de edad, -Posteriormente los valorés fueron
descendiende en forme gradual a lo largo de la espermatogénesis.
Este patron respiratoric . fue mas notable cuando sc utilize
sﬁccinatn comn el sustrato oxidable (Fig.10). Los valores de Ooaz
mostraron cambios menores en presencia de malato (Fig.11) o de la
cnhbinacibn piruvato + malato (Fig.12), En lo que toca a este
Jltimo, cabe sefalar que en todos los eupefimentns se reaiiib‘un
“control  con malato 0.4 mM en aqseﬁcié de piruvato” (Fiq.13MA). En
" ests misma figura (lSB),‘ se incluye la di{erencia'ohténida'entre
1oz valores de 1a_comhinnci6n piruvato &6 mﬁ + mélatorG.é @M y'\os
- obtenidos rom malato 0.4 mM. ' De acuerdo con estos  resultados,
caoncluimos e s6l0 desbﬁos ﬁe 195'21 diay de eﬁad puede -hablar se
de 1na respiracion dobida ai piruvato, ya que a edades menores no
axiste una diferencia éignificativa entre 1os -valores de la
combinacidn piruvato + malathQ lus'nbténidus‘:on'el control ; de

Ty .

malato solo.

Dada’ 1a exi :en§$a ”deﬂlévaHLX‘:eﬁ“

testiculo (?4.95,i59).':umojunbdéto adici élgéiéﬁ‘cﬁﬁrla;

~ukilizacion dnl:biruvato.‘ se . efectuaron afqunoé “oxperimentos

la onidacién del lactato (Fig:14).

,.prulimfnareé sobre .EL patrén

del: cnﬁéumh ;éiox{q;6;74ﬁg ﬁigéfehle Slrobtenid an'nlﬁg"ﬁtrds
Euafratns.  F1  éstadu 3 mostrdé un in:remcnto'gonétaﬁié hasta los
an diés de eﬂadt sin emﬁarqo al abservar la resgi'aéion.debida al
malato. 0.6 mM, que se utilizd come anién permeante. podenos decir

aque: el lactato en realidad empezd  a ser oridado durante la

espermiogénesma, . cuando la LDH-X ests presente. La presepcia de

27



fig.io' Actividad respiratoria dc las mitocondrias de testiculo a
través de la diferenciacion del epitelio germinal en ausencia (A)
o en presencia (B) de BSA* al 1%, utilizando succinato 1Z mM como -
e! sustrato oxidable.

({0—0) 1o pctado 4; (0—@!) estado 3; (@=~8, |ecpiracién

desacoplada en presencia de DNPP. Cada punto represcnta el

promedio * D.E. de por 1o menos 4 experimontos difercontes. Las

condiciones experimentales e describen en la Fig. of.

a La BSA s disolvié en el mecdio de ensayo antes de agregar la
suspension mitocondrial .-

tv E} decsacoplante (100 ut) se afadié dw ante el 27 esiado 4.



lqk.f [

Fig.10
SUCCINATO (A) -

1

-

.
TADLTAS HIGADO

40
EDAD {Ofas)

35

(B}

SUCCINATO

- 103d Bwey L vpwez  jowu)

Y .4
o o
- ”

up|aoadses sp

PopIOIEA

a - ~

( 104G Bw » viw .20

towu)

uotoDsdses 9 POPIVIIA



Figv.ll Actividad respiratoria de las mitocondrias de testiculo a
'trravés de la diferenciacién del epitelio germinal utx’lirzando
malato 12 mM en ausencia (A" o en presenc;a (B d¢ EFSA al 1%

{Qme—0) 1*~ ectado 4; (@—@ estado I} (@~~~} respiracidn
desacoplada en presencia de DNF. Cada punilo representa el
promedic - de por 1o menos 4 experimentos diferentes % D.E, Las
condiciones experimentales se describen en la Fig. " 6N, La BSO y
el dﬁsa‘cnplant: se aqregaron en condiciones idénticas a las de la

Fig. 10.
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Fig.12 Actividad‘respiretoria de-lac mitocondrias dcﬁigé(iﬁqiora
Vtravés de. la diferenciacién del epitelio .germinal vl_.n‘:"ilriz'ando
piruvato & mM + malato O.&6 mM, en ausencia (A} o en p;esenci; (E)
de BSA al 17%.

(O——=0) .1°r estado 4; !@—=8 estado 3; (@----9 respiracién
decacoplada en presencia de DNP. Cada punto representa el
promedio de por 1o menos 4 euporimentos diferentes 2 DLE.  Las
condicfionec experimentales se describen en la Fig., 6A. La BSh y
el decsacoplante se agreqaron n condiciones idénticas & las de la

Fig. 10,
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Fin. 13 AY. fActividad respiratoria dc lac mitocondrias de
testiculo a través de la diferenciacion del epitelio germinal en
presencia de piruvato & mtl + malato 0.6 mM (lipnea continua), y de
malato 0.6 mM (linea discontinuad,
( 0) 1i=r estado 43 (@ estado 3. Cada punto represenia el
promedio de por 1o menos 4 experimentoe difeorentec ¥ p.E. Las
condiciones doc ;uperimentacién ¢ deoscriben en la Fig. &A.

B). Diferencia entrc el Qoz on presencia de piruvato - 6

mM + malato @.&6 mM y el Oo. en presencia de malato 0.6 mN{;
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f;Fig.fl4 Actividad respiratoria de-las mitocondrias ‘de testiculo a

_través de la diferenciacién del’ epitelio germinal, utilizando

'lactatb i2 mM 4+ malato C.6 mM (linea continua) y malato 0.6 aM

{l:nea diccontinual.,

{0) j=r estado 4; (@) ectado 3. Las condiciones experimentales

son - idéntices a lec de la Fig. 6A.
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Estns resultados pensamus que no

el nﬁmern de experimentos realizados fue

“ iio"dﬁe “toca a los controles respirato}ios, estos no
’Hb?fECiékﬂaiseq“{r un pagkpn He{in{do: En todas lss preparaciones
dc>test(cglm;” los valores fluctuaron entre 2 y 4 (ipBLA WM. Bi
qcﬁsideramDS. qu; en lag determinaciones no se incluyd Mg2+, los
"Lvalores. obtenidos qstub{érnn dentro del rango espérado.
Al adicinnur'a{bﬂ&(na al medio de'incubacihn.- se observé en
C1la haynr{s de 1ns';asns una d{;minucionvde la respiracion durénte
él estado 4, y en. algunésyocasinnes;- un~incremento‘durante el
estado: %, . siendo muy natable este cambio en las mitocondrias de
aias prepnﬁéres {Fig.10R, 11B y 12B). 8in embafgo, los controles
respiratorios oo fueron afectados consistentemente.
. Loe wvalores de la actividad de la ATP sintetasa (Fig.15),
fu=zron. acordes con 108 de la tespiracion en el estado\'3. VE;ta

