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RESUMEN 

nacimiento hasta los tom<~ndc> com<l ·fuent.e . enziml<tic<~ el 

ho~3geneizado total de este órgano y poblaciones de células germinales 

aisladas representativas de la primera división meiótica y algunas etapas 

de la diferenciación d e l a s espermAtides a e spermatozoides. 

Para medir dicha actividad se util izaron dos sustratos sintéticos ~~-

N1.1.·-CE<Z-·;,\r<J--a rg-·t.ll'leOBNc. qw? no pueden 

h i d rolizados por exopaptid asas , y a que el residuo a mi no t erminal e sta 

bloqueado por el grupo carbo banciloxi (CBZ ) y el carboxilo por el grupo 4 

metox i --f< .... n a·f'ti lamin., ( 41'1e0f.<M.;1 ) que impiden l .;1 acc i.ón de amino y 

c.;1r·box i peptidasas; t'espectivamente. 

L.a enzima presentó una afinidad semejante por· los dos sustr·atos 

sintéticos utilizados, s in el N1.1.--CBZ-arg .... arg-4MeOBNa fué 

hidrolizado a una velocidad 2 . 5 veces mayor. 

Be e studi ó la depe ndencia d e la actividad pr<Jteolitica a la adición de 

compuf?!;;tos qu•? pt'ot~~gen <Jn.1pos sul·fhidd.lo ( SH) c:omo el I>TT y reacti.vos 

;~l.qlli 1.:111t<=~!• de estor.; q r·upos como la iodoacetamída que los inacti van. La 

ad ición de DTT al medio de incubación, provocó un aumento de la activi dad 

protaolitica . La ic~oacetamida inhibió totalmente la actividad a una 

(~oncantración 5 mM" 



f>t:~ i:\ll i:\ll.zd l a d:1. s tr· :t.bt•c 1.ó:1 ~.ubceJ.ul.~ r· dE·~ l a c:~ nz im ,·:\ e n e~ .L ·t€~s tj.cu .L o 

~nmAdtJrn d ~ r·atas de 1 ~ d i~!~ de ociad , d ebid o a q ue lns niv~les m~s ~ ltos da 

acti vid a d se presar•taron en ~sta etapa de d 1faranc1a<:1órl~ L.a a c tividad so 

asoció a l~ fracci ó n m1tocc>nd r ~al-l i sosomal . J~ediante e l e squema d e 

centrifugación utili zado se detectaron dos pob1~~1ones !1sosomales de 

d 1feren te den sidad y crn1te n1do enz imático. 

Al u ·tj.l1 zar el homc>ge110?.i zadc> t.<:>t<\,l c ome:> flu;mt.•~ o?nz1m<~ tic;,\ ~;e obr;E!l"vó 

que 1~ actividad proteolitlca s e mantuvo cc~nstante Mu ran te el d e sar r ollo 

testicular, pero cuando la actividad en21tnática se dete rm1r1ó en cél ul~s 

germina les dis persas de ratas de 15~ 2 1 y 38 dias de e dad se obs ervo u r' a 

mayor ac~1v1dad a 1~ d ias d e edad y un desce1·1s o pr·ogres1vo a lus 2 1 y 38 

<Has • 

Para defi n i r s i 1~ activ1dad de catepsin a B sa 

especi·f i c os de diferenciación se determinó la activid~d de esta enzim~ a n 

poblaciones celulares enriquecidas en esper·matocitos primarios lei>to t e nos 

l60~~) , E~sp<-.~ r·mate:>c:itos~ pr:imc:\r· ic>s pc:\qu:lt.enos (B:5/.~), f~spe~1··mát :i. cles ( "7S;·:) ;1 

espermatozoides ( 100%) . Sa observó q ue •l n ivel mAs alto de <:ateps ina B 

estuve> as<.1 ciadc.1 a lo!; espt~rnh'\:to c:i to~; primti\r ic:>~:> <:.~11 estadio de 

~~equ1do por. (·~l ele lc\S esperml\ticles y a lcanzando el n:i.vE.<I. m¿\s bajo en los 

espermatozoides . 

Para desc~ rtar l a participaci~n de otr~s en ~ im~~ ~Y~tenlit~ ca~ en la 

hid rólis is d e los sustratos e mpleados s e adicionó el int1ibid o r de tr·ipsina 

de soya y se determinó la actividad enzim~tic:a usando como sustr·ato N~-CBZ

;,\la-«\\Y·~¡··arg·-4Me0Bl'ia • Se observó que ¡,¡m su pn:.'sc;~nc:ia J.,'i\ h i drólio; i s clol. 



sustra to se inhi b ió en pcrcentAjms variables d epend iendo de la población 

ce lul a r ostL~iada. 

La j nh1biciOn tota l de la ac~ividad pr·oteolitica usando como s~st~ato 

inhibi dor 

e s pec.ifi co d e catepsina B que reacciona con la cisteina del sitio 

c:at¡,1 l i . t i CCl. 

S e c:on·firmó Qlle e l tes tículo de rata posee a cti v idad proteolitica de 

et:\ tepsj, n a B y que esta .-~ct.ividad se a~aoci~ p1 .. :i.n c:i Pé\lmt~rl te::.\ a t.~spertna toc i t<:>~:> 

e n e s tadio paquitena y a las espermAtides~ 



INTRODUCCION 

E:l il'l al'\tC::~n:i.tn l.«'.·~nt.e> d«~ <-'t.:i.'\'. l'UC: "l'.Lll"c':\!:T~ b i c.:-?n d :ii:«? t,.f.·?11 C:i.t":"t di:"tt5 ('.?f\ U l'i f.) t'"C:l t';\f'\i~~mt> 

reau1ere del balance entre la s i ntes is y La d~qradac16n de las moléculas 

complejas que lo integran. 

