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INTRODUCCION o

El testfeulo ¢s un drgano del aparato reproductor masculinoe que se considera

comowa glindula mixta, ya.gae posce tejido exderino y endderino. Estd cona-
tituido par. tibulos seminiferos vy por tejido inlertubular, cobieries por la tdni-

ca albuginca. Fn lae c&lulas de Lovdig del tejido infertubular se realiza la

partemfs conocida de su funcidn enddéring, ¢sto ¢5, la produccidn de los ce-

tercides a'ndrég'cnué: festostercona, androsicrona vy

(I-Ic.o’r:}:vr, 1970)_ Kl seiido irtestabolne on

linfdticos y posec das capas de teéjido coneciive separedas por dos fases coloi-

dales gue comtiency gliveprotemas, Hoido birlurdnico, ottin sulfaio y
{ibroe de colgonay o primera fose constituye Ia roernbrane Bosal de los il

bules sernis y eol., 1732, C

Los tibulos serminifero ne del testiculo. Estdn
limitados por el compleje laminar Lasgal, 1zt fde vnint

como linfdficos iva (Free y VanDemark,

1968} y una secrec - i e srodactio fingl do cnporiacidn
vatd constituida principalmientic por los ciperrizioscides 'y ol Juilo . stivua--

lar qﬁe los acompeafiz (Seichell, 1970).

En el interior de los tibulos seminiforos s oncuecatran 1a

M.
i
b
—t
o

o células nuiricias v las célulars del epitelio germinal. Lz diferenciacidn de



Coitar conxiituye ¢l proceso de 1a csporinat

Las células de Serioli se encucntran ¢n cantacte con la membranz basal
v rcprcsenian del 15 2l 20% de la poblacién celular del testi’ci:l_o. Ticnen
una gran actividad ’agoc{uca, se les ha atrthdo tna funcidn endberina

(Lacy, 1262; de}' Lofts , 1962 Lacy y col., 19_65: Bithop, 1934) y la

r -
di_stribuc:id:n peculiar de su citoplhema, que literalmente "abrasa™a las
cL-Iulas gerrrnnalcs ha hecho pensar que J 5:::1 un pz-pe] fundamenial en

la dif(’:rcnciacidn dc Ias Thismas (\ lar y cc:l. , 1962; Firlit y Davis, 1265)
v también ¢n el mecinismo de oxpulsitn de los vEzpermalostides {Bur-

gos .y Vitale, 1967},

Loz elledas del apltelio germing] recibien diversos nombres de acoerdo

con su egipdic de difercacizcidng cspormrrisyonins, ernemmatocitos de

arimero v scgundo orden v ooy

El metabolismo del testicelo adntlio

atertie nte la glicé-

lisis, De hechea,

actzto & martir de glucora, ferlo »n condicicnes anacrobicas (Bickens T31e
& el ¥ '

—

(flirkdnen, 1971) como zerébicas (Dickens, 16313 Hollinger, 1268; Letderman

v Mancini, 1968}



1 testfculo nusdure depande fundarmenialinente de la glocosa ex@guenn pora
mantenceT su rmela holismo energético (Free, 1970).  Si se inceba
testiculo adu]to en auscncia de glua0=a, decaen rép:damenlﬁ, h.nto el consu-
mo de o.\:i’gcﬁo Free, 1970) comwo los nlvclcs de ATP. (Means ¥ I'Ia]l ]'?6-‘3)
En cﬁ:.;nlbio_su aéi itn estimula 2 ambos (“"rcﬂ 19_79: J‘\-fg:'an's y Hall, 19€8) y
_ ado.:r‘.:‘—fs aumenta la velocidad de .incr.)_rporacién de aminofcidos a profeinas

(Dd\"ls y Morris, 1963),

En ¢l curso de 34 1nndu Cién e 1 tentlculo r“(:c'z‘i A PUMETros0s agpecltos de
s rn& aboll('n‘:o ener ‘(: ico, May muchas enzimas que manificstan s acti-

vidad por primera ver en el {estivulo (o 1a modifican) a pariir de la apari-

buena paric de elins =on i

otros tejidos, Tal es ¢l czso de la hovoeinaza (13- fnrd, 1965 Katzen, 17406

Sosa y cal,, 197%2), fosfofructocinaza {(Heskins vy col., 19£8), des hidrogenara
ae (Muachade de Domonech v col., 1972),
deshidragenasa jsocfirica, citrato sintetasa vy deshidropernnsa soilica {(Delha-

mean-COngey v col., 1982),

¥ lo que s reficre 2l ATP, cen enz) foe-n 19 s Iiiala Cacargada GE Dro-

[
[

“ducirlo, cg eficicnte, va gque cn condiciones aurinieies su concentracidin es

2.5 mM y a los dos minutos de Interrumpir ¢l aporte vangeimeos al tostivalso

fu concentracicn ¢s adn de 2.5 mM (Hirkdnen y Kormano, 1971), Ts norsble,
sin evmbarco, que al incnharls io vivo Jusaparesca répidimente {(HErkinen



Considerando nue la concentrzeidn de un metabolilo en un momento dado

.
»

depende del egnilibrio entre su formacién y su de&truccidn, como un en-
foque inicizl al problema Delhumezu-Ongay y col. (1973}, estudiaron la
capacidad del testicnle de la rata para hidrolizar ATP in vitro . Encon-
traron que es ¢levada (0.5 pmoles de Pi/_nﬁn/rng proicina) vy que se debe
. = bl . Lt
auna o verias ATPasas t’c:p(_n(..c.ntcs de Ca'o Mg, no estimplable por Na
i+ 1 3 i 1e Wi
o K y gue no mucsira sensibilidad: detccinb](_ a cuahaina. Es czpez de hi-

c].rol.izar, aungue en MenoT m'.—_rlo al GTP, CTP v UTP .

racelular de le activided enuei-

[
l‘.‘

C(m el obhjeto de definir la localizacids

mdtica, s

endie la

e - £ar e
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¥n cste punto, cs Imporianie scfizglar gue estudl

wnsfoldgicos de las mite-

- L] -} -
vt ..,!f_‘r!.

cendrize testicnlares hochog conmicrasoces

cpitelio germinal comicnoan

tas se pliczan heciz «l Lords

vacuelada, Simulifneamento, o Mita T con jos sspermato-

citog secvundarios y esperm s pperecen en

hilaras perfcctamenle orde

tica {André&, 1062), Mise

purmatoseoides se ésle formundo



unn cipiral #in perder su eslructura vesicelnda chracierisiica {André, 19632

.
»

De ‘--drlmo y col., Jd979).

Por otro lado, es bien cabido gque el ATP g¢s producido ¢n las milocondrias

por el mecanismo de conservea Clén de. energfa MNoarnado fosforilacidn oxidativa,

que se realiza por el dcoplamient to de

membrana interna. Al oxidarsce un sustrato para producir ATP, la Lomba de

L)

= tones rcuo--, gue zlerns scarreadorcs de clut_'lron&s

aguélles al interior de Ia milocondria y a Ing protones

v vna diferencia de pH., Esta fuerza protomoeiriz cs usada por la segunda bom-

afdo protones, que forma poriz de la AT Pasa mitoronadrial,
LT P, reaccidng
- e — -
ADP 4 P13+ nH = ATP + H7O
- .

sta veaccifn que caializa la ATPasa ¢8 reversible, y permite al sistema,
u'r;-.dicw!-- de prolaon.s {furncidn de ATP sin-

ral AT para gencrar an gradionte de

= &

En la Iosforilacidn exidativa, Tas dos bombos S protines, vuyo funci

zcopladeo conduce a la =fndesis de ATP, nueden desartionl
Givienes., Mste fendmeno pucede inducirse artificiabne:

tes desacoplantes de la fosforilacidn oxidativa. Lnire ellos los mds conocidos

son: el 2, 4-diaity olenol (u\P) carhonilc iamda p-iriflucrometoxifonil



-fenilhi€rezone (C'CCP). Estos cs_r:puestdé
biles con p¥es enire 5y 7. Se sabe ncre--.e#..a n la

nsf erencia de H a través de la me--;b._ ana m.itDCOn.{..'!:'ial_'pbr .E'ér proions -
foroé. _e_irsi;—,andt-:} por lo tanto, el potencizal de membrané, que. ;-a no }'med.e
ser 1.‘;11.1_360 paré ia si’ntésis de ATP (Terade, 108]) ‘En presencia de
agentc;s desacoplani.es.léa”'nltoconérza.plerde la capamdad de controlar la
resPn-acuSn basal (estado -:) obser'véndos:: una e“tlmhlac:tﬁn del consumeo i

) de o\.i’geno 'y de 1a actlvxdad h1droht1ca de la. .PTPasa Por esto resulia

: ev:.dentr: la'1mportanc1a fundamental de la. &TPasa mitocondrial que const:-

.

‘tuye unq‘de‘-lo'!-'s'istemas ;enziméticos'més complejos gue Se conocen.

Eete cistema prot_eic’o-c_:s_tﬁ formadb cuando menos por 13 subunidades y

se conoce la funcién de la mayor parte de ellas,

|
|
|
|
|
|

Fo
HY* Channel

Representacidén esquemdtica

de 1z ATPasa mitocondrial

TR

m

(Gémez Puvou, 1981).