ar.!:ivi:iqd re“ultﬁ s hgaramnr\te mds alta ha'.:ta los 24 d as dr_'

eded,

que

Acurrespnnde a. la aparicxon "de

séondiendo en forms drad

incrementd
las. . ratag

rolores. fuel oh

malatu Uy con

edadee

‘la. NP




TABLA X

CONTROLES RESPIRATORIOS

Succinato I2mM Malato 12mM . Piruvato (6 mM)
. + Malato {0.6mM)
Edol
o * ¥ * ¢ * 1
1 4.0 2.66 2,83 .37 254 176 .
*+ o0.0(2) 0.86 (2) 0.03 {2} ) 0.65(2) 0.09(2)
14 26T 2.50 . 480 1.67 1L78 1.87
+ o.0(2) -1 bad {}] - 0.08(2) ~tn
16 323 2.30 2.26 1.63 2.62 1.58
* 0.63(2) 0.47(4) 0.55(4) Q04(3) 0.62{4) D/i8(4)
21 3.57 244 2.50 1.80 3.28 176
4+ 096{7) 0.63(6) 0.58(7) D0AT(T) Lol(e) 0.22(8)
26 3.9 2.41 2.45 1.76 2.67 268
£ 072(3) 0.63(7N 0.45(6) 026 (5) 0.65(5) o0.64(6)
40 351 2.5% 2.40 1.84 4.10 2,08
+ 0.55(3) 0.58(5) 0.35(3) D41(5} 0.64 (4) 036 (4)
QO-QO 284 2. L4 122 1.94 290
+ 0.78(7) 0.85(5) 022(3) 0.08(2) O37(3)1 0.45(4)
'’ 438 8.27 4.06 6.18 12.65 3.28
+0.67(2) 0.96(3) 36{2) 0.61(2) 0.15 (2} -(1)
% En dusencio da BSA, .
3 Err: mes::gio de BSA'al 1% en el medio de incubacion, en los

condiclones detallodos en la fig. 6,A.
Los volores son e promedio del numero de experimentos Indicados

enire paréntesis

Higado,

'

£ desviacion estdndar.



Fig.1% “Actividad de ATP sintetasa a través de la diferenciacion
del epifelin germinal en avsencia (A) y en presencia (B) de BSA
al 1%,

La actividad se calculd a partir del Qox en ¢l estado 3, vy
d  los erperimentos presenlados en la las Figs. 10, 11, 12,
(@' actividad en presencia de esuccinato 12 mM; (4 ) aclividad cn
presencia de malate 12 mM; (MY  aclividad en prescncia de

piruvato 6 mM + malato 0.6 mM.
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fvﬁ lo; mismo &on_el piruvato.

encia de albimina no modificd consistentemente la

re!acidn ADP'G a'lo largn de 1la espermatogénesis (TABL.ON VI), y se

nbtuvieron vnlores de acuerdo con los sustratos utilicados.

3.4.2. Efecto  del 2,4-dinitrofenol sobre la respiracién en
ausencia y en presencia de BSAa.

En ausoncia de BSA, la velocidad de respiraciéon desacoplada
fue menor. en las preparaciones mitocondriales de rata udulta  con
cp11guiera de »1n: tres. sustratos wilizados. En precsencia  de
ﬁuccinat9<‘s; éptuy}efén %glures muy bajos en las mitocandrias de

wata

adulta raci 6 con los correspondientes .de ratas

. A,pessr
[Atoriu;

en

¥ DNP

incvemento la to

puheﬁtad (Fig 17n

o acuplada y HULVd Clossvalorws

‘ducremento

1a pubertad,_f;cdn] uﬁ
1h$éef notar: que-ila - presoncia  de

‘incubacién auEnts 1a’ velecidad @ de

cremente’ -



TABLA T

“VALORES DE LA RELACION ADP/O

Piruvato (6m M)+

Malato (12m M ) Molato  (0.6mM)
Edod *i ] * [ |
(Dfas) .
" o 5.22 2,32 2.84 322
s0eb oi0{2) 0.72(2) 0.12(2) o.10(2) .
14 X 2.28 2.28 2.38 226 .
+0.E 0.03 (2) 0.14 (2} 0.06{2) 024 (2}
16 X 2.21 2.06 2.69 .97
4D.E. 027 (4)  0.31(3) 0.52 (4) 024 (4)
21 X 2.99 2.05 3.07 2.42
2D.E. 051 {7 0.35(n 0.55(5) 0.38 (7)
26 X 2.84 .92 3.25 2.3
#D.E. 051 (73 040(n) 0.66 (7} 06l (6)
40 X 2.85 219 3.03 253
4DE 0.39(3)  0.521(5) 0.13(4) 037 (5)
60-90 X 2.48 .88 3.70 27
40.E 0.28(3) 033(2) 1L10(5) 051 t4)’
T & 330 2.5 343 . 264 -
4D.E. 0.72(3} 0.06(3) - 0.19(3) 050 (3
# ' En ousencla de¢ BSA.
| } En presencio de BSA al 1%.
(] Higado.
' Promedio + desviacidn .estdndor.

-



Fia.16 VyEfetitroi de v di ferentes CUncentrak;:ione:.;'de DWf sobre. la

respiracidn' en mitncnndriaé;yde t;at'i‘cul'nV':VE th‘avc-s' de la
di#erenciaci;n d.el epitelior gerrmrin;l Vt'en Valiienc'u\ (A} o en
presencia - () ch BSA al 1%, .utilizando como sustrateo oxidable
surcinato 12 mM.

'(D.\ fer pstado 4. DHF: (@;m ary, (_

Ceda barra  indica: el promedio de por lo menpe 4 euperimentos

SO M), (.; 100 uih) .

di ferentes »t C.E. L‘as‘ condiciones do erperimentacion son. las

ecopesificadan en-la-Fig, 10,
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Fig.17 . Efecto de diferentes toncentraciones de DNF sobre 1la
: respiracién en mitocondrias de testiculo a través de f;
di;eren:iacion del epitelio germinal en ausenéia Ay o en
presencia (B)Y de BSA al 1%, utilizando como sustrato oxidable
maleto 12 mM.

(D) 1= estado 4. DNF: (E@;to Aty (;50 M), (.;100 MM .
Cadz barra indica el promedio de por 1o menoe 4 e:xperimentos
diferentes * D.E. Las condiciones de experimentacién son las

especificadas en l& Fig. 11,
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respiraci én desacoplada, :obre‘tndo en ‘las mitocondrias obtenidas
de animales adultos, siendo comparati&amente mas altoé que los
obtenidos ~n su ausencia (Fig.17).

