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INTRODUCCION

E1 testiculo es un drgano que forma parte del aparato reproductor masculino
que se destaca por funcionar como glandula mixta, enddcrina y exdcrina (35).
La primera funcién reside fundamentalmente en el tejido intertubular y la
sequnda en los tdbulos seminiferos. En éstos se localiza el epitelio germi-
nal, que es una poblacidon celular altamente organizada en combinacidn con
las células de Sertoli. La poblacidn de células de los tdbulos seminiferos
es una de las mas elaboradas y complicadas organizaciones en la arquitectu-

ra del cuerpo humano.

Las células germinales se presentan fundamentalmente en 4 tipos o estadios
de maduracidn: espermatogonias, espermatocitos, espermatides y espermatozoi-
des (19). La diferenciacidn de dichas células es un evento de cronologia muy
precisa y especifica para cada especie. E1 resultado de esta diferenciacidn
celular, 1lamada espermatogénesis, es el espermatozoide, que con el fluido

testicular, es el producto final de la funcidn exdcrina del testiculo (63).

Los tdbulos semlinffer-os. gue albergan a las células de Sertoli y al epitelio
germinal, se encuentran limitados por las células de la membrana basal (26).
Adheridas a ella, se encuentran las células de Sertoli (15-20% de la pobla-
cidn celular testicular) (1). Estas engloban a una parte considerable de

las células germinales y se unen entre si por uniones herméticas que no per
miten el paso libre de substancias a las células germinales y forman una -
barrera hematotesticular (26,57,64,66). Mantienen con las células germina-
les una estrecha intimidad y se les ha atribuido, entre otras, funciones de
actividad nutricia y fagocitaria en relacion con ellas (26). Las espermato-

gonias, que son las células mas primitivas del epitelio germinal, se locali



zan en la periferia de la membrana basal, alternando con las cé&lulas de Ser
toli. Se encuentran fuera de la barrera hematotesticular y son células di-
ploides que dan Tugar a los espermatocitos primarios. En la rata, éstos apa
recen en sus primeras fases a los 9 a 10 dias de edad. Los espermatocitos
primarios representan la primera division meidtica, caracterizada por una -
larga profase en la que es posible distinguir diferentes tipos de espermato
citos: preleptotene, leptotene, zigotene, paquitene y diplotene (17). La se
gunda divisidn meiftica sucede en los espermatocitos secundarios, cuya vida
media es muy breve, para dar a continuacidn las espermatides, que son célu-
las haploides que ya no se dividen y que en el proceso 1lamado espermiogéne
sis se diferencian en 19 estadios distinguibles morfolégicamente (45), cul-
minando con los espénnatozoides. En general, la espermatogénesis de la rata
albina de 21 dias de edad contiene dos poblaciones de células, las esperma-
togonias y 10s espermatocitos primarios y es hasta los 23 a 26 dias de edad
cuando empiezan a aparecer las espermatides. Las espermatides, que son las
células mas abundantes (constituyen aproximadamente el 60% de 1a poblacidn
celular testicular (1,16)), se diferencian hasta la etapa de espermatozoi-
des entre los 23 y los 40 a 45 dias de edad (17), en que &stos son empuja-
dos hacia la luz del tidbulo y expulsados con la participacion activa de las

células de Sertoli en el proceso denominado espermiacidn (26).

Los tdbulos seminiferos carecen de vasos linfaticos y capilares en su inte-
rior (63). E1 tejido intertubular estd constituido por las células de Leydig,
tejido conectivo, vasos linfdticos y sanguineos (63). Las células de Leydig
tan sdlo constituyen el 3% de la poblacidon celular testicular y en ellos -
reside la funcidn enddcrina del mismo, como es la produccién de andrdgenos

(35).



La vascularizacién del tejido intertubular y la ausencia de ella en el in-
tratubular,plantean una diferencia en la disponibilidad que tienen ambos te

jidos, tanto de nutrientes como de oxigeno.

Es de interés sefialar que en la mayoria de los mamiferos, el proceso de la
espermatogénesis se 1leva a cabo a una temperatura inferior a la del resto
del cuerpo (75), ya que en ellos, los tdbulos se localizan fuera del abdo-
men, en el escroto (75) La diferencia en temperatura es mantenida por un -
mecanismo de enfriamiento vascular en el escroto. Numerosos investigadores
han registrado temperaturas intratesticulares en mamiferos adultos incluyen
do 1a rata. Los valores informados para el testiculo de la rata varian de
29°C a 35°C, sefialandose una diferencia de 3°-5°C entre las temperaturas
abdominal y testicular (40). Esta diferencia en temperaturas, se ha encontra
do ser esencial para una espermatogénesis normal. Una alteracidn en la tempe
ratura normal, sea por criptorquidia*u otras causas, se traduce en la des-
truccidon de una gran parte del epitelio germinal (9,36,46,51) y en altera-

ciones importantes del metabolismo testicular (28,51).

Sin embargo, es importante sefalar que el testiculo, al nacimiento, se en--
cuentra localizado particularmente en el abdomen y que va descendiendo a su
localizacion escrotal durante la infancia, coincidiendo al final de este des
censo con la formacion de la barrera hemato-testicular, cuando los espermato
citos primarios del tipo paquitene hacen su aparicidon en la parte interior -

de esta barrera de permeabilidad (55).

Es conveniente aunar las caracteristicas anatomicas y ambientales con la 1le-
gada y tipo de nutrientes para comprender mejor las peculiaridades fisioldgi

cas del testiculo.

*ubicacidn abdominal



Por lo menos hay tres principales compartimentos fluidos en el testiculo por
los que pueden entrar o salir nutrientes o sustancias de desecho de las cé-
lulas testiculares (63). E1 primer compartimento estd formado por el sumi-
nistro de sangre de la arteria testicular a través de la red capilar en el
tejido intersticial. E1 segundo es el fluido intersticial entre los tidbulos,
que drena a vasos linfdticos y a grandes venas. E1 tercero es el fluido for-
mado en los tdbulos seminiferos, que sale a 1a luz de los mismos, va a dre-
nar al fluido del rete testi s*y se acepta, arrastra consigo productos del me

tabolismo de las células intertubulares (63).

La permeabilidad restringida de los tdbulos puede ser importante en el mante
nimiento de la composicidn Gnica del rete testis y el fluido tubular y tiene

significacion endocrinoldgica en elproceso de la espermatogénesis (57,64,66).

La tensién de oxigeno en un tejido refleja a grandes rasgos, el balance en-
tre el suministro y el consumo de oxigeno en el tejido. E1 flufdo sangufneo
a través del testiculo es menor comparado con el de otros drganos (68) y la
baja temperatura escrotal también modifica la tensidon de gas en el tejido

(28). Mediciones en sangre venosa espermatica de tensidn de oxigeno, indi-

can que el medio ambiente interno del testiculo puede ser hipdxico. Este --
factor puede proveer una limitacion en el proceso de produccidn aerbbica de
energia del testiculo. Por lo tanto, se puede esperar un camino glicolitico
eficiente o un anaerdbico para la produccidon de energia, especialmente en

aquellas células situadas hacia la luz del tdbulo, las cuales estdn mas le-
jos del aporte sanguineo (27). Esto es, de hecho, 1o que sucede en el testi

culo.

E1 testiculo maduro depende fundamentalmente de l1a glucosa exdgena para man-

*red testicular



tener su metabolismo energético (27). Una hipoglicemia inducida por insuli-
na en ratas adultas, se traduce en un dafio externo al epitelio germinal,con

gestidn y edema del interstici0 y vacuolizacion de las células de Sertoli
(53).

A pesar de utilizar preferentemente la glicélisis, no es ésta la Gnica via

de oxidacidon de la glucosa en el testiculo. Puede oxidarse en un Q.5% por

la via colateral de las pentosas y la produccion de '*C0, a partir de glu-
cosa 14¢ (29) acompafiada de un consumo de oxigeno, sefiala un funcionamien-
to del ciclo de Krebs. Sin embargo, se desconoce a qué grado participan las
mitocondrias en el metabolismo energético, ya que ademds de mostrar una morfo
logia muy pecu'liap,) en trabajo reciente de nuestro laboratorio se ha demostra
do que por lo menos una parte de su ATPasa, que normalmente es responsable de

la sintesis de ATP, se encuentra laxamente unida a la membrana (23), caracte

ristica poco compatible con una eficientefuncidn en el sentido Mitchelliano.

