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SUMMARY

The mitocheondrial pyrridine nucleeotide transhydrogenase has
been eixtensively studied in bovine heart but 1ts role in  eneray
transduction is not clear. Thus it was thought that its
function could he better understood if its characteristics in ti-
ssues with distinct metabolic properties, such as testis, are es—
tablished. Morsovar i1n testis, thoere is only one report in wich
the activity was merely described (32).

Taking this into account, we undertonok the study of the pro-
perties o7 the pyridine nucleeotides transhydirogenase activisy 10
submitochondrial particles from testis under ensrg: zed and nen-
energized conditions. M1l the experinents were carried aout in
parallel with =ubmithocondrial perticles from bBovine heaet, 10t
order to astablish if there was a differconce in the two prepara-
tions. We studied the temporal course of tﬁe reactionss from
the data the eguilibrium consbants wsare calculated in the absenze
and prezence of electrochemical proton gradiente. The capacity
of energy generation by hoth particle preparations was alss  do-
termined.

The results show that the energy-dependont testicular trans—
hydrogenase reaction was two-fold slower than that observed  in
heart submitochondrial particles; in additicon it was found that
at equilibrium, the energy-—dependent reaction was also less favo-

rable in the testis preparation. The velocgity of the energy-



indepehdent reacrtion was the zame Tor both tissues. In the pre—
sence of an electrochemical ftorae, the energy dependent reaction
was stimulated to the same extent in festis and heart submito-—
chondrial particles. The enerpy—independent reaction was much
more sensitive to the engrgilization process than the heart prepa-
ration. These differences observed were anly in the 1initial
veloci ty, but the spparent eguilibrium constants, in both prepa-
rations were nodified 1n the same ravio and directicon. The mem-
brane potentials generated in the same conditions was zignifican-
tly lower in the testis preparations; ewe think this iz dus to
higher H* permeability of thoe preparation. Instead of the un-
coup led submitochondrial particles, ve decided to conbinue the
study with the teotis antochondirial capacity to build wp and man--
tain membrane poltentials and to synthesize AT, n Lhe Saimne mans
ner as the hepatic mitochondria . Sa we consider that the testis
mitochondrial transhydrogenase study ohouwld be done 1n mitochon-—
dria that show greater coupling than the submibochondrial par-
ticles.

The results zhowed in agreement with the groups of Ernster
and Stulachev, but in contrast to VYan de Stadt that the operation
af the reaction from NADREH + NAD* to NADH + NADP*Y via the Ltrans—
hydrogenase reaction did npot dreive to synthesis  of AfP.
Accordingly the role of the transhydrogenase reaction has not yet

heen eskablished.
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RESUMEN

La transhidrogenasa mitocondrial de piridin nucleotidos se ha
estudiadeo ampliamente en mitocondrias de corason de res y  no
obstante, 21 papel gque juega esta enznima en cuanto a la produc—
cidn de epergia esta en controversia.  Sin embargo su 1mportan-

cia se podria evaluar mejor si se conocleran sus caracteristicas

e tejidos de distintas propiedades metaboalicas comp ec @l casco
del testiculo (argano en el gue en un Gnico btrabado anterior B2
ha sido medida la actividgd de la transhidrogenasa mitocondrial)l.
Con Bstos antecedentec, RN este  trabaio nos pPrOpUs 1 nos
caraclerizar inicialmente alaunas propilesdedes do la branshidroge-
nasa  en pairticulas submitocondriales de testiculo, tanto en el
sentido de la reaccion que dependn de onerala como an ¢l gue  es
independiente de 21ia. Der manera campsarativa, todos los experi-
mentos se hicieron paralelamente con particulas submitocondrialres
der  corazTon de Pém- Se postudid 21 curso temporal de ambos sens-
tidos de la rescoion, s calcularon las tHa, respectivas y el
efecto de wun gracdiente clectroguimico sobre estos parametros.
Asimismo, se evaluo la capacidad para generar snergia en ambas
preparaciones.

Los resultados muestran gue la reaccion de  transhidroaenasa
testicular dependients de energlia fue 2 veces mas lenta que la de
corazon vy que en el equilibriao, también esta monos Taverecida.

Sin embatgo, la velocidad de la reaccion independiente de energia

no fue diferente en ambos tejidos.



Par otro lado, la reacciaon dependiente de en
sencia de un gradiente eplectroctroquimico se osti
ménera en particulas zubmitocondriales de festiculo
Ner chstante, la reaccion independiente de energla
fue mucho mas sensible al proceso de e@netrgicacion g
Estas diferencias solo ce mani festaron en la wveloc
ya que las k., e melificaron en la misma proporclo
mo sentido. Los potenciales de membrana fgenerados
condiciones  pors las particulas de los dos tejidos
marcada diferencia, gue pensamos se btraduce en una
lidad a protones de la membrana de las particulas
par lo gue se decidid continuar @l estudic sobre 1a

genetrar potenciales v de sintetizar AT en o1 tocond
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de testiculo. los resultadoes indicaron que el estudio de  la

transhidrogenasa mitocondrial de testiculo debe rea
Locondrias, que mostraron mayor grado de acoplamien
ticulas.

For dltimo, los resul tados mostraron gue la tre
de testiculo, ern cuanto a la conservicion de onorg
ser diferente de la de corazon v gue al igual gue
Ernster v de Skulachev, en controversia con el de
encontramos que la transhidrogenass independiente
2ra capaz de sintetizar ATF a parbir de ADP v Fi.
la funcidn de la transhidrogenasa comp una enzima

consetrvacion de energia adn no ha sido demostrada.
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INTRODUCCION

£l testiculo es la gonada masculina. Se le considera una
glandula mixta, va gue posee tejido exécrino, lugar donde se pro-
ducen los espermatozoides, y endocrino, Tuente principal de las
hormonas masculinas. Esta constituido potr tubulos seminiferas vy
por tejido intertubular, recubiertos ambos  por la tunica
albuginea. Emn el bejide intertubular se encuentran: las células
de Leydig, e las que se realiza la parte mas 1mportante de la
funecion endéacrina, » @l sistema de vasos sanguineos y linfaticos.
For otra parte, en el interior de los Ldbules seminferos se lo~
calivan el epitceclio getrminal vy las células de Sertoli, limitadas
ambas por el complejio lamelar basal. Debido a gue las células in--
tratubulares carecen de wvasos sangulneos y Jinfaticos, sSe en-
cuentran en wun ambiente de hipoxia relativa (1-3), que ce acentua
conforme las célulus se alejan de la membrana basal ¥y Se acercan
a la luz tubular. Exte hoeho podria estar relacionado con la ob-—
servacion de André (4) de gue las mitocondrias de las células
germinales, a partir del estadio de paquitenos, se acomodan en la
cercania de la membrana plasmatica. En este trabajo, 2! autor de-
mostrd, que paralelamente a la diforenciacion de las celulas getr—
minales, sxistia una difereaciacion morfolégica de las mitocon-
drias. Mas tarde, on nuestro laboratorio, se demostrd gue esta
diferenciacidn morfologica iba acompafada de una diferenciacidn
funcional (S). Algurnas caracteristicas de estan diferencias fun—

cionales se enpumeran a conbtinuwacion:



1.— En las mitocondrias del testiculo inmaduro la velocidad de
consuma  de oxigeno durante la sintesis de ATF (estado 2D es el
doble del consumo de Oz de las mitocondrias de testiculo adulto,
utilirzando succinato, malato v piruvato—-malato como sustratos
Hidables [4=TR-2 En cuante a los controles respiratorios, son
mas bajos en las ratas  adultas gue en las anmaduras (3.
2. For otro lado, la velcocidad de sintesis de ATF no es el doble
en las mitocondrias de ratbtas inmaduras gue en las adultas, llegan-—
do a ser solamente un  S50% mayor  en 2l mejor de los casos. ar
1o tanto, i se compara el 0= con la velogidad de sintesis de
ATF, se concluye quo lo eficiencia de las mibtocondrias de ratas
nmaduras s Menor a la de las ratas adultas (7).
Z.— La actividad de ATFaza sensible a aligomicina no presenta ura
fFluctuacion tan grande a fraves de la diferenciacion, siendo sig—
nificativamente mayor &l final de la primera meiosis (espermato—
citos secundarios) que en la adulta (7). La ATFasza a traves de
la diferenciacion eos insensible a desacoplantes, y en un oastudio
realizado en mitocondirias de rota adulta, zo ahcontrd gue  osta
lazamente unida 5 Jla membrana, 1o gui permibte wn Tlujo de proto—
nes al interior de la mitocondria poir canales Fo abiertos (8).
4.~ La citocromo oxsidasa, cuya aclividad conctituye uno de los ——
puntos de regulacicon mas importantes de la velocidad de flujo de
electrones por la cadena respiratoria, tiene una actividad m&arima
cn las ratas prepﬁbares_(ll_14 dias ), desciende  brugcamene
durante !a pubertad, vy después disminuye gradualmente ﬁasta

llegar al pstado adulto (&), alcanmando valores menores que la



del higado.

S.- La citrato sintetasa de mitocondrias de testiculo incrementa
notablemente su actividad a partir del estadio de espermatocitos
paguitenos (9). Dicha enzima esta involucrada en 2] metabolismo
del piruvato ¥y el malato.

