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1. I N T R o D u e e I o N 

l . l • Antl!Cl!dantes. 

El testiculo es el órgano del aparato reproductor 

masculino cuyas funciones principales son la de producir 

·andrógenos <función endócrina) y la de generar gametos (función 

e:<ócrina>. Este órgano está constituido por las túbulos 

seminíferos y por el tejido intersticial. cubiertos por una capa 

qru~sa llamada tónica albugínea. 

El tejido intersticial contiene tejido conectivo y una red 

vnscular acompañada de fibroblastos, macrÓf aqos. nervios 

peqlleños, vasos linfáticos y células de Leydiq. En éstas últimas 

·reside la función endócrina del testículo y representan el 3 Y. de 

la población celular del órgano (69). 

Los tóbulos seminíferos constituyen la parte exócrina del 

órq.:ino y ocupan el mayor vol urnen del 
1 
tejido testicular. Los 

t:ó.bulos están limitados por el complejo lamelar basal y en ellos 

r.e localizan las células del epitelio Qerminal. Debido a que 

carecen tanto de vasos sanguíneos como de vasos linfáticos se 

un ambiente d~ hi po:ti a re\ at i va en las c:élulas 

i nt.ratubul ares (29, 45, 49>, acentuándose ·más conforme éstas se 

alc!jan- de 1.:i. mcmbranr;;a ba!ic,1. 

En lC1$ t11bulos semi ni feros se producen los r.!:>permatozoides. 

qut? son el resultado de un complicado proceso de dif12renc:iación 

":Cl 1,1.1 ar. c:onoc:i do comn espermatogénesi s <Fi q. 1 >, cuya cronol og:i a 

r.s sumamente precisa, d~finida para cada especie, e inclusive, 

para ceda c~pa. ust\.1diada '27,28,84>. 

La~ células del epit~lio germinal reciben div12rsos nombres 



secci6n de un túbulo 
f:ieminífero 

l~mins bacal 

Fíg. 1 

tilil!!!! .. 11111!!1~~-~lamina basal 

nrv1src:; 
!.:UO:rICA I 

Dl '/lSlO!; 
!.:t.'10-r!CA 

espermato.:onlo 

eni:ermatocitoo 
,_,_ __ pritLnrios 

--eapera:atoci to 
secundario 

1--+---eapermátida 
redonda 

1v.>----+---esper:;:átic~ en 
di ferenciaci ó:1 

r1---<---eopermatozoide 
aaduro en el 
lumen 



de acuerdo con su estadio de diferenciación. En.los vertebrados, 

las células más primitivas son las espermatoqonias tipo A, 

localizadas Junto a la membrana basal <48l. Estas dan origen a 

espermatogoni as di ferenci e1das, que el~peri mentan unil serie de 

mi tnsi s st.tbsecuentes, dando lugar a la formación de 

espermatogonias tipo B, que son precursoras inmediatas de los 

espermatocitos primarios preleptotenos. Despuós de esta mitosis 

final, un ajuste complejo de cambios tiene Jugar a partir de los 

espermatacitos diploides preleptotenos al llevarse a cabo la 

prLnera división meiOtica reductiva. La prolongiida profase de 

~ste procesn se divide en cuatro estadios: leptoteno, ziQoteno, 

paquiteno y diploteno, definidos de acuerdo con las 

~aracteristicas morfolóqicas del núcleo. Durante la profase 

mai ótica. ·que dura aproximadamente 16 d:ias ien la rata, los 

cromosomas homólogos ~stán intimamente apareados, después so 

~arma el complejo sinepton~mico, sequido de la aparición del 

quiasmato, lo que faci litá el proceso de la recombinación 

genétic:~. 

Despué~ de coinplct.i<lr lc:1. primera meio~is, se producen dos 

e,spr:-rmato~i t.os secLtndari os dipl oi des; cada uno contiene la misma 

cant:idad de DMA q1.te el que se encuentra presente en 1 as células 

!r:»Om~ticas. Una segunda división meiótica de los espermatocitas 

Jic1·•.tndario~ ocurre en veinticuatro horas (25,7:7,8'1>, lo que 

resuJ ta en la qenerc:.aci ón de cuatro espermót.it1as h<'lploides, cada 

un.:- contr.niendo l« mitad del DNO presente en las células 

somáticas. Por último, las espermátidas sufren una serie de 

i:::.rr,b\os morfolOqic:oG al irse diferenciando: en 1.-t rata se hi!:n 
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descrito 1q fases <48,84). Este proceso es conocido con el nombre 

de espermiogénesis y culmina can la formación de 

de 

los 

la e·spermatozoi des, que son el resultado final 

espermatogénesis. Estas células san e~pulsadas al lumen del 

túbulo seminífero por las células de Sertoli, en un fenómeno 

conocido como espermiación. 

Durante la r?spermi oqénesi s ya no ocurre una di visión 

celular. Este proceso implica la reoroanización del núcleo y del 

citoplasma, así como el desarrollo del flagelo del 

espermatozoide. Los cambios que se suceden en esta etapa se 

pueden dividir en las siguientes fases: transiormaciones en el 

n•lcleo, que ocupa casi todo el volumen celular~ redistribución y 

pérdida del citoplasma, desarrollo del acrosoma, formación del 

flagelo, y un arreqlo especiali=ado de las mitocondrias alrededor 

d~l flagelo. en l~ regiOn media riel espermato:oide. Este proceso 

requiere de aproxim.:ldamente 18 días en el testículo de rata <48>. 

En esta especie. ~e requieren 4 ciclos del epitelio seminífero 

par~ la producción del espermatozoide maduro a partir de la 

O$pcrmatooonia tip.C' f\ C26,40). Cada cic:lo dura 17 días • 

. Conforme se v¿i. dando el pr·oceso ne diferenciación, aquellas 

célL1las ·qcarminalcs que están unidPs. ent:re sí por puentes 

intercitoplasmáticos, emiqran sincrónicamente de la base hacia el 

lur.'len del epi tel i ci; esto ha hecho pensar que et<i ste un control 

ri fJIJroso por parte ne 1 as cólul as de Sertol i. fijadas a 1 a capa 

bas.il del t•)bulo :eminífcro. Durante la puhcrtad. ést.as células 

forman entre si unione-:; hermétici\5. a las qL~e se debe la 

for·ilí\Ción de la 11 f'l.1n.?.da "harrera-hematotesticular '1, que divide 

f L1nci anal mFntP al epitelio seminífero en dos compar~imentos: 
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1) el compartimento bitsal. que es ._.el :· m.ls,- ~xt~r.no, _donde se 

rncuentran solamt:"nte las· espermatcgooi_~~; __ 2>. ef:" cOmpaÍ-timento 

... ~dtuminal, que t"'s el int.cn1"0¡ .donde--se-·encucr'!tran,.el resto de las 

r:ólulas germinales a partir de los asperm.átccitos primarios 

prcflP.ptotenn:H e&Lts ctlulas están aisladas de una irr·iqdcion 

directa <27, 28). 

Loas . céluloi".S de s(~rtoli están intima.mente ligadas al 

fl\Pta:bolismo y al desarrollo de las r.:ólulas qerniinalr.s; en un 

E'~t:'.f"'rmo r?Gt:án firmemente? adheridas a la memhrand basal de los 

t-.Ubulos semi ni feros, y su citopli!isma se i:.~ttlunde enlre las 

r.:t!tulas gerftllnale~ m~s u·.¡an~ada!i Cespermatoc.i t.us -.¡ espermátidas) 

ft?7,155l, c:.reándole!3 a-.;¡ un microambiente particular (89). En 

lo!! 11ltimos ·i\ñO!: se h~ reportado que muy probableu1ente lo. 

:irO~u~~~c'm.·:,_1~_? lar:t;~tCJ por las cólulas de Serloli, es primordial 

par·P ·et~ mi:?i:abClli!iimO cnr+rgética y pi\rC\ el desarr-ollo de la~ 

i:.~tulas .,gttrminaln:; CS3~7,1,109,118). Adema~-:, pusee11 una 1Jrcs11 

: .. r.t'.i .;-idad ~noocilii:a y pc•cibl~mente func.iones end6crinu.~ CB0,81). 

con~ ti tuVen del 15 .ª1 2(1 % de la población 1:e1u1 ar teaticul or 

(·17' ~ _· 

Al esi.ttrliar 1~ t.~inétic~. de la esperm~1logóncsi~ por diverso~ 

nil!~.odos, SP ha r:indido r··st.ablec:or co11 prc~is~ón,, en ·1·ala, lcl. 

~.é.i_~~;-~~ tit? r.adcJ uno de ·lo1=. diferenfes ~~i~.?_s> cehilewes que 

r:onqt..i ~uy~n el ·pror.P.!il? ('2?, 2~, A,4) .. 

' i o·~ .. ~~l.l.bl.t ~ i.">s !HJ11d ni fer o~ 

prtn1iti•10~., ·v· s·H~ ~~!.1\f~_na',~·:c~1u1i'l:; ·de :'Sci¡J·c;'.r.:.L::! 

d•_'.· ._~r.r,~~,l~ ~ .~>·~·.:: º'On"~-l~tt.·O:.;/ (pr··cc\..\·r··sor t.:.·s 
':';! ,•,e',;. 

Cpr-er..ursoru.s. <:,C-·li 

de les de 



proliferación de las células germinales~ que consiste en una 

división mitótica diferente de las divisiones simples de las 

células germinales primordiales que ocurren durante la migración 

~ estable~imiento temprano en las gónadas. 

A lo5 9 dias de ed~d han desaparecido totalmente los , 
gonocitos, y a Jos 12 aparecen los espermatocitos mAs primitivos 

·<e~permatoci tos prel eptotenos) • E:n la rata, las células 

Qcrminales ~redominante~ a esta edad son las espermatogonias. 

Entre los 14 y los 16 dias se inician los préambulos de la 

pubertad 1IHI. 

En las ratas de 15 n 18 dias las células de Scrtoli ya no 

presentan mitosis <25,11~) y se observan a las espermatocitos en 

'i?stadios más avan::ados di? maduración que culminan a los 23 días. 

Poi:;tertormente, terminada la seciunda división meiótica~ se forman 

las primeras espermAtidas redondas, iniciándose de esta manera Ja 

e-spermiogt."nesis, que finaliza alrededor de los 1\5 días de edad, 

ap.-:irecen 1 o& pr i mcr os esper·ma to:? oi de~ 1 ibera.dos al 

compi'!rtimento 1 umi nal del tó.bul o semi ni fer o <25). 

Esta Jlt·ec.i si ón cronol ogi ca con que van apareciendo 1 as 

diversas células del epitelio germinal de la rata permite 

~el~ccionar la edad más adecuada, en la cual se encuentra. en 

fcirma mayoritaria, alg1Jna poblac.i6n c.E?lular en especial 

<TABLA ll. 

Si ~a consideran todas las características del proceso de la 

c'":ip~rmatogériesi s descritas arriba, resul la evidente que el 

prciblema funda.mental en el estudio del metabo1ismo testicular es 

ta heteroaF.:·nc..i r1ac1 rtc las poblaciones celulares presentes en el 

órqano <1,35'. Ette problema ha sido parcialmente resuelto al 
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TABLA I 

DIFERENCIACION DEL TESn:;uLO QE RATA A LO LARGO DE LA ESPERMATOGENESIS 
----··-

Edad) EIOJ>G E1ilodlo5 más 

to.'as) fisioló9ko avoru:odos 11n kJ 

(Refsl, 40.114) diferenciación {Rllla.1,25,4 o) 

11 Prepubertod Abdominal 37 Espermolo9on1os r• tipo e 

Inicios de lo Empiezo el Espermoiocitos 

t\11) 14 pubertad dncenso al 36 prtmonos: 

~ escroto preleptotenos 

16 zlc;iotenos ~I CD 
poquilenos l·~I tempranos 

• 1 

21 Pubertad EScrotat 35 Espermotocllos 

(D primarios: 

~~j poquiltnos 
tordfo1 

24 Olocinuls I~·/ 
Espermd'tldos: 

26 33 etopal: 1-2 (} o. o . ·, 
30 4-5~ ~ 
34 ~ ~' o 9-10 .. ; . 

~. 
40 17-18 

"-7~· ------ --

45 33 ,.......... i o ---~· ---- --·----- --- -

60-90 AdultH Escrotal 3Z-33 
E.spefm~nesis 
i;omplctc -~• 

----- --- --- - --



eliminar algunas poblaciones celulares por medio de alquno de li;>s 

m~todos siQuientes: ll utilización de animales sexualmente 

inmo.duros, "" los cuill es e:< i ste una población celular 

predominante (1,25,84>; 2) uti 1 i zaci ón de animales con 

hipo.fisectomi.a; 3> utili=ación de animales con criptorquidia 

experimental y regresión del epitelio qerminal: ,· .¡ l uti l i =ación 

de animales previ~mente expuestos a irradiaciones sobre los 

testículos t26,4B,86l. 

Esto ha llevado a numerosos autores a considerar que la~ 

Caracteristicas metabólicas que se observan en un momento 

determinado. corresponden al tipo celular mayoritario que se 

encuentra presnnte en ese momento <35,47>. En rste laboratorio; 

al igual qt1e en otros ( 1. 25, '27. 40), se encontró que a ciertas 

E!dadeg definirlas en li\ rat.a de la cepa Sprague-Da.-1ley, el tipo de 

pobl3ción celnlar- más Ahl1ndante correspond~ ~1 estadio más 

.&van~ado <TABU1 ll. 

Hasta noy, 1 a mayor parle de 1 a i nformac:i ón rn rcl aci On con 

~l metaboli 131110 energético testicular proviene principalmente de 

ceh1dios J lpvados a cabo utilizando cil Orqano tt'\l."'41 o fritqmentos 

~e tejido testicul~r (47:-4B:o>· Alqunos otros est.udios se han 

r-eal i:i:ldO en poblil-ciones celulares a.isladds de> tcsl.iculo de rata 

ratón \' en fracciones subcelul aree:i del espermatozoide 

(t18.1Qb, 11 ll. Por ·otra p.:trte, ha habido uri interes creciente en 

m~pl orar 1 os senderos metaból ices del espermatozoide i 11tacto, por 

cnr:.-:mtrars.r ".5~.~ c~lula implicada en la posillili!lnd del control 

rte la. fP:r1.i_.1Lda·d ·~asculina <44,48,62,150>. 

En .los.. mflm-\fe-ros, dl1rante la madure;: sc::u!31. los lcsticUlos 

ó 



se encuentran alojados en el escroto; est~ hace que la 

temperatura sea de 3 a 5°C inf_eri Or a· su temperatura corporal 

(28, 45, 791. 

testicular. 

factor de suma importancia en el metabolismo 

El testículo de mamífero adulto utili:a a la qlucosa como su 

principal fuente de energía, y puede metabolizarla tanto aérobica 

Como anaerObicamente (37.47.b2.68,8B.96,t25). También se ha 

informada que, aunque en pequeii'as e anti dades <O. 51. en el 

testículo de rata ºin vitre", y hasta un 9Y. en el testículo de 

carnero "in vivo 11
), la glucosa puede ser o::idada por la via de 

las pentosas (4b. 135>.. Los productos principal es del meta.bol i smo 

de la glucosa son el piruvato y el lactato. 

El lactato es producido en Qrandes cantidades en los 

~csticulos de las ratas prepóberes. tanto en la qlucOlisis 

eer óhica. como anaerObi ca (88>. Se habla informado. como dato 

curioso, que la producción de ...... C02 a partir de glucosa 

uni formemenlr; marcada no justifica mils que el 30 % del consumo 

total de m: i qono del llrgtlno entero ('17 >. Esto concuerdcl. cnn J c=t. 

idea expresada arriLa, en donde se indica que las células de 

'5ert.oli. utili;:an a la glucosa para producir sustratos que las 

células germinales aprovechan en la sí.ntesis de ATP. el cual es 

-~~cosario para su svpervi'lencia (48, 105). 

En el te!lti.culo inmaduro, la qlucosa produce un efecto 

r:rabtree, qne cortsi$te c-n la inhibición del consumo de oxigeno 

~On::.:> debido a la adición de glucosa al medio de incubación 

!47,BB, 105, 1~31. 

Estl•dios 11 in vitro 11 utilizando el Orqano maduro total• han 

demostré'do que en ausencia de glucosa~ decaen rápidamente tanto 

7 



los niveles de ATP como'los niveles de oxigeno consumido, mismos 

que puedP.n ser recUpcrados si se adiciona glucosa al medio de 

incubación <.44, 47. 68, 105>. Esta recuperación no se obser·va en el 

testículo inmaduro. 

Recientemente se ha informado que es necesaria la presencia 

de lactnto para mantener los niveles de ATP testicular, que 

lleqan a ~~r casi tan altos como en el higado o corno en el 

1n1.'.t9culo esquelético: 1.5, 2.5 y 4.5 pmol de ATP/qramo de tejido 

seco respectivamente (105>. 

En años rC!'cientes, se ha podido definir que son las cólulas 

de !;ertoli ouienes utilizan preferentemente a la glucosa; a 

part.ir de ésta producen piruvato y J actato, qLlc> al p;.trccer son 

los nutrient.cs princip.iles de las r:élulas Qerminales mas 

avan~adas (53,54,74,109,tJB>, siendo ambos sustratos utili:?:ados 

en el c:ic1o de Krebs para i·a produccióri de ATP <47). 

Todo!f, es lc1s d.il los apttntan a la i mpcw lanci a de>l pi ruvato como 

un metabolito central para· la prodttc:ci6n de Pnerqía en el 

n1et~bolisn10 te5ticL11ar. 5~ sabe ~ue el piruva~o alimcnt~ al ciclo 

de los ár.idos tricarbo:dlicos <TCA) no solame11ta a travl.>s de la 

p,irl.lvato de~hictroqc-nasa. <PDH> (ql), sino tamb1 én d tr.:tvés de unct. 

mélica muy activa de locali:?:ación mitocnndrial y 

,-4e:prmdient.e de- NAOP:+"--·-('16~-94)--. Se-ha postulada qLlC est.;\ en::ifnct 

pudioora .funcionar en el t-esticulo en sentido troerso, es dGc1r. 

c:!Jnvirtiendo ·a1. rtjaii1.fp -en "Piruvato, como se ha sunerldo que 

~·.tcP.de en f!'Í t,ocondri C\9 ai sfadas de hepatomi\n d'._· Nor r~i s \. !32). Far 

otra parl~, Van Dop 

E•Sf11:!rmatn=oirte-~ ,dC> cpídirlimo_dc! bovino inl.ac:lo~. ~: pc!.rlr de estclr 



bloquea.da 1 a cadr.n~~ re~piratt?ria·· en presi:?Ílci~~·· dEi · .··{p~e11.cna, 
' ' -. ~ '.·- ~< 

~ol i'mente el pi rl1·/o,;tto es c~paz dé.i ap.oyar::.'>:_'a~:.::_ :¡~·e~pir::'ii~·t ón·- y l~ . 

motil id ad dP.1 ocpP.t'•"~torni de, dató' qi\t> c~{ri~i:~~t?~;ia';;,c.,.111~ !'~tudio 
real izado por For·d ·;· cols: 

se 

mantiene i?lovada, a ·pasar dt! estar bloque8dá_ la· cadena 

i"-c::.plrñtoria. 