La caracteristica del testiculo de tener glicélisis aerbica elevada,es de

particular interés. E1 grado de glicdlisis aerdbica que 1leva a cabo un te-

jido, corresponde a los niveles de lactato que a partir de glucosa produce en
presencia de oxigeno. El1 testiculo en estas condiciones, produce gran canti-
dad de lactato, cosa que realizan pocos tejidos normales del organismo, tales
como la retina y el cerebro (52). Es, sin embargo, una caracteristica metabd-
lica de las células tumorales (60,77). Se ha observado que en el testiculo la
glucosa causa una estimulacion de la produccién aerdbica y anaerbbica de lac-
tato, aunque no se sabe el porcentaje de participacidn de la glicélisis aerd-
bica en el metabolismo energético del testiculo in vivo. Cabe sefialar aqui el

hecho, quizd debido entre otros factores, a que la temperatura testicular es



menor a la de los demds tejidos, de que contiene gran cantidad de isoenzimas
especificas. Por ejemplo, es notable la existencia de la deshidrogenasa ldc-
tica -x (LDH-x) especifica del testiculo (5,10,15), la cual se encuentra en
mayor proporcidn que las demds isoenzimas lacticas. La LDH-x aparece a los

20 a 30 dias de edad en la rata (7,8) coincidiendo con 1a aparicidon de 1a ba
rrera hemato-testicular (55). Es inhibida por altas concentraciones de piruva
to y no se inhibe a altas concentraciones de lactato (4,6,20,24) lo que ex-
plica que el testiculo produzca grandes cantidades de lactato a partir de -
glucosa, que ya se sefiald, es el sustrato exdgeno esencial del testiculo

adulto.

La velocidad con que funciona un camino metabdlico como la glicdlisis, es re
gulada por miltiples factores. Entre ellos destaca, por su importancia, la
existencia de enzimas "marcapaso", de las cuales es un ejemplo la fosfofruc-
tocinasa (13,38). Esta enzima es inhibida por altos niveles de ATP y es esti-
mulada por ADP y fosfato inorgdnico (13,38), sugiriendo que los niveles intra
celulares de estos nucledtidos, al regular la actividad de esta enzima, son,
a su vez, factores importantes en la regulacién de la velocidad de la glicd-
lisis (6). La relacion entre los niveles de ATP y ADP refleja el "estado ener
gético" de la célula y es &ste y no la concentracién de nutrientes quien mar
ca la direccion del metabolismo de los mismos hacia el catabolismo o el ana-
bolismo (47), en algunos casos por mecanismos como el descrito para la fosfo-

fructocinasa.

La velocidad de la via glicolitica, es, en la mayor parte de los tejidos, --
afectada por la concentracidn celular de oxigeno, ya que se ha demostrado que

al pasar una célula de condiciones anaerdbicas a condiciones de aerobiosis,



generalmente disminuye la utilizacidn de l1a glucosa y se observa una inhibi-
cidn de la produccién de lactato (60,77). A la suma de estos dos fendmenos,

se les ha 1lamado efecto Pasteur y es ampliamente reconocido que se trata de
una interaccidn de dos compartimentos celulares, el intra y el extra mitocon
drial, de mecanismo muy complejo y que dista mucho de ser bien conocido (60,

77).

E1 testiculo 1leva a cabo el consumo de glucosa acompaiiado de una apreciable
produccién de lactato alin incubado en condiciones aerdbicas (48), lo que im-
plica que tiene un efecto Pasteur deficiente. Esta falla podria también estar

relacionada con el funcionamiento un tanto peculiar de sus mitocondrias (23).

Ademds se sabe que el testfculo contiene ATPasas muy elevadas, al compararlo
con otros tejidos normales (21,22). Esta actividad de hidrolizar ATP estd en
relacidn con la maduracidn del epitelio germinal (22), presentdndose un maxi-
mo a los 22-25 dias de edad de las ratas, es decir inmediatamente antes de

completarse la meiosis y disminuyendo progresivamente hasta el momento de --

iniciar la madurez sexual, a los 40-45 dfas de edad.

Pensando en términos de economia, no es fdcil encontrar una explicacidn a es-
te fenémeno, ya que, si el testiculo obtiene una buena parte de su energia
por la glicélisis,que tiene un rendimiento energético muy pobre (2 ATP/mol

de glucosa), es poco congruente que manifieste actividades enzimdticas tan
elevadas que hidrolizan el ATP.

En células tumorales coinciden también estos dos hechos (30,72,77). Racker
planteé la hipétesis de que, ya que el producto de la reaccidn catalizada por

ATPasas es ADP y fosfato inorgdnico y estos son los activadores de la glicé-



lisis a través de su efecto sobre 1a fosfofructocinasa y otras enzimas simi-
lares, es necesario para estas células sacrificar parte del ATP producido -
por esta via para poder mantenerla activa (72). Para demostrar esta relacién
entre la actividad de ATPasas y la glicélisis, estudidé la produccidon de lac-
tato en presencia de diferentes inhibidores de ATPasas, demostrando que en
diferentes tipos de células tumorales, una o varias ATPasas participaban en

la regulacion de la glicélisis (71,72).

Nos ha parecido de interés intentar establecer si esta regulacidn de la gli-
cO6lisis por ATPasas es una caracteristica exclusiva de células tumorales o
si puede hacerse extensiva a células normales que manifiesten la coexistencia

de glicG6lisis aerdbica y de ATPasas elevadas, como es el caso del testiculo.

En el presente trabajo se establecieron las condiciones dptimas para deter-
minar la produccidn de lactato (producto final de la glicdlisis), por frag-
mentos de testiculo de rata en diversas etapas de maduracion del epitelio

germinal, en condiciones anaerdbicas y aerébicas.

Una vez estandarizada la metodologfa, se estudid el efecto, sobre la produc-
cidn de lactato, de inhibidores informados en la literatura como especificos
de algunas ATPasas, a saber: oligomicina, inhibidor de ATPasas mitocondria-
les (44), ouabaina, inhibidor de Ta ATPasa dependiente de Na+ y K+ (11),

quercetina, inhibidor de la porcion Fl de 1a ATPasa mitocondrial y de otras

ATPasas membranales (42,61).



MATERIALES

, Glucosa (anhidra) - Merck
Deshidrogenasa 1dctica (LDH) de mdsculo de conejo, de 450 U/mg (5 mg/m1)-
BGehringer.
Acido L(+) ldctico (dcido 1ibre) - Sigma Chemical, Co.
Quercetina (anhidra) - Sigma Chemical, Co.
Oligomicina (15% oligomicina A, 85% oligomicina B) - Sigma Chemical, Co.
Quabafna (octahidrato) - Sigma Chemical, Co.
2,4 - Dinitrofenol (DNP) - Sigma Chemical, Co.
Carbonil-cianuro-p-trifluorometoxifenil hidrazona (FCCP)- Donativo del Dr.
Antonio Pefia, del Departamento de Biologfa Experimental, Instituto de Biolo
gia, UNAM.

" Mezcla de carbfgeno (95% de 0,, 5% de 602) - Infra, S.A.
Nitrégeno (N2 puro) - Infra, S.A.

. Sacarosa - Backer.

“Trifosfato de adenosina, sal disédica (ATP) - Sigma Chemical, Co.
Clorhidrato de trietanolamina (TEA) - Calbiochem.

¢« Tris - (hidroximetil amino metano), (Tris) - Sigma Chemical, Co.
Sal tetras6dica del dcido etilen diamino tetraacético (EDTA) - Eastman Or-
ganic Chemicals.

~ Albimina bovina (cristalina) - Calbiochem.

~Se usaron ratas machos albinas, de l1a cepa Sprague Dowley, de 21 y 38 dfas
de edad, asi como ratas adultas de 250 g de peso aproximadamente, proporcio
nadas por el Bioterio de Ta Subjefatura de Investigacién Bdsica del Centro

Médico Nacional, alimentadas ad libitum con purina chow.
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METODOS

I. INCUBACION DE FRAGMENTOS DE DIVERSOS TEJIDOS.

1. Obtencién de los fragmentos de tejidos.

Las operaciones que se describen a continuacifn, se 1levaron a cabo en un

laboratorio frio a 4°C y las soluciones fueron enfriadas a 0°C en hielo.

