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SUrlMARY 

nucleotide transhydt•ogenase has 

been e:rtensively studied in bovir1e heart but 1ts role in energy 

transduction is not clear. Thus ít was that its 

function could be ~etter under·stood if its ch~racteristics in ti-

ssues l...,ith distinct; metabolic propr:rties, suc:h as tt:~stis. are es-

tabl ishc;d. Moreovet' ln tesL1~~, thUt'E' is only one l'erJort in v11ch 

the activity was merely dcscrjberJ C::'.2). 

Ta~:ing th1s into accoL1nt, WE~ underttlo~: th~ study cf thc pr·o-

submitochondr·ial non-

energi::::ed conditions. (-111 thc> e::[ . .1E.•t·imc:nts Wl~'t'E' c-3.rr1ed out in 

in 

order to t·~!O:>tablisl1 if tt1E•re l•Jas .0.1 di f·feronce 1n tlle two pr~para-

tions. from 

the data the equilibriun1 constants wet·~ c0lculated in the ~bsen=c 

and presonce uf clPctrnchF2mical pr,oton gt·0dicr1ts. Thc c.:-ipc:•.c i ty 

of da-

termined~ 

The resul ts show that thE' enc•rgy-dc-pendi..:n t test i cul a1, trc•ns-

hydrogenase reaction was two-fold slower th~n that obset•ved 

heart subrnitochor1drial particles~ in addition it was found that 

at equi l ibrium, the ene1--9y-depenci<.~nt reaction was al so less favo-

rable in the testis prepart~tion. The velocity of the energy--



independent reaction wa6 the same for both tissues. In the pr¡,¡i-

sence of an electrochen1ical force, the energy dependent reaction 

stimL1l ated to the same e:-:tent in testis <.~nd hea1·t subm1 to-

chondrial pat•ticles. Tht- eneray-independent rE~action Vh3S ffiLlCh 

more sensitive to the ene1·91::<1.tiot1 pt·occss than thc• hcat't prep<71.-

ration. difi·1:1 t'C·nces obsE_•t'ved viere only 1n the 

ve loe i ty, but the ~pp~r·ent equilibr~iLlm cnnstnnts, i11 both pr9pa-

rations ~sre modified in t~1e ~~~rne t·ntio ~nd dir(~ct1on. Tho rnem-

brana potenti~ls 90na1-~ted in the same condit1ons was s1gnificnn­

tly 101~er 1n the· te~; ti•,;; prep.=-1rdt it.ins; Vlf'! th1nl· t\11,_, i5 duD to r:· -

un-

coup led v1e d~c1deci to cantinue the 

study v11tl1 lhL' tc~·,t;i;_; n11tnchond1"iul cap.::_1c-it:y to build up .:.:\nd m<:1n--

ner as the hppatic mita1:hcndt·10 So wc co1is1de1· that the tostis 

mi tochond1·ial 

dria that show greatcr couplin~ than thra subrni\;ochond1·~al par-

tic: les. 

The 1•esults ~howed irl agreemer11; with the groups of Ern~ter 

and SkLllac:lt1::v, but in contrc:i.s\; ta \)An de 5tad1; th;o;.t; the operi\tion 

of thc rei'l.ction from l\lADF'H + l\1¡::10+ to NADH 1- NADP .... ~11w the trans-

hydrogen.:i.se 1'Ei1C: ti on el id not dr~ve to synthesis of· ATF'. 

Accordingly the role of the trc:\nshydro9Gn0se reaction has not yet 

been established. 
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RESUMEN 

Lo transh1dro9enasa mitoccnd1•ial de piridin nucl8ótidos ha 

amp 1 i amen te en mitocond1•ias de cora:ón d~ res y na estudiado 

obstante. el papel que juega est.:.1 enzima en cu¿intci a la produc-

ci ón d~ energiR ~sta en cont1·ovet•sia. Sin embctrgo <i.;u importan-

cia s~ padria evalu~t· rnejot• si se conociet•an sus 

en tejido~ de distintan prcpimdudes n1ut~b6lic0s~ 

curacteristicas 

del testiculo (ar9.:1110 en el que en un único trabilJO ctntE.>ri.or <32i 

ha sido medida la actividad de la transl1id1•09en~s0 niitocond1·1al) • 

Con f~stos .:tr1tecndentes.. en t t't:i.bi.l Jo nos p t'CJPLI s l mas 

nastO\ Qn ria.1·ticul;,~<.:.; sul:1mitoc:ondri,:1l1·:>S do tc~s\;icult:1, t;"nto en el 

sent;ido de l~ t·eacción qur~ depe11d0 de ur1er91a como 011 ~1 que 

DP manert:< c.:ompa t'3. ti va, todos l c.JS P-:: peri-

men·tos se h.icier•-on p<01rdll:'li~munte con p.:~t·tlcul~-:\s ~;ubmitoc:ondr1.:..lr:>s 

dr" cor¿\::on dr~ 1·--es-,. t;e estudio ~1 curso tc-?mpDrül de ambos 

tido5 dt? la rt:~E\cción, ~:;o c21lcul~"1ron 1.:->.~5 t'.,...n t .. c:ispectiv,:\S "l 

efecto de un gracllent1:.~ clcct1·ociulmico ~~obt'l'? estos 

Asimismo, se ambas 

p t"r:?p,:trac iont:>s. 

L{)s 1~esL1 l t ad os mL1est rnn que 1 n 1 .. eacc i ón de transh idi--oganasa 

testicular dependiente de energia tu~ 2 veces m~s lenta que la de 

corazon y qu0 ran el equilibrio, también está monos -favorecidü. 

Sin embargo, 1.:1 velocid<:td de la 1·ea.cci6n independiente de energia 

no fue dife?·ente en ~mbcs tejidos. 
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Por otro lado, l-3. reacción dependiente de energía en pre-

sencia de un gr•adiente electroctroqulmico se ostimLtló de igual 

manera en partículas subniitocondt·iales de testículo }' de corazón. 

No obstante, la rPacc i ón independiente de En erg i a E:·ri testículo 

diferencins solo SE: man1fest<=1r'on Gn lr.i. velocidc-..d inicial, 

ya que lfls !=-q "''E.' mo1li-ficaron E·n ltJ sni'O:',ma prr.:.porc1on y en el mis-

mo ser, ti do. Los, potE'flC i al l~S ch~ memb1'E1nc:1 nenerudos en 1~1s m1 =::rnas 

condiciones por· las partículas d~ los dos tejidos most1'Jl'on Ullé\ 

rnarct:\rl¿\ cJif'2renci¿:i,, quu pf:•nsdmo~ se traduce i:-"n uni3 c1ltLl pe1·rnoabi-

tcisticulo, 

par lo que se tlE•cidió cnni;inudr oJ c:>;.:.tL1d10 "~obre lci c,1pe'lcid:<r:l d1:? 

fJt-~ner'at' potenciC:tlc.•5 y dP !i.1ntr::t1::ar A·r¡-.· r:n mitocondt~1i.1S int.~1cta~> 

de te~>l;icLt_lo, Los i•ce<::;u .1 t:ados la 

tr.1nishidr~o9en¿~<:=.i~ mitocondt•it.11 tlc> te~,l;ic:ulo debe> t·ealj:::c:1r~.;i:? E·n m1-

tocond1'i,;~s, quc:1 mnstrc:tt'Dn muyor g1'~1do de {"1cor:il.'1m1ento qut? l<:tS par-

tículc:1s. 

Poi• último. los resuJ.t~daG mostr¿ron que la tra11shiciroge11asa 

en cLkJ.nto .-:l 1.-:;, cnnserv.:ición rl0 f:-!rlf:•r91u, no p <J r&c: e 

ser di fe1'en te d0 lci de r:::ora:::on y que al igu,::i.l qLU'.:! el grupa de 

ErnstQr y de Sl~ulachrav, en controversia con el de Van de Stadt, 

encontri.>.mos qLle la transhidrogenasa 1ndepend1ente de energla no 

era capl\z d(:'.' sintetizar ?\TP u pat"l;ir dQ f-4DF' y r-·i. F'or lo tl\nto 

la función dP l.0:.1 tr¿1nshidrogP-na:::.a r:omo unn en::ima impo1,tante la 

conservación de enet•gia aún no ha sido demost1·ada. 
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INTRODUCC!ON 

El testicL1lo es l.?1 gonada m.Jsculina. Se le consid{;'!ra una 

glándula mixta, ya que posee tejido e::ócrino, lugar donde SB pro-

ducen los espermato;::oides, y endócrino, fuente principal de 

hormonas masculinas. Esté constituldo por túbulos sem1111fe1-o~ y 

por tejldo in ter t ub u 1 ar· , t'E<cubiertoG Dmbos por la tL!nica 

En el tc>jido intert,ubul.:'..1.r se encuentran: los células albuginea. 

de L.eydig, on 1 as que so reali~a la parte rnás 

funcion endóc:t·in<".'I, y el sistema do •.tasas s-:1ngulneos y linféitir:os-;. 

F'or ot1'.:1 p.:.:u-te, c>n el interior de los tübulos sEJminlteros se lc1-

cali~an el epitelio 9et·m1nill y las células de Ser·toli, limit~d~s 

ambas por el complejo !amolar b~sal. Debido a que las células in-

tratubula1~es V.3.SdS san9u1neos y J1nfat1cos, se en-

cuentran en Lln .:1mbie:.>nte de hipo::ia relwtiva Cl-3), que se ctc{o:>ntLla 

con ·forme las célLtlds se alejan de la menlbr•ana bas~l y se acercan 

a la luz tubular. Este hecho podt•ia estar relacionado con la ob-

sgir•vac i ón de André C4l de que las mitacand1•ias de las células 

germinales, a partir del estadio de paqui tt2nos, si:> acomod,:.1n en la 

cercania de la memtlrana plasmatica. En este tr·abajo, el auto1· de­

mostró, que paralelamente a la difcor·enciación de las cE•lulc:i.s 9er-

minales, existía una difere,ciación mo1•fológica de las mi tocan-

drias. Más tarde, f~n nuestt·o laboriltot·io, se de:.>mo:::;tró que esta 

mo1··fológic," ib<:i. acwmpañ'ada de Llna diferenciación diferenciación 

funcional (5). Algttnas cat•acter1sticas de ost~$ dife1·encias fun-

cionales se enumeran a continuac:ión: 
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1. - En las mitocondrias del testlculo inmaduro la velocidad de 

el cons1-tmo de oxigeno dut,ante la síntesis de ATP (estado 3) ES 

doble del consumo de 0 2 de las mitocondrias de te~ticulo adulto, 

utilizando 

o:-:idableG 

succinato, malato y pit·uvato-malato como sustratos 

(5, 6). En cuanto a los controles respiratot•ios, ~;;on 

más bajos en las r·ata$ 

2. Por otro lado, l~ velocidad de s1ntes1s dQ P1TF' no P-S el dob.18 

50/. mayor en ral mejor da los casos. Por 

lo tanto, 5i se compa1·a ol QO~ con la voloc1d~d de s1ntcs1s d~ 

ATP, so concluyo que? lc1 oi"ic1QnC1"1. de li\Si mi\;oceindri,:is de 1··atAS 

inmadur·as os menor a 

3.- L.~""\ activLdi\d dt.> ATF'iO\:sc, sonsible a oligomicina no pl'E•s2nti1 un.::i 

fluctu.:.,cion tc.n grande> a l:ravcs de la ditei·enci;:icion, sic-ndo c,i9-

ni-ficativamente mayc11• 21 f~r1al de la pr11n0r0 rne1os1~ <espermato-

c;itos secunrJa1~1as) qLu::~ 1?n la ~--i..dult,::\ (7). Lci ATF'os¿, ~ tr~vés de 

la diferenci¿\ción os insen<o;ible a desacoplantE?s, y en un estud'i.CJ 

se encontró que L'S tá 

l.ri:;amente unida,,.., )¿"'\ m1o:mlJt';3n,ci, lo qu~: r:ir_:.rmi \".o un flujo diJ pt·oto­

nes al inte1~ior de la mitacondria poi~ canalcn Fo ~biertos (8). 