En la mavoric;i. dra los sistemas estUdiados, el piruvato es 

incapa:? de penetrar la membrana mitocondrial intc:rna, a no ser 

Qlle St? asocie a un .::-nión permeante como es el malce~.o Y23_;,8,2). ED 

otros si Gtemas se sabe que el mal ato es o~: idado polJremP.nte.·.-:·- Este 

1:0 a-sel cñc::.o en el testiclllo. donde se oxida on-·{orlna ·{nlp·.;~.·~·~Ote- -
:-e-.:-~·--,-., 

1311). También se hr.i. rlemostrado que el mala.lo es '~e'ap_úz de 
! -~:/'' 

estimular 1 a respi rac:i ón apoyada por el piruv~t~ en~ c$ppr·q.~ ::do_ 

r:or.r.' je tratado hipotónicamente <761 .. 

El suceif\nto_ ho?\ sido utili::ado e:ttensamentc,~~ ft1L\Chos de los 

<-Or-ma· ~-p~f-fe"del--:cicl,o-dC·_ Y:rebs y· está ·fuertemenlr:. ·adhcr-lda a la 

f11nmhr~na~:--~it_~~-º.n~~,? .:1·~.· {~_tcrn~, ~.i~nd~~ ~~-~i ¡-.-~·~osi~J.·.~- e::~lraef-lc. en 

ft.,rmi\. solublC.:"(B(;.12.9> . __ -75t8 ei:';:im .. a ·presenta ui1a .:i..éUvidad muy 

-- --¿.\-c-~.'üd~i~2:'.~Í>~~'.t.~i_t~~~:d·e _:i~~~.~~~~r~atoci ~os· pc'\_qui tcmOs ( 1\7. fiO. 51. 1251. 

_,_ . - _:. : .. ~·., .'">· 
1.ma activi.tle~l .elevclda r,.o·n, la deshidroqonAsa i,.;.ocil:ric:a <IOH>. la 

('IP.shirtrogenosa mAl ica <MOtn, y· la deshidro~enasd láctica CLDH-X> 

t\::-.ta i.'\l tima tir.ne e~~C::~i·at fllte1·es en 

r.u~t-.abolismo del pin.watu <24,35,?l, 149~ ~ 

L.a .:1C"'.r.i:i 1 t-?.rnitina trans-fera~a -·<CAT> también cobra 

9 



impnrtancia en el ~etabolismo del piruvato (70.150>. Esl:.1 en~ima 

mar\lfiesta. una gran acti•1idad cuando aparecen los es~e~·matO'cit~s-

primarios rliplotenrJs y li's espt!rmAtidas inmaduras <102.154>. 

La presenc.ia las en:.!imas de localización 
-,-· .. ·· .· 

Íntramitocondrial "" cohernnte con al hacho de que' .: .. !ll:ts 

renpocti veo .~l\stratos pueden ser oiddadcs por· 

ado.ll to (35, 4'2, 50, 104, 115, 134 l. 

Todo casto i·ndlc:a que en el testículo funcioriá,"el Ciclo 

los ácidos tricarbo>:ilicos y la fosforilaclón oi:idative. ligada a 

1 a cadena tri'nsportadori\ de el ectroncs (CTE>. Lc'l foS-f or i J aC:i ón 

a-xirJativa es un mecanismo mediante cal cual la ll.bc1.;~ción de 

~n~rl')ia, ql1r: acompañc'l a la transferencia. do elcctr1:>1H~~s a lo larqo 

':1!:" la r:~dena respiratoria, se acopla a la síntesis d~ ATF' a 

pi!.rtir dP. riC'P y fosfMto inorqánico CB7, 1'16>. Oc~ c~tc mod0 i:;a 

con~erva l.l m.:tyor pi\rte de ld ener~la liberada µor la CTE, la 

"l i sl ema df' lr 3.nsdw:c i ón deo energi a. En el 1 o se 1:~.cmmtrun- -fC)das 

1 a~· en:::i mar, f.mc arqadas d,..I transporte dE' el oc l;ronL·s. lL' sucrir1~-i.l .. o 

"' ¡,,- acc.•til cari'tilin..,._ trit.nsferasa <CAT>. 

Los r.r~n1pr;mentes de la CTE de las mitocondricH1 de· :f::est,iculo 
-·:"·. 

r~o ha11 si dr1 est udi Ados-. c:on detc'\1 le; sin emb~t-gO, _c.~~be ~~c,tai ar la 

o~~ l F.tenci a ·de un c:i tacrcmo e distinto .:~l 

,..,,,. 
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t.,sH culo, 1 a ATPa<>a 1 igAda a 1 a foafori 1 ación DK i dativa prese11ta 

caracter{ stt cas pec:ul i ares. Su pcrci ón F l se em;uentra en par· te 

dislocada de la porción membranal Fo y es insensible a la acción 

de los desacoplantes de ~a Fosforilación oxidativa, así como a la 

oligomicina; no obritantr., esta enzima es capa= de sintetizar ATP 

en presencia de succinato <151>. 

Por otra partr., desde hace alqunos años muchos 

investiqadores han ulili::ado la albómina. durante la obtención de 

sus preparaci enes rni tocondri al es, ya sea adicionando ésta d.l 

mPrlio de aislamiento o al medio de ensayo. Con eslo han obtenido 

1n0Jores controles respirittorios <73,74,92,122,136,141>. En este 

laboratorio ant~riormente se encontró qu~ con la adición Ue 

ailln:'tmina de suero de bovino CRSA) al 1Y. al modio de aislamiento, 

eré\ posible obtener c:ierta estimulac:ión cm la e1c.tividad de la 

ATPasa mitr.1cnndrial al utili~ar agentes dasacoplclfltes (151). La 

,""\di ci ón directa da BSA al medio de ensayo, tambi Ó'n produce un 

.. ,umento de la respit'"d.ci 6n en E'l estado 3 y und disminución en el 

P.St3dO 4~ esto se traduce en un mejor acoplamiento de lus 

mitncondrti\c.:;, q• . ..1e e:.e r-efleja en los controles respj1·atorios. 

El conjunto de dat:os anteriormente resumidos e11 relación con 

~l metabÓlismn ennrqético del testículo. ~uq1crc que durante lfi 

t:i!=:.permatog(llnesi s l cl'!i mi tocondri as do l.::as c:ólLll as germinal es 

un(\ diferenciación funcionctl, ccncomi t.ante Id 

rti'~renciación morfológica qu~ ha sido descritn con detalle 

<~. 15,41,f'.>9) .. En las c~lul(\S qerminates m~'E> primitivas l.Hi 

mi toccndri ~s son esr.:3sa=. y de apariencia i qual ~' la de otros 

t:eojidosi a p~rtir de los espermatocitos lcptote11os empi~::ttn a 

multiplicar:e y a CJdquirir una aparienciu muy peculiar: el 

11 



esp~ci~ intermcmbranal s~ va ensanchando, dAndoles una apariencia 

vacuolada, c:on 1,, mat.r:f: c:ondensada y plegada hacia lo$ bordes, 

est:ructura que mantienen hasta lleqar a la .formación del. 

f!!-p~rmatozoi rle maduro. en dondn se di ~tri bu yen en 1 a rogi ón media 

de>l et1permato:=oide alr<!dedor del flagelo <3,15,48,96,99,llll. 

rsta form~ que prcscntcJn 1 as mi tocondri as de l a.s· células 

q~rininales, no cambia. a pesar de que sean incubadas en medios de 

di f P.rente O!:.mol ari dad C96, q9). Esta estructura 11 ati pi cd 11 de estas 

mitncondrias, es similar a la que presentan las mitocondrias 

~isladas de tumores mdmarios dc:- t·atón (136). 

1.2. Fundamento. 

En los últimos ctños, se ha hecho hincapié en 1 a necasidad de 

P.nfocar el problema de la fertilidad masculina de una manera 

.rar.i.onal <'18). Ha resultado evidente el esc.dso conocí mi ente q;..tc 

se ttene dE> los pt·ocesos metabólicos involucrados en e-1 control 

de ld. difE!renciación dr las células gern1inr.tlos. fcoómt"no quci 

culmina con 1 a prudur.:ci ón de "'los esper·matozoidcs en el test.icul o. 

Se ha dE'fínido \,"\ imnortar1cia del metabolismo enetgótico del 

QSflCffmato=:nide parD s•t mni.i1idiHf y supervivencia <~7,14,149,1501, 

~·· -:;in e~h~trgo.. no se conoce con precisión 1 a evolución de f"'Se 

mi::tr.ihcl ismn F.rH?rgético durante la espermaloqériesis. Algu11os 

i.n·.1'-'..!stigadr;1·-=s han 1:oincidido en seña1ar e:'\ l ='- glucóli5is como lcJ. 

pt·j1;r:tpa.l via generadora de ATP <47,88~ 123" 125, 156), en tanto que 

1.".JtrrJoi;, afi1·man qul? e:. el mecanismo de la fosforilc'lción o:ddativa 

1:; principl\l ·.-.i.~ mE:!-tO?bólica encargada de su producción 

C'.1'7, 44, 48. t t 1, 140!. 

SP han estudiado ~lgunos aspectos da la fot;.forilaci(1n 
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de ccHulas germinal ca de 
1 

eomp6Sic:t,1in cOnocid.:. .... así como en preparaf:ioncs mi tocondriales de 
_. --· __ !, :.:. . 

_t.e~ticul·~- adulto, poro no se ha reali::ado un estudio sistemá.t1co 

de la -fosfr.1rilación O)(idiltlva en mitocondrias de testículo a 

t.rav~s de la dlferencla.c:i6n del epitelio germinal. 

La foFiforilación o:ddatlva ha sido ampliainenle estudiada en 

lns mitocondrias de hígado de rala, por lo que los r-esulludos que 

sr. obtio!1en r:on organelo~ de tejidos no cst .. \diadoe., stJelen ser 

cnmraradcs con los dQ preparaciones hepáticas. 

Dado qUP Ja cronnloci{a de la espermatogénesis en la rata es 

hi er conociria, se uti 1i;:6 a este a.ni mal e.amo 1 a espec:i e de 

P.lt"r:ciOn r?<1 los e-st.udio!. sobre la di.ferenciación del epitelio 

q<>rminal <?7!. 

1.3. Objetivos. 

Con base en lo anterior, nos proponemoss 

,, n~finir la capacidad o>ddativa de las mitocondrias de 

t.esticulo adulto a5oc:iada con la fosforil.~1.ción, en relaciór1 

r:on el t>uccinato, r.1 malato y el piruv3l.01 en ausencia y en 

presenr.i n dP. alb1jmina. 

-. • rstudi ar nl e· Fer: to dc:a los .aqentes desacopl antes sobre lo. 

fosfor~ 1 aic:i ón o~firla.tiva en ausencia y L:n presencia 

dbómino. 

~. r~edtr lu activid~d de la citocromo e o:dddsa. 

1 as prr.pC1ri1.c:.ioncs mltor:.Jndriales de higa.da. 

J• !'!valuar lnr:: objetivo~ 1, 2, y 3 

t:r.sti.r.11\r. duranl~ la esnermatogénesis. 
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2. H A T E R I A L E B Y H E T O D O S 

2. 1. R11acti vps. 

1. Adenosin 5'-difo~f ato ~al disódica, de músculo de equino Grado' 

IX <ADP), Sigma Chemical Co. 

2, Acido pirllvic'o sal disOdica. Sigma Chemlcal Co. 

~. Acido L-mAlico. Sigma Cheniical Ce. 

4. Acido suc:clriii:o, sal di sódica he:(a.hidratado. Sigma Chemiccll 

r.o. 

5. Acido láctico. Sigma Chemical Co. 

b. 2,4-d!nitrofenol Grado I I CDNP). Sigma Chemical Co. 

7. Tris(hidroximetfllaminometano. amortiguador Grado Bi_.?quimico 

7-9 <Tris). Sigma Chemical co. 

B. Trletanol amina/Cl CTEA>. Sigma Chemical Co. 

9. Actdo L-ascórbico. Sigma Chemical Co. 

10. N,N,N' ,N'-1.etrametil·-p-·fenilendiamlna/CI tfMPD> .!'llgma Chomicül 

Co. 

11. Lubrol Tipo PX. Si gmu Chemical Co. 

t ~. Ci tocro1no e; de corazón de equino Tipo 11 t. Sigma Chemi cal Co~ 

13. Reactivo dv Fol in-Cicolteau. Sigma de Méaico, S.A. 

14. Acido. Qtilandtnitrilo totraacético CEDTAl, sal dlsOdi~a 

dihidre~adft. E. Mcrcl~. Darmstadt 

1~ .. O-(··> ·M~mitol, E. t1erc:h., Da.rinstadl. 

1b. Saci\rosr.-. 11.T.Bal~er dí!' México, S.A. de C.V. 

17. Albúmin.:\. de suero rte bovin~ fracción V <BSí·U. ·CalbiochP.ni 

Behrinq Co. 

tB. Cilrboni 1 c:idnurc1-p· trifluorometoKifcni lhidra2ontl ·~Fr;Cr .. r, fue 

obtenido d~ Aldrich Chemical Co. 
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2.2. Eq~ipo y Aparatas. 

1. Homogr.nei:ador de vidrio tipo Potter-ElvohJeri1, cot1 piat6n de 

t.1>fl6n. 

2. Motor Caframo para homoqeneizador modelo RZR1. 

3. CrmtrHu.ga refri gerad<1 lnternaci onal PR~2. 

4. Centr!fuqa refrigerada Sorvall RC-5B. 

5. Rotor E'~:céntric:o tt 2q6. 

6, Rntor SS-·34. 

7. Oaigrafo Gi.lson KI··C. 

O. J::lectrodo do o:d.gP.no tipo Clc..rlc .• -

9. Cámara de inr:ubat:ión Gil son e~~. -~al-'!~~~-·d8,~~·ni~~~-m.a dP. 2.00 rnl, 

provistñ con ba.ño de agua. 

tc1. Baño de aqua. Gi; ~en con termostato _Y_ '!'Otór·:·par·a.~cfrcula_ci_ón 

r:ontinua. 

U. Espect.rnFotómetrc• tipo Pye-Unicam. 

12. l_iofilizador Labconco 5. 

t 3. i='otenci omE?l ro BE"c!imar1. 

2.:s. 11étodoa. 

2.:s. 1. Preparación del homogeneizada total de testiculo y 

obtención de la fracción mitocondrial. 

l~os animales de: e::pc;.riment""ción fueron rata.$ albiniH5 mücho 

dr- la cepa Spraguc-Oa\o1ley. Se utili::aron sin a·,uno previo ül 

45acriTicio. Se s.ac:rific•'• el númP.ro de rol.a~ necesario petra 

obt:ener ~ntr& 2 y 3 gramas de tejido testlc:uld.r húmr.!do 

~TADLA lIL Las ri~t.as ft•eron sacrificadas po!'" medio de un golpC"' 

rin 19 nuca y en:eguida Gf! rlecapilaron. Se e:~3r1yuinaron al máximo 

Do~ible v t.~ C'Htrajcron los testículos rápid.-nncmte. recibi~ndolos 

er. 10 ml del mcirJio de" ait·ilamiento, que contt:nia: :Si'lcaros.a 250 mM, 
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TABLA JI 

NGmero de animales utilizados 1n codo 1Xperlmonlo poro 11 esludio de lo fosforllocl¿n 
o•ldotlva 1n mitocondrlos aisladas del testlculo do rata. 

Edad 

(Olas) 

11 

14 

16 

21 

24 

26 

30 

34 

40 

45 

Peso húmedo de No. de animalesb 
cado tesHculoª 

(Q) 

0.015 50 

0,020 50 

0.041 

0;081 

0.169 

0.161 

0.168 

0.390 4 

0.483 

0.521 2 

Paso hÓmedo obtenido 
ex.perlmenlalmentec 

(Q) 

1.59±0.54 

2.56±0.19 

3. 12 ±o. 68 

2.60±0.12 

5.08 ± 0.62 

4.12 ± 0.95 

2.70 i 0.15 

2.79±1.16 

2.90+0.15 

2.08 ±o. 72 

60-90 1.010 3. 18 ± 0.32 

Promedio de por lo menos 3 lotes diferentes de animal e s. 

Niimero de animales requerido para ta obtención de aproximadamente 3 00 
tejido h~medo, a excepción de los lotes de 11 d(as de edad, en donde el 
numero Indicado correspondida 1.50. 

Promedio ±O.E. de por lo menos 3 lotes diferentes de animales. 



TEA 3 mM, EPTA 1 mM, ajustado a un pH de 7; 4 con NaOH o, 1 N. A 

continuaci 611 se desechó la tónica albuglnea y la arleri a 

P-spermética.. nespu~s.., secando suavemente cada testículo c.on papel 

.filt.ro Wheotman No.40, !='.e eliminó el e:.cceso de liquido y f.o pesó 

El tejido ohtenido; de inn1r.dia.lo se pic.6 fina.mentF? y se pa:io a un 

homagenei::arlnr de vidrio tipo Potter-El vehjr.111. provisto de un 

pistón de t.oif\6r1. Se homogeneizó durante un minuto mediante 5 

91Jbidas y 5 hr:;iadas del piljtón a una veloc:id11d media en un molor 

CaFramo tipr> RZRI, 64. El hon1ogene>i:::ado obtenido so filtró a 

tra ... és de l.:"Jna de vidrio .,, se adicionó la canlidad neccsariA del 

medio de oJ :.lamienlo para obtener un hnmogertei~ado total al 10% 

<FIV>. Tod,,C' las rlperi'cionas anterior·cs se reali:~ron con lrl· 

mn•,-or rapidr= pr.1sible. 

El f\ltrado se coloco en tubos de centrifuga y se proccdi•~ c:l 

l n obtención de la fracción mi toc:ondri al <mi toc:ondri a:'i pesad.:t.s) 

medi. ante un·:t centrifugar.i ón diferencial, scqUn E'l protocolo 

eosquemali;:Aclo en l~ Fig. ::. Sb utilizó una crmtri fUQa r·efriger .. 1t.la 

tnt.nrna.r. i on.:tl P~ ~211 provi .... ta do un rotoi- eacó11tt i c:o tt :?96 .. 

La past.p 1 a final qua se obtuvo f1.1c ree.uspendida en 0.025 

!fil del mE?rli ro da ai~l c.•mic11t:o )' se mantuvo en fr .lo ha::.ld 8U l.tr:o. 

Tcrlos est:oñ prcr:~tJimieinln~ .. se r·aali:aron :; ltr1a tempm·CJLllra da 2. a 

:i"'C. 

2.3.2, 11edición del consumo de oxigeno. 

La de las nii t.t:1c.or1dr-i as mi dio 

n:~l."\rogr~.fi (~;flTI!'?flt~ t-:n lHI Ottinr,1fo Gil -:;.c1n 1::1 ··C (Gi lst'ln' 11ii>dit:nl 

F.1 r:c:trcnic:<::.. "1i rJdleton, Wi r,,., Ll5f":t~, pro..- i slo dt:1 un ~lHt~f ·1 odo de· 

a;·~genc tipC". Cl ,lrk CYo1 lr.'"' Springs lnsl:ru111cmt': e,~. ,Ycl 1ow S¡)t·iracJÚ, 

16 



Fig. 2 

ESQUEMA DE CENTRIFUGACION DIFERENCIAL 

HOMOGENEIZADO TOTAL 

Fracción 
Mltocondrlal 

Se desecha 



nh. ,USA>~ t.a medic:j On ~e efectu~ a rJ.8 v. que cor·responde Bl 

pot.,nc:la\ estándar de óxltlo-reducc:ión del par 0,.111~0 <IB,39,:Sb). 