A. Testiculo.

Se utilizaron de 2 a 20 animales en cada experimento, dependiendo del pe-
so de los testiculos, que varfa en funcion de la edad. Los animales fueron
;acrificados por dislocacién cervical y decapitados para exanguinarlos al md
ximo posible. Los testiculos fueron extrafdos rdpidamente y sumergidos en so
lucidén salina G isotdnica pH. 7.4 (composicidn mM: NaCl, 137, KC1, 5.5, KHZPOM

1.1, Na,HPO,, 1.1, MgSO,, 0.63). Por diseccidon, se les despojé de la ti

nica albuginea y de los vasos sanguineos gruesos, secdndolos suavemente so-
bre papel filtro Whatman No. 40 para eliminar el exceso de l1iquido y poder

pesar el tejido himedo.

B. Cerebro.

Se usaron tres ratas de 21 dias de edad en cada experimento. Fueron sa-
crificadas por decapitacién y rdpidamente se retird la piel que cubria la -
parte superior de la cabeza, para dejar el crdneo libre. Se cortd el hueso
del crdneo por la mitad con tijeras pequefas, tratando de no tocar el cere-
bro. Con unas pinzas se separaron cada una de las mitades del hueso. El1 ce-
rebro ya libre, se desprendid cuidadosamente y fue sumergido en solucidn sa
lina G. La parte utilizada para las incubaciones, fue la corteza cerebral -

(substancia gris) que se obtuvo por cortes de 1.5 mm a cada lado de los 16-
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bulos cerebrales, por medio de un bisturi. Se eliminé el exceso de 1iquido,

secando el tejido sobre papel filtro para pesarlo posteriormente.

C. Corazén.

Se utilizaron dos ratas adultas en cada experimento. Fueron sacrificadas
por dislocacién cervical y posterior decapitacifn para exanguinar al méximo
posible. Se retird la piel que recubria el tdérax y se hizo un corte en el
esterndn y costillas, dejando 1ibre el corazén. Répidamente se perfundié con
10 m1 de solucidn salina G por medio de una jeringa, introduciendo el 11qui
do por las venas que 1legan al corazdn. Posteriormente fue desprendido y su-
mergido en solucidn salina G donde fue picado en fragmentos de 3 mm aproxi-
madamente. Se retird el exceso de 1iquido, secando suavemente el tejido so-

bre papel filtro antes de pesarlo.

D. Mdsculo esquelético.
Se utilizaron tres ratas de 21 dias en cada experimento., Los animales fue

ron sacrificados por dislocacidn cervical.

Se hizo un corte de la piel en la parte posterior de las patas traseras,
dejando al descubierto el tejido muscular. Se cortaron los extremos de los
mdsculos gastrocnemio y séleo y con ayuda de unas pinzas, se sumergieron en
solucidn salina G, donde se picaron. Se retird el exceso de 1fquido, secando

los fragmentos sobre papel filtro antes de pesar la cantidad deseada.

2. PROCEDIMIENTO DE INCUBACION DE LOS FRAGMENTOS DE TEJIDO.

En una balanza Roller-Smith de dos platillos, se pesaron aproximadamente
50 mg de tejido para cada uno de los frascos de incubacidn, de fondo plano,

de 8 m1 de capacidad. Estos contenfan previamente un ml de la mezcla de in-
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cubacion, con la siguiente composicidn: solucidn salina G, pH 7.4, en el ca-
so de los controles, y solucién salina G, pH 7.4, conteniendo glucosa 10 mM
en los frascos con sustrato exdgeno. Cuando se estudiaron inhibidores poco
solubles en agua como la oligomicina, quercetina,2,4-DNP y FCCP, se disolvie-
ron en dimetil formamida. En esos experimentos, se hicieron los controles
correspondientes del efectodel disolventala ouabafna fue disuelta en solu-
cion salina G 6 en solucidn salina G conteniendo glucosa, segin el caso. To
das estas sustancias fueron adicionadas después de los fragmentos de tejido
e inmediatamente antes de iniciar las incubaciones. Todos los pasos anterio .

res se l1levaron a cabo a 0°C.

Se colocaron los frascos en una incubadora de Dubnoff a la temperatura que
se indicard en cada experimento. Se mantuvo una agitacién de 100 r.p.m. y
una aereacidn constante con una mezcla de 02 95%, 002 5%, para los experimen
tos en aerobiosis, y en "2 (nitrégeno puro), para los experimentos en anaerg
biosis. E1 tiempo de incubacién fue de 45 min, al témino del cual la reac-
cidn se detuvo por la adicidn de 0.25 ml de HE104 al 30% a 0°C (concentra--
cién final, 6%).

En el momento de iniciar la incubacién de cada frasco, se agregf la misma --
. cantidad de HC104 a otro, idéntico, que se utilizd para obtener el valor del

tiempo cero.

| Después de dejar reposar cada frasco 20 min a 0°C, se pasaron las muestras
f a tubos de centrffuga y se centrifugaron a 1500 x g, durante 10 min (centri-
|

\\fuga internacional PR-6 rotor 253) para separar el precipitado de macromolé

culas. Después de decantar el sobrenadante, se guardd el precipitado a -20°C
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para posterior determinacidn de proteinas. E1 sobrenadante se neutralizd a
pH 7.0 con K2C03, 3.75 M, agitando rédpidamente el tubo para eliminar el 002
formado en la reaccidn. El1 precipitado de KC104, se elimind centrifugando a
1500 x g durante 10 min y del sobrenadante asf obtenide, se tomaron alficuo-

tas para determinar dcido l&ctico.

11. DETERMINACION DE ACIDO LACTICO (METODQ DE TFELT-HANSEN AND SIGGAARD
ANDERSEN ( 73 )).

E1 método estd basado en 1a reaccidn catalizada por la deshidrogenasa
lactica (LDH), utilizando NAD+, de acuerdo a la siguiente reaccifn:

L(+) lactato + NAD" L o piruvato + NADH + W'

pH 9.5

E1 desplazamiento de la reaccidn hacia la formacién de piruvato, se favo
rece por el pH alcalino y por la adicifén de hidrazima que elimina el piruva-
to producido en forma de hidrazona. E1 NADH producido en la reaccifn, se mi-
dié espectrofotométricamente a 350 nm. En vista de la estequiometrfa de la -
reaccidn, la concentraci6én de NADH producido, se considerd igual a la concen
tracién de lactato en la muestra. Inmediatamente antes del andlisis, los
reactivos se mezclaron en tubos de ensaye, en el siguiente orden, (mantenién
dolos a 0°C hasta el momento de infciar 1a incubacién):

0.5 m1 de arsenito de sodio 0.5 M, pH 9.5
23 ul de solucidn de hidrazina 0.1 M

23 pl de suspensién de LDH de 5 pg/ml

50 11 de solucién de NADY 27 mM

Se adicionaron a 1a mezcla 0.1 ml1 de agua para el tubo blanco y una ali-
cuota de 0.1 m1 de sobrenadante neutralizado para los problemas; volumen fi-

nal de 0.7 ml.
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La incubacidn se 1levd a cabo a temperatura ambiente por un lapso de 60 mi--
nutos exactamente. La absorbancia fue leida a 350 mnm en un espectrofotdémetro ,

de doble rayo Hitachi Perkin-Elmer.

Para obtener la curva estdndar de lactato, se utilizé una solucién de dcido
L(+) ldctico 1 mM en HC104 al 6%, incluyéndose en cada experimento, las si-
guientes cantidades:

0, 11,5, 23.1, 46.21, 69.31 y 92.41 nmoles de lactato respectivamente
por celdilla (0.7 ml).

II1. PREPARACION DEL HOMOGENEIZADO TOTAL DE TESTICULO DE RATA.

E1 nimero de animales varid de 2 a 5, segin la edad y peso de los testi
culos para reunir aproximadamente 3 g de tejido himedo. Los animales se sa-
crificaron por dislocacidn cervical y fueron decapitados para exanguinarlos
al mdximo posible. Los testiculos fueron extraidos rdpidamente y sumergidos
en un medio isotdénico amortiguado (sacarosa 0.25 M, EDTA 0.05 mM, trietano-
lamina 3 mM, pH 7.4). Posteriormente se les quitd la tinica albuginea y los
vasos sanguineos gruesos, eliminando el exceso de Tfjuido con papel filtro
Whatman No. 40. Se pesaron en un vaso de precipitado de 30 m1 de capacidad
que contenfa 5 m1 del mismo medio. E1 tejido fue picado Finamente con tije-
ras, en fragmentos de 2 a 3 mm, para homogeneizarlo posteriormente en un ho-
mogeneizador de Potter-Elvejhem durante 30 segundos, adicionando el volumen
necesario de medio para lograr una concentracién final de tejido del 10% P/
V. Se filtré por lana de vidrio, constituyendo el 1lamado homogeneizado to-

tal.

