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INTRODUCCI ON 

El testículo es un órgano q~e fonna parte del aparato reproductor masculino 

que se destaca por funcionar como glándula mixta, endócrina y exócrina (35). 

La primera función reside fundamentalmente en el tejido intertubular y la 

segunda en los túbulos seminíferos . En éstos se localiza el epitelio genni­

nal, que es una población celular altamente organizada en combinación con 

las células de Sertoli. La población de células de los túbulos saniníferos 

es una de las más elaboradas y complicadas organizaciones en la arquitectu­

ra del cuerpo humano. 

Las células genninales se presentan fundamentalmente en 4 tipos o estadios 

de maduración: espennatogonias, espennatocitos, espennátides y espennatozoi­

des (19). La diferenciación de dichas células es un evento de cronología muy 

precisa y específica para cada especie. El resultado de esta diferenciación 

celular, llamada espennatogénesis, es el espennatozoide, que con el fluído 

testicular, es el producto final de la función exócrina del testículo (63). 

Los túbulos seminíferos, que albergan a las células de Sertoli y al epitelio 

genninal, 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

ci ón celular testicular) (1) . Estas engloban a una parte considerable de 

las células genninales y se unen entre sí por uniones hennética~ que no pe.!:_ 

miten el paso libre de substancias a las células genninales y fonnan una -

barrera hematotesticular (26,57 ,64,66) . Mantienen con las células gennina­

les una estrecha i ntimidad y se les ha atribuído, entre otras, funciones de 

actividad nutric i a y fagocitaria en relación con ellas (26). Las espennato­

gonias, que son las células más primitivas del epitelio genninal, se locali 
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zan en la periferia de la membrana basal, alternando con las células de Ser. 

toli. Se encuentran fuera de la barrera hematotesticular y son células di~ 

ploides que dan lugar a los espermatocitos primarios. En la rata, éstos ap-ª­

recen en sus primeras fases a los 9 a 10 dfas de edad. Los espermatocitos 

primarios representan la primera división meiótica, caracterizada por una -

larga profase en la que es posible distinguir diferentes tipos de espermatQ 

citos: preleptotene, leptotene, zigotene, paquitene y diplotene (17). Las~ 

gunda división meiótica sucede en los espennatocitos secundarios, cuya vida 

media es muy breve, para dar a continuación las espermátides, que son célu­

las haploides que ya no se dividen y que en el proceso llamado espenniogén~ 

sis se diferencian en 19 estadios di.stinguibles morfológicamente (45), cul­

minando con los espermatozoides . En general, la espermatogénesis de la rata 

albina de 21 días de edad contiene dos poblaciones de células, las esperma­

togoni as y los espeimatocitos primarios y es hasta los 23 a 26 días de edad 

cuando empiezan a aparecer las espennátides. Las espermátides, que son las 

células más abundantes (constituyen aproximadamente el 60% de la población 

celular testicular (1,16)), se diferencian hasta la etapa de espermatozoi­

des ent re los 23 y los 40 a 45 días de edad (17), en que éstos son empuja­

dos hacia la luz del túbulo y expulsados con la participación activa de las 

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

Los túbulos seminíferos carecen de vasos linfáticos y capilares en su inte­

rior (63) . El tejido i ~tertubular está constituido por las células de Leydig, 

tejido conectivo, vasos linfáticos y sanguíneos (63). Las células de Leydig 

tan sólo constituyen el 3% de la población celular testicular y en ellos -

reside la función endócrina del mismo, como es la producción de andrógenos 

(35). 
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La vascularización del tejido intertubular y la ausencia de ella en el in­

tratubular,plantean una diferencia en la disponibilidad que tienen illlbos te 

jidos, tanto de nutrientes como de oxígeno. 

Es de interés señalar que en la mayoría de los mamíferos, el proceso de la 

espermatogénesis se lleva a cabo a una tenperatura inferior a la del resto 

del cuerpo {75), ya que en ellos, los túbulos 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 mamíferos adultos inc1uye!l_ 

do la rata. Los valores informados para el testículo de la rata varían de 

29ºC a 35ºC, señalándose una diferencia de 3º-5ºC entre las tenperaturas 

abdominal y testicular (40) . Esta diferencia en temperaturas, se ha encontra 

do ser esencial para una espermatogénesis normal. Una alteración en la temp~ 

ratura normal, sea por criptorquidia*u otras causas, se traduce en la des­

trucción 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 señalar que el testículo, al nacimiento, se en-­

cuentra localizado particularmente en el abdomen y que va descendiendo a su 

localización escrotal durante la infancia, coincidiendo al final de este des 

censo con la formación de la barrera hemato-testicular, cuando los espermatQ_ 

citos primarios del tipo p ~uitene hacen su aparición en la parte interior -

de esta barrera de permeabilidad (55). 

Es conveniente aunar las característir;is anatómicas y ambientales con la lle­

gada y tipo de nutrientes para comprender mejor las peculiaridades fisiológj_ 

cas del testículo . 

*ubica c ión a bdomin a l 
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Por lo menos hay tres principales cCJnpartimentos fluídos en el testículo por 

los que pueden entrar o salir nutrientes o sustancias de desecho de 1 as cé­

lulas testiculares (63). El primer cCJnpartimento está formado por el sumi­

nistro de sangre de la arteria testicular a través de la red capilar en el 

tejido intersticial . El segundo es el fluído intersticial entre los túbulos, 

que drena a vasos linfáticos y a grandes venas . El te rcero es el fluído for­

mado en los túbulos seminíferos, que sale a la luz de los mismos, va adre­

nar al fluí'do del rete testis*y se acepta, arrastra consigo productos del m~ 

tabolismo de las células intertubulares (63). 

La permeabilidad restringida de los túbulos puede ser importante en el mant~ 

nimiento de la cCJnposición única del rete testis y el fluído tubular y tiene 

significación endocrinológica en el proceso de la espermatogénesis (57,64,66). 

La tensión de oxígeno en un tejido refleja a grandes rasgos, e 1 ba 1 anee en­

tre el suministro y el consumo de oxígeno en el tejido . El fluÍdo sangufneo 

a través del testfculo es menor cCJnparado con el de otros órganos (68) y la 

baja temperatura escrotal también modifica la tensión de gas en el tejido 

(28) . ~iciones en sangre venosa espermática de tensión de oxígeno, indi­

can que el medio ambiente interno del testículo puede ser hip6xico. Este 

factor puede proveer una limitación en el proceso de producción aeróbica de 

energía del testículo. Por lo tanto, se puede esperar un camino glicolítico 

eficiente o un anaer6bico para la producción de energía, especialmente en 

aquellas células situadas hacia la luz del túbulo, las cuales están más le­

jos del aporte sanguíneo (27). Esto es, de hecho, lo que sucede en el testí 

culo . 

El testículo maduro depende fundamentalmente de la glucosa exógena para man-

*red te s ticular 
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tener su metabolismo energético (27). Una hipoglicemia inducida por insuli-

na en ratas adultas, se traduce en un daño externo al epitelio germinal,co!!_ 

gestión y edema del intersticio y vacuolización de las células de Sertoli 

(53). 

A pesar de utilizar preferentemente la glicólisis, no es ésta la única vfa 

de oxidación de la glucosa en el testiculo. Puede oxidarse en un Q.~% por 

la via colateral de las pentosas y la producción de 1 ~co2 a partir de glu­

cosa 
14c (29) acompañada de un consumo de oxígeno, señala un funcionanien­

to del ciclo de Krebs. Sin embargo, se desconoce a qué grado participan las 

mitocondrias en el metabolismo energético, ya que además de mostrar una morf.Q 

logia muy peculia~>en trabajo reciente de nuestro laboratorio se ha demostr~ 

do que por lo menos una parte de su ATPasa, que normalmente es responsable de 

la síntesis de ATP, se encuentra laxamente unida a la membrana (23), caract!t 

rística poco compatible con una eficientefunción en el sentido Mitchelliano. 