Se uti 11 z ó una e: amar-a de i nc:ubaci ón de 1. 74 mi provista da 

r.m agitador magnético y ml"ntenida a 30ºC mediante un baño de .igucl 

d~ rirculación continua marca Gilson. En estas condir.iones se 

c.i'.lculó la t::onc:entración de o:dgeno en el medio de ensayo, 

nplicando la ley de Henry sobre gases disuelt.os en liquides: 

1) n tRT> 

p 

en donde: e<.= r:oeficiente de Bun!len <oC=r 0.031 a 293°1<; 0.0285 a 

~298°K¡ 0.026 a 303°Kl; 

r1 = concentr·ación de onígeno en mola.ridad (111olos/lil:t·o 

de solución). 

R c:onetante general de los gases <0.082 1. é\t.m. mo1·- 1 

ºK-•>. 

T tempttraturr.. absoluta (o~:> .. 

p ":' prest ón del gas (considE.•rando un" presi 611 

atmosférica promt:tdio en la ciudad de Mó:dco deo 

582. 4 mm.. de Hg = o. 7/,6 almó:sf~ras y un 21% de 

o>:igen:> en r:-1 air·e; la prCosión parcial del onigcoo 

~"-el·· cli ro r:s de O. 160 atmósfera!:>). 

Oe$r?C?j~ndo .,.. . .,_·s•.~9ti t1Jyendo en 1 n ecuación 1 >. obtcn~mos: 

o<::·P (~1. •1~6) (0. 160) 

R T ((l. 082! <303) 

CµDr.do T ~ 2seoc. n es ig•.\.r-\l a 186 µH. 

La volor.idad de :""espiración (Qo 2 ) se definió como el nllmcn·o 

dt? nr-nomol'<;?S de oxigeno consumido por minuto por mg. do proteína~ 
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y los estados respiratorios correspondieron a los establecidos 

por Chance v Williama (19,20!. 

Después de lavar enhaustivamentc con a.qua desioni:ada la 

r:Amara de incubación, se añadió el medio de fosforilac:ión <medio 

de ens;ayo, medio de incubación o modio de respiración), que 

contenía: D··C-/manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, Tr·is/Cl 2 mH, EDTA 

f). 05 mH, l•.'.Cl 1 O mM l N8·..:HPO.,. 5 mM. ajustado a un pH dP 7. 4 col! 

HCl 0.1 N. Con eslt? medio se calibró el qraficador del O){igrafo, 

c-on una velor:idad de corrimiento del papel de 0.1 mm/segundo, 

eligiendo u"ª linea b~sal que representó el O/. de ox.iyeno en el 

mc;>dio de incubación. Enseguido se procedió a elegir una linea 

~uperlor de! papel, ~ntrc 330 y 360 de sensibilidad del aparato. 

que nns repn~Gentó el 100 1. de o::igeno total disuelto en el medio 

de i ricubac i 1:>11. 

Los ~u~tratos y de::Dcoplantes fuorcin i\qrégados siguiendo 

como mod~ln el E'squema adjunto lFig.3l, que se dr-scribe a 

._._l")ntinuar.i f'.n: 

PO$iCi6n .. ·1·, actir:ión di?l ~ustrato· o~<idableo añadido &egó.n ld. 

necesarios <suc.cinr...lo, .na.lato o 

ti!.~;1vatn~-r.1a1.rtt:c>, uiezclcldtt y mantenida durard.e varios minuto~ 

p~-~".' ___ equi 1 i hl""c\r con la t.r->mp~ralura del b¿,ño. Trazt:' A. ccmsumo <.J~ 

o>:{Qano "debir1o a 1"'- udic:iOn del sustrato. - Po~ición 2. adición de 

ZO ¿, 30 J.11 d~ lé\ suspensi6n miloconc1rit.~1 (0.6-0.B mg. de proteína 

f-'º'" ml d~ •ll'"'diC' c'C" inr:ubcc:ión>. Tra:.o B!I rcrnpiracion bar.i\l en 

(lrizoi:::encia r\r un sustrato o·:idable y el ion fosfato en cs.u~enc.io de 

1':\0P <respir·Ji:ión durante i;;t primer est."'\do 4: Oa2 re~>. Posic.i•'1n 

,~~, adir:iór. d1:, ADP seol.'tr1 ol volumen y concenlrac.ión 1.m osario~. 

T,:.l!Z.O e, r•."'lor:piraci(1n en presencia de .;op (respirc.tcióo dur-arit.c• ul 
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Fig.3 Tra:os obtenidos habitualmente durante la medición del Ooa. 

Fl medio de incubación contenía: O-<->manitol 225 mH. sacarosa 

75 mM, Tri s/Cl 2 mM, ED1 A O. 05 mM, t;c1 10 mM y NaaHF·o.., 5 mM, 

ajustado a un pH de 7.4. 11 Adición d"l sustrato o::idable. A1 

Consumo de oxíge>no de>bido a la adición del su~trélt.o. 2: Adici611 

de la suspensión mitocondrial. B: Respirac.i6n durante: el primi::r 

est.ado 4. 3: Adición de ADP. e: Respiración durante el estado 3. 

O: Respiración durante el segundo estado 4. 4, 5 y t.: Adicior1es 

i:;uc.rsiva~ del desa.coplantc-. ~·· E:-. y E:s: Rc5pireción dt.·sacoplad.:t 

segó.~ las adiciones dr~l dcsacoplante 4, 5 y ·6 resp~ct.ivanientc. 
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estDdo -3>. Tr·a:o D, respiración al agotarse el ADP <t~espirac.i011 

durante el segundo <>Stado 4l. Posiciones 4, 5 y b¡ "diciOn del 

dosar:op\antc a divar sañ C'titlccmtraciones. Tra::os E, respiración en 

pre!=ienci a de:\ dei¡acoplanlc trP.e.piraciórÍ de::.acoplada.: Qo;.ll tOl) .. El 

ciece'"'coplante fl.1e agregado en forma sucesiv~ hasta alcanzar las 

c.oncentr i'C:i nnt!'s descri. ta;, en el te:: to (concenlraci ones 

acumulativas~. Todas las sustancias uliliza.dc..s fueron •;(gregadao;. a 

la c.ámnra de incubación 11or medio de Jeringas Hamilton. 

Al término d~l c::perimcmto, lri ch.mara de incubación se 

cnju"'gó vAriac;;. vcr::a5 con a.gua desioni::ada, y se 'conscr·vó una. 

al {('uota la suspensión mitoc:ondrial a pdr a 

determinarl~ posltwiormente su contenido de proteinas, alguiendo 

~el métodn th'"i:=crito por Lo~•ry, modificado por Hartrcc (b3). So 

11ti\izó OSA fracción V purificad~ como lil proteína estándar. 

LA merlic.ión de las velocid.:•des de respiración se reali:ó t.."!l 

JirP.r.encia ~ r-n ausencia cic BSA a. una concent:raciOn fina.l de 11., 

tilt fuer.rt ~nr r:gad~ al 111l:~diO de ai :1 "mi en to o al me di o de 

i=oFfori laci1~n .. 

2.3.3. t1edici0n de la actividad de la ATP aintetasa; de la 

relación ADP/O y del control respiratorio <C.R.l. 

La ar.ti·JidE\d de la t\TP sintete.sa se deturinit10 -, pc:.rtir cte 

\o~ trazos cir.l ao~ en el estado 3;sedefini6 cumo la velocidad de 

síntesis de i\TP <nanomoles de ATP producidos por minuto po1 111~. 

de protciniEI), c.onsidPr·anrio que la relc.:-ción molar de ADP consumido 

-:;cbrn ATF' pror1uc>do <ADP/ATP~ fue 1:1. f.¡ra efectuar e~ .. i.e 

.-::Altulo, l:iG! consideró el tiempo de dur·ación de ·1C:.J. respir·ación de 

l aii:. mitoC"onlir i.:ts durante el estado 3 <Tre-:-o e de la Fiq.3). 
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La rol aci 6n l\OP 10, se cal cul 6 s<>gún Chance y Bal tcheffsky 

!'i.t l • 

El control rE?spiratorio, se calculó según et criter·io 

nstablecido por Chance y Williams <19 1 20>, definido como er 

cociente de la velocidod del con&umo de oxigeno en r.1 estado 3 

entre la v!!-locirlad del consumo de o>dgeno eri el 2o. E•stado 4 

"tFig.31. 

2.3.4. l'ledici6n de la actividad de la citocrodlO c oxidasa. 

Para li' medición de esta actividad en;:imática 5te utilizó el 

método dPscrlto por Bergmcyer <7>, al cual se le hicicr-on alqunas 

1T1odificaciones. Este mét.odo mide la velocidad del c:onsumo de 

i..1~: í geno de mi t ocondr i as previ llmr.nte trataúan con un dcte1·qente~ 

nn un medi.n que cc:msi sti a de: ~~H:zPO.,.. 50 mM y EDTA 1 n1M, ajusttJdo 

a 1.•!1 pH de 7. 7 con KOH 21'1; el volumen finnJ fue de t. 7'1 ml. Lfl 

tomperatur a de incub~ci6n fue d~ 25°C, por 1 o que la 

r:oncentración de ottigeno disuelto en el medio correspondió a 196 

JJM. Bajo c'.:-b1s c<Jndiciones c_;;;e calibr·6 el o~iqrafo de 1nan~1 a 

similar al r1r:>s;crito em c-1 punto 2.1. Oespul'i': de lo cc,.libracl6n 

dP.l o: .. igr·i\f~,, o;~ :lñ'ó\dieron, por medio ·de jerinqas Hamilt.on y en 

los si qui entes sustratos: ascorbato 7 mM, 

c:i+:ocromo 85 µ.M, TMFD O. 7 mM, y se esper·ó de 2 a ~ mi nulos 

t•r.t~La qu~ o;P estsbili::ara la pendiente ohtcmida. Er1seguida se 

..-l~:ir-ogó l~ •;.•t7>pensión mit.oc:ondrial pre·.:iamentc dilllidei. con lubrol 

'0.~1 ml da lubrol al 1~ por c:.~da t).t)q ml de suspensión 

mi t.acondrit.'1'. y a":.i !'íQ" mantuvo hasla la ani'\crobiosir~. 

La at~1.1· .. idad de;• la r.ilocretmo e o::idasa fue e:~presr.&.tlC::t como l.'.l 

.'E'loc:idad dt' con·.:.umo de o:dgeno por ininutC'\ por 1nl') de prottHna 

n1i t.ncondr i a 1 • 

20 



2.3.~. Purificación de la albdJnina de suero de bovino <BSAI. 

Se purificó la albl'unina de suero de bovino (BSA> fracc:ión·v 

mediante el siguiente procedimiento: 

Se disolvió a temperatura ambiente una parte de Id BSA 

fracción V c:on 4 partes de una solución salina i notóni ca 

(1:5,P/Vl, y en frío fie ~gregó metanol gota a gota, de tal manera 

do obtener el rendimiento máximo. El precipitado obtenido se dejó 

reposar durante 24 horas en un cuarto frío y posteriormente se 

centrifugó rm una centrifuga refrige·rada Sor..,all RC-5B provista 

de un rot.or SS-34 a 6000g durante 5 1ninutoe.. Se resuspendi 6 la 

pa=tilla (m un volumen final de 10 ml de solución salina 

FisiológicA v se pa50 cuantitativamente a un saco de diálisis 

* 36. Se di~lizó contra agua desionizada durante 24 horas en el 

cv~rto fr i o. Deepués de la di Ali sis, el contenido se vació en 

~re.scog '.'iales y fllD liofilizado en un liofilizador Labconco 5. 

L.;. RSA pi.Jrific"'da fue conservada a 4ºC hasta su uso. 

Todas las sust.anci a~ ·uti 1 izadas se di sol vieron con aqua 

desioni::ildO\. Los Ett-;trat:os (AOP, succ:inAto, mali,lo, piruv.:itt:o, 

l11rtato> SE'.' a justaron a un pH di? 7.0, ya se~ con MaOH o con HCl 

•)., 1 N. Los dP.sacopl anti:-s fueron di sucl toE en etanol " aqregado=. 

~'' un volumon pequeño, de tetl modo que 1 os control es dE· etanol no 

.-noslr-aran nit,r.p'.m r.fccto sobre la respiración, 
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3. R E B U L T A D O B 

Con el fin de estudiar la foaforilac:ion oxidativa durante el 

proc:aso de ld diferenciación del epitelio germinal del testiculo, 

se procedió en primer término a cstC;1blecer las condicio11es 

adecuadas para reali::ar eF.te estudio. Para E'llo, en mitocondrias 

d~ testi.c::ula adulto, se determina.ron lii~ r:oncentraciones 

saturantes rlcl sistema en lo que respectet a cada uno de los 

sust.ratos o:ddBbles que se utili:aron, ilsi como pora el ADP. 

Todo!'\ lo.:; ressul tados fueron comparados con los obtenidos en 

mi +.ocondri as de h! gado da rata adulta, bajo las mismas 

i:onrHcionei;; do experimE?ntación que .las de testículo. 

Es importante señalar el h~cho de que con las mitocondrias 

aislada':! del testículo adulto, la respiración con loe. sustratos 

endógenos "u?. casi nula, a diferencio de la. presentiirJa con la6 

mitocondriA~ de hígado. En r:ambio, CL\i'ndo se ul i liza.ron 

mitocondri.1.z dr.- ratas inma.dl.1ras, 1~ respiración dr~bida a 

sti.str :iitos cndóqeno~ f11c c:l cvaéia !Fig .1\ l. 

3.1. Efec:to de la variac:iOn en la concentrac:ión de ADP sobre la 

veloc:idad de respirac:ion. 

Uti 1 i :- M\flo succi n.'lto como C?l sustrato o:~i dable, se encontt ó 

que el AOP r.;,;.~tL•ró al sistema dosde concentraciones de 0.017 10H 

c:on las mitc,i:-011drias de hígado y de O.OS mM con la~ de testículo, 

1'1htcmicndo t•na velocidad m.~xima de 63 )< 47 nn1r:.le~ d~ 0..-/min/mg de 

rJ~ proteína rospectivamenh1 CFig.5A). 

Pi\ra trC'b:t.jar 1 =.s preparaciones de ambos sislemus en -f'orina 

~i mi lar, dec:idimrJ5 utilizar en adcl ar1l1:::: el ADP a una 

-:onc:antrc'\cihn d~ 0.3 mM. También se c:alcul ó el valor de la Kin 
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Fig.4 Respiración de las mitocondria& de hígado (al, de te&ticulo 

adulto (b) y de testículo do 14 dias de edad <cl, en ausencia de 

~ustratos e::ógenos. 

El medio de incubación fue descrito r.n la figura 3. La 

prUE"ba ¡¡e reali::ó a 30°C. Mit., indica las milocondr·ids agregadas a 

una concentración de 0.6 a o.e n1g/ml de proteína mi tocondr"ial. 

La-= concentraciones de DNP CD1, 02' -,. D:s) 1 fueron 10 1 50 y 100 ,uM 

ret::.pcctivamontc. El número representa t:l c.onsumo de oi:igeno 

expresado en nmol es de o:d genÓ/mi nuto/mg di? prote>i na. 
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rlg.5 Al. Efecto del ADP $Obre la respiración de mltocondrla$ de 

t.es.t.iculo <el y de higado <.t. l. 

La prueba fue realizada en la presencia de succinato 12 

mM. El medio de incubación $e decrlbió en la figura 3. La 

concentraciOn de protein<' mitocondri,r1.l fue de Cl.b a o.e nig/ml. 

B>. Gráfica de Lineweaver-Surh de la re=pireaci6n de las 

mitocondrias de tcsticulo en presencia de AOP. Los valores 

corresponden a los de la Fig. 5A. La curva de regresión lineal 

fue calculada por el método de los mánimo6 ct1aidrados. 
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aparente. Este resultó tSer de 5.3 x 10-•M para las mitocondrias 

de test!culo <Flg.SB), y de 4.7 x 10-•M para las de higado. 

3.2. Ef11Cto de la variación an la concentración de los sustratos 

o><idables sabre la velocidad de respiración. 

3.2.1. SUccinato. Una vez elegida la concentración de ADP, se 

procedió a determinar la concentración a la que el succiniJlO 

satura al· sistema. Se encontró que tanto en el estado 4 como en 

el ·.estado 3 fue mayor la velocidad de respirac:ion en el higé\dc 

que en el test.iculc <Fig.6A). El sistema se saturó desde una 

concentrac.i ón de 3 mM para el primero y de b mM para el segundo. 

Se decid! 6 utilizar en adE>lante una concentración de 12 mM. El 

valor de lA Km aparente en el estado 3 para las mitocondrias de 

testículo fue ele 1.S :< 10-"M <Fig.bBl, y de 1.3 >< 10-4 para las 

de hígado, lo que implica un orden de magnitud de diferencia en 

la afinidad por el succinato. 

3.2.2. t1alato. En la figura 7A, se observa claramente cómo este 

sustrato fue oxidado pobrcmenl:.P. por el higadb. En Ci\mbio, rcsu1 t.6 

ser un magnifico sustr3to para apoyar la r~spiración de las 

mi tccondri as de tes ti cut o; en ~stas, 1 os val ores fueron cercar1os 

.!\, los ql~e se obtuvieron con sur:cinato. En ambos sistemas la 

Vf21ocidad m~'t:dma de respiración se alcan=ó a p¿1.rtir de una 

cnncentraci"Jri de á mM. Se eligió como concentración salurante 12 

mM. El valor df? la •cm apMrente para el testículo en el estado 3 

fue de 2.~ x 10-~M (Fiq,78). 

3.2.3. Piruvato. Se sabe que el pir.uvato es incapa: de penetrar 

libremente le"'\ membrana intorna de las mitocondr-ias, de manera que 

se. hace necosaria la presencia de un anión pr.r·meante, como as ~1 
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Fig.6 Al. Efecto del succlnato Éobre la respiración en 

mi toccndriaE de te,.Ucul o ( O , e y d" higado <A , •l. 

Respirari on en el 1•~ estado 4 < O , A ) y en el estado 3 

(e , •~. Las condiciones euperimcmtales, fueron las mismas. de 

la {igura SA, con una. concentreción· de ADP de o.:s mM. 

8). GrAfica de Linewcaver-Burk de la respiración de· 

mi tocondri as de test i culo en presencia de suc.c.i n~to. Los "'a.lores. 

corresponden a los de la Fig. 6A y se calcularon igual que en la 

Fig. 5B. 
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Fig.7 A>. Efecto del malato sobr·c J,•. respiración en mitocondria5 

de testlculo <O, e> y de hígado <A,•~. 

Respiración en el J•r estado 4 CO, A) }' en el estado 3 

<•.A~. Las condiciones de et:perimcntación fueron las miE.mas de 

la Fig.6A. 

B>. Grc\.fica de Lineweaver-Burk de: la re~piraciOn de 

mitocondria~ de tes~tculo en presencia de malato. Loz valore~ 

corresponden e. los de Ja Fig. 7A y se calculeron igual que e11 la 

Fig. 5B. 
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mostrar un 

d~~(diff,tlS 

· ~·1 - ·~i----E'·t:..teodn 3- .f'.1.1e---dn~ 1--~ 9:~~: :·f~~"'M- <F-i·q~ ~G)- ~~it-a :-1 ¿,¡; !lii fi .. concJr 1 .:.s 

el!:.> tcst.tr:11lr1~ y ctn .~ :: J1,.1-4N p~ra las de hjgadn. 