4.- La citoc1~omo O}:ida::;;c:1, cuy.:>. <01ctividad const1tuyc• uno de los 

puntos de regulación más impo1~t~nt~s d~ la velocidad de flujo de 

electrones por lll cacJen21 rt.•sp1retto1·ia, tienf"~ una actividad má::ima 

en las ratas prepLtbere:; ( 1.1.-14 dl.::o.s ) , brusc.::>.men-::e 

durante l « pubert,:ld, y despu&s di~minuye g raduul men tE:.' hasta 

llegar· al estado adulto (6), alcnn~~ncJo valores menores que l~ 
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5.- La citrato sintatasa de mitocondrias de testículo incrementa 

noti."lblc:mente su actividad a partir del estadio de espermatocitos 

paquitenos (9) Dicha en=ima está involucrada en el rnetabolismo 

) del pit·uvato y el m~l~to. 

6.- En mi tocondr·i'"'!; de t~sttculo $E ha ~ncontt•ado actividad 

La re l ... ""lC: i ón qu1"J mnn ti en0n !.-;Lts activ1dudes ( I DH-NAOP+ / I DH-NAD+ l 

se modifica dLtrante la difDt•enciación, siendo 4: 1 en l~s ratas 

inmadut•as y 1:1 en las adultas (5). 

intor-1110do que en m1tocondr•ias de higado l~ o::idación dol isoci-

tr.1 to puede '3egu i t' un,-:i vla di·fl.'.:1·ente ,_<.] ciclo de que 

involucr<:-i nu-· 

cleótidos on dirección cJn le o::idacion del NADP~t. El flLtJo a tr·a-

vés dr.é> e!.'.::-te camino SC? vL"' f.:::c.vo1·ecido en cond1c1onc-:>~ de des,::1copl,;.-

miento da la fosfor·iJ~ci.ón o::idativa. 

cia de u11a isoGn=irn~ mitocoridt·ial de la lact~to deshidrooena~~, 

denom1n2H"Ju LDH-X, que apat'eCf? a partir de los 20 d1as de edad dr. 

la. rat.::i., co1·1·espondir:!nte ra la aparicion de los Pt"":'lquitenos tardioo,;; 

(11>, y que pet•manece en los estadioc posteriot·es. En un trabaJo 

r~ali=ado en mitocondrias posadas, se encontró que la LDH-X pro-

venia princjpalmente de espermátidas y pieza media de e$parmato-

zoides <12). El papel fisiológico de esta en~ima no ha sido rm-

ZLll?l to. Blanco y col. , C13> suponen que ya que se trata de la 
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m~s abundantQ de lactato desh1drogenasa en célulAs semina-

les, la LDH-X debe e!:;tar integradel en Ltna v1a metabólica que pro-

para la niovilidad de los espermato=oides y para 

~u sobreviven e i a < t :. 1 • Con estos antecedentes es pasible pensar 

qui"? 1 a LDH-X podrla Sl'?r un fllt?canismo util1=ado par'"' rea::idar el 

MADH acumulado en condiciones tic hipo::ia o do inhibición de la 

cad10>na r·l-?spi.t·ator1a., acoplada a lr"l transhidrcH;:¡l.?nasa mi tocondr·iul 

en el sentido en que 6sta es capa= dP pr•aducir energía, 

de potuncial de rn~mbrAna, como se niuestr·a ~n el csauem~ !. 

al igual 

que en ot1·os tejidos fot·1nados pot· cólul~s c:on un¿1 velocidad 

recambio bt:i.:·o, t; j mo, m11co;~¿i rlr.1 .in1:c?·.~t1no 

delfJ .... "ldo, 

una .oictividAd Glevada do la er1=1ma mal1ca-NAD!F")+ cor·1 Vla 

intrnmitocondri~l única pora formar pit·l~vato, dependiente de la 

0~:1dac:ión del mc."llato (1•~.15). 

Se sabe que el p1rUVé~to es un SLlstr.:il.tD cont1•al ~-n el metatlo-

lismo tcstic:ul~ir <16-20) y que posee adumás una en;::ima mál 1C:ü 

NAD<P1~- mLlY activD; 

nasa, prácticamente no ha sido estudiada, por lo que $C consideró 

importante carac:te1•1:arla e intenta1· ubicarlo dentro del contewto 

energético de las mitocondrias de testic:ulo, ql.le suponemos in-

cluye el ciclo del malato-p1ruvato, según se 1nuestra en el esque-

rna 

La transhidrogenasa mitocondrial de piridin nucleOtidos 

CEC 1.6.1.1) es una enzima de la membrana interna que lleva a ca-

11 
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bo la siguiente reaccion: 

NAD• + NAOPH + H-~~ 

La reacción 1 se ha demostrado qLte es independiente de energía y 

la 2 dependiente de anerofa. En 1.:1 dir12c:c1ón 1 produce energ1a 

por bombear H .... al a::terior y crei'."l.r un 91~adi1:.>nte; en lü 2 oc:urrt:? 

lo inverso y lo consume. Esta anzima ha sido ampliamente esttJ-

diadi:l. en corazón de res (21), y no obstante esto. sabe 

muy poco sobre el p~pe] QLte Juega er1 l~ cólLilA. En lo·:; trabajos 

la transhidro9enasa procediet'~"l en l.:i dir<o:>cción 1jo li:l 1·cducc1or1 de 

NADF'+, a partir de f\IADH (rt·~acción :2), se 1'equerl'.:I i,:1 uti1-...::,::ic1011 

del potc-~nc1al do membranB generado po1' la r(~·.:;pi1·'acjcJn o par 

hid1'ól1sis de ATP. Postet'-iurmc>nl:;e, 1'11\;cht:-211 po~5tul1::i, que en tal 

un potencial de memb1'~na (~4). E'.O.t.:i pnc.1b1licl<:id ·:un VE~t'ii1cad~:i. 

mas tarde por Libarman y T~o1·ina C25l, Sl:Ltl<J.che'.' l:2óJ, 

(27)' Grinu::.s y col. (2F3>. I saev y c:o 1 • ( 29 J ~,; SI'. u 1 ¿-¡r.:hC'-' (:::.o J • 

Estos datos significan quQ l~ tr~nsh1drag~n~sa pt~oduce el 

cial de membranc:i. si la reacción t.tenc· el si?nt:ido do lo rP.ducción 

de l\IAD- a partir cit..:.• NADF'H <rc::-.:.1cc:1on 1), y L1t1ll:;:A 121 potencial de 

membrnnc.<. Sl de 

NADH Creaccj ón 2>. De aquí, Mitcholl (2'1) concluyó que ademo'.:\S do 

los 3 sitios de acoplamiento de energla, locali=ados entr·e NADH y 

0:.2, habla un sitio más de conservación de ener9ia <:>ntre HADPH y 

NAO+ al que dE.>nominó sitio CC!ro, o cu¿11··to sitio segun el usquema 

(30). 
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ESQUEMA 3. 

Sitio 4 de la Cadena Transportadora 
de electrones. TEC• acarreador de 
electrones de la Transhidrogenasa -
THCa acarreador de hidr6geno de la 
transhidrogenasa. Según la ref.(30). 



Con base ~n esta$ postulados, -::. i 1 a resp i rae i ón estuviera 

int1ibida por hipoxia. esto podría resultar Rn la predominc:1nc i a 

de la dirección 1 de l<'-' t·eacción de- lc;i transhidrogenas,n .. De es--

tA manora, so convertirla un p1·oceso de ut1li~ac1on de enet•gla en 

uno dt'? p1·oducción de éstrt, 

utilizable p8ra lct s1ntesis de 

un po­

Es to 

t·cs, c::.>n 1 as quo 1 r':l. rerJucc.: ion de l'lAD-<· ;_:¡, oart ir do NADPH pudn pro-

duc i t• sLtf1ciento enero1a pat•<--1 fo~;·for1lar ADP a ATP en 

de r•ote>nnna y antimicinn (::.J.). 

En r·r:iJac.1on con 1<~ tt·<--1ns/11d1·ogcnas,<-.1 m1..tocond1·1,"l de te~;;t1cu­

lo, c):ist;p uniccJ.men-Le un c-'s-:;tud.iD rc<-.•'.ti::<-..1d;:1 en 1959 <:::'.:2> .. En f-1 se 

info1•mu l<.1 cictividn1d rfr~ lo\ t'-t··;1n<_;t11clt't:;gr:nnc::.<1 en mi LCJco11d1·i~1'" ::~olu·­

bilizr:i.das rj(--:] di"fPrc>ntPs l:c~Jidos de illc'.Hill"feros (3::), / se muestt·a. -

que L;_:i. acti"rid¿,d 1 ¿\ , ... edcc ion 

indcpendiunte de cncrgia y de la r~~cc1on d0pendienle dQ enet·91a 

es, respectivamer1ta, 2 y~-·~· veces menor en el test1culo que en 

el car.:."'1.:::0n. 

Considerando todas las c~racter1stica!~ de las mitocond1•ias de 

testiculo ~1·r•ibo dascrit~s, en este t1·ab~jo se tt~ato de diluc1dat· 

el papel de la transhid1~09enasa de pirid1n nucleotidos mitocon-

cirial en este sistema, y $Í constituye un factor in¡por•tante en la 

producción de energia en condicione~.:; do bloqueo de ld cadc?na rG!5-

piratoria, dada la hipo~:ia fisiológica del tejido testicular. 
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1. - Caracterizar en pat'ticulas sub1nitocondriales a la transhi-

drogenasa mltocondrial de testículo en cuanto a su capacidv.d ge-· 

neradot'a de enarg1a de manrara compa1'ntiva con la del tejido car­

d iáco. 

2.- Caructeri::a1~ l t'.\ prepari.'lc1ón de F·st·1 test icL1l<:ires t::>l"I lo qLll: 

r8~.pecta a !,;.,U grado de ac:opl.":\m1ento, ut;ili:::ando como indicado1~ SLI 

cap¿"cl.dac.J de gen!:'rar un potencial de r11emb1'anil. 

~.- Caracteri::at• al sist~mi.'I rnitoc1Jndr1Al de testlculo en condi-

e.iones del mc.{:;imC:· e.coplil.m1ento posJble, en cuanto a SLI O\f y su 

capacidad de sinteti::a1~ ATP. 
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MATERIALES Y METODOS 

Todos los reactivos utili=ados orocedieror1 de SIGMA Chem1cal 

Co. (USA>, a p:.:cepc1on del plt'LtV<:lto, malato, EDT{-1 y etanol, que 

fuet·on de MERCJ:: (f'1E-::1co>. L.-.~ albi.::1mir""' ut1li;:ad;o;. en el aislamiento 

de mitocondrias fLte de l.:i. trace l c:>n V, libre de c.icidos grusos. 