5.~ En mitoczondrias de testiculo ce ha encontradeo actividad de
las deshidrogenasas isocilricas dependientes de NADF* vy de NAD™.
La relacidn gue mantienen sus actividades (IDH-NADP*/IDH-NAD*)
se modifica durante la diferenciacion, siendo 4:1 en las ratas
inmaduras y 1:1 en las adultas (3. Micholls y Garland (12} han
informada gque e2n mitoconderias d@ higado la ouwidacion del isoci-
trate puede seguir una via diferente al cicle de Hrebs, que
involucra a la ITRH-MADF* v o la transhidrogenasa de piridin nu—
cledtidos en direccién de la onidacion del NADPHF. El flujo a tra-—
véas do epcte camino se wve fTavorecido en condiciones de desacapla-

miento de la fosforilacion ovidativa-

Cnisten algunas olras caracteristicas peculiares del testi-
cula gue se han informado en la literabura, tales como la presen-—
cia de wvuna iscenzima mitocondrial de la lactato deshidroasenaza,
denominada LDH-X, que aparece & partir de los 20 dias de edad de
la rata, correspondinnte a la aparicion de los paguitenos tardiosg
(11}, ¥ que permanzsce en los estadios posteriores. En un trabajo
realizado en mitocondrias posadas, se encontro gque la L_DH-X pro-—
venia principalmente de espermatidas y piera media de espermato-
zoides (12). El papel fisiolégico de esta enuzima no ha sido re-

suelto. Blanco y col., (13) suponen que ya que se trata de la
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forma mas abundante de lactato deshidrogenasa en células semina—
les, la LDH-X debe estar i1ntegrada en una via mptabolica que pro—
vea la energla para la movilidad de los espermatocoides y para
su sebrevivencia (15%). Con estos antecedentes es posible pensar
gure la LDH-X podria ser un necenismo wtilizado para reoxidar el
MADK  acrumuwlado en condiciones de hiporia o de inhibicion de la
cadena respiratorila, acoplada a la transhidrogenasa mitocondrial
en 21 sentide on gue ésta es capas de producir energia, an forma
de potencial de membramna, como se muestra en el esguema L.

Otra caractertstica que se encuentra on sesticulao, al 1gual
gue en otrns tejidos formados por células con una velocidad de
reacanbio muy activa (mucona, baro, timo. mucosa del 1ntestino
delgado, pulmen y hepatomas de rrapido crecimiento), es gue posee
una actividad elevada de la enzima mal ica-N&DF) ™ can wna vla
intramitocondrial unica para formar piruvato, dependiente de 1a
oi1dacion del malato (14,19).

Sz sabe que el piruvato os un sustrato central en el metaba-
lismo testicular (16—-20) vy gue poses ademds una enzima malica
MAD {F) * muy éctiva; sin embargo en este tejido la transhidroge-
nasa, practicamente no ha sido estudiada, por lo que so considero
importante caracterizarla @ intentar ubicatla dentro del conte:xto
energeétice de las mitocondrias de testicula, que Suponemos in-
cluye el ciclo del malato-piruvato, segun sSe muestra en el esque-—
ma =

l.a transhidrogenasa wmitocondrial de piridin nucledtidos

(EC 1.46.1.1) 23 una encima de la membrana interna que lleva a ca—

11
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bo la siguiente reaccion:

NAD™ + NADFH + H*in == NADF* + NADH + H*a,

La reaccion ! s2 ha demostrado gue es independiente de energla y
la 2 dependiente de energia. En la direccadn @ produce energta
por bombear H* al euxterior y crear un gradiaente; en la 2 ogurre
lo inverso y lo consume. Esta onzima ha sido ampliamente estu~-
diada een corazon de reg (1), v no obstante esto. alun se  sabe
muy poco sabre el papel que Juega en la célula. En 1oz trabajos
de Ernster y col. 22,23 se encontro gque para gue la reaccion de
la transhidrogenasa procediera en la direcclion do la reguccion de
NADF*, & partir de NADH (reacecidn 2). =@ requeria la utilizacion
del potencial de membrana generado por la rascpilracion o por 12
hidroalisis de ATF, Fostoriormonte, Mitchell postula, que en btal
caso, la transtferencla do HY &n direccion opussta doborla cenersar
un potencial de membrana (242, tnta pocibilidad tue verificada
mas taurde por Liberman vy Tsofina (23), Shulachewr (265, l-iberman
(27), Grinuis ¥y col. (283, Isaev y col. (29 v Skulachev (30,
Estos datos significan que la transhidrogenasa produce ol noten—
cial de membrana si la reaccion tiene el sentido de la reduccidn
de NAD* a partir de NADFH (roaccion 1), y witiliza ol potencial de
membrana  s1 1a direpccion es la reducciron de NADF* a partir  de
MNADH (reaccion 2. De aqui, Mitchell (242 concluyo gue ademas de
los & sitios de acoplamiento de energla, localizados entre NADH vy
[P habia un =itio mAs de conservacidn de energia entre NADFH vy
NAD* al gue denomindg sitio coro, o cuarto sitio segun ol esquema

S (Fo) .




ESQUEMA 3 .

Sicrio 4 de la Cadena Transportadora
de electrones. TEC= acarreador de -
electrones de la Transhidrogenasa -
THC= acarreador de hidrdgeno de la

transhidrogenasa. Segin la ref.(30).



Con base en estos postulados, i 1a respiracidn estuviera
inhibida por hipoxia, eston poderla resultar en la predominancia
de la direccion 1 de la reaccidn de la transhidrogenasa. e as-—
L mancera, se convertiria un proceso de utrlizaction de energla en
uno de produccion de ésta, a través de la generacion de un po-
tencial de membrana, utilizable para la sintesis de ATEF. Esto
fue demostrado por Van de Stadt on FSMareomg™* de corazon de
thes, on las que la reduwwcion de MAD* a partir de NADFH pudo pro-
ducir suficiente enerpla para fosforilar ADF a ATF en presencia
de rotenona vy antimicina (31).

En relacion con la transhidrogonasa miiocondrial de testicu-
lo, existe dnicamenle un estudio realzzado an 1759 (2D . En €1 se
informa la actividad de la teancehidrogonasa en omilocenderias solu-
biliradas de diferentes Lejidos de mamnil feros (32), 7 s nmuestra —
que es madima en el corazon. La actividad de la reaccilon
independionte de energia v de la roaccion dependiente de enetgla
[:: 290 respectivamente, 2y 3.0 vepces menor ghn el testlculo gue en
el corazon,

Considerando todas las caracteristicas de las mitocondrias de
testiculo arriba descritas, an este trabajo =2 trato de dilucidar

2l papel de la transhidrogenasa de piridin nucledstidos mitocon-

dirial en este sistema, y si constituye un factor importante en la
produtcidn de energia en condiciones de blogueo de la cadena res—

piratoria, dada la hipoxia fisiologica del tejido testicular.



Fara 2llo nos propusimos:
.- Caracterizar en particulas submitocondriales a la transhi-
drogenasa  mitocondrial de testiculo en cuanto a su capacidad ge-—
neradora de energia de manera comparativa con la del tejido car-
diaco,
2.~ Caracterizar la preparacion de FSH testiculares en lo gue
respecta a4 su grado de acoplamiento, utilizando como indicador su
capacidad de generar un potencial de membrana.
Z.~ Caracterizar al sistema omitocondrial de testiculo en condi-
cinones del makime acoplamiento posible, an cuanto a su &Y v su

capacidad de sintetizar ATF.
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MATERIALES ¥ METODROS

Todos los reactivos utiliczados procedieron de SIGMA Chemical
Co. (Ush), a excepcion del piruvato, malato, EDTéa v etanal, que
fueron de MERCE (México). La albimina utilizada on el Alslamiento
de mitocondrias fue de la fraccion YV, libere de scidos Ograsos.
Comop patron de proteina, g2 uwtilizg estandar de albumina humana
en solucidn salina de SIGMA (LUSA). E1 NAD+, NAD, MNADF* v NADFH
emplaados tueron de allo érada de purcoa.

Se utilizaron las siduientes enzimas:

fAleohal  deshidrogenasa de levadura de  panadetria (aleohol:NAD™
pridoreductasayEC1.1.1.1)0: cristilinada v liofilizada, disuelta
@n un amortiguador que contenta: Tris 4a mi, EHoFOA 40 mM v
NazF=0: 20 miM, pl 8.1, condiciones dé maziima estabilidad para la
enzima, de acuercdo con la ref. (T35 .
Hexocinasa-Glucosa o-F decshidironeonasa de levadura de panaderia:z
mezcla  ce encimas cristaliradas vy Trtofi1lidsadas; disuerlta en ci-—
trato 0,005 M pH 7.5 para obtener condiciones de maixira estabili-—
dad, siguiendo las especificaciones de SIGHA Chemical Co.
Glutation reductasza (NAD(FYH: glutation oxidado ouidorgductasa
de levadura (EC 1.6.4.02)0 sumspenaton altamente purificada e -
{NH..} 2504 ;.6 M.

Lactato deshidrogenasa de Bacillus stearothermgobhilus (lactato:

NAD* oxidaoreductasa EC.1.1.1.28): liofilizada, disuelta en
(MH4 ) 2B0a 2.1 M, siguiendo las especificaciones de SIGHMA Cheamical

Co.



Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley, de
aproximadamente 250 g de peso corporal. Los testiculosy, libres
de la tdnica albuginea, fueron homogenzizados en el medio de ais-
lamiento, gue contenla; sacarosa Q.29 M, TEA 2 mfl, EDTA I mM a pH
7.2, a una concentracion de tejido de un (4 ¥ (/Y)Y

Con el homogeneizado total se siguieron dos esquemas de cen-
trifugacion diferencial: del primero se obtuvo una mezcla de mi-—
tocaondrias pesadas ¥y ligeras de la gue se prepararon PSMenra, Sa—
crificando el acoplamiento de la preparacion mitocondrial por un
considerable incremento en &1 rendimiento; cvon el segundo se ob-
tuvo solamente la fraccidén de mitocondrias pesadas, con @l obieto
de tener una preparacion con mayor grado de acoploamiooio. Fara el
primer esguema, &1 homogeneizado total se centrifugd o 700 g du-
rante 10 min, obtenié¢éndose la primera pastilla, que fue desechada.
El sobrenadante se cenbtrifugo a 12,000 g 19 min para abtener la
fraccion mitocondrial totalj; ézta se resuspendid en un peguefio
volumen de sacarosa 2350 i, gque contenia 1% de albiamina bovina
libre de acidos grasos durante 5 minutos; posteriarmente se
diluyeé hasta el volumen original con 2l medio sin albumina, Y ose
volvie a centrifugar a 700 g durante 10 min., esto con e1 abjeto
de purificar mas la preparacién de mitocondrias. El sobrenadante
obtenido se centrifugd nuevamente a 12,000 g 10 min y la paatillar
mitocondrial se resuspendio en el minime volunen posible de saca-—
rosa (25-30 mg de proteina/ml). En el segundo esquema se siglia

el procedimiento anterior, excepto que la segunda vy cuarta cen-
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trifugaciones se hicieron a 3,700 g durante 10 min., y el medio
de aislamiento (sacarosa 250 M, TEA T mM y EDTA 1 mM pH 7.2) fue
usado durante todo 21 proceso de obtencion de las mitoconderias
pesadas. La pastilla obtenida de la cuarta centrifugacton, Ffue
resuspendida en el mismo medio en una proporcion de 1| ml/g de te-
Jide hiumedo original.

El higado fuw obtenido de la cavided cbdomins! de la  rata v
se homogenoizo on ) mismo medio de aizlamiento. 21 hownooenez oa—
do total sw centrifugs a 1000 g 1O min., desechandose la pastilla.
£1 sobrenadante se centrifugds a 10,000 g durante 10 min. para oh-
tener la fraccidn mitocondrial, gque Tue resuspendida en el medio
de aislamiento e incubada en presencia de albamina bovina al 1% y
vuelia a centrifugar & 8,000 g 10 min., con ]l obietn de purificar
fraccion mitocondrial. La pastilla final se resuspendico en el
mismo medio en una proporcicon de 1 wml /g de fejido humedo origi-
nal.

Las mitocondrias do corazon de ros wtilizadas fueron una do-
nacion de los doctores Gomez~Fuyoud y se prepararon de acuetrdo con
Low v VYallin (Z4).

Las PEMapra sSe obtuvieron a partir de una suspension de
mitocondrias almacenadas a —-70° C por lo menos 3 dias; 58 prepa-
raron &n un medio de sacarosa 200 mM y EDTA 2 mM, de acuerdo al
metodo descrito por Lee y col. (35).

La actividad de la piridin nucledtido transhidrogenasa mi-—
tocondrial {MADFPH: NAD* oxidoreductasa EC.1.&.1.1.7 tuvo que ser

determinada en PSM, ya gue la membrana mitocondrial es impermea~—
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ble a los sustratos NADIF)* v NAD(FIH. L.a actividad se deter-
mind de acuerdo a Lee y col. (34). Fara detener la reaccidn, se
utilized KOM 0136 M & HClOL .5 M (concentracion final), en el
primer caso para edtraer los piridin nucledtidos reducidos, Y en
@l segundo para extraer los oxidados (I7) .

£1 NADH ¥ &1 NADPFH =e estimaron por medio de sistemas
encimaticos, siguiendo &l decremento de la abosorbancia a JI539 nm
an un espectrofotometro Beckman Modelo 245, El NAD* v el NADF* se
midieron también por sistemnas enzimaticos, siguiendo el incre—
mento de 1a absorbancia & la misma longitud de onda.

Los sistemas encimaticos utilizados para la determinacion de
log piridin nucledtidose producidos en la reaccion de transhidro-
genasa Tueron:

A. Nucledtidos Reducidos

Piruvato + RNADH + H* \ py lactato + NAD™

G886 + NADFH + HY csvcmviom vwouctawa, GSH + MADFE~

B. Nuclettidos Oxidados

alcohol + NAD™ _apw, acetaldehido + NADH + H=

glucasa &-F + NADF* pe-p o, gluconato &~F + NADFH + H+

El consumo de oxigeno se midio polarograficamente (38) usan-—
do un electrodo tipo Clark, en 1.75% ml de un medio gue contenias
KCI 120 wmil, HEFES 20 mM, EHF{a 5 mM, EDTA 2 maM yHMgClo 2 mM, tste
ultimo, =6lo con las mitocondrias de higado. Las proteinas fueran
determinadas wusando el metodo del biuret (39).

Fara la determinacion del potencial de membrana en mitocon-—
drrias, s@ siguid el cambio especiral de la safranina 0O, de 497 a

i8



oS30 nm, de acuerdo con el método descrito por 5kerman (40) . £1
ensaym fue llevado a cabo a 30° C en un valumen de 2.5 ml, con—
teniendo: sacarosa 25C oM, HEFES 20 mM, EDTA ©.38 mM, a pH 7.Z2.

1 potencial d¢ membrana, en F5M, se determing midiendo el

,eambio de la absorbancia del ouonoel VI de 611 a 6320 nm (41) E£1
ensayo fue llevado a cabo o 20° € en un voluwnen de 2.9 mnl,
conteniendo @ sacarosa 250 ml oy Teris S0 oy, a pH 7.5,

La velocidad de sinteczis de ATF en mitocondrias durante la
Tosterilaciun  oxidativa fue obtenida midiends =1 fosfato inorga-
nico (FZFi1) incorporado a L1 ~ ATTSF en presencia de ADF, un in-
hibidor de la miocinasa ¥ un sistema de hexocinasa, tal como se

describe en la reterencia (42). La ptroteina se determind por al

método de Lowry (43).,



RESULTADOS

La transhidrogenasa de piridin nucledtidos de mitopcondrias de
testiculo practicamente no ha sido estudiada, Re nhecho, en la
literatura solo euiste una referencia que pruebae su presencia en
Lun  cstudio redallizado en 1257 o2n mitocondrias digiltonizadas (32)
de diversos tejidos. Fara caracterizar este sistems onzimatico
testicular, hicimos un estudio comparativo con preparaciones de
PEM de testiculo v de corazon de res. Se esCoyieron estas Gltbti-
mas como control, por ser =1 tejido donde la enzima presenta
mayvor actividad v en 21 que hy cido ampliamonte caracterizada.

La Figura (1a) ilustra la similitud en el curso temporal de
la reacegion ! independiente de eneralia (NAD*+-NADIMH MNADF ++NADH)
para las dos preparaciones de FSM, y on la filigura (1b) ge muestra
la reaccion dependionte de energica (MADH+ANADF*  MADPH-+MADR™) . En
la figura sdélo se presentan las variociones observadas en log
nucleodtidos reducidos, ya que en la determinacion de los oxidados,
s obtuvieran resultados similares. La Tig. 2 muestra las velo-
cilidades iniciales de lags reacciones independiente de encrgia vy
dependiente de energia en los dos sistemas, eipresadas como acti—
vidad especifica. Con epstos resultados se puede observar que no
hubo diferencia significativa entre las dos preparaciones de PSM
para la reaccion independiente de energla, &4.95 ¢n corazon y S6.8
en testiculo. Sin embargo, la actividad esnpecifica de 1a reac—
cion dependiente de energla de las PSFM de corazon fue el doble de

l1a de testiculao, IZ3.2 y 15,9 respectivamente.
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Aa

AA

diente de energia de la tran.shi—-

drogenasa
NAD+ + NADPH ~—* NADP+ + NADH

A) PSMEDI‘A de corazén

Ia mezcla de reaccidn contenfa: sacarosa 200 mdM, Tris 50 mM (pH 7.5),
rotenona 104M, KON L mM. En 1(a):

1(b): NADH 8B4 M vy NADP+ 86H M.

A los tiempos indicados la reaccién se detuvo con HCLO, O.
0.136 M para extraer los nucleStidos oxidados y. reducidos”
vamente en preparaciones separadas.

B) PSMEDI'A de testiculo

i S NADH
\ NADPH o ™ /
0fy
N, B \‘\..___
«
\‘>-=:.. :: s <3 .-_-‘__-_-"'f — it
o= /o/ 04 //l—-'“‘— e ik
f «—NADH /__ NADEH
Py ' ] ol val o e L Il ot
v 5 ) 20 ) 5 10 )
t {min) t {min}
B B o
‘ e
o uF T,
‘\‘
——
e e 4 L4
<3
- - ol
‘—*——I— . -__._________________..
1" *HNHDH .
H | ) . < , NADPH |
LY o
5 10 Fl ) 10
t {min) t {min}
Figura l{a). PReaccitn indepen-~ Figura 1(b). Reacci6n dependien

te de energfa de la transhidroge=

nasa
N2DH + NADP+ —» NADPH-+ NAD+

(0.255 mg/ml)

NaD+ 864 M y NADPH 88M4M. En
El ensayo se llevS a caho a 30° C
5My KOH
respecti-
En la gr&fica s8lo se ilus-~

tran las variacianes en el contenido de los nucleStidos reducidos.