3.3. Efecto de los agentes desacoplantes sobre la velocidad de 

respiración en ausencia y en presencia de BSA. 

3.3.l. Efecto del 2,4-dinitrofenol. De una titulrlción r~r"limin"1r 

11Ulizanrlr.i ~.:onr..n-ntraiciones vuriables ciE.• 01'1P4 Ef• e.-ligió aqw-.. 1 

• i'rt)D dt" ._-n:1cr--nh·1~.c:iflr•r.:~. que ('lr·odujer·cm un c.fr.ctu cslimult·l."1·10 
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TABLA m: 
VELOCIDAD DE RESPIRACION DE MITOCONOOIAS DE TESTICULO DE RATA 
ADULTA EN PRESENCIA DE BAJAS CONCENTRACIONES DE MALATO. 

tl!Edo.4 

Edo.3 

o.o 

t.72 

1.10 

Concentración de malato ( mM 1 

0.006 0.06 0.6 

(nmol o,tmln /m9 de protefna) 

0.93 

1.17 

1.14 

0.86 

2.BI 

2.91 

tl medio de incuboc1Ón se describió en la Fi9. 3 .. 
Lo concentración de proteína mitocondrial fue de 0.6 a 
O.B m9 /mi. La resplrotic!nen el utodo 3 se midit con ADP 
a una concentración da 0.3 m M. 

6 

6.59 

18.07 



Al. Efecto del piruvato sobre la res:.piraciOn 

mitocondrias de: testículo e O, e> y de hígado ~ , & 

Respiración en el primer E!'Stado '1 <O• A> y en el estado 

3 <•!"A>. Se adicionó n1i:f.lato 0.6 mM como anión permeanle para el 

piruvat.O. La~. condicionec. de e:<perimenlación se mencionan en la 

Flg. bA. 

B>. Gráfica dt? Linewe>aver-BllrJ~ de Ja respirat:iOn de 

mi.tocondrias. de· tc>stic:ulo e11 presencia de piruvalo. Los valores 

corresponden e. Jo~ de ta Fi9. a,; y se calcularon igual que en la 

Fig. SB. 
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sobre, , Ú• r:,e~pirac:iÓn en presencia de sur.cinato , 12 mM. Estas 
.--.-··--··_,, 

,r,,sÜli:arón s~r1,',tó, ,!50 y 100 )olM. Un" vez eleqidas se proc:ediO a 

" 
f~sfo~ilac.i'lln oícldatlva; 

efecto de est.e desacoplante de la 

sólo se utili'Zaron comc1 sUstralos 

O)t'(d~bi~h a1~ &'Ucc:inB.to" al malato, ya que cuando se utili~ó 

pirüvatc, el DNP resultó tener un.efecto inhibitorio sobre la 

respiraciór. 

En ausr.ncia de Bsn, hubo 1.m estimulo muy pobre del DNF" sobre 

la respiración:- a diferencia de lo que se. obtuvo cuando las 

1ni tocondr i ;:Ht se prepararon con al bl'lmi na CFi q. 9A)_. El es ti mulo del 

dE?sacopl anf:r. sobre 1 a. respiración fue en allmento al incrementarse 

1. .!' concentración del DNP. En 1 a figura 9 se puadE"n aprc!l:i ar sobr·e 

e] lc!"do derr.cho los valcrc:is de 11 q 11 <indice de acoplamiento c1e l.,:1s 

mi toc:ondri ce'.'\) (90). Aquí se observa como la pr·escncia dt:t ln OSA 

mejora considr.rablemente ciste indica. En le ~llsenc.ia t.Jr: ulbúmina, 

1 ;~r:; mitoconl'lri as mC'li::.tra.rcn estar pobremP.nte 3.Copl r1das, con un 

'.'3ilnr de 1'r¡ 11 similar ~l ''infar·marlo par;., ulQL111as particul;1<;; 

-r.lthmi toconclri ,\]es cqO). 

3.3.2, . Efecto del FCCP. Este compuesto E'ú uno de Jos 

dl?$.:tcop1 ante11 mi\s poten tos, ya que actúa desde conccntraci enes 

tan bajas como to nM <144>; sin embargo, en nuestro sistema, 

P.stimuló liJi rospiración en forma apreciable sOlo a partir du una 

cnnr:entraci ón dn 10 µM. F.~te estudio se real i = 6 c.11 pr·e$cmci a de 

sur:c:inato. En la fig1Jr~i. 98, So:? obscrvil que- el efectrJ del FCCf' 

schre la rrispiractón, :. ... 1 igual que el ONP, fue mayor en las 

·nltcn:ondrir-.E preparada!:- ~n presencia de albúmina que en las 

("'arr.nteo:; dn :.11~1 sin embargo~ hay que hacer nolcw que, con la 
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Fig.9 Efec:to del DNP (Al y del FCCF' <Bl sobre el c:onsumo de 

o:: !geno <Ooz.\ san mi 1..ocondr i as de tes ti culo adulto, ai sl a~as en 

ausencia (O, .0.1 o presenc:ia te, Al de BSI\ al 1%. Oo,.tDl y 

Qo2 (C)' representan respectivamente las velocidades de consumo de 

o:dgcno con y sin desacoplante. Este fue agre:gado durante el 1·~ 

estado 4. Las con di e i enes e>:per i mental es iuoron descritas en la 

Fi"· 6A. Se utilizaron como sustratos o::idables al succinat.o 

<O. e> o al malato <A, Ál a una c:onc:enlrac:ión de 12 mM. Cada 

punto representa el promedio± D. E. de por 1 o menos 3 e:: peri mentes 

utilizando diferentes grupos de? animales. 

Los valores de Oo;;o(C) tnmoles de o~:igcno/min/mg de proteino. 

±o.E.: n=12> fueron: •.01 23.2±5.0¡ <O> 14.2.±3.1; <Al 11.2 

.±2.6; <•> 4.3±0.4. O y~ representan los valore~ de: 11 q 11 

(indice dC' acoplamiento> etl ausencia y cr1 prcs.cnc.ia de BSA 

respectivamente. 

= ~ 1 - R:J 
00:;1{0) 

q RCI = 

Oo 2 <0) representa la má~ima respiración desacoplada. 
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c:onr:°'ntraciór'. m~1dma ut.iliz_:ada .del. desacopl d.llte · so sigui O 
. . . . -

mnnt-festánr1o Un"' e'stimut ~ci ori en la ve1~Cid~d·~:cie. reSpir·aCi 6i1. Ei1 
' :- • - ... - • • • -. -;,_ :· - - ... ·: ' :~, •• 'o_-.. 

la misma f_ig~ra obs~r·.i>amos nuevanlé:nte·:· qi:J~.: :,~¡' ir1diCe-·· ,__,·de·· 

~r.oplamiento 11q11 mejoró r.on la presenéia .de ·1a· Albó'mir'1a< en ef · 

n1P-rlio·. de aislamiento. 

3.4. FosforilaciOn oxidativa ·ª .través•de, tii ;· isi~·;;;;:¡,:;ú~~t o;:, _del. 
-i\_:)::.<:;·~~·.-·j:: · -. :~i:-·•"·;' r··:·. 

epitelio ger•inal. •• ... ··~· .• 

ParD P-st e estudio se ut;-i ii z á-~Dn :.~{t·b~~;iJ·~·{~·i' .. ~1 ;-... :~:~~:~~~t'~-~l Q« 
. /· ':.~ '. ~- ., __ . 

t:1htrni das "" grupos de ratas-de di f erent.es. '· ·ed·~-d--e~·::.:: E~:ta~· 
""' 

r.Ji9ieron c-n función d_E;>~ :: g~~~º- ·~-~~-:i·-~-~\- ·d~ ": .. ~,d~i.f·ci-?·enciaC{oñ-:' del 

cptt<>lio 9~rmi n01L -· <TAB1--ñ''.~ir;· --=~:-~~-.:t~r;~~~B~~:·'qit~ :~~f~¡-·~e:d~.c{?- e1egi da 

cc:rrespondi ~·!~a a:une· Ei tu;.'\~Í,ón_ f-i ~·i, ol_6Q-.~c-~,~d-~~'{fÚ d~,-:·:·:~~n·s-¡:deramo5 
qu~ -En-:c~~~-~-~;:~·r·~;,P;~, ~ pr.'.:-~-~~~- ~:~~~~~ ~Un\~~:¡:~~·~~~~~~-\··1~: -'~;~~·-·~-~~·J,l~,r t ~~s de 

----.,o:,- • -- . .::.--- -• 

· áv:~-~·~·-~o~-:: ~e~ ::.~~1·ci·i·d .:~"ifcrJ;ici-aci 011 

se- :c{~·~t~ié~~·:· .. ~-:::~-(~·~· '.&nim_alas, 

•t111c~-;t.r.:J el r·l'.1111F?ro df" ,vii.1n""leñ. '-'tiiiz~doS:.·~.ii·.~·~a~-~-~;:::·oaa.d ··:~ar:a_ l:'l 

(: ~t.ndi o' on r-uo51. i 6n. 
_ .. , ···:. '.,.,\' 

la fosforilación o'>ctd&~iva __ ,erl ~'._pr~s.eri'Ct"ii ~Y en 3.4.1. Estudio de 

ausencia de BSA. 
,., . : .. _ . 

La. re~pf 1 ¡t~7i 6ñ -dc· 1 itS -mi tocondri as,.¿~ ~1~~:~-¡ .. ~~-in1itJ."duras . .c.-r. 

~-~-rnr:nc:t a dt"I sust.r :Jtos ex ~1genos .fUe mAs .-i\1 b:i ,;~-~~·;:_:.·!~:::· ob-l.:~:1-li·d~ ~n 
lo:: animalt-,o;, :\d1.tltos (TABl.i• JV). 

·.- ' 

En óe ;ustral:'os Entóqenos~- et.'>" aoser .raron 
- ., ..... ,.:·, ;-

patrón de' la .Vl?loci'Cia'd, de· '/~5p'f"~--~~~'i'ór.1_'c. t;Ofl lu~ 
, . __ «::,_·,.": •' 

S\.•-,t rc3.tos titili::~dos. ·_ Estc:\S 'Var iac.i-onr.::.·· f•tcr on 
' . . ; . . 

o;,··t-i.:.ulrt1·1nr•11lc: import.nnten en el _es,tado 3, dor.dé-,cit ·prc.-;;::-nto .. m 
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TABLA IlZ: 

RFSPIRACION EN AUSENCIA DE SUSTRATOS EXOGENOS 

DAD Olas n 'SA ron ~~A 1% n mol ó2/ mln/mg ~. pr~ éna 1 

11 4.96 ± 1.66 ( 2 ¡" 3.99 ± 1.57 [2) 

14 j;.31 ± 0.63 (21 4.60±o.66121 

16 3,36 ± 1.53 (51 N D 

21 2.06 :!: 1.09 {51 2.87 :t. 0.25 (21 

24 2.59 ±o.e (31 .~2:62 ± 0.74 t2l 

26 2,67 ± 1;32 (71 . 3~29 ± 0.48 (2) 

30 2,87 ± 0.17 {21 2.54 ± 0.32 (21 

34 2.47 ± 0.15 (31 .2.97 ± 0.27 (2) 

40 1.90 ±0.96 (51 1.73 ±o.os (2) 

60-90 1,38 :to.os (71 N O 

H• 4.46 ± 0.16 (7) N O 

Los valores son el promedio .!' lo desviación es1o'ndor. El n~mero de 
experimentos se indica entre paréntesis. 

Hloado. 
El medio de incuboclón se describió en la FlQ. 3. La concentracl&n 
de proteína mllocondrlal fue de 0.6 o o.e mg/ml. 



incrt!mento mny marcado al inicio.de la pubertad, que se mantuvo 

hast:.a los 71 di.as de adad. Posterionnente los valores fueron 

descendiendo en forma gradual a lo largo de la espermatogénesis. 

Este patrón rospi ratori e• fur. más notable cuando se uti 1 i:: O 

5ur:r:inato r:omo et sustrato oxidable <Fiq.10). Los valores de C102 

m~straron r~mbios menores en presencia de malato <Fig.11> o de la 

r:ombinación piruvato +malato (Fig.12). En lo que toce\ a este 

1Htimo, cabe sefralar que en todos los e:cperimentos se realizó un 

control c:ori malato 0.6 mM en a4sencia de piruvato <Fiq.13A>. En 

es1:a misma figura <138), so incluye la difP.rencia obtenida entre 

lcm "alorC'<s de la comhin,"\ción piruvato b mM +malato 0.6 inM y \os 

obtenidos r-011 mal ato O .. 6 mM. De acuerdo con estos r ~"=>Hl Lid os, 

concluimos qnr. sólo dP.spul"s de los 21 di"'~ do edad puede hablarse 

df2 11na respi rnci On dcbidil al pi ruvato_, ya que .:;. edades menores no 

r:o:dste Uní\ rHforencia ~ignificativa entre los Ve.llores de \a 

c~mh~nación piruvato + ma.Jato 'Y los ·obfenidos· co11· el control de 

1.t;il ~t.o sol o. 

Dad:J l.~ cs;:istenr:ia de'l·a LOH--·X en lÁÜ. ''1~itóC-ondri.as de 

t.F.;:.ticulo <?'1,qS,159), como un d8to adiciOnai .:·~~~·_;.:~laciÓn con, la 

v.t.i 1 i ::aci ~n dr-1. pi ruvd.to. se efectuaron at'l)uOoS ~~ip'Crimenlos 

prr.;l i minc-rec:. St?~r~_ la o:d daci ón del lactato ·~~t_i:;w ... 14). EL patrón 

del consumn de Ol<{geno .fue difercn-te a1 :·obtl?ní-Cf~-:cor,-·---1os- Otrós 

su~tratos. Fl estado 3 n1ostr6 un incremr.:nto" conatanl~ hl.lsta las 

'40 di.as dr t?riadi sin embarqo al observar l .::t re~piraciOll debida al 

mr-lato o.n mM, que ne ut:ilizO coP10 anión p2r·me3ntE. pod1?n1os decir 

qut"' el. lc:it""t.ato on realidad cmpo2ó a ser o:·.idado dur:\nle la 

[>'ipr.rmio~t\ne:;:fl\s, cué&ndo lr! LOH-X está pr·a~ontE.. La pnniencia de 
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fig.10 Actividad respirotoria d~ las milocondrias de tesliculo a 

través de la. diferenciación del epitelio germir1al en ausencia <A> 

o E!n presencia (8) de- BS1" ... al 1·1., utili=a11do Gl1ccinato 1:? ml1 como 

e-f sustrato o~:idable. 

<O--Ol estado '1: <o-e> estado 3; ( • ..,.., r c!::piración 

desacoplada en presencia de DUPt:o. Cada punto rcpre~cnta el 

promedio t O.E. de por lo menos 4 experimontos diferentes. Las 

c.ondicion~s c:;perimPntalc-~ se- describen en la Fig. 6(\. 

a La BSA si:' di sol vi O ora e-1 mcdi o dt4 ensayo ilntc-~ de agregar· la 

su~pcasi ón mi t ocondr i al •• 

h El des?.copl ante- ( 100 µM> se añedi 6 dt.u e.nte el 2P es.la.do 4. 
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Fig.11 Actividad r[?spiratoria dC' las mitocondrias de losliculo a 

traves de 1 a di ferenci aci 6n dt'l epitelio gc:-rmi nal uti l i ;:ando 

malatn 12 mM c-n a.usr?nc.ia (t'\' o en prosE'nc:ic-. <B~ ril F5A al 1%. 

:o---.o> t•,.. e!:.tado 4; <.--..>estado 3;· <•---e> ruspir·aciOn 

desc-coplada rn pre~cinc.ia dci Dt.JP. CadCl pun!.o r·cprcscnta el 

promedio de por lo menos 4 e}(pcrimcnlos diferentes :t O.E. Las 

condicionl?s: e::perimcnl?.lC'~ se dC'scriben en la Fig. 6A. La SSí1 )' 

el d!:o;.acoplar.tc scro agregaron en condiciones idt·nlic.a-=. a Jo: de. la 

Fig. 10. 
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Fig .. 12 Ac.lividad respiratoria de- las mitocondrias de tcsl.iculo a 

travt!s de> la diferenc:iaclón del epitelio gorminal utilizando 

piruvato 6 mM +malato 0.6 mM, en ausc:oncia <A> o en presencia (B) 

d" BSA al !'?.. 

<O---OJ .1•.- estado 4; r espi rilci ón 

desacoplada en presenc.i a de ONP. Cada punto repr esc-nla el 

promedio de por lo menos 4 e~:pt:>rimcmlos diferenlC.'s !: O.E. Las 

c.ondicionec e::pErimc-nt.~1011: se dc:.cribcn E'f1 la fig. 6A. la 05ít 't' 

el dn!:.a.copl anlC' s~ agrrn;ii\ran ~r1 condicione5 idé11tic.a~ Q la5 de la 

Fíg. 10. 
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Fi<;1. 13 Al. Actividad r~spiratoria de la< mitocondrias de 

testículo a trav~s da 1 a di ferenci aci On del epitelio germinal en 

presencia de piruvato 6 mM +malato 0.6 mr1 Clinea c.ont.inua.) 9 ) de 

m81?-to 0.6 ml't <linea discont.inuu). 

< O ) t•r- estado 4; (e' estado 3. Cada punto repr cscnta el 

promedio de;- por lo menos 4 e~~perimentos difcrcnlct. t O.E. Las 

con di c.i enes de· c::pEriment.ac i 611 ::e: de ser i be11 c11 la F i g. éA. 

Bl.. DiferPncia rnlrc el Coa c:m prcsoticia de: piruvato ó 

mt! t malato O.b ml1 y E-1 Oci., ... e1t presencia de· naCtlatu 0.6 n.M. 
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-. Fig. -14 Actividad rE>spiralcrla d" las mltocondrla>l de tE>sticulc a 

.tr~v~s de la diferenciación dEl epitelio germinal, utili:ando 

lactato 12 mM ~ malatc C•.6 mM <linea continua> )' malatc 0.6 n1M 

c1:~ea dicconlinua). 

CO> J•,.. e-stado 4; (e> cttado 3. Las condicione~ c:;pc:rimentales 

s.or1 idéntico?s a lt?.~ d~ la Fig~ 6t1. 
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' ' - , -, ' '-~ ·.-

1 ac:t ato Í.l'p~r;ii:e;r,i:;i/t~ibfO)a oxidac:IOn debida al malato en 

rai' d~:·_., ir.'~iéJJi:~~-?~·;=.-~ ~i·.·;i·l1~--~·. ·_E.Stas resultados pen°samos que no 

Co~t1~Y.~ñtEj~-~~~:i~'.-~ -~~;~~:~-~ ·_ el ·nóme!ro de ex peri mentes real i =ados 

i n~¿~fi-~'ieñ~r.>· ·-~--· . 

las 

son 

fue 

. En ln que toca a los cor1troles respiratot·ios_, estos no 

'pa:r,raci ~~en. s~c¡utr un patr?n Clef ini~o~ En todas 1 ~s pr cparaciones 

de testicu'l.o, los va:.lores fluctuaron entre 2 y ll ("ff\BLA 1J). Si 

~oni:.ideramos que c:m las determinacionos no se ir1r:luyó l'1q~+, los 

.•Jal ores obt.cni do& r.stuVieron dentr-o dt?_l rango e~perado. 

