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I~'iTH.ODUCC!ON 

1-:] test:iculo es un 6rgnno del aparato rc·productor masculino que se cür,~i.dc.·~·a 

como i.z:-a gli"nclula Jni:--:ta, ya que posee tejido ex6crino y enC6crino. r:stt: fÚ1~=­

titufdo por túbulos Sf?Jni_n:lfl•ros·y por 1ejido intertubule:.r, cnbi(·rto~ j'.>Or J;i. t.1.íni-

ca a}b1.:gi'nca. En lHs c.51ulas de Lcydig del tejido infcrtuh>.1lar ::,..-! rc.~i1i.:-:a Ia 

pnrtc: rr;ás conocida de su f\lnción e~1d6c::-in~:1., f..'.Sto o.:.S, lrt _r..rnduc:ción de ]os c·s­

tL~::-oldcs C.!1dr6genos: tcstos1.t:-rOna·, c.ndrQ;::~~rOni". )' rl(;hid::•.·1:.:2.T:~~l'fJ!:1•:!1·c.nrt 

linfáticos y posel: dos cr.p2~ c~e tt'.!jido conc-ctl·:o ~'-~:::.a:-éd2.s :-1or t~os fases col0i-

.._~::-t.á conl':tiruf<1~ princip2.1~,-¡ent.~· ; .. or le·~ 

lar c;,lle los acor.n.p;dia (St:::tchell, 1910). 

o células nutricias y };:,s célulc.s d·~l 1.•pito:l~o :;e:--;r.d.n¡il. L;;,. üií1.~l"enciaci6n,de> 



Las células de Sertoli se encl1cnt::""an c~n con!·acto con la ,;)...,n1brana b<l:::.al 

y representan del 15 al 20o/c de la poblaci6n celular del tcstícÚlo. Ti, ... n .. ··n 

u1;a gran actividad fagocftica, se les ha atrih•.!ldo nna fn:JciCn • .. :nc3Gcr';na 

(1-i-;.cy, 19f.i2; Lrtcy y Lofts, 1962; L;:,cy y col., 19€J5: Bishop, 195..;) y Ja 

distribuci6n pc_..culinr de su cilnpl:.sn1r., q11e litc::-élln1c.-n1e ' 1o~Lr<J..:a '' n la.s 

ct:lulas germinales ha hécho pen~ar c;ue ji.=t":ga.n un papel iunclan1c·;-,tal en 

la difcrc:nciaciün de las rnis1n;,..s (\rilar y col., J962~ Firlit y D<:.·•is, 1r;6S) 

gos y \'lt.4le, 1967). 

(!-!;·;rki'l:·,.;-n, 1971) corno co.::cr6bi<:<is (Di1:k~·,ns, 1931~ I·1olli:-ig.:: .. r, l'~(,8: I~.::·iG-:::·:·:;an 

y '.\!;;..ncini, 1968). 



\ 

rn;::::il(·ner su rrH.~!i-l!Jolisn10 <'.'!le:-rg~!.ico (F:·ec, 1970). ' 
Si s:c incuba _in~·,L!:..I.E... 

tcstlculo aclul_to en ausencia de glucosa, decaen rápidanie:ntc tanto C>l conEu-

n10 de o:-:lgo:::no (Free, 1970) cor-:to los niveles dc-ATP (1vfeans y li."'lll, l'Jt.B). 

En can1bio su adici6n cstlrn11la a ambos (Free, 1970; JACans y l!all, J9t.8) y 

(Da.vis y !\forris, 1963). 

vi0<':.cl por pri!Tn:-:ra Vt:~ t·n ,.¡ '.cstf'·~ulo (o l.c. n1nc:iíic;:.n) a partir cie la <•pa~i-

~T:.·2au-Ongr~y y col., 1982). 

dnci~·lo, es efici<·n1e, ~-·rt q'..1e c:".'1 c-o,-.r~~c;c'~•L·s :·.,i.;,_;_·,i;<·l.Js ~u c..:or!ccntrac',6n c.:-s 



depende del (,qniJibrio t:"nlrc su for;r,;-,,.ci{.n y su clc~t1·nc~i."ín, corno un en-

foque inicial al problen1a Dclhumeau-Ongay y col. (1973), e!'.'t.u<li::.ron la 

capacidad del tc:strculo de la :·at.a para hidrolizar A'l'P i_n__yitro. Enc.on-

t:raron que es élc ... ·ada (o.5¡.lrnoles de Pi/n-iin/rng protC!"rna) y que ~e dt::be 

1 r -i1· J.. 
a una o ... -;::.::-ias AT!:>asas dt;p<::nc1icr:itcs de Ca o ]\.1g, no t:stiJnul~._b]l; por Na' 

.¡--º K y que no n1ucstra sc:r.sibilidad deieci<o.ble a. c.".::aha.ina. Es C<:.t-Jt<.Z de hi-

drolizar, aunque en rn(;nor _grc.do,, al G~I'P, CTP, y UTP • 

r;-;;{tica, se llcv6 a cabo un frac.cio:na:·ni.:-r,to de r.;,r1ír~r:.12s sul_1,:.-•.·lu1a . .-!:-S por 

. ,.. ~ 1<' ;: ¡.1:.r'. 1.·:~,~;" 

ticñ (-'\nrlré, 1 l)Ci2). 



De !-.!;:1.rlino y col ••. 1979). 

Por otro lado, es bien sabido que el ATP es producido 1.:n las .n1ltncondr¡as 

r1or el rnccaniE1no de con~:1.::r'\.·~ci6n de •::nf.::'rgfa 1!:...n.t•do fc•~;[oril.:-=.ción o:-:idativa, 

aquéllcs ri.1 intt:::!"ior clc Ja rniloco!1clrirt y a 1(1s proton.::s los l~.n:::a ;:;.J e:-:t.::rior, al 

tes dc~'.<JCOp1~,nlcs de Jn fo;;:fori1é!c:'5?1 0:-:!Gz.t~va. I:nlr~ ellos los n:ás cor>.oc;_dos 



.t 

s::i:: toCos iciCo=: dtbiles co:::. ?!-:as er;.tre 5 y 7. Se sabe: incre:::-:enr.an la 

<.:-a:::.sferericia de H~ a t::-avés clc.- la nier:1!::irana mitoconC::-ial por se:r proton6 -

foros, Cisipando, por lo tanto, el -potencia.] de membrana, que }"a no puede 

ser i.::tiliZ.ado para la síntesis de P.TP (Te::raCa, 1981). En presencia de 

agentes de~acoplant.es la mitocondria pierde la capacidad de controlar la 

respiración b~sal {estado- 4.) obser'\--ándos.e una estirnulacj6n del consumo 

de oX_fge~o-~y de-_1~ a·ctividad h.iqrolítiC.a-de la P.TPasa. Por esto resulta 

evidente la i~~o;_~ª~-~~~-_f;n~·am,enta1._d.=· Ía~-~~TP~sa mitocondrial que consti-

·tu ye uno ·de·· i"~-s·: sistemas -~nz¡rnáticos más complejos que se conocen. 

Este s,istema proteico es~á formado cuando TTienos por 1 3 subunidades y 

se conoce la función de la mayor parte de e~las. 

Representación esquemática 
Fo 
H+ Chonnel 

de la ~A.. TPa se:. mitoc:ond rial 

(G'6mez Puyou, 1981). 
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nü1·r:·,t-1.l..:s (Fri.t"L., 1?73; J\.1or~on y LarcJy, 1967) y •.>n r¡~1.:! CO!--:~·~::t.~n L-.s ;,.ltC;:-a-

r:'!itoco:·id1·ial y el co~""lS\1rno de OXl6•.nO de c:::tc-.s rnit0conclr'i::i.s, ton1:-i.ndo c:on10 



~rJhihi<Jorcs de la )\TP:.i.sa rnitcocc.nclrial tant-o dr~l li¡lo de los .:¡i.1e ac-tú;-:n .!OObre . . 

la ?Orci6n F 1 _de Ja enzin1a, con10 de aqu~llos que lo hacen sobre el frtcfor F0 . 

. A-de:rnás se n1idi6 su capacidad para =int.;;li:t.ar ATP. r:1 estudio se hizo con1-

parando !as rnitocondrias enf.eras y las partlculas snbn1iloconclriales de l.:·.s:-

tlculo e hfgrtdo cle raf·a. 

la fos[orilaci6n o:.,;idali"·;;., corno el FCCP y el Z.·~-ciinifrof.;:·nol ~obr(;: la acti-

°t(.-sticnJarcs. 