EL NADH se determin® con piruvato

2 y LoH (60 mU/ml) y el NADPH

oon GSSG 2 mM y glutatién reductasa (1.33 U/ml) siguiencb la ab~

Sorbancia a 339 nm.
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Figura 2(a). Actividad especffi
ca de la reaccifn independiente
de energia de la transhidrogenasa
NAD+ + NADFH -—+ NADP+ + NADH

a0

g0l e
o~ /

2 -/: 33.19 nmol/ min/mg prot.
NADPH

! | !
65 1o 15 20

nmol NADPH/mg prot.

t {min}
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15.85nmeal / min/mg prot.
10 NADP

nmol NADPH/mgq prot.

20 = /x

Figura 2(b). Actividad especifi
ca de la reaccifn dependiente de
energia de la tfanshidrogenasa
NADH + NADP+ —* NADPH + NADP+

A) PSMEDI‘A de corazén B) PSME:DI‘A de testfcule

{ x-x ) datos experimentales

( «we ) regresifn lineal

Las condiciones del ensayo fueron iguales a las de las Figuras 1{a) y 1(b)
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Como la reaccion dependiente de energia de la transhidroge-
nasa deg las FBM de testiculo fue dos veces mas lenta que en las
de corazén, consideramoas importante averiguar si esta tendencia
s2 mantenia en el eguilibrio, por lo cual calculamos 18 KHeq, de
acuerdo con Sagel (44), segun se detalla en la figura . Las
Hmg fueron (0.4 para las FSH de coraton y 0.2 pard las FBM de tes-
ticulo. Aunque ambos valores son del miz=mo orden, pateceria que
la reaccion 2, dependiente de shergila fue menos favorecida en
testiculeo gue en corazon.

Considerando estas diTerencias entre  anbhas pireparacionee,
NS propusimags averiguar  la modulacion de la actividad de la
tranchidrogenasa frente a un gradiente electrogquimico. Fata on-—
to e considero de importancia asegurarse de que las FSM Tuaran
capaces do generar dicho gradiente. Con este obietiva, sep deter—
mind el potencial de membrana en ambos sistomas de FSH con orxonol
VI cama indicador. Se ziguid® o1 cambio espectral dependiente de
NADH v de succinato cucesivamente, iluslrado en la fig.d. Fuede
observarse gue =21 potencial generado por las FSHM de core-on fue
casli I veces mayor al generado por lasz particulas de testiculo con
ATF-Mg =+, & wveces mayor con HNNDH v 7 veces con succinatn.  E1 po-
tencial generado con NADH v succocinato fue on presencia de un ex—
cese do oligomicina y cayd en las FSHM de corazen a sus valores -
basales, sin necesidad de agregar ratenona o antimicing.

Una vez definida la magnitud del polencial que eran capaces
de generar ambos preparaciores con diferentes sustratos, procedi-
mos A determinar lag velocidades iniciales de las reacciones  in-

21
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Figura 3. Célculo de las constantes de equilibrio de la reaccitn de la
transhidrogenasa en partfculas submitocondriales de corazén y testfculo.

) PSM_ . de corazén B) PSM_, de testfculo  (0.255 mg/ml)

Procedimiento para establecer la relacifn exacta producto/sustrato en el
equilibrio de la reacciSn NADH + NADP+ S=ENADPH + NAD¥. . Ver (42). Sae
establecieron varias relacicnes iniciales y se midis el cambio en uno -
de los piridfn nucleftidos. E1 A {NADPH} se grafiocs contra la relacidn
(NaDPH] [vaD+] / [napH] [NaDP+H . Cuando A [NADPH] = 0, la relacifn fue
igual a K :
La mezcla“de reaccifn contenfa: sacarcsa 200 mM, Tris 50 mM (pH 7.5), -
KON 1 mM, rotencna 10)LM, NADPH 884 M, NADH 884 M, NADH BEUM y NADP+ -
86/tM. El ensayo se llevS a cabo a 30°C., Posteriormente los nucleb-
tidos fuercon extraidos y el NADH se determind ‘con piruvato 2mM y LDH 60
ml/ml, el NADPH con GSSG 2 mM y glutatin reductasa 1.33 U/ml, el NAD+
con etanol 85 mM y ADH 300 U/ml y el NADP+ com GEP-MgSO, (5 mM) y G6P-DH
- Hexocinasa 56 mi/ml.
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Figura 4. Potencial de membrana en particulas sulmitocondriales de cora—
z8n y testiculo.

B) PSMry de corazén . B) PSMyn de testfeulo

El potencial de membrana se midif en un espectofotfmetro de-doble-rayo DW-
AMINQO de 611 a 630 nm, El ensayo se 1levS a cabo en una celda contenien
do en 2.5 ml el medio de incubacién { Tris 50 mM, sacarosa 0.2 M gH 7.5),
oxonol VI 64M, PSM 0,255 mg/ml, a 30°C. El potencial se generf por la -
adicifn del sustrato. ILas adiciones fueron sucesivas como se miestra en
la figura, ATP-MgCl, (2 mM), oligomicina 4fg, NADH 1 mM, rotenona 30N,

succinato 10 mM y antimicina 10/ M.



dependiente vy dependiente de energia en presencia de ATFR-Mg=+
comn generador del gradiente electroguimico para las dos prepa-
raciones de particulas, como se muestra en la fig. (Sa) y (Sb)
respectivamente. Los resultados de la fig. S5a indican gue @l
gradiente electroguimico no modifico la actividad especifica de
la reaccidn i1ndependiente de energla de las FSM de corazon (&4.6
sin el gradiente ¥ 69.1 en presencia de ésteds en cambio, la ac—
tividad de las particulas testiculares se radujo cast a la  milbad
de la gqgue se obbuvo sin ATE-Mg=+ (54,8 sin el gradicnte vy Z2.7
en proecencia de este (fig. Z2a)). En ta Tig. Sbh se ahserva que el
agradiente elevd a mas del doble la actividad dependiente de ener-
gia en las F5M de corazon, 74.1 en precenscia v I2.9 =0 sSu
ausencia, mientras que en las de testiculo, ectimuld la actiwvidad
sdlo un I7 W (15.% a Z21.7).

Con loa resultados obtemniddes anlzriormante oo procedio a
caleulanr la conzstante de equilibrio aparente para la reaccion @n
presazncia del gradiento en la misma Tormo gue e hizo sin el ATE-—
Mg=+ (fig.b&) . Las nuevas l,, Tueren 1.35 para corazdn y 0.5 parea
testiculo contra O.6 9y 0.2 respectivamente en ausencia del
gradiente. Camo era de esperalrseE, el gradiente clectraqulmi;o
favorecio la reaccidn dependionte de @nergle on ambos  prepara-
ciones. Comparando loe valores obtenides en la fTig. & con los
de 1la fig. Iy, se cbserva que @l equilibric e desplazo en el
mismo sentido y en la misme proporcidn para las dos preparaciones
de PSHM. Sin embargo, por los resultados anteriores, (ver Fig. 4)

cbservamos gque el potencial de membrana generado por ATP-Fg=™  en
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Figura 5{a). Actividad especifica Fiqura 5(b). Actividad especifica
de la reaccifn independiente de e- de la reacciSn dependiente de ener-
nergfa de la transhidrogenasa en -- gfa de la transhidrogenasa en pre-—
presencia de un gradiente elgctro- sencia de un gradientezglectmquirrd.
quimico generado por ATP-Mg™ . co generado por ATP-Mg“ . T
A) PSMpryna, de corazén B) PsMy., de testiculo

{ x~x ) datos experimentales ( +—. ) regresifn lineal

Las condicicnes del ensayo fueron las mismas de la Figura 1(a) y l(b}, excep—
to que el medio de incubacifn contenfa A:['P—ch:l2 3 mM para generar el gradien-

te electroquimico.
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Figura 6, C#lculo de las constantes de equilibrio aparente de la reaccin
de la transhidrogenasa de partfculas submitocondriales de corazén y testfcu
lo en presencia de un gradients electroquimico.

A) PSMomn de corazdn B) PSMED‘IR\'de tastfculo

Para calcular las K' se siguié el mismo procedimiento qua en la Figura 3.
Las oondiciones del ensayo fuercn las mismas de la Figura 3 s6lo que el -
medio de incubacifn contenta ATP-MgCL,, 3 mM para generar el gradiente —-—

‘electroquimico,



ambos preparaciones era pobre, lo cual repercutio directamente en
los resultados obtenidos para la modulacion de la enzima en pre-
sentia de un gradiente. For ssta razdrm consideramos importante
asegurarnos, para la continuwacién de nuestrao estudio, de que el
sistema que utilizariamos estuviera bien acoplado, es decir, de
gue Tuera capas de geneirtar un potencial de membrana por  la
widacion de loz =zustratos de la cadena respiratoria, caracteriss-
ticos de un estado 4.