Al adicinnar· albll.mtn;;. al m·edio de incubaci'ón,. se observo C"n 

1 ~ rnayori a rit> las· casos una di'smi nuci 611 de la respi r aC i ón dur.ante 

ol estado q, )' en algunas ocasiones; un incremento ~durantE! el 

estado~, sinndo muy not.J.ble este cambio en las mitocondrias do 

' r ~tas prap1\bt1res fFi g. tos. 118 y 128>. Sin embargo, los controles 

rr:"~piratnriC'r. no fueron afectados con si slentemente .. 

Lo!Z voli:ires de lr. actividad de lc1, ATP sintclasd- (Fiy.15). 

fu~ron acC\rds>s con loS' do la t espiri:lción en ol estatlo 3. Esta 

·qun .corresponde 

c:l fr~s·:··~~l·at 1,..::.m¡;nte. rni1= bo Jas; rm l .si· Pdad adül t·a~.,. 

'L~1·;.·-·"::_-, -.·- ... ·. .. . · · en el ~edi~-.d~.,·~~-~~;,:,/ incrementó 

1.í 9~~ª~~{~~~f31tgt;;~:::•\m~:.ª ·la A~P? ~i.1it~f5fü~" .1 ~s . rat~s 
.Pr.n:1~::lhCJ'.Cs/·:.s~r(:é::am_bJ &t·,:_pn·. las dcmAs edftdes. '_E:G:t~s, vd11o• os f:ue1 Dll 

· má::i.rr.rJr;· · E\l ~;t .. i·i'i,i·~~< ·,~.-~~ci'-~~~o; ··-.::en ··;.:~~·~i:~:;;·:~~61rh.:' 111al dlo 

~ ¡.1 ir:i;:;at·6,:·.:.,.··~.: ~~:~~:-:J·{~~d· fu~· menor' •i ~·~-~i_i·~~··:_~~:;-;-_{~:~-~~s li!ls 

e!Ot:•'1i adas. iFi•q .:i5ei . 

y con 

edadL?s 

. ', .. _' .: _.' . 

F;n lt=!'. •mitocondr.-ias de higado, ,~·:!- aéti'Vidud de la OTP 
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Edad 
(Días) 

11 

14 

16 

21 

26 

40 

60-90 

TABLA 1Z: 

CONTROLES RESPIRATORIOS 

Succlnata 12 m M Malata 12mM 

* :1 * l 

4.0 2.66 2.63 1.37 
:t 0.0121 0.66 121 0.03121 ·-.rn 

2.67 Z.50 4.80 1.67 
t 0.0121 -111 -111 -111 

3.23 2.30 2.26 1.63 
± 0.6312 l 0.47(41 0.55141 ll04l31 

3.57 2.44 2.SO 1.80 
t 0.96171 0.63161 0.58171 OA7171 

3.19 2.41 2.45 1.76 
:!: 0.72151 0.63171 0.45161 026151 

3.51 2.115 2.40 1.84 
! 0.55151 0.58151 0.35 151 D.41151 

2.84 2.12 1.41 1.22 
:!:. 0.78171 0.85151 Q.22131 0.08121 

4.34 11.27 4.06 6.18 
:!: 0.67121 0.96131 .1~6121 0.61121 

Plruvato 1 6 m M) 
+ Malato 10.GmM) 

* l 

2!14 1.76 
0.65121 0.09ltl 

1.75 1.07 
0.08121 -111 

2.62 
0.62141 

1.58 
o.18141 

3.28 1.76 
1.01161 0.22(51 

2.67 2.68 
0.65151 0.64161 

4.10 2.03 
0.64 141 0.56141 

1.94 2.90 
11.37131 0.45141 

12.65 3.25 
0.15 121 -111 

t ~~ g.~;~~~/g ~: ~H·al 1% on el medio de Incubación, on las 

~:~d~¿r::,•s d,e~~ll:~ª:ro~~dl~ ~~~- :Ú~ero de experlm1n101 Indicado• 
entre pare'nte1t1 :t desviación estándar. 

o HIQada. 



Fig.15 Actividad de ATP sinlet.asa a través. de la diicrcnciación 

del epitelio germinal en ausenc.h <Al } en prescnc.la <Dl de BSA 

al 17.. 

La actividad Se calcl.lló a partir del Oc.Ji en el eslado ::S,, y 

d los euperimr.ntos preser·1lados e11 l~ li:ts Figs. .. 10, 11, 12. 

( •' actividad en prcsPnc.ia de t>Uccinat.o 12 n1tt; (6 ct.clividad en 

JirtHic-ncia de mat.: .. t.o 1? mM; <a} 8c.li'lidad e11 pr e:~e:nc.ia de 

piruvato ó n1M + malato 0.6 mt1. 
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"' ,~ . -. ,. · .. · -

si ni: etas.A '; f1.ü:• ;".~. má~-:.:'·',· .. ~~~~~,: en -~-~ ._Pr.~~~nc:~_a· de mal ata. de ananora 

conqr.~~n~~-· ~:·?~:':~ · Corisu"mo de· o>rigeOó -r.ibtenido en estP. ''iit.tema. En 

prC:ip.or~-f-~·~:1:.': 'n!_~n~r., sP.- obnr:.•1~·.ró lo_ mismo con el piruvato. 

La or~E.e11cia de alb1\mina no modificó consistetilemente la 

relación l\OP/O el lo 1 a.rr;m de 1 a espermatogenesi s (TABl.11 VI), y se 

obtl~vieron vi\lDrP.s de acunrdo con los 5U3tratoG utili::.r.1dos. 

3.4.2. Efecto del 2,4-dinitrofenol sobre la respiración en 

ausencia y en presencia de BSA. 

En au~c-mc.ia de.· t.ISA. la velocidad de respiraci 6n Uesacaplada 

f1_1t'!1 menor· en las P"."'~parac:iones mitocondriales de i-.;,lC\ iJ.dulta 1.:on 

r.11'"\lquiera dei lo~ tren sustratos uti 1 i;:ados. En pr·ns;oncia de 

~iuc:c:inato ~.o ~btuvier·ori •.aleros muy bajos en las miltJt.ondrias de 

.-1·,--n-.-=idÜr-ci-:;;:~E-n,_ ~--~.!(.9~\e e1· vt\lor máximo corre5pondiO a Jos 14 dic:ts 

tlr .::od.ad:'.~(Ffg~~ú:JA>~>/L.a -p-r-e:i!ncia deo all1(1mina on- el-' medio-de ensa)·o 

r:espi raci.6n dc:s.:.tr:oplada. 

y 

l:'C·'f,_r.·en~,i e_r~.~~:~ c;f ,~du·~_i .. n:e.~~c:~ hasta i lega.a:-, a'.1.·:·cst\JdO: ... ~dul ·Lo~ A pss.:..r 

i:t~ ··_q~1~/"?l_·;::_,;i'.!-.~.?:~~~:.~~.::~-~.1 :)~~~ ... ~obre · 1 a ~-~~pi~~-~ i ?ri _{·~:~: ~:~¡-_., 1i,-~-.. • I .1.tor· i o, 
-

\-;11.~ -:va1 -~·r:"F-~- .. f-;-,·~~·c;rr: r~i·a1· r~:amo~1t-e "rfu~S"' ba· iOS' q~,~-:·iei!t~oi.>.t~rt-ldos en 
·':1.< -

.... ·:sC'.?n·ci--iJ··:·-~~·. ~,5·,k;.:~~·¡/t.6d'.~~ >(~$ ·-~¡lade·~· estlÍdi c:id~s· ·:iF1 g >:i~r:) .. 

F;l Útl Ü~,:;;:.\\'111'á1~.f~,· <•l DNP l nc:1·emei1t6 1 n to01a')F\rmige110. 

F:;,t ~7;.;;;~;¡~~r~rr*~r~·-(?.'i>uhEirtad. '(J'l g ,-17Á ¡,~-~;, r!s.~ º"'•crem•m tó 

1 i-• ·_,el ~~/:h.~~,,;:~~-~~~;·'.f~,~p)'~a~'i.~Í1;_ ~·6Sa~·opl i!Ll~ y m~e ... -~··~e:nt.·:~- la~ valor l:S 

con un doct·cmonto 

pr t::scncia 

ln vclot.idi\tJ 

'29 



TABLA :ir 

.• VALORES DE LA RELACION ADP/O 

Plruvato (6m M) + 
Malato (12m M ) Malato !0.6mM) 

Edad * * (Olas) 
\ 

11 ¡¡i. 3.22 2.32 2.84 3.22 
;1:0.E.• o.to 121 0.72121 o. t2121 0.10121 

14 1( 2.28 2.28 2.38 2.26 
;tO.E. 0.03 121 O. t4 121 0.06121 0.24 121 

16 ;¡ 2.21 2.06 2.89 1.97 
;!:O.E. 0.27 141 0.31131 0.52 (41 0.24 141 

21 x 2.99 2.05 3.07 2.42 
;!:O.E. 0.51 171 0.35171 0.55151 0.38 (71 

26 ;¡ 2.84 1.92 3.25 2.31 
:!;O.E. 0.51 (71 0.40 (71 0.66 (71 0.61 161 

40 x 2.85 2.19 3.03 2.53 

;!:O.E. 0.39 (51 0.52151 0.13141 0.37 (51 

60,90 i 2.48 1.88 3.70 2.17 

:!;O.E. 0.28131 o. 33121 1.10151 0.51141 

H~ ,¡ 3.50 2.55 3.13 2.64 • 

±o.E. 0.72131 O.O& (31 . 0.19 131 0.50131 

* En aurrenclo cM BSA. 

l En pre1encla de BSA <11 l'JC.. .. HíQado . 
Promedio ± desvlo~ón ·.estándar. 



Fig.16 Ef:ec.to de diferentes ccnccntrac.ionet. ·de DNr· sobre la 

rcspi r ac.i ón en nti t.cccndr i as de tesl:l culo a t.r etvt:s de la 

diferer.ciación del epitelio germinal en auscnci~ (?'tl o en 

Presencia <Et> de- BSA ~1 1-..:, ulili~ando como E.uslralo oxidabl~ 

~-L•ccinato 1? mH. 

<O~ 1•,.. rst~do 4. DNr-: <~;10µ1'1>, c~~S<.;µ.H>. <ll;tt:iOµ.l't>. 

C:?df! barr· it i ndi e.a rl pr om1:dj o de pcw lo mc,1ot. •1 c::pcr i n1c,1los 

di-!crenlr..: t C-.E. Las c:.ondic.io11es de ci:pcr imcnldtiOn son las. 

r.-r:.pc::ificrida~. C"rt-la Fig. 10. 
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Fig.17 Efecto de diferentes concentraciones de DNF sobre la 

respiración en mitocondrias de lesticulo a travós de 

diferenciación del epitcl io germinal cm ausencia <A> o en 

presencia <Bl de .BSA al IY., utilizando como sustr&to ottlda~le 

mal •to 12 mM. 

<0> 1•~ est,.do 4. DNF'1 <G;IOµMl, <~¡50µMl, <.;IOO,t.1Ml. 

Cada barra indica el promedio de por lo mer10E. c·i:pC?rimenlos. 

diferentes ± D.E. Las condi.ciones dE: e;:pcwimcnl&ción son los 

ospeci~icada~ en le Fig. 11. 
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respirar:ión dP.sncoplada1 ~obre todo en las mitocond_rids obtenid3s 

r1e animale!13 adulto:¡, sif:"lndo comparat tvamente mas altos que los 

obtenidos ~n su ~usencia :Fiq.t7>. 

Por 1Htirno, en pres~ncia de piruva.to 6mM +malato 0.6 mM, 

~"unque la tcindancia del patrón de! respiración fue similar al 

~ncnnt.rado ron los otros dos sustratos, el Df~P mostn~ un efeclo 

c:lHramente irohibitorio sobre la respiración a roncentraciones de 

~n y 100 µt1: si.n embargo, a la. concentración mas baja utilizada 

110 )JH1. ~.o observó una pequeña estimulación sobre el Qo2 bas.il 

<Fiq.18A1. 1 a respuesta inhibitoria desapar~ció cuando la BSA 

est.uvo preor..r.nte en el medio de ensayo a todas 1 es concanlr·aci enes 

L•tl 112:adas rl<'l ONP CF!g. lBBl. 

SE" ob .. u\10 un mejor índice de acoplamicnlo 11 q 11 <Flg.lq) en 

) a!; mitoc~nrkias de ratas inm;,duras que en las de los anirnal~s 

~.d1.1l t.os, en i\LISCnci ~ dC' B:-1"\. 

La adición d~ DNf"' en presencia de lactato 12 1nM +malato O.ó 

~"'I,, produje; también ltn 1:.h:•cto inhibitorio ~obre la. r::-o:;;pira.ción 

'TAPLA Vt; l ~ rdn .:. .. i1b.~rqo. n11evament.c hi?y que considerar eslo!S 

t·r..-;11] tadoc-. ·-c1.~o prF?l i mi nr.tres, dado el bajo nüm:?ro de -..: .. i.:.es que !la 

l-:~e.J \~ó f'."'H•Jn -:•1'.peri1neonto~ 

3.4.3. Actividad de la citocromo e oxldasa. 

En v'i!"t.n d·:o que loe; datos obtenidos en 3.4.1. y en 3.1\~2. 

r.n.; sugirieron la exist.1;.ncia ele un proceso do di·ft.1renciación 

funcional •tr;- la fnsfc:irilaciOn oxidaliv.:a en las 1nitoct11tdrias de 

t·~=ticulo. decidimos dntermtnar la ar:tivid~d de lc.1 r:tlocl"'omo r_ 

t.?S el l\1timo intermr?diñrio en=i1nát.
0

ico en la 

i- • .\d[ma tr-r\n~rJortador a de ~l eclr ones. 

Comr, p11~de obsr:rvCtr:~ en ld. figura 20, la actividad de cslet 
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Fig. tB Efecto de diferentes concentraciones de DNF· sobre la 

resplracl6n en mltacandrlas de teslicula a través de 1• 

di.f'er"enciaciOri. dc.-1 epitelio germinal, en ausencia CA> o en 

presencia <Bl de BSA al 1%, utill:anda como sustrato a><itlable 

piruvata 6 mH + malato 0.6 mM. 

101 1- etitado4. DNP: 1!3;1oµM>, <~;5C•µM!, <.¡IOOJ.ltll. 

Cl'di" b.-.rra indica el promadit.1 dC' P.cr lo m[.'nos e::pcr i ment.oc 

difl"rentes ± D .. E. Las condiciones d~ e>Cperimt:nlociOn son las 

mi!.mas de lv F'ig. 12. 
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Fig. 19 Índi°cE de acoplamiento ºq", calculado segón se indica en 

la Fig. '1, a P"rUr de los dAtos de las Figs, 10, 11, lb y 17. 

(O) valores en presencia de succtnato 12 mH; <~> va.lores en 

presencia.de malato 12 mM. 





TABLA :iz:rr. 

EFECTO DEl. 2,4- DINITROFENOI.. SOBRE l.A RESPIRACION DE 
MITOCONDRIAS DE TESTICULO EN PRESENCIA DE l.ACTATO: 

2, 4 - dlnllrofenol 

EDADIDÍOs) IO¡¡M 50¡1M 10011M 

(nmol 02/mln/mQ.prot.l 

26 6.25 1.08 1.39 

34 7 ,68 6.25 6.12 

40 12.62 6.33 3.84 

• l.oclato 12 m M. 
El medio de inCubacióñ se descrlblÓ en la Fio 3. 
La concentración de proteína mltocondrlal fue de 0.6 a 

o.e mg/ml. l.a ruplracla'n en •I estado 3 u mldid con ADP 
a uno concentrocidn de 0.3 m M 



Fig.~O Actividad de la citocromo e onidasa eri la.s milocondriaL dt;: 

tP.sticulo durante el desarrollo del epitelio germin~l. 

Cada. punto representa el prome:·di o de por lo mcnoE 3 

e?:perimentos di fl?rentes ±O.E. La técnica emple-ado se describe en 

la sección de Ml\TERIALES Y METODOS. La medición •e rcali::ó a 

25°C, en t"slas condicirmes la conc:entrac:iOn de o::ígc:110 en el 

mc:-dio de inc:ubaciótt fue de 166 µM. El n1cdio de- incub.:..ci611 

ron!: i $li ti. dr: KH~Po.,. 50 n1tl, EOTA 1 m~'' as.c.or balo 7 n.t:, ci toe.romo 

e- e'5 µ11, TMF·D o. 7 mM. Las mi locondri ~i.::. !::.(" agr cgar ort dc=:pués de.: 

diluirse con 1L1brol al 1~ <10:1>, y la conci:r1lraciOn de.- proteína 

milor.:ondric;1 tn e-1 medio de incubación 1ut: de.· 0.6 a f;.6 n1g/ml. 
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P-nzima ~ue máwlma en las rrttas pr-epúberes <ti-14 días), descendió 

br1Jscamente durante.' ta pubertad y después di sminuy6 gnJdualmente 

hasta lleg~r Al estado arlul to. 

La difc:·rerv:ia tan ma.rcAda tmtre lai~ pendientes net..1d.tivas de 

los distintos patrones arriba. descritos~ suqi~rt? que durante la 

O!"p1?rm.:itogflnf~si~ sr. llcvn a cabo un proceso de difc:rcnciaci6n 

fun1~{ cnal dr..! 1 as mi i.oconrlr i as. 



4. o 1 se u·s 1 o N 

El estudia del metr.bolismn testi~-~\-~~-: es:~.S:~·niP.l.~j~~. va que_ cm 
•,.¡·, · .. ~-

r. i:. t.~ órq~110 se encuen.lra , .P·r:·.~·~'-~-n~~~, Un·a -:~;:#~Ob1 ~ci Ó1i celular 
._,"'.. -·:,e 

hetnrogenea. que no s«l n inv.~(U<:'.f.~i(: ·a\f-á:~'.:'C.·éiU{'~-~-~~ .do-1' epitelio 
.... ·- - . - .. ·~;~·.·;;" i'. -~· .• ,: -~'~- ,,, __ . 

qerm_i.nat, t:lno también.a las ~~-~:~~\:~~:d·e· .. sert.'Oi(:\:.~-Y~1;·1·a3 .:célul~~ 
- :-e,~~' - ,-;, ·- ; ·' 

dc1 tejido 1nterGt1c1a1 .(/._~-~-~~:::::;{~E~-~{:-~.~Pi~~~~t~-~\- ~:·vi·r1 ·vivo••, e1 

m~t abOl i sm'(; tf:ist i cUr ar~--,-~ SI?·!,, --~~~~~~·~=t'~:ri~;b·A~tb:,_:~~:,. ";:-~b:í-,(~01 · ._·_hormonal 
'';'. \ :- :iF ·' (; ,i.· :_ -:t.\,:~·;.'.' ' · , . · 

, t·el acionado_ :.=-:p_i<1nCi1:{a·(ment~( 0 'é6~, .,~'1 a»~ ~i.::_;.~-~rladotrofi na5t 
! • ,•.:\; -~ 

por: al st-r 

Es r'H:'•cesariO· 0 -constderar- e~ta. comp_lejidad al ariol izar 

ritalfluier eo;.t":'~io -~obre?" lns proc:nso·s implica.doa ert c-1 111etaboli!i1110 

rr;~1~gétÍ.c:o,--:de1 .. ·cui\l ·d0pr.nd9 la supervivenr;ia v diferP.11ciac.ión d~ 

1 t~s_:. c~l.lllri::.-.·0t;Jrrmina_ll'p. ~de~A~., en el ca.so partic•.llPr de lfl!:i 

-·pr·~p:'9~~~~on~:i .. ·':'·~ilJ::adaS !O'l'I este estudio, no hay f1Ue olvidar G~•e 

fr ~cc:i ones mitocondriales e.un 
- ' . . .. ' ,' 

r..,nt;\m1na~t·º¿r1 ~·.,,ar:irlble? de reEtos colulareCJ., especi ~\mente de 

r ... ·P.q!nent.a.~ rlr _-f 1 ag'r.~o~" pr oveni L~ntes .de 1 os i;;-~per11 .. ~.to= t'i des )' de 

1 a!=--,e-spc>rriié.fi ct,~-t'"•rdi3s~ m·1_1S:s __ :?da\r1f'?_r.; ~I~_s _¡.\v~f1:_adas. Esto se h.:L 

nv\dcnci ado .r.-n micrc,·Fotoqret.f i ss de tr.J.baJo~-. t!nlcri nreo:; real i :!udou. 

en nstP. labr1r:ltorio <151). 