Las p roteinas c on s tituyen un elemen tc> flJnc 1.anal-estructlA 1~a1 d<:~ suma 

impor·tanci a cuyo r ecambio es altamente select ivo y se refleJ a e11 una vida 

~1edia d i·terente para cada l. 98~~ ) . F.:. l 

catabolis mo de las p roteí n as puede ser· reali zado por 1a acción con i ,Jn t a de 

v arias pro teasas, con diferentes r·equerimie ntas y sitia de acción~ 

Las protPasas pue den dividi rse en dos grandes grupos: 

A. Exopeptidasas, s:i ac1'.ú an l a secuencia de 

aminoác ido~¡ de la proteina. Pueden s er carboxipept1dasas y am1nopeptid asas. 

B. Endopeptidasas c u a ndo hidroli zan Los en laces peptid icos internos en 

la s ecuencia de aminoácidos de la protei na .. 

con e l amino&cido que participa e n la catálisis enzimAtica : 

.!.a C <':\tf:\ .ti~:>i~:; ctuecl.~ coval.en't.€..'mentf~ un:i.d i:t itl s;u$ 1".r¿\·to .. Su pH óp't.imo c ae t0n 

el rango de 7 a 9. 



~ .. ! ... ""\~:# t iol proteasas pos een cis te1~na en el sitio ac·tivo._ éste~ 

la formación del enlace c cJvalente en tre la e nz ima y e l 

el s1 t .1<J <:é\·ta l it:ico y s u pH ó pt i mo está cmtn;1 2 y 7 . La re.\\CCi 6n en z imi.\tica 

se re~l1za a traves de una catd l1sis ác1do-base . 

aum«~n t<:> en ! a p<:)].i:\ri :t.ac:ión del E~nli:\c:e p€·~p t.id ico q u e Ve"\ a ~; er- hid roll.z adc> 

por at;~quc~ nu c:l.e c>i' iJ. j.co .. El pH óptimo est.á ~mtn~ 7 y 9 . 

La t.,!\bla. l r·esumc l as CC\racter·is t . icc::\S de cada uno dE.\ est os c uatro ti pos 

de pr·ot<~C\~j.c!\St y g¡.eñi:\ l C\ li.\S E-!n :t ima.s que lo~> 1.ntegran. 

Es muy i mporta n ·te señc.\lar· que~ aunque se ha demos trc:\do le:"\ pr·esenci a d <::·~ 

pr·c>t<·:·~c:\SC\s en t.od<Jt;;> l<:>s cc:>mpi:\ l''ti mc·~n1'.o!i~ celulare~> to1 en l a mayoric\ dE·~ los casos; 

no se tla ident1f1cado el s ustrato normal~ ni el estimulo 9ue i nicia la 

proteólisi s o las proteasas involuc radas en el proces a mi e nto de 

con i' lln cion<;?s especi ·fi c:,\\s. s in emb,O\rgo , pe> demos d ist inguir dos camüios p a r a 

«:col cat.abolis mo d r'-' las protein .\\s y qu1;1 tienen dis tin ta import.O\n cia 

fisiológica: el lisosomal y el ci to~>ólico. 

Las proteasas lisosomales participan f.·~n la degradación tota l de las 

protci n as d e la dieta y en e l mante nimie nto d e la reserva de a minoácidos de 

l.;,\ c:e J. u ).¡,, • 
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CLASE 

Sed no 
Prote lnosas 

Cistein o 
tfo1 pro· 
te i na sas 

Proteinasas 
'e idos 

SIT IO CATALITICO 

Se caracterizan por la 
presencia de una serl· 
na c-n su sitio activo. 
El mecanismo ca tal ftl· 
co do estas proteasas 
Involucra la unión co
valente del sustrato 
al residuo de serlna. 

~ 

Cont; en en en su si t lo 
activo un residuo de 
el stefno ol que se une 
por enloce covalente 
el sustrnto. 

El sftio activo pres41!? 
to r esiduos de ¡cldo 
aspárt I co y • trev6s 
de vna cat'l lsl• 6cldo 
base hidrolita al sus• 
trato y son activadas 
solamente a pH ácido. 

Hetalo Contienen (Zn~) en su 
protelnasas centro actlvo ccmo par· 

te Integral de su es
tructura y la hldr61 l· 
sis del enlac:e pcpt(df 
co Involucra un ptoqu"C 
nucleoflllc:.o. 
Ad~s pueden ser act 1 
vadas por ea2+ -

IHHIBIOQRES 

011sopropl1 fluorofosfa
to (OlrP) 
01 lsopropl r íosfosíluorl 
dato (OipF) 
r en 1 fmetancuu 1 fon 1 l F I uo 
rvro de (PHSF) -
N-p· tosy 1-L- t l sln<1-c tor2 
metl l·cetona (TLCK) 
lcupcpt lna (N-proplonl 1 
levcl l· levcl 1-0L arglnal) 

P· H 1 droJ<lmercur lbenzoato 
(PHHB) 
lodoacctato , 
lodoi>Cetamlda 

- N-ctl lmal e lmid• (NEH) 
E- 64 (trans·epoJ1ty · suecl· 
nll.levcll· . ..,,ldo (~ gvonl 
do) butano 
Leupept lna 
Ant lpalna ( I 1 •carboxl·2· 
f e nl 1-et 11)carbamol1 - L·ar 
<glnll·L-val 11-arglnal) -

Pepstat ¡,,., 

Agentes quelantes: EOTA 
1. IO·fenantrol lna. fos 
for•ldon (r.-nnosfosfa':' 
to· 1 ev• trp) 

LOCAL 1 ZAC ION 

A) Algunas de estas P'2 
teascu se local ltan 
en estructuras espe
cf flcas o en 9ránu• 
los secretores de 
ciertos tipos eelul.t 
res. 