Como ~~ utilí~o rast~nd~r· de 0lbúmjna humana 

en solución salina de SIGMA CIJSA>. NADH. NADP .... y MADF'H 

emplt.!ados i·u1:1r·on de eillo grado ciL• purc:~. 

Se utili:aron las siguientes er1z1mas: 

Alc:ahcil deshidt•ogenasa de levadura de P~~naderi(). Calcohol~l\JAD .... 

o::idoreductasa;ECt.1.1.1>: disuelta 

un Tr·is ¿lü mM, rnM y 

pl-I B. l. condicionc?s de rná::ima est;,-:<bilirJad pat·a la 

en;:imn, clE• acuerdo con ];,1 1·12-t-.c::.:-...::>. 

Hc::-:ocin.::~sü-Glucosa 6-i-=· cJl~shid1~oc-:ionus<~ d~2 lev<1t..iL1r<..i. dP- piln,?.dt'3ria: 

disuc.1 lta f.>n ci-

trato 0.005 M pH 7.5 pa1~a obtc'3nE.•1~ conc.Jic1on12s de rn.);:in'a r.:•t;tübili­

dad, siguiendo las especificaciones dD SIGMA Chem1cal Co. 

Glutatión reductasa CNAD<P>H: 9lutution oxidado o~: 1 doreduct.:i.su 

de levadut'L\ (EC l.6.4.2)~ 

<NH ... >~so.q. 3.6 M. 

Stlspen~•1ón altamc~nte pur·ificad,::1 

Lactato 

EC. 1. l. 1. 28 l : disuelta 

<NH4)~S04 2.1 11, sigui[:_•ndo l¿\s osr.iecifir:eu:iones tle SJC:il1A Chom1cal 

Co. 

15 
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Co. 

Se utilizaron ratas mü.chos de la cepa SpragL1e-Dawley, de 

aproMimadamente 250 g de peso cot•pot•al. Los testículos, libres 

de la t~nica albugínea, fueron homogenei=ados en el medio de ais-

lamiento, que contenia: sacarosc:1. 0.:!5 M, TE(4 ::. ml'l, EDTA mM .:.. pH 

7.2, a una concentración de tejido de un 14 % (f)/V). 

Con ~l homagcnei=ado total se siguieron dos esquemas ele cen-

trifugación dift?renc1al: del primero E;l".' obtuvo una me::cl<il de m1-

crificando el Ctcopl;::i.m11.2nto de l<e1 p1·cpa1·ución mitoc:ondt•ial por un 

considerable inct•emento en C:!l r•end1miento; con C?l segundo :;;,e ob-

tLlVO solamente l~~ ·frucci6n de rni.tocondrl.as pesada~~, c.:on r~l objetCJ 

de tent:!r una preparaci on con mayor grado de acu1il.:.uIJ11:_•r1to. F'i:.t·0 01 

rante 10 min, obteniéndose l~ primer~ pastilla, qu~ fue desech8da. 

El sobrenadante se cent1•ifu9ó a 12,(10(1 g 10 min p¿\t'i.1 obtener la 

frac: e i ón mi tocondrial totill; ést~ se t•esuspandió er1 un 

volLlrnen de sacarosa 250 rn~I, que contenía 1% dG albúmina bovina 

libre de ácidos minutos; posteriormente se 

diluyó hasta el volumon ct·igin~l con el medjo sin albüm1na, y se 

volvió a cent1•ifugar a 700 g durante 10 rnin., esto con el objeto 

de purificar rn~s la pr~parac:ión de mitocondrias. El sobrenadante 

obtenido se centrifugó nLlevamente a 12,000 g 10 min y la pastilla 

mitocondrial se resuspendió en el mínimo volumen posible de saca-

J rosa (25-30 mg de protefna/ml >. En el segundo esquema se siguió 

el procedimiento anteriot•, e):cepto que la segunda y cuarta cen-
1 
j 
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trifLtgac:iones se hicioron a 3,700 9 durante l.O min. y el medio 

de aislamiento <sacarosa 25(1 mM, TEA ::: mi'! y EDTA 1 mM pH 7.2> fue 

usado durante todo el pt•ocesa de abt2nc1on de las mitocondrias 

pesadas. La pastilla obte11ida de la cuarta cent r i fug;-,\c ion, fue 

re$Uspendida en el mismo medio en una proporción de 1 ml/g de te­

jida húmedo original. 

do total !iLI centrifugo~ 1000 g 10 min., desechándose la pastilla. 

El sobt·enadar1t~ ac centri·fugó a 10,c,oci g durante 10 n1in. par·~ ob-

tener la fr.:~cción mitacondriL.11, que fuB resuspendidA en el rn~dio 

de aislamiento e incubad;., 1~n pr·l?sencia de ~-,1bc.:.unina bovina al 1/.. y 

vuelta a cent1~ifuga1• ~ 8,(J(•O g 10 mi11., con el objGto de pu1·1ficat• 

f r¿\CC i ón mitacondri,:il. L.:i pastill.:i. final se t'E'SUspendit.> en el 

mismo media en Lln<.1 p1~cpot""'c:ión de 1 ml/•1g de tejidCJ humado or19i-

nal. 

Las mitocondrias de corazón de rus utilizadas fueron un~ ele-

nación de los doctores Gómez-F'uyoLI y se prepararon de acuerdo con 

Lcw y Vallin C34). 

Las PSM1.>:o-r'" se obtuvieron pwrt1r de una suspensi6n de 

mitocond1'ias almacenadas a -70~ C por lo menos 3 dias; 

raron en un medio de sacarosa 250 rnM y EDTA ~ mM, 

método descrito por· Lee y col. (35). 

de acuerdo 

actividad cJe la piridin nucleótido transhidrogenasa 

tocondrial <NADPH:NAD- o::idoreductasa EC.1.6.1.1.) tuvo que 

al 

1111-

set' 

determinada en PSM, ya qLt<? l¿¡ memb1,~:ina mitocondrial es impermea-

17 



ble a los sustratos NADCP>• y NADCP>H. La actividad se deter-

minó de acuerdo a Lee y col. (36>. Para de tenor la reacción, se 

utilizó ~OH 0.136 M 6 HC104 0.5 M (concentracion final), en el 

primer caso para e:·:traer los piridin nuclt-!ótidos reducidos, y en 

el segLtndo para e:: traer los o;:idados (37). 

El NADH y el NADPH SE' estima1·on por medio de 

en::imo.tic:>s, llffi 

en un espectroiotametro E!E>cl~man Modnlo 35. El NAD- y el NAD1~- se 

midieron también poi• sistetnas en:imaticas, siguiendo ul incre-

01e11to do ld abso1·banc1a a lD misma lon9itL1d de ond~. 

Los sistem~s mn=imáticos utili=ados para la detet•minacion de 

los pi1·idin nLtcleótidos producidos e11 la reacción de trc~nshidro-

genasa fuet"on: 

A. Nucleótidos Reducidos 

piruvato + l.JADH + f-1+ ~-oH lact.:;to + NAO· ... 

GSSG ·1· NA DF'H + H- qlut--.,1.::1r• .- ... n ... u:::t•-- GSH + 

B. Nucleótidos Oxidados 

alcohpl + NAD- ,_,,oH acetaldehido + NADH + H-

glucosa 6-P + !'-IADF'- n,:. e nH glL1conato 6-F' + NADPH + H+ 

El consumo de o>:lgeno se midió polarográficamente (38> usan-

do un electrodo tipo Clarl~; en 1.75 ml de un medie qu~ contenla: 

~<Cl 120 mt'I, HEPES 20 mM, l=~HPQ.q. 5 mM, EDTA ~ mM y·MgC·I =.· 2 ml'1, éste 

óltimo, 56lo con las mitocondt·ias de t1l9ado. 

detern11nadas usando el metodo del biuret (39) 

Las proteina5 fuF .. •ron 

Para la determinación del potencial de membrana en mitocon-

se siguió el cambio espectral de la safranina o, de 497 a 

18 



530 nm, de acuerdo con el método descrito por akerman <40) El 

ensayo fue llevado <:\ cetbo a .30" C en un volumen de 2. 5 mi, con-

teniendo: sacarosa 250 mM, HEPES 20 mM, EDTA 0.38 mM, a pH 7.~. 

El potencial d0 ~1ombrana, en PSM, se detr.t·minó midiendo el 

.cambio de la .:1bsorD~nc1a del o::onol l/I de 611 w 631) nm (41> El 

ensayo fue llevado a cabo a ~o~ C en un volumen de ml, 

conteni~ndo 

La velocidad de síntesis de ATP en mitocondrias durunte la 

1'osfo1~i lacion oxidativil fue abt~nido mjciiendo pi fosfato inorga-

ni ca c:-:s::;.:!p i) i nco1•por¿1.do .::1 C't J - ?~T~:..~p en p 1-c~;enc 1 a de ADF', un 1 n-

hibidot• de la miocinasa y un sistema de ~1exocinasa, se 

describe en la refE'l'E""'ncia (42). La proteina se dete1•minó por el 

método de Lowt•y (43). 
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, RESULTADOS 

La transhidro9enasa de piridin nucleótidos de mitacondrias de 

testículo prácticamente no ha sido estudiada. De l1echo, en la 

literatura sólo e1:iste una t·eferenci~ que pr·ueba su p1•ese11cia en 

catud10 r&¿1li=ado en 1959 en mitocondrias digitonizadas (32) 

diVC?1~sos tejidos. 

testicLtlar, hicimos un estudio comparativo con c1" 

PSM de? testiculn y d[i! cor¿;i,:::ón de 1·es. 

mas como control, ar1::. l ma 

m.::i.yor actividad y en F:l que h.--. si.do ampli:.1.mcnti-.' Cc_1r .:-.1ctro>1·i:::.L1d¿\, 

La FigLtt'a Clt:1) ilustra l.1 similitud en el curc..>o tempar·.::~l de 

NADF'-+l\IADH> 

para las dos pr0p;:i.1·aciones d12 F'Sl'I, y r::>n la fjgura (lb) se:· muest1·c~ 

la 1~e.:Jccián dependi0r1t0 d1.= enert)ld 0-IADH+NPiDF' ... NADPH-1·N(4D .. ->. En 

la "figura sólo se JJt•esentan l~s vat·i~ciones observadas en los 

nLtcleótidos reducidos, y¿¡, que en la deto-1·minación de los 0::1dados, 

se obtuvieron resL1lt~dos 5imilat·Gs. La fig. ~: muestru le.IS velo-

c1dades inici¿1les de las t•eacciones independir~nte dt? enorg la y 

dependiente de ener9ia en los dos sistema~,;. e::prC::;~<:.das como acti-

viciad especifica. Con eGtos t•esultados se puede observa1• que no 

hL1bo diferencia significativa entre las dos pt•0paracianes de PSM 

pura la reacción indE-pendiente de r-='nergia, 64.6 En car'd::CJn y 56.8 

en testículo. Sin emba.1·90, la t:i.ctividacJ especifica d~ l"- r~eac--

ción dependiente de energía de las PS~l de corazón fue el doble de 

la de testículo, 33.~ y 15.9 t·espect1vamente. 
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Figura l {a) , Reacci6n indepen­
diente de energia de la transhl­
dzogenasa 
NAO+ + Nl\IJPH - Nl\IJP+ + Nl\DH 