Se ti':' .-::~ sc1Jt ido much~.., acet"ca de 1 os proceso!'.i :- ~l ac i onados 

r:-:.111 1 a obte11c:i 6n de enercH.a. durante l rl espermaloc;¡óne~i s. Al QLtT•:'l!:i 

rmcJrgad.~ dr:· la pro•iw:cióri de la mayer parle da }¡,1 e11L·:rC1ia p~rr\ 
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lns M7, BB;·J 23, 125,156> > que 
-·' - - ~ --, . . ~ ~ •. 

atros· -a-rtrn1é.i1 qU~· P.n éÍ:··me'cS:ríismo'.:de_1'a: ·f~-~f·¡,r-__i1~ac_~ó11 _ouidativa 

I~ ttncarg~~a .. de . apoyar· en mayor grado estos 

<37. 44, 48,111, 140>. 

En un trabajo anterior de este l1,l.>1~ra"t.ori'o ··<l_5q_, y en 

trabajos- 'dF.t otros· autorpo:; (44,98,99~111), St!-demost1·6 que est.as 

~~ tO~on=d~.-~-,i-t;; · .J. Pr.9ar do que su morfo) ogí a es di f ercmlc a la que 
"' .. -.. 

l>~esent.in:'. 1"" d" hic¡ado (3,41,96,99! <TABLA I>, non capaces de 

·produé)r._._1rre.~~ .. ~~a_G.~ mecani 1:7.mo da la fosforilc:1.ción o:tidCt.tiva. 

· ~~-En·(- ~l gunos estudios realizado~ con de 

.di~~~:~~~:~¡ s~,¿~i,-~~s ,~ 50 ha sugerido que durante su obtcnci ón, 

~poc¡Ü:~)~:-;:~li~ :t~ufréu~ daño, debjdo al tratamiento físico'{ mecAnic:o 
··.-.-, 

itl- ""r.t!-~f:~~6ñ -~-:tPüestas;· como rer.ul tado da esto, una pct.r Le de el 1~"'5 

:.r: ,.,.r,é,~Pnfr·!1 _P.n .cÓndiciont:s dr. desacoplamiento, con lo cual <Je 

a:e::ol ora -.,.tt. veloci.~-!ld ~~ f-espír~ci ón <38>. E~te fanfJ111enc.1 se h.:.. 

r.1b~~rvadn ~C\hrP. t~iio. en. orgar\~los· muy l~biles, · t:ile·~ como las 

1i.it.ocondriL":. rln tumorns de·-·ra.ta'y de n.tl:ón d36L En las 

111i t.ncondrl~s dFt .tr-is~.iC:ul_o de rata, se ha iritcrm<':'do que la 

.. \c:t.ivi.dad ic- }¿· ·,'iTPa·"?·a presenta c:icr lñ~ carc'lr:toristic:¿,s 

Fl'?C:Ul i are~ ~ \~~~,)22('~- -.. ~Ur.!_más, se ha sugea~i ritJ 1 c. posi bi 1 i dad dG 

·:iuc _la _r~6~L~_.-~~;'~f~·:~~;;·---~.1_; t:l"Pasa. r.st.e l m:amenlci unida o. ja membt·;r.11a 
-- - -- ---- --~ - ---......,.-.:.... -ó-::_~~;_:-...c:~"'""'~-'.. __:_ . 

1ni t_rlcon_~~:\~.~-:-'_;·<,~ftt; .::·p_~i:-,', ~o_ ~~i:ito" _e.n e!:: fas Piep;t.r.ii~i 01&<.:i! no es dt> 

r.::_1 r_nff~·r_.'.fÚi~._·;·: h~.:~~~~-~~:-~~-~-~~~¿-.~-:· u"a buena p.:\rt_o de El l ~~ us i=ncuentrmt 

.:fe.-:tii::opl c.d~:~ ~~ · -'' Ño_<-~hs~~-n· .. ~·c- _ ~s.ta ··si t•~i:!c i ort, 

tr.1hajo --·a·p~~hi~?-':=c.v'i·ciE:1'ici as: nribra· -r~t 

los: rcsultu·Jos diz:i e'!le 

func:\oru~1.Jit?11lo de la 

f<><;for:l\.,.,,'lln ,;;;,ci~~-~l:.r~ ~~las mÜcii:cin:lri"s d" te~l.i1'L'1 ''de r•f..i 
,.;¡ l' ~vés dt? 1:1 mi.duraclón cte~ la gónada. 
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Bucci ~· ccls,(141, han reportado que el tiempo de 

1na:nipul~t;,i~On t;I~ los ttsstículos de ratas pequeñas <hasta los 21 

dlas aP~·b;:{~a~~m~.ri~~'-»,- hilC:P. qu~ SC' redu::ca la viabilidad celular, 
·. 

-con. lo-_cUeÚ ~s"relativa lct interpr~tación de los 1~as:ultados en 
>;'.- »,' 

'loi;:~eStudiOS ~.~oquimicos. En nltestro caso particular, el tiempo 
'. 

do:~."'"~-p~lilci.On fu:e considerable en las ratas de 11 y 14 dias de 

· ed~rt,--.'clondc- SP. utilizó un qran número de animales <TC\DLA 11). 

t\•.mque no podc:::1nos. et<tr"polar lo que ocurre en las células 

cnmplet.as a lo que pueda. sucE!der en las mitocondrias:o el tiempo 

erl.f:re 'P-1 5.";'4.r.rificio y la .ncdición del ao~ no_ fue mAs al l A de 

lo~: límites repprtados como óptimos para ev-itar'-·ta,mu~rte-de l·as 

c~lulas germinales <5-6 hr~.) C14). 

Estud.i oi::. real i ~ados c:on e~permato;?oides ~n_tcros ('/1, 99, 123, 

1 49> ~ con ft·;iqrronntcu·. de 1 eo regi 6n media C 111) y con 1nj Lucondt"l dS 

hct11 detlio.-; tr ado una 

.-; ... .:\n i:a.pacidad o:~iclcihva :-t<;ociada cor1 una fcsforilaciOn eficiente 

1tt i l\z¡\ndo ·.uccin~to, malat.o y pi.ruv.!lt.o,, que o;.e h'"' .-islo son los 

1 .. ::+:t.bolit~-.-:. del r.ii.·to dC" los Ac:idos trica1boxilico:.. que 111.).s 

r:nntrtb~)'Cft 'l.a obtención del t\TP en ~st.¿15 ct-lul.td <ll t) ... 

En l ~ ... rr.t_r:ar:t~ri ::ación de nuestro si 5toma. 1 os v .. ·d ores de r.:.111 

':'p;irS"'rits mr"~tr 3ron una co' i ni dad del ADP en l .1s mi tor;ondrias de 

--tC.5FfFlir'¿o -¿.-¡-;;¡-ifefr -a lcJ r1r:?l hiq~,do. Martino y r..ols_._ (_'1_8,9•7.•, 

rr.·pni-'tS:ron un Km dc·l mismo ordr.n dr:- magnitud en nlt tocondrius 

te~t(culo ,ariulto, dcindc la c:ur._.a de ~at:Lll'id~\~n ~'.!.·Similar a la 

ot"itP.nir1.i Pí.'I:"" 11osof:rf'-r.,; :.in embargo. o diferCnc:ia de nuc~tr·as 

1.rindicionPu.. r·~o'2 !tutorr.:is incluyeron BSA al· D~ en el. 1~cdio do 

ctis\amiento do \3;, mitoco11drias. 
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En relación 'con la elección de? los sustratos o>:ida.bles para 

fue necesario descartar al 

glutam_at.o, que-,- es' .Usado .frecuentemente en astudios sobre la 
_..,-, ::''· _·:·: ... '-

fosforilaé:lóii· oi(i.daÚvÓ. ·en mi toc:ondr i &!3 de diversos tejidos, 

<leshi~~º-~'e'.11as~' gl.uÜm!ca <GDHl, asi como la deshidroqcnasa 

~'-pH:ib~tltic:~"· <,13 "Oll-BDHl, tienen una actividad espec;fica muy 

·.·~~·J~t:· de· o~07 y 0.05 nmoles de NAOH. ·fOrm~do/min/mg de proteína, 

.. -~~~S·~~~t:i~amente <BS>. No es de e)(tr'~iár'~::.P?~·-1c; tanto, que en una 

s-er1e de- e,tperime:ontos prel iminar~s· l l~v-ados:_ ~ cabo en nuestro 

1 abora.tOri a, ~stos sustratos no· Sustentaron· -un 002 por encima del 

corrcspondinnte a_ 105 sustratos endógenos. En cambio, se sabe que 

la SDH es -la deshidrogenasa más activa en las mitocondriai:. dE! 

testículo <0.78 nmoles de NADH formado/min/mq de proteína> (85). 

Además,. tainbitn .se nabe quo esta en=imu se encuentra fuertcmonle 

adherida a Ja membrana miloéondrial interna (87,129), y está 

a-soc{ada· ·con ·el sit.!o 11 de la cadena transporl~dora de 

F'eterson y col s., reportaron una respiración 

~\.,me~'tacfa ~: s:r:i:·e.sperm~to:oide.; de humano ( 123), y. :según nuestros 

---·~·.··d~t.o~-~-:_-;~·~í) ~~J-as~'-_._._mitocondri_as _de i;est_~culo l·a Situación no es 
·,' . 

. . ·:.~i·f ~~~~t~_;·. in~-lusi ve, en espor.matozoi~es - ~E7-. epid(di mo de bovino, 

se ha µo~:~µ~c>'.do qu~ la fo~Torila~i6n:.-a nivel ."de sustrato por 

me:dlo de la ·.succ.inato ti~cinasa es ·su-fic.ient'e ~~ra mantener una 

moti 1 i dad n1odcrada en el f_l agelo._ fj.~'':·pe&ar. 'de _tener bl aquea.da 1 d 

cadena respiratoria ·con r0t8non~ (_~1, f._40L; 
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Nuestros datos y los d~ otros autores (50,99, 123)_, muestran 

que el succinato es el s~strato que apoya en mayor medida la 

respiración. Sin embargo, es de hacer notar que el l<m aparente 

que obtuvimos ppra el 5uccinato fue de un orden de magnitud 

.superior al del sistema hepático. Esto se reflejó tan1bi~n en los 

valores de la ·.,..elocidad má::ima del Qo:or en el entado 3, que fueron 

Un 50% más altos en higado que en testiculo. 

En cu~nto al malato, pudimos comprobar la baja capacidad 

ottidativa que presenta el hígado, a diferencia del testículo, en 

donde se ha descrito una isoenzima málica e9pecifica cq,94,117>. 

AdemAs, la actividad de la deshidrogenasa mAlica es alta en las 

mi tocondri as de testículo adulto C0.70 nmoles de NADH 

formado/min/mg de proteína> (85). Con los valores de las 

mitocondriEls de hígado, como era de esperarse, no se pndo 

calcular el Km aparente, ya que mostró una pendiente negativa 

en la gráfica de Lineweavcr-Burk <Dato no mostrado>. 

La presencia de malato 0:6 mM fue indispensable para obtener 

una respuesta lineal del Oo:z en la oxidación del piruvato, al 

igual que lo reportado por Hutson <71) y VanDop C14q) en 

espermato=oides de epidídimo de bovino; en ese estudio, lo 

utilizaron ~ una concentración de O.B mM sin que interfiriera en 

la oxidación del piruvato. En éstas células, previamente 

permeabili=adas con el antibiótico llamado filipina, se reporto 

que la 'lelocidad de respiración en el estado 3 fue la misma 

cuando uti 1 i =ó 1. 4 mM o 10 mM de piruvato C71). En las 

mitocondrias de testículo la saturación del sistema se alcanzó a 

partir de una concentración de 3 mM, y en hígado de 1.5 mM. Los 

valores de f(m aparente fueren del mismo orden de magnitud para 
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ambos tejidos y cercanos a lo~ valores de Km reportados en otros 

trabajos para la entrada del plruvato a las mltocondrias de 

h! gado, que van de o. 6 mM < 120) hasta 1. 1 mM (59>. Dado que la 

velocidad de entrada del piruvato a las mitocondrias hepáticas, 

segun Papa y r:olE. <120> es dD 32 nmoles de piruvatolmin/mg de 

~roteína a OºC• no paroce que el translocador sea un .factor 

limitante para la 01ddac:ión de este sustrato. En nueslras 

c:ondiciones, la Vmá.>t de Qo:z a 30°C fue de 32 nátomos de 

oxigeno/min/mg de proteína en hi.gado y de 25 en testículo. 

En cuant.o a los desacoplantes, habitualmente sus acciones se 

deben a qllP. median la transferencia de protones a travós de la 

membrana mi tor:ondri al (prolonóforosl, >' di sip"n el /1 pH y el /J. 't', 
componente:. del gradiente electroquímico (110>. Asimismo, liberan 

rl control respiratorio y estimulan tanto la actividad de la 

ATPa~a sen~:iblc a oligomicina como la respiración, e inhiben la 

síntesis de nTP <t4q). 

En un trabajo anterior eñ este laboratorio, se dc1nostrO que 

la nTPasa mitocondrial de testículo es insensible a los agentes 

desacoplantc:-. clásicos <FCCP y DNP> <152), aunque se obtiene 

cirrta estimttlación cuando las mitocondrias se preparan en 

presencia BSA al l'Y.. Se ha encontrado e:. La miSRlcl 

insensibilidad hacia c::·l DNP en ciertüs c~lulas tumoral ~s 

(7~,78,121), en hiqado fetal de rata y en cerebro adulto (65), a 

menos que l;.i.; mitocondrias sean aisladas en la pi-esencia de BSA. 

EstoE ~~llazgos nos llevaroñ a estudiar el efecto de los 

rtcs,;r,.c:opl ar1te;.; 

tei::ti.culo. 

sobre la respiración en las mitccondrias de 
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En prl!l"ienci a de succinato o de mal a.to, al c:ompara·r las 

r::urvas dósi ~.;-respucstn para el DNP y para el FCCP sobre el 

consumo dE' r:'~i.qeno de mitdcondrias preparadas sin y con BSA, fue 

'°'.'Vidente q•Je en las prim~ras la estimulación de la respiración 

basal fue mucho menor que en las segundas. Esta obser·.-ui:ión pueda 

i mpl ic:ar q1w en ausenc.:i d de al bómi na, 1 as mi tocondr i as de 

testículo estuvieron pobremente acopladas y que la pre~encia deo 

~sta mejoró t5u estado de acoplamiento. De hecho, los índices 11 q 11 

dr~ acopla.mi r.ntr.J fueron ñcnrd.es con esta interpretaci 6n, como lo 

e~, i. :,mbi én ril grado de activid"-d de la t'\TPasa en presencia de los 

desov:oplant"t;. (152). Aón más, c>:isten evidencias que st.1gieren que 

E'l hecho dr:- 1ue las mitocondrias testiculares tangan por lo menos 

uno11 pO:rte df".' su ATPasa la:: amente unida a l "-\ 

J.UedP. rcnu.lt:ar eri la e:;i~tencia de cierto nümaro de canales de 

protr.tnes CF,3 ~ abiertos (152). A tr-avós de ellos podr.ic.1 Uarse un 

Flt.1,io de pt i'ltones ül ~nterior de la mitocondt·ic:.\. con ul 

c:on;,ecuents- r.nlapsa del po~ancial electroquímico. De alguna 

ri1-1ncra .a•.~n 11-0 ·definida, pareceria que lcl albúniina ~Jerce una 

p~9-i:er:"c_l f\n rr?nti·a P.sf:e eliJf.~do de apertur.3. da canal as de proton~!:i~ 

~r>- 3tii Q,u~:- h.:-.ya !lido c~pa:! da incrementar lc.l sintt!si= de ATP, 

r.ie~ida dlrf~ct..l:lmrmtE- por la incorporación t.Ja ·"'='Pi a ld. posicionY 

- dP.l ADP <1.~1:'..~_ 1 de propiciar la. respuesta de la ATPasa .,, agentes 

ties~c:oplar,tf'•~ (157>, y d-:- afectar la n~spiraci6n y l~ a.cti'llidd.d 

de la ATP sinteta.sa en les experim~ntos informado':i en este 

trabd.jo. 

AUn c.u~r.do el efe-r:to del DNP sobre lae. mitoc.onUrias de 

'.i:•rt.ículo ~w.· limita.do, las concentraciones'" las qLto ~e cbser...-o 

J;, ei:ttimul.n:ión má:1imc? de la. respiración fueron similares a 
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aqudllas reportadas para otros tejidos 000 µMl CB3, 1lé,144, 14Bl, 

asf come P3ra·es~vrmat!r:i::.oides'enteros o fragmenladu~ (71,111, 

1501. En c.ainbio; .. ~1 utilizar F'CCP, 6ste no llego a iuhibir la 

resPl.raclón, a'pesa.r 1Je hab~r utilizado concentracior10~ del arden 

d~ 10-•M, criando .que~cn mitocondri;i.s de hígado de r·ald. se ha 

reportado col'fla conr.:entrnción rl~ estimulaciOn máHima media 70 nM 

Además d~ l"'s acciones de los detoacoplantes sobre la 

foc;fori 1 aci {in oi: ida ti va arriba detal J ado!:i, también se ha 

informado pueden llegar a inhibir alguncH1 

r.1itor:ondri&1lt"'~, tales como la /3-0H-butirato dcshidroqQ11asa y la 

in.?l .:\to de~hidrcgena~a (157). En particul~r. ~e ha rcporlado una 

~stimutacióP do 13 actividad de la piruvato de~hidr·oqr:onasa l?n 

¡r.ttocondri.at. dr. higado (1-1?.>. En las mitocondria~ de te&tículu, 

ne._ sabemoh d~ la is.xistenc:ia de .:-lgún trabajo que TJOS .i11forme si 

~c;t-.r5 en;:imnq. _se VP'l aFec .... 1das en su a.ctivida.d. LC'I que si Sd.be1r1o!EI 

· ri;pir~ci ~r. ru"a.nd,, s" .adicionó DNP al m~dio de inc.ut.Jac1ón a 
--

Pll.rtir de- 5 -;',-'10.:._,.M; Est.a misma observ~ción se hci rHportado en 

"'c¡pcir;-mato.~c~_i.~rl~--d~ .. ~pidíriimo de bovino (107.150) y en fragmentos 

dr. la'<rei'J.i(i_n ~tid~.!.i del P.npermat.ozoide· C111>, .utribuyónrJose e::lc 

rtil"l(unP.r,-t;· ___ -~-t:~--'·ín-a inhi bici t-11 del si stcma trun$PS'f ta.dL;r _ 9C"t _ pir_uv.:.d o 

mismas caracterislicaP se han dr:>sc:rito 

'.fli_t:C?r.cnrl,. i .. '·: de. te~ittdura!i <12>, de ctHüla.t: lumurclee. (137> y en 

c.~ri t-.roc:Í ~:o$ hLi;nannn <SS) 4 En C!stos si ~t-e111dn, J.demc'.a.:., se ha 

•:.\·r:i·.:-ridO \.· presenc:ii' ~f' tm l\C~rreador comün para ul lr.ansporle 
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efecto del ONP sobre la respiración en la presencia de lactato 

comparten 1 as mismas c~racteristicas sugeridas para los 

anteriores sistemas <TABLA VII), en donde se observ• una 

inhibición de la respiración, al igual que sucede con el 

piruvato. En cambio, en las mitocondriaa de hígado ) de corazón,. 

so ha observado que el inhibidor del transportador de piru:-'cito 

~-ciano-3-hidro::ici namat~~ inhibe la entrada del piruvato, pero 

no •focta h entrada del lactato (59,60). 