8) T.:.nbli!:n existe un 
grupo que <JCtúa Gamo 
componente est ructu· 
ral de la c61ula. 

Le mayor parte de estas 
proteasas se encuentran 
dentro de 1&1 cél ul" en 
compartim ientos como los 
11 sosomas 

También se encc.lentrain en 
clto5ol 1 

A) En gránulos secret2 
res · 

B) formando parte de la 
cilu1a «me> e.n los 
eritrocitos 

8) lnt raccluloros 

CJEHJ'LOS 

·Acltos lna (espenna
totolde) 

-Elastasa (HevtróíJ. 
los) 

-Catepslna G (Plo· 
que tas) 

-Prol l l·endopcptld!!_ 

•• 
-Protefrias.a de cito 

sol dependiente dé 
ATP 

-C.atepslna R del nú 
e.leo y del ~et lcu:
lo endop l.$sm l'Co 

C.tte$)sinas 
H, L y S 

-talpa rna 
-~lejo IWUltlcata· 
Htlco dependlente-
ATP. 

·Clsteln protel~sa 
-Cltos61 leo dependlen 

te-Metal -

·Pepslne do jvgo In· 
testlna1 

·Qvl•loslne (estdmogo) 
·Renlna (rll\6n y pi•.! ... ) 
tatepslna o 

E 

-Col~en.asas 
-Geh1t In.asas 
· Procola9enasas 

H-prote in.asas 

·Endopcptld<ln• de 

la -·- plosa.$ 
tic.a y d• retScu10 
endo91'SM1CO que • 
eJ ¡,.inan le secuen 
cla sel\al de l•s -
protefnas 

TABLA I. Q.A.SIFICACICN IE LAS Pro'IEASAS. Para mayor información consultar Barret, 1977 
y Bond y Butler, 1987. 



L..c':\S Pl''<:>t<·~asa~:J c:i 1'.<lt:>ó 1 :i c::a~; son de~pend i€·~ntf:?S d<·~ ATP y ~~t;tán rel<:\cion <:\(:las 

c on l a deg~adac1ón tanto de proteinas aber rantes como de proteinas 

norm<1 l. C1)!; •• 

La pavt1cipación de las proteasas lisosomales fue se~alada por 

y col . • ( l.'7'76), qu].t~11es es;tudiarcm los c;~mbios; en contenido de prot•?j,nas >' 

d e l a actividad proteolitica durante la e t apa del desa rrollo embrionario 

del m~sculo pe ctoral da pollos normales y de pollos distróficos. F 1 

con t.erd.d~1 de prrJtc¡,i n ,;\s en lo~,; do!; q rupc>s ·fut~ muy s.•~mej an ·te, pero dur.~n te la 

fase da crecimiento posterior a la salida dal cascarón , el contenido de 

protai n as del múscu lo de pollos distrófico& era menor que el del músculo 

pact.oral de los pollos normales. 

Este me nor contenido de proteinas podia ser debido a una menor sintesis 

de pl"<:»te:i.ni.\S o a un <':\ may c:u·· clegrc~dc\c::i.ón .. Se encontt ... O que la sint<:·~s3.~; de 

pnJtein é\S 1;111 ambos C<\SC)s f.1r'<< ,,im:lJ.;,\r perc> no la autodegradación ya q1.m 1.:1 

autólisis era mayor dosde los 14 dias en el m~sculo distrófico , llegar~do a 

!.?«~r t re ~:; v~~ <::es m«:\ s> c:"\l ta C(t.l(·~ l e':\ qu&~ pt"esen t ar·c)n los músculos nor·malt~s a los 

2-4 meses de edad . 

Esta &i tuaciOn llavO a la determinación de la actividad de las 

c.•tep ~;:Lr1 ,:\f,; A, B, C y D du1'l\nte l.< dii'en?nciación del mll5culo pectoral de~ 

pollos normales y d1str~ficos, tanto en la etapa embrionaria del desarrollo 

como desoués de la salida del cascarón . 

En los an ima les no1rmales se observó que la acti vidad de las catepsinas 

A, C y D durante la f~se embriona 1~i~ y poco después del nacimiento era 

7 



c::('\ t <· r c:> i n.·:\s , le\ l:< en lo~; polltls nor·m¿\les~ , m<J s:tv' <=> un J.n cr<~mente> del ·7 ·7 ;-:, en 

s u A~ t1vid~d a los 'l di~s Y del 55% á !os 14 d i a s deu pués d e l naci miento . 

