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

El testículo es un 6rgano del aparato reproductor mascul! 

no que se considera como una glándula mixta, ya que posee tej! 

do ex6crino y end6crino. Está con::;t.ituído por túbulos seminí­

feros y por tejido intertubular, cubiertos por la túnica albu­

gínea. En las c~lulas de Leydig del tejido intertubular Sú rea 

liza la parte más r.onocida de su funci6n end6crina, esto es,la 

prodücci6n de los esteroides andr6genos: testosterona, andros­

terona y dehidrepiandrosterona (Hooker, 1970). El tejido inte~ 

tubular está irrigado por .vasos sanguíneos y linfáticos y po -

see dos capas de tejido conectivo separadas por dos fases co -

loidales que contienen glicoproteínas, ácido hialur6nico, con­

droitín sulfato y fibras de colágena; la primera fase constit~ 

ye la membrana basal de los túbulos seminíferos (Mancini y col. 

1952; Clermont, 1958; Schmidt, 1964). 

Los túbulos seminíferos constituyen la porci6n ex6crina -

del testículo. Sus características más importantes son: estar 

limitados por el complejo !amelar basal, carecer tanto de va -

sos sanquíneos como linfáticos y por lo tanto tener una hipo -

xia relativa (Free y VanDemark, 1968) y tener una secreci6n de 

tipo hol6crino, cuyo producto final de exportaci6n está const! 

tuído principalmente por los espermatozoides y el fluído testi 

cular que los acompaña (Setchell, 1970). 

En el interior de los túbulos seminíferos se encuentran -



las células de Ser toli o c~lulas nutricias y las c~lulas del e 

pitelio germinal. La diferenciaci~n de ~stas constituye el pr~ 

ceso de la espermatog~nesis. 

Las c~lulas de Sertoli se encuentran en contacto con la -

membrana basal y representan del 15 al 20% de la poblaci~n ce­

lular del testiculo. Tienen una gran actividad fagocitica, se­

les ha atribuido una funcidn end~crina (Lacy, 1962; Lacy y 

Lofts, 1962; Lacy y col., 1965; Bishop, 1954) y la distribu­

cidn peculiar de su citoplasma, que literalmente "abraza" a -

las c~lulas germinales de su alrededor ha hecho pensar que ju~ 

gan un papel fundamental en la diferenciaci~n de las mismas -­

(Vilar y col., 1962; Firlit y Davis, 1965) y adn m:fs, tambi~n­

en el mecanismo de expulsi~n de los espermatozoides (espermia­

ci~n) (Burgos y Vitale, 1967). 

Las c~lulas del epitelio germinal reciben diversos nom- -

bres de acuerdo con su estadio de diferenciaci~n; espermatogo­

nias, espermatocitos de primero y segundo orden y esperm:ftidas. 

Las c~lulas m~s primitivas del epitelio germinal son las­

espermatogonias. Se encuentran localizadas junto a la membrana 

basal y despu~s de varias divisiones mit~ticas y de la diferen 

ciaci~n de la mayor1a de las c~lulas hijas, dan luga~ a los es 

permatocitos primarios, que sufren la meiosis 0 La reduccidn en 

el nrtmero de cromo5omas se efectda en el curso de dos divisio­

nes sucesivas. Los cambios morfol~gicos que muestran los espe.E_ 

matocitos primarios durante la larga profase de la meiosis han 



3. 

permitido distinguir entre ellos diver s os tipo s de c é lula s: 

preleptotene, leptotene, zigotene, paquitene y diplotene. 

Al final de la primera división meiótica se obtienen los 

espermatocitos secundarios, con el número de cromosomas reduci 

do a la mitad pero contenido diploide de DNA. La segunda divi­

si6n mei6tica da lugar a las espermátidas que son células ha -

ploides en número de cromosomas y contenido de DNA (Dowben, 

1971¡ Courot y col., 1970). Las espermátidas, a través de nu­

merosas modificaciones, tanto morfol6gicas como metab6licas, -

(en la rata se distinguen · 19 fases definidas) (Leblond y Cler­

mont, 1952), conocidas bajo el nombre de espermiogénesis, cul­

minan su diferenciaci6n con la producci6n de los espermatozoi­

des, que son expulsados al lumen del túbulo seminífero. 

Se ha demostrado que existe un patr6n cronol6gico de des~ 

rrollo bien establecido que controla la proliferaci6n de las -

células germinales y que da lugar a la formaci6n de asociacio­

nes o generaciones de c~lulas en el mismo estadio de diferen-­

c iac i6n. Las más avanzadas son empujadas hacia la luz del túbu 

lo seminífero por las asociaciones celulares de los estadios -

más primitivos (Leblond y Clermont, 1952). 

En la rata, Clermont y Perey (1957) observaron que al na­

cer, las cuerdas sexuales que serán después los túbulos seminí 

teros, s6lo contienen c~lulas de soporte (posteriormente de 

Sertoli) y gonocitos. Estos van degenerando o transformándose· 

en espermatogonias, que comienzan a aparecer como tales a los 



4 dí a s de e~ ~ c ciel animal. A los 9 dfas de edad han desaparee! 

do totalmente l os sonocitos y a los 12 dfas de edad aparecen -

los espermatocitos m~s pr i mitivos 0 En las ratas de 15 a 18 at­

as de edad las c~lulas de Sertoli ya no presentan mitosis. Los 

espermatocitos muestran estadios m~s avanzados de maduraci~n,­

que culminan a los 23 dfas de edad, en que r.omienza la apari-­

ci~n de las esperm~tidas m~s primitivas 0 El proceso de esper-­

miog~nesis se completa a los 45 dfas de edad, en que aparecen­

los primeros espermatozoides 0 Ese momento se considera el ini­

cio de la madurez sexual en estos roedores. La precisi~n cron~ 

l~gica con que aparecen las diversas estirpes celulares permi­

te seleccionar la poblaci~n de c~lulas que se desea tener pre­

sente en el testfculo en un momento dado del proceso de madura 

ci~n por la selecci~n adecuada de la edad del animal de exper! 

mentaci~n. 

El testfculo, a partir de la pubertad (en la rata despu~s 

de los 15 d~as de edad), es un ~rgano cuyas funciones son con­

troladas hormonalmente. 

Las gonadotrof inas que regulan la fisiologfa testicular 

son dos hormonas proteicas secretadas por la hip~fisis: la hoE_ 

mona estimulante del folfculo o FSH y la hormona estimulante -

de las c~lulas intersticiales o ICSH tambi~n conocida como hor 

mona luteiniza nte o LHo 

Se ha demostrado que la ICSH estimula la biosfntesis de -

andr~genos in vivo (Brink-Johnsen y Eik-Nes 1957; Hall y col., 



1963) y tambi~n in vitro (Braddy, 1951; Hall y Eik-Nes 1962)0-

Adem~s, esta hormona estimula la biosfntesis de protefnas - -­

(Hall y Eik-Nes 1962) 0 

Generalmente la FSH la sido considerada como la hormona 

responsable de mantener la espermatog~nesis (Nelson, 1952; -

Gemzell y Roos, 1966) 0 Steinberger y Duckett (1967) han postu­

lado que solamente se requiere durante la fase final de la es­

permiog~nesis y proponen el siguiente esquema para explicar la 

regulaci~n hormonal de la espermatog~nesis: 

- La formaci~n de espermatogonias tipo A a partir de gon~ 

citos, posiblemente requiera de testosterona. 

Las divisiones mit~ticas de las espermatogonias tipo A, 

la formaci~n de espermatogonias tipo B y el desarrollo de los­

espermatocitos hasta la fase de paquitene, pueden efectuarse -

en ausencia de hormonaso 

La divisi~n mei~tica probablemente requiera de testaste 

ronao 

w La maduraci~n de las esperm~tides de la fase 1-12 ~ 15-

de la espermiog~nesis puede realizarse sin hormonas o sin re-­

querir testosterona. 

La fase final de la espermiog~nesis 1 es decir, la rnadu­

raci~n de las esperm~tides, del estadio 12 a 19 1 requiere de -

FSH. (Steinberger y Steinberger, 1969). 



Means y Hall (1967) han observado que la FSH estimula la-

síntesis d e proteí nas e n el testículo de ratas inmaduras de 15 

a 24 días de edad per o no en el adulto. 

Al presentarse una falla ho rmonal se produce lo que se co 

nace como regresi6n del epitelio germinal. 

Asf, Clermont y Morgentale r (1955), demostraron que en ra 

tas hipofis ectomi zadas el proceso de espermatog€nesis no conti 

nuaba más allá de los espermatocitos. La hipofisectomía apare~ 

temente produce varias lesiones: regresi6n del tejido interst~ 

cial, bloqueo en la maduraci6n de espermátidas, serios daños a 

la profase meibtica e interferencia con la formaci6n cuantita-

tiva de espermatogonias tipo Ac 

Se ha demostrado tambi€n que el epitelio germinal es muy-

sensible al aument o de la temper a tura del ambiente testicular. 

La criptorquidia, al hacer cambiar la t emperatura ambiental --

del testículo de 33ºC que tenía en el escroto a 37ºC en el ab-

domen, produce en 5 a 6 ~emanas desaparici6n de las espermáti-

das y un gran número de espermatocitos. En cambio, por lo me--

nos aparentemente, el tejido intersticial es poco afectado 

(Fritz, 1973; Waites, 1970; VanDemark y Free, 1970). 
~ 

Es importante hacer notar que, ya sea por hipofisectomía-

o por criptorquidia, a pesar del t€rmino usual, no se induce -

en el animal de experimentaci6n una regresi~n verdadera de las 

c€lulas del epitelio yerminal a un estadio anterior de diferen 

ciac i6n. Por el contra rio, una c€ lula germinal sigue su proce-

so de dif e renciación exac tamente al ri Lmo normal hasta encon--



trar un ambiente desfavorable (hormonal, de temperatura u o- -

tros)o En ese momento no pasa al estadio siguiente, sino que -

degenera y es eliminada del sistema (Clermont y Harvey, 1965) 0 

El manejo experimental de las condiciones hormonales o de 

temperatura ambiental del testículo permite tambi~n seleccio-­

nar la poblaci~n celular que se desea tener presente en el te~ 

ticulo de un animal adulto. S~lo es importante considerar que­

al haber estado ya expuestas estas c~lulas a la acci~n de hor­

monas no necesariamente son iguales a las presentes en el tes­

tículo inmaduroº De hecho se han informado diferencias morfol~ 

gicas (Clermont y Perey, 1957; Clermont y Morgentaler, 1955) y 

funcionales (Lin y Fritz, 1972) 1 

Por lo que respecta al metabolismo del testfculor. se madi 

fica dependiendo de la condici~n fisiol~gica en que se encuen­

tre el ~rgano. El consumo de oxígeno en el testfculo de la ra­

ta varía con la edad: en el testículo inmaduro el consumo es -

mayor, va descendiendo confcrme se acerca a la madurez y se e~ 

tabiliza en la edad adulta (Tepperman, 1950), a menos que se -

induzca por algrtn medio la regresi~n del epitelio germinal, en 

cuyo caso vuelve a aumentar (Featherstone y col., 1955; Stein­

berger, 1961). 