En mif:or:ondrias de testículo observamos cómo ~ste efecto 

inhibitorio del DNP sobre la respiración sustentada por el 

piruvato desapareció en la presencia de albUmina, tal como oi;:urre 

en los oritroci tos humano& (60) al utili:::a.r un inhibidor 

enpeci fico del transportador dr>l piruvato < OC -ci ano-4-

hidroxicin~m~tol. La BSA no alimina el efecto de aste inhibidor 

en mitocondrias de hígado o de corazón (60). 

VanDop c:ols. C150l al comparar los efectos del DNP y del 

FCCP sobr~ la respiración en los espermatozoides dEl' epididimo de 

bo·1ino en la. presencia de? pirlwato, obser·1~ra11 que aun a grandes 

r.oncentrac:i cirins de FCCP <hasta 5 ,uM>, siempre había una 

~stimulc.lci1)•,, ~diferencia. del efecto inhibitorio producido en la 

presencie.. rk•l ONP desde concentraciones de ::o .LJM, por lo que 

'!>Uffirierol\ q1te l?Ste efac to del 2 1 4-dini trofenol está rel ac.ionado 

con el do los inhibidores especificas del trdnslocador del 

pi ruvato. t1demás, al i gl.lal que otros C53), hPn 11 cgado a. 1 a 

conclusión ric que e>l DNP no afecta la piruvato deshidroqenasa la.l 

c-omo se hi\ 1· 1:.portado en otr·os sistemca.s <142). Nosotros, al hacer 

un El's;tudio prr.ltrninar del. efecto del FCCP sobre la respiración en 

las; mitoc:ondr·iao:; rle testículo de rata a.dult~. observarnos que aún 
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a concentraciones del orden ~e 10-•M, en presencia de piruvato 

no logró estimular la respiración basal, a menos que se agregara 

F.!SA <ll medio dr. incubaciOri <Datos no mostrados>. 

Al con~iderar al comportammento de las pr~parac:iones 

mi loccndri al"'" de test l. culo en etapas diversas de la 

espermatogtmesis, es fundam!?ntal no p~r-der de vista que durante 

et c:rec:i mi cnto del .animal aa ha lleva.do a cabo un cambio 

anatómico en la ubicación del ll!:'sticulo, que pasa dE?l ~bdomen al 

estd migración se acompaña de una modificación 

importante en la tempera.tura a que está e~~puesto el órqc.mo; de 37 

AdeinAs, ~e ha reportado el desarrollo 

simultáneo de' la red •Jascular que irriga al t.ejido intersticial • 

. ,. ~ pesar d& que al can-za su má,; i mo desarrollo en la edad adulta, 

el tejido inlratubutar se encuentra en condiciones hipóaicas 

!47). 

El patrón de respiración de las preparaciones mitocondriales 

obtenido por nosotros en iiU$encia de sustratos e1:ógerios durante 

1 a espermatnqéne~i~, concuerdan con los obtenidoE: . .' en el tejido 

tP.slicular !:"Clmplet.o <42,98,138,143>, donde so rt:µortó un Qo2 

mt1cho mayor P-n l1'JS a.nima!es inmaduros. Se tia suqerido que "in 

vi•10 11 , lc-s t:~mbios sobre el consumo de oxigeno e~tál'l ~sociados a . 
f,;'i niveles de gonadotrofinas secreta.dos por le\ pit.uit.dt ia (138>. 

'Fukui :so> inf•:>rmo que el testículo in1naduro consume oxígeno 

a una mayor velC'lcidad que el adulto en la prescmcia de ::,;uccinato. 

Et' ·1nitoco11rl:-i as. :\i sl~diao:: por nosotros., hemos confit 1nado esta 

obsf1rvaci6n, ~n donde la velocidad má:dma de rospird.c:.iun se dió 

~i F"mpre dur·"'º":e la pllbe>rtad con cual qui ara de los trc;; ~ustrat.os 
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utiliiados. Sin·embargo, la diferencia más marcada se obtuvo con 

suc:cinato IFig.lOA>J esto coincide con el patrón hi<>toquimic:o y 

bioqulmic:o de la ar:ti,•ldad de la SDH <24,51,125>, en donde 

ma.nifieste. una gran actividad durante la aparición de los 

espermatocito5 primarios y decae durante la espermiogénesis. 

En lo que toca al malato, confirmamos la gran capac~dad 

oY.idativa por parte de las mitocondrias de testículo. En 

espermatozoides, la presenciia de malato incremenli.\ el porcentaje 

de piruvato con·1ertido a lactato como un re&ult.ado del aumento en 

la producción de NADH debido a la MDH y un ligero inc:.remento en. 

el fluJo del p\ru;:ato a través del ciclo de lo" ácido., 

tri car be•: { 1 i r.:c.•s CTCA) <71 l • Por otro 1 a.do, se podr i. a pensar en 1 a 

posi_bilidad de que uné.1 parte del malato sea transformado a 

piruvato vía la isoenzima mAl i Crl, d~pendiente de NADP+ 

especifica del testic:ulo, y la dependiente de NAD• o NADP+, 

ca.racteri:slicas de tejidos en diferenciación, que también se han 

encontrado en el testiculo (94,117,132>. Sin embarqo, la relaciOn 

entre la actiYidad de la MOU Y la enzima málicQ puede no ser la 

mi~ma a tr-..'wt-s de. 1 a di f erenci ación, ya que Ar uldhcts encontró 

que a los 60 di as de edad, 1 a MOH i nc:r emE!nta en un 50/. 1 a 

a.c.tividad .crv:ont~ada en lo,.; animales de 25 di.as, y baja alrededor 

dC' un ::o¡.: c1t los adullns <4>. En cambia, li' en::i ma málica 

fluctOa fTl'.I) po•:o. En nuestro estudio!! fue evidente que el Oo:oi 

sustentado !Jnr el mal ato, mostró un incrcme11to si Qnificati ve 

durante l i\ pqbertad, y .fL~e descendiendo paul ali r.amente:: hasta l d. 

edad adulta~ lo cual aprJyaria la predominancia cuontilaliva de la 

MDH infor'Tl~d'1 por Aruldhr\s y col s. <4>, ~l.mque_. estos autores 

midieron las actividade9 en $Cbrenadantes de 10 500 g. 
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E:l _metab_oUsmo del malato esto! estrechamente relacionado con 

el del ¡)iruvato, no sólo por las vías mitocondriales ya 

señaladas. Puesto que la MDH se encuentra tanto en c-1 citosol 

como en la mitocondria~ esta en~ima sa encuentra involucrada en 

1 a transferr.inci a de los equivalentes reductores del ci tosol hacia 

la mi tocondr i a < 13, 23,BS, 153l y en la uti l i;:t\ci on del 

ox .... loacetato (94) • regulando C'l metabolismo ndtocoridrial y la 

o::i daci On dr.-1 pi ru·1ato ~'l través de modificar la relación 

extramitoc:ondrie.1 NAD .. /Nr1DH <71>. Sin embargo, la interrelación 

r-nti-;e el rnct:.~bolismo del malato y del piruvato en nueslro estudio 

t.arr.bién pareció variar durante la diferenciación. Es de subrayar 

la importi\ncia de la o.~:idación del n1alato hasta los 21 dias de 

eda.d, ya que, a.iln a concentraci one3 de o. 6 mM <uli 1 i =ada par:- a 

.favorecer la entrnda del piru·1ato>, se observó un c.onsumo de 

mdgeno tan r:rmsiderable, que E?nmascaró la oxidación u~l piruvato 

r:lur-antP. e5.:1 P.LC\pa <Figs.13A y 138). 

Repetid.1:1r; ver:r?s se ha hablado del p3.pe1 centi-a.l del piruvato 

en 1 a prorh11:c i ón de cmergi a por 1 os g~mctos masculinos an 

rC?ndi cionP.is di versas. En el semen de toro est.e sustrato se 

cric1tentra. ""-'" grandes ci\nl:.idadcti ( 100>. lambí én se s.ihc que es 

n~r-r?sario fH.H"i~ la c:.ap~citación "in vitre" do los ospermas de 

cobayo (130) ·,· p.:ir-a mantener la viabilideo.d de los qa1nl:"los de rata 

'Y de ratón (53, 145), e indispensable para el desarrollo de las 

cél 1.1las gcrmi r:t~J:lee ( 14,53, 74, 109, 118). No obstante lodos estos 

dfl.lO<:> que -señalari la importancia del piruvato, en nuestro 

tra!J<!.Jn é . ..-:1:.P fue el ~ustrato que sustento en menor madi da l ~ 
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En las mttccondrias de testiculo se han descrito varias 

opciones pt•ra su o:ddaci6n sin involuct·ar el ciclo de los ácidos 

tri r.arboxi 1 ic.os. Estas vías al ter nas dependen dol estado 

funcional y de los requerimentos energéticos de lQS células 

<53, 71, l l I, 1 ~9l. Una d<> 1 as rutas metabólicas del pi ruvato de 

interés especial es su conversi On a 1 actato, donde cobra 

relevancia la iso<>n:!m~ LDH-X <! actato deshidrogenasa-X> 

~specifica de tcsticulo y de localización intramitocondri~l. 

presente en las m\tocondrias pesadas de aspucto atipi~o a partir 

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

En lo~ •.\ltimos años, St! ha informado que el lac:tato y el 

pirL•Vato son ei;rmc:; al es para el desarrollo y la viabilidet.d de l.:\S 

r.:~Julas gP.r·minalezo (53,5•1,74,109,118>, en tlonde las células de 

':it'rtoli al parer:er producen estos metabolitos a partir da la 

r;lucosa, lilicrando éstos al mic.roo.mbiente que rodea a las células 

·;orminales (53,?q.109). 

E:<i'3ten varin5 informos que sugieren una competencia entre 

l ;1 reacciñfl r:atalizada por· la LDH-X y el ciclo de los ácidos 

~-icarbnu{l lcoii. Por un lndo, la isoen::ima co1npite <:!Hlt.osamente 

pm· los equivalentes rDd1.1ctoros generados por la oxitlac.ión del 

piru'lato a l;1~et...,lis del c;::ir.:l·:i (71, 140), y por ol1 o, es inhibida. por 

:,.1 qt.inos mc·t.aboli los del ciclo del TCA 11 especia.lmcn1l.o por E:!l 

;•;rato y el succ:inato (6, 123>. También parece ser que lo 

r.,ct\vidad rlt- r-!sta isoen"::ime\ 90 ancurmlt·il t·egulada por la relación 

tJAO+/NADH e"l·rc1mito·.:nndri.:•1 <7S>. 

En el prese~t.~ trabi.do no se dt?termi 116 1 a acti. ida.d de la 

LDH·X; siri r.:mb.:irqo, los euperimentos preliminares iJt.ilizancJo 
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_tlif~r~nc.~a_cióq,:~P .fu~·· ·,ídé1\ii~~ -al del piruvalo; 

i m:rll'mento ,~cbnsÚnt~ ~I~~a lo~ 40 d!a~ de edad, y 

':iUfri 6 un 

en edades 

i u.f:-Ori'or&~c:·, ~!)ó's: 24 _di as~ el lactato pareci 6 ejc1·cer un efecto 

·1nhib·J.:t~r.i'6,.:~,~~~·::- el consumo de oxigeno suslentiido por el malato 

0~6· m~. "<Aun".lu" no e.e llevó a cabo un n•lmero suficiente de 

e~tpF'rimeiltos ·utilizando 1 actato, los valores que se presentan en 

re! aclÓn ~1 consumo de ouig~no, fuoron menare¡; que los 

~·.c;rrespondJ entes de pi ru..,ato. 

Por otra parte, hDy que señal·ar que además de los caminos 

an-iba det~llados, el piruvati.:t es capaz de incorporat·se a la 

c;ar·~itina a -·t,-av~c de la acetil~-Coen::ima A para producir acetil 

r.arnit.ina p~r medio d~ una reacción catali::ada por la CAT 

<7•?,71,149>~ i:?n:ima - qut' se manifiesta en formP importante a 

p":\rtir-·de los 24 d{as de :-dad, coincidiendo can· la apo1·ición de 

1 as e!lpcrmát.idas redondas < 101, 154). 

Esta divcf'sidad de vías metabólicas a.e.cosibles ~l piruvato, 

pcdría.n e,!pl icar los vol ores ba.jos del consumo de o;:ígcmo que 

!'lblt.wimos :era nuestros ros1.1ltados~ en c.:ompDraci ón cor1 los hallados 

·l.:'n 1 a· pre5m1cia d~ malato •.J succinato. 