De todas las preparaciones obtenidas, fueron conservadas alicuotas a -

-20°C para la posterior determinacién de proteinas. Todas las manipulaciones
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descritas fueron realizadas a 0°C.

IV. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasas.

Se empled el método de Bonting ( 11 ) modificado (Delhumeau-Ongay y Col,
( 22 ), que permite medir el fosfato liberado en la reaccidn enzimdtica que P
hidroliza ATP. El medio de incubacién utilizado fue: ATP, 2 mM, sacarosa,/’f
200 mM, HgCIz, 5mM, tris, 25 mM, a pH 7.5, preparacidn enzimdtica, 0.05 m1,
en un volumen final de 0.5 m1. La temperatura de incubacién fue de 37°C. Los
tubos de incubacidn se procesaron por triplicado, iniciando la reaccidn al
adicionar el sustrato al medio de incubacidén. Se incubd durante 0, 1 y 2 mi-
nutos.ituando se estudid el efecto de quercetina, ésta se adiciond disuelta
en dimetil formamida, después de la preparacidn enzimdtica e irmediatamente
antes de iniciar la reaccibn, haciendo los controles correspondientes del
efectodel diso]venté}La reaccidon se detuvo por la adicién de 2.5 m] de --
HC104 al 6% (concentracidén final 5%) a D°CJ Después de dejar reposar 20 min
a 0°C, los tubos fueron centrifugados a 1500 x g durante 10 min en una cen-
trifuga internacional PR-6 rotor 253 y decantados. En 1.5 m1 del sobrenadan
te, se determind el fosfato inorgdnico (Pi) por el método colorimétrico de
Bonting y Col, ( 11 ), basado en la formaci6n de un complejo colorido entre
el fosfato, el sulfato ferroso y el molibdato de amonio, en medio dcido. La
concentracidn de fosfato inorgdnico, se determiné a partir de una curva es-
tdndar de fosfato disddico, expresando los resultados como pmoles de Pi pro-

ducido/10 min/mg de protefna.

V. DETERMINACION DE PROTEINAS.

En todos los experimentos se efectuaron las detemminaciones de proteinas
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por triplicado, usando el método de Hartree ( 37 ). Para la curva estdndar -
de proteinas, se utilizd una solucidn de 100 pg/m1 de albimina cristalina,
incluyendo las siguientes concentraciones: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

45 y 50 pg de proteina por tubo de reaccién, en un volumen final de 2.5 ml.

VI. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los resultados fueron analizados estadisticamente por el método de
la "t" independiente de Student con el fin de detectar significancia entre
los controles, los controles condisolvente'y 1os adicionados con inhibidores

(18 ).

Ademds, en el caso de los experimentos en que se midié Ta produccidn de
lactato, se analizaron los resultados por el método de varianza miltiple y

por el método de Tukey ( 18 ).
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RESULTADOS

Con el objeto de establecer las condiciones mds adecuadas para estudiar la
produccién de lactato por testiculo de rata, se hicieron algunos experimen-
tos preliminares. Se efectuaron inicialmente con testiculo de rata adulta,
que proporcionaba una mayor cantidad de tejido. Se revisaron las condicio--
nes para la determinacidn de lactato, de acuerdo a la técnica mencionada en

"Métodos".

Inicialmente se obtuvieron grédficas de densidad Gptica, variando l1a longitud
de onda, de cada uno de los reactivos que intervenian en la determinacifn de
lactato, con el objeto de detectar si el mdximo de absorcidn del NADH, tenfia
interferencia con alguno de los demds reactivos. La figura 1 muestra que no
hubo tal interferencia. Se hicieron curvas de determinacidn de lactato en -
funcidn del tiempo, con el objeto de definir el momento en el que se pudie-
ra detectar enzimdticamente la totalidad del lactato producido. La figura 2
muestra que 60 minutos era tiempo suficiente para terminar la reaccién. En
la figura 3, se muestra una curva estdndar de lactato con 60 minutos de in-

cubacién.

Debido a que la solucidn estdndar de lactato era estable por mayor tiempo en
medio &cido, fue necesario neutralizarla en el momento de usarla. Se efectud

el mismo procedimiento de neutralizacidn en el sobrenadante de los frascos de

incubacién, antes de laadicidn de LDH.

Igualmente se establecieron las condiciones adecuadas para efectuar las in-

cubaciones de los fragmentos de tejido.
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Se hicieron algunos experimentos en los que se varid la cantidad de tejido
en un volumen fijo de incubacifn, tratando de que no fuera muy grande, pues
tenia que tomarse en cuenta que mds adelante se usarfan ratas pequefias, las
cuales proporcionan menor cantidad de tejido. E1 peso himedo/testiculo(] ) en
cada edad estudiada, se muestra en la tabla 3. Se encontrd que con 50 mg de
tejido y un m1 de volumen de medio de incubacidn, se obtenia una produccidn
de lactato a una concentracidn que correspondia a la parte media de la curva
estdndar de lactato. Ademds se observl que si se usaba una mayor cantidad de
tejido, la produccidén de lactato ya no era proporcional a la cantidad de te-
jido. Se escogié un m1 de volumen de medio de incubacién, ya que alcanzaba a
cubrir perfectamente el fragmento de tejido y no hubo el caso de que se di-

luyera demasiado el lactato producido.

Se 1levaron a cabo incubaciones de fragmentos de tejido a diversos tiempos,
de cero hasta tres horas, observdndose una disminucién del volumen del medio
de incubacién a partir de los 60 minutos. En base a estos experimentos, se -
escogid 45 minutos como tiempo de incubacidn, en el cual habfa una disminu-
cion de volumen poco apreciable y ademds una velocidad 1ineal de produccidn
de lactato a partir de glucosa exdgena (fig. 4). Los valores mostrados corres
ponden a la diferencia del lactato producido en presencia y en ausencia de

glucosa en cada tiempo sefalado.

Se fijé una temperatura de incubacién de 32°C para testiculo y de 37°C para
los demds tejidos, de acuerdo con las temperaturas fisioldgicas de cada uno,
a pesar de que cuando se incubd testiculo a 37°C, se observé una mayor pro-

duccién de lactato (fig. 5).
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Se decidid 1levar a cabo las incubaciones en agitacidn constante, fijando una
agitacién de 100 r.p.m., en la cual los fragmentos de tejido tenfan un movi-
miento suave, al mismo tiempo que permitia cierta homogeneizacidn constante del

medin de incubacidn.

PRODUCCION DE LACTATO POR FRAGMENTOS DE DIFERENTES TEJIDOS

Para tener un marco de referencia al estudiar l1a produccién de lactato por -
fragmentos de testfculo, se seleccionaron como tejidos de comparacidn, el ce
rebro, que también tiene glic6lisis aerébica ( 52 ), el corazén, que se sabe
inhibe su produccidn de lactato en aerobiosis ( 56 ) y el misculo esqueléti-

co, que con facilidad funciona como tejido anaerébico (56 ).

Los resultados se muestran en la tabla 1. La produccidon de lactato ocurrid
en muy diversa proporcidn en los tejidos en estudio bajo las distintas condi

ciones experimentales, que se analizan a continuacidn.

a) Efecto de glucosa.

La diferencia de produccidn de lactato en presencia y en ausencia de glu-
cosa ( /A ), fue notable en el cerebro y en el testiculo, muy pequefia en el
corazén y en el misculo esquelético en anaerobiosis y casi nula en ambos en

aerobiosis.

Estos resultados indican la gran dependencia de glucosa, como sustrato exdge
no, que es sabido tiene tanto el cerebro como el testiculo (30 ), Esta de-
pendencia es mucho menor en el corazdén y, finalmente se sabe que el misculo

esquelético utiliza preferentemente el glucégeno ( 33 ).



TABLA

1

Produccidn de lactato por fragmentos de tejido de rata*.

i Anaerobiosis Aerobiosis
Tej ido temperatura Sustrat
de incubacidn a0 Enddgenos| Glucosa A Enddgeno | Glucosa A
°C

Cerebro** 37 32.9 231.6 198.7 0.0 151.6 151.6

+11.8 +32.4 | +22.0 +25.9

n=3 n=3 n=3 n=3

Testiculo** 32 36.82 220.9 212.9 3.9 81.9 79.7
+11.5 +39.1 + 9.8 +3.0 +17.1 +13.4

n=6 n=5 n=9 n=9
Corazdn*** 37 18.3 44.5 26.2 0.0 0.5 0.5
Misculo** 37 134.5 142.6 11.1 101.7 102.9 1.2
esquelético i]3é13 + 8é7 +4.44 + 9.;6 :}O.;? +1.1

* nmoles de lactato/hora/mg de protefna, + D.S.
n=niimero de experimentos.
** 21 dias de edad.