Por ultimo, en presencia de piruvato &mM + malato 0.6 M,
aungque  la tendencia del patrén de respiraciéen fue similar al
oncontrade con los otros dos sustratos, el DHP mostrd un efecto
zlaramente irhibitorio sobre la respiracidn a concentraciones de
gl y'xoo pit: sin embargo, a la concentracién mas baja utilizada
10 uM), <o observé una pequera estimulacidn sobre el Qox bacsal
(Fin.1BAY, | a respuesta inhibitoria desaparecid cuando la BSA
pstuvo precente en el medio de ensayo a todas les concentraciones
utitizadas tel DNP (Fig. 18R).

Se ob*uve un mejor indice de acoplamiento "q" (Fig.19) o©n
lacs mitocondrias de ratas inmsduras que en las de los animales
adultos, en ausencia de BEA,

La adicidn de DMP en presencia de lactato 12 nbf + malato 0.6
oM, produje  también un céecto inhibitorio sobre la rospiracien
TAPLA V1iY: oin oabarga, nuevamente hay que considerar estos
resnl tados cowo preliminares, dado el bajo numsro de voces que se
riralizd cada cwperimento.

3:4.3. Actividad de la citocromo c oxidasa.

En vicka do gue los datos obtenidos en 3.4.1. v-en . 3.4.2Z.
ros  sugirieron la existencia de un proceso do difurenciacion
funcional e la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias de
tagticwlo, decidimos determinar la sctividad de la citlocrome
nuidléa, ‘"va que nas el Wtimo intermediario en:imét}cn en ia
radena tranernortadora de wlectrones.

Como pti=de observarcs en la fiqura 20, la actividad de esta
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Fig.18 Efecto de diferentes concentraciones de DNF sxobre 1la
respiracion en mitocondrias de testiculo a través de la
di{eranc.iacion ded epitelio germinal, en ausencia (AR} o en
presencia (B) de BSA al 1%, utilizando como sustrato oxidable

piruvateo 6 mM + malato 0.6 mi.

4
(G) {er ectado 4. DNP: ( 310 My, « ;50 MM, (.;100 M.
Cads barra indica el promedio de por 1o menos 4 experimentos
diferentes * D.E. Las condiciones de experimentacién son las

miemas de la Fiqg, 12.
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Fig.19 Indice de acoplamiento “q", calculado segun se indica en
la Fig. 9, a partir de los datos de las Figs. 10, 11, 16 vy 17.
¢ D ) valores en presencia de succinatp 12 mi; () valores en

presencia de malato 12 mM.
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TABLA YVIL

EFECTO DEL 2,4- DINITROFENOL SOBRE LA RESPIRACION DE

MITOCONDRIAS DE TESTICULO EN PRESENCIA DE LACTATO.
2,4 ~ dinitrofenol
EDAD (Dfos) _10aMm 50uM 100 uM
{nmol Oy /min/mg. prot.}
26 6.25 1.08 1.39
34 7.68 6.25 6.72
40 i2.62 6.33 3.84
e Loctale 12 mM.

EL medio de Incubacidn se describid en la Fig 3,
Lo concentracldn de protefno mitocondrial fue de 0.6 @

0.8 mg/mi. La respiracidn en el estado 3 se midid con ADP
a una concentrocidn de 0.3 mM



Fig.20 Actividad dc 1a‘citocromo c oiidasa en las mitocondrias de
testiculo durante el desarrollo del epitelio germinal.

Cada punto representa el promedio dec por lo menoe 3
experimentos diferentes % D.E, La técnica empleada se describe en
1a seccidén de MATERIALES ¥ METODOS. La medicién se realizé  a
25°C, en estas condiciones 1a concentracion de ozigeno en el
medio de incubacion fue de 16& pM, El medio de  incubaci oy
toncietia de:  KH:,POL S50 ntly, EDTA 1 mb, ascorbato 7 nt, citocromo
¢ €5 uM, TMFD 0.7 mM. Lac mitocondriac sc agregaron . después do
diluirse con lubrol al 1% (16G:1), vy la concentracion de proteina

mitorondrisl en el medio de incubacién fue do G.& a G.B mgfml.
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enzima fue maxima en las ratas prepiberes (§1~14 dias), descendis

hruscamente durante la pubertad y después disminuyd gradualmente

'hasta llegar al estado adul to.

La diferencia tan marcada entre las pendientes negalivas de
los distintos patrones arriba descritos, sugiere gue durante la
nspermatogénesiz se lleva a cabo un proceso de diforenciacién

funrional deo las mitocondrias.




4. D1SCUSTIAN:
El estudio del metabolismo testicul ‘que’en
et 6rgano  se encuenlraf'bFesente ‘una’ celular
_nptcregpnea. que no sbln in' Ehitelio
qgrmjna\, slno. tamhién a las

del 'tejidnf_intergt cia]

metabolismo

‘fasticil

nutricto,

'normona

»4ccretadus

Drincipnlmenfa
mstxmuladar po

Salvlanalizar

: cnmplejidad

rua\quier ertuw io sobrp lns procn 05 amplicadc en el metabolismo

ndeméﬂ,, de las

crminalo;. en el caso partlcular
s en este estudio,” no hay que olvidar que
“fradciones’ mitocondriales serudas, [X51, PR YT

ariable de restos ‘celulares, especislmente de

dr‘Flagpln provaniuntes‘de los 5Qpermato:uide5 y  de

=espern tldas turdiss. ﬁn lés‘ﬂdédér :ada;. Esto se ha

 rv1denriado an micro?otoq:efias de trdbaioq anter;ure' realizados
7 en oste laboratoria (151).'f ‘

Se h- dfscutidnvmuthn acerca de los .preocesos rolacionados

non la obtencién de eneraia durante  la espermatonénesis. Algunas

avtores sealan a la glucdlisics cono la principal via metabélica

cncsrgada oo la prndhccion de la mayor parte de la enerqia  para

32



) 1os requer i ment

n@rdéi a{i v

trabajo. anterior de este 1.\bnra"t‘or;_ob_" i51), 'y en
s autores (44,98,99,111), co demosti's que estas

'a“p' sar de que su morfologia es:diferente a la gue

s'de higado (3,41,96,99) (TABLA 1), ~son capaces de
fa_ k] mecanismo de 1a fosforilacién: oxidativa.