Este>~:; c: a mbi <:> !:> €·~n l a i..\<::tividac:I de la~; cat•?p~:.;:1.na~:.; <·~xpl :t c:alJa E.<L menor g 1 ... cu:lc:> d«'.!' 

autólisis da las proteinas del m~sculo n o r mal e n la e dad adulta y por lo 

t anto s u mayo r· conte nido de proteínas . 

En e l mu sculo d i s trOfi co se ob$ervaro n n ive les más a ltos de cateps1na A 

des;d(>;., l i:\ primea-- ~aC?mc~f'\a deE;pués d e le':\ sal ida d«:!l hLU·:·~V(). Li:\~;> c: i:\ t~?psinc\~j, e y D 

se ma ntuvieron constantes d e s de la s a lida del casca r ó n hasta e l pri mer mes~ 

e n que se obse rvó un incremento significativo d a su actividad. 

La actividad de ca tepsina B incre mentó dos veces s u nivel d e a ctividad 

después d e la sal ida d el cascarón. En e l intervalo d e los 14 dias a un mes 

d <-:·~ edad :t se observar·on los nivel<~!:> m.·;\s¡. elevado!:; de~ catc::~psinc:\ B, qut:·~ 

coincidió con la elevación e n la a ut6lisis y con un me nor contenido de 

proti;?inas, obse.•rvadc>~• en el primer mE!s d !? edad. La part icipación <j e la 

catepsina B en la a utól isis del músculo fue rei~rzad a por la partici pa ción 

dr~ las cat.f?p~;inas e y D en la ed.O\d adL\l ta. 

Los cambios en el patró n de ac~ividad de las proteasas li s csomales 

duran ·te el df~sarrollo n o rmal y patológico del rnú$ Culo s;ug i 1··ieron que las 

proteas as podri a rl participar en la maduración f uncional de los t e jidos. 

Podrian c onsiderarse dos tipos de participaci ón: a) d e ntro de los 

meca n ismos inductores de diferenciac1órl \Scher , 1987) y b) como indicad or 

de diTe r enciación de células ri cas en lisosomas y/o otras p roteasas 

(HEff~>hl<.o y Cl. f?ch;rnovf~r , 1982). 



po r M1yamoto y ca!. (1975), quienes demos trar on que la administracióh de 

leupeptana y pepstatina , inhibidores de tiol y serino proteasas , bloquean o 

hepá t ica , sugiri endo que lisosomales podrian 

i nvolucradas en la regulación de la proliferaciOn celular. 

Esta posibilidad ha sido explorada en otros modelos experimentales 

norma les y se ha d emostrado que la actividad de catepsina D se e n cuentra 

mcis. E.'l«:?vada en mc>noci t.os y en linf.~é\~á celulares mi.::·~lomonoci ti cas durc:'\n te su 

diferenciación 1 Morland, 1985) . 

E.n pn:1-·monocitrJs d~' la lin e)a LJ937 s f, ha d e mos trado que la actividad de 

catepsina B aumenta en respuesta a la irldu cción de la diferenciación por un 

factor de crecimiento, el i'actor pnlmotor de la formación de colonias de 

los gr·c'\nulocitos o por adición de ltn es;t~'r de forbol CWard et al 1990). 

Clt.ro de los tejidos normales que puedci? ser Lltilizado como modelo 

e xperimental para estudiar el papel de las proteasas en la remodelación de 

tejidos y la diferenciación celular, es el epitelio germinal testicular. 

En el epitelio germinal del adulto se distinguen tres tipos de 

poblaciones celulares: 1) la consti tlüd,;>. por· cél ulas que se dividen por 

mit.c>~iiis l' li-\S <~spermatc>gonias; 2) la pobl,;>.ción que se d ivide por meiosis, 

l.os ~~spi? rtné\tocitos y 3) l a consti.t.ui diA p<:>r células que no se dividen y quf.~ 

s e f?n c 1.1entran f~n di. f e renciación ter·minal, las esperma ti des (Figura 1). 
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Mor·fol.óg i c.~men te pueden tres tipos difere ntes 

e~;pe1•matogoni<\E;: A, intermedias y Ec, en la rata l,\\s prJ.mE!ras en ap.\\n;icer 

son las del t±po A al cuarto dia del nacimie nto, las intermedias y del tipo 

1952) . L~ maduraciO~ de \~s 

espermatogonias se realiza por medio de ciclos diferen c iación-mitosis. 

A pc\r t:i r de las espermatogonias de tipo B se originan los 

e s pfwma tr.>ci tc>r,; primarif)S que se mul ti pl ic.;1r-~1n por meiosis y .\\pi .. recf,1n a los 

9 y l.O di <\!> de f~dad. La meiosis consta d e dc>s divi siones sucesivas , pero 

só .Lo exc:lus :ivament.e una vez se replica el DNA, ju!;to antes de la primera 

div isi ón me iótica, dando como r esultado una célula tetr-aploide, en cuanto a 

su contenido de DNA (4c). 