CONFON DE LA AVDPasa MITOCONDRIAL

- . Y EU FUNCION

Subunidad . PM ~ FUNCION

Componenles : Hidro!’éblca (D(_.CD) 8,000 . T*ansportc. de 1'1
membranales 22 K i © 22,000 ¢ . fransportf_. de HY

Componanles - - - ;F T S . 10,000 Enlace entre Fy y -
de enlace ' . lofcp 20,000 C ponentes mmend

or {3 eubanida

G 53,000 ‘Repulacidn
2 (3 subunidad '

es) :

as) < B0, 500 C

' 33,000 ¢ Cerrojo
7 .

|
.

o . 15,000 apdn & los H'
o 9,000 Tawfin, ¢ enlace 7
.‘.?épiido inhibidar {1} 10,000 Sensor-moduiadar

Por tode 1o arrika rmeacicundn, vahbe procuntarse hasta gué prade reslniente
wvarticipan las mitocondrias en el peculinre metabolisimo cnergético del testicu-
o, hesia gud punto son funcionales, a pesar de gue han sido calificadas de

normales (Fritz, 1273; Morion y Lardy, 1967) y vn gud consisten las aliera-

gulmricas vy moricldgicas que se obrservan durante @l nroceso de la

21 del estodio de la participacién de las mitovondrias de testiculo
an la produccidn de ATP se enfocd primero a las ervacleristicas de 1la A1 P za
rmitncondrial v el consummno cie oxigeno de vsias rnitocondrias, tomando como

moetelo cormonrrtivao a Ta s mitocondrias v la ATPacsa




in el primer trahbalo que se presenta an c=ta tesis, fe wnalind ¢l ¢focto de

. . . — - = - = L ) .
irhibideres de la ATPusa milecondrial tanto del tipo de los gue actdan sobre

la porcién Fy de la enzima, como de agquéllos que lo hacen sobre el factor Fo.
Adr_-_ﬁ'xé.s sqniidié su capacidad para sinletizar ATP, El estudio s¢ hizo com-

S -

parando ‘las mitocondrias enieras y las particulas submifocondriales de'tes
ifculo e higade de rata.

En un segundo . trabajs, se estudid el efecio de los agentes desacoplantes de
1z fosforilzecidn exidativa, corno el FCCP vel 2,4-diniirofencl sobre la acti-

. s
Havome rie s

vidad de la ATPasa mitocondrial v sobve la reepiracidn do nil

iesticulares,

n oxidativa.,

de la anzima {(Fo), v = lus

le testicelo se wnecventra unida lava-

bt
~

Persamoes gue la ATPasa mifocondria

mente 2 la memnbrana interna de la nidtnenndria, de mado que se digloca ¢

te el asislamiento de los orpanclos vy og posiBleincnte dehido a osto gne musstire
B i i 3

ciertas caracteristicas diferentes a lof 2o Ya mnyoria de leos tejidos normales.
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- Rat tes

ABSTRACT

EY

ot

is ﬁitochond:ial ATPase was not 1nh1b1ted bv
oligmecin at pH.7.S. It was 1nh1b1ted only at h1cher
alkzline pHs, and showed a lower se nsitivity both to
dligpmycin and DCCQ and a higher one to efrépeptin. In
stbhitochcndrial perticles, tustis ATPa e was only slight
1y inhibited by oligomycin, cssanycin and efrapeptin. The

po35ibility of a loose binding of Fy to the membranc was

"shock and negative staining of the mitochondrial prepara-

.

ATP synthetase/ATPase activity ratio was 30:1 in 13+

-mitochondria, whersas in the test it wvas 3:1.  In :ipi

tions, most ofi the inner mitochondrial menbrancs showed

only & few "knobs" or ncne at all.

The cppac1gv of the :estis mitochondrial preparation to

p;oduce ATP was tested and compared to that from liver.

of this large difference, at lzast part of the testis AlPa

ust be firmly bound to the wonmbdrinez, since 1t is nbhle to

form ATP. The rest seems to Le lcoszly bheund and its func
iocnal significunce is still unkncown.

) rt



TRODUCTION

The pattern of.energy metobolism in mammalian'téstis ha§
certain peculiar characteristics; it involvés‘g vefy:acf.
tive aerobic glycolysis (1) znd a high ATPase activity
(2). Most germinal cells arc isolated from the reSt-of_
the organism by a bleod-testis barrier (3) ana possess.é
hypoxlc (4) microznvirtonment c01trolled by qETtDll cel’s
(b) Ihraugncuu maturation of the gerninal cells,:a.mor-

pholoﬂlcal differentiastion of mitochondria ha s been shah

to occur. In spermatogonia, these orgenelles are similar-

2

to these of liver. However, mitechondria of sperﬁhtocytes

and spermatids, which represent zbout €0% of the te2stis

1
a highly condensed matrix {(6,7). Thedr function in encrgy

fhe central role of XiPase in nitochondrinl zneryy trans-
duction has hecen genocrally accepted (9 1Y. Thus, zs

an initial apprcach to the gstudy of the Lfanction of testis

. e o T
mitochondria, scme foatures of thair Al

Ll») T_r'n':‘:.e r:'\*F 1‘1'!:_'» 1.1::1] Lo ny LRV T SRR TP U raaonlte Toaw
portad here sugeest that hesides a morphological hetero-

et o s s m e . e T e e Tt 3
gxisting in two Jifferent "siates': oa Yleoscely" snd a

the ability to cutalize the syathesis of ATP.



MATERIAL AND METHODS. _ _ .

Adult male #1bino rats of the Sprague-Dawley strain were
used. Mitochondria from.albuginea free tc§tis:and liver
wére isolated by differential.centrifugatiOn'of 1d34(w/v}
homogenates in 0.25 3 sucrose, 0.05 = FDFA and a m+ TEA
adjusted to pH 7.4 {extractiocn medium ). UClEl and ca21k-
debris were discarded after a 10 min centri Ugat10n at

700 g; the suvpernatant was centrifuged at S ,000 g for 10

min and the siitochendrial pellet was washed once and re-
suspendad in 1 ml extraction mediunm por g wet wel

tissue. This {fraction was used for biochemical determina

tions ‘and to prepare SMP, To Db‘”in a pure testis mize-

chondrizl {raction, the total homeogenate
twice at 700 g for 10 ain and the pollet discarded. The

second supsrnatant was centrifuged at 5,000 g for 10 min,

and the resuspended pellet centrifuged at 700 g for 10 min.

A MNE sonicator. Unbrokxen mits-
by centrifuguticn for 10 min st L0460

g and SMP were spun dewn from the Supernatant at 105,000 g



for 1 hr. ATPase activity was assayed by measuring the

1)

amount of inorganic phasphate hydrolysed Iron ATP as

reviously described (2). Cxygen consuin tion was me*suvcd
P _ ¥

.polarbgraphycally in a Gilson (model K JOO) oxygraph (13).
ATP synthetase activity was calculated from the spéed_df"
‘oxygen consunption during state 3 (13) of fcspiraiion and

the anount of ADP present in the pEOSphorylating ‘i' ,

;:-

essuming a 1:1 ADP/ATP molar ratio. Protein was measured

according to Hariree (14).

.Elettfon ﬁicrosccpy; -Samples"§£ aDout D 5 ﬁg ﬁf.protein
.Irom the mitochondrial susp enszon wcze 1 'Krcd

- glutaraldehyde solution in 0.1 M phOSpnate-bﬁffer, pH 7.2,
.in a micrécéntfifuge'tubé,.i§t to'bc fixed in suspenszion

.

for about 15 minutes and then spun dewn in a Beclnman micro

centrifuge model 152 for 30 seconds. Fixaticn of the pel-
let was continued for another SO0 minutes, the glutaralde-

" hyde solution was remnoved and the pellet was washed ocver-

iy
~
{
i
~
o
rk
4
[}
-
Jara
-~
v
o
i~
s

~in the same buffer. Osmication with 2% csmiusz

the osmium was removed. The osmicated pollet was woshaed

and propilenc - exide, tacn 1nriliratio

i

piiene oxide: Fpon resin for at leust

Polymerization at 60°C for 56 honrs In undiluted resin (15

Blocks were cut in a Reichert Uanly ultramicroteme with a



Dupont diamond knife obta ning gray io silver seCtionsf
picked vp in 300 mesh copper gr1d5 and stained w1th

uranil acetate and lead citrate accordlng.uo né}nolds (16)

‘Stained sections were Observed in a JEOL 100 B electron
microscope operated at 60 XV. For negative staining cb-
servations, a 2% agqueous phosphotungstic acid, pH 6.8,

was used with the drop technigue in a carbon covered grid.

In order to preserve -thelr functions, mild traditional

.proczduTes vere used 10 preparve both rat testis and liver

acais was practiczily inssnsitive it it TUS500 A

dct on the membrane componcenis of mitochondrial ATPase,



such as DCCD and ollpomyC1n fOn'the-other[hand':the
_senSitivit} to efrapept1n,;nh1ch acts on the FT n01ety

of the conplex (17),'has hlgher 1n the test1s that in.

tHe llver nltochondrza.

‘To dlscard a posslble dlffETenCE in permeab111hy to the
:‘varlous 1nn1b1tors in uholc nltochondrla, Lh&lr affect

;on Lne AIPESB act1v1ty of SIP from both tlSSUES was tbsté
~ed. At flrst,'the liver’ and testis mltochondrlal DTEpETr-
'atinns'weré'both.sbﬁiCétéd:fbr 6 minutes. It becanme evident
that the lpttcr'ﬁere:complgtcly insensitive to all the in-
:hibiforé tested ‘under such conditions (data not shown). -
Thus, é single one_minute sonication period wos chesen io
prepare testis SHP.  If Mg2+ were omitied fzrem the Incuba-
tion medium, some ATPase was detected (0.3 umoles Fi/50
‘ﬁinfmg ﬁrq;ein). It was not inhibited by oligosnycin, only

by efrapeptin (60 70%), suggesting the presence of sone

<

it

inside-ln resicle coniaining leoosse Fj.  Whan b

“w

cluded to detect @lso ATPase from imside-out SHMP {Table 1),
the specific activity of the testis preporaticn wos higher
thian the hepatic one. Hg2+ is Ynown te sctivitae Flogcllia

ATPase (18}, whese tennants rmight still contaminate this

pellet. The testis SMP ATPase was poority innibited not

ohrtained nt pH 7.3 {dota not shoewn).  Liver su

particles showed a several Fold higher sensitivity te all

va

three inhibitors.
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20). The zbility of both mitachondrial preparations to
synthetize ARTP was calculated as described above. from pola: - .
rographic mezasurements of stete 3 of respiration in the pre-
e, - : _ N Lt : '
sence of succinate 2s 2 substrete (Table II1II).. M3 . wWere not
included in the medi2 cince respirztory controls were comple-

tely lest in the testis prepareticns by the addition of 0.1 M

te2d, ‘respirstory controls in liver mitochondria were lower

o

than the ones usually obtained in the pressgnce of Mg . Yet, -

1

regpirstory controls in the testis preparsticns ware signifi- |
cently lower thzn in these from liver (w¢0.0L0Y z=ccocosrding to

n 3

a Minn Whitney's U test) (23iy. Elioumin

s Xnown t0 inprove

fra

zxidetive phospghorylaetion in perzially uncoupled mitochondrial

precazrations. Whnen 1% ESA was zéded directly to the polaro-

her respirstory comtrsle and ATP? synthetise

. s N o box e e s _—
tigsueg ATP syvrnthatasse aciivity wz Tully im 53 T

- £ = g - . — . 3o - 1 -
zmounts of eplicomyein, Z0Fase activiiy was in tarvis,




~ = - mm Am * s e E . =1 - g =, - - [
it &5 mreviocuely shown in Figure 2, it had 3 lowar