La característica del testículo de tener glicólisis aeróbica elevada,es de 

particular interés. El grado de glicólisis aeróbica que lleva a cabo un te­

jido, corresponde a los niveles de lactato que a partir de glucosa produce en 

presencia de oxígeno. E1 testículo en estas condiciones, produce gran canti-

dad de lactato, cosa que realizan pocos tejidos nonnales del organismo, tales 

como la retina y el cerebro (52). Es, sin embargo, una caractertstica metabó­

lica de las células tumorales (60,77) . Se ha observado que en el testtculo la 

glucosa causa una estimulación de la producción aeróbica y anaeróbica de lac­

tato, aunque no se sabe el porcentaje de participación de la glicólisis aeró­

bica en el metabolismo energético del testículo in vivo. Cabe señalar aquí el 

hecho, quizá debido entre otros factores, a que la temperatura testicular es 
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menor a la de los demás tej.idos, de que contiene gran cantidad de isoenzimas 

específicas. Por ejemplo, es notable la existencia de la deshidrogenasa lác­

tica -x (LDH-x) específica del testículo (5,10,15), la cual se encuentra en 

mayor proporción que las demás isoenzimas lácticas. La LDH-x aparece a los 

20 a 30 días de edad en la rata (7,8) coincidiendo con la aparición de la ba 

rrera hemato-testicular (55). Es inhibida por altas concentraciones de piruv-ª. 

to y no se inhibe a altas concentraciones de lactato (4,6,20,24) lo que ex­

plica que el testículo produzca grandes cantidades de lactato a partir de -

glucosa, que ya se señaló, es el sustrato exógeno esencial del testículo 

adulto. 

La velocidad con que funciona un camino metabólico como la glicólisis, es r~ 

gulada por múltiples 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 inorgánico (13,38), sugiriendo que los niveles intra 

celulares de estos nucleótidos, al regular la actividad de esta enzima, son, 

a su vez, factores importantes en la regulación de la velocidad de la glicó-

1 is is (6). La relación entre los niveles de ATP y ADP refleja el "estado ene.!:_ 

gético" de la célula y es éste y no la concentración de nutrientes quien ma.!:_ 

ca la dirección 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 vía glicolítica, es, en la mayor parte de los tejidos, 

afectada por la concentración celular de oxígeno, ya que se ha demostrado que 

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



. 7 

generalmente disminuye la utilización de la glucosa y se observa una inhibi­

ción de la producción de lactato (60,77). A la suma de estos dos fenómenos, 

se les ha llamado efecto Pasteur y es ampliamente reconocido que se trata de 

una interacción 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). 

El testículo lleva a cabo el consumo de glu~osa acompañado de una apreciable 

producción de lactato aún incubado en condiciones aeróbicas (48), lo que im­

plica que tiene un efecto Pasteur deficiente. Esta falla podría también estar 

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

Además se sabe que el testículo contiene ATPasas muy elevadas, al compararlo 

con otros tejidos normales (21,22) . Esta actividad de hidrolizar ATP está en 

relación con la maduración del epitelio germinal (22), presentándose un máxi­

mo a los 22-25 días 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 economía, no es fAcil encontrar una explicación a es-

te fenómeno, ya que, si el testículo obttene una buena parte de su energía 

por la glicólisis,que tiene un rendimiento energético muy pobre (2 ATP/mol 

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

En células tumorales coinciden también estos dos hechos (30,72,77). Racker 

planteó la hipótesis de que, ya que el producto de la r eacción catalizada por 

ATPasas es ADP y fosfato inorgánico y estos son los activadores de la glicó-
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lisis a través de su efecto. sobre la fosfofructocinasa y otras enzimas simi­

lares, es necesario para estas células sacrificar parte del ATP producido -

por esta vía para poder mantenerla activa (72). Para demostrar esta relación 

entre la actividad de ATPasas y la glicólisis, estudió la producción 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 regulación de la glicólisis (71,72). 

Nos ha parecido de interés intentar establecer si esta regulación de la gli­

cólisis por ATPasas es una característica exclusiva de células tumorales o 

si puede hacerse extensiva a células normales que manifiesten la coexistencia 

de glicólisis aeróbica y de ATPasas elevadas, como es el caso del testículo . 

En el presente trabajo se establecieron las condiciones óptimas para deter­

minar la producción de lactato (producto final de la glicólisis), por frag­

mentos de testículo de rata en diversas etapas de maduración del epitelio 

germinal , en condiciones anaeróbicas y aeróbic~. 

Una vez estandarizada la metodologfa, se estudió el efecto, sobre la produc­

ción de lactato, de inhibidores informados en la literatura como específicos 

de algunas ATPasas, a saber: oligomicina, inhibidor de ATPasas mitocondria­

les (44)~ <>uabaína, inhibidor de la ATPasa dependiente de Na+ y K+ (11), 

quercetina, inhibidor de la porción F1 de la ATPasa mitocondrial y de otras 

ATPasas membranales (42,61). 
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MATERIALES 

; Glucosa (anhidra) - Merck 

Deshidrogenasa láctica (LDH) de músculo de conejo, de 450 U/mg (5 mg/ml)­

Boehringer. 

, Acido L(+) láctico (ácido libre) - Sigma Chemical, Co. 

·~ Quercetina (anhidra) - Sigma Chemical, Co. 

, Olig001icina (15% olig001icina A, 85% olig001icina B) - Sigma Chemical, Co. 

Ouabaína (octahidrato) - Sigma Chemical, Co. 

1 2,4 - Dinitrofenol (DNP) - Sigma Chemical, Co. 

- Carbonil-cianuro-p-trifluorometoxifenil hidrazona (FCCP)- Donativo del Dr. 

Antonio Peña, del Departamento de Biología Experimental, Instituto de Biolo 

gfa, UNAM. 

; Mezcla de carbógeno (95% de o2, 5% de co2) - Infra, S.A. 

' Nitrógeno (N2 puro) - Infra, S.A. 

, Sacarosa - Backer. 

v'Trifosfato de adenosina, sal disódica (ATP) - Sigma Chemical, Co. 

/ Clorhidrato de trietanolamina (TEA) - Calbiochem. 

' Tris - (hidroximetil amino metano), (Tris) - Sigma Chemical, Co. 

/ Sal tetrasódica del ácido etilen diamino tetraacético (EDTA) - Eastman Or­

ganic Chemicals. 

v Albúmina bovina (cristalina) - Calbiochem. 

c/'Se usaron ratas machos albinas, de la cepa Sprague Dowley, de 21 y 38 días 

de edad, así c0010 ratas adultas de 250 g de peso aproximadamente, proporciQ_ 

nadas por el Bioterio de la Subjefatura de Investigación Básica del Centro 

Médico Nacional, alimentadas ad libitum con purina chow. 
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METODOS 

l. INCUBACION DE FRAGMENTOS DE DIVERSOS TEJIDOS. 

l. Obtención de los fragmentos de tejidos. 

Las operaciones que se describen a continuación, se llevaron a cabo en un 

laboratorio frío a 4ºC y las soluciones fueron enfriadas a OºC en hielo. 

A. Testículo. 

Se utilizaron de 2 a 20 animales en cada experimento, dependiendo del pe­

so de los testículos, que varía en función de la edad . Los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervical y decapitados para exanguinarlos al má 

ximo posible. Los testículos fueron extraídos rápidamente y sumergidos en so et ,zc0 
lución salina G isotónica pH. 7 .4 (composición mM : NaCl, 137, KCl, 5. 5, KHl04 ,--',.,, 

1.1, Na2HP04, 1.1, MgS04, 0.63) . Por disección, se les despojó de la tª-_ 

nica albugínea y de los vasos sanguíneos gruesos, secándolos suavemente so-

bre papel filtro Whatll5ln No . 40 para eliminar el exceso de líquido y poder 

pesar el tejido húmedo. 

'--- B. Cerebro. 

Se usaron tres ratas de 21 días de edad en cada experimento. Fueron sa­

cri fi cad3s por decapitación y rápidamente se retiró la piel que cubr ía la -

parte superior de la cabeza, para dejar el cráneo libre. Se cortó el hueso 

del cráneo por la mitad con tijeras pequeñas, tratando de no tocar el cere­

bro. Con unas pinzas se separaron cada una de las mitades del hueso . El ce-

rebro ya libre, se desprendió cuidadosamente y fue sumergido en soluci ón s~ 

lina G. La parte utilizada para las incubaciones, fue la corteia cerebral -

(substancia gris) que se obtuvo por cortes de 1.5 mm a cada lado de los ló-
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bulos cerebrales, por medio de un bisturí. Se eliminó el exceso de lfquido, 

secando el tejido sobre papel filtro para pesarlo posteriormente. 