Un,\\ de las ca1•acterlstica s de l.~ primera divii;.i6n mei6tica en el macho 

es la duración de la profase I que transcurre en 12 dias y permite estudiar 

las caracter·i sticas de l,\\s células de cada uno de los estadio!> que lo 

consti tuyen . Los f,1Sper·matoc:i tos primaric:l!; en rep<Jso o preleptoteno~; 

aparecen a los 10 dias , alcanzan el leptoteno a los 1 2 dias y el zigoteno a 

los 14 dias . El paquiteno se al canza a los 15-16 dias y permanece en ese 

estadio h<1sta los 21 dias en que se alcanzc\ el d iploteno. La diacinesü; y 

las siguientes fases de la 

rápidamente. 

primera división meiótica se realizan 

Después de la p rimera división mei6tica se producen los espermatocitos 

S~'H:unde1ri os que poset1n un contenido ~~e de DNA pero un nünlf~ro haploide (n) 

dfl' c 1'·omc,somas .. Es t.as célui°C\s tienen una vida med ia muy corta, ya que la 

seqllnda d i visión meiOtica se r e ali za muy rápidamente dando origen a las 
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tanto en contenido da DNA (n ) como e n n~maro de cromosomas ~n). con&tltuye n 

la población má$ abunda nte del epi tel io germinal y s on células aue no se 

vuelve n a dividir·. A t1ravés de transformaciones metabóli cas y mor~olOg 1cas 

las eGp8rmátides se 

Este 

proceso de dife renciación se divide en cuatro fases de acuerdo con l as 

Leblond y Cl ermont, 1952 y 

Cler~ont y Rambourg, 1978) . (Figura 2) 

La primera se denomina fase de Golgi ( estad ios 1 a 3) debido a que s e 

observan tran~fonoaciones en la zon a de l aparato de Golgi, ya que a parti r 

proc':\C:l'"O!:>ómj, <::os> .. gr.i\nu .los 

pt'"O~\c:r·c)$Ó tnl. cos se ·h.tcionan y se fijan r~n un punto ele la membrana nuclear·, 

d ando lugar al sistema acrosómico .. Durante esta etapa también se i n icia la 

polimerización de los elementos que cons t1 tLtirán al flagelo. 

estadio 4 a 7 ) el acrosoma ocupa una 

superf1c1e cada vez mayor, 

rluclear, esto provoca la migración del 

c: é l u l. e\. 

citop l~mma a l l a d o o puesto de la 

La fase a c rosomal (es tad i o 8 a 14) se c aracteriza porque el 

del acrcsoma se completa. El n~cleo se alarga y progres i v ame n te toma en l a 

rata, s u forma característica de hoz . En est a fase la polaridad de las 

células es muy cla1ra, ya que, el contenido c 1toplásm1 co sa acumula como un 

J. l. 



FIGÜRA 2.- E S P E R M 1 O G E N E S 1 S 
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caudal. Ocurr e n durar1 te esta ~asa 

r.umerr>san 'nad ificac~. ones en la cr·gan1zación de los orq~ nalc>s citoplásm). cos . 

En l a última fase Meno mina da de maduración (es~adios 15 a .1.9)' e l 

acrosoma na s ufre mas mod1~icaciones , sin ombargo c on tinua l a reducción del 

conte nido c1topl ásmicc, cual es e liminado como el cuerpo residual 

que se p1errtc durante la ma durac ión 

op1d1d1mar1a . La apari ción d o los espermat ozot des o estadio 

esparmi ogéne1s 1nd1 ca Ql ~inal de esta etapa . 

Par·a poder determinar qué meca111smos n1olecll l a res sarl los en carqados d e 

c:cmtnJ J .. ,,,- la madur·i,\Cl.Dn d e). f?pi ü~l i o qennJ.nal. es necesario d efinir los 

procesa s de diferenciación en términos d e cambios b icqtti nn. <::<J S 

ca r-acter-i z en las tran siciones que ocurren dur-anta as t a p r-oceso . 

gran parta dal citoplasma es elimi nado 

):>t"C:)pl.H~\~;;.to quf.·~ f?Stá E·~~; 1lagc>ci tc":\d a. por· las células de Sertoli h H c":\~::;t~·:\ e l 

momf,m to regulan la selección de los 

Tampoco se tla de~inido si las células germinales ut i lizan alguna d e las dos 

v ías proteol i ti cas , la y la ci t bs61i c a , en la deqr-adación d a 

<-:~st<3S compc:U"1rt ntes c:itopl<':\sm:Lco~ .. 

Se h an e n contrado e nzimas p r-otaolit1cas asoc i a das al esi)c r ma o al 

plasma semi nal como la acrosina, prot easa acros omal que está 

con la d e gradación de las pr-oteinas de la zon a pal~ cida d el Ovulo duran te 

la ·f'c:wt:L l iz,":ión . 
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tambié n pc>se1a actividad de catepsinas~ protcasas ácidas de 

act1 vac1ón ·e ina ctivac1ón de otras enzimas, y a que 

actividad proteol:!. t J. ca asoc: J. i~da a valore s de pH ácidos que di ferian del pH 

t .. a cateps1na B fue originalmente descrita en el bazo como la enzima 

capaz d e dasamiciar a la banzoil-arginil-amida, sustrato s1ntético de la 

trips in a~ pero en presencia de ci~iteina (Tallan, Jan es y Fruten, 

Greenba um y Frutan, 1957). Posteri ormente s e e s tableció que e s ta sustrato 

podia ser hidrol izado por proteinas de pesos molecula res de 

26 000, catepsina s;~ y Ecl n ?spectiv.O\mente (Barret, 197"7 ). F·osteriormente se 

d e~most.r«~ que le!\ ca ·teps:ina. B2 era llni\ Cc,rbox i peptidasa l isosomc':\l. y s e 

decidió que l a ca t epsina Bl cambiara su nombre a catepsina B. 