AN cuando un sistema adecuado para este fin hublese sidoe la
preparacion de las FSMare-ng ™, que se sabe tienen mucho mayor
grado de acoplamiento gque 1as FSMapaas (19), No Se considero con-
venioente uwutilizarlas, ya que como se muestra en la figa. 4, las
FSMazpra de testiculo no consiguieron acoplares adn &8n presencia
de un ejxceso de oligomicina. Dificilmente se podiria esperar
obtener FSMare—mu®* de testiculo con potenciales de membrana
mayoros, en vista de gque nuestros resultados sugirierun que las
particulas testiculares presentan una alta permeabilidad en  la
membranas esto  se traduce en una marcada diferencia entre las
preparaciones de particulas de testiculo y de coracon. For lo
tant;, decidimos intentar la preparacidn de mitocondrias enteras
de testiculo con 21 nayor grado posible de acoplamiento. Una wve:z
gue consiguleéramos este objetiveo, el siguiente seria medir en
ellas el potencial de membrana generado por sustratos de la cade-
na respiratoria y probar, si con ésta imhibida, la transhidroge-
fmasa era capaz de generar un gradiente slectroguimico y con é#ste

sintetizar ATF. El papel gue la transnideogenasa desempefia en la

—_



sintesis de ATF en las mitocondrias de corazon de res estd 2n
cantroversia; sin embargo, su importancia podria verse amplifica-
da en tejidos con caracteristicas diferentes, como es £l caso del
testiculo.

Trabajos previos de nuestro laboratorio hablian mostrado gue

fa

las mitocondrias de testiculo adulto, obtenidas pot métodes tra-—
dicionales, presentaban un desacoplamiento parcial de la fosfori-
laciodn oiidativa (8). Con 21 objeto de cbtener el valor del po-
tencial de omembrana en condiciones de acoplamiento maiii1Mmo, =1
requirio en primer término establecger la metodologia mas adeguada
para nueztros propositos (como se describid en Materiales y PMéto-
dos’. La Tabla 1 muestra la velocidad de consumo de oxigenod en
los estados I y 4, asi como los controles respiratorios obtenidos
en mitosondrias de testiculo v de higado. Caomo se pucde obserwvar,
la mauima velocidad respiratoria se aobtuvo con succinato para las
dos tejidos, siendo méas del dable en higado que en testiculo para
el estado I. El malato también fue oridade de manmera imporitante
por testicuioc, aungue su velocidad fue menoir a la gue se  obtuvo
con suwcinato. Firuvate fue onridado de igual forma por los dos
tejidos. En el estado 4 no hubo diferencias entre los dos tedi-—
dos.

Fara determinar el potencial de membrana, s utiliso higado
como control, yva que Tue el tejido en el que Akerman detinid las
condiciones para determinar el OHY (40) . El potencial de membra-
na me midio utilizando safranina 0 como indicadar v ml cambio es—

pectral se deternind en un especiofotometro dce doble rayvn
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TABRTA I

Velocidad de consum de oxigeno y control respiratorio
de las mitocondrias de higado y de testiculo de rata.

SUSTRATO

SUCCINATO
12

12

PIR.-MAL.
12-0.6

HI G ADDO TESTICUWLDO
ESTADO ESTADC  CONTROL | ESTADO  ESTADO  CONTROL
3 4 RESPIR. 3 a RESPIR.
+ + + +
16.74 % 22,82 % 47.99 T 15,25 %
24. 00 4.17 5.18 15.31 8.86 2.96
+ +
37.908 % 1479 %
N.D. N.D. N.D. 10.5 3.49 2.57
+ +
27.17% 12,25 %
I 2.2 2.22 |*19.85 * 7.8 2.54

El consumo de oxigeno se determinG en un oxfgrafo Gilscn a 30°C. EL ensayo

se llevS a cabo en 1.75 ml, que contenfan : mitocondrias 1 mg/ml, KCl 120 mM,

HEPES 20 mM, EDTA 2 mM vy KHPO, 5 mM a pH 7.2. El medio para las mitocondrias
4 ‘

de higado inclufa MoCl., 2 mM. +

Se presentan los datos“del promedio —~ desviacifn estandar, n=5 - 11.
* 58]0 se hizo una determinacifn.

N.D. no se determins.

Los datos estdn expresados en nmoles/min/mg de protefna.



DVW-AMINCO. Tanto en mitocondrias de testiculo como de hiligodo se
encontra gue las longitudes de onda del punto isosbéstico y  del
maximo de absorbancia para medir los cambios espectrales del in-—
dicador corvrespondieran a 497 y SZ0 nm respectivamente. Ademas,
s&@ establecieron las concentraciones adecuadas de mitocondrias vy
de safranina para el ensayo. De este modo, se utilizaron 0.5 mg
de proteina v una concentracion & pM de safranina 0O para todos los
BNSAYOS. Los sustratos oiidables utilirados fueron: el succina-—
to, por ser ampliamente utilinado en estudios relacionados  con
la Tosforilacion oxidativa, el piruvato y el lactato, por ser me—
tabolitos centrales en la produccidn de energia en testiculo (16—
20, v el malato, por ser oxidado de manera importante e testi-—
culo (48). Como s habia definido &n un trabajo previo (&6}, los
sustratos se usaron a una concentracidn saturante (12 mM, y 21
piruvateo, 2R presencia de malato ©.&6 mM, como ani1en  permeante
(47,48).

En primer término se midio el potencial de membrana en pre-—
gsencia de valinomicina y utilizando concentraciones crecientes de
[ extramitocondrialf El potencial de membrana se calcuwld en mV
utilizando la ecuvacion de Nerst y tomando 120 mM de ECl como la
concentracion intramitocondrial (4%), segun se muestra en la fi-
gura 7. La Tabla Il ilustra el valor del potencial de membrana
generado por distintos sustratos., En sambas preparaciones mito-—
condtiales el potencial generado fue del mismo orden en presencia
de succinato; sin embargo, con piruvato-malato, malato y lactato,

el potencial generado por testiculo fue el doble del generade por

o
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Determinacisn del potencial de membrana en mitocondrias de hfgado y

El potencial de menbrana se determin$ en nV, en presencia de valinomicina y con-

centraciones crecientes de K+.
YO DW~-AMINCO de 497-530 nm.

Se determind en un espectofotfmetro de doble ra-
El ensayo se llevS a cabo en una celda de 3 ml. -

canteniendo el medio de incubacién (HEPES 20 mM, sacarcsa 250 mM y EDTA 0.38 mM,

a pH 7.2) y safranina O 6/ M a 30°C.

Las adiciones sucesivas fueron hechas ~

como se indica en la figura: mitooondrias 0.5 mg/ml, rotenona 64 M, oligomicina
3.8pg/ml, succinato 12 mM, valinomicina 38.5 ng/ml, XCl 0.96 mM cada adicidn,

FOCP 0.484 M.

T = testiculo H = higado



TABLA IT

Potencial de membrana de mitoocmdr:ias de testfculo e higado

generado por diferentes sustratos.

SUSTRATO m VOLTS
{mMm) TESTICULO| HIGADO
succiNaTo ] 150.6 2 9.3 lis4a.6t 19,5
(12)
PIR.— MAL. { 188.8 *18.2 p2s5t a9
{12- 0.6}
MALATO 1739 ¥ 5.7 es.st 7.8
(12}
*# LACTATO - 145.5 78.66
(12)

Las oondiciones del ensaye fueron las mismas de la Figura 7.
;a adicién del sustrato, como se muestra en la figura.
- desviacifin estandar (n = 5).
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El potencial se generb por
En la Tabla se muestran las medias



higado.

Una vez definidos los valores del potencial de membrana que
ambas preparaciones mitocondriales eran capaces de genetrar, se
intentd averiguar si en las mitocondrias de testiculo se podria
generar un potencial de membrana en condiciones de inhibicidn de
la cadena regpiratoria, es decir, i la transhidrogenasa de piri-
dinm nucledtidos mitocondrial en presencia de sustrato del sitic
I, piruvato-malato era capa:z de funcionat en @l sentido del bom-—
beo de H* al exteriocr de la matriz mitogondrial y generar en 25—
tas condiciones un potencial de membrana apreciable, en preseptia
de rotenona & pM. Eata concentracion de rotenona eara suficien—
le para inhibir el sitio I de la cadena respiratoria  en  ambas
preparacioneys mitocondriales, come fue demostrado previamente por
medio de una titulacion (Nno se muestral. Utilizande piruvato-—
malato (12 mM - 0.6 mi) como sustrato oxideble, la transhidroge-
nasa no fue capaz de generar un potencial de membrana detcctable
utilizando mitocondrias acopladas de higade ¥y testiculo de rata.

Dado que la safranina solo mide el componente e¢leéectrico del
potencial electroguimico, y considerando gue podria estarse gone-—
rando un 2pH sin que @l correspondiente &Y fuese suficientemen—
te alto para ser detectado poir el método de la safranina 0O, se
procedid a determinar la capacidad de sintesis de ATF (42) en mi-
tocondrias de testiculo en las mismas condiciones, 25 decir  en
presencia de rotenona vy piruvato—mnalato. En la Tabla III se ob-
serva  una incorporacion de 100 nmoles de ATF, con una inhibicién

casi completa en presencia de oligomicina y FCCF, lo qgue indica-



ria que la incorporacion de FE=2 ogourrid en su mayor parte median-
te la actividad de la ATF sintetasa y con la utilizacien de un  gra-
diente eclectroguimico, generade, &n su mayoir parte por la cadena
transportadora de electrones,.