mitocundrias de

fran-dafin,  debido al tratamiento fisico y mecanico

::puéstés;’ come resul tado de esto; una per Le de ellas

n,céndidnnes de desacoplamiento,  con 1o cual se
‘acelors v’-su.‘r velocidad ‘de respiracién: (38). . Este fenameno se ha

chaarvadn =.:\hrt= f.o'i-lc.',e“n. orgaﬁél asg’ mu& bl sbiles, :tales como las

de’rata!y .de ‘rakén. (136}, En: las
sticulo da- rata,” se ha’ infermado que da

actividad ‘presenta: - ciertas carecteristices

eul iéﬁﬂ més, se ha sugerido la posi bilidad de
_aue-la-pors

Pasa rsle latamente unida a ia membrana

‘en’estas preparscicicino es de
R dﬁa,buena parte de- el Las e encuentren

eeta dituicion, 1oz resultodos de cebe




cbis{}l4), ‘han . reportado que el tiempo de

esticulos de ratas pequeSas thasta los 21

hace gque se reducca la viabilidad celular,

pqﬁimicus. En nuestro caso particular, el tiempo

{On fuP'cbn5iderab1e en las ratas de 11 y 14 dias de
€e - Utilizé un gran nimero de animales (TABLA - ID).
né, bbﬂemos’ extrapolar lo que ocurre - en . ltas -células

ﬁmpletés “ale que pueda suceder en las mitocondrias, el, tiempo

"ehtre ‘2 sacrifi:io y la medicién del Qo ﬁn_fue mAs':&IIA dé'
"los? limité; rgpprtados como éptimos para evitar*lajmugégg'de lasg
células germinales (5-6 hrs.) (143, ’ » 7
;éstuqics realizados con espermatozoides ~§n}crqs (71,59,123,
149y, con froqrentos de le regién media (111) y'cnn mi Locondt s as

aisladus  do las células germinales (98,99}, han denostrado una

S-Aan capacidad onidativa asotiada con una fosforilacion eficiente

itiltizando :QCCinafu, malato y plruvato, que se he visto son los

aztaboli del ciclo de los 4dcidos tricarboxilicos que mas
n6n§r(bq)nn”\’[érnbtencidn del ATP en estas células (L11).

vyép 18 rakad(gri:acidn de nuestro sistema, 1los valores de km

mnmtkéron una afinidad del ADF en 1as mitocondrias " de

ar A la'del higqado. Martino .y cols.. (78,97,

rmﬁq?féronfign Km del mismo orden de  magnitud * en .1 focondrius

a{sléaaéiﬂdirecéamente de células aermﬁnalé;i lirovenientes de

testiculo aﬁultu,, donde la curva de saturad?ﬁq o3 éim;lsk‘a‘ ta
Jbtenidi por nbsokrv;; nin embarge. a diséfénﬁi;véc -nﬁgstrasJ

condicienms,  o©sos  sutores incluyeron BSA ali 1% -en ol nedio’ do

¢izstamiento - de 1an mitorondrias.
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En Eelaciéh]:aﬁnia éiectidn de 1os sustratos oxidables para

“fue necesario. descartar al
sddo. frecuentemente en estudios sobre 1la

~'migpcundrias de diversos tejidos,

que tanto la

‘testicu}o

iadultb,
1 Eémiﬁa (BOMY; - asi: cumo' la  deshidrogenasa
()s‘iun—am-n 5 ti‘er&en"un’ a:txvidad especifica muy

‘do/min/mg de proteina,

ctilamente (95). Mo @s de extran or ln tanto, que en una

serie de e experimentos prelxmxnares llevad05 a :abn en . nuestro

fqﬁora(ério, estos sustratos no 5u5tentarun‘un 0o por-encima del
g :pFrqspnﬁﬁiente a'los sqstratns endbgenoé. En: cambio, se sabe gue
“1a.SDH esrlardeshidroqenasé mis aﬁtiva en ias mitocondrias de

testiculn {o. 7B nmoles de NADH formado/min/mg de proteina) (85).

hﬁemés, también se sabe que esta enzima se encuentra fuertemente

)a membrana mitocondrial interna (87,129), 'y esta

k-VEI :‘lkio 11 de 1la cadena transportadora de
"qcnde se ha observado un aumento en la. velocidad
Feterson v cols., reportaron . una respiracién
‘  sgqﬂn nuestros

ién. no. es

nivgl/de ~sustrato . por

nte para mantener una

. motxltdad mnderada ‘en el flagelo 'de_téner bloqueada la

cadena fespiratcria‘con'rotenona‘




Nuestros datos y los de ntFQB autores (50,9%,123), muestran
que el succinato es el s&strato que apoya en mayor medida la
respiracidén. 8Sin embargo, es de hacer notar que el Km aparente
que obtuvimos para el succinato fue de un orden de magnitud
superior al del sistema hepatico. Esto se reflejé tambidén en las
valores de la velocidad maxima del Qoz en el estado 3, gue fueron
un 50% mds altos en higado que en testiculo.

Eq cuanto al malato. pudimos comprobar la baja capacidad
oridativa que presénta el higado, a diferencia del testiculp, en
donde se ha descrito una iscenzima malica eapecifica (4,94;117).
Ademas, la actividad de la deshidrogenasa malica es alta en las
mitocondrias de testiculo adulto (0.70 nmoles de NADH
formado/min/mg de proteina) (85). Con los valores de las
mitocondrias de higado, comn era de esperarse, no se pudo
calcular el Km aparente, ya que mostré una pendiente negativa
en la grafica de Lineweaver—-Burk (Dato no mostrado).

La presencia de malato 0:6 mM fue indispensable para cbtener
una respuesta lineal del 0oz en la oxidacidén del piruvato, al
igual que lo reportado por Hutson (73) y VanDop (149) en
espermatozoides de epididimo de bovino; en ese estudio, lo
u;ilizaron a una concentracidén de 0.8 mM sin que interfiriera en
1a oxidacién del piruvato. En éstas células, previamente
permeabilizadas con el antibidtico llamado filipina, se reportd
que la velocidad de respiracién en el estado 3 fue la misma
cuande utilizé 1.4 mM o 10 aM de piruvato (71). En las
mitocondrias de testiculo la saturacisén del sistema se alcanzé a
partir de una concentracién de 3 mM, y en higado de 1.5 mM. Los

valores de Km aparente fueron del mismo orden de magnitud para
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ambos’ tejidos y cercanos a lnsfvélnre; de Km reportados en otros
trabajos para la entrada del biruvato a las mitocondrias de
higado, que van de 0.,&6 mM (120) hasta 1.1 mM (59). Dado que 1la
velocidad de entrada del piruvato a las mitocondrias hepaticas,
segin Papa y cole. (120) es de 32 nmoles de piruvato/min/mg de
proteina a 0°C, no parcce que e} translocador sea un factor
limitante para la oxidacién de esté sustrato. En nuestras
condiciones, la VUmdx de Qoa a 30°C fue de 32 naitomos de
origeno/min/mg de proteina en higado y de 25 en testiculo.