C. Corazón . 

Se utilizaron dos ratas adultas en cada experimento. Fueron sacrificadas 

por dislocación cervical y posterior decapitación para exanguinar al máximo 

posible. Se retiró la piel que recubría el tórax y se hizo un corte en el 

esternón y costillas, dejando libre el corazón. Rápidamente se perfundió con 

10 ml de solución salina G por medio de una jeringa, introduciendo el líquj_ 

do por las venas que llegan al corazón. Posteriormente fue desprendido y su­

mergido en solución salina G donde fue picado en fragmentos de 3 mm ap roxi­

madamente. Se retiró el exceso de líquido, secando suavemente el tejido so-

bre papel filtro antes de pesarlo. 

D. Músculo esquelético. 

Se utilizaron tres ratas de 21 días en cada experimento. Los animales fue 

ron sacrificados por dislocación 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 

músculos gastrocnemio y sóleo y con ayuda de unas pinzas, se sumergieron en 

solución salina G, donde se picaron. Se retiró el exceso de líquido, 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 incubación, de fondo plano, 

de 8 ml de capacidad. Estos contenían previamente un ml de la mezcla de in-
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cubación, con la siguiente canposición: solución salina G, pH 7.4, en el ca-

so de los controles, y solución salina G, pH 7.4 , conteniendo glucosa 10 mMr"-

en los frascos con sustrato exógeno. Cuando se estudiaron inhibidores poco 

solubles en agua cano la oliganicina, quercetina,2,4-DNP y FCCP, se disolvie-

ron en dimetil fonnamida. En esos experimentos, se hicieron los controles 

' correspondientes del efecto del disolvente.La ouabaína fue di sue lta en solu-

ción salina G ó en solución sa lina G conteniendo glucosa, según el caso. To 

1 das estas sustancias fueron adicionadas después de los fragmentos de tejido 
') 

e inmediatamente antes de iniciar las incubaciones. Todos los pasos anterio 

res se llevaron a cabo a OºC. 

Se colocaron los frascos en una incubadora de Dubnoff a la temperatura que 

se indicará en cada experimento . Se mantuvo una agitación de 100 r.p.m. y 

una ae reación constante con una mezcla de o2 g5 %, co2 5%, para los experime!l_ 

tos en aerobiosis, y en N2 (nitrógeno puro}, para los experimentos en anaero 

biosis . El tiempo de incubación fue de 45 min, al ténnino del cual la reac-

ción se detuvo por la adición de 0.25 ml de HC104 al 30% a OºC (concentra--,... ¡¿e 

ción final, 6%). 

En el manento de iniciar la incubación de cada frasco, se agregó la misma -­

cantidad de HC104 a otro, idéntico, que se utilizó para obtener el valor del 

tiempo cero. 

Después de dejar reposar cada frasco 20 min a OºC, se pasaron las muestras 

a tubos de centrffuga y se centrifugaron a 1500 x g, durante 10 min (centrí­

fuga internacional PR-6 rotor 253) para separar el precipitado de macranol~ 

culas. Después de decantar el sobrenadante, se guardó el precipitado a -20ºC 
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para posterior detenninación de proteínas. El sobrenadante se neutralizó a 

pH 7.0 con ~co3 , 3.75 M, agitando rápidamente el tubo para eliminar el C02 
fonnado en la reacción. El precipitado de KC104, se eliminó centrifugando a 

1500 x g durante 10 min y del sobrenadante así obtenido, se tomaron alícuo­

tas para detenninar ácido láctico. 

Il. DETERMINACION DE ACIDO LACTICO (METODO DE TFELT-HANSEN ANO SIGGAARD 

ANDERSEN ( 7 3 ) ) . 

El método está basado en la reacción catalizada por la deshidrogenasa 

láctica (LDH), utilizando NAO+, 

L(+) lactato+ NAO+ 

de acuerdo a la siguiente reacción: 

LDH ) piruvato + NADH + H+ 
pH 9.5 

El desplazamiento de la reacción hacia la fonnación de piruvato, se favo 

rece por el pH alcalino y por la adición de hidrazil!la que elimina el piruva­

to producido en fonna de hidrazona. El NADH producido en la reacción, se mi-

\ dió espectrofotométricamente a 350 nn. En vista de la estequianetrfa de la -

reacción, la concentración de NADH producido, se consideró igual a la conce!!_ 

1tración de lactato en la muestra. Inmediatamente antes del análisis, los 

/reactivos se mezcla~n ~n tubos de ensaye, en el siguiente orden, (mantenié!!_ 

dolos a OºC hasta el momento de iníciar la incubación): 

0.5 ml de arsenito de sodio 0.5 M, pH 9.5 

23 µ1 de solución de hidrazina 0.1 M 

23 µl de suspensión de LDH de 5 ~g/ml 

50 µl de solución de NAO+ 27 mM 

(' 

Se adicionaron a la mezcla 0.1 ml de agua para el tubo blanco y una alí­

cuota de 0.1 ml de sobrenadan te neutralizado para los problemas; volumen fi-

nal de O. 7 ml. 
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La incubación se llev ó,._a cabo a temperatura ambiente por un lapso de 60 mi--

nutos exactamente. La absorbancia fue leída a 350 nm en un espectrofotómetro; 

de doble rayo Hitachi Perkin-Elmer. 

Para obtener la curva estándar de lactato, se utilizó una solución de ácido 

L(+) láctico 1 mM en HC 104 al 6%, incluyéndose en ~ experimento, las si ­

guientes cantidades: 

O, 11,5, 23.1, 46 .21, 69.31 y 92.41 rvnoles de lactato respectivamente 

por celdilla (0.7 ml) . 

!!!. PREPARACION DEL 1-0MOGENEIZADO TOTAL DE TESTICULO DE RATA. 

El número de animales varió de 2 a 5, según la edad y peso de los testí 

cu los para reunir aproximadamente 3 g de tejido húmedo . Los animales se sa-

crificaron por dislocación cervical y fueron decapitados para exanguinarlos 

al máximo posible . Los testículos fueron extraídos rápidamente y sumergidos ~ 
/r~ 

en un medio isotónico amortiguado (sacarosa 0.25 M, EDTA 0.05 mM, trietano-

lamina 3 mM, pH 7.4) . Posteriormente se les quitó la túnica albugínea y los 

vasos sanguíneos gruesos, eliminando el exceso de l~uido con papel filtro 

Whatman No. 40. Se pesaron en un vaso de precipitado de 30 ml de capacidad 

que contenía 5 ml del mismo medio. El tejido fue picado ftnamente con t1je-

ras , en fragmentos de 2 a 3 mm, para hanogeneizarlo posterionnente en un ho-

mogeneizador de Potter-Elvejhem durante 30 segundos, adicionando el volumen 

necesario de medio para lograr una concentración final de tejido del 10% P/ 

V. Se filtró por lana de vidrio, constituyendo el llamado hanogeneizado to-

tal. 

De todas las preparaciones obtenidas, fueron conservadas alícuotas a -

-20ºC para la posterior determinación de proteínas. Todas las manipulaciones 
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descritas fueron realizadas a OºC. 

IV. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasas. 

Se empleó el método de Bonting ( 11 ) modificado (Delhumeau-Ongay y Col, 

( 22 ), que permite medir el fosfato l i berado en la reacción enzimática que (l ¿~ 

hi drol iza ATP . El medio de incubación utilizado fue: ATP, 2 mM, sacarosa, ,/"' 

200 mM, MgC1 2, 5 mM, tris, 25 mM, a pH 7.5, preparación enzimática, 0.05 ml, 

en un volumen final de 0.5 ml. La temperatura de incubación fue de 37ºC. Los 

tubos de incubación se procesaron por triplicado, iniciando la reacción al 

adicionar el sustrato al medio de incubación . Se incubó durante O, 1 y 2 mi­

nutos .[Cuando se estud ió el efecto de quercetina, ésta se adicionó disuelta 

en dimetil formamida, después de la preparación enzimática e inmediatamente 

antes de ini ciar la reacción, haciendo los controles correspondientes del 

efectodel disol v en~La reacción se detuvo por la adición de 2.5 ml de -­

HC104 al 6% (concentración final 5%) a ~ Después de dejar reposar 20 min 

a OºC, los tubos fueron centrifugados a 1500 x g durante 10 min en una cen-

trífuga Ht-ter-R-a-€-i ona-1-PR-6-roto·ri~-y-cte·carrta·dos. En 1 . 5 m 1 de 1 sobrenadan 

te, se determinó el fosfato inorgánico (Pi) por el método calorimétrico de 

Bonting y Col, ( 11 ), basado en la formación de un canplejo colorido entre 

el fosfato, el sulfato ferroso y el molibdato de amonio, en medio ácido. La 

concentración de fosfato inorgánico, se determinó a partir de una curva es-

tándar de fosfato disódico, expresando los resultados como µmoles de Pi pro­

ducido/10 min/mg de proteína. 