- > - 3 - b - - FS - CPL S W W L) 4
vity to oligoimycin, It should be ncted, however, that in )

the controls tbgihydrolyéic valuss weare lcwér_thén iﬁ previcus
expefiments. Iﬁ.ié pcssiﬁle that tﬁe phos?horylatibh'of.ﬂD?
by Pi formed froem RTP hycdrolysis as in \duced by succinate omi-
ééfiqn results in zpparent lower values of.AIP hydré?fSisf

Incred wihen ATP hy

&

urolycls by testis and liver mitochondria
wzs n_asured in the oDresence o various ccncontr ;tions of

succinate (Fig.4), it was cokserved that succinate inhibited-

~% P - 3 F o e oy . A - . 0 = : ] F -
Whengvar 2 mstabolic feature of the =z2ult testis 1ls Ssscribed,

DJ
[p]
0
H
H
(]
0
I

vst consider it likely thzt the obsarved Phenomen

0
o
i}
o

about &23% of the testis cell mopslation (22). In the czse of
the mitochondrial fracticn, Leters.enzity shoald 27s0 be Ladt

zriocps stages
Forthermorea,

Ly mild tr

W
8]
'
rf

P

0



gloctiron TiZronscspy, Lecaure of dte low yield.,
.
a the study of the effsct ©f various inhibitors on nTrzde

df intact mitochondria froh testis énﬁ liver {?ig.'2), it was
clear that the testis. enzyme had a2 lower sénSitivity to these
compounés £Bat.éct on the menbrgﬁous §0rtion.of_ATPase.(23i
znd a higher ohe-fo-ihat_acting.oanl- 'Iﬁ the interpf aticon
cf the 5ata@.howevef. a traﬁﬁlﬁg mction e;féct by TION mi£d~

chonérizal “eugrcﬁns or a D"rmfcblllty problem could not Je

n
o
H

tly discarded. These considarations prompted the prepo-~

o]
o
[k
[ %N
0
b’

‘of sMP. xfter cne minute of sonicition the sensitivity,
' ; ' Y

testis preparetion to the inhibitors was zlreszdy small

0
Hy
&
pos
"

that the 7. portion of testis LTrese was not zs Zirmly atizched

cne of liver mitochondris. in fact,

using efrapeptin, that has besn reported to act soscificslly

=

on Fl {17, 23), tLe activity could be Sstaected i

bu
i 13
1t
]
B
3
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La
i

[embas

i
i
H
L
w
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= - . - .
Z8Y &nd othesrs (7)., in th=o at

, . s s
resplirziocry contrel vealues, Zitumin 1g )

the uncoupling effect of Is

(Tl
‘g
oo
i
[=8

s (26), which

bility of the inner mitdchochondrisl membrane (27).

more, zlbumin is zble to prevent the loess of endogano

foba
-4
o

epstoma mitochendrie znd this effect

Further-

2+

s Mg
v-oits

influence in the endogenous free fatty acid levels (28} .

oOn the other 'hand.

o]
U‘
o}
]
Los
o’
[+]]
fmt

tissuos cuch as, 1@;91 l1rrr ah

coupler sensitivity to an otherwise

in mitochondria from this.

scme other
cnferred un-

This phencnencn seemed to be releted

preoatle difference in ilie was PLi
In the presence of succinate withouoi a:y glbumih,

lower re Dirstory contrels in testlie witcohoundrie

pared with liver (Teble 1171). if, however., 1L 2SA
dir&ctlf to . the cxygraph charhaer, respiratcory con
the taestis prepsrations could ke incressed 2 fold,
Sepressing the rate of stzie 4 ouyoen aétake (Zata
and RYP synithefese sCLIvibly staiaod Lig veloediy DO
Howaver, the eifect of 2S8a both on whe bydrolytic

¥y

te

rt
G

mied ont
W optsi
e COm
waes =472
trels in
Teinly
noh shx-
o el e




veocome by slioarcis chrough oz nestanilsn ouvrently
tiuation. .

-
Testis ATP synthetase zctivity could be completely inhib-.

ited by small amounts of oligemycin. However, comparing
the hepatic and testicular ATP synthetase/rTPase ratios, in

the mresznce or in the zbesence of 28a, they were strikingly

on the




o
I
Fas
s
rt
u|
Pod s
3
Il

n sctive glycolvsis., It is conceiveble

P

]

%5t in the testis, which also shows &n active serobic gl

2 mitochondrisl ATPzse may suppoart it under carizin

on the other hand, the fluidity of nmewbranes is known  to
be aliered during the cell eyele (23). TLocsely hovnd aTPasos
vs been reporied to cocur in certain veast znd haepatoma

mitochondriz and the peossikility of &n iwmoaired

function of pH {(Fig. 1} reminds the hehavior of cerisin micro-
organisms (36,37), which change their mitochondrial zctivioy,

pH Gepsndence 3nd oligomyein

cyvele {(33.39). Likewise, a 3
svants is knoewn to take mlzce Suri-g o wis e hic-
sanaesis (40 241Y . ESoem of them irwvola 0T oz (L2}

Testis geminzl epithelium consists moutly of meiotic [sperma-

rt

coytes) &nd differenciasting {spermaiids) cells. It thus

provides a unigue model to study orgonelle dirfersntiztion

moth proliferzte =nd undergeo Sramsiic worzholisgical ohances



{(#,7). = & wzrning nouoothezis, s the Siccshenical
creracterictics of tesitis mitozhondrial ATrese here Se- o
. * .

]

scrived might be 2 reflecticn of Dhenomena related to the

process of differentiation of the orgznelle.
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TABLE 1

LEFLECT OF VARIOUS INLGIBITONRS ON TEHESTIS

AND
LIVER SN ATPase
Inhibitor Testis Liver

Binding np inh, .-Iin_z_‘,'m:ttil: Inhibition up_inh, Enzymatic Jnhibition

site mg prot. activity* = % mp prot. activity® T

None --- o 7.7 + 0.3 --- e 2.2 + 0,00 -

Uligomycin I-‘O 23 6.7 0.2 13 3 0.27+ N.02 48

Ossamycin ]:O 23 5.8 + 0.1 24 3 Q.a5+ 0,04 s

Efrapeptin F1 1.5 5.7 + 0.1 20 0.06 2a0h 05 11

0.25 D.06r 0,03 71

2.50  0.06% 0,0 97

at

HECEE B

GConditions

Liver
ta i 8.0
Loan g

.05

entlin

minute.

famedens 'L/
IFign.

teshis aad 7

mitochondria
vith
for
and the pellet,
mk LA
mitochondria

ihe rest ool the procedure wis

Lo prepare

adjusted to pil

Uomindai pretein
2, excepi that § wll MgCly was
lLivoer,

{or

containing
Lrinna basce, were sonicateod 6
10 min, SHP were
containing 1.4 mg protein was

containing

thie SMP:

10,3 mp protein/mi of 0.25 M

times [or onco
the supernatla
resuspendesi
hiasce.

spun down frosms

7.4

3 omp protein/ml of
5 Ldentieal,

with trismn
the
The

Sane

TR AN

dectation

tneludead

ctandard {n=3). 7T
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aned 2 o LTA, adjustad
seviods . AfLer centrifugation
O ra

SUCTOSC
sinute

it oab 10R0GO p for | hr at 5°C
1 mi of §G.25 M sucrose, 3 TOA,

sonicated {for only one
S.1% mp protoein,

mediwn were
ontained
oo the sane
9.0 for

ayoconddibtions w
cubation mixtures, pil:

AN A




o
_TABLE II _ |
- I
EFFECT OF EFRAPEPTIN ON ATPase OF :

. TESTIS AND LIVER SMP AND SMP SUPERMATANT

TESTIS - . o B LIVER
FRACTION Mp inh, Enzymatic Elrapeptin sen- ng inh . E zym:\tic Efrapeptin sen-
mgprot, activity * gitive ATPase mgprot, {achvuy ritivie AT Pase,
amoles Pi /10 _min ‘ ;- Anmoles Pl_/ 10 min_
i
. None 79.55% 1.7 None v 119.33 %65
SMP 8.44 87 .38
0.30 71.11 ¥ 1.5 0.25 E 31.951% 1,84
' * None B8.08 £ 2.9 None % 2B.80°%t 108
SMP - 42 .48 : ) 4.0
SUPERNATANT 0,14 45.60 % 5.8 0.27 i 24,80 % 6,15

* Total enzymalic activity in the fraclion % standard deviation ( n=3) 1E
i
SMTP waere prepared as described in Table I, except that liver l'nﬂochundrlaE were also sonicated for

only one minute, The activity was measurcd both in the SMP and the supc;tnat-mt of the 105,000 ¢/1 hr

centrifugation.

|
+
i
| E
i
|

For experimental conc_litiu.na'sce Table I,

62"



et o oaprE ITTO 0 | o

o | AP BYNTHESILS  AND HYDROLYSIS IN TESTIS AND LIVER INPACT MITOCHONDRIA

..“.'\RQSPJ- FJLDJ Y e ':3{' ..-ZAT]‘.J * ‘Paser B
JCthrol RaLlo';rSYnthetase AlPase n/B

Additions -
R Ao SN (A) . (B)

Mmoles /10 wmin / mg proteinIs.D.