.. 
<I 

0.1 

t (min) 

Figura l {b) • Rea=i6n dependien 
te de energ!a de la transhidl:oge=" 
nasa 
NADll + Nl\DP+ - Nl\DPH · + NAD+ 

B) PS!\:orA de test!culo {O. 255 rrq/ml) 

Ia. irezcla de reacci6n contenía: sacarosa 200 mM, Tris 50 mM (pi! 7. S), 
I:Ctenona lOfLM, KOl l. mM. En l(a): NllDI- 86fL M y Nl\DPH BBfLM. Eri 
l. (b) : Nl\DH BBJ.L M y NADP+ 861-" M. El ensayo se llevó a cabo a 30° c. 
A los tienp>s indicados la reacci6n se detuvo con HClO O • 5 M y l(OI! 
O .136 M para extr'""" los nucle6tidos oxidados y. reduci~ respecti­
vamente en pi:eparaciones separadas. En la gr:!.fica s61o se ilus­
tran las variaciaies en el contenido de los nucle6tidos xeducidos. 
El NllD!l se detennin6 con piruvato 2n1M y LOll { 60 niJ/ml) y el Nl\DPH 
con G.SSG 2 mM y glutati6n reductasa {l. 33 U/ml) siguiendo la ab­
soi:bancia a 339 run. 
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Nl\Dll + Nl\DP+ - NADPH + NADP+ 

A) PS'\vrA de coraz6n B) PS!\vrA de testl'.culo 

( x-x ) datas experiloontales ( ·-· ) regresi6n lineal 
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Como la reacción dependiente de ener91a de la transhidroge-

nasa de las PSM de testiCL\lo ft,te dos vec.eG mé!; lento::\ que en las 

de corazón, 

se manten1a en el eqL\ilibt"'io, 

acL1erdo con SP.gel (44), según se detalla en la figura 3. 

K-q fueron 0.6 p~re l~s PSM de cat·a=ón y 0.2 pnra l~s PSM de tes-

tic:.ulo. At.!nque ambo5 v~""tlores son dal mi~mo orden, pareceria que 

la reacción dependienta de energ1a fue monos f~vorecida on 

test1c1.1lo qu~ l~n cot'.:i~on. 

l 
·• Conside1'c:tndo p1~ep.:1r,;1c i. oncs, amb ;:r1-r~ 

1 
nos propu::;i mos la modulacion d~ la actividad la 

• fre11te ~ un gradiente electro~ulmico. os-
,_, 

1 to ·fLIQt'dn ... 
Can este objrativo, oe cieter-

"1 
_J minó ol íJOtenei .. '11 de mc:?mbt'ana en .::1mbos sisl:c=:mo.s-· de F'SM con o::onol 

!J 
i 
1 '! 
1 ' e 

VI como indic<:?.dor. Sm siguió al cambio aspectr•al 

NADH y de SL!CCin.:l.tO <:,l(Ce:::-.ivz,mente, ilus!.rddo c·n la F'ue.cj e 

observarse que el pot12ncial genP.r<:1do por lns PS\·1 de cor,3::-ón fL\8 

casi ;J. voces rné:\yo1• al Q~::!nerado por la::; p.:q•ticulas; de testiculo con 

1~TF-M9::?+, b veca~ 111.3.yor con H<lDH y 7 voc~s con succ Ln?.ltn. El po-

tericial 9ene1~üdo con NAOH y succ ln2ts fue en pr'l2SHO?ncia do un 

C:G50 de oligomicina y c8.yó en las PSM de cor~a::::t-n a sL\s valores 

bas~les, sin necesidad de agregar~ r~otenona o ant1micina. 

Une ve= definida la magnitud dal potencial qu0 eran capaces 

de generar .:.mbo$ preparaciones can difet·entes sustt•atos, procedí-

mos a determinar las velocidades iniciales de las re~cciones in-
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Figura 3. Cfilculo de las constantes de equilibrio de la reacci6n de la 
transhidrogenasa en part!culas submitocondriales de coraz6n y testículo. 

A) PS!\:orA de corazón B) PSl'l:urA de testículo (O. 255 m;¡/ml) 

Pmcedimiento para establecer la relación exacta producto/sustrato en el 
equilibrio de la reacci6n NADH + NAOP+ ~ Nl\DPH + Nl\D+. . ver ( 42) • Se 
establecieron varias relaciones iniciales y se midi6 el canbio en uno -
de los ~irid!n nucle6ticlos. El /!,. [Nl\DPH] se grafic6 oontra la relaci6n 

[NAOPHJ [NAD!-] ! [NAOH] [Nl\DP+] • cuando [!,. [NADPH] = o' la relaci6n fue 
igual a K " 
La mezcla"&. reacci6n contenía: sacarosa 200 J!t.I, Tris 50 mM (pH 7.5), -
KOI l DM, mtenona 10µ.M, NADPH 88µ.M, Nl\Dll 88µ.M, NAD1- 86µ.M y NADP+ -
86µ. M. El ensayo se llevó a cabo a 30°C. PosterioII!Ellte los nucl.e6-
tidos fueren extra!dos y el NADH 5e deteJ:rnin6 ·oon ¡iiruvato 2rnM y ID!! 60 
lliJ/ml, el Nl\DPH oon GSSG 2 J!t.I y glutati6n reductasa l. 33 U/ml., el Nl\D+ 
oon etanol 85 rnM y l\D!I 300 U/ml y el Nl\DP+ oon G6P-M;iS04 es mM) y G6P-Dll 
- Hexocinasa 56 lliJ/rnl. 
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A) PS~ de coraz6n B) PSMwrA de test1culo 

El potencial de neti:lrana se mid16 en un esp<>ctofot6metro de-dchl.e-!:'ayo 00-
AMINCX> de 611 a 630 nm. El ensayo se llevó a cabo en una oel.da contenien 
do en 2. 5 ml el l!'edio de incubaci6n ( Tris 50 !l'M, sacarosa O. 2 M pi! 7. 5) , -
oxaiol VI 6µ.M, PSM 0.255 rrg/ml, a 30ºC. El potencial se geneJ:6 por la -
adicidn del sustrato. Las adiciones fueron sucesivas = se nuestra en 
la figura. ATP-MgC12 (2 mM), oliganicina 4/Lg, NADH 1 mM, rotenona 30/LM, 
SUCCinato 10 mM y antimicina 10/L M. , 
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dependiente y dependic:nte de en~rgia en presencia de ATF'-Mg:.:i ..... 

como generador del gradiente electroqulmico para las dos prepa-

raciones de partlculas. como se muestra en la fig. (5a) y C5b) 

res pee ti vamen te. Los resLtltados de la f ig. 5a indican que el 

gradiente electroqu1m1co no modifico In Rctividad especifica d~· 

la reacción independiente de encrglc:i de 1.::..5 F·SM de cora::ón (64.6 

sin el gradiente y 69.1 en pt·~scnc1a de éste>; en cAmbio, lA ac-

tividad de las particulas tnsticL1lat·1~s se r·edLtjo casl a la mi l;,;id 

da l~ que se obtuvo sin ATP-~lg~- 156.8 sin el gradicr1te y 3:2. 7 

en presencii?I. de l!ste ('f19. 2a)). 

gla en las F'SM de e ora::: 611, y ·:.:2. 9 <:?n SL\ 

.01usencia, mientras que en !<.is dr:ói tusticulo, r!stjmuló l,3 ~:ictividad 

ü6lo un 37 ~~ <15.S' a ~1.7). 

los 

la constante do cquilibr·10 ~p~r·ente para la 1•aacc1on en 

presancia del gradiente en l~ mism~ form~ que se hi=a sin el ATP-

l'Jg:!+ ( fig. 6}. 

(J. 6 y C).2 respec ti vamen l;r.:~ de 1 

ol gr~diente clectroqu1mico 

\:esticL1lo 

91·c:~d iente. 

favoreció la re~cción depGndicnte de en~t·gi2 en <.1mbos 

e iones. Comparando los valores obtenidos en la fig. 6 con los 

de la f ig .. 3, se obset•va que el equilibrio se desplazo en el 

mismo sentida y en la misma proporción par·o. lo3.S dos p1•eparaciones 

de PSM. Sin embargo, por las result.:i.do'.5 .:-1nteriarer.;, <ver Fig .. 4) 

observamos que el potencial do membrana generñdo por ATF'-l'lg:? ... en 
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Figura S(a). J\ct:ividad espec!fica Figura S(b). h:tividad espec!fica 
de la reacciOn independiente de e- de la reacci6n dependiente ele ener-
nerg!a de la transhidrogenasa en - g!a de ·la transhidxogenasa en pre-
presencia de un gradiente e2!fCb:o- sencia de un gradiente2!flectroqu!rr! 
qutmico generado por ATP-M;¡ • co generado por ATP-MJ • 
A) PS!!wrA de coraz6n B) PSHmn-A de test!culo 

( x-x ) datos experiITEntales ( ·-· ) regresiOn lineal 
Las cxindiciones del ensayo fueron las mismas de la Figura 1 (a) y 1 (b) , excep­
to que el modio de incubaci6n cxnten!a ATP-MgC1

2 
3 mM para generar el gradien-

te electroqu!mico, . 
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lo en presencia de un gradiente electroqujJnioo. -

AJ l'Sl\;urA de ooraz6n B) PSMmm de test:!culo 

Para calcular las K' se sigui6 el m:isnD procedimiento que en la Figura 3. 
Las o:>ndicicnes del ensayo fUeron las mismas de la· Figura 3 s6lo que el -
nedio de incubaci6n contenía ATP-M;¡CJ.2 3 ~ para generar el gradiente -­
electxoqu!rnico. 



ambos preparaciones era pobre, lo CL1al r·epercutio directamente en 

los result¿_i.dos obtenidos para la modulación de la en::ima en pre-

5encia de un gradiente. 1~or esta razón can~ideramos 

asegur~:irnos, para la continuación de nL1estro estudio, de que 

sist8ma que utili:a1•iamos estuviera bien acopladc, es decir, 

que fuera capaz de 9E'nc>1•ar un potencial de r.iembrana por 

t Í CCIS do un astado 4. 

el 

de 

la 

Aún cuando un sistem~ adecuado para este fin hL1blose sido 1~ 

ffiFl.YOt' 

110 se car1sldero ~on-

ven i en te utilizarlas, y¿~ que> como se mu~?s t ra P.n la f ig. 4' las 

PSM~DTA de testfcul1l no consiguieron acopla1~~u aún en 

de un e:;ceso do oligomicina. Diflcilmente se podt•ta 

obtener de tei::.ticulo con potenciules de membrana 

mayores, en vista de que nuestrn5 t•esultacios sugit•ieron que las 

pa1·t1culas temticu1arms presentan una alt~ permeabilidad en 

membrana; esto se traduce en una marcada difet•encia antre 

preparaciones de partículas de testículo y de cora~on. 