**% adultas.
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b) Influencia de la fase gaseosa. Efecto Pasteur.
Los valores de lactato producido en anaerobiosis fueron mayores que los ob

tenidos en aerobiosis en todos los tejidos. En las dos condiciones, la produc
cién de lactato fue mds alta en cerebro, testiculo y mdsculo esquelético, que
en el corazdn. La presencia de oxigeno fue totalmente inhibitoria para la pro
duccion de lactato en el corazdn y parcialmente inhibitoria para los otros

tejidos.

Esta inhibicién puede expresarse mejor en témminos de Efecto Pasteur, de-
finido como 1a inhibicifén del consumo de glucosa y cesacidn de acumulacién de

lactato debido al consumo de oxigeno ( 60 ).

Al no depender del consumo de glucosa, es obvio que el misculo esqueléti-
co no 1lena los requisitos de un efecto Pasteur. E1 efecto Pasteur de los --
otros tres tejidos en estudio, se muestra en la tabla 2. Los valores mostra-

dos, son resultados del siguiente cdlculo:

Efecto Pasteur = 100 x lactato en anaeobiosis-lactato en aerobiosis
Tactato en anaerobiosis

En 1a columna A de la tabla 2, se utilizaron los valores de la tabla 1,
en presencia de glucosa.En 1a columnaB,los de 1a diferencia obtenida en pre-
sencia y en ausencia de glucosa. Puede verse que ambas columnas muestran valo

res del mismo orden de magnitud.

En el corazdén, la presencia de oxigeno, inhibié totalmente 1a produccién
de lactato. En el testfculo, la inhibicién fue parcial (alrededor del 60%) y

en el cerebro, fue pequefia (alrededor del 30%).

EFECTO DE LA EDAD DEL ANIMAL EN LA PRODUCCION DE LACTATO

Se seleccionaron para este estudio 21, 38 y 90 dfas de edad, respectivamente.
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A los 21 dias de edad, el epitelio gemminal incluye todos los tipos de esper
matocitos primarios, pero ninguna espermdtide. A los 38 dias de edad, incluye
espermdtides hasta el estadiol4 de Clermont, pero no han aparecido los esper-
matozoides. A los 90 dias de edad, las ratas son adultas y la espermatogéne-
sis es completa ( 45). La tabla 3 muestra la produccién de lactato a partir
de glucosa por fragmentos de testiculo de ratas de las tres edades menciona-
das. Los valores mostrados, son el promedio de n experimentos + Desviacién -
Estdndar y representan la diferencia entre el lactato producido en presencia

y en ausencia de glucosa.

En todos los animales se observé que en ausencia de oxigeno, la produccidn
de lactato a partir de glucosa, fue mayor que cuando estuvo presente. No hubo
una diferencia significativa entre las tres edades estudiadas tanto en aerobio
sis como en anaerobiosis. Si se considera como 100% 1a produccidén de lactato
en anaerobiosis, la produccidn en aerobiosis representa del 31 al 37% en las
tres edades, 1o que implica cerca de un 60% de inhibicién de la produccién

de lactato debida a la presencia de oxfgeno. (Efecto Pasteur).

En las ratas adultas, se encontrd mayor variacidn en la produccidon de lac-
tato, como 1o demuestra el valor de la desviacidn estdndar, por lo que en ade
lante, se prefirié trabajar en animales con testiculos inmaduros (21 6 38 dfas

de edad).



TABLA 3

Produccion de lactato por fragmentos de testiculo de ratas de diferentes edades

Fase Anaerobiosis Aerobiosis
gaseosa Efecto
Edad | Peso himedo nmoles de lactato/ nmoles de lactato/ Pasteur
(dias) por(tisticulo hora/mg de proteinay hora/mg de proteina*
g b4
21 0.23 212.9 79.7
+0.05 + 9.8 +13.4 61.0
n=4 =9
38 0.639 198.5 62.7
+0.08 +11.8 + 6.5 68
n=4 n=11
90 1.557 218 81.8
+0.25 +10 +20 62.4
n=3 n=13

* lactato producido en presencia de glucosa menos lactato producieado
por sustratos enddgenos, + D.S.

n=nimero de experimentos.
Temperatura de incubacidon 32°C.
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EFECTO DE QUERCETINA SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO

Una vez definidas las condiciones para el estudio de la gliclisis en el tes
ticulo, se procedid a examinar el efecto que sobre el proceso pudieran tener

diversos inhibidores de ATPasas.

En primer término se estudié el efecto de 1a quercetina, inhibidor de ATPasas

membranales (tabla 4).

La quercetina inhibié la produccidn de lactato. En aerobiosis, tal inhibicién
fue del orden de 37 a 50%, no habiendo diferencia significativa en el orden

de inhibicién entre ambas edades. En anaerobiosis aln cuando la produccifn de
lactato fue mayor que en aerobiosis, el orden de inhibicién fue del mismo --

rango que en aerobiosis, alrededor de 45%.

£1 disolvente usado para la quercetina fue dimetil formamida y su presencia no

afecté significativamente la produccidn de lactato.

EFECTO DE OLIGOMICINA SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO

La oligomicina es un inhibidor especifico de la ATPasa mitocondrial y por en-
de, bloguea la fosforilacidn oxidativa de lasmitocondrias. Se usd en una con-
centracién de 10 pg/ml (2.6 ug/ml de protefna), que en trabajo anterior de -
nuestro laboratorio, se demostrd era suficiente para inhibir la ATPsintetasa

( 21 ). Los resultados se muestran en la tabla 5.

Con sustratos enddgenos, hubo una estimulacién de la produccién de lactato,
en presencia de oxfgeno. En anaerobiosis no hubo efecto. En aerobiosis y en
presencia de glucosa hubo también una estimulacidn en la produccidn de lacta

to debida a la oligomicina, del orden de 260%. Esta estimulacién no fue sig-



TABLA 4

Efecto de quercetina sobre la produccidon de lactato

Fase
gaseosa

ANAEROBIOSIS

AEROBIOSIS

Control + Quercetina** Control + Quercetina**
mmoles de lactato/ nmoles de lactato/ % nmoles de lactato/ nmoles de lactato/ %
hora/mg de proteina* | hora/mg de proteina¥* hora/mg de proteina* | hora/mg de proteina*
212.9 74.0 35 79.7 38.9 48.8
21 +9.8 +26.1 +13 +13.5 +14.2 +16.9
n=4 n=3 n=6 =7
229.3 113.7 49,5 62.8 25.8 46.0
38 +10.8 +23.9 +7.2 + 6.5 +11.9 +13.2
n=2 n=2 n=6 n=10

* Diferencia entre el lactato producido en presencia y en ausencia de glucosa.
** (0.164 mM (50 pg/ml1), alrededor de 12 ug/mg de proteina.




TABLA

5

Efecto de oligomicina sobre la produccidn de lactato *

Edad o Sin Glucosa Con Glucosa A
(dfas)| Adicidn | co0erg1  Oligomicing™| Control  Oligomicind* % Control Oligomicina** %
48.2 38.9 244.7 217.8 89.0 212.9 178.96 97.78
Anaerobiosis +14.3 +2.04 * 17.5 & b +10.3 + 9.8 + 9.5 + 8.58
n=3 n=2 n=3 n=2 n= n=2
21
3.9 23.36 81.9 268.6 269.0 79.7 245.2 274.4
Aerobiosis | +4.7 +13.76 + 17,1 + 45.5 +56.8 +13.5 + 33.4 +15.5
= n=4 n=10 n=3 n=9 n=3
31.9 34.79 242.9 224.1 87.5 211.5 189.31 88.66
Anaerobiosis|+10.2 +14.0 + 28,3 + 39.0 +22.3 + 11.8 + 35.4 +14.5
38 n=3 n=3 n=7 n=3 n=7 n=2
2.8 12.34 62.7 161.65 257.8 62.8 140.25 250.1
Aerobiosis |* 3.6 *8.2 * 10.6 * 23.0 33.5 | * 6.5 t 26.0 + 46.0
n=8 n=5 n=11 n=8 n=6 n=8

* nmoles de lactato/hora/mg de proteina
0.028 mM (10 pg/ml1)

*k
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nificativamente diferente entre ambas edades. En anaerobiosis en cambio, no -

se observd un efecto significativo.