V. DETERMINACION DE PROTEINAS . 

En todos los experimentos se efectuaron las determinaciones de proteínas 
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por triplicado, usando el método de Hartree ( 37 ). Para la curva estándar -

de proteínas, se utilizó una solución de 100 µg/ml de albúmina cristalina, 

incluyendo las siguientes concentraciones : O, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 

45 y 50 µg de proteína por tubo de reacción, en un volumen final de 2.5 ml. 

VI. ANALISIS ESTADISTICO. 

Todos los resultados fueron analizados estadísticéf11ente por el método de 

la "t" independiente de Student con el fin de detectar significancia entre 

1 os contra 1 es, 1 os contra les con di so 1 vente·y 1 os adicionados con i nhi bi dores 

18 ) . 

Además, en el caso de los experimentos en que se midió la producción de 

lactato, se analizaron los resultados por el método de varianza múltiple y 

por el método de Tu key ( 18 ) . 
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R E S U L T A D O S 

Con el objeto de establecer las condiciones m!s adecuadas para estudiar la 

producción de lactato por testículo de rata, se hicieron algunos experimen-

tos preliminares. Se efectuaron inicialmente con testículo de rata adulta, 

que proporcionaba una mayor cantidad de tejido. Se revisaron las condicio--

nes para la determinación de lactato, de acuerdo a la técnica mencionada en 

"Métodos". 

Inicialmente se obtuvieron gráficas de densidad óptica, variando la longitud 

de onda, de cada uno de los reactivos que intervenían en la detenninación de 

lactato, con el objeto de detectar si el máximo de absorción del NADH, tenía 

interferencia con alguno de los demás reactivos. La figura 1 muestra que no 

hubo tal interferencia. Se hicieron curvas de determinación de lactato en -

función del tiempo, con el objeto de definir el m001ento en el que se pudie-

ra detectar enzimáticamente la totalidad del lactato producido. La figura 2 

muestra que 60 minutos era tiempo suficiente para terminar la reacción. En 

la figura 3, se muestra una curva estándar de lactato con 60 minutos de in-

cubación. 

Debido a que la solución estándar de lactato era estable por mayor tienpo en 
medio ácido, fue necesario neutralizarla en el m001ento de usarla. Se efectuó 

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

incubación, antes de laadición de LDH . 

Igualmente se establecieron las condiciones adecuadas para efectuar las in­

cubaciones de los fragmentos de tejido. 



0.5 

0 .4 

<t 
(.) 

1-
Q..0.3 
o 

o 
<t 
0 0.2 

(/) 

z 
LLI 
00.1 

o 

NAO+ 

o T 
o o o o o 
ICl CD - .. t-
N N l'll<ll<l 

ES P ECTROS DE ABSORC I ON DE LOS REAC T IVO S QUE 
INT ERVI ENEN EN LA DETERMINACION DE LAC TATO 

NAO+ 

Reductor: 
No CN 

+No As 02 +H2N-NH2 

J T T ¡- -----i r r----- l r -~---.-~~~~~~ 

o o o o o 
ICl CD- ..... 
N N l<l l<l l<l 

o o o o o 
in CD - .. P.. 
N N l<l l<l l<l 

o o o o o 
in ao - • ,.. 
N N l<l lf) 11) 

+NoA102 

+ H2 N-NH2 

f 1 ' ' -. o o o o o 
in CD - .. t-
N N 11) l<l 11) 

L O N G T U D DE O N D A (mm) 

FIGURA 1 

I 



o.e 

0 .6 

et 
u 
~ 
el. 
o 
o0.4 
et 
o 

"' z 
w 
o 

0 .2 

/º 
!º 

DETERMINACION DE LACTATO ESTAND AR 
EN FUNC ION DEL TIEMPO 

/ 

o___.o--º-0--0----0-0-0 

0
/"' 92,4 n molt1 de lactato 

o-&.----------------------------------~..------------------. 
10 20 30 40 ~o 60 

T 1 E M PO (min.) 
FIGU R A 2 



CD 

o o E-< 
<

 
E-< 
u <

 
,..., 

<o.l 

"' c.: 
<

 
"' z <

 
E-< 
<

fl 
<o.l 

<
 

>
 c.: 

:::> 
u 

CD 
o 

.,. o 
\1:>11d

0 
0

\1
0

1
S

N
3

0
 

N
 

o 
o o o o in

 

in
 

N
 

L
L

 

o .... <
 

.... u <
 ...J 

w
 

o ., Q
) 

o E
 

e 



.18 

Se hi cieron algunos experimentos en los que se varió la cant idad de tejido 

en un volumen fijo de incubación, tratando de que no f uera muy grande, pues 

tenía que t omarse en cuenta que más adelante se usarían ratas pequeñas, las 

cuales proporcionan menor cantidad de tejido . El peso húmedo/testículo ( 1) en 

cada edad estudiada, se muestra en la tabla 3. Se encontró que con 50 mg de 

tejido y un ml de volumen de medio de incubación, se obtenía una producción 

de lactato a una concentración que correspondía a la parte media de la curva 

estándar de lactato. Además se observó que si se usaba una mayor cantidad de 

tejido, la producción de lactato ya no era proporcional a la cantidad de te­

jido . Se escogió un ml de volumen de medio de incubación, 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 llevaron a cabo incubaciones de fragmentos de tejido a diversos tiempos, 

de cero hasta tres horas, observándose una disminución del volumen del medio 

de incubación a partir de los 60 minutos. En base a estos experimentos, se -

escogió 45 minutos como tiempo de incubación, en el cual había una disminu­

ción de volumen poco apreciable y además una velocidad lineal de producción 

de lactato a partir de glucosa exógena (fig . 4). Los valores mostrados corre~ 

panden a la diferencia del lactato producido en presencia y en ausencia de 

glucosa en cada tiempo señalado. 

Se fijó una temperatura de incubación de 32 ºC para testículo y de 37º C para 

los demás tejidos, de acuerdo con las temperaturas fisiológicas de cada uno, 

a pesar de que cuando se incubó testículo a 37 ºC, se observó una mayor pro­

ducción de lactato (fig. 5). 
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Se decidió llevar a cabo las incubaciones en agitación constante, fijando una 

agitación de 100 r.p .m., en la cual los fragmentos de tejido tenían un movi­

miento suave, al mismo ti empo que pennitía cierta homogeneización constante del 

medio de incubación. 

PRODUCCION DE LACTATO POR FRAGMENTOS DE DIFERENTES TEJIDOS 

Para tener un marco de referencia al estudiar la producción de lactato por -

fragmentos de testículo, se seleccionaron como tejidos de comparación, el c~ 

rebro, que también tiene glicólisis aeróbica ( 52 ), el corazón, que se sabe 

inhibe su producción de lactato en aerobiosis ( 56) y el músculo esqueléti­

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

Los resultados se muestran en la tabla l. La producción de lactato ocurrió 

en muy diversa proporción en los tejidos en estudio bajo las distintas condi 

ciones experimentales, que se analizan a continuación. 

a) Efecto de glucosa . 

La diferencia de producción de lactato en presencia y en ausencia de glu­

cosa ( {j, ), fue notable en el cerebro y en el testículo, muy pequeña en el 

corazón y en el músculo esquelético en anaerobiosis y casi nula en ambos en 

aerobios is . 

Estos resultados indican la gran dependencia de glucosa, como sustrato ex6g~ 

no, que es sabido tiene tanto el cerebro como el testículo ( 30 ). Esta de­

pendencia es mucho menor en el corazón y, finalmente se sabe que el músculo 

esquelético utiliza preferentemente el glucógeno ( 33 ). 
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Producción de lactato por fragmentos de tejido de rata*. 