1 :r__:,..:-s:::: ::::n:¡:-:¡?;.-::.; CF 'i":-..:sT1c:_:L.¡_.?. ¡.;1·~·0.: .. ::-:i·::·;-::::.?.!.~-.r.. .:-:::re.se 

~~rta Elisa V~zquez-~;emije, ~hlfo~50 C~rabez-Trejo, 

Graciela Gallardo-Trilla~es and Gr2ciela Delhu~eau-

Sección de ?.t:g:ule:ci6n Me::te:'b6lica, División 

Centro M8dico 1;acional. ;..pdo. ?os tal 73032. 03020 

c;n FisioJogía Celular, Unive.=-siGad 1;:¿¡cional _;;uL6norr,a 

Su~j.::ct Categor~·: E--J0! .. 031CJ.._T_, C:\IV.'.'.;T:!O~\ .z·!·;!) .EIO-

1.r~"!:;;1:.re:vie:tio:ns use:d: .MT?:=.se, <:!C<::::.1o:?ine t.rip:~cs?1-ic:.tcse; 
ED"I·}.1., tetre:sodium {et'hyl':::'.neCinitrilo) tetra acetate; Tris,. 
-,... .. .,, ~!:.:::.·~c--:---·7:::_·-·=-.i-~~-·1) ::.o•r."-··:1 -:,.""r~-.;..".=,; •r;::_r,., -i-r1•~~:-i:,,nol :::mi:r.~; 

:.1.:-.:n, l\, l~'-Ci<:ycl.:-;:~x~-·~c::':.-c·::·-:-..::_i~-~2r;; ::-::-:?, "'~"':··,.-~ '~':"r:-:-:---:d~·ipl 

.;.:.::-.. ... -:...::.cJ.ss, C2C?. o:!.i:;:.::-:-.:::·c-3.:-. 
P-s.z..,· bcvine se-.?:"um albumin. 

F:eprir.ts regoests to: CFB M3rta Elisa v&~~i10=-~'.c~ije 
s~cci6n de Regul?ci6n ~0tab5lica 
DlvislG11 28 ::~trici6n 
Unidad de In,:e~tig~ci6n Bio~6~ica 
e~l CenLt·o !·'.rateo ~~cjo~~l, J~~S 

~?~rt~ao ?ost2l 73032 
03020 M~xico, D.F. ?·'..:SXJCO. 

• 



:\35Tf=!_.\CT 

Rat testis mi tochondrial ATPase ·was not inhibi tcd by 

oligomycin at pH 7.5. It •~·as inhibited only at higher 

alKaline pHs, and sho\~ed a loh~cr sensitivity both to 

oligomycin and DCCD <'"!nd a hif;her one to efrapcptin. In 

sub!Ji tochc:idrial p<.!rti cJ es, t{.!S tis .:\TPase h·as onl}~ slig'h!_ 

l}· inhibited by oligc:irnycin, ossa::iycin and efro.peptin. The 

possibility of a lo~sc binding of F1 to thc :~e~br~nc ~as 

supported by i ts recovery from the su::;-,~Tnat;¡nt of 't?1c s:.~P. 

FurtherDore, by electron microscopy, after hypoos~otic 

shock and n(:",eztive staining of the 1nitochondri;il pr;;::p.::.ra-

tio.:'!s, r:iost of the iriner íi1it0.cho;:.drial n:~;;,brdne:s ~:1,_:: .• ·i:.·<l 

only a i'e:1.; "J..:nobs" ar nonc at 211. 

The capacit.y of the testis mitocho.:idrial pr:::;i<':.rat~tüTI to 

produce ATP ~as testcd and compared to thut fron Jiver. 

ATP s}rn!:.hetase/ . .'\TPnse activity :-2t~o -:"0s 30: 1 :in }i·;::r 

~;iit.ochondria, t.-h~rcns in thc te:sti5 it. ,,-;~s 3: 1. 

of this large diffcrencc, at J;:~¡1st part of !:.he t!.•stis .:...TPc.sc 

;:;.ust be firmly bou:id to thc ;:,·:·:-,~J;-;=:¡~, si.r:.ce it is ;"t:-le to 

:fo1-:.l • .l.TP. 



I:-~TRODUCTIO:-.i 

The pattern of energy mc-·tabolism in rr.an.ilalian tqstis has 

certain peculiar characteristics; it involvcs a very ac­

tive aerobic glycol)·sis (1) and a high ATPase activity 

(2). ?•iost s~rminal cells are isolntcd fron1 t!1e rest of 

the orgenism by a blood-testis barrier (3) 2nd possess a 

hypoxic (4) microenvironc1ent controlled by Sertoli cells 

(5). Throughout maLura~ion of ~l1e gc~ninal cells, a.mor­

phological diffcrc~ntiGtion of r:-iitochonc.lria h;ls bcen sho•·:n 

to occu-i ... 

to those of liver. Hoheve:;r, mi t.ochoíl<lria of spermatocytes 

and .srer1:iaticls, \:hich T~f·:tcs~:nt. <:!bc;11t ~:o~ of thc te;:;tis 

cell popuJation, ha,·e a lnrgc i~term~1:br&no11s ~p¡zcc and 

a highly condcnsed 1n3trix (6 1 7). 

~etabolism h~s not bcen yet clearly cst3blish~d (S). 

duction hr.s hcen g¿n.::;r::¡Jly '1Ccc-ptc:d (9,10,11). Thus, .:.ts 

an initial :i.;>prc::ich to the stu2.y of the f•1nctjon of tcstis 

poTted. here sugzest th~t he~:::..¡,;.~-~ n ;·!·~·1·r11•~)ln:o'.!.C.'.'il h::-tcro­

geneity, testis rnitcic110i!'lTirr ~·.:iy h:-i\'C! .·\TP:isc cc;:":pl..::xe:s 

"ti ghtly 11 bound. for;11; 

) 



:.t~I ERIAL .:....\D -'·!!:THODS. 

Adult male a·lbino ra'-ts of the Spraguc-Dal't'ley· strain 1.·ere 

used. Mitochondria from albuginca free testis and liver 

'h·erc ~solated by dif:fcrential centrifugation of 10'1 (\\·/\~) 

honogenatcs in 0.25 j•l sucrose, O.OS ~·I ED'I'A and 3 m:·I T.C: . .\ 

adjusted to pH 7.4 (extraction r~cdium ). Nucl~i an<l cell­

d::-bris 1\·cre discarGed a.ftcr a 10 nin centrifugation at 

700 g; the supernatant h'?..5 ccnt:rifu~e:d .at 8,000 g far 10 

rain and the ~~itochon<lrial pcllet 1~as 1~as~e<l once and rc­

susp~nd-:d in 1 ml extraction r.-•c-Ciu::J p~·r f! ;•<..·t h'·:::i;ht v.f 

tissue.· This fr2ction was 11scd for biochcrnical dctcr~ina 

tio:ns c:nd t.O -p:-epa.re s:.J?. To obtain a purc test.is ~i'.::.o-

chondrial fr;ictjon, thc total lio~oge~atc w2s c~ntrif~~~d 

t~\·ice at 700 g ::or 10 ,";1in ar1d the p!:'llet r.lisc~,rGed. J:!e 

s~cond super~at~nt ~as c~ntrifu;ed at S,000 g for 10 Din, 

and t:1e resuspended pellet centrifugcd at 700 g for 10 nin. 

Thc pellct ~;35 ~iscarded a~d the rJitoch~ndri~l Zr:,ctio~ 

spu:i dcn..-n fro;:i thc sup:2-rn.:it~-!.nt at ~000 g .for 10 r:i..in. T:1e 

re.suspended pellet h-as furthi:r purifietl on a 30-65"c S"J-

erase gradi~nt as sugge5tcd by Hccht ~~<l Br~dlc)· 02) h~~ 

iied. 

linbro:"'c-n ;;•1:-:-

cho:1L1ria i.;t.."!r:=- -:·e;;:.:.\·-:~d by ccnl..rif'.it,aticn for 10 ~;1i.n at. E/100 

g and S~P l..-erc spt1n do~n fro~ tl1e sup~rnatnnt az 105,000 g 

. ! -



Eor 1 hr. ATPasc activity was ?ssnyctl by ~cnsuring the 

a~ount of i~ortanic .Pl!osphate hydrolysed !ro~ ATP as 

prcviously dcscribed (2) .. Ox)·gen consumption \~·as me~surcd 

polarographycally in a Gilson (modal K 100) oxygraph (13) . 

..i\TP synthetase act.ivi ty h·as calculated from the spced of 

oxy~en consunption during state 3 (13) of rcspiiation ~nd 

the ar.1ount of .=.\DP presi.::nt in the ph0sphorylati_ng ;;;e-<lium, 

_a.ssuming a 1: 1 .t...DP/ATP molar ratio. Protcin ·was measured 

accor.ding to HarL.ree (14). 

Electron microscopy. Samples 6f about 0.5 n¡ of protein 

from the mitochondrial suspension were la)·er~d ov~r a 3\ 

glutaraldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2, 

in a microc~ntrifuge t.ube, let to be fi-xe<l in sus-pp:-.::Jon 

for about 15 17'.i!lutcs 3nd thcn spun clo,\·n i;i a BecJ:;,:;n ::,j ero 

centrJfugc rnoclcl 152 for 30 secon<ls. Fix~!tion of t?:e pcl­

let wos continued for anot}1er 90 minutes, thc glt:t~r2ldc­

]1yde solution was re~10ved and the ~ellet ,,;?s ~asl:ed cver-

in thc sane buffer. Osmication ''ith 2\ osi·¡i~=~ tetr0xi2c in 

0.1 )I phcsphate buffer, pli 7.Z, was done for tho hot:~s, an<l 

e nd propiI ;:ne . e:-: id e, 

pi.i...:if;.: oxide: Epo;1 re.sin for <JL 1c:.:st 2~ hcurs fvl:::•.:.:_.d tir 

Blocks 1\·erc cut in a Rcichert Ui"J0 3 ul tr:r1;1i crotc;:-:c -h·i ~h a 



Dupont <li~i:,ond knife ohr.r;.ining gray. ta sil\·er sections,' 

picJ~ed up iñ 300 mesh co;ipcr grids and stain"ed 'h·ith 

uranil acetate and lead citrate according to Reynolds (16). 