Se hicieron también experimentos en donde los inhibidores fueron adicionados

en forma simultdnea al medio de incubacidn (tabla 6).

En presencia de glucosa y en aerobiosis, la estimulacidn producida por la oli
gomicina fue contrarestada por la quercetina. Tomando como 100% el valor del
lactato obtenido en presencia de oligomicina sola, la inhibicién producida
por la adicidon simultdnea de 1a quercetina, fue del mismo orden observado -
que al agregar al control la quercetina sola. En anaerobiosis no hubo nueva-
mente efecto de la oligomicina sola. La combinacidn de 1a oligomicina mds la
quercetina, inhibié 1a produccidn de lactato hasta un valor del mismo orden

observado que cuando la quercetina se agregdé como Gnico inhibidor.



TABLA 6

Efecto de oligomicina y quercetina sobre la produccidon de lactato
Control Quercetina* O0ligomicina** Quercet ina*
0ligomicina**
% % % %
Anaerobiosis 100 41.3 100 49
Aerobiosis 100 41.1 100 42

* 0.164 mM (50 pg/ml).
*40.028 mM (10 ng/m1).




.24

EFECTO DE AGENTES DESACOPLANTES DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA
SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO

Tanto el 2, 4-dinitrofenol (DNP) como el carbonil-cianuro-p-trifluorometoxi-
fenil hidrazona (FCCP), son conocidos como agentes desacoplantes de la fosfo
rilacién oxidativa de las mitocondrias y por lo tanto son también inhibido-
res de la sintesis mitocondrial de ATP. Se hicieron experimentos prelimina-
res usando estos dos agentes, a las concentraciones que se sabe son Gptimas

b
para ejercer su efecto desacoplante: 1 x 10 M para el DNP ( 43 ) y 2 x
10-‘ M para el FCCP ( 32 ).

Los resultados que se muestran en la tabla 7 fueron similares a los obteni-
dos con oligomicina. La inhibicidn que se observd en anaerobiosis fue de muy
baja significancia. En cambio en aerobiosis, nuevamente se observé una esti-
mulacidn de 1a produccién de lactato. Tamando como 100% el valor mdximo ob-
tenido en cada una de las condiciones, el orden de inhibicién debido a la --
quercetina sola o acompafiandoa los otros agentes, fue similar al observado

anteriommente.

EFECTO DE OUABAINA SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO

En numerosos tejidos se ha descrito el efecto inhibitorio de la ouabaina so-
i + + :
bre 1a ATPasa dependiente de Na  y K, bloqueando el transporte de estos io

nes a través de la membrana plasmdtica ( g7 ).

A pesar de que en el testiculo este efecto no ha sido demostrado més que in-
directamente ( 67 ), se decidié estudiar su efecto sobre la produccidn de -

lactato, ya que ha sido el inhibidor de ATPasas que mds consistentemente ha



TABLA 7
Efecto de agentes desacoplantes de la fosforilacidn

oxidativa sobre la produccidn de lactato

ADICIONES ANAEI;OBIOSIS AEROBIOSIS
%
Ninguna 100 100
25 4-DNP* 80.32 268.4
FCCP ** 70.3 221.3
Quercetina*** 41.3 41.1

25 4-DNP+Quercetina 67.8 -

FCCP+Quercetina 38.4 -
2,4-DNP 100 100
2314-DNP+Quercetina - 46.8
FCCP 100 100
FCCP+Quercetina - 48.6
*1x104M

xx 2 x 1070 M

wer 1,64 x 10700 M
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mostrado inhibir la glic6lisis en células tumorales.

La tabla 8 muestra los resultados de los experimentos en los que se estudid
el efecto de la ouabaina sobre la produccién de lactato en presencia de glu-
§
cosa. Ain a concentraciones de 1 x 107 M no se observé ningin efecto signifi

cativo sobre la glicélisis aerdbica 6 anaerdbica

EFECTO DE QUERCETINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE ATPasa DE HOMOGENEIZADO

TOTAL DE TESTICULO DE RATA

Es bien conocido el efecto inhibitorio de 1a oligomicina sobre la ATPasa mi-
tocondrial, aunque en el testiculo este efecto tiene caracteristicas peculia

res ( 23 ).

La quercetina, a su vez, se ha informado es inhibidor de ATPasas membrana--

les (11,71,72).

En vista de la marcada inhibicidn de la produccidn de lactato ejercida por
la quercetina, se 1levaron a cabo algunos experimentos en los que se estudid
el efecto de la quercetina sobre la actividad de la ATPasa-Hg2+ de homoge--
neizados totales de testiculo de rata. Los resultados se muestran en la ta-
bla 9. Se observd entre 15 y 30% de inhibicidon de la actividad enzimdtica -

en las condiciones estudiadas.



TABLA 8

Efecto de ouabafna sobre Tla produccion de lactato

ANAEROBIOSIS

AEROBIOSIS

Control

+ Quabafha*

Control

+ QOuabafha*

nmoles de lactat

o/hora/mg de p

roteina

218.9 207.7 61.4 55.9
+28.3 +17.6 +10.6 +21.1
n=3 n=2 n=8 n=3

* 1x10%m




Efecto de quercetina sobre la actividad

TABLA 9

de ATPasa de homogeneizados totales de rata*

Experimento Control + Quercetina
nimero wnoles Pi/10 min Concentracidon pmoles Pi/10 min % P
/mg proteina mM /mg proteina
1 5.73 0.132 4.77 83.2 <0.005
+0.40 +0.1
4.02 0.132 3.31 82.3
2 +0.1 +0.2 <0.001
5.63 0.164 4,78 84.9
3 +0.07 +0.1 <0.005
3.88 0.198 2.6 67.0
4 +0.3 +0.1 <0.005

* Medio de incubacidn (mM): sacarosa 200, MgC12, 5.0, ATP, 2.0, 0.05 m1 de homogeneizado total
al 10% P/V (0.3 mg de proteina aproximadamente), temperatura de incubacidn 37°C, volumen fi-
nal 0.5 ml.

** Calculado a partir de la "t" de Student.
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DISCUSION

Es bien sabido que el testiculo adulto depende de la glucosa como sustrato
exdgeno (3,27,29,54,65), casi tanto como el cerebro (30,52), tambien se sa-
be que el testiculo in vitro, produce gran cantidad de lactato a partir de
glucosa, tanto en condiciones aerdbicas como anaerébicas (25,29,48). Esta pro
duccion de lactato aumenta al incrementar la cantidad de glucosa en el me-

dio (27).

Las condiciones fisioldgicas de relativa hipoxia del testiculo (27,28,68,70),
inducen a pensar que es posible que las células germinales puedan usar la via
glicolitica para oxidar glucosa hasta lactato. La observacidn de que las ca-
racteristicas cinéticas sui generis de la principal isoenzima de la deshi-
drogenasa lactica LDH-x, favorecen la produccidn de lactato (4,6,69), es
congruente también con la utilizacidn de la via glicolitica, asi como los ni
veles de lactato que se han detectado en el fluido testicular, que supuesta-
mente incluye productos de desecho de células germinales (27,58,74). Nues-
tros resultados (tabla 1), ademds de confirmar hallazgos previos, apoyan di-

cha suposiciodn.

E1 hecho de no encontrar diferencia significativa en el lactato producido a
los 21, 38 y 90 dias de edad de las ratas (tabla 2), confirma la sugerencia
de que tanto espermatocitos primarios en el estadio paquitene, como esperma-
tides y espermatozoides, comparten este tipo de metabolismo (27) ya que son
respectivamente el tipo celular predominante en cada una de las edades estudia

das (1).

Sin enbargo, a pesar de todas las evidencias arriba sefaladas apoyando la gli
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cOlisis aerdbica del testiculo, es importante subrayar que ignoramos hasta
ahora ' en qué porcentaje participa en el metabolismo energético del testi-

culo in vivo.

Alin mds, pensamos que nuestros datos, asi como los informados por otros au-
tores sobre produccidn testicular de lactato in vitro, es posible que sean
diferentes a los fisioldgicos, ya que en otros tejidos y particularmente en
el cerebro, se ha demostrado que la concentracidn de oxfgeno en el microam-
biente de las células, es un elemento importante de regulacidn del tipo de
metabolismo (glicelitico u oxidativo) que ellas realicen (52,59). De hecho,
los datos que informamos (tablas 1 y 2) referentes al cerebro, son acordes con
los obtenidos por otros autores en condiciones experimentales similares, pero
diferentes a los obtenidos in vivo. Por ejemplo, en el hombre, por medicidn
de diferencias arteriovenosas de la concentracidon de lactato en sangre, ha
podido inferirse que el efecto Pasteur en el cerebro in vivo, es del orden
del 85% y que el metabolismo de la glucosa es eminentemente oxidativo, aun-
que sT existe un 15% de glic6lisis aerbbica (49,52). También se ha sefialado
la extraordinaria capacidad del cerebro de adaptarse en cuestidn de segundos
a condiciones de hipoxia, cambiando su metabolismo oxidativo a glicolitico,
como respuesta inmediata a la necesidad de abastecer su requerimiento de

energia (50,52).