Tejido Anaerobios is '""'''''"''~ de incubación ustrato Endógenos Glucosa 
ºC 

Cerebro** 37 32.9 
+11.8 
-n=3 

Testículo** 32 36.82 
+11 . 5 
-n=6 

Corazón*** 37 18.3 

Músculo** 37 134.5 
esquelético +13.13 

-n=2 

* nmoles de lactato/hora/mg de protefna, !. D.S. 
n=número de experimentos. 

** 21 d1as de edad . 
*** adultas. 

231. 6 
+32 . 4 
-n=3 

220. 9 
+39.1 
-n=5 

44.5 

142.6 
+ 8.7 
-n=2 

Aerobios is 

6. Endógeno Glucosa 

198.7 o.o 151. 6 
+22.0 +25.9 

n=3 -n=3 

212.9 3.9 81. 9 
+ 9.8 +3.0 :t_l7 .1 

-n=9 n=9 

26.2 o.o 0.5 

11.1 101. 7 102.9 
+4.44 !. 9. 76 !_10. 17 

n=2 n=2 

6. 

151. 6 

79. 7 
!.13.4 

0.5 

l. 2 
!_l. l 
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b) influencia de la fase gaseosa. Efecto Pasteu r . 
Los valores de lactato producido en anaerobiosis fueron mayores que los ob 

tenidos en aerobiosis en todos los tejidos. En las dos condiciones, la produ~ 

ción de lactato fue más alta en cerebro, testículo y músculo esquelético, que 

en el corazón . La presencia de oxígeno fue totalmente inhibitoria para la prQ_ 

ducción de lactato en el corazón y parcialmente inhibitoria para los otros 

tejidos. 

Esta inhibición puede expresarse mejor en términos de Efecto Pasteur, de-

finido cano la inhibición del consumo de glucosa y cesación de acumulación de 

lactato debido al consumo de oxígeno ( 60 ). 

Al no depender del consumo de glucosa, es obvio que el músculo esqueléti-

co no llena los requisitos de un efecto Pasteur. El efecto Pasteur de los --

otros tres tejidos en estudio, se muestra en la tabla 2. Los valores mostra-

dos, son resultados del siguiente cálculo: 

Efecto Pasteur = 100 x lactato en anaErobiosis-lactato en aerobios is 
lactato en anaerobiosis 

En la columna A de la tabla 2, se utilizaron los valores de la tabla 1, 

en presencia de glucosa·.En la colu;nnaB,los de la 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 corazón, la presencia de oxígeno, inhibió totalmente la producción 

de lactato. En el testículo, la inhibición fue parcial (al rededor del 60%) y 

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

EFECTO DE LA EDAD DEL ANIMAL EN LA PRODUCCION DE LACTATO 

Se seleccionaron para este estudio 21, 38 y 90 días de edad, respectivamente. 
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A los 21 días de edad, el epitelio genninal incluye todos los tipos de espe_i:_ 

matocitos primarios, pero ninguna espennátide. A los 38 días de edad, incluye 

espermátides hasta el estadio14 de Clermont, pero no han aparecido los esper­

matozoides. A los 90 días de edad, las ratas son adultas y la espennatogéne­

sis es completa ( 45 ) . La tabla 3 muestra la producción de lactato a partir 

de glucosa por fragmentos de testículo de ratas de las tres edades menciona­

das. Los valores mostrados, son el promedio de n experimentos~ Desviación -

Estándar y representan la diferencia entre el lactato producido en presencia 

y en ausencia de glucosa. 

En todos los animales se observó que en ausencia de oxígeno, la producción 

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% la producción de lactato 

en anaerobiosis, la producción en aerobiosis representa del 31 al 37% en las 

tres edades, lo que implica cerca de un 60% de inhibición de la producción 

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

En las ratas adultas, se encontró mayor variación en la producción de lac­

tato, como lo demuestra el valor de la desviación estándar, por lo que en ade 

lante, se prefirió trabajar en animales con testículos inmaduros (21 ó 38 días 

de edad). 
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Producción de lactato por fragmentos de testículo de ratas de diferentes edades 

\"' Anaerobios is Aerobios is 
gaseosa 

Edad Peso húmedo nmoles de lactato/ nmoles de lactato/ 
(días) por testícu hora/mg de protei na' hora/mg de proteína* 

(g) 

21 0.23 212.9 79.7 
+0.05 + 9.8 +13.4 

n=4 n=9 

38 0.639 198.5 62. 7 
+0.08 +11. 8 + 6. 5 

n=4 n=ll 

90 1.557 218 81.8 
+0.25 +10 +20 

n=3 n=13 

* lactato prcxlucido en presencia de glucosa menos lactato prcxlucieado 
por sustratos endógenos,~ D.S. 

n=número de experimentos. 
Temperatura de incubación 32ºC. 

Efecto 
Pasteur 

% 

61.0 

68 

62.4 



.22 

EFECTO DE QUERCETINA SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO 

Una vez definidas las condiciones para .el estudio de la glicólisis en el tes 

tículo, se procedió a examinar el efecto que sobre el proceso pudieran tener 

diversos inhibidores de ATPasas. 

En primer término se estudió el efecto de la quercetina, inhibidor de ATPasas 

membranales (tabla 4). 

La quercetina inhibió la producción de lactato. En aerobiosis, tal inhibición 

fue del orden de 37 a 50%, no habiendo diferencia sig~ificativa en el orden 

de inhibición entre ambas edades. En anaerobiosis aún cuando la producción de 

lactato fue mayor que en aerobiosis, el orden de inhibición fue del mi smo -­

rango que en aerobiosis, alrededor de 45%. 

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

afectó significativamente la producción de lactato. 

EFECTO DE OLIGO'lICI NA SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO 

La oli gooi icina es un inhibidor específico de la ATPasa mitocondrial y por en­

de, bloquea la fosforilación oxidativa de lasmitocondrias. Se usó en una con­

centración de 10 µg/ml (2.6 µg /m l de proteína), que en trabajo anterior de -

nuestro laboratorio, se demostró era suficiente para inh i bi r la ATPsintetasa 

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

Con sustratos endógenos, hu bo una est imul ac ión de la produ cci ón de l actat o, 

en presencia de ox ígeno. En anae robiosis no hubo efecto. En aerobiosis y en 

pre sen cia de glucosa hubo tam bi én una es ti mu l aci ón en la producci ón de lact!!_ 

to deb i da a la oligomicina , de l orden de 260%. Esta estimul ación no fue sig-
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Efecto de quercetina sobre la producción de lactato 

I~ 
ANAEROBIOSIS 

Control + Quercet i na** Control 

d 

a 

TJTIOles de l actato/ nmoles de lactato/ % nmoles de lactato/ 
) hora/mg de proteína* hora/mg de proteína* hora/mg de proteína* 

212.9 74.0 35 79.7 
21 + 9.8 +26 . l +13 +13. 5 

n=4 n=3 n=6 

229. 3 113 . 7 49.5 62.8 
38 +10 .8 +23 . 9 +7.2 + 6.5 

n=2 n=2 n=6 

* Diferencia entre el lactat o producido en presencia y en ausencia de glucosa. 

** 0. 164 rr"1 (50 µg/ml), alrededor de 12 µg/mg de proteína. 

AEROBIOS IS 

+ Quercetina** 

mnoles de lactato/ % 
hora/mg de proteína* 

38.9 48.8 
+14 . 2 +16.9 

n=7 

25 .8 46.0 
+11. 9 +13.2 

n=lO 



TABLA 5 

Efecto de o1igomicina sobre la producción de lactato* 

Edad Sin Glucosa 
(día s ) Adición Control 01 igomicin<I"* 

48.2 38.9 
Anaerobios is +14.3 + 2.04 

n=3 n=2 
21 

3.9 23 . 36 
Aerobios is +4. 7 +13.76 

n=9 n=4 

31. 9 34. 79 
Anaerobios is +10. 2 +14.0 

38 n=3 n=3 

2.8 12.34 
Aerobios is ! 3. 6 :!: 8. 2 

n=8 n=5 

* nmoles de lactato/hora/mg de proteína 
** 0.028 rrt-1 (10 µg/ml) 

Con Glucosa 
Control Oligomicin<I"* % Control 

244. 7 217. 8 89.0 212.9 
+ 17. 5 + 7.5 +10.3 + 9.8 - -

n=3 n=2 n=4 

81. 9 268. 6 269.0 79. 7 
.!. 17 , l .!. 45 .. 5 +56.8 +13.5 

n=lO n=3 n=9 

242.9 224 . 1 87.5 211. 5 
+ 28.3 + 39.0 +22.3 + 11.8 

n=7 n=3 n=7 

62.7 161. 65 257.8 62.8 
:!: 10.6 :t 23.0 33.5 ± 6.5 

n=ll n=8 n=<6 

ó 

01 igomici na** % 

178. 96 97 .78 
+ 9.5 + 8.58 -

n=2 

245.2 274. 4 
.!. 33.4 :i:_l5. 5 

n=3 

189.31 88.66 
+ 35.4 +14.5 

n=2 

140.25 250.1 
± 26.0 t 46.0 

n=8 
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nificativamente diferente entre anbas edades. En anaerobiosis en cambio, no -

se observó un efecto significativo. 