·stained sections were observed in a JEOL 100 B clectran 

rnicroscope opcrated at 60 KV. For n-.=.gative st_aining cb-

servations, a 2\ aqueous phosphotungstic acid, pH 6.8, 

ltas used l.;i th the drop technique in a carbon coYcred griC.. 

REStiLTS 

In order to preserve their functions, mild traditional 

proce-tlures ,:~re used ~o prepare both rat test.is and liYe-r 

~itochondrial fr~cticns. Thus, the forra~r l~as 5o~s~~at 

c1Jnt2rnin~ted by sa3ll pieccs of f12gella and other cell 

debris. 

The ef.fect of oligo1riycin on the _j,,TP.:!se actiitity of "t'!"lcse 

cr-;~. 1). i .-: 2 

cnzy=c f1·013 Tcstis JílitochonJria 1;as inl1ibi~~d only ~thl~~~~ 

alkalinc pHs,. whereas that of liver raitochondria sho~~ed 

n~xi~al inhibit.ion at pH 7.5. 

·_· s t ] s: -;-: ~ ;:. e: -

act on the ~ccbr~11e c01;1poncnts of nitoc!1ondri3l ATP~se, 



s11ch as DCCD nnd oligomycin.. On the otI1er -hand, the 

sen-siti\~ity to efrapeptin, Hhich ·acts- on· 'tlJE? ·Fl mciety 

of the complex ( 17), \~·as _higher i:n the te~tis -~h~t- in 

the liver mitochondria. 

To discard a possible difference -in petmeability to the 

various inhibitors in 1vholc rnitochondr;ia, _theÍr c.ffect 

on the ATPase activity of SNP from both tissues 0as tcs~­

ed. .;t first, ·the liv·cr and testis mitochondrial prep:::r-

ations ~ere both sonlcatcd far 6 i~inutes. 

that thc latter were cowpletely insensitivc to all ti"ic in­

hi~itors tested under such conditions (data not shown). 

Thus, a sJngle ene minute sonication pcriod ~us chc·5~n to 

prepare testjs S~IP. If :·1~2+ ·.:ere c.mitted J:rorr: thc in.•:u1:,,;.-

tion mediu;n, so::-1e . .\TI'f!~e h'<'-S det.;;ct.cd (O. 3 tir;oles ?i/iO 

min/rag protein). It ~:1s 11ot inl1ibited ~y oligo~ycin, only 

by efrapeptin (60-70\), suggcsting the prescnce of sone 

inside-in vesicles con~aining loase F7. 

cluded to detect 2lso ATP;:ise frora inside-out S;-.¡p (.ié!bl~ 1), 

the specific activity of tñe te~ti~ p!"e;'::!r:.::.t!c.:1 -..·: . .::; it.! .. ::;11er 

tj¡~n t.he hcpatic one. ?-lg2+ i.::; ~-:nc••·:n te ~~,_:~.:-.-~-::.::; .::.....:.;;~(:l:a 

. .:\TPase (lS), t\·hcse Tcr.:n~'!nts r:-isht still cc.;Jt.;-!:r;l:~a~~ th..i.s 

pellet. The t~stis 5)1? .\T?~se '~as poorly in~1ihit~J 110~ 

particlcs ~hoi.-c:d a sc•'cral .fold higlier sens.-!. ti\·ity to all 

tJiree inl1ibitors. 

.. j 



t<.::=stis 

in a ''lccsely'' bcund form. To e;.:plore this al tern<::tive, 

both testis c.nd livfrr mitochond!"ia -...·ere ~onicated fer a ::ir;sle 

60 sec. pe-riod, and the pre!O··:;::r,ce of F 1 in the supernat2:r.t of 

t::e S!>~? 1.1:25 e:ss2:y·::.-d by r.;easu.::-errie:nts of .~T? h:y·Grolysis. J:.s 

This 

staining. By follo· ... ·ing this proc(~Gure t1-ie p.!'.'(!Scncc of F 1 -

e p~re testis mitochon5rial fr~cti0n w0s studi0d by the s~~e 

pr~ced~r~ (Fig.3C). 

' 



---~ : 
it 

S)•nthetize AT? i..;as calculatcd as described above fr:;;m p:Jla 

ro5raphic rn.;asurernents of state 3 of respiration in the ·pre-

2+ 
sence of succinate as a substraLe (Table III) • !·Jg •.,;ere ·not 

inclu:Sed in .. the nreOia !:Ínce rc~pir<:!tory controls \..'ere corr.ple-

tely lo-st in the testis preparaticns by the addition of 0.1 r.i!·~ 

2+ 
!·~g - rnaybe through the acti vation of other .<.,.T?ases. 

ted, respirstc.ry control~ in liver mit~ch:i:-;dria \·>e-re Jo-....-.::r 

. 2+ 
than the ones usually obtai:-ied in the presence of 1·lg 

=!::!:pirctory controls in ti-,e teE=tis prepa:ratic-r:s -...-.:-:::!? si9nifi- ' 

~as again lcwer than in l~v~r. 

also in the pr.::sence of ~1_¡cc-i.n2'te {'I;:.::.le III) 



2, 

vity t:> c·J igv1::ycin. 

the controls the hyCrolj.?tic value:s -...·ere lcv.·er t!'lan i:-i prS-\.!iC;'!..1s 

E:>~periments. It is p::::ssible that the phosphorJ.•lation of ..Z.JJ? 

by ?i formed frcm J..TP hydrolysis as ini:'.iced by succir-.ate 

Cation results in cp,;:e-:.rer-.t }Oh'E-r va}'.Jes of .'L.TP hydro1ysis. 

rnCeed ...,.hen· hTP hydrolysis by testis and 1 iver rnitochc:1dria 

was ;;,sasured in the presE:nce of various conc~ntratior:s of 

succine:te (?ig.4). it was observed that succ.:inate inhibit.ed 

?i formetion by .:-::bou t 70% in l i·..,·er o:-,d ::::.bo•,Jt 3'0';.~ in 7-'2~tis. 

i-.ccording to th.:=se rcsul ts, succir:.ate 5'€:-&ni·:d to favor s~.rnthesis ._. 

in tl-ie liver !nore th~t it did i.n th2 t1;.-,stis. 

DJ SCü.SSIO!~ 

one must consider i t 1 ikely the:t t:-ie observed ph"i:'no:: • .:na ccrres-

this orgcnelle hes br.:en i!escri:_,ed throug·='·.:¡t the -...-:::.=iaus stáS'"-'S 

' 

t.'./e -'.:.r.:stis rnitochond::::-ial prep::::.rations, o~t~in~d by miJ.d tr2G.it:i::i-



I:-j t:-ie study of t~e ef::.z::.ct o= vorious inhibitors on .Z..':'?aSe 

of intact mitochondria from testis and liver {Fig. 2)·, it was 

ele ar that the test is e:nzyrne hod a }o¡,.·er sen si ti vi ty to thc5e 

cor:ip:n:nCs that act on the mt:r:·.branous portian of hTPase (23) 

arid a higher one to the:t ucting on F 1 . In the interpretation 

of the Gata, ho...,.·ever, a trapping oction effect by non mito­

chc.:::idr.ial ;r,em=-·ranes or a per;;v~a'bility- proble:-rn could not be 

strictly disccrded. T'he:se con~ideratic·:ns prornpted the p.=epc::-

ration of S!-lP. After ene Ininute of so::-iication the sen si ti ..... ·i ty, 

of the testis prep.=rction to the inhibit:'.)rS · .... ::;::s clre::dy small 

(7a'=>l e I). 

In .f::.ct, 

usi::ig efrap'-"ptin, that has been r·:=:p::>rted to act f"~·::cificall}• 

en F
1 

(17, 23), t}·,e 21ctivity could be .~0t2·':-L,-:-d in ~_¡-,~ ::•.:?'.cr-

natant of tcstis S~? (Table II) • 

electrc·n rr.i crogre:phs of r:1i t::>chondria <:::.f'.:e:r hypo0sm::itic shock 

~ne n~s~tive staining (Fig. 3D). 