En el caso del misculo, en lo que se refiere a la utilizacidn de sustratos,
es bien sabido que en general consume su propio glucégeno (56), aunque en de-
terminadas circunstancias, la fuente inmediata de energia es la fosfocreati-
na (56). En lo que toca a su metabolismo, se sabe que depende del tipo de -

misculo en estudio el que sea aerdbico & anaerbbico. En términos generales,



el metabolismo aerﬁbico.es proporcional al nimero de mitocondrias y éste se

presenta en funcidn del tipo de actividad que ejerce cada misculo (35). Ejem
plos de misculos en los que predomina el metabolismo anaerdbico son el sdleo
y el gastrocnemio, asi como el corazén lo es de metabolismo aerdbico (31,35).
Asimismo, este organo dispone de un mecanismo de regulacidn de la glic6lisis

por el funcionamiento de sus mitocondrias en condiciones aerdbicas (35).

Nuestros resultados (tablas 1 y 2), son acordes con todos estos conceptos,

que sobre metabolismo muscular estdn informados en la literatura.

En vista de estas consideraciones es razonable concluir que la dependencia de
glucosa es diferente en cada tejido y que ésta dependencia estd dada segin los

requerimientos energéticos y las condiciones a las que estd sujeto cada tejido.

Independientemente de que no pretendemos hacer extrapolaciones de nuestras ob-
servaciones a 1o que sucede in vivo, en nuestras condiciones experimentales en-
contramos que la produccidn de lactato en todos los tejidos estudiados, fue mayor
en condiciones anaerdbicas que en condiciones aerdbicas. De hecho en el corazdn

esta produccién fue nula en presencia de oxigeno.

Refiriéndonos particularmente al testiculo, es dificil comparar los datos de
produccion de lactato obtenidos en el presente trabajo con los informados por
otros autores (48), ya que éstos expresaron sus datos de distinta manera y
usaron diferentes condiciones experimentales en lo que se refiere a la deter-
minacion de lactato, la edad de los animales y la temperatura de incubacidn.
Leiderman y Mancini (48), usaron ratas preplberes de 15 dias de edad y adul-
tas e incubaron los fragmentos de testiculo a 37°C. Esta temperatura, segin

nuestros datos (figura 5) arroja cifras diferentes a las de las incubaciones



.29

efectuadas a 32°C. Esta diferencia puede tener una importancia fisioldgica,
ya que se ha informado que si se incuba testiculo escrotal en agua a 42°C por
30 min 6 hay ubicacién abdominal de un testiculo (criptorquidia) por dos se-
manas, se presenta degeneracidn testicular (9). Lee y col. informaron que si
se incuba testiculo a 37°C por un perfodo de 60 min, hay ruptura de lisosomas
en las espermdtides, 1o que 1leva a la destruccidon celular que inicia el fe-
némeno de regresidn del epitelio germinal (46). Ademds, muy recientemente,

se ha informado que si se expone un testiculo escrotal de rata a una tempera-
tura de 38 a 41°C de 30 min a 1.5 h, el drgano responde aumentando al doble
su consumo de oxigeno (51), 1o que indica una alteracidn metabdlica, que no
se define si es debida o no a un aumento, por el calor, de 1a concentracidn
de oxigeno en el microambiente de l1a célula. Se ha estudiado 1a disminucion
fisioldgica de Ta temperatura que ocurre en el testiculo al bajar de la po-
sicidn abdominal en animales inmaduros, a la escrotal en animales adultos (27).
Las ratas inmaduras poseen una temperatura testicular un poco menor a la cor-
poral y las adultas, de 32-35°C (40). Ademds de estas observaciones, en estu-
dios de viabilidad de células dispersas de testiculo en un amplio rango de
temperaturas, mostraron que la viabilidad de 95% presentada a 32°C, bajd a
30-45% a temperaturas por debajo de 15°C 6 por arriba de 33°C (1). Por todo
1o expuesto, pensamos fue justificado el empleo de una temperatura de 32-33°C

para las incubaciones de testiculo.

La disminucidn de la produccidn de lactato a 37°C en testiculo de rata adulta
(fig. 5), es congruente tanto con una menor actividad metabdlica por destruc-
cion de algunas células germinales durante el tiempo que durd la incubacidn

(46,51), como con la posibilidad de que el mayor consumo de oxigeno que acom

pafia a una elevacion de temperatura (51), corresponda a un desplazamiento
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del equilibrio entre metabolismo glicolitico y oxidativo, a favor de este {1-
timo. También explica en parte, que Leiderman y Mancini (48) encontraran una

mayor produccidn aerdbica de lactato en testiculos adultos.

E1 fendmeno de la glicélisis aerdbica ha sido objeto de estudio principalmente
por ser habitual en células cancerosas. Esta observacidn original de Warburg,
que también sefiald que existe una buena correlacién entre la velocidad del cre
cimiento tumoral y la glicdlisis aerdbica (77), ha sido recogida por Racker
para postular una vision modificada sobre el cdncer (61). En vista de que mu-
chas de las células tumorales muestran ATPasas elevadas (14,62,71,72,78), Suo-
lina y col. pensaron que una & varias ATPasas al permitir la produccidon de ADP
y fosfato inorgdnico, participaban en la regulacidn de la glicdlisis aerdbica
de estas células (71,72). Esta idea recibié apoyo experimental al encontrar
estos autores que inhibidores especificos de diversas ATPasas, eran capaces

de inhibir la produccién aerdbica de lactato por diversos tipos de células

cancerosas.

E1 testiculo no es un tejido maligno, pero el hecho de que si presente in vitro
la coexistencia de glicdlisis aerdbica y ATPasas elevadas, permitid pensar en

la posibilidad de que también pudieran estar relacionadas entre si.

E1 testiculo mostrd in vitro capacidad de tener glicélisis aerdbica elevada

y un efecto Pasteur disminuido (60%). En trabajo anterior de nuestro labora-
torio, se demostrd que tiene también una o varias ATPasas sumamente activas
que parecen localizarse particularmente en las células germinales (22). Siendo
la concentracién testicular de ATP muy elevada a los 30 segundos de haber cor

tado el aporte de oxigeno al drgano (36), es evidente que su metabolismo ener-

gético es sumamente eficiente y poco congruente con las actividades de ATPasa
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arriba sefialadas, a menos que éstas participaran en la regulacién de'la glicéli
sis a través de los productos de la reaccidén que catalizan (ADP y fosfato inor-

ginico), a semejanza de lo postulado por Racker y col. en células tumorales.

Los resultados de inhibicidn de l1a produccidn testicular de lactato por el
bioflavonoide quercetina, que se ha descrito como inhibidor de ATPasas membra-
nales (18, 72), apoyan esta idea. El hecho de que los resultados de inhibicidn
de la produccidn de lactato con quercetina fueran del mismo orden, tanto en
aerobiosis como en anaerobiosis (tabla 4), sugieren que la ATPasa mitocondrial
que participa en la sintesis de ATP, segln la hipotesis de Mitchell, no es la
responsable de 1a regulacidn de la glicdlisis. Podria serlo aquella fraccidn
de ATPasa mitocondrial, que seg(n experimentos de nuestro laboratorio (23),
estd laxamente unida a la membrana y es poco sensible a oligomicina y muy sen-

sible a efrapeptina (inhibidor especifico de la porcidn Fl) y a quercetina.