Se hicieron también experimentos en donde los inhibidores fueron ad icionados 

en fonna simultánea al medio de incubación (tabla 6). 

En presencia de glucosa y en aerobiosis, la estimulación producida por la oli_ 

ganicina fue contrcrrestada por la quercetina. Tanando cano 100% el valor del 

lactato obtenido en presencia de oliganicina sola, la inhibición producida 

por la adición simultánea de la quercetina, fue del mismo orden observado -

que al ag regar al control la quercetina sola . En anaerobiosis no hubo nueva­

mente efecto de la oliganicina sola. La canbinación de la oliganici na más la 

quercetina, inhibió la producción de lactato hasta un valor del mi smo orden 

observado que cuando la quercetina se agregó como único inhibidor. 



TABL- A 6 

Efecto de oligomicina y quercetina sobre la producción de lactato 

Control 

% 

Anaerobios is 100 

Aerobios is 100 

* 0.164 mM (50 µg/ml) . 

**tvO. 028 mM ( 10 µg/ml). 

Quercet i na* 

% 

41. 3 

41.1 

01 igomici na** Quercetina* 
01 igomicina** 

% % 

100 49 

100 42 



EFECTO DE AGENTES DESACOPLANTES DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA 

SOBRE LA PRODUCCION DE LACTATO 
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Tanto el 2, 4-dinitrofenol (DNP) como el carbonil-cianuro-p-trifluorometoxi­

fenil hidrazona (FCCP), son conocidos cano agentes desacoplantes de la fosfQ_ 

rilación oxi dativa de las mitocondrias y por lo tanto son también inhibido-

res de la síntesis mitocondrial de ATP. Se hicieron experimentos prelimina-

res usando estos dos agentes, a las concentraciones que se sabe son óptimas 

para ejercer su efecto desacoplante: 1 x 10 M para el DNP ( 43 ) y 2 x 

10- 6 M para el FCCP ( 32 ). 

Los resultados que se muestran en la tabla 7 fueron similares a los obteni-

dos con oligomicina . La inhibición que se obse rvó en anaerobiosis fue de muy 

baja significancia. En cambio en aerobiosis, nuevamente se observó una esti-

mulación de la producción de lactato. Tomando como 100% el valor máximo ob-

tenido en cada una de las condiciones, el orden de inhibición debido a la --

quercetina sola o acompañandoa los otros agentes, fue similar al observado 

ante ri onnen te. 

EFECTO DE OÜABAINA SOBRE LA PRODU CCION DE LACTATO 

En numerosos tejidos se ha descrito el efecto inhibitorio de la ouabaína so­

bre la ATPasa dependiente de Na+ y K+, bloqueando el transporte de estos io 

nes a través de la mem brana plasmática ( 67 ). 

A pesar de que en el testículo este efecto no ha sido demostrado más que in­

directamente ( 67 ), se decidió estudiar su efecto sobre la producción de -

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



TABLA 7 

Efecto de agentes desacoplantes de la fosforilación 

oxidativa sobre la producción de lactato 

ADICIONES 

Ninguna 

2,4-DNP* 

FCCP ** 

Quercet i na*** 

2,4-DNP+Quercetina 

FCCP+Quercetina 

2,4-DNP 

214-DNP+Quercetina 

FCCP 

FCCP+Quercet i na 

* l X 10-4 M 
** 2 X 10-6 M 

*** 1.64 X 10-4 M 

ANAEROBIOS IS 
% 

100 

80.32 

70.3 

41.3 

67.8 

38.4 

100 

-

100 

-

AEROBIOS IS 
% 

100 

268.4 

221. 3 

41.1 

-
-

100 

46.8 

100 

48.6 



. 25 

mostrado inhibir la glicólisis en células tumorales. 

La tabla 8 muestra los resultados de los experimentos en los que se estudió 

el efecto de la ouabaína sobre la producción de lactato en presencia de glu­
~ 

cosa . Aún a concentraciones de 1 x 10- M no se observó ningún efecto signifj_ 

cativo sobre la glicól i sis aeróbica ó anaeróbica 

EFECTO DE Q.JERCETINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE ATPasa DE HCJ.l<XiENEIZADO 

TOTAL DE TESTICULO DE RATA 

Es bien conocido el efecto inhibitorio de la oliganicina sobre la ATPasa mi-

tocondrial, aunque en el testículo este efecto tiene características peculi~ 

res ( 23 ) . 

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

les ( ll,71,72). 

En vista de la marcada inhibición de la producción de lactato ejercida por 

la quercetina, se llevaron a cabo algunos experimentos en los que se estudió 
2+ el efecto de la querceti na sobre la actividad de la ATPasa-Mg de homoge--

neizados totales de testículo de rata. Los resultados se muestran en la ta-

bla 9. Se observó entre 15 y 30% de inhibición de la actividad enzimática -

en las condiciones estudiadas. 



T A B L A 8 

Efecto de ouabafna sobre la producción de lactato 

ANAEROBIOS IS AEROBIOS IS 

Control + Ouabafna* Control + OuabaÍna* 

nmoles de lactato/hora/mg de proteína 

218. 9 207. 7 61. 4 55.9 
+28.3 +17.6 +10.6 +21.1 

n=3 n=2 n= 8 n=3 

* 1 X 10-4 M 



T A B L A 9 

Efecto de quercetina sobre la actividad 

de ATPasa de homogene izados totales de rata* 

Experimento Control + Querceti na 
núme ro IJllOles Pi/10 min Concentración ]..111oles Pi/10 min % P** 

/mg proteína rrt-1 /mg proteína 

1 5.73 0.132 4.77 83.2 <0.005 
+0.40 +0.1 

2 4.02 0.132 3.31 82. 3 <O. 001 +0.1 +0.2 

3 5.63 0.164 4.78 84. 9 <0.005 +0.07 ::0.1 

4 3.88 0.198 2.6 67 .o <0.005 +O. 3 .:!:_0.1 

*Medio de incubación (mM) : sacarosa 200 , MgC1 2, 5. 0, ATP, 2. 0, 0.05 ml de homogeneizado total 
al 10% P/Y (0 .3 mg de protefna aproximadamente), temperatura de incubación 37ºC, volumen fi­

nal 0.5ml. 

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

Es bien sabido que el testículo adulto depende de la glucosa como sustrato 

exógeno (3,27,29,54,65), casi tanto como el cerebro (30,52) , también se sa­

be que el testículo in vitro, produce gran cantidad de lactato a partir de 

glucosa, tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas (25,29,48). Esta pr_Q 

ducción de lactato aumenta al incrementar la cantidad de glucosa en el me­

dio (27) . 

Las condiciones fisiológicas de relativa hipoxia del testfculo (27,28,68,70), 

inducen a pensar que es posible que las células gErminales puedan usar la vía 

glicolítica para oxidar glucosa hasta lactato . La observación de que las ca­

racterísticas cinéticas sui generis de la principal isoenzima de la deshi­

drogenasa láctica LDH-x, favorecen la produ cción de lactato (4,6,69), es 

congruente también con la utilización de la vía glicolítica, así como los nj_ 

ve les de lactato que se han detectado en el fluído testicular, que supuesta­

mente incluye productos de desecho de células genni nal es (27,58,74). Nues­

tros resultados (tabla 1), además de confirmar hallazgos previos, apoyan di­

cha suposición. 