If tc~tis mi toch::onC:ric-1 .::.:.r·?ese is locs.:.:ly bound to t}¡13 :;;8i7.-

se~. e 

=~P~=ts in tte lit2rature indicate nor~al ?:O retios (8, 24, 

1 

~ 

' 



(7) • 

t:-ie U.:"lccupli:-Jg &ffect of :fatty <==cids {26). .... .-hich.a.lt.er ,?er::v:::c-

bility of the inner mitOchochondrial m~mbrane (27). 

m::.re, alb':..lwin is <'!ble to prc·.•c:it the 1c!::s of ends-genous !1g 2 + 

in hepctorna mitocfic·ndria ;;:_nd this e:fE:-ct is media-:.ed by its 

influ"=-':r1ce in the endogeno';.Js free fatt:y _acid ]e\.•els (28). 

tissl.10s su ch as fetal liver and brain, olbnmin t:"on:.-:-rred un-

p~re5 :n·íth liver (Table lII). 

t~& t~stis preparati~ns cou!d be ii)creas~d 2 fo1d. ~~inly ~y 

Ho·,.;ever, the r:::f:fect of !?-S.q, Doth on <..he hyGrolyL:ic dc~::.ivity 

and its o1iso¡¡~cin sansitivity '~as p~actically ~~~ligc~b~e. 

;i.;;.:rJ:'):::-cne is not iCentical in the ~,rg.:oneJ leS of 'both tis:su-'.:!s 

;_. ·-· - ,_ ··-''c. ... the 

' 



' : j 

.- -· - - - ,_ -:;· ~. --·" - . ·- -- -- ··-.::-· - ,,:;:-,•J. y 

';-o:stis .i~TP s~•nthetase ce ti vi ty could be completel}• inhib-

i".:.ed by srnall amounts of oligowycin .. Eo-..:ever, c~rnppring 

t'he 'be:¿;atic and testicular .~TP synthet.asc./J.:r?ase ratios, _in 

terns of cont~rnin~nts of the tc~tis fr2cti~ns. S::.iccinc.te, 

liver mitoch:::>ndria L:r-;d only 30~~ in t1-1e t~~i::tis. ., 
tiic-::::e ~;eta, this sc:i~strate : . .;-cu}d fe:.vor hT? ::yntf-,c-s.is in the '. 

mi~ocl~OT16.rial froction, of t·~.·o s-:-_2tes of .:.:rPc.se, a fi.?:r«ly 



·, ,:::--.":. :~ ·:.':'1E • 

certain tum~r ce!ls. one'of the roles of (Na+- Kt)-ATF~se 

c~uld ~e:~~intain an active glycolysis. It is concei './t:bl e 

t!".iat in the ~-estis, v;hich also shov.·s en active ceroi:•.ÍC gl:,·­

col~··sis, a mitocho;-1dri;:-,l J.:.TI'C:se m.ay support it u:;iC~r cir=rtain 

On the ot~c.r }:.und, the fluidi ty of membrcnes is :.:nown to 

be al tc::red during the c~ll cycle { 33) . Locsely bound ~TPasas 

},¡_v.::- b~~-:n z-e:p:::i.r!....::,d to c,ccur in certain ye<::st and hi;;F>Zito:-r.a 

rnitochondria and the p::-ssi1,iJity of en Ít'T'?2irc·d i.:..inding !'-..ic-

::t:inction of pH {Fig. 1) r<=~ni;-Jds t.he J-,1=!:<':.VÍC>r c-.f C<·.!-tc;in ::-.ic.r·c­

orso::nisms (36137)·, which change t1:1E:ir mitochc.ndr.iaJ cctivit~.r 1 

c.::::c]e (33129). 

Testis gemina! epitheliurn consísts rno~tly of ~~iotic (sp~~rna-

tocyt~s) end difE~renciating (~per~atids) c0lls. .It t.h;~S 

provides a unique rnodel to s~uay ors~~~11~ óix~~~~ntiation 

' 



scri'!:ied r.<ight ·be a reflection of p!-ier"J::.ii1<:-:na reic.tE=d to t.1-~e 

process of differentiation of the organelle. 

i"'e \..·ish to e;;.:pre~s our gratituC:e to Profs. · !-1. Tuena-G.6r.:ez 

and .'Zl.. G6me·z-Puyo:u for rr.any helpful ~_is~ussions througbout 

this \,,.·ork as ~ell as for. thE: revisic.n of t1-1e_ ¡¡,anuscript. 

Ke are in:3.€:bted -to ?rof. E •. :ri. •• Lardy for ~indly p=oviding us 

.... ·ith efrape-ptin and o_ssamycin, a-nd to Dr. R.L. ~::ramil.l, · from \ 

Lilly Research LGboratories. for a corT._?lerr•E::Jt::ry !:.:::;--;,.?Je of 

is gratefully ackno~ledged. 
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Ti\il LE 

LlFl'EC'l' OF \f/\RIOUS IN/JI iJITOJ{S ON TESTí~ J\NIJ 

Inhibitor 

Non e 

OJ.igomycin 

Os5 amycin 

Eírapcptin 

Bindlng 
si te 

F o 

F o 

F 1 

Tes ti!i 

J-1~ inh. 
111glJTOt. 

23 

23 

11. s 

Co11<litio11~ to 11rcpn1·c ll1c SNP: 

LI\'ER s:.¡p J\TPasc 

Enzymatic 
nu:-tivity* 

7. 7 ... 0.3 

ú.7 ·•· o .. z 

s.s ·•· o. ·¡ 

5.7 + o. 1 

Inhibitíon 
' ' 

1 3 

24 

26 

t!_L~· 
mg prot. 

3 

3 

o . o(, 
o. zs 
2. 50 

Livcr 

En:.vmatlc 
act~ivityt' 

2. 2 + o . o(, -
0.27+ n - n ¡: 

o .. 11 s-1- íl. O•/ 

2 .. 0:1·~ o - () ;, 
0,(1(il l i • {l ::, 

0,06~ o. (J 

1 nhib i tion 
" " 

88 

:::o 

'. '' ·11 
97 

Livcr 111:i.tl)t.:hnndr.i.a cont::iining l~l.3 rn¡~ protcin/1:1.l o.( 0.25 :.1 :;ucro5c ;:1nd 2 ;u:1l 1:11Ti\, ;1dju:;t:oll 
to ;ili ll.fi \'.·i Lli Lr.i.;.1:ia :l.isc, \·rere :~onic:;itcd f1 times for or1t' ::1intttc pcr:i.nd::;~ 1\CL,_~r ccntri.fugnt:ion 
;it H,.oon f.! ro1· 10 11l'i11, :;:.¡p wcrc spun ,¡,y1·:11 rro11; t:1e suricr11;1tant at ·10;1.000 ;~ fl)r ! hi· at 5°C: 
:1nü tht~ pt!.l.lct, co11L<1ini11¡; 11.il m.i.: p1·ot1~i11 \•:a~~ rcsu.spcndcd .i.n 1 ml o[ 0.!.!"1 ~¡ :~u1.·ro:;1.."', 3m:-.i Ti;A, 
o.ns rnM J:lJTJ\ 1 aJj11st:cd to pi! ·1.11 ,~·.ith t.1·.i:'.1;1;i. h:i:•l' .. 

Te:~t i:; mj t1)l:hn11dria conLajn.in.1: 3 ia¡~ p1·ot:c.in/ml nf thc !:.;11,1c n~c1l.iu1a wcre !•011.i.l::it.(·d rnr only onc 
111.inul:e. 'i'hc resto[ Lhc proccJure \·¡:;:; ldcnL.ical. Thc s;.¡¡i •..:ontaincd 5.1~· 111/! prnt1..'iil. 

''~u¡,;ll.1 e:; l' L/ 
;1 •; i 1 L ¡; i J'. • 
l1.~:-;r·.i:; nnd 

l) ;;;.in/;:;;: ;11·ct:cin :~1·:111r.l:ir··.~ d 1""'':~:1.~:in;l (n"'='~). 

, e~;c1•pt that !i llli'.Í l•l[:CI .~ 1·:;1~~ i.nc1 udcd in Lile 
.!; fur llvcrq 

Tl~c :t:•~:iy cc~ndit·in11'.; •::~·1·,, tht"' :;;i:!ll' 
incubaLinn mixt11rl'~;. pll: q .. O ror 



T.11.BLE II 

EFFECT OF EFR.11.PEPTIN ON ATPaac OF 

TESTIS AND LIVER SMP AND SMP SUPERNATANT Í 

FRACTION 

SMP 

SMP 
SUPE:RNATANT 

TEST IS 

J..tg inh. Enzyniatic 
mg prot, activily ':< 

Efrapcptin scn­
silivc ATPnsc 

..umolr.s Pi / 10 rnin 

Nonc 79' 55 "!: 1 ' 7 
8.44 

o. 30 71.11'.iºI.5 

· Nonc 88 ,08 t: 2.9 
42.48 

0.14 45.60 't 5.8 

EJL!...'!!l.=-
1n g p r ot • 

Non e 

0.25 

Non e 

o.27 

: 

¡, · LIVER 
' 

:Enzyn1ntic 
activil:y ;;, 

r::rrapr;ptin flcn­
!'itiv1~ /\1,l=>n fe. 