El testículo adulto depende de glucosa como sustrato ex~­

geno m~s que ningGn otro ~rgano, a excepci~n del cerebro (Free 

1970). Por la hipoxia relativa de las c~lulas m~s numerosas -­

del testículo adulto normal, que son las de diferenciaci~n m~s 

avanzada del epitelio germinal (Free y VanDemark, 1968) se ha-



pensado que posiblemente la glucosa sea oxidada preferentemen­

te por glicolisis. De hecho, el test1culo adulto produce una -

cantidad considerable de lactato a partir de glucosa, tanto en 

condiciones anaer~bicas (Dickens, 1930; Hark8nen, 1971) como -

aer~bicas (Dickens, 1931; Hollinger, 1968; Leiderman y Mancini 

1968)0 

No es sin embargo la glicolisis la dnica v!a de oxidaci~n 

de la glucosa. Puede oxidarse en la rata hasta en un Oo5% par­

la v1a colateral de las pentosas (Free y VanDemark, 1969) y la 

producci~n de 14 C0 2 a partir de glucosa uniformemente marcada­

con 1 ~c simult~nea con un consumo de oxigeno ha sugerido que -

el ciclo de los ~cides tricarbox1licos es operante en el test1 

culo. Sin embargo el hecho de que en la rata esa producci6n de 

14 C0 2 no justifique m~s que el 30% del consumo total del 6rga­

no, ha permitido sugerir que quiz~ se est~ llevando a cabo una 

oxidaci~n preferencial de 11pidos end~genos, limit~ndose enton 

ces el papel de la glucosa a la alimentaci~n del ciclo de los­

~cidos tricarboxfl i cos con los metabolitos que requiere para -

funcionar (Free, 1970). Esta idea ha sido apoyada por el hecho 

de que el piruvato alimenta al ciclo metab~lico comdn no sola­

mente a trav~s de la piruvato deshidrogenasa (Lin y Fritz, - -

1972) sino a trav~s de una o m~s enzimas m~licas de gran acti­

vidad (Mounib y Eisan, 1972). 

Adem~s, al incubar test!culo adulto en presencia de gluc9_ 

sa uniformemente marcada, una parte important~ de la radioacti 

vidad aparece en aspartato, glutamato y glutamina (Hollinger y 



Davis, 1968)v que puede incorporarse por un lado a las bases de 

los nucle~tidos y por otro, indirectamente, al ciclo de los ~­

cidos tricarboxilicoso En cuanto a la fracci~n lip!dica, un 

60% de su marcaje se localiza en la porci~n glicerol (Scott y­

Setchell, 1968), a pesar de que in vitro, acetato puede f~cil­

mente incorporarse a colesterol y a ~cidos grados (Johnson y -

color 1970; Morris y Chailsoff, 1959)0 

La dependencia del test!culo adulto de la presencia de -­

glucosa ex~gena es tal que si se incuba in vitro el test!culo­

adulto en ausencia de glucosa, decaen r~pidamente tanto el COE_ 

sumo de ox!geno (Free, 1970) como los niveles de ATP (Means y­

Hall, 1968) estimulando su adici~n a ambos, as! como a la velo 

cidad de s!ntesis de protefnas (Davis y Morris, 1963; Means y­

Hall, 1968) 0 

En cambio, el test!culo inmaduro o con regresi~n del epi­

telio germinal no manifiesta dependencia de la glucosa ex~gena 

Adn m~s, la adici~n de ~sta provoca un efecto Crabtree, dismi­

nuyendo el consumo de oxigeno, y al incubar el ~rgano in vitre 

su presencia no altera para nada, ni la disminuci~n de los ni­

veles de ATP ni la velocidad de s!ntesis de prote!nas, a pesar 

de que en esas condiciones ~sta es m~s elevada (Means y Hall, -

1968; Tepperman y col., 1949). Parece ser que en el test!culo­

inmaduro y en el adulto con regresi~n del epitelio germinal a~ 

quiere una mayor importancia el metabolismo de los l!pidos - -

(Free, 1970; Lin y Fritz, 1972; Johnson, 1970) y en el primero 

particularmente quiz~ el de los cuerpos cet~nicos (Lin y Fritz 
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1972) 1 a pesa r de que e n esas condiciones el test!culo carece­

de la enzima carnit i l a cetil transferasa, que aparece con los­

espermatocitos m&s avanzados y las esperm~tidas primitivas - -

(Fritz, 1973). Es evidente pues que en el curso de su madura-­

ci~n el test!culo modifica numerosos aspectos de su metabolis­

mo energ~tico. Adem~s de los mencionados es importante señalar 

que son numerosas las enzimas que manifiestan su actividad por 

primera vez en el test!culo (o la modifican) al aparecer la -­

linea celular de las esperm~tidas (Bishop, 1969) 1 siendo una -

buena parte de ellas isoenzimas con caracterf sticas diferentes 

a las de otros tejidos. Tal es el caso de la hexocinaéia (Lin-­

ford, 1968; Katzen, 1966; Sosa y col•r 1972) 1 fosfofructocina~ 

sa (Hoskins y Stephens, 1969) 1 fosfogliceratocinasa (VandeBerg 

y col., 1973), deshidrogenasa l~ctica asociada a mitocondrias­

pesadas (Zinkham, 1968; Clausen 1 1969; Blackshaw y Elkington,-

1970) y fosfodiesterasa de nucle~tidos c!clicos (Monn y colo 1 -

1972), para mencionar tan solo algunos ejemplos 0 

En lo que toca concretamente al ATP, sea cual fuere la ma 

quinaria encargada de producirlo, es eficiente, puesto que a -

los dos minutos de interrumpir el aporte sangutneo al testfcu­

lo su concentraci~n es de 2 0 5 rnM (H~rkBnen y Korrnano, 1971). -

Es notable, sin embargo, que al incubarlo in vitro desaparezca 

el ATP r~pidamente (H~rkBnen y Kormano, 1971; Means y Hall, --

1968). Este fen~meno ha permitido sugerir que quiz~ el testfcu 

lo carece del sistema regulador de los niveles de ATP (Means y 

Hall, 1968; Hollinger, 1971) existente en otros ~rganos (Holl­

inger, 1971; Atkinson y Walton, 1967). 
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Considerando que la concentraci~n de un metabolito en un­

momento dado depende del equilibrio entre su formaci~n y su -­

destrucci~n, como un enfoque inicial al problema Delhumeau-On­

gay y colo (1973a) estudiaron la capacidad del test!culo de la 

rata para hidrolizar ATP en diversas condiciones de maduraci~n 

(Delhumeau-Ongay y col., 1973a) y de regresi~n del epitelio -­

germinal (Delhumeau-Ongay y col., 1973b)o 

Informaron la presencia de una elevada actividad de ATPa 

sa (Ca 2 + - Mg 2 +), que est~ presente desde las 24 horas despu~s 

del nacimiento y que incrementa continuamente su actividad has 

ta los 21-24 d!as de edad, donde logra un valor m~ximo. Crono­

l~gicamente, esa pendiente ascendente de actividad ATP~sica co 

rresponde a la aparici~n y diferenciaci~n de espermatogonias y 

espermatocitos (Clermont y Perey, 1957). Despu~s de este punto 

la actividad enzim~tica disminuye y la pendiente negativa co-­

rresponde a la etapa de la espermiog~nesis. Se estabiliza a -­

partir del d!a 45 de edad, en que empiezan a aparecer los es-­

permatozoides (Delhumeau-Ongay y col., 1973a). 

En animales adultos, los autores indujeron la regresi~n 

del epitelio germinal por diversos m~todos, tales como hipofi­

sectom!a y criptorquidia experimental, observ~ndose en todos -

los casos un incremento significativo en la actividad de ATPa­

sa (Ca 2+ - Mg 2+), coincidiendo cronol~gicamente con el cese de 

la espermiog~nesis (Delhumeau-Ongay y col., 1973b). 

Considerando estos hallazgos dentro del marco de los cam­

bios tan notables, ya mencionados, que presenta el patr~n del-
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metabolismo en er~~tico testicular e n funci6n del estado de di­

ferenciaci6n del epitelio germinal, nos pareci6 de inter~s pr~ 

fundizar el estudio de la actividad ATP~sica del testfculo de­

la rata, plante~ndonos las siguientes preguntas: 

¿Cu~l es la localizaci~n intracelular de la ATPasa - CA 2 + 

Mg 2+ cuya actividad varfa durante la maduraci~n y la regre-­

sidn del epitelio germinal? ¿Se trata de una o de varias? 

En el caso de que estuviera involucrada la ATPasa mitocon 

drial ¿ se comporta en forma semejante a la de otros tejidos? 

¿ su comportamiento se modifica en condiciones de inmadu­

rez o de regresi~n del epitelio germinal? 

Antes de definir el planteamiento del trabajo experimen-­

tal de la presente tesis nos parece impresc:i.ndible resumir alg~ 

nas nociones sobre la funci~n de las ATPasas celulares cuanti­

tativamente m~s importantes en otros tejidoso 

I ATPasa microsoma] 

La ATPasa microsomal es una enzima que se encuentra fuer­

temente adherida a la membrana del ret!culo endopl~smico. Jue­

ga un papel muy importante en el ciclo contracci~n-relajaci~n­

de miofibrillas del mrtsculo y en la regulaci~n de los niveles­

del calcio {Martonosi, 1972) 0 

Para que las fibrillas musculares puedan contr a er s e re- -

quieren de una concentraci~n de Ca 2 + del ord en 10- 3 a 10-2 M0 -



Este es proporcionado por el ret!culo endopl~smico, en cuyo in 

terior se encuentra. La expulsi~n del Ca 2 + de las ves!culas 

del ret!culo endopl:tsmico es dependiente de la concentracidn -

de ADP 1 ATP 1 fosfato inorg:lnico presentes en el medio circund~n 

. ~ .~ 2+ el mdsculo se --te. Simultaneamente con la expulsion del Ca 

contrae utilizando la energta de hidrdlisis del ATP catalizada 

por la ATPasa de las miofibrillas. Para que el m~sculo pueda -

relajarse, requiere que la concentracidn de ca 2+ baje a nive-­

les de 10-6 a 10-7 M, lo cual se logra por mediacidn de la - -

ATPasa microsomal de las membranas del ret!culo endopl:tsmico.w 

La enzima es activada por calcio e introduce al idn al interior 

de las vestculas del retfculo endopl:fsmico mediante un trans..-

porte activo que requiere energ!ao Esta energta se obtiene por 

la hidrdlisis del ATP catalizada por la ATPasa 0 Por cada mol 

de ATP que se hidroliza se transportan dos ~tornos de ca 2+0 

Es pues evidente el fundamental papel de la ATPasa micro~ 

somal en el ciclo contracci~n-relajacidn del mdsculo, ya que M 

es un fendrneno dependiente de la concentracidn de calcio que 
_s 

exista en el medio. Si la concentracidn aumenta (10 
_2 

10 M) _, 
surge la contraccidn• si disminuye a 10 M, es posible la r~ 

lajacidn. 