Otto (1971 ) y Distelmaiar y col. ( 197~~) re.;\l iza ron un estudio 

comparativo de la a c t ividad y de las concen traciones de esta enzima en 

diferentes tejidos de la rata, utilizando sustratos sintéticos , Na-Ben zoil

L- arginin,O\mida (l'<AA) , Na:- Benzoil-L-arginina-p-ni trc>a nilidl\ (BAPA), Na -

Benzoil-~-arginina-b-naftilamida CBANA) y Na-Ecenzoil-L-arginina-

et.:i. l•~~r.ter (l~AEE ) . Observ.;1ron que el peso molecular de la enzima respons."i>.ble 

de la activ idad proteolitica y su nivel de acti vidad e r an variables 

d<? pf?nd J.f.mdo del t.ejid o de dcmde !;e c>btfmia . En el caso del tes·ticulo se 

c-~n t:clni". 1"'d que .l.a actividad pnJteolitica se recuperaba en una proteína de 

pc;~sn mo:l. <:~cular de ::;7 000 y su nivel de actividad era menor a l a del hig ,O\rJ o 

y r ·Lñ ón .. 
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hidrol izados tambi~1 

acrc>s) na presen te en los espermatozoide s del t est i culo adulto1 y h."bi f.:nclo 

encont1,.ad<:> un•:'t dii.i;<: r ·ep.":\n<::i<7' f.H\ (-?l pe~>o tn<:) lEH.:u l ar el e le':\ enzj.<na ll(~Vci\Y-C'.) rl a 

plan ·tea1,.. que·~ Ji:\ p 1 .. f.~SE:-?nt:: i i\ de Cc:\t<:~ p!:;ir-.~ J) dr.~b i.a fü<~r 1rean ci\J.:izc~da .. 

¡:wot.~~ol :i. ti e:;,\ 

tes ti cular debe srar un proceso altamente regLllado, ya que l a sir~tes l. ~3 de 

las et~pas t e mpranas de l él 

d1~eren c~ac1<~n- Se ha obs ervado quE en las e~permatogcnias~ la sintesis de 

protainas nucleares y c1 toplásm1cas varia t.J.po, 

encontrandose que es mayor en las espermatogonias d e l tipo A e inter1nedias 

compc·:\l" adas <:<:>n las del tipo B (Mones1, 1'i'65) . En los espermatocito s 

i>r1marios, la s 1ntesis de proteinas nucleares y c1 toplásm1cas se pr·e5>en t.c:\ 

en todos pero Be pr·esenta una mayor 

a c tividad da sir\ tes1s e n el estad i o paqu1teno segu1do de un t:I E~t::l:iv<~ 

gradual. Dur·ante l.a espermiogénesis la s~ntes1s de prote inas se rea.Liza a 

un nj.vel muy b;üo durante los e~;t.;,\dios l. ,';\ l.1 1.lf~<¡.:.~nC'.l<l •~ un val<Jr ce1rcano a 

cero a partir del estadio 16. 

cambios 

morfológ icos y estru ctural as muy d ramáti cos durante la maduración final de 

las esper1na tide~. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEt1A 

E~ ha prapuasto qua las proteasas participan en la remodelación da 

t ejidos <j u rantQ el desarrolle (Iodice et ~1 1972)~ 

En el caso de la diferenciación del epitelio germinal tradicionalmente 

se ha considerado <1ue los componentes citoplá~;micos que desaparecen durante 

la di·ferenciac iór\ de las espermátides son eliminados de las células como 

l.ui iO":\ " qotc!l ci 't.t')pl. ;:\ ~; m1 c:a º que es ·fagoci tadi:\ por· las células d e S e rtoli . Mo ~;<~ 

conoce si la propia célula germinal podría contribuir en la deg radac ión 

S«? l<·~C:t:lva de los; elementos; que d€~t>en Sf:? r' elimina.dos como parte d(;~ la 

r eorganización y reducción de los organelos intracalulares ~ e specificamente 

los catnbios producidos en el r e tic:ulo endoplásmico durarlte las etap as 

iniciales de la diferenciación de las esperm~tides~ a s i como su violenta 

desaparición al finalizar esta etapa ( Clermant y Rambourg, 1978), sin dejar 

de considerar que la formación del acrosoma mismo es equivalente a la 

formación de un gran lisosoma, en el qua s e e ncuen t ran otras proteasas. La 

pi:\r·tic:ipac: :t.é>n de l(:ls di1:e.rf~ntes proteasa ~:; que puc:l:í.er¿\n estar pt'·esentes en 

las células germin ales seria de c isiva e n l a diferenciación bioquimica y 

~Jrfológica d• las células del e pitelio germinal. 

L.a Cc7'.tE-.'P 0;;-;. in¿\ B es una de l ar:, proteasi:\S lisosomales involucrad<":\S en la 

degradación de proteinas citosólicas (Dean~ ¡976) cuya actividad se eleva 

en r'<\~r:>pu«:·~~•ta a fac:tc)l,.e~:; de cr~~\cl.m iE·~nt<l <l ch:? a.gent.es que inducen la 

di·f~r·cnc:l.::\c::i.ó:r c·~n ,·:\J.g l.ln<~!:; lin€·~<·:..~; c:c~J.ulé\i,.<:~s nor·m¡;\ J.er:; .in J.'it:Yo (Ward, et al 

19'i'0) .. 