119.33 't 6 5 
87 '38 

3J.95"tI.8•1 

28 ,00 ·t 10.8 
' 

1·1 
1: 24,80º.'.:6.15 
! t 

'1. o 

--',-'-,------ -- --------
' 

>i1 'l'otal cnzymatic activity in Lhc fraclion 1: standard dcviation ( n:=3) 

SfvlP wnrc prcparcd as dcacribcd in Table I, cxccpt that livor tTiil:ochondri~i Wt!rc al};o :-;onic:1!1!d íor 
only onc 'lninulc, Thc-activity was n1cas1.1rcd both. in thc SMP and lhc supc~~'natanl o[ the 10 r; ,000 g/l hr 
ccnlriít1gation, · : : 

For oxporhnqntal conditions 'sce Table I. 
; : 

'' '' 
:¡. 

. '' 
N' 

"' 



¡;:o:·:::;:<::·'.!1•···· I •"' 
._.,,-

T/\BLE III 
'' ~-. ,' . ' . . 

,_,_ 

Additiona· 
·nos pj;J:_a to1:y 
. co11tro1 na tio 

. (13) 

- /\'l'P .. 
Synthct.ase 

(/\) 

A'l'Pa.se-1.· 

(U) 

}.tmoles / 10 min / mg protcin=s.D. 

<r. 
H 

'" 'º '" t~ 

BS/\ 

oligomycin 

BSA +oligon1j'cin 

N011C 

Ol ·igomyc in 

2. 04 ±' o. 3 
(n=46) 

3.9 -:t 0.3 
(n=::S) 

3.G :!:. 0.5 
(n=24) 

1.45 :!:. 0.1 
(n=lS) 

2.12 :: 0.3 
(n=5) 

o.o 
(n=5) 

o.o 
(n=5) 

4 • .Jo!:o.J 
(n=lO) 

o.o 
(n<LO) 

"l'1(!i1Sllr.'1.;.!U .in t:ne J.'l.'<~ucnce oi: l:/. n\l'1 !Juccina t.:c 
i"iSl-.: l•;.;,; Olii:¡omycin: O,G/.t•J, 1rng pl"otcin 
s.u.== ~-it:;1r1..Jt~1:d clcv:\.(1tlon; n= numheL· o.( experi1nc:nt:~>, 

0.4G :!:. 0.02 
(n=4) 

0.41 :!: 0.01 
(n=4) 

0.35 :!:. 0.02 
(n=4) 

O.JO t 0.01 
(n=<l) 

0.16 "!:. o.oos 
(n=4) 

o.os :!:. 0,003 
(n=4) 

pJ·1or,;phoi:~,rJ. . .-1l:.i.n~¡ 11;c~Ul.u1n: 0.3 n1,'·l l\DP, o.;~2s ¡.¡ mcinnitol, 0.073 M suci:ose, 

/\/13 

3.0 

5.1 

20.0 

o.os ¡¡',[.l LIJ'~'l\, 0.01 t-1 JCCl, 0.005 l·1 t."l"il •• llPO,,, \),fH)2 i·l '1'1·i:• buff"cr, l'll 7.4 anu. ü fin.:11 
c:;)nci·~nt.1«.•l:::.un oí: D.:.:i-U.13 m9/1ul of rn:i.~<H'i1c-'.n1l1·.l.,1l prot.<.~:~n. 
i\'l'Pu!Jc dC~:.Lv.i.t.::,• w.:;~J 11\CLl!JUrcJ ~Ll Üc:.;cl·:~uc_•ú :i.11 .L·'ii:¡. ;~. 



Fig. 1. Eff8Ct ·af oligomycin en ATPa:se acti'·vi ty fror: Tat 

liver and te5-tis mi toc11ondria at Yarious pH 1 s. The rc·action 

oixtures contained: Zm.\1 ATP, 200 r.:.'1 sucrose, 0.3 mg Eito­

cbondrial prbt.ein,_ 25 m1•f_ Tris buffer: in 0.5 r;l to~:~l ·.·01 

u;:ne, at 37°C of te1npcrature. 

oligo.rnycin e 0------0). Liv:=-r (?~--·-!._)' '?lU5 1 ;::;/i:",l 

oligomycin (! -----J.). Incubation ;:i;::e: 4 ::.:n. f1¿tta :!i.-:.»n 

are mea.ns + sti?.ndard deviations {n=3). 
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Fig. 2 Effect of various inhibitors on ATPasc ac~ivity 

in intact: :r:itochc•ndria fror:i li\·~r (~-----ti.) (pH 7.5) é:.nd 

testis ( <>----") (pH 9.0). 

of Fi g. 

D8ta sho~n represent typical results otit of 5 to 10 ex­

perir.1ents p:;:rforr.ied unde-r ea ch condi tion. 
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isolat.ed rr.it')c}:c.:v_~!·ia (.=".) :20,000 ::-:. 

and negati~e stainning of thc sa~e ?reparation 

(D) 85,000 x arrows indicated A7?2s2 kncbs. 
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Fi g. 4. Effect of succinatc on AT?asc ac~ivity frora 

rat li\·er (!.------!J. ) 

Experimental condi tions h·ere as in 2. 
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INSENSIBILIDAD DE LA ATPasal .MlTOCONDRIAL DE TEST!CULO 

HACIA AGENTES DESACOPLANTES DE LA FOSFORlLAClON OXIDATIVA 

Ma~ta -Elisa Vázquez.-Memije, Graciela Gallardo-Trillanes y Graciela 

Delhumcau-Ongay. Sección de Regulación Mctabcilica, División de 

Nutrición. Unidad de Investigación Biomédica del Centro Médico Nacio-

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

1 
Abreviaturas: __ ATPasa, a_dcno_sin_ trifosfata_s_a; EDTA ,_sal tetrasódica 

-·-·-·-a-~·i -ácid-~ -e-ti-i;,;;cifu:.~i.~o -t~tTa-act;-lico;" T-:EA-;--~tricl~nol;_-mfn~:-- of;Gp·~.::--,;-:;-o~"----=o-~t=~ ------
tefna que confiere sensibilidad a oligomicina; Tris, tris (hidroximetil) 
aminornetano; DNP ~ 2, 4-dinitrofcnol; FCCP, carbonilc ianida p- tri­
fluorornetoxifenilhidra zona; ESA, albúmina de suero bovino, 



R. ES1J?\,!I':N 

Se estudió el cf.::cto c!e:: age:-ntes dc:~acop1antes de la fo~fori1c..ci6n o:-:id~1iva, . ' 

corno el 2,4-dinitrofcnol y FCCP, sobre la actividad de la ATPnsa :i-iitocon-

cirial y sobre la respiraci6n, en pre::paraciones n1itoconcl riaJcs de tcEtrculo y 

de higa.de, que se torn6 corno niodelo c:o1·!1p3rat1vo. 

Contrariamente a lo obsc:rv.;..do en }a!;' rnito1.."":onilriaE dé hlg::-~do, la /~TFt.Er~ rni-

tocondrial cle icetfculo mostr6 poca SLr..Eibili<l;!d a los ag.:::nt.::s clesrtcc;plantes 

cu.anclo se obtuvo la pre;po:..ración E!l1 c0:-1c!:icioncE nor1T.ecle:.s. Cu2.ndo ~,; -.¡::>lt.ro;'l 

un aumento del 50o/c en la ~ctividad, por eft-cto del 2, 4-dinitrcfcnol. 

CU<i.ndo ]OS S~!!:>lr:;.tGE 1.1tili;:¡o{~0S fui,::-C•;• :nc,J,·-.10 y f:·•C(·:~·.;:,t•J. (ºc,r, •.:!'otC•~ $•,;~¡ ra-

tos la adición directa de ;::.lb•.:5.:·nina a la cc.;::11;.r;:¡, c'!•.:l c:-:ig::-;:.fo ~st~tnuló la .A.f? ro:::-

r;;toríos. En c~tas con<licionl!S c:l i;:stf:r:1ulo obt(:nido por 2, ';-dir_itro!"t·.nol fue 

Con píruvato ( .+ r.·ialato) como ::ustr~-;.10 1 c:l .D?\l:: disr:'l:.:"1t:.y6 la ·:.;loc..ic1;,rJ <¡e rc.s-

f:-te.::: :.nc::-r·Tnc:ntando .::guél. 



T:-''f P ODiJCCJ(JN 

En un trabr.jo antt?rior ele nticstro l;~bo:-atorio (\r;:;~~quez-1,,!emije,1'.1.E. y col. 

1983), se obscrv6 que la ~.!\TPasa ni.itc.cnndrial de tc~sti'culo de rata adulta 

.. ; ) 

mostraba ciertas caract~rístit.:as p ..... ·cl!liúro..;~: la porción r-1 de la <..:n;;.iir.a 

n"loEtraba estar lnxamcnte uniCa a ln n1c·rr1br::.na p0r su baja ~cnsibilic"!ad a 

oligornicina que sólo se dell·ct6 a p!--:!:-: n··,r.yort.:s de 7. 5 y su f;:ícil solubili:c:t-icl6n 

por sonicaci6n. Algunas de e·l"tds c<~r::~ct.::ríst.icas s6lo han sido descritas 

..::-n ·ATPa;:.as de ni.itoco11d::-ias de levaduras (Serriino, R., 1978: Schatz, G., 

l'?68), y cle ci.::rt.os tutnor.::.s (1-:u:t.ela, S. ,y col., 1"S•í"8). 