Las desacoplantes de la s!ntesis de ATP rnitocondrial corno 

azida y 2.4-dinitrofenol• no afectan la fosforilacidn acoplada 

a calcio en el ret!culo endopl~smico 0 

Una concentracidn de ADP arriba de lmM inhibe tanto a la­

ATPasa como al transporte de calcio (ver revisi~n de Martonosi 

1972). 
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II ATPasa mitocondrial 

a) Factores que la constituyen. 

• Tzagoloff y colaboradores (1971) han extra!do y purifi­

cado el complejo ATPasa mitocondrial sensible a oligomicina de 

la levadura 0 Su peso molecular se ha calculado en 460000. El 

complejo ATPasa de levadura est~ constitufdo por lo menos de 

nueve diferentes subunidades proteicas. Para que exista sensi­

bilidad a oligomicina D se requiere la presencia y uni~n de -­

tres factores¡ 

- Ft 0 - ATPasa soluble en agua, no inhibida por oligomici­

na0 Esta ATPasa fu~ purificada primeramente por Pullman y col~ 

boradores (1960) de mitocondrias de coraz~n de buey. El peso -

molecular de F1 de levadura se ha calculado en 340000 0 Este F1 

consta por lo menos de cinco sub-unidades proteicas. 

- Prote!na que confiere sensibilidad a oligomicina (Olig.2, 

mycin sensitivity conferring Protein, abreviada OSCP) 0 Este ..... 

componente es una sola protetna que se ha demostrado es indis­

pensable para conferir la sensibilidad a oligomicina al compl_;, 

jo ATPasa mitocondrial. Este factor probablemente corresponda­

ª la sub-unidad siete del complejo. 

- Factor mernbranal 0 - Este factor consta por lo menos de -

tres sub-unidades proteicas y es el componente menos soluble. 

Mediante inhibidores de s!ntesis de protefnas ha podido -

determinarse que en el proceso de la biog~nesis de las mitocon 
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drías el factor F1 y OSCP tienen origen citoplasm:f~ico, en tan 

to que las subunidades del factor membrana! (subunidades seis, 

cinco y nueve) son de origen mitocondrial• al igual que la sub 

unidad ocho del componente F¡ (ver revisi~n de Tzagolof f y col. 

1973). 

b) Funci~n de la ATPasa rnitocondrial. 

A la ATPasa mitocondrial se le ha asignado un papel muy 

importante en una de las teorfas ~s aceptadas para explicar 

la fosforilacidn oxidativa, que es la teorfa quimiosm~tica de­

Mitchell8 

La fosforilacien oxidativa es el proceso en el cual se -­

conserva en la stntesis de ATPa la energta derivada del flujo­

de electrones producidos en la oxidacien de los intermediarios 

del ciclo de los ~cides tricarboxflicos8 a lo largo de la cad,! 

na respiratoria, (Lehninger• 1973) 8 Esta cadena esti constitu­

fda por varios eslabones de enzimas de transporte electr~nico­

con niveles de energfa sucesivamente inferiores hasta reducir­

al oxfgeno molecular que es el dltimo aceptar electrdnico de • 

la respiraci~n. Durante este proceso se conserva gran parte de 

la energfa libre del flujo de estos electrones en forma de e-­

nergfa del enlace fosfato del ATP. El transporte electr~nico y 

la fosforilaci~n oxidativa suceden en casi todas las c~lulas 

aerobias y las enzimas que catalizan estas reacciones se en• 

cuentran en la membrana interna de las mitocondrias. 

Mediante sensibles determinaciones espectrofotom~tricas 
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perfeccionadas por Chance, as1 como por el uso de inhibidores-

y por las determinaciones de los potencialPs est~ndar de redu~ 

ci~n de los pares redox involucrados, ha resultado posible de-

terminar la secuencia de reducci~n de los transportadores en -

la cadena respiratoria, segdn el esquema siguiente: 

succinato 
+ 

flavoprote1na 2 
+ 

sustrato + NAO + f lavoprotefna 1 + coenzima Q + 

t t 
flavoproteina 3 flavoproteina 4 

citocromo b + citocromo c¡+citocromo e ~ 

citocromos a + a 3 + ü 

Se han calculado a lo largo de la cadena respiratoria ca-

da uno de los cambios de energfa libre est~ndar que ocurren ...._ 

cuando dos parejas redox de potenciales est~ndar de reducci~n-

conocidos reaccionan una con la otra 0 Se ha podido comprobar -

que existen tres sitios de la cadena en donde se desprende una 

cantidad de energia libre suficiente para que pueda llevarse a 

cabo la reacci~n enderg~nica: 

ADP + Pi + ATP + H20 

Esto implica, naturalmenter la existencia de un mecanismo 

de fosforilaci~n oxidativa capaz de acoplar el exerg~nico pro-

ceso de la respiraci~n con la sintcsis de ATP (Lehninger,1973) 

El acoplamiento de la fosforilaci6n del ADP a la respira-

ci~n fu~ postulado por primera vez por Engelhardt al principio 

de los a~cs ~930 y desde entonces es iffipresionante la magnitud 
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del trabajo experimental que se ha llevado a cabo p~ra estu- -

diar el fen6meno (Lehninger, 1973; Lehninger, 1964; Racker, 

1965; King, 1966; Lardy, 1969). 

Loomis y Lipmann encontraron que la fosforilaci6n oxidati 

va puede disociarse de la respiraci6n por agentes específicos, 

particularmente por el 2,4- dinitrofenol y otros nitrofenoles 

(c.f. Lehninger, 1970). En presencia de estos agentes la resp~ 

raci6n de un tejido puede continuar normalmente o aún estimu -

larse, pero no se lleva a cabo la fosforilaci6n del ADP. Por 

esta raz6n esos compuestos se conocen como agentes desacoplan­

tes. Se han convertido desde entonces en instrumentos de diag­

n6sticos muy útiles en el estudio de las transformaciones ener 

géticas celulares. 

La fosforilaci6n oxidativa es extremadamente lábil, mues­

tra su máxima actividad en suspensiones recientes de tejidos -

que no han sido fraccionados. Una observaci6n muy importante -

es que para que tenga efecto el proceso de la fosforilaci6n se 

necesita que la membrana mitocondrial interna mantenga su es-­

tructura razonablemente inalterada. 

La fosforilaci6n oxidativa puede resultar inhibida por an­

tibi6ticos como la oligomicina (Lardy y col., 1958; Huijing y 

Slater, 1961), de tal modo que el control respiratorio por ADP 

es también inhibido. Esta inhibici6n puede parecer invertida 

por el 2,4-dinitrofenol, que sin embargo, no restaura la fosfo­

rilaci6n. Paralelamente la oligomicina es un inhibidor de la 

ATPasa mitocondrial (Lardy y col., 1958) y el 2,4- dinitrofe- -
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nol, e n ca~1b io , lu e stimul a ~ 

Para e xplicar el mecanismo de l a fosforilacidn oxidativa-

se han postulado tres hip~tesis que se r e sumen a continuaci~n: 

1 0 Hip~tesis del acoplamiento 9ufmico 0 

Esta hip~tesis postulada desde Chance y Williams, (195 6); 

Slater 1 (1958) y Pinchot y Hormansky (1962); puede resumirse -

en el siguiente esquema: 

DNP 
Ared + I + Box :t. Aox + I + Bred (1) 

Aox '\, I 
... 

+ E + Aox + E <v I (2) 

E "" I + 
o lf go 

Pi I + E -v P ( 3 ) 

E '\, p + 
... 

ADP + E + ATP (4) 

Presupone que al ser oxidado el acarreador Ared por el si 

guiente acarreador Box 1 se genera un compuesto de alta energia 

Aox "" I 2 en donde I puede ser de fnd o le proteica 9 Aox es des--

pu~ s desplazado por l a enzima E para formar E "" I y el fosfato 

a continuaci~n desplaza a I para dar lugar a la fosfoenzima ~ 

P ~ E 1 que es el donador inmediato de fosfato al ADPe Piensan-

los autores que la oligomicina bloquea el proceso e n donde se-

indica e n el esquema y que el 2 1 4- dinitrofenol (DNP) provoca-

la ruptura de Aox -v I ~ E "" I para regenerar Aox e I ~ bien ~ 

E e I respectivamen teg Segdn e ste e squema 1 la actividad de - -

ATPasa serfa la suma de las reaccion e s 2 1 3 y 4 1 d e spu~ s de la 

acc i~n del 2 1 4- d initro fcno l (c.f . Le hninger 1 1973). 

Existen dos hec hos qu e n o son f~cilmente explicados por •• 
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esta teorta: a) despu~s de muchos años de investigaci~n, no ha 

sido posible aislar o poner de manifiesto la existencia de los 

intermediarios de alto contenido de energta y b) la membrana -

tiene que mantener su estructura razonablemente inalterada en-

el proceso de la fosforilaci~n. 

2 0 Higt5tesis quimiosm~tica 

Tomando en cuenta estos dos hechos que no ha podido expl! 

car la hip~tesis qutmica de acoplamiento, el bioqutmico ingl~s 

Peter Mitchell (1966) postul~ que el transporte de electrones-

a lo largo de la cadena respiratoria genera un gradiente de -­

iones H+ a trav~s de la membrana y que ~ste gradiente est~ fo!, 

mado por la extracci~n de iones H+ del compartimento intramit~ 

condrial y su expulsi~n al medio circundante. Este gradiente 

de H+ energ~ticamente rico, es el que junto con el gradiente 

de potencial el~ctrico que se crea a trav~s de la membrana, 

originan la formaci~n del ATP a partir de ADP y fosfato, en 

una reacci~n de deshidrataci~n o condensaci~n. 