!rt 

1 rtS 

Jo 

tanto, decidimos intentar la prep¿.ración de n1itocondrias enteras 

de testicl1lo con el mayor grado posible de acoplamiento. Una ve:= 

qLIO consiguiéramos este objetivo, el siguiente ser•ía medir en 

ell.:ts el poti:ncial de? membr,:;i.na generado por sustratos de la cade-

na respiratoria y proba1·, ai con ésta inhibida, 1~ transhidroge-

nasa e1•a capaz de generar u11 gradiente electroqulmico y con éste 

sintetizar• ATP. El papt.?l que la transhidrogenasa desempefí.n en l<;\ 



sintesis de ATF' en las mitocondr1.:i.s de cora=on de res está en 

controver•sia; sin embargo, su importancia podría ve1~se amplifica-

da en tejidos con caractet·isticas diferentes, como es el CASO del 

testículo. 

Trabajos; prc.>·11os de nuestro labo1•ator10 hab1an mo~trado que 

. . ,, l 
las rT11tocond1•1as 'de tE?StícL1lo adu to, obtenidas pot· métodos tt•a-

dicionales~ presentaban un desacoplamiento parcial de la fosfori-

lación o::idativa <8>. Con el objeto de obtener• el valor del po-

tenc ial de membrana en condiciones de .:~coplamiento mi:i.:: imo, se 

t•equiri6 en pri.mer término e5tablecer la metodologi~ m~s adecu.:i.d,3 

para nue::.tro:: propositos <como s~ describió t2n t1atr::-1·i.:\le~c=; y !-lé~·o-

dos). L.:\ Tabla l muestra la velocidad de con<.:o,umo de 0::19eno en 

los estado~ 3 y 4, así como los cont1~01os respit•ato1·ios obtenidos 

en mito~ondt·ias de testiculo y de higDdo. Como SQ puede observar, 

la má~:ima VGlocidad raspi1•¿\t;oria ~;a obtuvo con <...LICClfl<-~tu p,_-u·,::i, lws 

don tt~Jidos;, siendo m.!1s del doble en ht9¿\do qur:_. en t1-:•st1c1.1lo para 

el estado .:-.. 

por tc5t1culo, aunqL1e EiLI velocidad fue meno1• a la quo se obtuvo 

con suc:cinato. F'iruvc:i.to fL1G 0::1d<:\do dP igual ·form,"" por los dos 

tejidos. el estado 4 no hubo diferencias entre los dos teji-

dos. 

Para determinar al pote11cial de membrana, 

como control, ya que fL~e el t12jido en el que i\ket·man definió las 

condiciones P~"r'"a deterrni11at• el bi.'f (40). El potC?ncial de" mc.?mbr.;i.-

na ~e midió utilizando safranina O corno indicador y Ql cambio e5-

pec:tral se determinó Llf1 espec tofot ómetro C.:c dobl12 

24 
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SUSTRATO 
mM 

SUCCINATO 
12 

MALATO 
12 

PIR.-MAL. 
12-0.6 

TABLA I 

Velocidad de =ns= de oxfgeno y control respiratorio 

de las mito=ndrias de hígado y de tesUculo de rata. 

H 1 G A D o T E s T 1 e u 
ESTl\00 ESTl\00 CXNl'roL ESTl\00 ESTl\00 

3 4 RESPIR. 3 4 

116.74± 22.52 ± 47.99 + 16.25 ! 
24. 00 4.17 5.18 15.31 8.86 

37.98 ± 14. 79 + 
N.O. N.O. N.O. 10.5 3.49 

27.17 ± 12.25 ± 
2.22 * 19.85 * 7.8 9.B 5.81 

L o 
CXNJ'WL 
RESPIR. 

2.96 

2.57 

2.54 

El =nsUJTD de oxígeno se determin6 en un ox.ígrafo Gilson a 30°C. El ensayo 
se llevO a cabo en l. 75 ml, que =ntenian : rnito=ndrias 1. rrg/ml, KC1 120 nt-1, 
llEPES 20 nt-1, EDI'A 2 rrM y llllP04 5 mM a pi! 7. 2. El rredio para las mito=ndrias 
de Mgado inclul:a MgCl2 2 mM. + 
Se presentan los datos del ptatedio - desviaci6n estandar, n = 5 - 11. 
* sólo se hizo una det:en:li.naci6n. 
N.O. no se detennin6. 
Los datos están expresados en nmoles/min/mg de proteína. 



D~l-AM 1 NCO. Tanto en mitocondrias de testiculo como de hígado se 

encontró que las longitudes da onda del punto isosbéstico y del 

cambios espectrales del 1n-

dicadot• cort•espondieron a 497 y 530 nm rcspec:tivamente. Adem¿,,s, 

se establecieror1 las conc:entracj ones adecuad¿1s:. dr~ mi tocondr~ias y 

de safranina pat•a el ensayo. De este modo, se utili;::a1•cn (1,5 rng 

da pt•oteína y una concentración 6 µM de safranina O para todos los 

ensayos. Los sustratos o::idables Lttil1::ados fueron: el succ1na-

to, por ser ¿\mpliamente utili;::ado en estL1dios rel<.:i.cionados con 

la fosfo1•ilación o~:idativ.:.., el piruvato y el luctato, por ser me­

tabolitos cra11trales en la producción de energía en testiculo <16-

20)' y r.l 

culo (46). Con10 se habia definido en un trabajo previo C6>, 1 os 

sustratos so us~t·on a una concentración satut·arite <1~ rnM1, y el 

piruvato, en pre~encia de malato 0.6 mM, como an1 en permeante 

(47,48). 

En pr•imer té1•mino se midió el potencial de membt•ana e11 pre-

sencia de valinomicina y Lctili=ando concentr·aciones ct•eciQntes de 

k+ e::trami tocondrial. El potencial de membt·ar1a se calculó en mV 

utili:=ando la 

c:oncentri.~ción 

ecuación de Nerst y tomando 120 m/1 de l=::Cl como la 

intt•amitocondrial ('}9), segun s12 muestra en la fi-· 

gura 7. La Tabla II ilustra el valor del potencial de membt•ana 

generado por distintos sustratos. En .::.mbas prC?pt.:""1rc11:ionL-:.s mito-· 

condriales el potencial generado fue> de-1 mismo orden en pr•esenci;.~ 

de SLLCt:inato; sin embi.H'go, con piruvato-malata, malato y lactnto, 

el potencial generado poi· test1culo fue el doble del generado por 
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Figura 7. Determinación del potencial de rrenbrana en mitocondrias de hl'.gado y 
test!culo de rata. 
El potencial de ltEltbrana se determin6 en rnv, en presencia. de vallnomicina y con­
centraciones crecientes de K+. Se deteonin6 en Wl espectofot6Tetro de doble ra­
yo tw-1\MINCXl de 497-530 run. El ensayo se llevtl a cabe en una celda de 3 m1. -
conteniendo el !tedio de incubación (HEPES 20 rrM, sacarosa 250 trM y EDI'A 0.38 trM, 
a pi! 7 .2) y safranina o 6µ. M a 30°C. Las adiciones sucesivas fuenm hechas -
=ro se indica en la figura: mitocondrias 0.5 m;¡/ml, rotenona 6µ.M, oliganicina 
3.8µ.g/ml, succinato 12 mM, valincrnicina 38.5 ng/ml, KCl 0.96 trM cada adición, 
FCX1' 0.48µ.M. 
T = test!culo H = hl'.gado 
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SUSTRATO 
(mM) 

SUCCINATO 
(121 

PtR.-.MAL. 
llz-o.sl 
MALATO 

( 1 z J 

.jc ~ACTATO 
(1 Zl 

TJIBIA II 

Potencial ele ironbrana de mitc=ndrias ele testículo e hl'.gado 

generado ¡:or diferentes sustratos. 

-
m VOLTS 

ROTENONA 
TESTICULO HIGA DO 

150. 6 .± 9.3 184.5± 19.51 

\BD.B ± 18.2. 82.5 ± 9.6 

173.9 ± 15.7 96.B ± 7.8 

145.5 78.66 

-

\-tlG. - .M!!!_ 

t 
PI R.- MAL. 

--- ~ 

10.01 óA ( 497-530 ) 
run 

Las <Xl!ldiciaies del ensayo fueron las mismas de la Figura 7. El ¡:otencial se generó por 
¡a adici6n del sustrato, oono se l!Dlestra en la figura. En la Tabla se l!Dlestran las neiias 
- desviaal.lln estandar (n ~ 5). * S6lo se hizo una detellllinaci6n. 



hígado. 

Una vez definidos los valores del potencial de membriJ.nA que 

ambas preparaciones mitocondriales eran capaces de 9enerar, 

intentó averiguar si en las mitocandr·ias de testículo se podria 

generar un potencial de membrana en cor1diciones de inhibición de 

la cudena re~piratoria, es decir, ~1 l¿1 transhidrogenc:t!:38 de> piri·-

din nL1cleótidos mitocondrial en pt•esencia de sustr¿\to del $ i ti o 

I, pi1•u,·ato-malato er·a capa~ de func1on~1· en el 5ent1do del boni­

beo de !-1+ al e:-:teric.r de la matrf::: mitocond1·i2.l y ger1121•ar en es­

tas condiciones Ltn potenci~l rle membt·an~ apreci¿\ble, en pt·Psencia 

EstA concentt·~cion de r·otenona ora sL!fic1en-

i11h1bir el sitia I de la cadena t·~spirator1A en 

prepat·acioneD rnitoco11driales, como fue dcmo~trado pt•eviamranta por 

medio de Ltnu. titulación (no ::;e mu12st1'a) Lltil izando pi t'UV¿:\ to-

malato (12 ml'l - 0.6 mMJ como sustr·ato o::idable, la trC'.'lnshidrogr-:.•··· 

nasa no fue capaz de gener·at· un potencial de mGmb1~ana detoctable 

utilizando mitocondrias acopladas de hi9ado y testículo de rata. 

Dado que la safrantna sólo mide el componente olectrico del 

potencial electroqu11nico, y considerando que podrf~ estQrso gen~-

randa un ~H sin que el correspondiente .6"-\1 

te alto para ser detectado poi· el método de 

fuese suf icientemen-

la ~afranina o, se 

proct:!dió a determinar la c¿<pacidad de síntesis de ATP (42) en mi-

tocondrias de test1culo en las mismas condiciones, es dC?cir 

presenci¿\ de rotenona y pit~L1vato-malato. En la Tabla III se ob-

serva una incorporüción de 100 nmoles de ATF, con Ltna inhibición 

casi completa en presencia de oligomicin¿\ y FCCP, la que indica-



ria que la i ncorpor.:i.c ion de P3~ ocurt"i 6 en su mayor parte median-

te la actividad de la ATF' sintetasa y con la Lttilización de un gra-

die11te ralectroquimico, generado, en su mayo1• parte por la cadena 

transpor·tador·a de elect1·ones. 

En p1·esenc1a de r·otanona se obtL1vo la síntesis de 1.5 nmoles 

da ttJ-AT~~/1nin/m9 pr·ot., 

chos posteriormente pat•B escla1·ecer sLt pt•oced~ncia, perecen ca-

rt"E-?spondc.:.'r la fosforilación a nivel de sustrRtc del ci•:lo de 
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TABLA III 

Velocidad de 11sintesis de ATP11 de mitocx:>ndrias de 

testículo utilizando piruvatc - malato = sus­

trato oxidable. 