En cuanto a los desacoplantes, habitualmente sus acciones se
deben a que median la transfercencia de protones a través de 1la
membrana mitocondrial (protonéforos), y disipan el A;ﬂiy'el [S%ﬂ
componentes del gradiente electrogquimico (110). Asimismo, liberan
el control respiratorio vy estimulan tanto la actividad de 1la
ATPasa eepcible a oligomicina como la respiracién, e inhiben la
sintesis de ATP (144),

En un trabajo anterior en este laboratorio, se demostré que
1a ATPasa mitocondrial de testiculo es insensible a los agentes
desacoplantes clasicos (FCCP y DNP) (152), aunque se obtiene
cicrta estimdacidén cuando las mitacondrias se preparan en
presencia de BSA al 1%, Se ha encontrade esta misma
insensibilidad hacia él DNF en ciertas celulas tumorales
i75,78,121), en higado fetal de rata y en cerebro adulto (65), a
menos que laz mitocondriaz sean aisladas en la presencia de BSA.

Estos hrllazgos nos llevaron a estudiar el efecto de 1los
desacopl antes sobre la respiracién en las mitocondrias de

lesticulo,
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En  presencia de succinato o de malato, al comparar las

curvas désis-respuesta para el DNP y para el FCCF sobre el

consumo de nvxigeno de mitocondrias preparadas sin y con BSA, fue

avidente que en las primeras la estimulacion de la respiracioén
basal fue mucho menor que en las segundas. Esta observacion puede
implicar que en ausencia de albdmina, las mitocondrias de

testiculo cstuvieron pobremente acopladas y que la presencia de

‘dsta mejoré =su estado de acoplamiento. De hecho, los indices "g"

dr: .acoplamiente fueron acordes con esta interpretacién, como lo

7é5 tI3mbi én £l grado de actividad de la ATPasa en prescncia de los

desazoplantes (152). Aun mis, existen evidencias que sugieren que
el hecho do Aque las mitocondrias testiculares tengan por 1o menos
una parte de su ATPasa laramente unida a la membrana  (151),
puede - resultar en la existencia de cierto numero de canales de
nrufnnas_(Fm! Ebiertns {(152). A través de ellos podria darse un
; elybnntonas al interior de la mitocondiia, con el
:cnlapsm del potencial electroquimico. De alguna

aﬂﬁ wo definida, pareceria que la albumina ejerce una

cién cantra mrste eslado de apertura de canales de protonesg

qus haya sido capaz de incrementar la sintésiz de ATP.

eﬁidé &{fnctamnnte por la incorporacion de 3=Fi a la posiciéeny

dafrAbP,(L52&| ‘de pfopiciar'la respuesta de la ATPasa « agentes

dééacbp]antnq (152), y.de afectar la respiracién y le actividad
de 1a ATP  sintetasa en los experimentos informados en este
trabajo. »

AW cuando el - efecto del DNP sobre las mitocondrias de

*erticulo “ue limitado, las concentraciones a las que se observo

Je estimulscidn maxime de la respiracion fueron similares a
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‘aquéllas reportadas para ntros tejidos (100 pM) (B3,116,144,148),

as{> comn para

4-n1des enteros o fragmentados (71,111,

rlﬁé);, En :amblo, ‘al utilihar FCCP, é¢ste no llego a inhibir 1la

rnsplra:lén. a' pesar de hdher utilizadu concentraciones del orden

de” ,O‘*M, (ntendo que en mitocondrias de higado de rata se ha
repértadd como’ conrentracnan de estxmula:xon mA ima media io' nM
77 % 1078M) (144, 146).7

Ademas de lasg ECELOHEE de  los desacoplantes sobre la
fosforilacidn #idativa arriba detallados, también ge ha
informado que i puedéﬁ lleéar a inhibir algunas enzimas
nitorondrialoes, tales ‘como 1la B-OH~butirato deshidrogenasa y la
el ato déshidroqenasa {157)Y. En particular, we ha reporlada una
estimulacién do la aﬁtividad de la piruvato deshidrogenasa en
m(focondriaﬁ de higado»(lﬂz). En las mitocondrias de testiculo,
ne. . sabemos dela existencia de 21gun trabajo que nos informe si
nehes en:imns,seAvpg aFectadas en su actividad. Lo que si sabemos
LR que, en:. WTESPNC;: dP p‘"uvatn. se observd ¢na inhibicidn de la
se diciens DNF al medio de incubacion a
i qu? mi sma observacién se ha repurta&o en
de npid:d\mn de bovino (107,150) v en  fr agmentos
del espermatozojde (111), atribuydndose este
ihﬁibitiou del,sistemé,trﬁn;pbr£ﬁdﬁr,dol,piruvaln
 m}5mas carqcterist(&as' ée‘ ﬁan descrito © en
dpﬁ\eﬁéduraﬁ 12y, de cgiulés ;Qmursles (137) 'y en
vhpmannﬁ [$:2-0 20 En E;tns sisEeMas, ademdaz,  se ha
Vi nrégéncia do un acefreédor comen para ‘el Lransporte

D',ptfuv#LH Cylde 1sctatco. Nuéstrus estudios praiivaares. del
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" efrcto del DNP‘snbre la respiracion en la presencia de lactato
comparten las miémas caracteristicas sugeridas  para laos
anteriores sistemas (TABLA VII), en donde se observa una
inhibicidén de la respiracidn, al igual que sucede con el
piruvato. En caﬁbio, en las mitocondrias de higado y de corazén,
st ha observado que el inhibidor del transportador de piruydto
oC-ciano-3-hidrozicinamato, inhibe la entrada del piruvato,‘ pero
no afecta la entrada del lactato (59,60).

En mitocondrias de testiculo observamos cémo este efecto
inhihitorio del DNP sobre la respiracion sustentada por el
'plruvatc desaparecid en la presencia de albtmina, tal como ocurre
en los ecritrocitos humanos (60) al utilizar wun inhibidor
especi fico del transportador del piruvato ¢ o ~ciano~4~
hidroxicinamato). La BSA no elimina el efecto de este inhibidor
en mitocondrias de higado o de corazon (&60).

VanDop ¢y cols, (150 al comparar los efectos del DNF y del
FCCP saobre la respiracion en los espermétozcides de epididimo de
bovino en la presencia de piruvato, observaron que adan a grandes
concentraci anns de FCCP thasta S M), slenpre habia una
a2gtimulacinn, a difefencia del efecto inhibitorio producido en la
presencis dez)  DNP desde concentraciones de 20 pM, por lo gque
sugirieron mie este efecto del 2,4-dinitrofenol estd relaclionado
Vcnn el de  los inhibidores especificos del translocador del
piruvato. rfdemas, al igual que otros (53, han llegado a 1la
conzlugsidn de que 1l DNP no afecta la piruvato deshidrogenasa tal
comp se ha repartado en otroé sistemas (142)., Nosotros, al hacer
un estudio preliminar del efecto del FCCP sobre la respiracién en

lag mitocondrias de testiculo de rata adulta, observamns que adn
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a

a concéntraciones del orden de 10"‘?1,‘ en préseﬁéia de plii‘uvato
no logrd estimular la respiracion basal, a menos gque se agregara
BSA al medio de incubacién (Datos no mostrados).