Postula Mitchell que una ATPasa capaz de eliminar el agua 

procedente del ADP y fosfato est~ orientada en el plano de la-

membrana rnitocondrial de tal modo que el agua resulta elimina­

da del ADP y del fosfato en forma de iones H+ y -OH sintetiz~~ 

dose ast el ATP 0 Mitchell tarnbi~n ha postulado que el 2 1 4- di­

nitrofenol desacopla la fosforilaci~n oxidativa porque es un 

~cido arom~tico d~bil liposoluble que puede ser absorbido en 

la fase lipf dica de la membrana para actuar corno transportador 

de protones, de tal modo que iguala la concentraci~n d e H+ a -
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ambos lados de l a meml.Jr a na y d e s ca rga el gradiente de pH nece-

sario para la formaci~n de ATP 0 

3. Hip~tesis de acoflamiento conformacional 

Es sabido que las mitocondrias aisladas se hinchan en pr~ 

sencia de determinados agentes tales como fosfato, y se con-

traen nuevamente en presencia de ATP, con expulsi~n de agua. 

Las mitocondrias en las c~lulas intactas experimentan tambi~n-

cambios de volumen energ~tico - dependientes. A partir de es--

tas observaciones se postul~ que la energ!a del transporte - -

electr~nico se conserva gracias a las enzimas acoplantes de --

tal modo que puede realizar: a) el trabajo qu!mico de la fosfo 

rilaci~n de la cadenar b) el trabajo osm~tico necesario para -

la acumulaci~n de iones y c) el trabajo mec~nico correspondie~ 

te a los cambios de conformaci~n de las membranas mitocondria-

les. 

Con la evidencia de que los cambios conformacionales pue= 

den ser muy r~pidos, Green y col. han sugerido que la energ!a-

del transporte electr~nico se convierte directamente en un es-

tado de conformaci~n de la membrana rico en energ!a y este es-

tado se supone que es la fuerza impulsora para la fosforila- -

ci~n del ADP (c 0 f 0 Lehninger, 1970). 

III Otras actividades enzim~ticas que hidrolizan el ATPo 

Ademe\'.s de las ATPasa s microsomal y mitocondrial podrfamos­

+ mencionar otras e nz imas que hidrolizan al ATP: la ATPasa (Na -

K+) de la membrana plasme\'.tica encargada de mantener los nive--
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les adecuados de Na+ y K+ intra y extracelularmente; la adenil 

ciclasa que cataliza la conversi~n de ATP a AMP cfclico + pir~ 

fosfato que r~pidamente se escinde para producir fosfato inor­

g~nico en presencia de una pirofosfatasa inorg~nica y numerosas 

enzimas que al catalizar reacciones biosint~ticas que requie-­

ren energfa hidrolizan ATPo 

Atkinson ha sugerido que la regulaci~n de las rutas que -

producen y utilizan enlaces fosfato de alta energfa es una fun 

ci~n del nivel energ~tico del sistema ATP - ADP - AMPa Ha mos­

trado cómo las secuencias metab~licas productoras de ATP y las 

que lo emplean responden al nivel energ~tico del sistema ATP -

ADP - AMP 0 El estado estacionario metab~lico es el punto en el 

cual la producci~n de ATP es igual a su utilizaci~n 0 Si el ni­

vel energ~tico desciende por debajo de este punto, las secuen­

cias productoras se aceleran por la respuesta de sus enzimas -

reguladoras a la concentraci~n de ATP - ADP y AMP. Si el nivel 

energ~tico aumenta por encima de lo normal tiene lugar una in­

versi~n. El sistema ATP - ADP - AMP resulta asf nivelado para­

actuar de ¡,,oda ~ptimo en el estado estacionario y se resiste -

fuertemente a cualquier desviaci~n del mismo (c 0 f o Lehninger,• 

1970)0 

Es sabido que el testfculo no mantiene sus niveles de ATP 

in vitro (Means y Hall, 1968) y que es activamente hidrolizado 

por un homogeneizado total de testfculo (Delhumeau-Ongay y col 

1973a). 

Es posible que una buena parte de esa actividad hidrolft.!:_ 

ca pudiera corresponder a las necesidades energ~ticas del epi-
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t e l io germina l, y ue sobr e t odo e n sus e stadio s más primitivos-

ti e ne una pro lif e r ación s uma me nt e activa (Holling er, 1971). 

Tambi é n es pos ible q ue otra parte i mportante de la hidr6-

lisi s del ATP se d e ba a la prese nc ia d e una o varias ATPasas,-

cuya locali za ción intracelular y caract e rísticas es por lo tan 

to importa nte definir. 

En la presente tesis se pretende: 

1.- Determi na r l a l o calización intracelular de la ATPasa - (--

+ + 
Ca 2 

- Mg 2 
) d e t estículo d e rata adulta no rmal. 

2.- De t ermi na r c uál o c uál es d e l as acti v idad e s ATPa s a - (Ca 2 + 

+ - Mg 7 
) son re s ponsab l e s d el i ncremen to en a ctivida d obser 

vado a nt e rio rme nte e n homogene iza d o s t o t a l es de t e stículo-

inmadu r o y adulto c r iptorquídico (D e lhumeau-Onga y y col., 

197 3a ;b). 

3.- En e l caso d e q ue sea d etectad a una e levada ac tivida d de -

ATPasa mitoco ndrial, estudiar su sensibilidad a los agen--

tes qu e habitua lmente modifican su activida d: 2,4- d i nitro 

fenal, es timulándola y oligomicina, inhibiéndola. 

4.- Extende r est e e stud io a diver s as c o ndi cion e s fisiol6gicas-

de l t e stíc ul o : i nma du r o , ad u lto ~orma l, adulto criptorquí-

d ico y adulto de a n i male s h ipofis ec t omizados . 
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MATERIALES Y METODOS 

Adenosín trifosfato sal dis6dica {ATP) - Sigma Chemical Co. 

Oligomicina (15% oligomicina A, 85% oligom. B) -

Sigma Chemical Co. 

2,4- Dinitrofenol - Sigma Chemical Co. 

Tris (hidroximetil amino metano (tris) - Sigma Chemical Co. 

Clorhidrato de trietanol amina (TEA) - Calbiochem 

Sal tetras6dica del ácido etilén dinitrilo tetra-ac~tico (EDTA) 
Eastman Organic Chemicals 

Los animales de experimentaci6n fueron ratas albinas machos de-

la cepa Sprague Dawley proporcionadas por el Bioterio del Depa~ 

tamento de Investigaci6n Científica del IMSS alimentadas ad li-

bitum con purina Chow sin ayuno previo al sacrificio. 

Método para preparar ratas con criptorquidia experimental 

Esta operaci6n quirúrgica fué practicada a ratas adultas--

cuyo peso corporal era de 180 ± 20 g., usando éter como anest6-

sico. La rata fu~ colocada en d~cúbito ventral, rasurada la re-

gi6n inguinal. Sobre la línea media posterior a la cicatriz um-

bilical y anterior al prepucio se hizo una incisi6n de 1.5 cm.-

en la piel. La operaci6n fu~ bilateral, y en cada lado el múscu 

lo cremáster fu~ disecado y retraído, expulsando el testículo a 

la cavidad abdoMinal. El mGsculo fué seccionado en su base y s~ 

turado el canal inguinal par& evitar que el testículo regresara 

a su posici6n escrotal. Fué practicada otra incisi6n de plano -
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muscular a la a ltura d e l a cicatriz umbilical sobre la línea me 

dia pa r a realizar una li gadura de la grasa epididimal con la p~ 

r e d del abdomen y se sutur6 por planos. Después de la interven­

ción cada rata fué inyectada intramuscularmente con penicilina­

de absorci6n lenta (15000 u.i.). Los animales fueron sacrifica­

dos entre la sexta y novena semanas después de establecida la -

criptorquidia bilateral. 

La intervención quir6rgica de estos animales fue realiza­

da por el Dr. Francisco Caracheo Reyes y colaboradores en los -

quir6fanos de la División de Cirugía Experimental del Departa­

mento de Investigación Científica del IMSS. 

Hipofisectomía .- La intervención fué realizada en anima­

les adultos de 250 ± 20 g de peso corporal por vía parafaríngea 

extrayendo la glándula completa por succión suave por medio de­

una pipeta Pasteur. 

Las hipofisectomías fueron llevadas a cabo por el Dr. Jor 

ge !van Olivera López en los quirófanos de la División de Ciru­

gía Experimental d e l De partamento de Investigación Científica -

del IMSS. 

Preparación de partículas subcelulares de tésticulo de rata. 

El namero de anima les utilizados en cada experimento varió 

de 3 a 15 se0 Gn el peso de los testículos, a manera de reunir -

a l red edor d e 2 g de t e Jido h6medo. Los animales fueron sacrifi­

c a dos por di.slocac ión cervic a l y d ecapitados pa ra exanguinar -­

al máximo pos ibl e . Lo s testículo s fueron ext r a ídos rápidamente, 
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enj uagados c·n sL1..;,u-os ._i 0 . 32 ~1 y tanto Li a rt e ria espermática co 

mo la túnicc1 all.Juc¡'ÍnL?d fueron desec hada s . SL·,· <1'1do s u avemente 

l os tes tículos con pape l filt ro Whattman No. 40 p udo eliminarse 

e l exceso de líquido. Los testículos fueron p esados y colocados 

en un vaso de precipi tados que con tenía el me dio de ex tracción­

(saca r osa 0. 32 M). Picado finamen t e e l t e jidn, Fu6 pasado a un­

homogen e i zador de r o tt er - E l v e jhem homogeneizado durante 30 se-­

g undos (d e 4 a 5 subida s y bajadas) , a d icionado e l medio de ex­

t r acci6n necesario para lograr una concentraci6n d e tejido del-

10 % (p/v). Filtrado por l a na de vidrio el h o moge n e izado fu6 dis 

trib uiído en tubos d e cen trífuga (Internacio nal refrigerada mod. 

PR-6 provi sta con un aditamen t o de alta velocidad . Rotor 296). 

La s e paración d e l as fraccio n es sub-celulares s e ll evó a­

cabo según e l esquema de la fig ura l. 

El homogeneizad o total fu6 centrifugado a 700 g durante -

7 min. obteniéndose la pr imera pastilla (P 1 ). El sobrenadante -

(Sil fu6 centrifugado a 30 00 g durante 10 min, pa r a la obtención 

de la fracción mitocondria l (P l ). El sobrenadant e (S 2 ) sig uió -

centrifugá ndose a hora a 10000 g durante 2 0 min para obtener la­

pastil la (P . ). El sobrenadante (S 3 ) fué di stribuído e n tubos de 

ultr acentr ífuga (Sp inco L-2 ca b eza l 50 Ti) y centrif ugado a - -

15 3000 g durante 40 min para l a obtención d e la 4a . fracción -­

!P e ) y el s obrenadant e final (Sf). 