En presencia de rotenona se obtuvo la sintesis de 1.5 nmoles
de [FI-ATT=/min/ma prot,., que por una serie de experimentos he-
chos posteriormente para esclarecer st procedencia, parecen co-

rresponder  a la fosforilacion a nivel de sustrato del cicle de

krebs.
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TABLA IIX

Velocidad de "sintesis de ATP" de mitocondrias de

testiculo utilizando piruvato - malato como sus—
trato oxidable.

AD
ADICIONES |32pi INCORPORADO| |\0oocion
(nmol /min/mg prot.)
NINGUNA 100 —
OLIGOMICINA
(20129 /mg prot.) 3 97
FCCP
(2 M) 2 o8
-;PI RUV ATO 10 —
{12 mm}
ROTENONA
(e M) 1.5 98,5

El medio de incubacifn cog.jistié de: piruvato 12 mM,
malato 0.3 mM, ADP 1 mM, Pi + fosfato - Tris 4.5 a
5 mM con una actividad especffica de 2 000 a 3 000 -
cp/nmol de Pi, diadenosina pentafosfato 504M {inhi
bidor de la miocinasa), hexocinasa 10 U, M;Clz 0.5mM,
glucosa 10 mM y de 0.2 a 0.4 my de protefna efi un --
volumen final de 0.3 mi. El ensayo se Llevs a ca

bo a 30°C y la reacci®n se detuvo con TCA al 15% a =
los 3 minutos.




DISCUSION

La transhidrogenasa mitocondrial de piridin nucledétidos ha
sido ampliamente estudiada en mitocondrias de corason de res, te-
Jido en donde su actividad es manima (32), y no obstante este he-—
chao, el papel que juega esta enzima en cuanto a la produccion de
energia ostd en controversiajg 5in embargo, su importancia podria
verse amplificada an tejidos can caracteristicas motabdélicas
diferentes, como es el caso del testiculo.

Los resultados obtenidos, se discuten a continuacidn. Se
determing el curso temporal de la actividad de la transhidroge-
nasa en 5M de corazon y de testiculo (fig 1la y 1b). La magnitud
de la actividad de la tranchidrogenaszsa gue mostraron las P3MepTa
de corazan es muy semejante a la 1nforoada anteriormente por @l
grupo de Ernster en un ensayo realizado en las mismas condiciones
(I46). A partir de los datos publicados en ese trabajo se pudieran
calcular las actividades especificas de la transhidrogenasa  du—
rante la fase inicial: 62.81 nmoles de NADF/min/mg prot. produ—
cidas en el sentido de reduccion de NAD™ a partir de NADFH, V4
21.32 nmoles de NADFH/min/mg prot. en @l sentido de reduccion de
NADF*  a partir de NADH. Los valores abtenidos por nosotros fue-—
ron de &4.61 y F3.1% respectivamente, indicando gue en las mismas
condiciones de ensayo los datos Tueron reproducibles. Al compa-—
rarlos con los obtenidos utilizando FSM de testicule, observamos

gue la actividad de las particulas de testiculo fue dos veces me-
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nor & la observada en PSM de corazon en la reaccion dependiente
de energia, e igual en amnbos tejidos en la reaccion independiente
de ésta. Expresado de otra manera, la relacion entre la reaccion
independiente de energia y la dependiente de energia, fue 3.6 en
F5M de testiculo v 1.9 en corazdén, como resultado de la  mayor
lentitud en la velocidad inicial de la reaccidon dependicente de
energia de !a {ranushidrogenasa testicular.

En un estudio realizado en mitocondrias digitonizadas, (3532)
Alsladas de diversos teJidos, se informan wvalores de transhidrao-
genasa Ssobreestimados y £in un patron definido para el mismo te-
Jido; por ejemplo, en coraton informan una actividad cspocifica
11 veoes mayolr que la encontrada por el grupo de Ernster (7&)
para la rraccidn dependiente de energia. y 7.8 veoceo maycr para
la independiente de energia. For otro lado, en testiculo las ac—~
tividades especificas son 7 y 4 veces ﬁayores a las que nosotros
obtuvimos para las reacciones dependiente e  independiente de
energlia  respectivamente. Estas diferencias cresmos se pueden
gxplicar de la siguiente mangrar: por un lado Stein vy col. estiman
la wvelocidad de reaccién per medio de la diferencia espectral de
MADFPH v €1 acetil piridin adenina dinucledtido {analogo del NADT)
y del NADH y el acetil piridin adenina dinucleotido fosfato (ana-
logo del NADF*), e informan, gque bhajo sus condiciones, las velo-—
cidades aobitenidas son mias eficientes con el andlogo como aceptor
gue con NADY~ (3Z2); potr otre lado, suponemos gque 21 proceso de
solub}lizaciﬁn ne fue uniforme para las diferentes preparaciones

de corazon y de testiculo, ya que los valores no estan  sobrees-—
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Limados de igual manera en los dos tejidos; asimismo no se puede
descartar gue al solubilizar la gnzima con digitonina., ellos ha-
yan ohtenido distintos niveles de actividad de la
transhidrogenasa por problemas de estabilidad de la misma (50).
For otro lade, 1a relacidn de actividades especificas cora-
Tons testiculo &n la enstima solubi lizada de mitocondrias es  de

2.0, para la reaccion independiente de energla, ¥y de para la

dependiente de energla, 1o cual difiere de los resulbtados obtoni-
dos en el presente trabajo, en el aue no encontramos diferepcia
zrn la reaccion independiente de energia entre coracon y testiculo,
y la relacidn para la reatclion 1nversa fFue de 2.0, Fapnsamas gue
eotas diccrepancias nuoevamente s deben a la diferopncia del snio-
que exparimental.

En el trabajo de Ernster vy col. (36, la tranzhidrogenasa de
CaPalon tien2 una constante de equilibrio, an ausencia  detl
potencial electroguimico, muy cetcann o 1, perg en prosencia de
ente la constante de equilibrio aparenle se sleva aptroximadamente
a 500, Tavoreciendo la reaccion dependiente de energia. Con el
nbjeto de averiguar =i habia di ferencias en las calracteristicas
cinfticas de la tranzhidrogenasa en un tejide como el testiculo,
con sistemas enzimaticos v de regulacion proplos, decidimos
calcular las Feg para los dos tipos de particulas: resultando 0.6
patra las &t de coracan o 0.2 para las PSM de  testiculo.
Ernster v cel, (35), informan gue e@n particeulas de corazén vy
ausencia del gradiente electroguimico:

3
NADH + NADP~ == NADFH + MADY k=00 79 v ke=1.323

2
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es decir, una Kag = 0.643 que es un valor es muy similar al en—
contrado en este trabajo.

En testiculso, calculampos las conctantes de velocidad de la
transhidrogenasa a partir de los valores de actividad especifica
de las figuras Za y 2b de acuerdo con Rydstrom y col. {51) v ob-—
tuvimos los siguientes valores: by =000Z2 v k==0. 206, y dee agui,
ke /lix=0. 155, gue fue muy similar al .2 gue cbtuvimos por el me-—
todo de Segel (44). Ast pues, la Hag de la transhildrogenasa
mitocondrial de testiculo, a pesar de ser del mismo orden de mag-
nitud gque la de corazon, Jue % veces menor v ki un  orden  de
magnitud mence. Fodemos concluir gue en ausencia de un gradien—
te electroquinico, la reduccion de NADF* por NADH en testiculo no
sOlo fue una reaccion 2 veces mas lenta gue eh Corazon, sSinn que
en el equilibrio también esta menos Tavorecida.

Fara determinar la modulacion de 1la ftranshidrogenasa  en
presencia de un proceso de energizacion, se estudio primeto la
capacidad de ambas parbiculas para generar y mantener un
potencial de membrana con distintos sustratos onidables por la
cadena transportadora de electrones asi comae por hidrdlisis de
ATF-Mg=+ (fig. 4). El valor del potencial generado por las FSF
de corazan obtenido en este trabajo resultd dificil de comparar
con 21 informado para corazdén y otros tejidos utilizando oxoneol VI
y 1lon mismos sustratos, va gue es bien sabido gue el potencial
generado depende de la relacidan proteina—indicador (31). For lo
tanto debemos limitar la comparacidn del potencial obtenidao, en

nuestras condiciones, por las FSM de corazén y de testiculo.
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Aquéllas leograron generar potenciales de membrana con un valor 3
veres mayar al de testiculeo con ATF-Mg=", 6 wetes mayor con NADH
y 7 veces mayor con succinato. A pesar de gue &1 potencial ge-
netrado por ATP-Mg=+ fue menor en las PSM de testiculo, se requirio
el triple de oligaomicina pata abatirlo (4.7 g de oligomicina/mg
de proteina en FSM de corazon y 2O en las de testiculod, lo qgue
sugiere una insensibilidad relativa a la oligomicina, congruente
con intTormes previos de nuestro laboratorio {(S20).