Al considerar ©l comportammento de las preparaciones
mitocondriales de testiculo en ctapas diversas de la
espermatogénesis, es fundamental no perder de vista ue durante
el - crecimiento del animal se ha llevado a cabo un cambio
ana@bmicﬁ en la ubicacién del testiculo, que pasa del abdomen al
Es;rbtb;j. esta migracién se acompafa de una modificacién

importante en la temperatura a que estd eupuesto el érgano: de 37

€33°é :(2é,45.79). Ademds, se ha reportado el desarrollo
“simultaneo de la red wascular que irriga al tejido intersticial,
Cipia péaar de que alcanza su mdximo desarrolio en la edad adulta,
Tl téjtdn intratubLﬁar se encuentra en condiciones hipéxicas
(47) .
El patrén de respiracién de las preparaciones mitocondriales
obtenido por nosotros en auser:u:ia de sustratos exdegenos d\.;rante
1a es#ermatoqéneeis, concuerdan con los obtenidoc’ en ¢l tejido
’testicular completo  (42,98,138,143), donde se reporté un Goz
mucho mayor  en 1Hs animales inmaduros. Se ha sugerido gque "in
vivc", lee cambios sobre el consumo de oxigeno estdn asociados a
Ty hi;é(;s dr gohadotrofinas secretados por la pituita ia (138),
'FukuiV!SO) informé que el testiculo inmaduro consume ox{igeno
a-una mayﬁr velocidad que el adulto en la presencia de succipato.
'Eﬁ~ mitocondriase aisladas por nosotros, hemos confirmado esta
nbsnrvaciﬁn; 2n donde la velocidad ma:ima de respiracion se did

siempre. durante 13 pubertad con cualquiera de los tres sustratos
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utilizados. Sin -embargo, la diferencia mds marcada se obtuvo con
succinato (Fig.10A)} esto coincide con el patron histoquimico y
biogquimico de 1la artividad de la SDH (24,51,125), en donde
manifiesta uwna gran actividad durante la apariciéen de 1los
espermatocitos primarios y decae durante la espermiogénesis.

En lo que toca al malato, confirmamos la gran capa:?dad
orxidativa por parte de las mitocondrias de testiculo. En
espermatozoides, la presencia de malato incrementa el porcentale
de piruvato convertido a lactato como un resultado del aumento en
la produccidén de MNMADH debido a la MDH y un ligero incremento en.
el flujo del piruvato a través del ciclo de xos. Acidos
tricarbouilices (TCA) (71). Por otro lado, se podria pensar en la
pnsibilidad de que una: parte del malato sea transformado a
piruvato via la isoenzima malica, dependiente de NADP+
especifica del testiculo, y la dependiente de NAD* o NADP*,
caracteristicas de tejidos en diferenciacidn, que también se han
encontrado en el testiculo {94,117,132). Sin embargo, la relacion
entre la actividad de la MDH ¥ la enzima malica puede no ser la
misma a trawvés de la diferenciacién, ya gue Aruldhas encontro
aue a lez &0 dias de edad, la MDPH incrementa en un 507 la
aLtividadlcncontrada en los animales de 25 dias, y baja alrededor
deun. 307 on los adultns (4). En cambio, la ensima malica
'{luctua my poco. En nuestro estudio, fue evidente que el Qo=
sustentado nor el malato, mostrd un incremento sianificativo
durante la prbertad, vy fue descendiendo paulatinamente hasta la
edad adulta, lo cual apoyaria la predominancia cuantilativa de la
MDH informada por Aruldhas y cols. (4), aunque estos autores

midieron las actividades en sobrenadantes de 10 500 g.
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El ",mef;aﬁoiis’mo d:élbm\jala‘ta estd estrechamente relacionado con
el . del - pihivéio,' no -sélo por las vias mitocondfiales va
se'ﬁaiadas.; ‘Pu'esto‘ que la MDH se encuentra tanto en el citosol

como en-la mitocondria, esta enzima se encuentra involucrada en

"Ja'transfercncia de los equivalentes reductores del citosol hacia

la mitocondria (13,23,85,153) y en la utilizacien del
o:mlo.a:etato t94), regulando ©l1 metabolisme mitocondrial y la
sidacion  del piruvato a través de modificar la relacién
extr ami tocondrial NAD*/NADH (71). Sin embargo, 1la interrelacion
entre el metebolismo del malato y del piruvato en nueslro estudio

t.ambién parecidé variar durante la diferenciaci¢n. Es de subrayar

“la importancia de la oxidacién del walato hasta los 21 dias  de

edad,. ya que, ain a concentraciones de 0.6 mM (utilizada para
favorecer la  cnhtrada del piruvato), se abservéd un  consuno de
origeno tan ronsiderable, que enmascard 1a oxidacion del piruvato
durante esa etapa (Figs.13A y 13B).

Repetidas veres se ha hablado del papel central del piruvato
en la produccién de energia por los gametos masculipos  en
condicionrs diversas. En gl semen de toro este sustrato se
apcuentra  en  grandes cantidades (100). Tambidn se sahe que es
n;:rnsari;: para la cvapacitacion "in vitro” de 1los ospermas de

cobaye (13M) 5 para mantener 12 viabilided de l1os gametos de rata

'y de rateén (S3,145), e indispensable pars el desarrollo de las

células germi'nales (14,5%,74,109,118). No obstante Lodos estos
datos que ‘sefalan la importancia del piruvato, on nuestro
trabaio ; tste  fue el sustrato que sustenté en menor wedida la

rospquéi dn.‘



En las mitncondrias aa.'teéticulo se han descrito varias
opeiones ;héra suioﬁidéciéﬁ sin involucrar el ciclo de los Acidos
tricérboxk]ﬁcos. 'Estés vias  alternas dependen del estado
funcional ; de 1los requerimentos energéticos de las células
(53,71,111,119). UUna de 1las rutas metabdlicas del piruvato de
interés especial es su conversién a lactato, donde cobra
relevancia la izsoenzima LDH-X {lactato deshidr ogenasa-X)
especifica de testiculo y de 1localizacién intramitocondrial,

presente en las mitocondrias pesadas de aspecto atipico a partir

" de los espermatocitos primarios paquitcnos (24,96,106,159).

En los altimos afos, sec ha informado que el lactato y el
p{ruvatc son esenciales para el desarrollo y la viabilidad de las.
células germipales (53,54,74,109,118), en donde las células de
Sertoli  al  parecer producen estos metabolitos a partir de 1la
nlucdsa, liberando éstos al microambiente que rodea a las células
serminales (57%,74,109).