Por otro 1?..do, !-!<'ly;:;.:ohi, J.l., y col. (1-:~so) encontraron q"-Il:' 12xi~tra una corre:la-



dinitrofcnol y la p.'.'.rdida <le iones lnci.gnesiu tle 1a inii.~•o::.ond-r-ia de cl1ul.<<S" t•J.rno­

ralc.~s, hígac.10 fetal y ccTcbro. _.l\cJ~rr:iás, si c-1 i-nag:ncsio .;:,ra ·ar::icionrtdo al rni:dio 

de incnbaci6n, se recuperaba la cstimulaci6n ele la ATPnsa por el 2,-1-DN'P. 

En nuestro estudio de la .ATPa sa mitocondrial testicular nos parL~ci6 de gran 

plantes. Para esto se estudió el efec1o de 2, 4-dinitrofenol y ele FCCP 5obre 

1a actividad de la J\TF.-i.!>a en mitocondrias Ce te~tfculo de -rata adulta y se tom6 

del 2, 4-DXP sobre la ·respiración de preparaciones mitCJcondriales, tanto de 

h:'gado corno ele testículo. 

clicionC'l::i pndo l::ier ob~l:rvodo un ;.,11;T,·~·:1io L·:~ .:-:u acri·.·:c'!¡_,d pe:r la .?iUici0n de 2,-1-

t.·.:.:1~0 de hf¡;<=clo con•o <le lr.!:otrculo, sr.: vi6 cstirr.l:.1adc,. en for1y:;::. sin·.il<ir po• l:l 

<1¿;t::ntc dcs;tcopla!1le. 



Lo~ an:irna]es utilizt1dos fue>ron rata5 rnachos <le Ja cc.:pa Sp:r=aguc Da\\·lc:y, <le 

<'."l.proximadamcnte 250 g de peso corporal. J~ns tc~trculos,librcs. de la túnica 

albug:i"nC'a, fueron homogeneizados en el lnedio de extracción que contenía; 

.sacaro~a O .25 M, TEA 3 m!'-1, EDTA 1 rn!\1 pH 7 .4, a t.:.n& conccntr:.ición cle 

tejido de un 10 'fe (P/\'). El hon.;cg(:nt:i:-·.~do totr.] flle centrifl~g<oclo a 700 g t!u-

rantc 10 lT.IÍn, obt•.>!1Í"5!vlc:c la prirn•:1·a péstilla, que fue dest:'."chada. El soLre-

r•~ñant.e fue centriit1¡;:0.do a 6 000 g 10 min para obt.0ne:r la fraccit.in n1i~ocon,1ria1 .. 

qu'-" fue: rcf"uspc:ndi(;,, t.'n el -:-:1cd~o U..:: 1;;.:lr<.Jccjón y ,·uelta a C(~ntrifugar a 700 g 

clll1·ante l O rr..in,con el objc:t:o ele purific<.i.r un poco :n;:Ís la p]·t"paraci0n de n1ilo-

l·i2.;·é>.shi, J.I. (1980). El c.or.t0Ylldo de 1'..1g..-fuc d€:ferTninado en la pei~tilla y c:n r:l 



R.1::-su l~T .. ; DOS 

!nicia1mcntc se cStudi6 e] efecto del 2,4-dinitroft:nol sobre la actividad de 

la ATPasa mitocond:rial, tanto de hígado con10 de testículo, a pH 7.5 y 9.0, 

ya que en un trabajo previo (\'ázqucz-!,1.(:rnije,?i.1.E. )' <:ol.1983), obEt-rvamos 

que la .!'~TPasa de t.c:stí::ulo sólo nio!::'.traba sc·n~ibilidacl a oligomicina a pH 9.0 

dos pHs prcib.:i<Jos (Fig. l). En la misn1a figtlra ptlt:-d~ obscr\·r..:-se que ]il acti-

vidad de la .4.TPusa de tcstícl!]O no pudo stir estín1ul2da por el 2,4-D?'P a nin-

e 
hr.;c.:.do dc.5cle conc{.'nt!'r..cio:.1c:s 3x1Ü<.,; i\1 {F'íg.2). I--:n (·l tL·.s:rc::1!<:>, a pH 7 .5 los 

glín ca.~o fue suporior al 20 



una cstimula.ci6n de la activlC:::.<l enzirn;itic::i, no n.;ayor a un 50 t;"a. Cuando la 

adición de BSA se hizo dir<::ctan1entc rtl rnL-dio dt:: incnhación, no s~ obsc:rv6 

sensibilidad alguna. 

provocaba (!n las mitocondrias cle 1-r==:tículo una p·~rdicla cle n1agnesio. 

En primer término, fll<.' !'~tn¿i<.:.do el ef<-.,cto del 2, -:1-dinitrOf(•nol, tanto en hf-

gado co2no <..:n testículo, en presencia. y al1$cncia de.· 5 m1v! de }..1gClz . En el 

hígüdo, la ATPasa fué rn•_!y <:~t::r:n.ül2.La por el 2,4-DNP con y sin rnagne=-io. 

nc.-sio (Young, L.G. ySn-Ji(i1\'.';ck,E.B. 1975). 

el Ce;:.,~-.coplanic (F'ig. 3). 

Í:leTOn incubadas Con Y SÍn 2.,·1-cJ:1;l¡_;-1_-;f.__-:r.ol dll!"i~r.le 5 6 30 Tnin a 30"' C, ,_,;: l<..~ 

.. 
te de ).!g: ni cr:. Jc.s rn.ifo.-~C·;~Q:;iLiS ~:(! ~:f_gc~ 1 Jo ni<::~ l<:..::. J;; l•_·~tS't:;.iloJ b2jo ni:Jgu;"l.2. de 



!as cc..:~r]icior • .c·s .-:.:r;!:'.<•Y~':'!as. F.:s rr:~s. dur;:inte la p:rei11cubaci6n sin dinit:-ofcnol, 

pareció haber t::na fuga po..•quí•f.a del i6n, pero fue la misrna en .-,.rnbos•te
0

jidos. 

Se cstncii6 a continuaci6n el efecto del 2,4-dinitrofcnol. eóbre· la respiraci6n 

de preparaciones rnitocondrial<:S de test:i'culo y de hfgado en presencia ele divcr-

sos sustratos oxidables. 

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

r:.c::: ele :;~tu:-3-c16n ciCl sis-t-em<'l, lxlO-~·ac··-2,·4_ÜNP estirnu16 en fol'ma similar 

la velocid:a.c1 clc respiración en estado -4, tt-t.nto de !nitocondrias de. hígado como 

el(; t(;st !'ct1lo. 

r:n la figura 4. .:e mu<.:st:ra nn trazo típico de c:onsnmo de o:-~i"gc.·no por u:-;a pre-

p<i.:-nción di:· rnHoconCrias de t{.·'?tlcu1o, con ~u.-:-cinato como .S:.!Et!"ato ox:itia::i1e, 

-5 
ci6n Ge 5:-:10 J\.{ ciF:l cles;,.Lupli:r.nle: (..::::..nLci·,•.:-;:.c)cnz·s ".i::t:~c!'"). En otro:> rxpi:-ri-

n1•:::<ios se obser,.-6 1.ln l~fect.o inhibitorio de la r·~·.:ópi:-<::ci6n ?. concentracione:-s 

-3 
dc·l 01·d0n 10 M 



) 

la presencia de dinc.-!na flagl."'lar que se sabe r:s activada p0r estr: i6n. 

Para investigar el efecto de la albúmina sobre el consur;10 de oxi"g0no (.>n las 

n1itoconclrias de testfculo, se adicionó tn nr.a c:c .. :1c•·ntrrtci6n clE! l 1fr GiTecta-

n1entc E:.n la cán1ara cltl o:-:!grafo ('r<:: bla 3, F:g~. 4, 5 y 6). 

En prest,ncia de succinato la albl~n1ina no ;"of(:<:t6 ];.. velocidod de rt-!Spiroci6n 

en el t.:~st: ... do 3. En cambio, inhibi6 .::-1 ·.:~tar'lo 4, y por cor.!o.'"iguit-nte aurr,c·:1t6 

el valor del control_ respiratorio. P.~urnent6 tc~rnbi.fn la ~tcti ... ·idad de la . .;.-rp 

sintetasa e hizo n·,ás tT"Jarc~~cla les. transición •.:!~taclo 3 - est<:do -l. 

rn;;. rc2 da. 

vato fut~ in;,·.;::-sa a la c.b;,:,.nida c:n ;~1,;~·~·:-ic:.a de ;.,.lbúJT"Jina. 