El epitelio gc~min~l test1 cular· PlJede 5er co11s1derada como url exce l en t<: 

mc>de .lo E~xperimental para e s tt1diar la rel a ción en t r<?. l t':\ ¡,\c: ·tj. v:it1iH:I 

protec~it 1 ca d e l a catepsina B y la proliforac1ó n y d iferen ciac~On celular 

no1··mi'i\le~> .. 

y ~:>:1. pucl:i.era pi:\1"ti c:ipa1·· f:·~n l<:>~~ ·f:enóm~~nc)s; d~ t:·~l:i.m:in;:\c::ión clf:~l matE~1" :1. <:\l 

t: i topJ.,· .... ~>mi c:c:> que ~;e .1. lE.'Va a cabe:> dur· ,·:\n te J.~·:\ di ·fr.·~r<-:ni c:i. ;~ción el «~ la$ 

f.·~sp<~v·ma tic:t 0.~s. 
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OBJETIVOS 

Los objetivos d a l presente trabaja son 

Estud i ar la evolución de la actividad protaolitica de 

la catepsina B en las fases de proliferación y diferenciación del 

e pitelio germinal de rata. 

- Analizar la actividad de esta enzima en poblaciones celulares 

enriquecidas y en células e n estad ios de diferenciación definidos. 

- Caracterizar a la catepsi n a B en el testiculo de rata. 
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MATERIAL V HETODOS 

I . - REACTIVOS 

HEPES (~~-2-Hi droxiatilp1parazina 

N ' -2-·Acido etanosulfónico) 

MEM ( Mad io mi n1ouJ esencial de 
Ea9l4'l) 

Colc\q E•nt:\SC:\ 

No:-··CBZ-Al.;\··-A1rc¡ ····A1rg-·'4M<;?OBNa·f' -
tilamida ( Sales de aco·tato ) 

No:-CBZ~Arg-Arg-4MaOB Naftilamicia 

Rl~f'ato de sodio (monobásico) 

Citrato d a s odio 

DTf ( Ditiotraitol) 

TRIS (Hid 1'c>xirnetj.J. arn :1.no metano) 

MgC1
2 

(Cl orure de magnesio) 

E~fA (Sal tetra~)ci ica del ácido 
atilan diarnino tetracatico) 

Iodoacetamida (cristalina) 

L.0H.1pept:1.na 

E-64 (Trans-epoxy-succinil-~

laucilamido-4-( guanidino) butano) 

BSA (Fracción V) (Alb~rnina sérica 
bc>vl.r1;~) 

DMSO (Dimetil s ulfó1ido) 

MES (Morfolino (tetrahidro, 2H-
1,4-oxazina) ácido etanosu11:óni
c:<:> 

Gibco Laboratories 

Sigma Chemical s ~ Co. 

Pharmacia Fine Chemicals 

Sigma Chemicals, Ce" 

Sigma Chemicals, Co. 

Sigma Chemica ls, Co. 

Sigma Chemicals, Co. 

Eaatman Organic Chemistry 

Sit;,m.-:\ Chemic:al~>, Ct>. 

Sigm..::\ C hemir.:,·;,J,s!" Co . 

Sig111<1 Chem:ic: .7'ls, Co. 

Si9ma Chernicals, Co. 

Sigma Chemicals, Ca. 

Sigma Chemicals~ Ce~ 

Hl 



II . - ANIMALES 

Se uti lizaron ratas macho al binas de la cepa Sprague Dawley . 

proporc ionadas por el bioterio del Centro Médico Naciona l, Sigl9 XXI . 

a l imenta das con purina y a gua ad libitum. 
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III.- PROCEDIMIENTOS 

A. OBTENCION DE HOMOGENEIZADOS TOTALES DE TESTICULO DE 

RATA. 

La ·f~xonte a nzimática la constituyo e l tosticulo de la rata en 

difere ntes etapas de maduración del epitelio qerm1nal, correspondientes ae 

a) F' roJ. :L t;t:\rac:::i.ón y c:t :i:fe1··~;.:-r\ c: i<.l<:::i.ón efe .l t:\~::-~ f.·)SP<·?r·matc;qon:u:\S (~) .. - l O d i as de 

e<:lc~d i .. 

b) 1>ife~~nciaci6n d e l as esperma toci tos pr·1mar1os ( 15, 20 y 25 di as de 

erJad ) . 

e) Dife renciación d e l as ap.\\r:i.c l.ón .LO!-i 

espermatozoides (30, 35, 40 y 45, 50 y 60 d ias edad) . 

El n ümero d e a n imales V<\rió ele 2 ;~ 5 depe nd ú:lnd c> ele la €~d.\\d y peso d €.' 

los testic:ulos. Los anima les f Lleron sacrificadcls por dislocación cervical y 

decapitados para . d esangrarlos l o más posi ble. 

Los t.~>sti t::ulr)E> fue r c>n ex p~1esto~> hac:u?ndo un.\\ incisión t;ln la par te 

1n·fer·1or· del abdomen ~ se extrajeron y recibieron en solución s al i na 

:i.so·ton :Le~ e\mc::> r·tJ.ql.t ,~dc:\ c:c>n HEPE-:S 2() ml'I pH 7 . 2 pF<·:·~vi i:.\men te E·~n·friad.i;\ ~·~n hic·~lo .. 

A P<\r'ti 1•· d e <~ste mc;mc·?nt<:> t oc:l o el p 1··oc:esami<·:~nto dl~l t<·:·?j :i.do S «:! rec:\l:t.zd C·~n 

c u arto frio ~4º C) o e n h iela . 