' Existen  varios informes que sugieren una competencia entre
1a reaccidn. rcatalizada por’la LDH-X y el ciclo de los 4cidos

t-jicarbmtilicos.  For un lado, la isoenzima compite e:xitosamente

7 per los  eauivalentes rﬁdu:tores generados por la oxidacién del

piruvate a ftravés del ciclo (71,140), y por otio, es inhiblda par
slgunos metabolitos del ciclo del TCA, especialmente por el
SAYato y el vsuccinato (6,123}, También parece sor quér ta
actividad de rata isoenzime se encuentra regulada por la relacion
HAD*/NADH ¢ tramilozandria)l (71),

En ei presente trabajo no se determing la actividad de la
LDH-%3 ‘sin ombargo, los experimentos preiiminares utilizande

}actatoe; mwiestran qdb el patrén de Qo= a través. de la
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de ] ; fﬁef. pirQValo; sufrié un
,hasga ¥n5v46idf;;'dé gdéd;“y, en eéades
i élrlgétaio hé?ééiﬁ ejercer un efecto
é{‘cohsﬁma de oxigeno sﬁstentado ﬁor el malato

0.6

ﬁéupé?imen os'utilizando lactatos; los valores que se presentan en

relacien’ ;al‘ consumo de  orxigeno, fueron menores que los
unfrésppndlentes de piruvato.
‘Por . olra parfe, hay que sefalar que ademds de los caminos

qkriﬁ}f detqlladoé,: el piruvatv es capaz de incarporarse a la

,garnit{né"atkra§§: de la acetil-Coenzima A para producir acetil

‘Carnféina‘ §ﬁr ﬁedid de . una reaccidén catalizada por la CAT
(70,51,149), enzima . que se manifiesta en forma iwmportante a
barﬁir"de 1p§ 24 dias de ~dad, coincidiendo con la aparicién de
Iasreéperhatidas redondas (101,154).

fEsta diversidad de wias metabélicas accesibles al piruvatb,
ﬁnd?{an explicar los valore? bajos del consumo de ouigenb que

Sbiivimas Bn nupstros resuitados, en comparacidn con los hallados

on 13 presencia’de malato o succinato.

.VEh‘rélﬁcién con g1 efzcto del DMP scbre la respiracien, - los

,7natfone5 dele respiracién desacoplada siquieron de cerca a  los

& lé,resﬁirat‘én“én el estade 3, sin embargo ne  alecanzaron

snnsisten

A méﬁk;’;é:éstbﬁ iltimos. Este fenomeno., pudiera estar

Jszariado. corn 1a - presencia de canales abiertos Fo, informada en

L) mitncondr{as‘de animalesg, adultos (152). Cabe sefalur que los
valnres de' "q" . (indice de acoplamiento) a través de ia

di‘ferenciucidn, fueron mis altos que los obtenidos con las

as



mi;o:éndfius,'d
cuniere f— s
mitoc c@nﬁr ia _ :
‘Nosparece de’interés ps culs thg‘ia inhibicien de la
’féaﬁﬂ;aé{Qn;isuéibhﬁadgipnf'elypiruvato'en>presen:ia del . DNP  se
‘huéérQarg kén‘théﬁs la;‘uda&es, excepto a 1os 14 dias de  edad.
Ea?ﬂ;“datb‘aﬁuﬁta%{a a la presencia ostensible del acarreador de
thfru;aeo, soFre‘todova ﬁartir de la pubertad, en concierto con el
pbtfdn' de raspir#cidn debida a la oxidacion del piruvate vya
diecutlda anteriormente. »
Los controles respiratorios que se obtuvieron a través de la
difnrenciacion fluctuaron entre 2.0 y 4.0 sin mostrar un patrén
"definlda. Mar tino y cole. (99) reportaron valores similares. Las
',miéocsndtiaé de las células germinales mas primitivas parecieron
‘esta} nas ncop!aaas que las mitocondrias que se obtienen en la
‘edad adulta., Esta afirmacién se ve apoyada &l ohservar los
saleores de “q" . (Fig.1%), 'en donde a pesar de yue en las
“miteccondriss de . ratas iomadlr as se obtuvieron valures de "g“
“upariores v,iqs'@e lag sdultas, nunca se alcanzd vl valor de 1.9
r:pnrtadp;para E?EQENSE fusrtemente acoplados (90).

al .efecto de 1a albumina sobre €1 consumo de

ch‘ apreciable una pequefa inhibicidn sobre el
hqun’gif¢;££r$£o fue el succinatw. En cambio, no hubo
na-a;tikﬁ conéistentn sobre el estado 3, a excepcién dé las
'p}dpéra&iﬁncu de animales prepuberds.

v“V;‘ ﬁq& ;s albumina ha ﬁgstrado tener un cfecto acoplante en
'Afgunﬁs“;sistemas a trevés de unir 4dcidos grasos libres y

focfolipidos  (11,17,131), -es posible que en el tesliculo de

as



de utilizar 1lipidos

_some fuenté de nnerg{a (47.9i). la albamina: funcione o traves de

este me:anisma; sin ﬁug';ca ak;fﬁygﬁte el éfa:to protector que se
saﬁe ,eJerée confr; .la pero#idgclon de los lipidos ‘en algunos
sistemas (2).

El ATP, sea cual fueee el mecanismo cncargado de producirlo,
tiene una alta concentracidn en el testiculo (44,105). A través
de este trabajo hemos confirmado por medic{On indirecta, 1la
actividad d= 1la ATF sintrtasa en todas las edades estudiadas.
Como era de esperarse, =su patron fue similar al del estado 3 de

“ 12 respiracidn, obteniendo los valores mas altos con  succinato
Mo sustrata.; Epvpresencia de éste y de wmalato, la actividad
nnéwi}na_ se presentd d\;lr'anta la pubertad, justo cuendo existe una
aran actividédl:ae'é{ntesis de dcidos nucleicos y de proteinas
(1,30,582,66,112) . Los valores dc 1a relacién  ADP/0 estuvieron de
=cne?dn con lagjcifras tedricas esperadas (11é). Los valores
correspondicntes “a los suetratos del sitio I, mostraron a veces
degvia:iqnee' dél' valor teéricos .estas di ferencias podrian
eaplicarse "ui Acénsideramns quc las mitocondrias sufren dafos
duranté‘sﬁ eistamientoe. For otro lado, la heterogencidad de las
P;eparéciahas abtenidas  de diversas paoblaciones de animales,
?thién pmbréa euplicar cstag diferencias (38},

’ 'VVL;7 éipdﬁiﬁa no modificd la relacidén ADF/0U, 1o cual indica

que la"précencié de ésta no afectd mayorments la entiada ni el
mﬂtabniisma mitocpndrlaf‘dc {ba sustratos utilizados.
'La ‘mfinqud' de l;s mitocondrias de testiculo por el ADP