Toda s l as pa sti ll a s , except o la c uarta , f uero n la vadas --

1 vez r esuspf• nd i (•ndolu s e n s u vol ume n o ri g ino ! '.l e medio de ex- -
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tracci6n y centrifugándo las a la misma v e l oc idad y tiempo qu e -

fueron empl e ados para obtenerla s . Cada una d e la s pa s tillas fué 

resuspendida en su vo lumen original de sacarosa 0. 32 M para ll e 

var a cabo los ensayos e nzimáticos . 

Cuando se estudi6 especialmente la act ividad e nzimática -

de la fra cc i6n mitoco ndrial (P 7 ) fué utili zado el siguiente me ­

dio de extracc i6n: sacarosa 0.32 M, trieta no lamina 3 mM, EDTA -

O.OS mM pH 7.2 - 7.4 siguiendo el esquema d e centrifugaci6n de­

la figura l . 

De todas la s pr e paraciones ob tenidas fueron conservadas -

a licuotas a -JOºC para posteriormente determinar su concentra-­

ci6n de proteínas por e l método de Hartree (1972). 

Toda s las manipulacione s d escritas fueron realizadas a --

OºC . 

Determinaci6n de l a act ividad de adenosíntrifosfatasa 

Se e~: le6 21 método de Bonting (1961) modificado ( Delhu-­

meau-Ongay y co l., 19 7 3a) que permite medir el fosfato inorg&-­

nico producido en l a reacci6n e nzimática. La actividad fué ex-­

presada e n µmoles de fosfato inorgánico producido 1 unidad de -

tiempo por gramo d e tejido h6me do o por gramo de proteína . 

El me dio de inc ubac i6n utilizado , a me nos qu e se i ndigu e ­

otra cosa fué el siquiente : 



mM 

ATP 2 

++ 
Ca 6 

++ 
~ 5 

Tris 146 

pH 7.5 

temperatura 37ºC 

preparación enzimática O.OS ml 

volumen total 

Los tubos de incubaci6n contenían el volumen correspondie~ 

te a 4 alfcuotas del medio de incubaci6n y fueron procesados --

por triplicado o cuadruplicado. Los tiempos cero contenfan el -

volumen correspondiente a una alfcuota y se procesaron separad~ 

mente por cuadruplicado. 

La reacción enzimática fue iniciada al adicionar el sustra 

to al medio de incubaci6n a menos que se indique en otra forma 0 

Fueron tomadas al fcuota s a los 2, 4 y 8 minutos, tiempos-

en que la velocidad inicial de la reacci6n enzimática fue li- -

neal. Estas alfcuotas fueron recibidas en tubos que contenfan -

2.5 ml de HC10 4 al 6% a OºC (la concentración final del Hcl0 4 -

fué del 5%). Los tiempos cero fueron procesados adicionando la-

enzima, enseguida el HCl04 al 6% a OºC y finalmente el substra-

to. Después de dejar reposar 20 min. a OºC para que precipita--

ran las macromoléculas, fueron centrifugados los tubos en una -

centr i fuga internacional refrigerada PR- 6 rotor 253 durante 10-

min a 2500 rpm, decantados y en 1.5 ml de l sobrenadante fué de-

terminado el fosfat o inorgánico. 



Determinaci6n de fosfato inorg~nico (m~todo de Bonting y col., 

1961) o 

Es un método colorimétrico. El producto de la reacción -­

entre el fosfato inorgánico y el reactivo utilizado es un com-­

plejo colorido, la intensidad de color es proporcional a la can 

tidad de fosfato inorgánico presente y el color es estable du-­

rante 20 horas. Para determinar la concentración en que se en-­

contraba el fosfato inorgánico en la muestra problema, fu~ esta 

blecida en cada experimento una curva estándar de fosfato dis6-

dico (deshidratado en horno hasta peso constante) a concentra-­

ciones conocidas y extrapolados los valores de densidad 6ptica­

del problema en la curva estándar. 

La cantidad de fosfato inorgánico producido en la reacci6n 

enzimática fué determinada en 1.5 ml del problema, adicionando-

1.S ml del reactivo preparado inmediatamente antes de la deter­

minación. El reactivo fu€ preparado adicionando 400 mg de sulf~ 

to ferroso a 10 ml de soluci6n de molibdato de amonio al 1% en­

~cido sul f 1rico 1.15 N. Dejando desarrollar la coloraci6n duran 

te 30 minutos, fu~ determinada la densidad 6ptica de las mues-­

tras problema y de la curva est~ndar a 700 nm en un eBpectrofo­

t6metro de doble haz Hitachi Perkin Elmer Coleman modelo 124. 

Los valores que se muestran son el promedio de 9 a 12 de­

terminaciones de fosfato inorgánico ± una desviaci6n estándar. 

Las determinaciones de significancia estad1stica se efec­

tuaron por la prueba "t" de Student. 



R E S U L T A D O S 

Con el o b jeto de investigar la localizaci6n intracelular­

de la actividad enzimática de ATPasa - (Ci+ - M~+) en testfculo 

adulto normal, inmaduro y adulto criptorqufdico, fueron diseña­

dos inicialmente varios experimentos para encontrar un esquema­

adecuado de centrifugación diferencial que permitiera el aisla­

miento de las diversas fracciones subcelulares. El que se enco~ 

tr6 más reproducible para las tres condiciones fisiol6gicas es­

tudiadas se muestra en la figura l. 

La composición morfológica aproximada de cada una de ellas 

seg6n la observación respectiva de las microfotograftas obteni­

das con el microscopio electrónico, se detalla en la tabla 1, -

indicándose el n6mero de la figura correspondiente a cada micro 

fotograffa. Es evidente que las fracciones de mayor pureza, en­

cada caso, fueron P2 y P 4 como representantes de las poblacio-­

nes mitocondrial y microsomal respectivamente. 

Distribuci6n de la actividad ATP~sica 

En un me dio de incubación que contenfa como ión al Ca 2 +,­

fué determinada en cada una de las fracciones subcelulares del­

test!culo en sus diferentes condiciones fisiol6gicas, la activ~ 

dad enzim~tica de ATPasa (figura 8). En e sto s e xpe r i mentos d e -

distribuc ión s ubc e lul ~ r d e l a a c tiv i dad e nzimática , s e utiliz6-

Ca2+ c orno i6n pa r a evita r la pos ibl e pa r t i c ipac i6n de la piro--
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P1 

lavada 

ESQUEM~ DE FRACCIONAMIENTO DE PARTICULAS 
SUBCELULARES DE TESTICULO DE RATA POR 
CENTRIFUGACION DIFERENCIAL 

HOMOGENEIZADO TOTAL 

(10 % peso/volumen en sacarosa Oa32 M) 

P1 

700 g 
3a5 rnin 

Si 

/, 
P 2 

700 g 
3o5 rnin 

P 2 
13000 g 
10 rnin 

lavada 

/1 

S1 

3000 g 
10 rnin 

s~ 

Pl3 

~ººº~ g O rn1n 

S 2 

P 3 sv 
lava da 3 

p~ 

Fig ur:a L 

0000 g 
O rnin 

S 3 

53000g 
O rnin 

1 
Sf 



'.i' A B L A 

COMPOSICION MORFOLOGICA AP ROXIMADA DE LAS 

FRACCIOi~ES SUBCELULARES DE TESTICULO DE 

RATA* 

Condici6n fisiol6-
F r a e e i 6 n 

g ica del test1culo 
P 1 P2 P , 

Adulto normal Nticleos 90% de 50% de 

Restos celu- Mitocondrias Mitocondrias 
lares 

50% de 
Células ente - (figura 2) ves1culas de 
ras ret1culo en do 

plásmico liso 
lf · ~ .. -3 11 

Nticleo s 95% de 70% de 

Inmaduro Restos celu- Mitocondriaa Ret1culo endo 

lares pllismíco liso 

(14 a 15 dfas y rugoso 

Células ente mitocondrias 

de edad) pequeñas y ras ribo somas 

(figura 5) (figura 6) 

P, 

Ret1culo 

e ndoplásmico 

liso y ribo-

somas 

(figura 4) 

Ret1'.culo 

endopllismí-
co 

y 

ribosomas 

(figura 7) 

* Seg tin la observaci6n de las microfotograf1as respectivas obtenidas 

con el microscopio electr6nico. 



FRACCIOimS SUBCELULARES DL TESTICULO ADULTO NORMAL 

Fig 3 

(x 20 000) 

Fig 2 

P?. 

(x 795 000) 

Fig 4 

l' 4 

(X 76 000) 



FRACCIONES SUBCELULARES OC TESTICULO INMADURO . 

Fig 6 

P3 

(x 76 000) 

Fig 5 

P2 
(x 76 000) 

Fig 7 

P4 

(X 24 2 000) 
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2+ ~ fosfatasa dependiente de Mg informada en testiculo (Delhumeau 

-Ongay y col., 1973a) y para medir en sus 6ptimas condiciones -

la actividad de la ATPasa tuicrosomal U1artonosi, 1972). 

En el testículo adulto normal y adulto criptorqu1dico, la 

actividad enzimática fu~ menor en la fracción P 1 , nula en el so 

brenadante final y elevada en las fracciones P 2 , P 3 y P 4 • 

En testículo inmaduro fué observada una actividad muy el~ 

vada en las fracciones P 1 , P2 y P4. En las fracciones P 3 y sobre 

nadante final la actividad fu~ menor. 

Tornando en cuenta la gran contaminaci6n de las fracciones 

P1 y P3 con las demás, fué evidente la existencia de dos dife--

rentes ATPasas, una mitocondr:ial (P 2 ) y otra microsomal (P 4 ). 

Ambas fueron más activas en el test1culo inmaduro y en el 

adulto criptorqufdico al compararlas con las del testfculo adul 

to normal. Sin embargo la distribuci6n de la actividad no fu~ -

igual en los dos primeros. En el testfculo inmaduro fu~ mayor -

la mito::ondrial que la microsomal y en el criptorqu1dico la si--

tuaci6n fué inversa. 

Debido a que era de nuestro particular interés el metabo-

lismo energ~tico del testículo fundamentalmente e n relaci6n con 

la oxidaci6n de carbohidratos y 11pidos, decidi mos enfocar nues 

tro trabajo al estudio de la ATPasa mitocondr ial Gnicamente, u­

+ tilizando con este fin la fraccion P 2 y como i6n e l Mg 2 
, ya que 

es éste el i6n divalente que funciona en condiciones fisio l6gi-

cas. 



31. 