ADICIONES 
32.p1 INCORPORADO 

INHIBICION 
(nmol / mln/mg pro t.) 

NINGUNA 100 -
OL\GOMICINA 
(20µ.Q /m9 pro t.) 3 97 

FCCP 
2 90 

IZ¡i.Ml 

-PIRUVATO 1 o -
(12 mM) 

ROTENONA 
( l¡i. M) 1.5 98.5 

. 

El modio de incubación ~isti6 de: piruvato 12 mM, 
tnalato O. 3 mM, ADP 1 mM, Pi + fosfato - Tris 4 • 5 a 
5 mM con una actividad especifica de 2 000 a 3 000 -
q:m/nnol de Pi, diadenosina pentafosfato SOJ.LM {inl':i 
bidor de la miocinasa) , hexocinasa 10 u, »;¡cJ.2 O. SmM, 
glucosa 10 rrM y de O. 2 ·a O. 4 rrg de proteína en un -­
volurren final de 0.3 nü.. El ensayo se Llevó a ca 
bo a 30ºC y la reacción se detuvo con TCA al 15% a = 
los 3 minutos. 
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DISCUSION 

La transhidrogenasa mitocondrial de piridin nuc:leótidos ha 

sido ampliamente estudiL'l.da en mitocondria!5 de c:ora::ón de 1·es, te­

jido en donde su actividad es má::ima C32), y no obstante este he-· 

cho, el pi.\pel que juega esta en;:ima en cuanto a lü prodLlC:ción de 

ene1·gia ~sta en controve1·sia; sin embargo, su importancia podrla 

verse Bmpl i ti c.:i.da en tejidos con caracterist1cas motabólicas 

Los resultados obtenicios 1 se discuten a cor1t1nuacion. Se 

determinó el curso temporAl de la actividAd de la 

nasA en PSM de cot·azón y de tost1culo (fig 1a y lb> 

de la activid~d de la transhidrogenasa qLte mostraron las PS~l~oTn 

de el 

grupo tle ErnstE:o1~ en un C-o'l1S¿1yo 1·2ali::ado en las mismc:i.s condiciones 

(36) • A partir de los datos publicddos en ese trabajo se purlieron 

calcular las activid~des especifica$ de la tra11sh1drogenasa du-

rante 

e idas 

la fase inici~l: 62.81 nmoles de NAD~l/n1in/mg prot. prodLt-· 

en el sentido de reducc1on de NAO- a parti1' de NADPH, y 

21. 32 nmolos de N{)DF"H/min/rng prot. en el sentido de 1~educción d~ 

NADF' ..... a p.:\rtir de NADH. Los v3lcres abtari1dos por nosotr~os fue-

ron de 64.61 y 33.19 respectivamente, indicando que en las m1sm~s 

condiciones de ensayo los di.,tos fLH::>ron reproducibles. 

rarlos con los obtenidos utilizando F'SM de teat1culo, 

Al campa-

observamos 

que la actividad de las part1culao de test1culo fue dos veces me-
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nor a 1 a observada en PSt-1 de cora::ón en la reacción dependiente 

de ener91a, e igual en ambos tejidos en la reacción indepe-?ndiente 

de ést¿¡. E::presado de otra manera, In relación entre la reacción 

independiente de energía y l¿¡ dependiente de eneo-rgia, fue 3.6 en 

PSM de testículo y 1.9 en cora~ón, como resultado de 1" mayor 

lP-ntitud en l~ velocidad inicial de la reacción d0pend1onte de 

energía de la transhidrogena~a testiculat·. 

En un estudio t•eali~ado en m1tocondrias 

aisladas de dive1·sos tejidos, se i.n·fa1·m.:.i.n 

gonasa sob1·eestirnc:idos:; y sin Ltn patrón definido p.J.t·~ el mismo te-

jidu; por ejemplo, 

11 veces mayor qtte la encont1·~"'.'lda por i'.:-'l grupo dt-: Erns ter 

para la t•eacción dupendiente de enet·gis. y 7.6 v~cr·~ mayot• 

la independiente de ener9ia. Por ott·o lado, en testtctJlo las ac-

tividades especific~s son 7 y 4 vec8s mayorQS a lDs que r10Dotro5 

ob tLtV t mas pa1·~1 las t•oaccionRs dependiente independiente de 

energia Estas difet•cncias creemos pueden 

e!-:plica1· de la siguiente m,:\ne1·a: poi• un lado Stc::in y col- C?stiman 

la velocidad de r·eacc16n por medio de la difot·~ncia espectral de 

NADPH y el ~cetil rit•idln .~rJ0nLn~ dinuclv.jt1do <~1,alogo del NAD•> 

y del NADH y el acetil pi1·id1n adenina dinttcleótido ·fosfato Cana-

1090 del NADP->, e informan, que bajo sus condic1ones, l~s volo-

cidades obtenidas son más eficientes con el análogo como aceptar 

qLle con NAD <P> ... (32); por otro lado, sL1por1~mos que el proceso de 

solubilización no fue uniforme para las difet•entes pt•eparaciones 

de cora:ón y de testiculo, ya que los valeres no cst~n so brees-
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timadas de igual manera en los dos tejidos; a<.:>imisrno no se puede 

desca~tar que ftl solub1lizar la e1i=1ma con digitonina. ello: ha-

obtenido distinto~ niveles Ctctiv1dad lo 

transhidrooenasa por~ problemas de Pstabilidad do la misma (50). 

Pot• otro lado, la ralación de actividades e~pecificas cor·~-· 

testlculo de 

2.ü, pc•ra l.:..<. re,:;ic:ción inde-:-p12nd1ont;e de r:nergl<J., y de :-.: .• ~.:., p.oi.r.:i. la 

en el aL1e no enconlra1t1os d 1 fr0>rcinc i::J 

l?n l.-., ree:\CC:ión independ1entr~ de enf.o>rqi<'I. 12ntr-e cor~,-i.::"'.ón y tcstlculo, 

y l.:l rc2l,;:1c1 6n pc\r€\ la l'l?i1C.ción invc::-1~~-;¿, fui;;:~ dí? =~-O. F"E:>ns.:tmos qL1e 

qLID c::pp1·1mcnt:;,J. 

En C?l trc:;\IJ¿-.jo cJ':> Ernst€"'r y col. (36), 1¿1 t1-..:.n~~hidro9Gn.:..\sa de 

cor.:..,zón ur ·1 <J constant1:1 j(:.~ equilibrio, en df-21 

potencial el12ct1-oqutmico, muy cercan~ a 1, per·o en p~11sencia de 

énte la const<Jntro? rJE· c1qui 1 ibrio c:\pa1~enle se elE.•va <"'.\pt~o::imadamcnte 

ro\ 500, favoreciendo lu rr:->acc1on de>p¡2ndicntl! de cr1erglc."I.. 

objeto 

cint'!ticas de ID transhidroge~ilsn en un tejido cocno al testiculo, 

con sistemas enzimáticos y de rc9ulac1on proptos, dec.id1mos 

calcular las ~-q p~ra los dos tipos da parttculas: resultando 0.6 

para las coré<.:::ón lDS í-'511 de testiculo .. 

Ernster y col. <36J, corazón y 

au$encia del gradien1:e electr·oqutmico: 

NADH + NADP- t'lADí-'H + kJ=(l.79 y k:;:=l.23 

::.o 
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es decir, una K-q = O. 64; que es un valor es muy si mi lar al en-

centrado en este trabajo. 

En testicL1lo, calculamos lñs con$tantes de velocidad de la 

transhidrogenasa a partit• de los valores de actividad especlf ica 

de las figu1·as 2a y 2b de acuerdo con Rydstr~m y col. (51) y ob-

tuvimoa los siguientes valorPs: y de.- aqu1, 

ki. 11::~=0. 155, que fue muy similat• al O.~ que obtuvimos poi· el mé-

todo d~ Segel C44). Asi. pue5, 1" transhidrogenasa 

mitocondt•ial de testículo, a pesar ele s1er• del misino orden de mag-

ni tLtd qLIE' l¿\ de cor,_"'\::CJn, fue 3 veces niencr y ~~. un orden de 

magnitud menGr. Podemos c:anclu11~ que t,:>n .:1usencia dt: un gradien-

te electroqui.n1ico, la reducción de NADP• por· l~ADH en testi.culo no 

sólo fue unu re.:,1cción '.2 veces mci.s lenta que 

en el equilibrio tanibiOn está menos favoroc1d~. 

Pat•a determinar la modulación de la "'n 

presencia de Lln proceso de energi::ación, se estudió primero la 

capacidad de amb.ns part;tculas para generar y mantener un 

potencial de membrana con distintos sustriltos o~:idables por la 

cadena transportc:1dora de electt•ones asl corno por· h1dról1sis 

ATP-M9 2 + Cfig. 4>. El valor del potencial generado par las PSM 

de corazón obtenido en este trabajo t•esultó dificil de c:ompi1rar 

con el informado para cora~ón y otros teJidos utili::ando oxonol VI 

y los mismos sustratos, y.:i que es bien s~"'.lb ido que e 1 potencial 

generado depende de la relación proteina-·indicador (41). Por lo 

tanto debemos limitar la comparación del potencial obtenida, en 

nuestras condiciones, por las PSM de corazón y de testiculo. 
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AqLlél las lograron generar potenciales de membrana c:.on un valor 3 

veces mayor al de testic:ulo c:on ATF'-M9 2 +, 6 veces mayor con NADH 

y 7 veces mayor con succinato. A pesar de que el potencial ge-

nerado por ATP-Mg=• fue menor en las PSM de testiculo, se requirió 

el triple de oligoinicina pat·a abatirlo (6.7 µg de oligomicina/mg 

de protelna en PSM de cora:::on y 20 en las de test1culol, lo que 

sugiere una insensibilidad relativa a la ol19omicina, congrLlen te 

con informes previos de r1uestr·o labot'atorio (5~). 

Como et~a de espet~arsc e::cE.•so de 

ol igom1cin.:-1 1 F'SM "no i'osfo1~i lanter.:;" dr:! cor~:::ón 

dLlp 1 icuron con NADH y succínato el valot' del potenci~l obt~nido 

con al acabarse las sust1~atos el pot~ncial cayo a los 

ni vales bas"1le!:.:,. hlo as1, en la~ particL1las de testtc:ulo, 

la cadena respiratoria en presencia de un e::ceso de oligomicin~. 

Por trabajos previos del labor.:\torio, t:n mitocondr~i.::\=: intactas <:.e 

se mejoraba considct'ablemente el g1~ado de ~coplamicnto ( ¿,, 8) ' o 

bien, qLte concentraciones bajas de oligomicina (~0-40 ng/mg de 

proteina) mimetizaban este efecto consiguiendo un valor signif 1-

cativamente mayor de síntesis de ATPi lo que sugiere una unión 

de la F~ de la ATPasa initocondrial de testículo con la por-

l 
e i ón membrana 1, lo que a su ve= permite l~ existencia de canales 

' J Fo abiertos al flujo de protones. De hechO, la m~u:ima inhibición 

-¡ de la ATPasa por oligomicina que se consigue en mitocor1drias es 
' .. 

de 1 50%., aún cuando la concentración del inhibidor sea mayor a 
_, 
1 
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1 µg/mg de proteína <52). En ese trabajo se discute que este 

resultado se obtiene debido a que la ol1gomicina solo puede inhi-

bir la actividad de la fracción de l.;'ls F 1 unidas a la 

memb 1·¿,'\na 1, y las F1 sueltas conservan su actividad. 

porción 

Otra 

ev i dc:::>nc i a importante del grupa del laborato1·io que cabe conside-

rar, es una micrografía <no publicada> de PSM~oTn do tes-.ticLtlo, 

en la qL1e se obset•va que la membrana est~ prácticanienta t•asL1rada 

de F ,_. 