T Nylas s 00 0.48 ¥ 0.02 3.0
- .(n=15) (n=4)
BSA © o309 0% 003 0 2,12 % 0.3 0.41 ¥ 0,01 5.1
" R AR : .o An=BY . T (nm5) L (n=4)
I T T
C@ TQligomyedn T TSR T TG 0.35 % 0,02
_ PREIRERR e 0 s (n=s) (=)
BSA +oligomycin - -~ N 0.30 ¥ 0.01
. . S {n=5) (n=d)
None 3.0 £ 0.5 ‘4.4 £ 0.3 0.16 * 0.005 28.0
) (n=24) (n=18) (n=4)
[ - -
g3 .
= Oligomyein : . 0.0 0.05 ¥ 0,003
i (A=10) {n=4})

Aeasured 1ln Lne proseonce or L2 M osucclnato
oAy 1% Oligomyoin: 0.6 Mag,/wg protein

v S.D.= standard deviation; nm number of experiments,
Mhiospheryisting wedlam: 0,3 mM ARPE, G.225 4 mannicol, 0.075 M sucrose,
G.O05 wy Zeh, 0001 M KGL, 0.005 M ta. SO, 9.D0Z M tris buffer, P 7.4 and a final .
conerptralbion of U.5-008 my/ml of micochondrial provein, _ L
ATPage activity was neasured as descurived in fig. 2,



Fiéiﬁjf fEffe6t76£Jbligaﬁyﬁin 6nm§T?&§e-éCtivity.from Tat
iivar]énajtéétis.miﬁdéhdndria'g;'fafEOus pH's. The reaction
mixiu;é§ ¢oﬁféin§dfl2ﬁM ATP, EODfEM.su;}ose,.O.S mg mito-
chondrial protein, 25 mM Tris buffer, in 0.5 ml tatal vol

ume, a2t 37°C of temperature. Testis ( e-———2), plus{,.g/ml

oligomycin ( e------¢). Liver (L —-—-% ), plus 1 ug/ml
oligomycin (4 ----- 4). Incubation time: 4 znin. Data shown

are means + standard deviations (n=3

'
’
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Effect of various inhibitors on ATPase
mitochendria from liver ( A-~---- A

{ o=———-—2)} {pH 2.,0}.

‘other exporimental conditions were ldentical

reprezsent tvpical Tesults

reriments performed under each condition.



17

ACTVITE

Atrner

S ULIGTMEC S mg FRDTELN

. -
L ¥ o endd

LTt 2

[ -‘h 1_ VT"“'T— Il TE
tt et orE zcs G2 o . 03

DCCh/mg BROT LN Ao P EAFEET IR g BT e

kR g e 1

e i RaE ¥ LA TR



mp

{1

8
il
0

it

04

—

f
)

Fa ol
]
0
bu ]
4
5
o
:
o
p
[
[hy
B
L

-

o1
Rl
[

S €7

nri

=t

testis

g o

negative

>

stazin

3






Fig. 4. Effect of succinate on
Tat liver (& ------4 ] and test

Experimental conditions were as

—_—
AIr

ig.

in



.37a

=
- B

sl

9
{(mM™M)}

SUCCINATE



IINSEI\SIEILI_DAD DE LA A’i‘.‘?a.:sa-_"l MITOCONDRIAL DE TESTICULO

.HACI.A AGENTES DESACOPLANTES DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

o ] Marta Ehsa Vézquez Memlje, Graciela Gallardo-Trillanes y Graciela
Delhurnea.u Ongay. Seccidn de Repulacidn Metabolica, Divisién de
Nutricién. Unidad de Investipacién Biomédica del Centro Médico Nacio-

nal. Apdo. Postal 73032. 03020 México, D.F.

lAbreviaturas- ATPasa, adenosin trifosfatasa; EDTA , sal tetrasddica —
del £cido etilendiamino tetra- acéticoy TEAT ‘ertanolamxn'" O"-':GP pro= O =Tt e
" teina que conficre sensibilidad a oligomicina; Tris, tris (hxdroxnnehl)
aminometano; DNP, 2,4-dinitrofenel; FCCP, carbonilcianida p-tri-
fluorometoxifenilhidrazona; BSA, albdmina de suero bovino,



RESUMEN

Se estudid el efectio df_ agentes decacoplantes de la fosforilacién oxideliva,
COmo el 2,4 -dinitrofcnol y FC_CP, sobre la actividad de la ATPnpsa mitocon-

c]rlal y.sobre la resp:.rac:ﬁn, en preparaciones mitocondriales de testiculo y

de higadec, que se tomé como modelo comparativo.

Coni'rar'i'am‘_nie alo Ob<c.r\' do en las mitocondrias de higado, la ATPFasa mi
tocondrial de iesticulo mostrd poca Sf.r.k.ba.li zd a los agenies desacep!ant,e.s
cuando SE_éiqtu\fo 'Ia‘.p_'r(.-_p racidn en cond cioni::s n_or.:*.-,a_lc._rs.' Cuzndo se zislaron
las mitoécmcirias en pre'sc—bcia de 1Tt de 21hdmina, pudo c.bs.cerrarse tan #dlo

un aumento del 30 v en la actividad, por efecto del 2, 4-dinitrcfenol,

En lo que respects a la respiracidn de Jas preperaciones mitoceadrinles de

testiculo v de higado, fue esthimraleds on forma similar por <1 2, 2-dinlirofensl

cuando los sustrztos utilizados fueron raslato v snccinato, Con estes sesira-

tos.la adicidén directa de albiming a la camara del oxfgrafo cstimuld la AP sin-
tetasa, vy marcd o d¢ la trancicion csiado Z-wetado 24, veld fundammantal-
mente la respiracidn en estado 4, dando por resultado mcjores controles respi-

ratorions, En estas condiciones el estirmulo abtenido por 2, £-dinitrofenol fue

Con piruvato { + mazlato) como sustrato, el DNP disrminuyd la velocidad de ras-

piracifn de las mitocendrine del testioulo

Al adicionnr allnisinn

estirmuld la respiracién, Con este sustrato

mentd en formme més acentuada la AT sinte

treles respiratorics, ya gque afectd tanto al estade 3

Cste e incremnentando aquél



TNTRODUCCION

»

En un tra.bajo anterior de nucstro laboratorio (‘-"a’:*.quez-l-{emije.M_.E. v col.
1983}, se cb%crv'd que la ATPasa mitocendrial de testiculo de rata adulta
mositraba .ciértas El]"df_f.l...'l‘l‘:tlt..._ts peculiares: la porcidn Fy de la ensima
mostraba. cstar laxamente unida a la membrana por su hajr sensibilids aa
oligomicina que =6lo se dct._ecté a pHs mayores de 7.5 3 .51; ficil solubilizacidn
por fonicacién, _A:lguna.s de estas car.ac_tv::ri'slicas s6lo han sido acscfiizas .
en'ATPasaé'(le nﬂ.itoc;.nd.:ia_s”d.e Ie.va.c'iuras (Serrano, R, 12 78: Schatz, G. .

-
3

i%48), v de ciertos u.nnom, {FuFela, 5. sy col., 1278},

Es bien sabido que le actividad de ATFacsa mitocondrial es estimulada en la

generalidad de los tejides por cgenteg desacoplantes de la fosfourilacidn ovi-

dativa (Larc’;y, H.A, ¥ Welliran, H. e i 3 L1udfbs Tovada, H

-1

1981}, Reosulta Tues, rorpramdente, Fufcla inforina-

‘ron que las mitocondrias de hepatoma de Zejdela, tentan ona actividad de
ATFzsa inzensible a los agenice desacoplanies. Mds farde (1974), Poderser
y Morris observaron vy confivmaron gue la ATPasa mitocondrial de las cdllu-

lze de hepatormma de Morris no era estimulads por log agentes deszcoplantes,

T - Yo . . . ST
CPEIOTIE wran IS 0n s Gnopre s eng

#lbimina Ce suera bovino, la ATPosa pod

T
trafcnol.

.
T

nouna corrg

Par otro lade, Mayashi, J.1., v col, (1980) enconiraron gue oxist

la-



———— — . m w w— . — = e W ————

cifén enire la poca o nula  cstimulacidn de la actividad de la ATFava por 2

s
]

dinitrofenocl v la pnérdida de jones magnesio de Ja mitocendria de edlulas tumo-

o
)

[

rales, higado fetal y cerebro. Ademds, si ¢l magnesio ¢ra adicionado al medio

de incubacién, se récupcrabé la _cstimulac?dn de 1z A'I_‘Pasa por el 2,4'-DNP,'

En nuestro estudio de la ATPasa milocondrial testicular nos parecid de gran

interés i_nvestig:;?: sila E;..c;t:i.\r'i_f?..ad L-h.zir-.m:‘ft.ica ¢ra sensible a los agr‘:nf..es-de.b;acq-r
plantes., Para csto se L’.é‘tud.i;ﬁ cl efecio c?e_z,-fo-dinilrofc-nc.:l'.y d.c.- FCCP sébre. !
la actividad de .la ATPasa en mi‘lo;nndrias de 1.es§:fcu1_f) deé :‘::_fta; adu}té v :éé 'to_rrié
2 }- LT Pasa de.hi‘_:ado.._c_prmo .!'I'_)C:(:E:f.-lbrCOITJPE‘.?‘E}TA‘;D‘.. T.:;n_':bif;.-n se'n-_ziéié_ el efecio

del 2,4-DNXP sobre la Tespiracién de preparaciones mitocondriales, tanto de

hfgado como de testiculo.

rie

=1

s

Los resultzdos mosiraron gue la ATPasa myitocondr e testivnle, en general,
fue poco sensible a los agente® Sesadoplantes, va que £4io on doterminadas con-

diciones pudo ser ohservado un awmonio on #u activided por la adicidn de 2,4-

dinltrofenol. Emn cambdbio,

-z railocondrizles,

tznte de higado como de testiculo, se vid estirmulads en forma similar por ol

apente desacoplante.