En primer t~rmino nos pareci6 de importancia examinar la-

especificidad de la hidr6lisis enzimática del ATP por la frac-­

ci6n mitocondrial. Con este objeto fu~ determinada la producción 

de fosfato inorgánico a partir de diversos sustratos en presen-
2+ 

cia de iones Mg y de la fracci6n mitocondrial del test!culo -

adulto. La figura 9 muestra que la actividad enzimática fu~ ca-

paz de hidrolizar al ATP, GTP y UTP en forma similar, al ADP a­

menor velocidad y que en cambio no hidroliz6 el AMP ni al a-gl! 

rofosfato, apuntando por lo tanto a la especificidad hacia nu--

cle6tidos trifosfato característica de la ATPasa y a la presen-

cia de una nucle6tido difosfatasa de menor actividad. 

Es bien sabido que la ATPasa mitocondrial de tejidos como 

el coraz6n y el hígado es estimulada por agentes desacoplantes-

de la fosforilaci6n oxidativa como el 2,4- dinitrofenol (Lardy-

y col., 1953) e inhibida por antibi6ticos como la oligomicina -

(Lardy y col., 1958; Huijing y Slater, 1961). Fueron estudiados 

por lo tanto estos efectos sobre la actividad de la ATPasa mito 

condrial del test!culo, comparando siempre con el efecto que e~ 

tos agentes mostraban en nuestras manos sobre la ATPasa de mito 

condrias de hígado de rata obtenidas siguiendo el mismo esquema 

de fraccionamiento de la figura 1. 

Efecto de diferentes concentraciones de 2,4- dinitrofenol sobre 

la actividad de ATPasa mitocondrial tanto de hígado como de tes 

t1culo • 

Fu~ determinada la actividad enzimática en un medio de in 

cubaci6n que contenta al Mg 2 + como i6n ex6geno y al 2,4- dinitro 



Figura 9. Hidr~lisis enzim~tica de diversos sustratos 

por la fraccidn mitocondrial de test!culo 

de rata adulta normal. 
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fenul en las siguientes concentraciones: O, 10- 7
, 10-c, 10- 5

, 

- i~ - 4 2.5 X 10 1 5 X 10 1 (figura 10). En el -

hfgado fu~ observado e l rnnnrido efecto de este desacoplante, -

e sto es , una estimulaci6n de la actividad hasta del 215% a una­

concentraci6n de 1 x 10- 4 M ( p <0 .0 01) y una inhibici6n a mayo-

res concentraciones. 

En el test1culo inmaduro no fué observado efecto alguno -

sobre la actividad de ATPasa. Las diferencias observadas entre-

los valores promedio obtenidas para cada concentraci6n fueron -

e stadfsticamente no significativasº 

En el caso del test1culo adulto normal y adulto criptor--

qu1dico tampoco fué observado algún efecto estimulativo, única-

mente se manifest6 una inhibici6n de la actividad en las solu--

ciones m~s concentradas del 2,4- dinitrofenol, a partir de 2.5 

x 10- 4 M. En la tabla 2, se presenta el efecto del 2,4- dinitro 

fenal sobre ATPasa mitocondrial expresando la actividad pareen-

tualmente. 

Como la A'I'Pasa rnitocondrial del testfculo demostr6 ser 

una enzima muy activa en presencia de magnesio, pensarnos que 

quiz~ la presencia de este i6n pudiera enmascarar el efecto del 

2,4- dinitrofenol. Por ello, y para desechar es ta posibilidad,-

fueron realizados experimentos utilizando las mismas concentra-

cienes de 2,4- dinitrotenol en un medio de incubaci6n carente -

de i o ne s ex6genos. 

En la figura 11 pu e de observarse que la ATPasa mitocon- -

drial del h1g.::ido , en ausenc i a de iones ex6genos, se comport6 --



Figura 10 0 Efecto de diferentes concentraciones de 

2 1 4- dinitrofenol sobre la actividad de 

ATPasa mitocondrial tanto de higado como 

de testfculo de rata 0 
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T i\ B L A 2 

EFECTO DE 2 , 4-DINITROFE!lOL SOBRE LA ACT IVIDAD DE ATPa s a MITOCOND RI AL 

Co ncentraci6n 

d e 

~,4-Dinitrofenol 

( M ) 

H1 g o< o ~-d-u-1-to_N_o_r_ra_, a_l_T_ '¡ '' :m:,~ ,: 7Q r Ad o ; ~o~ - • 

o----------~~--------(~1~5~d~1~a=s_Q_e_ectaJcJ i ptorgu1dico 
1------ - - ---· ~--·----------·---~---- ·----- - - --- - - -----¡-· 

________ : 

1 00 .. , r ::-:----· - ---i 
---- ~-- 1-::·~ ~=~-j··. . ~ ---~- j 1' 

100 100 
--- -- -+-- - - - -----4---- ----· -- - -- . - --- -- - -- .. 

1 
1 

o 100 100 
---~ 

1 X 10-7 100 100 

1 X 10-6 202 100 

1 X 10-5 200 100 

1 X 10-4 215 100 

2.5 X l0-4 136 80 

10 0 

100 

100 70 ¡--- ----- · --
5 X 10 - 4 139 80 100 ! 70 

1 1 X lo-3 1 29 --+ 80 
\ 
1 
1 

l 1 X 10-2 57 40 

---------+--------~---------

-------~-------·-'--------· ··--~·--- ·· - -······-- ·-· · 

! 70 100 

100 34 

% de la actividad enzimática 
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+ prácticamente igual que en presencia de Mg 2 
, esto es, estimul~ 

ci6n de la actividad enzimática hasta cuatro veces el valor ba-

sal por el 2,4- dinitrofenol e inhibici6n a concentraciones ma-

yores. Es interesante hacer notar que la actividad enzimática -

se mantuvo en rangos semejantes a aquellos observados en prese~ 

cia de iones. En cambio, el ATPasa del test1culo, al suprimir -

la adición Mg 2 + tampoco mostr6 sensibilidad hacia el agente de-

sacoplante. Además, en estas condiciones, la disminuci6n tan --

marcada que se observ6 en la actividad, confirm6 que una gran -

parte de la actividad de ATPasa mitocondrial depende de iones -

Mg2+. 

En la tabla 3 se presenta el efecto del 2,4- dinitrofenol 

en ausencia de iones ex6genos, sobre la ATPasa mitocondrial de-

test1culo adulto criptorquídico. Se compara con los valores ob-

tenidos con las mitocondrias de h1gado. Como puede observarse,-

en estas condiciones el testículo criptorquídico tambi~n care--

ci6 de sensibilidad hacia el 2,4- dinitrofenol y nuevamente pu­

do apreciarse la magnitud de la dependencia de Mg 2+ de la ATPasa 

mitocondri a l, que como sabemos ya, es artn m~s activa en esta 

condici6n de regresi6n del epitelio germinal del testículo. 

Efecto de diferentes concentraciones de oligomicina sobre la 

actividad de ATPasa mitocondrial tanto de h1gado como de test1-

culo • 

Fu€ determinada la actividad de la ATPasa mitocondrial --

tanto en el h1gado como en el testfculo en un medio de incuba-­

ci6n que conten1a Mg 2 + 5 mM y oligomicina en las siguientes con 



Figura 11 0 Efecto del 21 4- dinitrofenol sobre la 

actividad de ATPasa mitocondrial de 

h~gado y de testiculo adulto de rata, 
. . d Mg 2+ en presencia y en ausencia e 

ex~genoo 
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T A B L A 3 

EFECTO DE 2,4- DINITROFENOL SOBRE LA 

AC7IVIDAD DE ATPasa MITOCONDRIAL EN 

AUSENCIA DE IONES EXOGENOS 

Concentraci6n ui'1oles Pi oroducido/lOmin¿mg 12rot. 
de 

Test1culo 2,4 - Dinitro-
H 1 g a d o Adulto fenal 

Criptorqufdico 
--- · (i1} -

o 0.24 ± 0.06 L20 ± 0.23 
- -----·--·- --· ----- ----- -·-- -----·- - --- · - · -

1 X 10- 7 Ool8 ± o Oo93 ± 0.29 
--

1 X 10- 6 0.79 ± 0.04 0.93 ± 0.40 

1 X 10- 5 0.99 ± 0.19 0.93 ± 0.12 

10- 4 1 1 X 1.15 ± ºººª ! L26 ± 0.23 

2.5 X 10- 4 Oo34 ± 0.15 L41 ± 0.33 
: 

i 
¡ 

5 X 10- 4 Oo37 ± 0.07 0.99 ± 0.26 
- --

1 ,. l0- 3 0.49 ±. 0.12 L17 ± 0.41 
J_ ! 

- -- - - -··- -- ·· - ·······------1--L .. --
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centracione s: O, O.OS, O.l, o.s, 1.0 y 10 ug/ml respectivamente 

(tabla 4) º Como era d e e sperarse, por e l conocido efecto inhibi 

torio de la o ligomicina sobre la ATPasa mitocondrial hep~tica -

(Lardy y col., 1958), en este tejido fué observada una inhibí--

ci6n altamente significativa (p < 0.001) que lleg6 a ser del or 

den de un 65 %. En cambio, tanto la ATPasa mitocondrial del tes-

t1culo adulto normal como la del criptorquídico, mostraron una-

falta absoluta de sensibilidad a la oligomicina en todo el ran-

go de concentraciones estudiadas. 

En la tabla 5 se presentan los mismos valores de la tabla 

4, pero expresados porcentualmente. 

Efecto de 2,4- dinitrofenol, oligomicina y la combinaci6n de am 

bos sobre la actividad de la ATPasa mitocondrial en diferentes 

condiciones fisiol6gicas del testículo y en hígado. 

En la tabla 6 se presentan los resultados de una serie de 

experimentos en los que fueron utilizadas las concentraciones -

1 x 10-~ M de 2,4- dinitrofenol y 1 ug/ml de oligomicina respe~ 

tivamente. Se escogieron porque son aquellos a los cuales se ob 

serv6 la estimulaci6n y la inhibición m~ximas respectivamente -

sobre la ATPasa mitocondrial de hígado. Se muestran los resulta 

dos de los experimentos individuales y no sus promedios debido-

a la variación que se encontr6 en los valores absolutos de acti 

vidad, de una preparación a otra. 