Considerando 

de estudio, pensamos que los potencial~s de 1nembr·ana gener·adC$ en 

estc:ls partículas "no fosfori l<:u1tes" de la fiGI· 4 =,e pui?den e::-

plicé.\r de la siguiente rnane1·d: 

io. Las partículas d~ tost1culo no fueron capace<,...; de gent?rar un 

potencial de membrana mayor por hidrólisis de ATP, similar .:..1 de 

las f='SMFi:i."lTA de cora;:ón, dado que SL\ membrana ca1"'ece prcicttcamente 

de Fi.. 

2o. El potencial de membrana generado por hidt"'ólisis ATP 

requirió 3 veces m~s oligomicina para colapsar el gradiente, dado 

que suponemos que la oliqomicina se unió prQferantemente la 

pot"'C i ón Fo de? la ATPasa con F J no un ida, de .:\Cuerdo con la t"'efe-

1"'encia (53). 

3o. Consideramos que la concentración de oligom1cina (20 µg/mg 

prot. > presente en las part1culas de test1culo durante la gene-

ración del potencial de membrana 1'orrnado por la o;.:idación de NADH 

y succinato era 5uficiente para tapar todos los canales Fa abier-

tos, asi como los Fo un idos a F 1 • Poi• tanto, el hecho de que en 
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estas condiciones no se lograra mejorar el grado de acoplamiento 

de ~stas part1culat., nos sugiere que la membrana de esta 

prepar.nción de pa1•ticulas testiculares presenta, además una al-

ta pet·meabilidad, ir)e5pecffica, a pt·otones. 

Las figur·as 5a y 5b ilustt·ar1 las velocidades iniciales de las 

1•eacc iones independiente y depend i E..~n te de ener9 1 a en los 

.J tipos de p.:.u·t1cula5, en presencia de un gradit::-nte elect1·oquimic:o 

1 
j 

..., 
1 

genet•ado por r4TP-/1g~-··. 

tir de NADPH. los PSM de cora~on no moGtraron difer•encia entre:-

las c"lctividades espG'C.ific<:1s obtt=.>nld<'lS c:.1 n prc=st"!ncia o en ausGnc1u 

de ATP-Mg~• <64.6 vs. 69. 1). En la liter·~!;u1·il se ha informado 

que inhibe 

esta rea ce i ón de manera campe ti ti va con reBpec to ¿:¡ los sustratos 

NAD- y NADF'H <54), ast como que la constante de velocidad Je, de 

esta reacción, es mcis de 3 vi;~ces mayor que 121 velocidad corre~o,-

pendiente l?n presencia de Ltn e~:ceso de oligomicina y de! SLtccinato 

como sustrato Q}:idable (51). Esta discrepancia aparente crC?emos 

que e5 debida a que en nuestro cc:tso el proceso de ane.,rgi;;:ación se 

llevó a. cabo con ATP-l"Jg=i+ en ve:z: de succinato. 

Por otro lado, las PSM de testiculo, a diferencia de las de 

corazón, mostraron Lln 58% de inhibición en 1" "'ctividad 

específica de la reacción independiente de energía en presencici 

de ATP-M9 2 + <56. 8 vs. 32. 7>, no· obstnnte qué el potencial d~ mE.>m-

brana generado por 1::1st.;:ls part1cLtlas fue 3 veces menor al generado 

en PSM de corazón. 

Con respecto a 1 a reduce i ón de NADP+ a partir de NADH en PSM 
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en presencia de un gradiente electrcqu1mico se esti-

mL1ló en Lln 123%. (3.3. 2 vs. 74. 1). Esta observación difiere cuan-

tit.:\tivamente de la informada en el tt .. abajo de Lee y Ernster (36), 

ya que estos autores encontraron una activación del .'316%. Esta 

diferencia se puede eMplicar si considet•amos que en su caso, ut1-

li=an succinato como sust1~ato o::idable para 9enet·a1~ el potencial 

de membrana, y nosotros utili=amos ATP-Mg~-, que ya se most1·ó 

que solamente genero la mitad del potencial ge11erado por· el suc-

cinuto. ¡'),demás, segün el mismo 9r1..1po de Ernstet~ <55) la~~ PSt·11.:oTA 

o "no fosforilantes" puetlDn conducir l¿\ re~1cci6n di?pendionte de 

energ1a 

partir 

de mane1•a mucho más ineficiente a partir de ATP que 

de la cadena t•espiratoria. Esto es consistente con la. 

conclLtsión de que estas pi3.rticLllas aún poseen la c.::i.pi'l<.:idad de ge-

nerar 

toria acoplada, a pQsar de que su capacidad fosforilante, o 5LI 

habilidad para utili::arlo pat"'a convertit• ADP y Pi en ATP, es mr~-

nor o inewistente <33,55). 

En cuanto a la velocidad inicial de la rQaccion dependiente 

de energia de las PSM de testiculo, frente al potencial de membra-

na que fueron capaces dR generar con ATF'-Mg~ .... , se obse1""vÓ L1ni3. 

estimLLlación del 37/. <15 .. 9 vs. 21. 7) ' que proporcionalmente fua 

igui3.l al de corazón, si se considera que el potenci.t1l de membrana 

generado 

zón. 

por el sistema testicular fue 3 veces menor al de cara-

Resumiendo los t•esultados de las figuras 5a y 5b podemos de­

cir qL1e en estas condiciones en que l.:.ls PSM "no fosforilantes" se 

35 



....., en erg i zC\ron con ATP-Mg 2 +, es decir en presencia de un gradiente 

.1 electt•oqLtímico mL1y pobre, sobre todo en testícL1lo, la transhidro-

....., 
' 1 .. 

-¡ 
1 

1 

independiente de ener9i.:l del sistema testicUli:\r 

sensible al pt•oce~o de ene:>rgiZ"lCÍ ón qLte la depF.?ndiente de energi..:i.. 

En cambio en corazón ocurrió lo ccntrat•io: la ra~cción dependien-

te de ene1·9fa ftte más sensible a la energi=ac1trn que la indopen-

.! dientE de.• energía. 

1 
. i 

-
J 

.., 
1 

_) 

-, 
_, 

A pesat• de que nuest1·os resLtltados con las partículas de co-

1•a;::6n parecen di~ct·epar de lo desct·ito en la literatura (51,54> y 

de los resLtltados con el siGtema testicular, se pueden e::plicar• 

considerando que las condiciones que utiliz~mos en erg i ;::ar 

las p.:~rtlculas difieren de las Ltsadas en la litc.>r.:\tLt1'<:1 <36,53, 

55, 56). La difet·enc:ia -:::;ugierG que el potc•nciul de memb1·ana ge-

nerado pot• la hidrOlisis de ATP en las pu1•t1culas de corazon na 

fue suficiente paro inhibir la t•eaccion independiente de ener91a. 

Asimi5mo, resulta evidente que en las partículas de tQstlculo el 

proceso de energización, aunqLIE> mds pobre, fue mucho mas ef1c1en-

te para inhibir esta rec'.:\cción. De hecho, este? 1·esul tado en tes-

ticulo coincide con la ~·t·oposicion de Rydstrbm y col. (51 > rel a-

tiva a qLIC: la transhidro9enasa está pt•esente en una forma activa 

CTH*> y una inactiva CTH>, la pt•imera p1•omovicia por la presencia 

de NAO .... y NADPH ó energía y l¿-\ st.•9unda por la presencia de NADP-

y NADH. La activación de la enzima pt·omovida por energía, osti-

mula la reacción en el sentido de la r~ectucción d12 NADP .... a p.:~rtir 

del l\JADH e inhibe el sentido de la. t~educción del NAO ... partir 

del NADPH. Sóla que ~demás cabe agregc.i.r que C?n testícLtlo, la 
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transferencia de la forma TH* de la en::ima promovida por NAO .... y 

NADPH a la forma TH por la presencia de ener•g1"1-, parc::-ce funcionar 

como un sistema de " todo o nada". 

La figu1•a 6 muestt'a los c:ambioD en la constante de equilibrio 

qLu~ 1·1?sultan por e.l proceso de cnergi::a.cion con ATP-Mg~-. Como 

se mues l::ra en "Resul tac.Jos", la constante de equilibrio de 1 t:\S 

pai•ti.::ul.:::,s de cor.:i.;:ón se modificó de ü.6 (fig.::;) 00-1 l.~:.5 ( f ig. 6) 1 

y en tcsticulo de 0.2 <fig.:;.¡ a 0.5 <fir¡.6). De acue~·do con el 

gr'upo e.Je Ernste1· C36), d" 1 

curd i áco es apro::im~'?.damente 5(1(i y nosotros <:>ólo pudimos 

obtE?ni.:r Ltna lJna vez n1ns podrlamos a tri-

buir la di~c1•c::>panci.a ¿i,l di·ferentci generador del potcncic"'l.l de mem-

brana ut;ili;:wclo G.>íl 21mbos eo1studiw~~, 

mente. Sin embar[Jo, consideramos que r1uost1·a dacision de utili-

::ar ATF'-Mg:=?+ para la 12n1?1·9i~ación fut.• la .:\decuadé:\, c::>n vista de 

que en PSM de tc~~ticL1lo la ol19omicina 'fue 1ncupc:\::. de p1~uducir un 

incremento en el potencial de membrana que sí se indujo con 

sL1ccinato en PSM de cora;:ón al ser util1:::ado como ¿19ente energi-

zante (fig.4). 

Asi 

potencial 

pues, en estas condiciones pen$amos que el e·fecto d"l 

de membrana sobre la constante de equilibrio aparente, 

no fué distinto p~t·a los 2 sistemc:\s de part1culas, ya que i.'lmbas 

I(."" se:, desplazaron en la misma proporc1on y en el mismo sentido. 

En 

diciones 

la basqueda de un sistema testicular con 

de acoplamiento, decidimos trabajar con 

mejores con-

mitocondrias 

enteras y no utili:::ar las PSM""-r,..-Mg.2+ o "fosforilantes" por los 

37 



resultados de la fig.4, en la que se observa, como antes se men-

e i onó, E! 1 efecto nulo de acoplar las 

PSMaoTA testiculares. La Tabla I muesl:t·a la velocidad respirato-

ria en los estados 3 y 4, asi como los co11tr·oles 1•espit•atorics en 

mitocondrias de testiculu y de higado ~n presencia succ1nato, 

piruvato y malato como sustratos Los valores encon-

tracios en higado no fuero11 diferenteG de los informados en la li-

teratura para estos sustratos C57l; asimismo, los valot•es en tes­

ticulo no difit•ieron de los obset·vado~ anter1or·mente poi· el grupo 

del laboratorio (6) o por .:i.utores (56). Como se::> pL1ede 

observc=.r, "'l má::imo consumo de o~ se obtuvo con succinC1to pa1~u 

los dos tejidos, aunqLte en higado ·fue más de dos veces n1ayo1· que 

.:::!n test1culo. Fo1· otr·c.1 lado, fll<"11ato ÍLlE.' 0::1dudo por J us 11111,;o-

condt•ias de testlculo de n1ane1·~ iniportante y BLtnque no tu~ deter-

mini.\da la velocidad en las mitocondr1as de hlgado, habla 

desct•ito en éstas una muy baja 01:id~c1ón con un valot• de J2 nmoles 

de o~/min/mg pro t. (6). 

en los dos sistemas 1nitocondriales. 