MATHRIALES ¥ METOCDOS

os anirnales ut:lu.qdos fucron ratas machos de la cepe Sprague Dawley, de

t-l

aproximadamente 250 g de peso coz.-poral. Las testi’cul.os._libras‘ de Ia tnica
aIbL.mnc-a, Jueron ]mmogcnu.aac:o-: cn e] mccho de ..,.‘LdeCC]é'ﬂ que conienias |
sacarosa 0.25 M, TEA 3 =M, EDTA 1 mM pH 7.4.' 2 una CDnCc;nt:l'eCi'ﬁn.de
tejido de un 10 T : (BP/V). E1 hon\cgcnc—;.izado total ft.je centrifegadeo a 7C_’_0 g du-
rantie 10 min, obirsni{-nrlc.“e la pr 11..1:"' pastilla, gque fue des r_-chada.. El solre-
nadante fue centrlfu:__, doa 6 00D ¢ 10 rﬁin pé’:raI obtener la fréccidn nwitzocom.‘vrial,
que fue tesuspendida en el medio dée extraceidn y vuelta a centrifugar a 700 g

durante 10 min,con el ubjeto de purificar un poco mds la preparacidn de mito-

condrias, Tl sebroensdanie fue cerdrifugzsndeo nuevarsente a 6 300 g darante 10

o
kY

“t
Tl
tr
-

min pera obtener la fraccifn nitocondrial, Nz fue resuspendida en el

mcdio de extraceidn,a una concantracidn de 1 inlf/g de tejido imedo ord

Fl consume de oxipene fue medido pelaroprd

cnica de Hartzee

erminacidn de protefnas fue hechz con Ta 18

Ia suspensitin mitocondrizl {fue incubuda durante
58 30 min & 307C con vy 2in'2, Lodiniirafenol ¢n las condiciunes desceritas nor

. v = -
HMavashi, J.I1. (1860). EI contenido de Mg fue delerrninado en la pastilla vy cn

sobrenadante por esprcivescoplz de abrereidn aldmica.



RISULTADOS
Inicizlmente se edtudid ¢l ei'_c-cto del 2,1-dinitrofenol _sobr"c_ la a;-t.i\_'ida.d de
II:a‘AT‘Pasa mitécondrial, tanto de.hfgado como dc'te_s'ﬂ"culo-, a pH 7.5 v 9.0
YA qucc.n un tr’abajo_previo. ( "dzquez-hemide , M. E Yy« 0l1.19 a3}, obfcrvamos
"qu.é la ATPasa de tcétﬁu]o s6lo moestraba sen:-'.'ibiiidad a dli'gomicina a pH9.0
mientras que Ia ATPaca de higado mmostraba.inhibicién m&xima’a .Dlrlgo;ruil.“i....
na.a pH 7.5, Como era de 'es;;c:rdrég_, la ;-’\.f.fP._s__s'a, mi_t.oc:qndr:'_a'l de h_l"g'acb fue
n’my c=hmu}‘_ra .p.or cI desacoplante (hasta siete veceos el valor baszl) o los
dos pHs prubar}os (Fig.1}). Enla mimﬁa’ .figu.ra puede obéérvargu gque la acti-
vidad de la ATPzsa de 1cﬂ=hc1*]o no pudo ser .t.'_ﬂiunulﬂda por ¢l 2,4-DNP a nin-
guno de los dos pHs, Aquf, Qs :'lrnp'r}rt.anfe sefianlar que el ofecte del 2, 42-dini-
trofenol fue ensevado ultericormente a diferentes pHs, desde 3.5 asa 100,
a intervalos de 6.5 onidedes de pH, v ¢n ninguno de Ios casoes pudo observnrse

una estimulucidn de la actividadde ATPgsa

El desacaplante FCCP fuce estimulente efective de 1o ATPrsa mitcconidrianl de

]
3 pind - . - hd -—
higzdo desde concentraciones 3x10 M (Fig.2). Fin ¢l tesifenls, a pH 7.5 los
resuliados fueron précticar e oo Llsinos gue con 2,~‘:-c’.-':7~.i1*:t-f-;-_—:ol. A pH

hubo una muy ligern crtiznelacidn 6o la aciividad con FOGCP, pero en nin-

giin caso fue superior &l 20 %o.

Para averiguar si el aielar las mitocondrias cao un medin con Lodniula o
la sgneibilidad de Ja ATPasa al 2,4-dinitrafenol, procedimos a2 repetis »l expe-

las

el O FEEOEThe T-i =R A

rirnento, vsta voz preparando



te 1 T doe allimina, Tos resulindoe chlonidos ofectivamente sefizla-

ron que £dlo en estas condiciones de aislarnientfo con BSA, podia abe srverse

una cstirmulacién de la aciividad enzimdtica , no mavyoer 2 un 50 %. Crando la .

adicidn de BSA se hizo directamienie al medio de incuhacidn, no se observs
sensibilidad alguna.
Se llevaron a cabo alguneos cuporimentes pera investigar si el 2,4-dinitrofenol

provocaba en las mitocondrias de testiculo una pérdida de magnesio,

En primer término, fue erstudiado ¢l wiecio del .2, 4-dinitrofencl, tanto en hi-

ado como c¢n testiculo, en presencia v ausencia de 5 mhM de MeCls . En el
o P . 2

<y

fgado, la ATPasa {ud muy estimulada por el 2,4-DNP con v sin magnestio.

En el {(“thL.JO, el prescencia de magnesin, e actividad barel fue muy clevada

wor digeiha de los

o]

lebido a que 'l;;'prc-,—:

flagolos e @Spermarossidaos frapmenia oof duranta 2 hovncceneizaciOn (VE
- = -
Memije, M. E. y col, 19&3) v se sabhe gue esia AT Posa os deperns

ncsio (Youn , LGl oy Syyi

6 sin mtgnesio, no ce

el Gesacoplante (Lig 3).

. b - I T .
do con vl inizmo fin, las

En un geguande tipo de

Iueron incubadeas con vy g£in 2, f-dinltrofencl durarte 5 ¢ 30 min a 0% C, onlcs

. s . . - -~ . ! - Fx
combicioneés descritas por Havyashi {1¢80), y s¢ doierming Ia cantidad Qe Mg

que se perdid y la que se rerovo on los mliocendrias por efcecto del desacozlan-

PP - - -t -, - Rl B M -
versy an st tabla, no hohe ~7edlds Liaporian-

te (Tablal). Como e

.
te de Mg ni en las mitecendrias do hlgede ni en les de (esifoule, Bajo ninguna de

k|l
s
o]
“
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Es més, durante la preincubacidn sin dinitroicnol, .

parecid haber una {uga pegueda del idn, pero fue la misrma en amnbos-tejidos.

Se estudié a continuacién el efecto del 2,4-dinitrofenol sobre la respiracién
de preparaciones mitocondriales de testiculo y de higado e¢n presencia de diver-

08 susiratos oxidables.

En la tabla 2 puede observarse que, en presencia de succinato a concentracio-

nes de szturacidn del sisterma, Ix10 gd'de"rz,‘;‘-i-DNP esilmuld en forma similar-

la velocidad de respiracién en estado 4, tanto de mitocondriaside higado como |

En la figura 4 ¢ muestra nn trazo tipico d¢ tonfumoe de oxigene por una pre-

paracidn de mitocondriss de testiculo, con succinato vomo susirzie oxidable.

La respucsina 1

dicioncs snbsecuenies de 2,4-DNP Mo mfxime 2 une concentra-

-5 :
cifn de 5x10 M del desacoplante (Conceniracioses i

lre}. Fn otros experi-

‘mienios se observd un efecto inhibitorio de la respiraciébn 2 concentracione

w

-3
dcl orden 10 M,

s presencia de malato corno sustraio oxidable, el efecto del DNF fue shnilar
(?Eg.i}. To sitangidn fuoe diferente ¢vandn ol susirato foo pirevatls (Fig.a}.
A bajas concentraciones &l DNP  estimuls ligerarmnonte la respiracién. & con-

contraciopes maes alias, fuc rancamente inhibiiorio.,

Eg himporianie menciasnar  gue las determinacicones del consumo de ond

fueron hechas cn ausencia de mmagnesio, pues cuando Ssie fad

o
o
3
g
o,
-
g
v
s
f_.
3¢
s
fl
o



medio, obscervamos dezacoplamnienio de las mitocondrias de testiculo desde

»
una concentracidén de 0.1 mM de iones mmagnesio, debido probablemrmente a

la presencia de dineina flagelar que se sabe ¢s activada por este idn,
I : ! H ]

Para investigar ¢l efecio de la albimina sobre el consurno de oxigeno en las

mitocondriacs de testiculo, se adiciond en una cuncentracitn de 1% directa-

(8}

rmente en la efmara del o>:i;graf0 {Cabla 3, Fice. 4,5 ¥ 6)

En presencia de succinato la albiming no afesté la velocidad de respiracién

fisY

en el eetado 3. En cambio, inhibi6 &1 vstado 4, v por consigulente aurnentd

el valor del control respirziorio. Auments tambifén la actividad de la ATP

sintotasa e hizo mds marcada la transicidn estado 3 - estado 4.

.

Con piruvaio { + aluto)} corno wlectos fueron ignales al susirato

n
=}
;
—_
1
o
a
v
™m

anterlior, =&lo gue mids acentuados, va gue en 8t czro 2] control respira-

tevio pasé de 1,72 11.3 en:

Er lo gue toca 2l ¢fecto del 2, 4-0

de allbhmina, €sta tornd Ia estimulacitn el dreezcoplarnie on mds dirarsta en

el caso del succinzle v del malaio. La

= cifn cuando ¢l rustrato era piru-

vato fue inversa a la ohienide agn surencia de albdmina.