La inhibicidn por quercetina de la produccidn de lactato y de la actividad de
ATPasas totales, resulta dificil de correlacionar. En el primer sistema se tie
nen fragmentos tisulares en donde se ignora la funcidn de las barreras de per-
meabilidad para la quercetina, ademds el sistema no permite descartar la idea
de que la inhibicidn de la produccidn de lactato por el bioflavonoide, pudiera
deberse a que afecte alguna enzima glicolitica. Aunque este argumento ha sido
desechado experimentalmente en células tumorales (61), es importante de ser con
siderado en estudios futuros con testiculo. En el segundo sistema, la organiza-
cidon celular se ha perdido y aunque en estas condiciones mejora el acceso al
inhibidor, se mantienen ciertas barreras de permeabilidad, como son las membranas
de los organelos. Asi por ejemplo, se ha informado que la quercetina es inhibi-

dor de la porcidn F, de l1a ATPasa de partfculas submitocondriales (42,61). No

1
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podemos sin embargo definir si en las mitocondrias de testiculo, la porcidn Fl

de l1a ATPasa fue o no accesible a la quercetina. Por otro lado, de ser solo

una (o dos) la(s) ATPasa(s) testicular sensible a la quercetina, la inhibicién
de la actividad no seria muy perceptible debido a la elevada actividad de ATPasas
demostrada en homogeneizados totales de testiculo (22), como en efecto fue el

caso.

En este trabajo se observd una estimulacidn en la produccién de lactato en pre-
sencia de oligomicina en condiciones aerGbicas, hasta niveles de lactato simi-
lares a los obtenidos en condiciones anaerdbicas. Este resultado es congruente
con la idea de que las mitocondrias si participan en el metabolismo energético
del testiculo; puesto que al bloguear la oligomicina la sintesis aerfbica de
ATP, el 6rgano echa mano de su mecanismo glicolitico para satisfacer sus deman

das de energia. En cambio al superponer a la adicién de oligomicina, la presen-
cia de quercetina, esta manifestd su poder inhibitorio de la produccién de lac-

tato en un porcentaje similar al mostrado en ausencia de oligomicina. Pensamos
que este resultado también apoya la idea de que no es la ATPasa mitocondrial en
su concepcidn Mitchelliana, la que participa en la regulacidn glicolitica, pues
estando inhibida por la oligomicina, pudo observarse la inhibicion de produc-
cién de lactato por la quercetina, supuestamente a través de la inhibicidn que
ésta ejerce sobre las otras ATPasas (ATPasa mitocondrial no funcional como

ATPsintetasa y quizd otras ATPasas membranales).

E1 FCCP y el 2,4-DNP tuvieron un efecto similar al observado por oligomicina,
lo que era de esperarse, ya que estos compuestos son desacoplantes de la fos-
forilacion oxidativa e inhiben la sintesis de ATP (33,43) al disipar el poten-

cial de membrana generado por el gradiente de protones.
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E1 efecto de 2,4-DNP puede ser, sin embargo, de indole mds compleja ya que -
recientemente se ha demostrado su interaccidn con ATPasas del tipo de la ac-

tomiosina (79).

Respecto a la ATPasa dependiente de Na® y K+, se ha informado ser sensible a
quercetina en aigunas células tumorales en las que demostrd estar involucrada

en el mecanismo de regulacidn de la glic6lisis (41,71,72). En testiculo se ha
inferido solamente l1a presencia de la ATPasa dependiente de Nat y K por la
inhibicion del transporte de Kt por ouabaina, aunque no ha podido demostrarse
una inhibicidn de esta ATPasa por el glucdsido (67). Se ha sugerido que las

otras ATPasas son tan elevadas, que impiden detectarla.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se abren nuevos caminos de in-
vestigacion con el planteamiento de nuevas preguntas. Estos estudios preli-
minares obtenidos in vitro bien podrfan extenderse a células dispersas ais-
ladas de testiculo, tales como poblaciones enriquecidas de espermatocitos y
espermdtides (1) en las cuales el estudio del efecto de la temperatura, oxi-
geno, agentes quimicos, etc. permitiria un mejor conocimiento del efecto del
microambiente sobre el metabolismo de las cé&lulas germinales en estas etapas

de su diferenciacion.

Aldn mds, en experimentos hechos in vivo en condiciones en las que el tejido
testicular no haya sido separado del resto del cuerpo, existiendo unma oxige-
nacion fisioldgica, serfa posible observar la produccidon de lactato y con-
firmar la regulacidn de la glicdlisis por ATPasas utilizando agentes quimi-

cos, inclusive a largo plazo.

La realizacidn de este trabajo tiene como aspecto finalista el conocimiento

de aspectos metabdlicos peculiares del epitelio germinal del testiculo, el



cual nos 1leva a un enfoque mds racional para tratar el problema del control
de la fertilidad masculina a nivel gonadal, de manera que pueda llegar a re-
gularse a voluntad sin afectar en forma importante a las células de otros te

Jidos.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES
E1 presente trabajo tuvo como objetivo fundamental investigar si en el testi-
culo de la rata existe el mecanismo de regulacidn de 1a glicdlisis por una o
varias ATPasas que ha sido postulado en células tumorales, basandonos en que
comparte con ellas dos caracteristicas metabdlicas: la de tener glicdlisis ae

rébica y ATPasas elevadas.

Se estudid la produccidén de lactato por fragmentos de testiculo de ratas en -
presencia y en ausencia de glucosa, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, -
estableciendo 1as condiciones mds adecuadas para el estudio. E1 efecto Pasteur

observado en nuestras condiciones experimentales fue de 60%.

Con el objeto de averiguar si el tipo de metabolismo glicolitico variaba con
la diferenciacion del epitelio germinal, se utilizaron ratas de edades diver-
sas: 21, 38 y 90 dfas, por tener respectivamente como poblacidn predominante
del epitelio germinal, espermatocitos primarios, espermdtides tempranas y es-

permatozoides, sin encontrar diferencias significativas.

La posible relacidon entre alguna 6 algunas ATPasas y la glicdlisis, se inves-
tigd midiendo la produccidn de lactato, en las condiciones sefialadas, en pre-
sencia y en ausencia de diversos inhibidores de ATPasas, tales como: ouabafna
(inhibidor de ATPasa dependiente de Na* y K+), oligomicina (inhibidor de ATP

asas membranales, particularmente de la porcidn F1 de 1a ATPasa mitocondrial).
También se estudié el efecto de agentes desacoplantes de la fosforilacidn oxi

dativa, tales como 2,4-DNP y FCCP.

La ouabaTna no tuvo efecto alguno sobre la produccidn de lactato bajo ninguna
condicidn, observacion acorde con el hecho de que en investigaciones previas

no ha sido posible detectar por los medios habituales la presencia en e].tes-
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ticulo, de 1a ATPasa dependiente de Na' y K'.

La oligomicina no tuvo ningin efecto en anaerobiosis. En cambio, en aerobiosis,
elevé la produccidn de lactato a l1os niveles obtenidos en anaerobiosis, obser-
vacidn consistente con una inhibicién de la produccién de energia por medio de
la fosforilacion oxidativa. Resultados semejantes se obtuvieron en presencia

de los agentes desacoplantes de la fosforilacidn oxidativa.

La quercetina inhibio alrededor de un 50% la produccidn de lactato en todas las

condiciones estudiadas: aerobiosis, anaerobiosis y condiciones de anaerobiosis
simuladas por la adicidn de oligomicina, 2,4-DNP & FCCP.

Estas observaciones apoyan la hipitesis de que existe una actividad de ATPasa
en el testiculo cuya inhibicién, por la quercetina, inhibe a su vez la glicéli-
sis. No es posible, sin embargo, eliminar la posibilidad de un efecto directo

de la quercetina sobre alguna enzima glicolftica.

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de Racker de que las ATPasas pueden ejer
cer una accidn reguladora de la glicélisis, quiza a través de los productos que
catalizan, ADP y Pi, como efectores positivos de algunas enzimas glicoliticas.
Es evidente que de ser asf, no es este un fendmeno limitado al proceso de can-
cerizacion, sino que puede ser observado también en un tejido normal como el
testiculo, en donde coinciden la glicdlisis aerdbica y la alta actividad de

ATPasa total.

En cuanto a la actividad de 1a ATPasa sobre la cual ejerce su efecto la quer-
cetina, sin desechar la posibilidad de que pueda ser un inhibidor de diversas
ATPasas, sabemos por otro trabajo desarrollado en nuestro laboratorio, que

inhibe la porcidn F, de la ATPasa mitocondrial testicular. Esta parece pre-

1
sentarse en dos formas: una, firmemente unida a la membrana (con actividad

de ATP sintetasa y sensibilidad a oligomicina y a quercentina) y otra, laxa-
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mente unida a la membrana (sin actividad de ATPsintetasa, resistente a oligo-

micina, pero sensible a quercetina.)

Como hipbtesis de trabajo hacia el futuro, sugerimos que el papel fisioldgico
de esta ATPasa mitocondrial laxamente unida a 1a membrana, pudiera ser el de

regular la actividad glicolitica del testiculo.
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