Como ya hemos mencionD.dco que l<::i ·función de }¿i, transhidt·oge­

nasa en el proceso de obtunción de 0nergla est~ en contt·overs1a, 

surgió la idea de ir1daga1· si la tt•anshidrogenasa i11depe11die11te de 

ener91a en mitocondrias de test1culu cocopl.:tdas pudic-ra s1;.-:or capa::: 

generar un potencial de membrana en condiciones de bloqueo 

de la cadena l:1•ansportadora de electrones. 

primero se determinó la capacidad de las mitocondrias pat•a fo1·mar 

un gradiente, midiando el ó 1f' con safr.:=i.nina O como indicador. 
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En la figura 7 se muestra la curva de calibración del poten­

cie membrana en mV para las mitocondrias de hígado y de tes-

ticulo en presencia de succinato y sin Pi. El potencial obtenido 

fue de 154 mV par·a testlctJlo y 151 mV para hlgado, =i.si como un 

potencial basal de 30 y 61 mV respectivamente. a~et·man ' informa 

qLte en mitocondriaz de hlgado se obtL1vo un c•t> dE' 165 rnV y un 

potencial basal de 50 mV (40). Estos r·esultados can1paran muy de 

cerca con las obtenidas en el pre~e11te tr·abaJa, y los '•'ª l 01·es 

tes. La Tabla I I muest1·a los potenciales obtor1idos co11 suc-

cinato, pit·uv<.-1to-malato, malato y lactato en las dos preparacio-

nc~s mitocondrial1.~s. En astudios reali=~dcs con cspermr.1to=o1d12s 

enteros (17,36,58) :l con mitoconciri.::1s a1:,l<.-1Uc1: .. tle célulds 9erm1-

nalc::>s (20), ae ha den1ostrado una g1·a11 capacidad 0~~1d.:it ivé'.\ .':\so-

ciada con una fosforilaci6n eficiente utilizando estos sustratos, 

que se ha visto sor1 los metabolitos del ciclo de los ácidos 

carbo:·: í 1 i cos 

cólulc'.:'\s C59l. 

que m¿\5 contribuyen a la obtc::>nción del f4TP en estas 

Una t!:!ndencia que resulta evidente can los resultados de la 

Tabla II es la baja oxidación de pirt~vata-malata, malato y lacta­

to por las mitocondrias de hígado comparadas con las de testiculo. 

difer•encia podría debet·se a la actividad de las isoen~imas 

presentes en el sistema testiculat• que participan de manera im-

portante en el ciclo malato-piruvat.o, tales coma la enzima-mál ica 

NAO CP> .... y la LDH-X C 14-20> (esquema 2 >. 

Por otro lado, cabe a9regar• que akerman y col. encLten t ran 
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Lln cambio espectral de la safranina que está linealmente relacio-

nado con la generación del potencial de membrana en el rango de 

40-17() mV (40). Los valores obtenidos en este trabajo y qL1e se 

mLte=.tran en la Tabla II se encuentr .. an cercanos a estos limites, 

conside1•ando SLlS des;,viac:ionus estandar. 

Alenti:.\dos por la capacid~d de las mitocondr·ias testiculares 

par•a for·m¿u• y mant8nl·?r un potencial cJe membrana, 5e intentó gene­

rar éste en <.1mb13s prepuracione~ mitocondriales con el sitio I de 

la cadena respit•atot•ia inhibida pot• 1·otonana y con piruvato-m~la-

to como sustrato o::idAble. Como se mencionó en "Re~L1ltaclos" 1 en 

estas condiciones no lu!;¡P<:unos o/J<?.i:-!rva1• un camhio medible en 

potencial de membrana. 

Conside1•ando la posibilidAd de qt•~ 10 ma911itud dPl potvncinl 

formado estuvier·~ por abajo de la sensibilidad del método, se 

intentó dele1·m1nar· la velocidad de sl11tesis de ATP er1 condiciones 

si mi lares. Como se muoGtr·a ~n Ja Tabla [JI, con las mitocondt·ias 

de testiculo se obtuvo unQ velocidad de s1ntesis de ATP, medida 

como incorporación de 32Pi a ADP, comparable a la desc1•ita arite-

riormente pot• nuestt•o grupo Lttili=ando succinato como sustrato 

(44). La velocidad de sintmsis de AT3~P con mitocaridt·ias de 

testiCLllO en pt•esencia de piruvato-malato no habja sido medida 

con esta metodologfa. Otros datos de la lite1•atura se t•efieren 

a velocidad de slntesis de ATP poi· un núniero de células 

sean e!:;.permatozo1dc~ ( .1.L1) como usp1~rrnátidas aisla.d.;..s (2(1), por lo 

que resulta dificil compararlos con los obtenidos por nosotros en 

mitocond1•ias aisladas. Los resLtltados de la s1ntesis de ATF', 
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ab\;pnidas en pres-,cncia de rotenona muestran. que a pes.:i.t' de \;ra-

tarse de Llna técnica muy sensible, solo se obtuvo la $intes1s de 

1.5 nmules de AT32P/min/mg de p1·ote1n¿\, qL1e 8..dem~s no fut.?1.,on sen-

<no mL1estran los datosJ, 1101~ lo qu~ ~~e concluyo que podrla 

de \.ln<-< to~-o.i·a1~i.i.::i.c1c:o1·, a nivc•l de sustrato'..:, y qut.,, no 

drogenasc.\. lo rJomf:t'.;;, tc:-st1culo, 

apoyac\¿i por lu o~:idac:ión de' pit'L".';'1.to-m21lt::1to, c·;:h1b1LJ ld....:. ;::.<.."'r<.~ctc--

r1aticas ''cl~s1cas'' d•~ id ml tol:nndt·1.al dt.> (4TP: ·fue 1n-

hibida por oligomicin~ y ~oentos ci0s0coplantos cic la f-os;fori la.-· 

e i ón 

RGJsumi.endo todus. los resul t<'.\c!os ;_~n t 12r i orrnen te G-;:ouesto•:., 

pode?"mos ccinclujr· que la tra11shidt·ogt=nasc::1 depFY1-.dic>r-1te de 

dn testlc:ulo 

óstc..\S mostr~ron c~t·acteri~t1ca~ d~ un sistema con Llr1 buen 

de acoplamiento, es decir. controle~ 1·espi1·~toric8 ce1·canos 0 3, 

bles, valot·es de potencial dr~ membt·~na ·J d0 sintesis d0 Al'P com-

parables .:.' los obten1clo;; en ot1-os teJidos; 

parilf.: ion de F'SM ele e~tc- te,i ido presentó ca1-actor1sticas de 

desacoplamiento tal que de un 

potencial membrana pt·opio de preparac1on en 

j tejidos, como fLH2 el caso du cor·¿::i.:::ón de rP.s. 

Por ol:;ro lado, en lo que toca a la participación de la 

'11 



transh idrogenasa en la conservación de la energia, la en;:imi3 de 

testículo no fue diferente a la de cora;:ón .. En este tejido, en 

1970 el grLlpO de Ernste1· (51) informó qL1e la de li.1 

trarishidrogenama en el sentido de 1 i:\ 1•educc i ón de NAO-.. a pat·ti r 

de NADPH en pr·esencia de AOP y Pi era incapa= de sintetizar• ATP, 

aún er1 presencia de si~temas ~fic1entes de captur·a pa1·a l'E'ffiOV!?I' 

los productos l>JADH, hlADP ...... y cLtalquiet· (.\TP qlle se pttdiera forme,\r .. 

Un oho después Van de Stadt (=1> asegur·ó que en el mismo sentido 

r·eact:ión de 1.n tr.o\nshidrogf?nasa Gl'a c.:\pu::: de s1nteti::ar ¡:lTF' 

u ti 1 i =ando el potencial de membrana genet·~da pot• esto reacc ion .. 

Sin emba1•90, en 1972, el 91·upo de Slculachav C60> dramostr•ó que el 

pott?nc:i<..il de membr•an~ generado por la transh1Llrogenasa en 

misma di rece i ón er~-:t inferior al m1nimo r~eque1· 1 d::i poder 

llevar a cabo la sintesis de ATP. Por lo ti.u1to, la fL1nción de 

} l <> transhid1·ogenasa en la conse1•vación de energla es todavia 

desconocida. 

J 

-¡ 
_J 

J 
j 
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CONCLUSIONES 

1) L<3 transhidrogenasa mitocondrial testicular comparada con la 

de corazón presentó Ltna reacción dependiente de ener91a dns 

veces mcis lenta que ld de cora:::ón, y con el eqL1ilibrio lige-

ramente cfespla=-ado hacia la reducclO~ de NAD• a partir· de 

NADPH. En cambio, la velocidad de la reacción independi1:?nte 

de enet•9ta fum igual en los dos tejidos. 

2) En presencia de un 9t·adiente electt·oqtt1mico, l~ t•eacc1ón de­

pendiente de energla se estimuló en PS~I de testtculo de igual 

mc:tnera qL1e on cora:::on; en cambio, l <"l rc~=-cc ion t ndcpcncJ icntc 

de ener91 a fuE:> mLtcho má5 sensible al proceso de L~nerg i ::ación 

en test!culo que en cora::On. Estas diferencias sólo parecen 

madi ficu1· la velocidad inicial, se 

modificó en le• misma proporcion y en el mismo sentido. Por 

otro lado, no es posible llegar a conclusiones definitivas 

al c:omparat· el efecto del proceso de E>nergizac:ion en los dos 

tipos de pat·tlculas, ya que el gr·adiente generado ~n las de 

corazón fue tres veces mayor al generc".\do en la~ de test ic:u-

lo. 

3) La transhidrogenasa dRpendiente de ener-g1a de test1culo de-

be ser estudiada en mi toc:ondrias, ya que la prepür.:tción de 

PSl1 de este tejido sugiere una membrana con Llrl.:\ al t.:\ 

permeab i 1 i dad a pro tones, lo que conlleva a un potencial de 

43 



membrana muy pobre. 

4) De acuerdo a las características que mostró la preparación 

de mitocondrias intactas en cuanto a su .ó. µH .. ·, consideramos que 

ee un sistema con un buen nivol de acoplan11ento. 

5) Poi~ los resultados obtenidos en l~s mitoco11dr1as de testicu-

lo en cuanto ~ 1~ detet'rninación del potrancial de membrana y 

de sintesis de ATP en presencia de rotenona, la función de 

In transhidrogHnasa mi tocandri0l l~n la conset'v.nci ón de la 

energia es todavla desconocida. 
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