DISCUSION

S¢ ha dcrn.ostra_dq repetidamente que la adicidn de agontes da-.s-ac_::a1 1. n"c_,.s alas
mit.ocond'r.ias de higado tienen un efecto de estimulacidn soBré 1a ‘nc_t.iiri'dad. de

la A'i‘P.a.éa. y sobre 1a r..esy)i'ra‘cién. a.c.i' como un efecto .inhi.bito'fi.o_l boiﬁrg{ la sin-
tesis'de ATP (Lardy,H.A., _-i\'(-_nmé.n,H.,195'3: Mitchell, P., 1966; McLaughlin,
S..G.A. yDilgér, J.P., 1‘}86; Terada, H., ]981)..' Sin.em.ba.rgo, no cstd bien
definido ¢l mecanismo de a 1ccidn de los des :;c:c:planléé . . Se sabe. que actiian ¢omo
pro_tc_)_n(‘?;'.ofgs unirr..ii'r_ecc_ionales, d_isiy.r ne (1 _' potencial de mermbrana {(Hoplfer,
u., L:;hnirigcr; AL, 1908 Tz;rac'!“a,H. , 1381). Segin ¢l mecanismo de accidn
propuestio por Terada, H. (1981) parx los desacoplantes, Gstes deben encon-
irzTee t_an.forr_n._a disocia da._ .,.-a forr:;.— anidnica puode emonces cernbinzrse con

¢l M7 sora transporiarlo 2l inlerior de la mitocondria v disipeyr de estn manera

¢l gradicnte de protones. Para gue vFlo funciene, ¢s noecessrio que ol trang-
porie seaa favor del gradivnte, erio eg, el pH auiremitecondrial Cebe ey nme -

nor al intrarni{ocond_rial_ “Ademds de ser proton&ioras, los de ~.—-cc-gl;;n‘<*s tienen

otros efectos] Sc ha observado gue puedenunir<e & proveimee solables {(Weina-

bach, E.C. y Carbuas, T., 6“)} a proteinas dola ATPora mitocondrial (Hane-
tein, W.G. v Hatefi, Y. ,197% Hutrye, N. V. v Wileen, DF,, 1678}, Enalou-

nos microdrganismos pocden asucierse tanbidin o otras proteinas Fletre, NV,
y Wilson, D.F., 1980), En levaduras, el dinitrofenol poede asociarse & ele-

Pauwles, GW. F , H,

tn

mentes celulares, probablemenie tambidn protefnas {(Bors:
1848). En B, subtilis, ¢12,4.-DXNP imeracciona direcianmcenie con =l iTanipor-

tador de amine dcidos v lo inhibe {(Nichals, R.A . v Ordx GLW L, 1uTE), En



5. cerevisiae, inkibe la velacidad de transporte de sorbosa (VanDe Broek,

v col.,1982). o o | a

El hecho. dé ‘que hayér?uos. g:en-c.dntra'do un efecto _di{.e:"f}n.te del 2..'4_—.6 initrofenol -
so‘m‘:e las ..mit'pcondriaé de testi’culo, onnim radas {:(Jnlaq de hi'lgafjo; ci‘epc.nd_icn_.
do dc: que el (.-l'f(.-'c.to- s_e..ést-uéiarr_a;_so.b.rc la.rcSp:iracirSn' o sot.)re_ll‘a ac_.?.i\."!dad de
A'I.'P-as'a, es congrul_c-ni:_e con la ;ccién.'mt.ilt_i?le .d_é'l_dc.-s;coplantc 1, c_:.;n.lla duali-
_d.ad :dc .l_a .;J}Tp.asé.._. 1ni}6iﬁohdri_al de testiculo (Vdzqu ;ez;,?\iu:ﬁijc y col., 1983);
‘Su ';zfe.;t.o Lshmulanlc sobre 1z i‘i:-&‘.._'f_;airacién con ';snabn.-.z'-f;ejidc.s (Taﬁl.a 2), s

explicable pst su accidn como profondiore. El efecio inhibiforic cuando <1
P P

esas conceniraciones, inhiba al tr-xnspr)riadmr de piruvato de las célulae ger-

minales cn formea similar a lo deserita por VanDop v Lardy {1978) en ceper-

matozoides de epididimo do bovino.

]

_31 hallazpo de que en pregencis de aibimina Jag mitecoadrive de testicnlo hayan
mosirado aumenio de la actividad de ATP sintetnza, de velocidad de rerpiracidn
i el estado 3, del control respiratorio y en penaral un mieior aecplamicnto,
podria deberse o uno de los miltinles efectos de Ta albiming, gue consiste

.

en guelar a los Zcidos graxos, de ics gue e fabhe acidan como

'.-.'plani(_:s (H{:‘!ar‘.zﬁnn,' w.C. v COI_. ,1;":‘-0 : Chan, S.H.F. }‘Ii'__‘ rips, k., 1'-;*7{;‘)_

Ademés, Barbour y Chan (1978), wncontraron gue la ESA pudo ostimular a la

-

zdenin translocacsa yva la ATFesa activada por 2, 4-dintrofenol, on 1nily

.
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Por otvo lade, la disminucifn del efecieo desacoplane



aibdmina, puede deberee a que ésta interaccione directamente con el DRP ¥y
N . : . ) . .

. - ’ . S oo -

abaia la concentracidén real de dinitrofenol libre. Con p:ruvato. pareceria

quc: la albdmina pudmra 1mpcd1r la inlerac ci n. c.ni:re (.1 dc dcoplanie v la

;énslocaéa de piruvato.(Var_:Do:p, C.y col.,1978}.

Fﬂos re‘=u]tad0== nes hdb..an nu(.w-mvnte de lé i&ca- sugerida en un trahajo pre-
wio (V.{zqugz Mr_rm._]e y ccl., ICS3J de qur_ ’mric, dela ATPas.a de tr_.k[:culo et
le.‘:am(:_nie u.ni_da 2 la.retmbrana y que la a].bﬁ:‘nina _de alguna rmanera protege

ala AT P sa en Ia rn&rnbraﬂa, per 'n.tu,ndo]e a la enzima comporiarse como

en la.rr:ayori'a de loz tejidos normales.

Lz falta de estimuelacidn de los agentes desacoplantes scbre la actividad de
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mismzs o bien a Gife ercncias en la membrana mitocondrial, Doetes dliima pe-
‘-‘1})"1]\.-.|d parece sar mEe nrobable, +2 gquce (Jlo cunnde tns nhteecndrias
ron zicluda's en preszencia de alinhinina, parirnos ohservar une estim
de la aciividad de ATPasa can DNP enun 30 0k, vy se ha dicho gue la albimi-
ra puede proteger a la mitocondria de agentes pregentes en el Lojido que

daficn 2 la membrana (Barbour, R.L. y Chan, H.5.P., 1853). Eete nfarin

i

e lirnitd a e=as condiciones, vya que cuando la allinina fug ~eregoda o

mente al medio de incubkacidn, no hubo respuesta al desaconlante.

rentes 20—

L
=

En log alilmor afjes, smuche s ha eosiadiado sobre ¢l efecle Je &
sacoplantes de la fosforilnclidn oxidativa en las mitocondrias de tejides tu-

morales (Pedersen, P.L. y MMorris, H.P. 1974 Folarov v ¢ol., 19

Kosgchnitz, R. M. y colrnborudores, 1976 ; Barbour, R. L. v



Chan, S.H.FP., 1978 Yrowles, A.F ., v Faplan, N.O_? ]?fSO;.KnQ'.ergs, AFL,
1982\).”}? se ha observado que la' ATPasa nqitoc_:.andrial tiene ¥na r;-bp_t.:-;:sta baja
y en oc'a.sic').n.cs hégativa a los desacop]antes.. Algunds.cstud io.s han superido
que el ébm;ﬁﬁrtamiez;f.o extrafio de estas A T.Pa..&“-:.zs g deb;«'a u.na _pérc’-_ida'.de

e . . - -
Mg de la mitocondria durante la preincubacidin con DNP (:ia-_;ai-ni. J.I.,198&0).

Nuesiros .regul_l,ardos Jnos_iré.r'o_n poca '\fa_r:iﬁ?_iﬁn-en.lo Ci“e‘ Ee.rr.-fiui‘e a salida
de-magneéio, taﬁto en_las m_ito_c:onicjﬂr_i_:}s d_e"hifg_adc.i womo de te_s't'fculo, por lo
qué...apar._ent.en.ﬁenl_é';7_5_1.3 r_n‘.‘_brpar.ece sé_r_.la-caus.a determinante de la baia ros-
puesta a Ios.ﬂes_'acopl'antgs en Eas .miio;:undrias de f,esii’ctzlo. En un trabajo
r-_—c.ic-nt.e, ‘Fnowles, A.'.F'_. _(1982). ';-)rc.;pus_n Qe elrat,‘a-rr.t:ador ADP/AYP eos-

1& involucrado en la refpuerstia a los desacoplantes,

ito-

aconird gue ias

N

condriags de algunos fumoeres humanos, cuvas AT Paszas son poco sengihies

al de higado normal. For ciro lado, Zuarbour y Chan {19£3), ivfermearon cae

la velocidad de transporte de los aderin nucledtidos fae slomilcativame nte

menor en algunos tumores que en higads norinal . En evperirnenics no mostras-

dos en cfle frabajo encontramss gue las mitveondriseg de ferticals tieaes una

velocwted de transporie de Ios adonin suol. Liadas tyaal a Ian de Tos: omitaconoriss
de hipado. Sin embargo, egto no necesariamuente irmplica gie la Ccunzeniracion

de¢ los adenin nuclediidos inp vivo sca la misma.

.

e dabe

]

de las posibilidades olanteadns



mitocondrial 2e¢ testfenloa los agentes desacoplantes., Nos -qul-ria" por cstu--
. - . : »

diar ¢i fe debe 1) a una estructura 6 composicién especial de la. membrana,

2) a alguna falla en‘lo.s factores OSCP o PE, de la enzn‘na en =u unién con

1a mermbrana, 3) a una diferencia en el contenido de adenin nucledtidos..



- Barboar, R.L. y Chan, $S.H.R., {(1978).

- Barbour,
- Borst-Fauwels, G.W.F .H. , (1968). Fi

o7

“~ Brummett, T.B. y Ordal, 2

G.w., {1077)..

~Chan, 8. H P. yI :1‘15_',

-Esiabrook R, W.. (1°67) in Nlethods in

Academic Prc-s_s,_New quk.
~Hanstein; W G'. ¥ Hafc.t:, '_x.', (1¢74).

'Harir(_r_, E F., (1 :2) Anal Bi_c.:ch.en'!.

'Hayashi',_ T.1. ,-I(ICJS__C_)).

._‘_A_rch . Eioéhgn& .

'Lc'!- *‘g r, L S

L5

PR ) . .
Sci 'U_.S‘..A. 39, ":‘0.4—-‘:90.
-Hdlsmann, W.C., Elliot, W.B. y Slater,

Acta 39, 267-276.