Como era de ecsperarse (Z5), en presencia de un enceso  de
oligomicina, las FEM  spra o "no fosforilantes" de corazon
duplicaron con NADH vy succinato &1 valor del potencial aobtenido
con ATF-Fg=*+3 al acabarse los sustratos ol potencial cavo a log
niveles basales. Na asi, en las particulas de testiculo, lasg
cuales fueron incapaces de mejorar los potenciales genorados por
la cadena respiratoria en presencia de un eilceso de oligomicina.
For trabajos previos del laboratorio, ehn mitocondrias intacltas ce
demostrd que cuando éstas eran atsladas en presencia de BSA 1Y,
se mejoraba considerablemgnte el grado de acoplamiento  (6,8), o
bien, que concentraciones bajas de oligamicina (20-40 pg/mg de
proteina? mimefizaban pate efecto consiguiendo un valor signifi-—
cativamente mavor de sintesis de ATF; 1o que sugiere una  union
lana de la Fi de 1la ATFasa mitocondrial de testiculo con la por-
cion membranal, 1o que a su ve: permite la existencia de canales
Feo abiertos al flujo de protones. De hechr, la mé:ima inhibicidn
de la ATPasa por oligomicina que =se consigue en mitocondrias es

del 3S50%, aun cuando la concentracion del inhibidor sea mayor a
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1 g /mg de proteina (52). En ese trabajo se discute gque este
resultado se obtiene debido a que la oligomicina solo puede inhi-
bir la actividad de la fraccion de las F, unidas a la porcion
Fo membranal, y las Fi sueltas conservan su  actividad. dtra
evidencia importante del grupo del laboratorio que cabe conside—
Par, Bs una microgratia (no publicadal de FSMyp+a do testiculo,
en la que se ohserva gue la membrana esta practicamente rasurada
de F1,-

Considerande todas estas caracteristicas de nuestro cistemna
de estudio, pensamos gque los potenciales de membrana gena2rados en
zstas particulas "no fosforilantes" de la fig. 4 s pueden el
plicar de la siguiente manera:
lo. Las particulas de testiculo no Tueron capaces de generar un
potencial de membrana mayor por hiderdlisis de ATF, similar al de
las "SMgnra de coraxzon, dado que su membrana carece practicamente
de Fi.

Zo. El potencial de membrana generado por hidrolisis de AT
requirid I veces mas oligomicina para colapsar el gradiente, dado
que suponemos gque la oligomicina s& uniod preferentemente a la
porciéon Fo de la ATFasa con F, no unida, de acuerdo con la refe-
rencia (53).

pat=N Consideramos que la concentracidn de oligomicina (20 pg/mg
prot.?} presente en las particulas de testiculo durante la gene—~
racion del potencial de membrana formado por la oxidacidn de NADH
y succinato era suficiente para tapar todos los canales Fo abier—

tos, asi como los Feo unidos a F,. For tanto, el bhecho de que en

A
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estas condiciones no se lograra mejorar el grado de acoplamiento
de oestas particulas, nos sugiere que la membrana de esta
preparacidn de particulas testiculares presenta, ademas una al-
ta permeabilidad, inespecifica, a protones.

Las figuiras Sa y Sb ilustran las velocidades i1niciales de las
reacciones  independiente y dependiente de energla en Ios dos
tipos de particulas, en presencia de un gradiente electroguimico
generada por ATP-Mg=". En cuanto a la reduccitn de NAD* a par-
tir de NADFPH, las FSM de coraszéon no mostraron diferencia entre
las actividades escpectficas obtenidas en presencia o 2n ausancia
de ATP-PMg=* (44,86 vs. bP.1). En la literatura se ha 1nformado
que en las F8S8Menya de corazen el proceso de energizacion inhibe
esta reaccién de manera competitiva con respecto a los sustratos
NAD* y NADFH (354}, ast como gue la constante de veloecidad k, de
esta reaccion, 25 mas de I veces mayor gue la velocidad cortres—
pondiente &n presencia de un exceso de oligomicina y de succinato
como sustrato oxidable (S1). Esta discrepancia aparente creemos
que es debida a gque en nuestro caso el proceso de energizacidn se
lleva a cabo con ATFRF-Mg=* en vez de succinato.

For otro lado, las PSM de testiculo, a diferencia de las de
corazosn, mostraron un  S8% de inhibicion en la actividad
especifica de la reaccion independiente de energia en presencia
de ATF-Mg=+*+ (24%.8 vs. 32,7), no. phstante gué el potencial de mem-—
brana generado por estias particulas fue 3 veces menor al generado

e FSM  de corazdn.

Con respecto a la reduccion de MNADP*+ a partir de NADH en FS5M



de corazon, en presencia de un gradiente electrogquimico se esti-
mulo en un 123% (33.2 vs. 74.11). Esta observacidn difiere cuan—
titativamente de la informada en el trabajo de Lee y Ernster (36),
yva que estos autores encontraron una activacion del 3186%, Esta
diferencia se puede euplicar si consideramos gue 2n su caso, Wbti-
lizan succinato como sustrato oridable para generar el potencial
de membrana, y mosotros wvtilizamos ATF-Mg=*, que ya s2 mostro

que solamente genero la mitad del potencial generado por el suc-
cinate. Ademas, segun 21 miomo grupo de Erpster (95) las PSMuore
o '"no fosforilantes" pusden conducir la reaccion depanaicnte de
anergla de manetra mucho mas ineficiente a partir de ATE dgue a
partir de la cadena respiratoria. Esto es consistente con la
conclusion de que sstas particuwlas aun poseen la capacidad de ge-—
nerar vy mantener el gradiente de protones por la coadena respita—
toria acoplada, & pesar de que su capacidad fosforilante, o su
habilidad para utiliztarlo para convertir ADF y Fi en ATF, es me—
novr o inexistente (35,35).

Em cuanto a la velpcidad inicial de la reaccion  dependiente
de energia de las F3SM de testiculo, frente al potencial de membra-
na que fueron capaces de generar con  ATP-Mg=+, se observd una
estimulacian del 374 (15.9 vs. 21.7y, que proporcionalmente fue
igual al de corazon, st se considera gue el potencial de membrana
gernerado por el sistema ltesticular fue 3 veces menor al de caora-
20N . .

Resumiendo los resultados de las Tiguras Sa y Sb podemos de—

cir gque en estas condiciones en que las FPSM "no fosforilantes" se
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enetgizaran con ATP-Mg=*, a5 decir en presencia de un  gradiente
electroquimico muy pobre, seobre todo en testiculo, la transhidro-—
genasa independiente de energia del sistema ftesticular fue mas
sensible al proceso de energlzacian gue la dependiente de cnergia
En cambio en corazon ocurrid lo contrario: la reactcicén dependien—
te de energifa fue mas sensible a la energizacion gue la indoepen-
diente de enetrgla.

A pesar de que nuestros resul tados con las particulas de co-—
razdn parecen discrepar de lo descrito en la literatura (51,95949) v
de los resultados con el sistema testicular, s pueden explicar
considerando que las condiciones gue utilicamos para energizar
las particulas difieren de las usadas en la literatura (T6,57%,
O5,5946). La diferencia sugiere que el potencial de membrana ge-
nerada  por la hidrolisis de ATF en las partlculas de corazon  no
fue suTiciente para inhibir la reaccion ipdependiente de energla.
Asimismo, resulta evidente que en las particulas de testiculo el
proceso de energizacion, aungue mas pobre, fue mucho mas eficien-
te para inhibir esta treasccidn. De hecho, este 1resultado en tes-
ticulo coincide con la proposicion de Rydstridm y col. (S51) rela~
tiva a que la transhidrogenasa estd presente en una forma activa
(TH*) ¥y una inactiva (TH), la primera promovicda por la presencia
dee NAD* y NADFH o energia y la segunda por la presencia de MNADF~
y NADH. La activacidn de la enzima promovida por energia, osti-
mula la reaccion en el sentido de la reduccidon de NADF* a partir
del NADH e inhibe 21 sentido de la reduccién del NAD* a partir

del NADPH. S56lo gque adendas cabe agregar que en testiculo, la
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transferencia de la forma TH¥ de la enzima promovida par NADY ¢
NADFH a la forma TH por la presencia de energla, parece funcionar
como un sistema de " todo o nada'.

La figura & muestra los cambios en la constante de equilibrio
que resultan por el proceso de energizacidén con ATP-Mg**. Como
se muestra en "Resultados'™, la constante de equilibrio de las
particulas de corazon se modificd de G.é6 (fig.3) a 1,35 (fig.&),
y en testiculo de 0.5 (fig.Z) a 0.5 {(fig.6&). De acuetrdo con @l
girupo  de Ernster (36, la conztantc de eguilibrio aparente del
sistema cardiaco es aproxdimadamente 500 v nosotros solo pudimos
obtener una Hae, aparente de 1.25. Una vez mas podriamos  atri-
buir la discrepancia al diferente generador del potencial de mem-
brana utilizado en ambos estudics, segun se discutio anteriore
mente. Sin embargo, consideramos gue nuesira decision de utili-
zar ATF-Mg=* para la energicacidn fue la adecuada, en vista de
que en FSM de testiculo la oligomicina fue incapan de producir un
incremento en el potencial de membrana que si se indujo con el
succinato en FPSM de corazon al ser utilizrado como agente energi-
zante (fig.4).

A=l pues, en estas condiciones pernsamos gue el efecto del
potencial de membrana sobre la constante de equilibrio aparente,
no fué distinto para los 2 sistemas de particulas, va gue ambag
Mg SE despiazaron en la misma proporcion vy en el mismd sentido.