En r6lación con e-l ci::-cto del Ot-JP sc-brc la respiroción, los 

t1='4-trones _du_ \.?".respiración desdcoplada siguieron de ce1-ca a los 

~:: la .. n!'spirr:tctón t?n el ostado 3, sin embargo nt:1 alcanzaron 

.:..i:ocia.do cor- la pre'iencia de canales abiertos Fo, ir,frsr-mada en 

1="~ mitocorirJri.::\S de -inimales. adultos <152>. Cabe seño.L1r que los 

•,vlr,res r1~ "qº ti11dict! de acoplamiento) a \ravós de la 

-:Ji~crenc:i;¡ci1rl, fueron inás CP.ltoa que lo:; obtcnid..:1c;. c:on lc1s 
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initocondridc; de an 1ma1 es· adÜI taE ~n a~~cn~i ~ de. ~S.A. T~d~ 
~~~~~s~~: :.::.~~-."-}~(~-~~~ne~~~;;~-~~, fUnci-~na{. 

Csi.o 

r:;.uoiere Ull cíe las 
'>.·• 

mi t.uco11dridi·.¿, i""ó- fG·~-,i~.:~c~:·_;_~:~~.:-~~Pe_~m~log~ncE.i-s~ 

Nos p'1recc · cÍei intert~ partlc:ular que la inhibiC:i 6n de la 

ragpiraci. ón su~fCnt:~riá-pc-1r el piruvato en presencio. del DNP se 

obs~rvara en todas lae·odades, excepto a los 14 dias da edad. 

r.~.t-r? dato .;..¡n1ntaria a. \¿1 presencia ostensible del acarreador de 

-pi1·uvato, so~re todo a par·tir de la pubertad• en concie1-to con el 

p.:•trón de r·esplrar:ión debida a la o~:idc1ciOn del pir·uvato ya 

tli i;.c:1Jti da ant~ri ormente. 

Lo& conlroles reBpir-atorios que se obtu\'ieron a trc1vés de la 

difr.renc:iaciOn fluctuaron entre 2.0 y 4.0 sin moslrar un patrón 

definido. t1dr l:ino y c.olS" .• (99l report.ar·on valores si mi ld.res. Lc.\5 

milocondria<::. de las células qE'rmlnales 1nl.t.s primiti .... as p,:,.recieron 

est.'lr más ;1coplada.s que lC\s mitocondrias que se obtiE·non en la 

crbd adult .. ,, F.sta. afirm.::llci6n se ve apoyoda. al ob5~rvar lCJS 

:i'll r.'-f'e$ de:- ''qº <Fi g. 19\, en donde a pesar· d~ 4uu en 1 ai:;. 

w.! tccondrie!5 dE' ratas iromariúr as G~ obtuvieron valut e~ de "Q 11 

"'~llp.~~r·iore~ ~· los de las .:;d1.tlt~s, nunca se o.lcan:O c-1 '¡;ilor de 1.·J 

En c.t~:-.<.i,l.1:-i 
1
,al ~fec:to dr. la albt:11nina sobre €.<l c.onsumo de 

VJLf_fJ~~C?i . ·!\61 o Fue .-J.preci able una peq1.\eño i nhibi c.i ór1 !::iobre ~l 

rn;Ladci:' 4,·· c\l,1ndo el 'tustr13to fue el succinatü. En cambio, no hubo 

r1l n:;•.ina· a~c-i lm r:onsi!'.t.li!'ntr. sobre el estado 3, a e:1cepc.i ón de las 

prOpa~~cior.c•·~ de? ani1T1al es r,r'ept'.tberl!ü. 

Ya ~uc 1 a alb1)111ina ha m<::Jslrado tener- un ofecto bcoplante en 

.. ,f~unos $lrb::mas a trr.·1~s· de unir ácidos gr ~sos libres y 

rcisF"olipidos tlt,17,131), es posible que t!ll el t~sliculo de 
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U pides 
' ...... ·/.--. · .. ·.·=, .. ·_ 

c.omr1 f_uent_e do energía (47.,,91) ~ la· albilmina funcione d. través de 

este mecani'ijn10, stn que ·soa exc\Uy~nte el _efecto protector que se 

sabe ejerc~ contra la ParoKidación de los lípidos ~n algunos 

ni stGmas (2) •· 

El ATP. sea cual fue~c el mecanismo encargado de producirlo. 

tiene una alte:a. concentración en el testículo <44,,05). A tr·avés 

de aste tr.?.bajo hemos c.onfirm~do por medición indit·ecta, la 

,,et t vi dad d~- 1 a. ATP sintr:-tasa en todas las edat.IPS estudiad as. 

Cn¡.\o era ·de r:per·arsé, sl\ patrón fue similar J.1 del eslc\do 3 de 

l-::- respirlilclt'ln, obteniendo los valores más altos con succinato 

(""mC\ '5Ustrí\tc1. º F.n prt>sE1r.c.ia de éste y de 1nalc:1.to, la actividad 

r.1.#l'{ifn~ se presentó dur-ant~ la pltberl;d, justo cuondo ei:iste una 

ryran activióHd de síntC?;is de ácidos nucleicos y de proloin~s 

U,~0,!52,66 1 11'2>. Los valores de. la rolución AOP/U E.•sluvieron de 

~citP.rdo con las cifras teóricas espcr .J.das <116). Le>s valores 

c-nrrespondii:nten a los s·.•~tratos dE'l sitio I, mr.i:>f:raron a veces 

de~viacione~ del ~~lor teórico; estas difarc11cias podria.n 

r,o.,pl i.carse i;j consi der1"'mL1$ que: las mi tncondria:::. sufren daño5 

cl 1.w~1,tc:a sv <?iYld.1riirmlo. r-or otro lado, la heteroqenciddd de la.s 

f"!""Cj'lE'racic~1F.Ci nbtcmidns de diversas poblacione!.i dt.- .:.'rumales, 

La albórnina no modificó la relación ADF·/CJ, lo r;LJdl indic.a 

quo la pre-:;~ncia de l-sta no afectó maycrmeulí: lc:t l:>ntrudc-. ni el 

m':'t..~bolismo initciccmctri.~1·· de l~s sustrot.os ulill:!ados. 

La ·;\ffnidad de \¿1= mitocondria.s .de tesli.culo prJI" el ADP 

O:ITI 5.3J ti lO-"'H), p.nrece indicar, al igual QUL' ~n otrc1s 
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$\!!temi\s, qur. e~te met?tholito .jueg~· un papel import.arlte en la 

~"g•Jlación dr: 111 actividad mito.:ondrial :<19,31,72,113). 

En lo que respecta al cent.rol de_la respiración, en otros 

si~t.emas lJc sabe que en él participa en forma importante la 

relación l\TP!ADP C3:?,7:?l. En mltoc:ondrlos de hlgado "" demostró 

ciun la velocidad de li' rcspir·acion está determinada. por la 

•1olocidad dr. entrada del ADP al interior dE:' la misma, y que se 

-=?nr.uentra n.·gul ada por 1 a rel aci On ex. tr·ami tocondr i al ATP/ADP 

~32 .• 72). En ospermato::oides el control viene a sor eJer.::ido pcw 

1 ~ moti 1 i dad del fl ag~lo ,. por 1 a producci On mi tocondr i al de ATP. 

E'n este si slema, e:l r~cambio ene,-.g(llti ca eslá limitado por 1 a 

nctlvidad de la ATPasa de la dincina, mas que por la capacidad de 

cjr!rcer le fosforilac:ión o:ddativa <10,57). Aün cuandu en éslaG 

cf.i\1.1las no h.¡\ ~ido estudiada dirr.ctamentn la particiJ ... a.ción de id 

a-d.~~{_~_--ti:-a~:-r:l_~-~-~~~' -ae. sabe que én.-.1 H.S mi tccondri ~:i dCf higado el 

l·ont.ro1 ;'~~:r:o_·. ~~~ )·~·~pi·~·~ii·ó·~;· ~st_A-· l i~·~a~O. ~~-~rechamc1d:e tc1.nto con l P 

rii.~pnnib:~ J. irt·~.d ·:·d~~ :·~'.~~~ . .. ·i'~·~ :~cm~·.:Con Úl r:i nélica del J.c.arr eador 

C'Spr.ct f i -~9·_ t·i,í,-·. i;.~.:~.~;;'i,~i~Y:-~ :.:~·::: 
En :,_·e1:> '-zi..~teffi·~.;~·.tñS"tf'c_Ular~~ 5E!_ obf:.cr• .. o un descen~o en ]l)s 

·">' , ' - ·~.-, ' - . '<'· ' -

-. ;~ l C1rEÍs·: ;~·~ .. ~:~~{.?~:~lf'~liI?~;:~~~;!:_:#~~~r:~.:~-~ s~ io cm l ¿\ ~dad ~dul t~. Pensamos 

qÚf; ·~~,t~.:::,i.~'~f."~~{:~~·:Pt:·~,~~-~·~'~~~~~~ .. ---:~:~·i·~c-¡· palmE'nlc- al de~c\c.opl aini en to 

pt:rc.l~l·:q,i,,};~\;b~fi;~gn'E~~"" niltocondrias :ilsi:utldu a11kr iorment". 

-~=----,'~--~~~;-~~~-'.!~~;-~~~~:.:;\rJi'~¡i~-~~~~~-;~~-~escartar l¿. idea de que pudiE·i él 

·--~~c-~.c:-r}~~·Y~.~~-~-}~Í\~·~._t~ .. 1_ ~-;~ :,~~-- 1 a tri\ra5l ocaoJa de adcni n nuc l ~Ot ido&, .,·a 

~t.lr" :·.~ti<iif:~.¡:·~.-~··~~-~-~~h~.\~a ··~,i-do a11n estudiadci en L·s mi tocc-.ndricls de 
: · .... '.' ... '·;·:: . 
tC?r..t{culo;' .. · r1e·'. tfe:cho, en t.rabajus futur·os será i n1porla1it:c definir 

que mue~lr.:tri ios 
-:.·::'.-:o'·--.:,:·.' 

rc:·~r.ira"t'~_r:-t~~: Úft ·e1 estado 3.clespués de le pubertad, pp.rtlcipa 
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' - •_,e -, ., 

con10 facto;. )_·1 __ mlL~.~~~~ .;~ \~a~~i1:n:as~· de- adeniÓ nu~leO~ido_s. 

,_ .~;~.~º-·· :',B?~~~1~:f~~x~·~-~"'.·(_·- 1Je. contl--01 de la velocidad de 

;rc:_t:fí~~.9.~i.ó;, ~-~~~<~i~~_j.l~\·j·¿,~~;J ·~'r:-_aV.f.s de la cadena respirctloria <64). 

L~. c1t·6~·;.b~~:·::-.'(¿:·:-bf/;-,~·~·~a- ~s'.:un complejo en:imático cla"e en est~ 
·'Fl11.10~ "9·;·_-~-;~:;-~i;t{~~-~-~:_ú·rl.-~-prot~ina ubicua en todas las célula~ 
.· -_--2>.:<:.:_:.,_: -~~: 

olOrñbtcas·~·· ·>.ES.ta'·::- e~!Z~ma se enr:.uentra insertada en la bicapa 

/1~/~·¡~~~f:· df5 ¡¿.-; ~L1:~-- sólo puede ser liberada por tralaniientos con 

d_~t-~r_g-~·n·tc:s>-; ·sLl'_i.fiter,1cci•itÍ con los lipidos, particul.:trmente con 

Id c~r_diol_ipi_~~!<"P.:S as~ncia.1 para su acti'Vidad (36,49,67>. Se le 

~i6~{~:~~ .:con ,1 a ve loe: i dsd del consumo de O>d geno "" algunas 

-~1-toco~drias.,. en las que la fluide:? de la membrana se encuentra 

dt"' t-l~ct~onec:. (16», la el tocromo e o::idasa funciona cumo bomba de 

¡3rotoneci--· (158)·, y a1ubas funciones están acopladas entre si. 

r.rint.iene 13 ''H.tbunidades ar.· las mitocondrias de cora;:o11 v 8 en las 

dr.- levadura. 'I ·se· he postulado que requiere de por lu menos 8 

S•-•bnni dad&s 'pttrll 1:r:ar.i:.fc1pi r el~ctrones del ci lncrc.1110 L al o:d.geno 

1:int.eti':!:arta r--'n.:\~l_:'-~¡'tosol •. Tres polipéptidos s.on sinlci.i;:ados por 

!~ proi)ia· 'f·d.tP'COiidria: la sintes.is dn dos de t:'llos parece 

di:·pP:i~er dr. i ~"l-:p·~,e~~n·~--ia de O}!iqeno (103.133>. La hipo:da afecla 
~ - . - ·-~ ,· :,~,: . .:. . -- ·. ·_ .. 

-f:!l_-~bié~-·-P.(~'¡;-~·~mbti~jí}º~'dn-:\_a_S sUbunid.g,de13 que forfllan !s citocrcmo 

r. o•.tid~sE. ""tr·d·~~!;_ de in~arferir con Ja prc.ducciori d.-~ ciertos 

1 Zpirios, .funr!~:ncntale$ p::.ra su aCti~id.:td (36,'1'7,93). 

PuedP pL•P.s concluir!le que la acti·.·idcld de lc.1 citocromo 

idasa ei; 1.1n feir1~menr-..1 cornplejo. Ademá::. di? los fdclores '/ª 



mencionados, nn al hue-.•o no f.erti lizado del erizo de mar se 

in.fct"'1nócicl~ c:dstencia d~ un inhibidor extramitacondrial de la 

~n-: i ma, que L!l!':oaparcn:.e minutos después de 1 a fC!rti 1izar:i6n, y que 

.ngregado ~:,6genamcmte, es capaz de inhibir la actividd.d 

unzimática de la citoc1·omo e oxidasa de. las mitor:andrias de 

;nami fer o <97). 

En nuestra det~rminac:ión de la actividad de lo cilocromo e 

o:: i dasa a lo 1 argo do 1 a espermatogénesi s, fue muy notable el 

descenso abrupto ob9ervado a partir de la primera edad estudiada. 

Ignoramos si sea éste el factor limitante de la 1-espir ación que 

pudiera s~r responsable de la pendiente negativi.t observada 

ctaspués de lü pubertad~ como ignoramos también la cdusa del 

di:•sc.:ensc en la actividad de la en=ima. Considerdmos que pueden 

nst.ar invul11r.rados los far.t.ores i;;iguientes: 

1. La Cl.•1npC'lr;ici6n y e~tl-uct·ura de lcl enzimd. Dado que en el 

t.C"~ticulo e>~istr.- un buen nümero de 1soen~ima.s dif12rentes a L1s 

cn::imas so1l\~t1cas c;,rrespondientcs, la citacro1110 e o;<idasa. podríc1. 

-nn i:;P.r una r-~:r:epci6n. De hectio, en lo qu~ loca al ~u~..;trato de la 

t"itima. E·n 1?1 test~culo se han mlcontr ado dos tipos di íerentes de 

ci toe.romo e:, denominudr.:. I y Il, con diferorites p(·opiedades 

1~in~ticas pr.>siblemente también con diferentes. µr opiedad•?S 

•:atril i ti ca:: <77>. 

7. Ttltera.r:c·~ ón 1 !pi do-prc1teina. En un tr.lbajo a.ntcr- i or de nuestro 

\;:iboratoric se prE·sentaron E:videncias quu.o sugif:r or1 que las 

1t1i loi:.ondrJ l'.r; de l1?slicu_lo G.'f' 'ta ednd d.dulta, tienen una menor 

fluidez cr. 1 ... mrambrana (J52). 

-·· Elombeo dr. protones. e:.n el mismo trabajtl (152), !;áe suqiriO que 

1 ~' membraJ•:\ mitocondri al del "'testículo adulto prE·santd un ·flujo 
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do .proto,n~s al ~Oter~.Or a través de canal es de protones abiertos. 

E"ste fenómeno, en otras mi locondrias, se asocia con u11 

rtesac:oplamlento de la función de la citocromo e o>:idasa <93>. 

4. La hi.po:<ie relativa de las células gQrminales. Es posible que 

•-•aya en aumonto conforme las células gDrminales de formación 

recient~ se ~leJan de la irrigación sanguínea que lleqa dl teJido 

Intersticial y de ~str- modo afecte ol ensamblaje rle ld citocromo 

e o•ddacsa, seqún se ha descrito en otros siste:tnas <103,533). 

5. Inhibición de la en~ima. Es posible que en estüs células 

a~r~inales c::ista un inhibidor semejante al descrito en el huevo 

ferti li:~do ri"l erizo de mar· ('17l. 

En trntw.ios f.uturos será importante dafinir. cuál \l cuales de 

e:tt.as posibilidades participan en el patrón obser·· • .-.\c.io en la 

ac:lividad de 1 ¿J. citncromo e: oxida.sa. 

Soa c~1~1 fuErE el factor limitante de la Fosfcrilación 

otddativa a lo largo ti" lit espermatogéncsis, resulta evidente del 

cof".iunto df\ dat:.os mo~tradus en el presente trQbaju, la existencia 

di:' un prot:~so de di fert:>nciaci6n funciondl, el cual c..')curre en 

a 1 a di ferenci ación mcrfo16qiccl de 

rnlt-ocondri<J!: de le-.s. cólul.=:i~ germinales. Sin c1ribarqo, eosto no ~s 

eoxcc:ipcional, ').:t qui:- la literatura cienli íica comien::c.1 :;.t acumular 

o·-1i denc i as que .:1punlü.11 a procesos de 

di1erenci8ciñn mitocondriul, armónicos con los r~querimentos 

f:'·nt.:•rg~ti.cos d':. .. 1 desarrolln 'I diferenciación de las células a ld~ 

q11c- perl.enecc:n t 124). 
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,s. R E S U H E N 

Se llevó a cabo el e~tudio de la fosforilo:ición o:tidd.ttvA en 

mito:ondrias de testtcul o de rata en di .·ersas etapas de 

rliferenciación rlel epitelio germinal. 

Para definir los condiciones de ensayo del estudio en 

c::uesti ón, en mi tocondri as de test:l culo adulto se determinaron las 

c:onr:entraci ont?s saturantes de la respiración cor·resspo1,dientes a 

\os estados 3 y 4 en relación con los sustratos o:tidables: 

sucr:inato, mclc-.to y piruvalo, y con el ADP. 

Una ve~ dcterininarlas las condi cienes exper imcntales, se 

mic1ió el cono;umo de 01:igcno y se calcularon los valo1·es. de la 

,"\Clividad i'.\TP sint.etasr?, del control respiratorio y de la 

r~l!\ción ADP/O en las mitocondrias de test.iculo oblenldas en 

diversas eL.\pu.s de difE'rCf'\ciación. También se avaluó el efecto de 

Ja a.lbt\min:) y de los desacoplantes sobt·e lbi fosforilación 

o.ddativa. Además, s~ midió la acti .... idad de la. c:itocromo c 

n~:idasa. 

Los re!rt•J ta.dos qu~ ~t' obtuvieron se resumen a co11linuaci611: 

l. Las mii.oc;ondrias dci testículo ful?ron capaces de c;:idar al 

s~ccinat~ r·Al malato a cualquiera d~ l~s edades ulili~adas. El 

piruvato. !>;,lament.e a partir de la pubert:ad. La presencia de BSA 

al J'Y. afcc:t-.1 principalmente las prepar·.:..1.ciones de 

prf'p1).beres. 

animales 

2. Se obtu-.·o un pAtr6n bien definido de la .icti·.,..idad ATP 

si nt et asa. l. r.•S valores mb~:i mes se di eran durante l ¿¡ prepuberlad y 

la r>ubertad: éñtoa fueron más notables al util1:ar suc:cinato. La 

rt'"e'3enci3 rle albó.mina on el medio de incubación incrementó dicha 
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actividad ~n mitocondrias da animales prepúberes. Los valores de 

la relación ADP/O estuvieron de acuerdo con las cifras teóricas 

esperada12, s~g''" el sust,·ato uti l i::ado. 

..... Los controles respir~,torios fueron relativamente .altos a lo 

larqo de la espermatogénesig (2-4>, y cayeron en la edad adulta 

<~2', pero 110 siguieron un patrón definido. La presencia de 

albúmina no modific:ó estos "alares en forma consistente. 

'l. El DNP y el FCCP 1nostr.a.ron una respuesta e12timuli1.11la sobre la 

rebpiraci6n en mitocondrias de tesliculo ~dulto dl utilizar 

~uc.cinato o mDlato. 

ni:l amiento mn.1or6 

La presencia de E1SA en el medio de 

las curva9 

de~acoplant~~ sobre el 002 basal, 

dosia-re=pucsta de los 

particul~r·mer1te al ~tilizar 

malato. Asimismo, la albúmina mejoró el indice d~ acoplamiento 

ºq••. 

Dura.ntn 

cstimulatorio 

la espermatogónesis, 

sobra la respiración 

el 

al 

OUP tuvo 

utl !izar 

un efeé:.to 

succinato o 

mñlato, ·,.¡ fue máv.i.'110 en l"'-S ~itocondrias de animales prepll.beres. 

Cuando r.l su~trato fue pin.tvato o lactato, el DNP tu·10 un efecto 

el aramentr:.• ;_nhibi torio ~obre la respiración, cfec to que 

de-G;)pa.reci 6 c.il agreqar BSA al 1'Y. en el medio de c:."11sayo. 

5. Be n:-gi~•lró una grein actividad de? la citocr·omo e o:<idasa 

durante l~i:;: primeras eda.des utilizadas; 

.ac:t.ivi.daC C".al)'Ó abrupta.menta hasta alcan=ar Vcllores cor1stantes a 

p.~rtir dr~ lot: 21 di.as de t:da.d .. 
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f::on_ b~ne en los· resuJ tados obtenidos, podemos afirmar que la 

maquinar-la 'metabólica relacionada con el mecanismo de la 

·foo;;forilación oxidativa se encuentra presente en el teatí.culo 

desde-edadas tempranas, teniendo una P.ficiencia má:dma durante 

Ja larga profa.se de la pr·imera meiosis, en dondE se sabe que se 

n.~rit.1iP-re de una qra.n cantidad de energia para apO)dr let sintesis 

dP macramoléc:Lilas. Nosotros encontramos que es en esta etapa 

CLIM-ndo se presenta una ac:l i vi dad respiratoria máni ma 1 i gada a una 

grc-.n capoir.idad deo fosfnri la.et ón· (actividad t".'tTF sintetasa>. 

Dur."nte eiatc estadio st' sabe, que cidemás de haber una gran 

proli-ferao:iór1 celular, 1.-'ls naitocondrias se multiplican y empie::a 

su o roe eso dE' di fcrenci ación morfológica. Sin poder descartar el 

he!:ho de qt.t(-! la.s mitocondrias fueron aisladas de poblaciones 

C"El 1.ll ares hi?t.erogoneets, ~ste incremenlo do 1 a f CJ~fori 1 ación 

o:·ida.tiva r:nir.ci.di6 con otron cambio= metabólicos iriiormados en 

l~ literalur-" Cdept.·nde-ncia de~ SUE".tretos, étp<..tt ición de.' isoen:Zimas 

r!ipecific.:t~, i\cl:iyiditdC:!: r~nzimálica.Ei e.umentadas, etc.). 

En t=J rr["ISl?ntE"> trobi• jo comprobamos que en f or lhd. c.oncoml tan te 

d, l.ll dif~rf:'ril·ia..:ión in,,rf•.,l ógica de la~ mitocondrias a lo largo <Je 

espnrf'\.:.ol:'ogl}nesi s, c·:iste un proceso de di f!?r enci ac:i ón 

f~1ncional d~t organel o, relacionado cnn el µroccuu de la 

f'lsforilaclófl c1xiriati·1a. Durt1nte la pubertad, c1u:1:ird.ramos una 

gr(u., cap:lciffod oitidl).tivr!-· d~ las mitacondria;;. c:t.soci~cia « una 

ac.:l i vi dAci máxi rna de ATP :i. nt et.asa y de ci toe• orno c. oo'. J dasa. La 

:;\mullanefd:úf en lt·E r.'C>mbios 1nor-fol6gicos funci-:.111dles, nus 

que 135. nl ter<.1cionoo;; estructural e~ que::- ~ufren las 
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mito~ondrias de las célula" germinales durante la 

r.spermatogé11t~5is. pueden ser la expre~ión de modificaciones en el 

mr.tabolismo energóli~o, sobre todo durante la elupa de la 

pubertad. Ad~más, di!:- ac:u~r do con nuestros resulta.dos. hubo un 

mayor acop13miento de l,:1s mitoc:ondrias en las edade~ inmaduras, 

c.:1he:.:rentc- can una mayor oficiencia durante las etapas en que las 

hEc-esidades ~nergéticas para la proliferación y diferem:iaci6n de 

1 a!l célulA~ germine>. les son abundantes. 

Lo .anterior nos llevo. a pensar que gran parle de la energía 

ncict'iiaria p:~ra las funciones biosintéticas de l:is células 

QP.rmina1 e~, ·se obtiene? principalmente a través de la 

-for::..f'orilación OKidativa. Los mecanisinos que. regulan este proceso 

lo larqo de la difc.:·renciación del epitelio germinal se 

desconocen. Todos eütos -::-studio~ sobre el metabolismo energético 

lt:st.icular no~ llevaran en un futuro a comprc:mdet· mejor el 

pror.eso de lrl espermatog~nesin. 
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