~Ksschnitz, R. M,

R.L. y Chan, S.H.P.j, (]_983)._

BS Le.tt._l
(“'”’S} C.=n. J. Pmn_..t M. :6
I.
Diophys.

y Thomnpron, T.E.,

Hatefi, Y. y Morris, H.P., (1976}, Bicchim,

J. Biol, Cherm., 253, 367-376.

Cancer Res. 43, 1511-1517.

'1'_‘,' 252:254.

Arch :Bm..hcm Bmphy‘. 178, 368-372.

“111-116.

Enzyrnolngy, val. 10, Pp. 41-47,

Riol. Chem. 249, 1356-1362.

[

48, 422.427.

205, 27-35

(I?!.E;S}. .Pri)é. Natl) Acad.

, (1 9(-0) Higchim.

Bicphys

2

iophys.

Acta 4

“¥atre, N.V., y Wilvon, D.F ., (178}, Arch. Piochermn. Blaphys 191, 647-638.
-Katre, N.V. y Wilson, D.F., (14z0) Ricchim. Rlophys. Sorn 3%3, 224-229,
~¥powles, A F. y Faplan, N.O., {1980)., Dicchim, Zlopive. Sota 390, 170-1581.
“¥npowles, ALF., {1782). Biochim. Piophys. Acia 681, 62-71.

“Kalarov, Y., HuZeln, §,, ¥remposhky, V. v rf:'.?*a;:‘_,', L1e73), Biostemn.

Pos

Biophve. . Comm.

“RuZela, 5., Molarev, J., Frempesuy, V.
FEBRS Lett, 91, 222-226.



- Lardy, H. A, y Wellman, H.J., (1753}, J. Piol, Chem. 201, 357-

- Mc Laughlin, S.G.A; -)-.Dilgt.-r, J.P., (i%580). Phveiol. Rev. ‘J’J 87::--4 3
- }v{iit.:hell. P_. ) (.106;6) ”Chme‘-mohc couplmg in oxidative and p‘hotosvnthetlc__‘
pho*-phor}rlatmn” Glynn Resec‘rch Ltd ,_Badnnn..

- Nichols, R A y Ordal C- w.", (1978) Biochem. J. 176, 639-647. .

- P.—.derSen, P B erorrxs,.H P (19.;4). ~J. Biol. Chem.' 249, 3327-3334.

-Sch.a.tz,_" _,.(1953)7-_ .'Bml c]nm.' 243, 2192-2199.

- Sc-rrano _R 'ioléc',.Cell Bioc'hem. '..22,_._'51:-6‘3:.

| 1), B:oc‘h.em Bzoph\v Acae;ﬂ 225-242.
Van De“B*oe ,‘_P JA . Corr1e, I'Tdd :noot,. '\un Lc;,\__.\\ (v‘n-,- 'C..'.é"_lvl',:- _.,z :V-._-.n S.[f_--.r.c- N
ninc‘k,'_-]'_.. 7(1“32) Eior;h_ern Blop'hys. ncta 639, 4 -‘36 :

—-.'.‘v'an!jop*;' C, _H'L._zi.-:jc.m', S’\A yrl_ard}-', H.A., {(1v78). Arch. —~.m'.hc.sn Eioph
167, 235-242. o

- ‘-"':I.::qu.e::-ldémijc, M.E., Cé:.abe;:-'f.rejo, A
D:;-lhum-:é.u—Onga}?, G., (1983). Tratajo enviado g publicacidn

- Weinbach, E.C. y Garbas, J., {126¢), Nature 221, 1016-10158,

- Yeurg, L.G. y Smithwick, E.B., (1275). J. Cell Physiol. 85, 143-150.



' TAB LA 1

EFECTO DI 2,4- DINITROFENOL sq BRE TL

CONTENIDO DE Mg DE MITOCONDRIAS |

TESTICULO

Ticrnpu e _ -DNP T 4NN ' ~-DNP2 +DNP
incubacian S B
{1nin)
o del conteniedo inicial
5 g4 a4 43 100
30 e a6 73 100

Nittcomdrin s e estiadar S0 0%

t . L .
- hLd nalomos de Mo S g proleinn {n=15)

. . P . e . - - . Py e
Mitocopdrias o injade ¢ 37,95 85 b mitorans de by /o myp proteina (h="5)

Moedio de incabaceidn Jmiaasnl, (7 ombddy PEA DO 0 10% saenrosa, 10,5 mb: Hepes, 0.3 mM;

manilol, 33 mabi; AT 2 e aind?, O madd; proleing mitocondrial, 700 ugy volumen, 0.5 ml;

tomparatara, 30 Gy ooid, 7020 timapo de incubacidn, 5 v 30 mimitos .

o= a numera g eXPerimentos

‘1
W



TALBLA 2

EFECTO DI 2,4- DINITRONINOL SO LA RIESPIRACION

EN PRESENGCIA DS SUCCINATO COMO SUSTRATO ONIDABLE

RELACGCLION 1213

i
i
; ;
TIJLDO | COMNTILO 1. RSP A - ! LFECTO DI 2,1-DNj=
i TORIO, ' T Yew
E {(Estabrook, R.W.,1967) !
; |
HIGADO 3.0 73,5 201.3 £ 2.62
n = 2 : ' n = 20
TRESTICUTO L z.04 f0l33 0 N IR CLEEN

1(:

FDNE ] s 40 I\fi L . ;
‘-m strato oxudable: succinato 4 concenir u,mnvh dc sﬂul'\uu‘:n. ]2 nnvi Lostfculo,_(: mhM hi'badu.
Moedio de losfarilacion {(mM): Manitol, 225; <acavasa, 75' Llua, 2- I:DTA 0 05 KC1, 1
INa i Ul' 5 pbl 7.4; teoaperatura, 30 C., ADP 03111\'1
##% % de la velocidad de respiracién en el estado! 4

n = numesuv de experimentos.
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EFECTO DE LA ALBUMINA SOBRE EL GONSUMO

- DE OXIGENO EN MITOGONDRIAS DE TESTICULO

. VELOGIDAD DE CONSUMO DE OXIGENO CONTROL ATP sintetasa
-_: ly_fr.)c'a_Leé_:-Oz/, 'l')_‘lin:”/‘,l‘ﬁgj.d,c-‘ 1a_r§t‘efua' o RESPIRATORIO nmoles ATP/min/mg
SUSTRATO TR T R R R de proteina -
ESTADO. 3 -7 ) T ESTADO 4
Sin _—a.l.bﬁm’ina.r:-‘.. tofoeSinde o albimina Sin albdmina Sin albimina -
albdmina 1% -7 - albGmina 2 - 1% : albuimina 1% atbumina - 1%
SUCCINATO . oL
12 md - 3.6 CBBL3 T 30L8 21.5 2.0 3.6 2985 .2 3654
(100%:} (1zo'%) - (ioo%) - (67%) (i00%) {150%) (100%) (124%)
MALATO S
12 M 27.0 33.6 15,4 TV 1.8 3.7 59,1 1WL.0
(t0o%)  (21%) (o)  (59%) (100%) (205%)  (100%) (171%)
PIRUVATO .
Lé maM 22.9 43 .1 13.7 3.5 1.7 11.3 91.0 222.,4
(1001%) ((165(;%) (100(:’,“} (2-13‘;’3)

(+ Maiato 0.6mM) (100%) (188%) (160 %) (2850}

Madio de Foofovilacidn (M) ¢ Manilel, 2295 sacaresa, V5 tris, 23 EDTA, 0.585; INCL, 1

anl‘iPo_; y B opit 7L, 30YCL 0 ADIT, 0.3 M,

La velocidad de ATE sintelasa se caleuld a partir del consume de axigeno durante el estado 3.



Figura]} .- Efecto de 2, 4-dinitrofencl sobre 1a actividad de

~la ATPasa mitocondrial. Medio de incubscidn: trig, 235 mhis

'

scarcta, 200 mil; ATP, 2 oMy prateine mitocondrinl, 300 wer

DNP en ctanol; volumen, 0.3 mb tanperatura, 37C
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de tncubacidn, 4 min., @ Migador 8 Tosiivular
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Figura-2.- Efecto de FCC
mitocondrial, Condicicnaes o

& Higado; & Testfoaloy —een

CCPF sobre la actividad de la ATPxsa
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. Figura 4. -

Consumo de exigeno con suceinzto ¢om
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" Figura 5,- Consumo de oxlgeno con malate corno sasirsto.

Condiciones iguales a
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Tilné._
N ADP
1. l L
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DNP 16 °M j _s5
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Sin alhdrmiea
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Figura 6.- Consumo de oxigeno con piruvato como sustrato.

Condicicrics ignales a
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DISCUSION CENEPRAL .

Las mitocondrias del testiculo sufren camnbios morfolSgicas v bioquiinicos

ricamente, Ias mitocondrias de

]

travis de la cspermaloegdinesis, MMorfold

n
0
o]
2
o
pt
-
o
wd
i3
S
prd
=1
-
b

la

th

cC 28, CoMOo son las espoermaieganias v C-E-per:':‘.atoci-

Inla
tes primarice prelepiotenos y leplotenos, son crcavas v teinejanics a Ing mi-
tocondrias de la mavyoria de los tejidos.. En cambio, lz g mitccondrias de las

células mde diferenciadas {cspermatocitos posilepicienes v oo

advrnds de 67 MUMeETOER S, Presentzn uns forme

cresias se& pliegan hacin ¢l borde cnicrno (André, 1942; De Martino, 1679},
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™ onog broisaomes cn la alia sensibilidead mos!isada por la oenci-



™

mia kacia inhibidores corma la efrane Fiina, gue actian directamenie scobre la

porcidn Fy, asf comola escara sengibilidad mo %tr.;r’a hacia izhibideres que

s¢ unen 2l factor membranal v el hecho de haber encontrado una buena parte

‘de'la FIE.éﬁ elrso'bll*.ei:adante de _lais particulas submitocondrizales

Hdsta dcmdc sa bn.,r-’xo . 1'15 ATPzsar con aparente defecio en sn u‘ndn ala
rnémbrana _s{nlo han =ido 'c].:e_s ritas an Jevaduras (Scha:-z, 1968) y ¢n células

tu'n_-'.bralé,s'.('l.{}..::?:ela., 1¢78).  Segin trabajos de Kuficla y Holarov (1978),

tu
—
nl
Ly
o
i
O
=
o
i,
I
tn
9
o
[}

hepai_c_:'rna‘ d_e'_ _Zajdela, (A:L:_is.-te' una falleg en el ensaz “"1‘,10 d
miEs cumnowente= Vv no una unidn la:«:a con la membrana, COmo se

rido entrabajos previocs.