En  la bisqueda de un sistema testicular con mejores con-
diciones de acoplamiento, decidimos trabajar con mitocondrias

enteras y no utilizar las FSMare—mg=* 0 "fosforilantes" por los
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resultados de la fig.4, en la que se observa, comp antes se men-

ciono, 2l efecto nulo de la oligomicina para acoplar las

FSMgera testiculares. La Tabla I muesira la velocidad respirato-

tria en los estados T y 4, asi como los controles respiratorios en

mitocpndrias de testiculo y de higado eon presencia de succinato,
piruvato y malato como sustratos oiiidables. Los valores encon-—

trados en higado no fueron diferentes de los informados en la li-

teratura para estos sustratos (57); asimismo, los valores en tes-—

ticuwlo no difirieron de los cboervados antericrmente por el grupo

del laboratorio (&) o par otros autores {(S56). Caomo se puede

observar, el mastime consumo de O se obluvo con succinato  para

los dos tejidos, aungue en higado fue mas de dos veces mavor gue

en testiculo. Forr otro lado, matato jue olidado por las m1to—

condrias de testlculo de manera importante y aungue no fue deter-—

minada la velacidad en las mitocondrias de higado, ya se  habia

descrito en éstas una muy baja oxidacidn con un valor de 12 nmoles
de Oz=/min/mg prot. (&). Firuvato fue oxidado de manera similar

en los dos sistemas mitocondriales.

Como va hemos menciaonado que la funcion de la transhidroge-—
nasa en el proceso de obtencion de energlia esta en controversia,
surgio la idea de indagar =i la transhidrogenassa independiente de
enaergia en mitocondirias de testiculo acopladas pudiera ser  capacz
de generar un potencial de membrana en condiciones de bloquee
total de la cadena bransportadora de electrones. Fara esto,
primero se determind la capacidad de las mitocondrias para formar
un gradiente, midiendo el &v con safranina 0 como indicador.

I8
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En la figura 7 se muestra la turva de calibracion del poten-
cial de membrana en @V para las mitocondrias de higado y de tes—
ticule en presencia de succinato y sin Pi. El potencial obtenido
fue de 154 mV para testicule y 1S1 oV para higado, asi como  un
potencial basal de 30 y &1 mV respectivamente. Arerman y, infarma
que en mitocondrias de higado se obtuvo un & de 165 mV ¥y un
petencial basal de S0 oV (400 . Estos resultados comparan muay de
cerca con las obtenidas en el prezsente trabajo, y los walores
obtenidos para las mitacondrias del testicula no Tueron diference
tes. La Tabla II muestra los potenciales obtenidos con suc-
cinato, piruvato-malato, malato y lactato en ias dos preparacio-
nes mitocondriales. En estudios realizadoes con  espermatozordes
enteros (17,5%46,38) y con mitocondrias atsladas de ceéelulas gernL—
nales (20}, se ha demostirado una gran capacidad sidativa  aso-
ciada con uwna fosforilacion eficiente utilizando estos sustratos,
que se ha visto con los metabolitos del ciclo de los &cidos Lri-
carbosilicos que més conbtribuyen a la obtencidn del ATF en estas
células (59).

Una tendencia gue resulita evidente con los resultadaos de  la
Tabla II es la baja oxidacion de piruvato-malato, malato y lacta-—
te por las mitocondrias de higado cnﬁparadas con las de testiculo
Ezta diferencia podria deberse a la actividad de las isoenzimas
presentes en el sistema testicular gue participan de manera im—
portante en el ciclo malato—-piruvato, tales come la entima—malica
NAD(F)Y*~ v 1la LDH-X (14-20) (esquema 2 ).

For otro lado, cabe agregar gque Akerman y col. encuentran
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un cambio espectral de la safranina gue esta linealmente relacio-
nado con la generacidn del potencial de membrana en el rango de
40—-170 @V (40) . Los valores cbtenidos en este trabajo y gque se
muestran en la VTabla II se encuentran cercanos a eestos limites,
consideranda sus desviaciones estbtandar.

Alentados por la capacidad de las mitocondrias testiculares
para formar y mantener un potencial de membrana, se intento gene-
rar éste en ambas preparaciones mifocondriales con el sitio I de
la cadena respiratoria inhibido por rotenona y con piruvato-mala-
to comn sustrato oxidable. Como se menciono en "Resultacdos", en
estas econdiciones no logramos observar un cambio medible en el
potencial de menmbrana.

Considetrandd la posibilidad de que la magnitad del potencial
formado estuviera por abajo de la sensibilidad del me¢ tado, se
intentd determinar la velocidad de sinftesis de ATF en condiciones
similares. Coma se mucstra en la Tabla [11, con las mitocondrias
dee testiculo se ocbtuvo una velocidad de sintesis de ATF, medida
coma incorporacion de =21 a ADF, comparable a la descrita ante-
riormente por nuestro grupo utilizando succinato como  sustrato
(44). lLa velocidad de sintesis de ATHFF con mitocondrias  de
testiculo en presencia de piruvato-malato no nabia sido medida
con esta metodologia. Otros datog de la literatura se refieren
a velocidad de sintesis de ATP por wun nubmnera de células enteras,
sean espermatozoides (14) cono espermatidas aisltadaes (Z2u), por lo
que resulta dificil compararlos con los obtenidos por nosotros en

mitocondrias aisladas. l.os resultados de la sintesis de ATF,
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obbtenidas en prescncia de rotenona muestran. gque a pesar de  Lra-—

—
o

tarse de una %écnica muy sensible, solo sz obtuvo zintesi1s de
1.5 nmoles de ATS=F/min/mg de proteina, gue ademas no fueron sen-
sibles ni a la presencia de desacoplantes ni a la de oligomicina
(no  se  muestran los datos), o lo que =o concluyo gque poditla
tratarse  de una tosforilaciorn a nivel de sustratos ¥y que no  @ra
posible atribuirla o uwhe sintesis de ATF medisda por la  Ttranshi-
drogenasa, For lo dem&s, la sintesis do ATERE de testiculo,
apoyada por la ouidacion de pivuvato-malato, cohibiro las caracboe
rigticas "clasi1caus" de ba £intesis ol tocendrial de GTP: ftue 1n-
hibida por oligomicina vy agentes desacoplantes do la  fosforila-
Cidn oridativa, asi comp por inhibidoesos de l1a cadena reapirato-
Lol =

Resumiendo  todos log resulitadne anteriormente expuesions,
podemos concluir gue la transhidrogenasa deperdiente de  enetrgla
de bteasbiculo debe ser 2studiada en mibocondrias intactas, ya que
éstas mostraron caracteristicas de un sistema con un buen grado
de acoplamiento, es decir. controles respiratorics cercanos a 3
vaelocidades de consumo de O= en el estado T medianamente acepta—
bles, valores de potencial de membrana v de sintesis de ATP com-
parables o los obtenidos en otros teiidosy mienbras que la pre-
paracion de PSM de este tejide presentd coaracteristicas de
desacoplamiento tal que no permtieron la generacion de  un
potencial de mepbrana propio de esta preparacion on otros
tejidos, como fue el caso do corazdén de res.

For obtro lado, en lg gue toca a la participacion de 1la

a1
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transhidrogenasa en la conservacion de la energla, la encima de
testiculo no fue diferente a la de corazén. En este tejido, en
1970 el grupo de Ernster (5951) informd que la reaccion de 1a
transhidrogenasa en el sentideo de la reduccicn de NAD™ a partir
de NADFH en presencia de ADF v Pi era incapaz de sintetizar ATF,
atn  en presencia de sictemas eficientes de captura para  remover
los productos NADH, MADF* ¥y cualqguier ATF gue == pudiera formar.
Un aflo después VYan de Stadt (21) asegurd gue en el mismo sentido
la reacucion de la transhidrogenasa cra capaz de sintetizar ATE
utilizandeo el potencial de membrana genetada pot esta reaccion.
Zin embargo, en 1972, el grupo de Skulachev (&0) demostrd gque el
patencial de membrana generado por la transhidrogenasa en esta
misma direccidn era inferior al minimo regueridn  para poder
llevar a cabo la sintesis de ATF. For 1o tantoc, la funcidn de
la transhidrogenasa en  la conservacion delenergia ez todavia

desconocida.

b e,



CONCLUSIONES

1 La transhidrogenasa mitocondrial testicular comparada con la
de corazon presentd una reaccion dependiente de energla dos
veces mas lenta gue la de corazon, y con el equilibrio lige-—
ramente desplazado hacia la reducclion de NADY a partir de
NADFH. En cambio, la velocidad de la reaccion independiente
de energia TJ; igual en los dos teJiidos.

2) En presencia de un gradiente electrogquimico, la reaccion de-—
pendiente de energia se estimuld en FSM de testiculo de igual
manera gque en corasony en cambio, la reaccion indopendiente
de energia fue mucho més sensible al procesoc de energizacidn
en testiculo que en corazon. Estas diTferencias s6lo parecen
moadificar la veloeidad inicial, ya que la Haga aparente se
modificd enm la misma proporcion y en el mismo sentido. For
otro lado, no es posible llegar a conclusiones definitivas
al comparar el efecto del proceso de energizacion en los dos
tipos de particulas, ya que 1 gradiente gencrado en las de
corazon Tue tres veces mayor al generado en las de testicu-

lo.

3 La transhidrogenasa dependiente de energla de testiculo de-—
be ser estudiada &n mitocondrias, ya gue la ptreparacién de
PSM de este tejido sugiere wna membrana con uwna  alta

permeabilidad a protones, lo gue conlleva a un potencial de
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membrana muy pobre.
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