{im ’f :5.31« ﬁ‘}o;*ﬂ), pnreéé indicar, al dgual quu wn otros
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‘sﬁﬂgemas, que este metuhnlitn Juega un papel importante en 1;
'nuulacioﬁ der la actividad mitouondrial H3LH 31 7? 113100

En lo que respecta al cnntrql de 1a respiracxdn, en otros
si%temaé se. sabe que onbéi partiéipa en  forma importante 1a
relacién ATP/ADP (32,72). En mitocondrias de higado se demostro
qﬁe ta velocidad de 1a respiracisen estd determinade por 1la
velncidad dr entrada del ADP al interior de la misma, y que se
enfuentra requlada por 1a relacidn extramitocondrial  ATF/ADP
132,72, En ospermatozoides el control viene a ser ejercido puor
la mntilidad del flagelo y por la produccién mitocondrial de ATF.
En- este -~ sistema, el recambio energético estad limitade por la
1nctividad de la éTPasa de 1a.dineina, mds que por la capacidad de
sjnrcer la Fnaforilacién owidativa €10,57).  Adn  cuandu en éstas

rﬁlulas no: ha axdu estudiada. dirﬂctamento Ja particijpacidén de la

“nética del acarreador

se obr rwo un'descenwn en los

Pensamos

o‘an la edad adulia.

la idea de que pudiera
a téa;siﬁcaia de adenin nucleotidos, ya
hauq{do aun estudiada en 1oz mitocondrias de
o;'gﬁ tréﬁajus futuros serd importante definir
pendiente hégativa que muestran ios  patrones
/1 estado i,después de la pubertad, .participéV

48



comn factor

14 velov.:dad de la.

65 de ia cadena resplratcria (&4).
S5 U0 comple;o enzimatico cla/e en este
:prgﬁeina ubicua en todazs las células
";e encuentra insertada en la bicapa
sélo p&ede ser liberada por tralamientos con
,'.érdcciﬁﬁ con lps lipidos, particularmente con
E;vksbnfial para su actividad (36,49,47). Se le
con 14 velocndad del consumo de oxigent en algunas

: n las que la fluidez de la membrana se sencuentra

alferada4(11°).,ﬁdemés de estar involucrada en la transferencia

dr olect nnn= (16), la citocromo c oridasa funciona como bomba de

”brntone

llﬁa);'»y' ambas funciones estan acopladas entre  si.

vtrnnfiene 13 Fubun&dades en las mitocondrias de corazon vy 8 en las
'"d& levadura., y ‘8¢ ha pnetulado que requiere de por 1o mehos €

snhunidader pura trarsfenzr elnctrcner del citocromo L al oxigeno

" participan en la

que Ias péptlda% Mat, "b" y
iﬂad, 108). Solo una parte de 1s enzima es

.Trés polipéptidos =on sinteiicados por

tosol
fla sintesis de dos de w©lios parece

dé ovigeno {(103,13%), La hipouia afecta

dc 1nlcrferir con la preduccion 4o cliertous

Apidos, fundamentales p¢ra su actividad (36,47,93).
Puede - pues concluirse que la actividad de 1lo citocromo

~.idasa’ . es un . fendmeno complejo. Ademds de los factores vya

a5



mencionadeos, on @l huevo no fertilizado del erizo de mar se
informdela existencia de un inhibider extramitocondrial de ‘la
enzima, que desaparece minutos después de la fertilizacion, y gue
agregado 2 égenamente, es capaz de inhibir 1la actividad
enzimdtica de la citocrromo c oxidasa de las mitocondrias de
mamifero (7).

. En .nuestra determinacién de la actividad de la citocromo c
eidasa a 1lo largo de 1a espermatogénesis, fue muy notable el
descenso abrupto observado a partir de la primera edad estudiada.
lgnoramps si sea éste el factor limitante de 1a respiracién que
pudiera e2r responsable de 1a pendiente negativa observada
después de la  pubertad, como ignoramos también la causa del
descensc en la actividad de la enczima. Considersmos que pueden
ostar involucrados los fa;tcres siguientes: .

1. La cumpocici&n y estructura de la enzima. Dado gque en el
 testiculo existe un buen nimero de {soenzimas diferentes a las
enzimas somiticas correspondientes, la citocromo c oxidasa podria
‘Ao ser una mtcepcién. De hecho, en lo que Loca al sustrato de la
rﬁzims.'tn el testiculo se han encontr ado dos tipos diferentes de
citocromo «, denominades 1 y 11, con diferentes propiedades
cindticas ;, posiblemente también con diferentes propiedades
cataliticas (77).

T Tsteraccion 1ipido-proteina. En un trabajo anterior de nuestro
laboratoric se presentaron evidencias qﬁu sugieren que - las
witocondrian ﬁe tesLicqla‘en'la‘edad adulta, tienen wuna menor
fluidez er 1o membrana (152ﬂ

2. Bombeo de protones. En el mismo trabajo (!525, se sugifib que

1o membrana mitocondrial delftasticulu adul to prasuntd'un ‘fiujo




gdu prot§ng5;aif§nteﬁ$br a través de canales de protones abiertos.

“Fate feﬂdmeno, en  otras ' mitocondrias, se@ asocia con un

desacoplamiento de la funcién de la citocromo c oxidasa (93).

'4.»La Bipouie trelativa de las células germinalea. Es posible que

vaya en aumento conforme las células germinales de formacion

reckentg se xlejan de la irrigacién sanguinea que llega al tejido

Intersticial y de este modo afecte el ensamblaje de la citocrome

c oyidasa, sequn se ha descrito en otros sistemas (103,533).
S. Inhibicidén de 1a enzima. Es posible que en estas cédlulag

aerrinales enista un inhibidor semejante al descrito en el huevo

fertilizado del erizo de mar (97).

En trabhejos futuros scrd impertante definir cudl o cuales de
estas poslbiiidades participan en el patrén obser.ade en la
actividad de la citr.\cromo c oxidasa.

Sea  cua’ fuere el factor limitante de la fosforilacidn
onidétiva a lo largo de 1» espermatogénesis, resulta evidente del
conjunto de ﬁatos mostrados en el presente trabajo, la existencia
dre. un  procesa de diferetciacieén funcional, el cual ocurre en
forma paralela a la diferenciacién morfolégica de lag
mitacondrias de las células germinales. Sin cobarqe, eosto no es
c#copciunal, ya que 1a literatura cientifica comienza a acumular
evidencias =n  otros sistemas; que apuntan a procesas de
diferenciaci4n  mitocondrial, arménicos con 1los requerimentos
snurgéticns.del desarrolin y diferenciacion de las célulaé a las

ge pertenecen (124).
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%, RESUMEN

Se llevé a cabo ellestudio de la fosforilacién ounidativa e