El hecho de no encontrar diferencia sign if icativa en el l actato producido a 

los 21, 38 y 90 días de edad de la s ratas (tab la 2), confirma la sugerencia 

de que tanto espermatocitos primarios en el estadio paquitene, como espermá­

tides y espermatozoides, comparten este tipo de metabolismo (27) ya que son 

respectivamente el tipo celu la r predominante en cada una de las edades estudia 

das (1). 

Sin enbargo, a pesar de todas las evidencias arriba señaladas apoyando la gll 

\ 
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cólisis aeróbica del testículo, es importante subrayar que ignoramos hasta 

ahora ' en qué porcentaje participa en el metabolismo energético del testí­

culo in vivo. 

Aún más, pensamos que nuestros datos, así como los informados por otros au­

tores sobre producción testicular de lactato in vitro, es posible que sean 

diferentes a los fisiológicos, ya que en otros tejidos y particularmente en 

el cerebro, se ha demostrado que la concentración de oxfgeno en el microam­

biente de las células, es un elemento importante de regulación del tipo de 

metabolismo (glicolítico 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 simila res! pero 

diferentes a los obtenidos in vivo. Por ejemplo, en el hombre, por medición 

de diferenc i as arteriovenosas de la concentración de lactato en sangre, ha 

podido infe rirse 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 sí existe un 15% de glicólisis aeróbica (49,52). También se ha señalado 

la extraordinaria capacidad del cerebro de adaptarse en cuestión de segundos 

a condiciones de hipoxia, cambiando su metabolismo oxidativo a glicolítico, 

como respuesta inmediata a la necesidad de abastecer su requerimiento de 

energía (50,52) . 

En el caso del músculo, en lo que se refiere a la utilización de sustratos, 

es bien sabido que en general consume su propio glucógeno (56), aunque en de­

terminadas circunstancias, la fuente inmediata de energía es la fosfocreati­

na (56) . En lo que toca a su metabolismo, se sabe que depende del tipo de -

múscu lo en es tudio el que sea aeróbico ó anaeróbico . En términos generales, 
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el metabolismo aeróbico es proporcional al número de mi tocond rias y éste se 

presenta en función del tipo de actividad que ejerce cada músculo (35). Eje!!!_ 

plos de músculos en los que predomina el metabolismo anaeróbico son el sóleo 

y el gastrocnemio, así como el corazón lo es de metabolismo aeróbico (31,35). 

Asimismo, es te órgano dispone de un mecanismo de regulación de la glicólisis 

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

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

que sobre metabolismo muscular están informado s en l a literatura. 

En vista de estas cons ideraci ones es razonable concluir que l a dependencia de 

glucosa es diferent e en cada tejido y que ésta dependencia está dada según los 

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

Ind ependientemente de qu e no pretendemos hacer extrapolaciones de nuestras ob­

servaciones a lo que sucede in vivo, en nuestras condiciones experimentales en ­

contramos que la producción de lactato en todos los tejidos estud iados, fue mayor 

en condic iones anaeróbicas que en condiciones aeróbicas . De hecho en el corazón 

esta producción fu e nula en presencia de oxígeno. 

Refiriéndono s particularmente al testículo, es difícil comparar los datos de 

producción de lactato obtenidos en el present e trabajo con lo s informados por 

otros autores (48), ya que éstos expresaron sus datos de distinta man era y 

usaron diferentes condic iones exper imentales en lo que se refiere a la deter­

minación de lactato, la edad de lo s animales y la temperatura de incubación. 

Leiderman y Mancini (48), usaron ratas prepúberes de 15 días de edad y adul­

tas e incubaron lo s fragmentos de testículo a 37 ºC. Esta temperatura, seg ún 

nuestros datos (figura 5) arroj a cifras diferentes a las de las incubaciones 
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efectuadas a 32ºC. Esta diferencia puede tener una importancia fisiológica, 

ya que se ha informado que si se incuba testículo escrotal en agua a 42°C por 

30 min ó hay ubicación abdominal de un testículo (criptorquidia) por dos se­

manas, se presenta degeneración testicular (9). Lee y col. informaron que si 

se incuba testículo a 37ºC por un perfodo de 60 min, hay ruptura de lisosomas 

en las espermátides, lo que lleva a la destrucción celular que inicia el fe­

nómeno de regresión del epitelio germinal (46). Además, muy recientemente, 

se ha informado que si se expone un testículo escrotal de rata a una tempera­

tura de 38 a 4lºC de 30 min a 1.5 h, el órgano responde aumentando al doble 

su consumo de oxígeno (51), lo que indica una alteración metabólica, que no 

se define si es debida o no a un aumento, por el calor, de la concentración 

de oxígeno en el microambiente de la célula. Se ha estudiado la disminución 

fisiológica de la temperatura que ocurre en el testículo al bajar de la po­

sición 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 32-35ºC (40). Además de estas observaciones, en estu­

dios de viabilidad de células dispersas de testículo en un amplio rango de 

temperaturas, mostraron que la viabilidad de 95% presentada a 32ºC, bajó a 

30-45% a temperaturas por debajo de 15ºC ó por arriba de 33ºC (1). Por todo 

lo expuesto, pensamos fue justificado e1 empleo de una temperatura de 32-33ºC 

para las incubaciones de testículo. 

La disminución de la producción de lactato a 37ºC en testículo de rata adulta 

(fig . 5), es congruente tanto con una menor actividad metabólica por destruc ­

ción de algun as células germinales durante el tiempo qu e duró la incubación 

(46,51), como con la posibilidad de que el mayor consurro de oxígeno que aco!!!_ 

paña a una elevación de temperatura (51), co rresponda a un desplazamiento 
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del equilibrio entre metabolismo glicolítico y oxidativo, a favor de este úl­

timo. También explica en parte, que Leiderman y Mancini (48) encontraran una 

mayor producción aeróbica de lactato en testículos adultos. 

El fenómeno de la glicólisis aeróbica ha sido objeto de estudio principalmente 

por ser habitual en células cancerosas. Esta observación origi nal de Warburg , 

que también señaló que existe una buena correlación entre la velocidad del ere 

cimiento tumoral y la glicólisis aeróbica (77), ha sido recogida por Rac ker 

para postular una visión modificada sobre el cáncer (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 ó varias ATPasas al permitir la producción de AD P 

y fosfato inorgánico, participaban en la regu lac ión de la glicólisis aerób ica 

de estas células (71,7 2). Esta idea recibió apoyo experimental al encontrar 

estos autores que inhibidores específ icos de diversas ATPasas, eran capaces 

de inhibir la producción aeróbica de lactato por diverso s tipos de células 

cancerosas. 

El testículo no es un t ejido maligno, pero el hecho de que sí presente in vitro 

la coexistencia de glicólisis aeróbica y ATPasas elevada s, permitió pensar en 

la posibilidad de que también pudieran esta r relacionadas entre sí. 

El testículo mostró in vitro capacidad de ten er glicólisis aeróbica el evada 

y un efecto Pasteur disminuido (60%). En trabajo anterior de nuestro labora­

torio, se demostró que tiene tambi én una o varias ATP asas sumamente activas 

qu e parecen localizarse particu larmen te en las células germinales (22). Siendo 

la concentración testicular de ATP muy elevada a l os 30 segundos de haber coc 

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

gético es sumamente eficiente y poco congruente con l as actividades de ATPasa 



.31 

arriba señaladas, a menos que éstas participaran en la regulación de· la glicólj_ 

sis a través de los productos de la reacción que catalizan (ADP y fosfato inor­

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

Los resultados de inhibición de la producción testicular de lactato por el 

bioflavono ide quercetina, que se ha descrito como inhibidor de ATPasas membra­

nales (18, 72), apoyan esta idea. El hecho de que los resultados de inhibición 

de la producción de lactato con quercetina fueran del mismo orden, tanto en 

aerobiosi s como en anaerobiosis (tabla 4), sugieren que la ATPasa mitocondrial 

que participa en la síntesis de ATP, según la hipótesis de Mitchell, no es la 

res ponsable de la regulación de la glicólis i s. Podría serlo aquella f racción 

de ATPasa mitocondrial, que según experimentos de nuestro laboratorio (23), 

está laxamente unida a la membrana y es poco sensible a oligomicina y muy sen ­

sible a efrapeptina (inhibidor específico de la porción F1) y a quercetina. 