DlSCL'SlON 

Se ha dc1nostrado rf..:pc_·tidarneñte que 1a é>dición de agc_·nl1::s .desacoplc..ntcs a 1.:..s 

mitocondl-ias de hígado tienen un 0fecto de estirnulaci6n ~obre la otctividad de 

la ATPasa y sobre la respiraci6n, aE'Í coino un .:•fL·Ct? i:1hibitor1o ~obr<.~ la sfn­

tcsis de _.i\.TP (LaTdy,H.A., '\\'c_·llrnan,H., 1';33; !v!itchcll, P., 1966; !v1cLaughlin, 

S.G.-4.. yDilger, J.P., 1980; Tcrrtda, 1-l., 1981). Sin crnbargo, no está bic:n 

d.~finiclo e:l tnec¿ini !:'rno de acción de los dt.~Sa(.·oplante:;. Se sabe que actúan co:""":"lO 

pot;,ncial de_· :1.H:rnbrana (!-Iopfc:r. 

propuctoto por Terc;.da, H. (1981) p~rc... los deso: .. copl•~ntes, (•.stos r.1l;b.::•n C!ncon-

,-,1~·.i.,1._·:s {\',"t·~n-

t.:_·ir~. \\'.G. y!-Iz~t.:-fi, "':i.'.,197~; Y:;·t~·,_,, ~.\'.y \'.':1<-c:"l, D.1-~., l(·";°S). Er. :~!;:-'.:-

y \Viltooi1, D.F., 1980). En lcvat1nras, el <Jinitrof..::nc•l ?Ut··c:Jc asoci<!~-5,_; ;~e-le-

l9é·8). En B, subti1is, .. ~12,4.-D);P in1t'.:T<1ccic.na di.:-1•ctarne¡·,1e cun .:,i <rar::::por-



y col,,1982). 

El htcho de que hayan1os encontrado un l':f~cto diícrc11te del 2,4-dinitroft":nol 

sobre las mitocondrias de t.est.rculo, co1nparadas con las de hrgfido, dcpc11r:1ic:n­

clo de que el efecto se ~s-tudiara sobre la rcspiraci6n o sobre 1.a actividad de 

ATPasa, es congruente Con la acci6n múltiple del d(:sacoplanlc y con la duali­

dad de la _C\.TPasa initocoridrial de testículo (\rázqucz-:-.fc1nijc y col., 1983). 

Su efecto cstin>1.1lanlc sobre la rc:=pi;aci6n en ;:in')bos tejidos {Tá.bla Z), es 

explicable por su· acc:i6n corno pro1on6íoro. El efecto inhibi10rio cna~do r;;-l 

El hallazgo de que en ?r..:-si::ncia dt· ;~ib·,:o-,i:·1a J;_.s 1Y1i1c..:(•:1ü:-:;:.:.s 11(~ testículo l;;:i_y:c...n 

pl4ntcs {::-!t:;!;-,-;o:.::,;i.n, \\T,C. y cr>l.,lG(:.O: Ch.'1.n, S.H.P. y J--li:,·g:ns, .t:.., 1·:::-t:) . 

. .\.d~:n1ás, B<>.rbour y C.1-,an (1978), 1.::ncc.ntr;.,.T(J:; cli-.t· la ESI:.. rn1rJo ·::~linv.~1.,.r a !a 

de al~1.111os 11Jmores. 



~tlbúr:1i!~a. p:;c:dc: dtbt::rSC a que é5ta int(craccion<: dirc=c1ar.;t::n1<: con <:·1 D;..;p y 

:sbata la conccntrac_i0n real el~ dinitrofe:nol libre. Con piru'\··ato, par;~ccri'a 

que la albún1ina pudiera impedir la interacción entre el cl~sacopla.nte y la 

t!"anslocasa de piruvato.(VanDop, C.y col., 1978). 

Estos r('SU]tados nos hablan nucy;,.mente de la idea sugerida en un tr;.1.bajo pre­

vio (\rázqucz-Me1nije y col.,1SS3) de que parte de 1~ ATPasa de tt::~t-ículo ..:.stá 

la.'-:amc:n1e unida a la.membra11a y que la albún1ina de alguna rnane:ra pro1ege 

a la Jl._1.'l'.:J:ísa en ]a nien<brana, p.::r:rniti(;ndolc a la enzima cornpor-t,ar:e e.orno 

c.:n la. rr.ayorfa de lo~ te:jiclos nor1nales. 

La falta de estimnlaci6n de los agentes desacoplantes scbre la acti·•id~,c] de 

de la aci!\idad ele .'\'TP;!::::a con D:--.:1=> t.;n nn 50 ';e, y .se l:;:i. d',c"!-io q'.Je 1a ;db'31ni­

r.Ll ·pn1..:de proteger a la mitoconcl ria de .-:.genlc.:s ?rc-!:'.ci~tt~s en el 1 .... :jir_:o que 

(]2ñena la rncn1hrana (Barbo11r, R.L. y C"h2n, J-1.S.P., 1ªfí3L E'.~tf· ,.f"'rtn 

-e~:. -



Chan, S.H.P., 1978; En~r.,.•les, r'i...F. y Y:;,plan, N.O., 19.SO: Kno\vlet"=, -~.F., 

1~•82) y se ha obscrv·ado que la' li..TP;isa rnitr.ocondrial tiene t;na r1.:~p11(:St.'l baja 

y en ocasiones negativa a los desacoplantcs .. A.lgunos:- estudios han sugerido 

quf' el comporta.mieato e::xt:r:..ño de C"st2~ J\'TF'c~f'.;;s se debe¡¡, una p!frc!1da <le 

-~ 
Mg de la n1itocondria durante la preincubéición con DNP (!-!aya~hi, J.1., 1980). 

Nuestros resultados 1nostraron poca varirtción E;-n lo que !::e r t":!°it·rc.· a !"h l ida 

de magnesio, tanto en las rnitocondria.s de hi'.ge<lo .:orno ele fps:-tÍculo, por lo 

puesta a los _clcsacoplantcs en las mit0cundrias de te::ticulo. En un tr;s, bajo 

:-i:cic-nte, ·Y.no\v]es, A.1--. (1982), propuso q1 .. .;;, el e:.._a.rrt:.=--,dor .4DP,/.Ai,.'rP es-



ri~i1ocondr~al r.:!c lt.·E-tÍ..:-.L1lo a los agf:nt0s desr .. coplantes. ~os qut·da· por .c~tu­

diar si ~e debe l) ·a una estructura 6 composici6n especial de la men1brrtna 1 

2) a alguna falla en los fnctores O~CP o F
6 

de la _enzima en f!Ú unión con 

la ni.ernbrana, 3) a una diferencia en el contenido de adenfn nucle6tidos. 
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TJ::.rmo co~-.:·r¡-;..ot .. H.i::SJ.Jll\,.1\- 1'.:FEC'l"O DE Z,4-DN1:::i:;, 
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=:• DNF1 
-s-----

1 :-; 1 íl !Vl 

'fOlllO. 

(Estabrook, R.W., 1967) 

3.0"!IJ.5 

n :: Z4 

2 . o ~1 !: o . 3"3 

n :::: .¡(¡ 

201 .3 ! 2.62 

11 = zo 

·172 .2 ~ 1'~·94' 

n = 20 ... 

Sustrat.n oxidable: ~nccinat.o a c11n1..~ent.rac\nnefi .ele s:iluración. _lZ n1Jv1_l:es_t(culo;(,1T1l\1 hrpadu, 

iv!1~dio de fn;;forilaci611 (n11'vtj: i\·L1nilol, 225;· ·,;ac:arosa, 75; tri_:;, Z; EDT/\,: O.OS: I<Ct, lt 
Na. lII.Jü,1, 5; pJ·l 7,•I; lc1npc1·atura, 30 C., A1)._l:i, 0.31l1M-. · 

**o/o de la velocidad de respiración en el estado-_4 
n = numel-·u de experimentos. 
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Na 2 I·IP0.1 , 5; pl'l 7.~I, JO''C, 1\l)f1 , 0.3 rnt\1. 

L:i. velocidad de J\~l'rJ sintclit!lil se calculó a partil' dr:l cnn!;un10 d<• ox!'¡:;cllO duranle el l!!;\;ldu 3. 

alblin1ina 
l "io 

368. •! 
(IZ•lck) 

lU l . O 
{171 f;'u) 

22 2.. ,¡ 
(2·13 (;-~) 

-

"' a· 



) 

Figura 1 Efecto Ce 2, 4-dinitrofenol ~obre la rtcti-..·idad de 

1a ATPatia rnitucundri<:il. ~-1. • .::Uio 1)12: i.n<.Ut..J;.,ción: tri:::, 25 rn~"1: 

rJ<:: incabt'lción,-! rnin. 