En esta forma es posible observar la re producibilidad del 

tipo de efecto del 2,4- dinitrofenol, de la oligomicina y de la 



T A B L A 4 

E F ~CTO DE OLIGOM ICINA SOBRE LA 

ACTIVIDAD DE ATPasa MITOCOND RIAL 

i --TESTICULO ADULTO TESTICULO 
Concentraci6n HI GADO NO RMAL CRIPTORQUIDICO 

1--- - -- - - -- -- -- -·---
de 

Oligornicina µ i'-1oles Pi producido / 10 rnin / rng proteína 
( µq/rnl) -----·----

o 0.22 ± 0.03 2 .2 5 ± 0 . 35 6.52 ± 0.38 
----·· · - - -- -- - - - ·-· ------ -----

¡ 

o.os 0 .1 8 ± 0 .01 2.11 ± O.lS 6.64 ± 0.39 

! 
0.10 0.12 ± 0.032 i 2.66 _+: 0 . 19 6.68 ± 0.46 

o.so 0.11 ± 0.02 
1 

2.31 ± 0 . 26 6.6S ± 0.3S 

1 

1.0 0.09 0 . 02 1 
2.3 1 0.30 ± 1 ± 6.41 ± 0.31 ¡ - - -- ---- -

10.0 o.os _+: 0.005 2.17 ! 0.32 6.46 ± O.SS 
---· -- - ------·--· - -- ------· - --·--·-- ----------



T A B L A 5 

EFECTO DE OLI GOMI CI NA SOBRE 

LA ACTIVIDAD m; ATl'asa 11ITOCONDRIAL 

Concentraci6n de 

1 

TESTICULO ADULTO ¡TESTICULO ADULTO 
oligomicina HIGADO NORMAL - -cn1p~.u .. rnrco __ 

(ug/ml) 
% - - - - -- -- - - -- ~- ------- - - - ·-- -·---··-- -··- ··· - --··-

o 100 100 100 
--- - --

o.os 82 100 100 
-·-·-- -- --- -·-· - - ··- - - - - ------ --- -- - - - ---

0.1 54 100 100 
·- --

0.5 50 100 100 

1.0 41 100 100 
--

10.0 36 100 
1 

100 

% de la actividad enzimát i ca 



EFEC TO DE 2 ,4- DIN IT ROF ENOL Y DE OLI GOM I C INA 

SOBRE L,\ ACT I VIDAD DE ATPasa ~!lTOCOi,DRIAL 

Condici6n ~~~ Sin ad ici6n 

Fi siol6gica pta. µ /1olcs Pi produc ido / 10 min / mg prote1na 
- -- ----- ----- - - --- --+------- ----- -- -- ----- ~--------

Test1culo 
Adulto 
No rma l 

Te st1culo 
Adulto 
Criptorqu1-
dico. 

2 

3 

4 

l 

2 

7.3 8 0 .63 6.7 2 

10.0 0 . 97 9.92 

~ -69 _::__0.6 1 ___ 4.12 

5.94 0 .3 9 5.65 ' 

6. 52 l. 44 5. 57 1.11 1 6.21 ' 1. 66 6 .9 j 2. 41 1 -- _.__ _ _ __ __ _ 

10 . 34 0 . 66 9. 34 0.91 9 . 36 + 0.59 11.37 , 1.14 

'--- ----- +--+-- _8_._4_4 _ _ 1_. __ 2_4 __ __ll_:_?_§___<__Q_,_~ _ .__!!_,.J!] ___ ~ __ ,lo__,-c...:1:..:9:.-+-7'--'.,__,s,,__,2"-"-- 2,,__,__. ,,_o ,,_6 __ 

-Te st1culo 
Rata 
Hipofisecto-
mizadao 

Test1culo 
Inmaduro 
( 14 - 15 

d1as ) 

Hígado 
Adulto 
i-lo rma l 

1c_ ~hl.:L-'_.Q_. ~ 2_ J .• 2 IL L _ Q.._5_3_ 1 l ?A () ~" -- ~ nn , " ' o 

2 5.00 . 0 .47 5.44 o. 51 j 5. 4 8 o.so 5.42 0.86 

3 4.42 1 0.4 1 3.27 ' o. 4 6 ! 
1 

3 .7 5 0.47 

9 . 3 . 0.79 12. 3 1.78 9.9 1 0.95 9.35 0 .73 
- - --- - --- --- -·- ·--- - ___ __ ¡ -

2 8 . S2 ' 0.6 1 8. S3 o. so ¡ 10 .9 6 1 . 79 8 .2 8 -~ 0.3S 

3 8 . 68 ' 0.68 8.4 0 o • 5 8 8 . 9 5 • o • S:_7c__ _ _¡ _ _.:_8 _:__" c:.2c:.1 _ _ _:;_o_:;_._7_8_-I 

4 8.60 0 .6 6 8 . 54 0 .96 7 . 34 0.44 6.82 0 . 90 
- --- ------- --- - -----

_ _!__1- ~6 o. lJ ____ 6 . 9 1 O. 1'1 Q, füL 1_ Q~l2 _ __Q~9A._ • _1L.lJ__ 

2 l. 26 0 .22 3.4 8 o. 41 0 . 57 ! 0 .0 8 0 .24 + o.os 
- - - - -·--

3 l. 05 0.11 
- --

3. 72 0 . 38 0.83 ' o.os o. 68 7! __ o,_0_1 ____ _ 

0 . 83 -' 0.10 1. 86 • 0 . 23 0 .4 7 0.140 0 .3 08 !: 0.06 
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combinaci6n de ambos, e n primer término, sobre la ATPasa mito-­

condrial hep~tic a , e s decir, e stfmulo por la adici6n de 2,4- d~ 

nitrofenol e inhibición por la adici6n de oligomicina as1 como­

por la presencia simult~nea de ambosº 

En cambio en el testfculo, independientemente del tipo de 

estirpes celulares que estuvieron prese ntes en cada situaci6n -

fisiol6gica estudiada y de su grado de maduraci6n, todas las -­

preparaciones mitocondriales mostraron insensibilidad en la ac­

tividad de ATPasa a la adici6n de 2,4- dinitrofenol, de oliqom~ 

cina, y de la combinación de ambos agentes. 



36. 

D I S C U S I O N 

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laborato-­

rio, se observ6 que el testfculo adulto normal posee una elev~ 

da actividad de ATPasa - (Ca 2 + - Mg 2 +) y que esta actividad a~ 

mentaba notablemente en condiciones de inmadurez (Delhumeau-0~ 

gay y col o 1 1973a) y de regresi6n del epitelio germinal (Delhu­

meau-Ongay y col., 1973b). 

Era pues de interés para nosotros determinar la localiza­

ci6n intracelular de esta actividad enzimática, tan~o en el -­

testfculo adulto normal como en el inmaduro y el criptorqufdi­

co, tomando a éste como una de las varias condiciones posibles 

de regresi6n del epitelio germinal, sin olvidar, claro está -­

los resultados obtenidos in vitro no necesariamente reflejan -

la situaci6n que pueda existir in vivo. 

En todas las condiciones f isiol6gicas estudiadas el test! 

culo demostr6 poseer actividad ATPásica tanto en la fracci6n -

mitocondrial como en la microsomal, ambas más elevadas en la -

inmadurez y en la criptorquidia que en testfculo adulto normal. 

Sin embargo este aumento en la actividad de ATPasa, que en los 

trabajos previos arriba mbncionados se habfa detectado sin po­

der discriminar su localizaci6n intracelular, ahora se ha vis­

to que no es de la misma naturaleza en la inmadurez y en la 

criptorquidia (ver figura 8). 

En efecto, aunque ambas actividades de ATPasa están aumen 

tadas, en el testículo inmaduro lo está más la mitocondrial, -

mientras que en la criptorquidia la más elevada es la microso­

mal. Nos referiremos a ésta en primer término. 



Es importante considerar que al introducir el test1culo -

en el abdomen, el aumento de temperatura ambiental a que se ex-

pone el órgano destruye paulatinamente las c~lulas m~s avanza--

das del epitelio germinal, de tal manera que a las 6 a 9 serna--

nas de criptorquidia (condici6n de los animales estudiados por-

nosotros) se encuentran presentes en el testículo principalmen-

te las espermatogonias {que no han dejado de estar expuestas a-

hormonas y que funcional y morfol6gicamente son diferentes de -

las de la rata inmadura (Clermont y Perey, 1957; Clermont y Mor 

gentaler, 1955; Lin y Fritz, 1972)}, las c~lulas de Sertoli y -

las c~lulas del tejido intersticial, que se piensa conservan en 

estas condiciones la mayoría de sus funciones y muy particular-

mente la de producir esteroides (Waites, 1970; Hooker, 1970). -

No es pues de extrañarse que, al aumentar proporcionalmente la-

poblaci~n dP este dltimo tipo de c~lulas, el retículo endopl~s-

mico, de importancia fundamental en la síntesis de esteroides,-

aparezca tambi~n en una mayor proporci6no Ignoramos cual pueda­

ser el papel de la ATPasa - Ca 2 + microsomal en el test1culo. Es 

bien conocida su importancia en el ciclo contracci6n-relajaci~n 

de miofibrillas del mdsculo, ya que se le atribuye el papel de-

l 1 . .,,, d 1 · 1 d e z+ d 1 d a regu aciun e os nive es e a 1 e os que a su vez epe~ 

de la posibilidad de que el mdsculo se contraiga, si aumentan,-

o se relaje, si disminuyen (ver revisi6n d e Martonosi, 1972). 

Ser~ de sumo inter~s en estudios futuros, examinar si es-

ta actividad enzimáti ca t iene alguna r e la c idn co n la funci6n --

productora o secre tora de hormo nas e steroides, Es posible sin -

embargo que tambié n 0s té ligada a otras funcion e s, ya que la ac 
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tividad de ATPasa microsomal fu~ tambi"en de magnitud considera­

ble en el testfculo inmaduro, que por no haber estado atln ex- -

puesto a la acci6n de las gonadotrof inas carecfa aan del estímu 

lo necesario para producir andr6g e nos. 

Consideremos ahora a la ATPasa mitocondrial, sobre la que 

se centr~ nue stro inter~s por pensar que podrfa estar más rela­

cionada con el metabolismo oxidativo del testfculo, que es sui­

generis, tanto por la presencia de una activa glicolisis aer6b! 

ca como por la dependencia de glucosa ex6gena que desarrolla el 

6rgano durante su maduraci6n (Free, 1970). 