La inhibición por quercetina de la producción de lacta to y de la acti vidad de 

ATPasas totales, resulta dífícil de correlacionar . En el primer sistema se ti~ 

nen f ragmentos t i sulares en donde _se ignora la función de las barreras de per­

mea bilidad para la quercetina , además el sistema no permite descartar la idea 

de qu e la inhibición de la producc i ón de lactato por el bioflavonoide, pudi era 

deber se a que afecte alguna enzima glicolítica. Aunque este argumento ha s ido 

desec hado experimentalmente en células tumorales (61), es import an te de ser co!!_ 

siderado en est ud io s f ut uros con testículo . En el segundo sis tema , l a organiza­

ción celu lar se ha perdido y aunque en estas condiciones mejora el acceso al 

i nhibidor, se mantienen ciertas ba rr era s de permeabilidad, como son las membranas 

de los organelos. Así por ejemplo , se ha i nformado que la quercetina es inhibi­

dor de l a porci ón F1 de la ATPasa de par t í cu l as subn i tocondri al es (42,61). No 
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podemos sin embargo definir si en las mitocondrias de testículo, la porción F1 
de la 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 inhibición 

de la actividad no sería muy perceptible debido a la elevada actividad de ATPasas 

demostrada en homogeneizados totales de testículo (22), como en efecto fue el 

caso. 

En este trabajo se observó una estimulación en la producción de lactato en pre-

senci a de oligomicina en condiciones aeróbicas, hasta niveles de lactato simi-

lares a los obtenidos en condiciones anaeróbicas . Este resultado es congruen te 

con la idea de que las mitocondrias sí participan en el metabolismo energét ico 

del testículo; puesto que al bloquear la oligomicina la síntesis aeróbica de 

ATP, el órgano echa mano de su mecanismo glicolítico para satisfacer sus deman 

das de energía. En cambio al superponer a la adición de oligomicina, la presen­
cia de quercetina, esta manifestó su poder inhibitorio de la producción de l ac-

tato en un porcentaje similar al mostrado en ausencia de oligomi cina . Pensamos 

que este resultado también apoya la idea de que no es la ATPasa mitocondrial en 

su concepción Mitchelliana, la que participa en la regulación glicolítica, pues 

estando inhibida por la oligomi ci na, pudo observarse la inhibición de produc-

ción de lactato por la quercetina, supuestamente a través de la inhibición que 

ésta ejerce sobre las otras ATPasa s (ATPasa mitocondrial no funcional como 

ATPsintetasa y quizá otras ATPasas membranales). 

El FCCP y el 2,4-DNP tuvieron un efecto simi lar al observado por oligomicina, 

lo que era de esperarse, ya que estos compuestos son desacoplantes de la fos­

forilación oxidativa e inhiben la síntesis de ATP (33,43) al disipar el poten-

cial de membrana generado por el gradiente de protones. 
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El efecto de 2,4-DNP puede ser, sin enbargo, de índole más compleja ya que -

recientemente se ha demostrado su interacción con ATPasas del tipo de la ac-

tomiosina (79) . 

Respecto a la ATPasa depend i ente de Na+ y K+, se ha infonnado ser sensible a 
quercetina en algunas células tumorales en las que demostró estar involucrada 

en el mecanismo de regulación de la glicólisis (41,71,72) . En testículo se ha 

inferi do solamente la presencia de la ATPasa dependiente de Na+ y K+ por la 

+ inhibición del transporte de K por ouabaína, aunque no ha podido demostrarse 

una inhibición de esta ATPasa por el glucósido (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-

vestigación con el planteamiento de nuevas preguntas. Estos estudios preli­

minares obtenidos in vitro bien podr1an extenderse a células dispersas ais-

ladas de testículo, tales como poblaciones enriquecidas de espennatocitos y 

espermátides (1) en las cuales el estudio del efecto de la temperatura, oxí-

geno, agentes químicos, etc. permiti r ía un mejor conocimiento del efecto del 

microambiente sobre el metabolismo de las células germinales en estas etapas 

de su diferenciación . 

Aún más, en experimentos hechos in vivo en condiciones en las que el tejido 

testicular no haya sido separado del resto del cuerpo, existiendo una oxige-

nación fisiológica, sería posible observar la producc ión de lactato y con­

firmar la reg ulación de la glicólisis por ATPasas util izando agentes quími-

cos, inclusive a largo plazo . 

La realización de este trabajo tiene como aspecto finalista el conocimiento 

de aspectos metabólicos pecu liares del epitelio germinal del testículo, el 
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cual nos lleva a un enfoque más 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 

ji dos. 



.35 

RESUMEN Y CONCLUSIONES 

El presente trabajo tuvo como objetivo fundamental investigar si en el testí­

culo de la rata existe el mecanismo de regulación de la glicólisis por una o 

varias ATPasas que ha sido postulado en células tumorales, basándonos en que 

comparte con ellas dos características metabólicas: la de tener glicólisis ae 

rábica y ATPasas elevadas. 

Se estudió la producción de lactato por fragmentos de testículo de ratas en -

presencia y en ausencia de glucosa, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, 

estableciendo ·1as condiciones más adecuadas para el estudio. El efecto Pasteur 

observado en nuestras condiciones experimentales fue de 60%. 

Con el objeto de averiguar si el tipo de metabolismo glicolítico variaba con 

la diferenciación del epitelio germinal, se utilizaron ratas de edades diver­

sas: 21, 38 y 90 días, por tener respectivamente como población predominante 

del epitelio germinal, espermatocitos primarios, espermátides tempranas y es­

permatozoides, sin encontrar diferencias significativas. 

La posible relación entre alguna ó algunas ATPasas y la glicólisis, se inves­

tigó midiendo la producción de lactato, en las condiciones señaladas, en pre­

sencia y en ausencia de diversos inhibidores de ATPasas, tales como: ouabaína 

(inhibidor de ATPasa dependiente de Na+ y K+}, oliganicina (inhibidor de ATP 

asas membranales, particularmente de la porción F1 de la ATPasa mitocondrial). 

También se estudió el efecto de agentes desacoplantes de la fosforilación oxi 

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

La ouabaína no tuvo efecto alguno sobre la producción de lactato bajo ninguna 

condición, observación acorde con el hecho de que en investigaciones previas 

no ha sido posible detectar por los medios habituales la presencia en el tes-
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tículo, de la ATPasa dependiente de Na+ y K+. 

La olig<JTiicina no tuvo ningún efecto en anaerobiosis. En cambio, en aerobiosis, 

elevó la producción de lactato a los niveles obtenidos en anaerobiosis , obser­

vación consistente con una inhibición de la producción de energía por medio de 

la fosforilación oxidativa. Resultados semejantes se obtuvieron en presencia 

de los agentes desacoplantes de la fosforilación oxidativa. 

La quercetina inhibió alrededor de un 50% la producción de lactato en todas las 

condiciones estudiadas: aerobiosis, anaerobiosis y condiciones de anaerobiosis 

simuladas por la adición de oligomicina, 2,4-DNP ó FCCP. 

Estas observaciones apoyan la hipótesis de que existe una actividad de ATPasa 

en el test ículo cuya inhibición, por la quercetina, inhibe a su vez la glicóli­

sis. No es posible, sin embargo, eliminar la posibilidad de un efecto directo 

de la quercetina sobre alguna enzima glicolftica. 

Nuestros resultados apoyan la hipótesis de Rac ker de que las ATPasas pueden ej~ 

cer una acción reguladora de la glicólisis, quizá a través de los productos que 

catalizan , ADP y Pi, como efectores positivos de algunas enz imas glicolíticas . 

Es evidente que de ser as f, no es este un fenómeno 1 imitado al pr.oceso de can ­

cerización, sino que puede ser observado también en un tejido normal como el 

testículo, en donde coinciden la glicóli sis aeróbi ca y la alta actividad de 

ATPasa total . 

En cuanto a la actividad de la ATPasa sobre la cual ejerce su efecto la quer­

cetina, sin desechar la posibilidad de que pueda ser un inh ibidor de diversas 

ATPasas, sabemos por otro trabajo desarrollado en nuestro laboratorio, que 

inhibe la porción F
1 

de l a ATPasa mitocond rial testicular. Esta parece pre­

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

de ATP sin tetasa y sensi bilidad 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 hipótesis de trabajo hacia el futuro, sugerimos que el papel fisiológico 

de esta ATPasa mitocondrial laxamente unida a la membrana, pudiera ser el de 

regular la actividad glicolítica del testículo. 
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