Conrsiderada globalmente, la capacidad

37

iy "~ - R . mm H
ala ATPrga deivetionle nara ein

taetizer ATP parece rer deficiente. Lz actividad de la AT

-

Vece S menor on lest]

ratorios tambidn son
to o piruvato, como susirstos axideahlas, Asimismo, o traveicidn

estzado 4 no es muy clara, Estz =itueclfn parece depender £

te de que el consurno de oxlpene «F alio en el esindo 4. lLas zuteriores, son
caraclierf=ticas de mitncendrias en lng oue las dns hoonte e Ge nrntomes e

constituven la fosinrilacitin o

(Hansford, 1980). Enl
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medio de incubaciton,  Est

o]

haja respuceta de la ATPrza
: .

al deesacoplanic no se debe o &cidos grasos liberados al --n{-dm de mcu‘bdcx 5n .

En lo gque se refiere a la respiracién, la albdmina me j0r6 el control respira-
torio y aumenté la actividad de la ATP sinteinsa. Nuevamente pareceria no

deberse esic fgnénwe,no a la presencia de £cidos grasos ya que, en ansencia de

ar
1

sustrato exbgeno y de albimina (Fig.6) no hubo un consumo apreciable de oxigeno.

- .

El efecto del DNP en presencia de BSA fue moderado. Con piravato mds 2lbi.

rina hubo una re‘spuc:s..a posgitiva al 2,4-dinitrofenol.  Sin zlbiminn el dinjiro-

o

i la respiracitn debida & la oxidacién de piruwaio,. En esie caso

fenol iphi

r, pudiera csiar involocrada una inhibicion del i

nslocador del piru-

egdn deseribid Lardy yenl. (14978) sucede en

A-dinitrofenol, =

les de opididimo de bhovine, De cuslguier forme, parece ter, gue

e albdimina protoge a la snembrara v a la ATPe sz durante el zroceso de zisia-

mienio o

Chan y Higgins {1978) obzerveron que en mitocondrine envejecidus de higado

de rata la albimina e¢ra cepaz de remeover algunos compuestios gue ten

-

deszcoplante. Tal fue ¢l caro de los deidos graros de cadens larea, producto
da Ia rn-‘t'l”-t}-—(‘H"ﬂ de Ios forfelloidos de la themb

vejecimiento de las milccondrias., La albdrnina

in

0% d=1 toial de los dcidos gra

"

o¢ libres y ol conirel »

Fleraente en oeas mitoonndriags 2angue sin Noorr

Chefurlza midid desde 1966 ] cont-=ido de

|".
p‘

rejecidas y concluyd que la acuwmrmlacidn

ATFnea pov el 2, 4-dinitrofenol.



Por otro lado, Chan {(1¢83) encontrd gue en mifocondrins de }‘u_")ulﬁ‘l“
. R _ ,
ATPasa es poca sensible al' DNP, el contenido de geidos grasos aumenta-
ba conforme el fumor crecfa, Xsie miigsmo zutor habia observado pre-
viamente (1978} quc las mitocondrias de e¢élulas tusmorales adsorbian una
n-.ayor concentrdﬁ{:n d zlbldrrnina gue las mitocondrias de tejidos norma-
les, Este h'echo qui:‘.:i gafale una difr.--'rencia i:npo. tante entre las membra-

ne g dc. Ios doc tipos de tc,ndos v puete r(-flg jar cl cetado alterado dcl 33(1 -

b'olis'mo enc—.rgéficq en los tumores.,

ignoramos l2 ra=6n por la cuzl le albimine protege la ATPgsa dc las rnito-
condrias d¢ fesifcelo st son preparadas desde el inicio en su presencia.

P‘.‘.::c-.ﬂ10= que la (‘ﬁ!:“I;L)'-IC‘{Jn de la rmcmbranz interna puede sov e al

b
o
P
[

ancre 2iferenic a 12 de los orgaraelos de ofroe teiidos, que «sio favor

arte ¢l aislamivnio de¢ las mitocen-

o
5

gl
£

el desprendimicento de la pore

i

drias v que s¢z octe Sesprendimiento el que s5¢ prude evilar pareialmente

pur la presencia de la albimina. Cue este fendmano =ec deba 0 no a una di-

ferencia en dcidos grasos Mbres, no puede de

E]l hecho de que mitocondriag de beeofoato Sn roen o3

comportarnientio aherrsnte, en lo gae se
desacoplanics sobre la ATPusa, hace resaltar la pregunta iniciadmente plan-

teada sobre el orade de funcioralidad de la mitocondria, Por el moinento, no

podernos dat ung respucsta commpleta a esta preganta,  Sabemos, gue Zon ca-

wis, lhicinas



tvcondrias prezenian oiras caracier?

¥

P

mencionzdo gue las m sticas diferen-

r ! ' » .
tes a las de otros tejidos, Tenemnecs ¢l dato de que algunas ensimas del.
ciclo de los Zcidos tricarboxilicos aparecen en el proceso de diferenciacidn
hasta los espermalocitos postleptotenos (Delhumeau-Ongay vy col., 1952} Tal’

es ¢l caso también de la deshidrogennsza ldclica asociada a mitocondrizs pe-

sadas (I\r‘iachado de Domencch v col., 19?2).

-

E= importante no perder de vista la heterogeéneidad de las ¢élulas qire for-

man el tejido testicular.: Crecmos que lus caracteristicas aaguf senrladas,
. : g . . 1

pufiluran deberse a T multiplicacifn y diferenciaciin misma de la miitocon-

oM

ria, hasta hoy sélo descritas morfeldgicamente. Cueda por definir & cuil

-delws estirpes celulares correspoenden estos fendmenos y odémo se ven modi-

icendoa travis de
Pox o auh £V S 5 OB Giavd rCEEnrg e m e g 1 futer S T -
o csta randn PONSAMOS Serd nrcefario Fhical e on un [Uiurd pranMitno asl

a) Obtener laz mitacondrias de cada una de lag diferentos cstirpes celularcs
del testivulo vy estudiar las caracterisiices de la ATPnza prra ver como se mo

difica a {ravés de 1la diferencizcidn.

en estng miloconnris

{ravdés de la egpermalogénesis v la variacidn de la composicidn de la miein-
T 4 Y T

o

s
s

Lrana interna de la mitonondria a través de la diferenciacidn del aorganelo.

grr 51 cstas mitocondrise tenen tns factores F, v OSCP que unen
6 3 1

= la Ty con sus vompenentes mombranzics,



d} Medir la actividad de la adenin nucledtido translocasa y su posible co-

rrelacidn con 1a falta de estimulacitn de la ATPacza po}. los a'gen'ies desa-

coplantes de la fosforilacibén oxidativa.

. E1 festfculo ha sido hasta ahora, un drgano poco conocido desde el punto de
vista bioquimico, Tiene caraclerfsticas metzbdlicas semejantes en zlgunos
-casos a-lus. levaduras y ¢n ofros a tejidos cancerozas, Crocrcs, pues, gue

el conocimiento del mismo 227 como de su regulacién nos levaréin a compren-

der mejor el fenfmeno bioldpico de la diferenciicidn colular,



RESUMEN Y CONCLUSIONES

*

Se cstudi6 el efecto de inhibidores y desacoplantes de la fosforilacién oxida- -
tiva sohre la actividad de la ATPasa y sobre la respiracién -(-_‘nr milocondrias |

de testieulo adulto, tornando corno referencia preparaciones mitocondriales

de Hfgé.do . 7

Los resultados obienidos mostraron que la ATPasa rnilocondrial de testiculo
fue poco sensible a inhibidores que e unen a la porcién F; de la enzima como
oligomicina y DCCD. FEeia sensibilidad fuc detectade =6lo 2 pHs mayeres de

7.5. Ceomo contraste, la actividad enzimdtica {ue inkibida cazsi totalmente

Al preparar parifculas subn itocondrialoe (pH £4) se perdid d2l 1odo 1a sen-

inilidand 2 los inhibidores de }:"0, También desaparecid en parie la sensibi-

lidad a efrapeytina, irhibidor cespecifico dc¢ la Fl'

pudo recuperarse on el sebrenadante une actividad

v aguercebing,

diear AT o meonir

que la relucion A sintelnsa /AT Pusa fue 311 enrestionlo v 30:1 on ] I

- 1.

La adicidn de 21hdming lourd incrementar la relacidn en el testfeulo 5:1.

Las mitocondrias de fesifenlo fueron sormctides a2 choque hipoossytivo vy tin-

P . P LA
S QG 2o dEviiia




tfculo mestrd cieria sensibilidad al dinitrefenel £&lo cnando lay mitocondrias

. )
feercn aisladas en presencia de 1% de allwimina. En estas condiciones se ob-
serv6 un incremento de la actividad de un 50 %. En otras condiciones, la ATP,|-
de testiculo fue insensible a los agentes desacoplantes de la fosforilecidn oxi--
dativa. ‘Se cetudid la porible participaci6n del ion magnesio en estz felia de

respuesta a los desacoplantes. Los resuliades no indican la participacicn de

mzygneeio en esle comperiamiento de la ATPasa,

lia respiracién =i fue'estimulada por &1 2, i-dinitrofenal ceandeo se utilizzron
fuccmcﬂo ¥ malata como sustratos oxicdables, In cambio, cun PITUYRTO COMO

sustrato el 2,4-diritrofenol inhibié la respiracidn,

Cunndo se esiadid ¢l efvote del dindtocfened sahre Ta respivacidn on prosencia

de albilmina, el desvcoplante avo un o oo redo Cun

nCcan pirtuvalo,

Nucsiros resu

rmitocondrial
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