-----pH9.0. 
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Figura 2.- Efec10 de FCCP ~obre ]a ::i.ctividad e.le la . .c..·rP;isa 

~ Hi';;:,,do; !J T+:·Filc•.il.u; pH 7. 5; - - - - - pH 9 . O , 
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Figura- 3. - Ef.::cto dr:l 2, -l-<lirdt~vf.._·nol !:'.ObrC' 1a ncti•:i.rhi.d de 

tiernpo cJe incub2ci6n, ~:·nin; ?!-i 9 .O; Y01L:.rnen O. 5 :--nl. 
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Figura 5,- Ccn5'umo rle oxfgr~no con :r.;déto corno ~·..i~i:-;~to. 
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Figura 6. - Con!:urno de oxig<.·no con pirr:vnto C.:OJTIO sust:r<i.to 4 
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Las mitoc:ondrias del t.cstlculo sufren can1bios morfnl6gicos y bioquln1icos 

toconCrias de la mé.yorfa de los t<:jidos. En carnb:io, la~ 1niic,condrlas. rJ~ 1.as 

'~' ;, e·;·¡:::, - ',J ;·,,, 

l •-•nti r Üc! l GC! '1 ;'"; -



porción F 1 , así cc.;;10 la c~ca.E"a st·nsi.bilida<l rnostrarla h;.cia ir:hi~1jdc/rc.s que 

se: unen al factor Trlcmbranal y el hecho de haber encontrac3o una bn•.:ona pa:-lc 

de la F 1 en el- so~rer.adanle de las partfculas subrnitoconclriales. 

P...asta don<lc sabernos, las .A..TP::,sa!:' c:on ap:ctrcl"lte dcft.·cto .;::n su unión a la 

rncrnbrar.a s6lo han siclo dc.scrit<i.E ..::n 1t:\''1.c1nras (Scha1z, l9l>S) y (-n cí:'.lu!as. 

tumorales ( KuZcla, 1978). S_e;:g\Íl1 trabo~jos de Ku:O~cla y t:ol<--.rov (1978), c·n 

rido entra bajos previos. 

porción F 1 no .se encu<:ntra fi1·rn...::~rn(~••tCo: u;15.da a la :rn..:·11b~·.·1na, :·,eoc:~;;;__r, ;,.-r.:,fe-

q.:c '¡,~:e -"_!.U<.: 
_, . 

:o l l ') ~--~t.<-: :1. 
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• 1.:. 

' al dc~<:Coj:il;~ntc no !:'.e <lübc a ;';.ciclos gra~o~ l:ib(..,:-a•Jns al ;nctli6 de incubación. 

En lo que se refiere. a la respiración, la albúmina mejoró el control respira-

torio y at.1n1ent6 la acti-.·i<lad de la .A..TP ~in!Ct;-!~a. Nuc·.·ani.cnte parPccrla no 

d-:-bt!'rse este Íkn6n1cno a la prcs<..:nc.:ia de ácidos grasos ya que, c.:n au~~:ncia de 

El (_,fecto del DNP en presencia de P-S . .\ fue~ n,udt:rado. Co:i piru-.·ato rni'Ís albú-

n·li:-i<t hulio una respt1est2. posit.i..-a al 2, 4-clinitrofo.:nol. S:n ~lb\í.11·,ina el dinii.ro-

J.>articu1ar, pud50ra estar invo1ocrada \1na inhi}_¡jc:ión rJe::l 1:·r::.r.sl·'")C<;.~)or del pi:-u-

;:;icnto . 



Por otro lado, Chan (1983) enc.ontr6 que t:·n :nitoc.ondri::s de ht:pat~nn;,,.ccya 

_.;TPasa es poco s·c.:nsiblc al·Di-JP, el co:ii.C;nido de ácidos. gr;;. sos a;.:mt·n1a-

ba conforme el turnar crecfa. Es!e n:isrno autor había obs~r...-ado pre-

viamente.(1978) que las rnitoco?1<lr!2s (le c:(.h~las tl.:;-:-;01·::1e~ nr:l~urbf.:-.i.n una 

l'.nayor concentraciC.n de albúrr,ina qne las lT:itocondr:l;.1.s de: f.l.::jidos norrna­

les. Est.e hecho qui;~á s·~:-:"'i;-,le una dift·rencia inT?'''i<'infc ent:re l;~ s lY•l,1'!·1Lra­

nas de los dos tipos clc tejidos y ;n1<.·rlc· rc·flt-jar l~l est;.'lclo altt.:::-;,,do dcl 1nl.:!a-

boli~rno enc~rgét:ico c~n los hnnores. 

conclrias a.-~ 1esl.Ículo si ~on prep0:trar1as desde(.>] inicio en su pré!:-encia. 

!.cada sobrl.~ el g:rc-.do dc- fu:1cior.2.l~c'!<id ele. la 1:ni!..u...:01¡r1J..·la, J:>Q:;: eJ L"lGJY,t·r:ro. no 

poclc-::-:JoS C;::--;: ur;a 1·C>spc_1c;,:,ta co111pll'.::t·;; a •:!::Et<~ j-)?""<!~<1nta, 5;;bcrY1os, CJLlC' :::.on e;..-



tes a las de otros ~ej:iclos. ' ·r:cnt~rnos e:l Gato de que n.!gur.as c-nzirnas del 

ciclo de los ácidos tricarbo.:-:nicos aparecen en el proceso de difcrt:nciaci6n 

hasta los cspcrmatocitos postleptott.·nos ,(Delhun1eau-Ongay y col., 1982). Tal 

es el caso trnnb:ién de )a dc-shi<lrogc:.-nasa l?.ct.ica asociada a n,itocondrias pe-

saclas (l'vf;,..chado de Don;.cr.cch y col., 1972). 

Es impo:?."t;1!1te no pCrd~r de vi!:!ta la hetc-rogeneidad de las céluln.s qne for-

n-.an e1 tejido testicular. Creemos que las Ci-:.ract<:-rlsticas aquí St;::ñB.ladas, 

dr:ia, hasta hoy s6lo descritas morfol6gicr~-n1f:nte. Out~da por <lti!"inir a c1:1ál 

r1.:-l te5llctt1o y e~tud~rtr las c;:;:.;-.--~ct.err~tit·;":s de la .:\TP:-,.sa !-''°':-a ''•!T C(!rno se r:~o-

diíica a tr<..·:C.s de la cl:ifert·nci;.,.ci6n. 

e) 



d) !\1e;clir la actividad ele la adunfn nuclt':'6tido tra:nslocasa y su po=~.blt! co­

rrc:laci6n con la
0

falla de estin1ulaci6n de la AT·Pa.Ea poi-. los agente~ 'Jt.·sa­

coplantes ele la fosforilaci6n oxidatlva. 

El testfculo ha sido hasta ahora, un 6:rgério poco conocido des:dt! el punto de 

vista bioquímico, Tiene caract~rf!:tic; ... s 111t.itabólicas st::ml:j~·nft.~s en <~lgnnos 

casos a-las le\.·aduras y en otros a tej1clos ranr:cro!::os. Cr-cv:·;-10s, i-'1.l~:s, que 

el conocln"lient"o del rnisrno así co1-:t10 de su regul;;.ci6n no·s lle'\.-a:'~n a cor!l?Tfo-n~ 

der ?TH_~jor t>l :fr:n6n-:eno bioió;;;ico de la clif~r.~nci;.,c{(.n <·:::ll~ 1.2.r, 



Se ci:;tudi6 el l;fc~cto ele inhibidores y dcsacoplantes ele la fosforilaci6n O>:ida­

ti"-a sobre la actividad de la ATPasa y .sobre la respiraci6n en niitoconclria.s 

cle.ttstículo adulto, tornando corno referencia preparaciones niitocondriales 

de hfgaclo. 

Los resultados obtenidas niost~aron que la ATPasa rnilocondrial de testfculo 

fue poco sc:-.sible a inhibjdores que ~e unen a lri. porción F0 a~ Ja c~nzi1na corr~o 

oligon·:ic:ina y DCCD. Es~a sensih1l:idacl fur: dc1f:c~·r.rJa. ~ólo a pHs n;ayc•rés de 

7.5. Cerno contra~tc, la actiYiC<:i.cl c:nzlrnática {ne in"riibida casi totalrn~ntc 



fut.c:rc.n aisladas en prcstncia de 1 1% <le albúmina. En cslns condic.i0n..:.·s se ob-

servó un incrcm(;:nto de la actiYidad de un 50 ~v. En otras condicio:oes, la _.\TP:,sa 

dE: tes1·rculo fur.! ir.s~nsihlC' a los ag(·nlcs de:;acoplantes de la fo~for:l<:.c~6n oxi.­

clr...1:h:a. Se cstndió la po!iible partici?aci6n del ion :-Tl~gnc·sio c.:-n c:t;;,. -f;...lt.a de 

respuesta a los cl~~a.coplantes. Los •·esultiidos no inclic:é'.n la p<irticip?.ción clc 

r:-;ag;,.esio en este COl!"ljJOrtanlit·nlo <li;: la _.'\"IP;;,,.úa. 

l-2. rt.:spirn.ci6n sí fue. estimulFtcla por •:-1 :! , ·i-dinit-roft::nol cua•·1r]o s.:~ ut'..li;;-,2ron 

!iuccinato y malato como .::u~trntüs o:-;irJ;,. bl•:S. En c21nl>io, cvn pi:-i..:.--7.to como 

!;Ustrato el 2,4-Cir.itrofo:.-nol in11ibi6 la l"L·-~;Ji.;·[~ci(,n. 
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