La ATPasa mitocondrial del testículo adulto normal mostr6 

tener una elevada actividad especffica, que fu~ aan mayor en 

las fracciones mitocondriales del testfculo criptorqufdico y 

del inmaduro, teniendo ~ste los niveles m~s elevados. Estas ob­

servaciones llamaron nuestra atenci6nu pues es bien sabido que­

la actividad ATPásica de mitocondrias reci~n preparados de tej! 

dos tales como el hfgado, el coraz6n, el riñ6n, etc. es baja, -

al grado de que, se menciona repetidamente en la literatura que 

para estudiar la funci6n mitocondrial de tal o cual preparaci6n 

"solo se utilizaron aquellos que mostraban bajos niveles de ac­

tividad de ATPasa" (Schnaitman y Greenawalt, 1968) º 

Nos pareci6 pues de inter~s estudiar algunas de las carac 

t e rísticas de la actividad d e ATPasa mitocondrial del testículo 

iniciando este estudio por el efecto que sobre ella podrían te­

ner los cl~sicos agentes relacio nados con la ATPasa mitocondrial: 

el 2,4- dinitrofenol c o rno estimulant e , y l a oligomicina como --
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inhibidor, ambos activos normalmente a bajas concentraciones 

(Lardy y col., 1958; Huijing y Slater, 1961; Lardy y Wellman, -

1953). 

El 2,4- dinitrofenol, agente desacoplante de la fosforil~ 

ci6n oxidativa, habitualmente estimula la actividad de la ATPa-

sa mitocondrial cuando se agrega hasta concentraciones de 1 x -

10-q M (Lardy y col.v 1953; Hemker, 1964). A mayores concentra-

ciones su efecto es inhibitorio, probablemente por alterar la -

mol~cula de la enzima (Hemker, 1964). En nuestros experimentos-

pudimos observar que a concentraciones inferiores a 1 x 10-q M, 

en ning~n caso la ATPasa mitocondrial del testículo fu~ sensi--

ble a la adici6n de 2,4- dinitrofenol. Se utilizaron mitocon- -

drias reci~n preparadas, provenientes de test1culos de animales 

en muy diversas condiciones fisiol6gicas: inmaduras, adultos 

normales, adultos criptorqu1dicos e hipofiscctomizados. Este ha 

llazgo implica que inde pendientemente del tipo de estirpes cel~ 

lares presentes, t odas las poblaciones celulares del test1culo-

presentaron mito c o ndrias en cuya ATPasa no fu~ posible detectar 

sensibilidad al 2,4- dinitrofenol en las condiciones experimen-

tales utilizadas. 

Se ha mencionado en la literatura la posibilidad de que -

sea la porci6n de ATPasa no activada por iones divalentes la --

s e nsible a 2,4- dinitrofenol (Pedersen, 1971). Considerando que 

+ e n test1culo la activaci6n de la enzima por Mg 2 fuera de tal -

magnitud que pudie ra enmascara r el estimulo producido por 2,4--

dinitrofenol, en alg unos experimento s se suprimi6 la adici6n --

del iOn 0 Adem~s d e repetirse la insensibilidad al 2,4- dinitro-



fenol, pudo demost rarse que en comparación con las mitocondrias 

hep&ti ca s, e s mu y e levada la difer e ncia en actividad de ATPasa­

e n presencia y en ausencia de Mg 2 + exógeno 0 Hacemos hincapi~ en 

la palabra "ex6geno" porque no hicimos ningtin intento de deple­

tar de magnesio a las mitocondrias. 

Hasta donde nosotros sabemos, es este el primer informe 

sobre una ATPasa mitocondrial de un tejido normal de mamífero -

insensible al 2,4- dinitrofenol. 

Recientemente se ha descrito la incapacidad del 2,4- din! 

trofenol para estimular la ATPasa mitocondrial de algunas c~lu­

las de hepatoma (Pedersen, 1971; Kolarov, 1973) 0 En estas mito­

condrias se demostró que sus funciones de respiración, absor- -

ci6n de calcio, translocaci6n de nucle6tidos de adenina, asf c~ 

mo el patrón electrofor~tico de protefnas de las membranas mito 

condriales no diferfan mucho de las de las mitocondrias de c~lu 

las ascíticas tumorales de Ehrlich, considerados como poseedo-­

ras de mitocondrias normales (Kolarov, 1973). Estos datos pare­

cerían apuntar a la noción de que la incapacidad del 2,4- dini­

trofenol de estimular una actividad de ATPasa mitocondrial no -

necesariamente afecta a la funcionalidad global de esas mitocon 

drias. 

En lo q ue toca al efecto inhibitorio del 2,4- dinitrofe-­

nol que observamos en algunas de las preparaciones de mitJcon-­

d ria ~: t· .. s ticulare s al agregar el agente desacoplan t, a a ltas -­

c o ncentrac i ones , est& de acuerdo con el e fec to inhibitorio oh-­

servado en ei hL;ado por nosotros mismos (figura 10) y por otros 



autores as1 como con un estudio reciente en espermatozoide huma 

no eyaculado (Abla y col., 1974). 

Otro agente cuyo efecto inhibitorio sobre la actividad de 

ATPasa mitocondrial se ha vuelto clásico es el antibi6tico ali-

. gomicina (Lardy y col., 1958; Lardy y McMurray, 1959; Huijug y­

Slater, 1961). En los numerosos intentos de estudiar los posi-­

bles factores de acoplamiento de la fosforilaci6n oxidativa, -­

uno de los más ampliamente estudiados es la ATPasa soluble de -

las mitocondrias o factor de acoplamiento F 1 de Pullman, Penef~ 

ky, Datta y Rocker (1960a; 1960b), que se vuelve sensible a la­

oligomicina al agregarle otro factor submitocondrial al que se­

llam6 Fo (Racker, E 0 , 1962; Racker, E., 1963). 

El extenso trabajo experimental de Tzagoloff y col. (ver­

revisi6n, 1973) con mitocondrias de levaduras, le han permitido 

postular que el complejo ATPasa (peso molecular 460000) consta, 

por lo menos de nueve subunidades proteicas. De ellas, por lo -

menos cinco constituyen la ATPasa soluble o factor Fi y para -­

que exista la sensibilidad a oligomicina, es necesaria la pre-­

sencia de una prote1na, que distingue con las siglas OSCP (oli­

gomycin sensitivity conferring protein 6 prote1na que confiere­

sensibilidad a oligomicina). Para integrar al factor F1 con el­

factor OSCP ha postulado como necesaria la presencia de un fac­

tor membrana! altament e hidrof6bico compuesto por lo menos de 3 

subunidades proteicas. 

En nuestros experimentos, en ninguna de las preparaciones 

mitocondriales de test1culo estudiados pudimos encontrar un - -
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efecto inhibitorio de la oligomicina sobre la actividad de ATPa 

sa. En mitocondrias de hfgado observamos, en cambio, un efecto­

similar al informado por diversos autores (Huijing y Slater, --

1961; Lardy y colº' 1958; Lardy y colo, 1959)0 

Avner y Griffiths (1970), encontraron algunas mutantes de leva­

duras cuya ATPasa rnitocondrial era resistente a oligomicinao -­

Hasta donde sabernos, el presente trabajo es el primer informe -

de tal resistencia en rnitocondrias de rnarnffero. Ser~ de sumo in 

ter~s en estudios futuros, realizar la purificaci~n del comple­

jo ATPasa rnitocondrial de testfculo y la separaci~n electrofor~ 

tica de sus subunidades proteicas para indagar si el factor - -

OSCP o algrtn otro componente se encuentra ausente o es de fndo­

le diversa a los de las ATPasas hasta ahora estudiadas (Tzago-­

loff, 1973; Pedersen, 1971}º 

Esa investigaci6n se nos antoja importante, pues cada dta 

cobra mayor aceptaci6n en el mundo cientffico la hi~tesis qui­

rniosrn~tica de Mitchell (1966}, que asigna un papel fundamental­

ª la ATPasa rnitocondrial en el fen6rneno de la fosforilaci6n oxi 

dativa. 

El hecho de que las mitocondrias del testfculo en todas -

las condiciones f isiol6gicas estudiadas hayan demostrado ser -­

aberrantes, por lo menos en lo que se refiere a las caracterfs­

ticas de su ATPasa, plantea el interrogante sobre el grado de -

funcionalidad de estos organeloso 

Morfol~gicarnente, las rnitocondrias presentan variaciones-



en el curso de l a dif e r e nc i ac i6n celular, y en las estirpes ce­

lulares más a van zadas del epitelio germinal aparecen con formas 

y disposición muy peculia r e s (Machado de Domenech y col., 1973; 

Burgos y col., 1970). 

Funcionalmente han sido calificadas como normales, en base 

a trabajo experimental sumamente limitado (Fritz, 1973; Free, -

1970), por lo que será de sumo inter~s en un futuro pr6ximo ha­

cer un estudio cuidadoso de la funci6n de las mitocondrias tes­

ticulares en diversas condiciones de diferenciaci6n en lo que -

se refiere a respiraci6n en presencia de diversos sustratos, e­

ficiencia en la f o sforilaci6n oxidativa y control respiratorio, 

absorci6n de calcio, translocaci6n de nucle6tidos de adenina, -

sistemas transportadores, contenido y movimiento de iones, con­

tenido de piridfn nucle6tidos, etc. Asimismo ser~ interesante -

verificar si efectivamente, como ha sido sugerido ya (Means y 

Hall, 1968; Hollinger, 1971) el testículo carece de los siste-­

mas reguladores d e los niveles de ATP existentes en otros teji­

dos (Hollingerv 1971; Atkinson y Walton, 1967) 0 
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RESUMEN Y CONCLUSIONES 

Fué inves t igada l a J.ocaliz a ción intracelular de la ATPasa 

(Ca ~ + - Mg 7 +) d e l t e stículo de rata, determinando la actividad 

enzimática en cada una d e las fracciones subcelulares del tes­

tículo e n dif e r e nt e s condiciones fisiológicas, cuya composi- -

ción morfológica se determinó por microscopía e lectrónica. Se 

definieron dos tipos de ATPasas, una mitocondrial y otra micro­

somal. 

Como era de particular int e rés profundizar en el estudio 

del metabolismo e nergét ico del testículo en lo que se refiere a 

aspectos oxidativos, se trabaj6 únicamente con la ATPasa mito-­

condrial. 

Es sabido que en otros tejidos, agentes como el 2,4- din~ 

trofenol desacoplan la fosforilación oxidativa y estimulan a la 

ATPasa mitocondrial y que antibióticos como la oligomicina inhi 

ben a la fosforilaci6n oxidativa y a la ATPasa de la mitocondria. 

Por lo tanto, fué estudiado el efecto de estos agentes sobre la 

ATPasa mitocondrial tanto de testículo como de hígado, tomando­

ª este último como ref e rencia. 

La ATPas a mitocondrial del testículo en todas las condicio 

nes fisiológicas estudiadas (testículo adulto normal, aduito 

criptorquídico, a dulto de rata hipofisectomizada e inmaduro),m~ 

nif es tó un comportamiento ab erra nt e , ya que fué insensible al -

2,4- dinitrofenol hasta concentraciones de alr e dedor de 1 x 10- 4 

M y también a la oligomicina, hast a c o nc e ntraciones de 1 ug/ml. 
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