El pasa dal t.eJ1do testicular, libre de l a tün i ca albugínea y d e la 

artor1 a aspcrmá t 1ca ~ fue determinado despu~s de dos lavados con scluc1ón 

sal1rla . El exceso de liquido, f u e elimi nado secando s uavenle nte cada 



tes ticulo con papel filtro Whatma n y colocándolo en un vaso de precipitados 

cont<?n:i.a d<? J. a 5 ml del medio para 

homogeneizacidn: 

El tej i do, en el seno de l liquido , fue picado finamente con tijeras y 

~;<? co locó e n un homo~1enei zaclor ele vidrio tipo F'ott.er Elvej he m provisto ccin 

pistón de taflOn y s a adicionó el volume n necesario d e l medio para lograr 

una concantración final d e tejido dal 1 0 % (p/vl, as decir se adicionaron 9 

ml del medio por cada gramo de peso h~medo . 

Det)i.do "' qLw Sf~ d<:o>seab.a determinar l.> .'\ctividad en zim.~tica to·t.al de 

catepsina B, el homogenaizado f ue lo mas drástico posible (20 golpea ) 

litJ<·~ r'é:\r a la €~nzimc'\ contenidc.'\ en los organelos i n tracelulaares . 

par' e';\ 

TcJdas J.as prepar·acione s obtenidas fueron d ivid i das en ali cu otas de 1 

ml y almacenadas a - 70 º C hasta realizar el ensayo enzimático. Se 

separ.:\ron ali c:uotas de 200 ul de cada homoi;ieneizado para la cuan ti f icac i6n 

d e prrJt<~inas pcw el método de Lowry mod ificado por Hartree ( 1972) . 

B. DISPERSION Y PURIFICACION DE LAS CELl.LAS DEL EPITELIO 

GERMINAL TESTICULAR. 

La obtención da las poblaciones celulares se baso en la apar ición 

cronolóqicament.~ dafinida de los distintos tipos celulares en el epitelio 

gurm1n~ 1 siguiendo la técnica desarrollada por Alemán y colaboradores 

(l '?/B), utill. ZiHldo m.\\1:.erü\l y soluc: iones esteriliz.\\das. 
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Sra utili z aron 1ratas d e 15 d í as d~ eda d para C>bte ne 1"" espermatoc1tos 

p r~m~ ri os en estadios temp1•·anas de la meio sis , leptotano y z1gotano 

principalmente . A parti r da tasti culo de rata da 21 dias de edad se 

aislaron a los espe rmatocitos prima rios e n estadi o de paqu1te no ta~dio* Las 

e spe rmátides en f ase a c rosomal fueron obtenid a s de t es ticulo de rata de 3 8 

dias ele eclacl . 

l .. a s r a tas fueron sacrificadas en lotes da 12-25 animales po r 

!r.ol.ur.:ión sal. l.n.~ e~;téri 1 .;1 tempe1' a hura ambiente, sr! les qui té> la tún:i. ca 

al t>1..'1.g :tneo a y l <:)s Vt:'\SOS. s,·:\ngu i neo~; antes d e pesar·sE·~ .. Posteriormente se 

c:ol<JCiH'Oll en medio minimo esen c ial de E<.1gl<' (l'IEM) €!S'l'.éril. El tejido se 

picó finamente con unas tijeras pequaRas en el sano del medio hasta lograr 

w1a suspensión homogénea. Esta se centrifugó a 92 xg por 10 min con el fin 

de el. i mina1"" lo!:> eritrocitos cont .. ·:\m:i.n c..\n tes, que ·fuf~ l'"Ol"l c:r.>lec:tc~cl<:>!':> por 

aspiración con pipeta Pasteur . La past illa celular se resuspendió con MEM y 

se l e adicionó u~a solución d e colagenasa (8 mg /g tejido) disuelta en MEM 

en un volumen igual al dobl•? del peso d~~l tejido. Se incu bó ;,1 32 " C d 1irante 

10 rnin con agitación de 60 rpm. 

La acción de la colaga nasa fue detenida mediante la adición de 3 

vol~menes mas de MEM con respecto al volumen or1 g 1nal. El tejido fue 

~ iltrado se centrifugó a 257 x g durante 5 mi n. El botón s e resuspe nd i o 

,.,,.\ 
...: .... :. 



nuev¿\ment.e con 5 ml de MEl'l . De esta suspensión celular total se t<Jm<\l .. Dn 

alicuotas para determinar la activ idad enzimática y proteinas. 

Para la purificación de las célul as en el estadio de ma duración 

la suspensión de células dis persas totales se sometió 

centrifu9~c1ón a 60 000 x g por 2 0 min. e n gr«\\dientes discontinuos de 

Dextr«'<n T500/ME:11 ;~l '7 .0 , 8.6 , 11, 13. 3 y 16;~ (p/p) usando el rotor SW 2'5 .1 

La fonnación de los grad ientes se llevó a c a bo con 5 ml de la solución 

al 16%, 6.5 ml d e la solución al 8.6, 11 y 13.3% y 6 ml. de la solución al 

7;~ sobre la cual se adicionaron 1-2 ml de la s~1spen1•ión celular (Ver 

apéndi ce 1). 

Después de l.\\ centri i 'ugación se n?cuperar·on, por separado, las células 

que quedaron en cada in ter"fase . Se •~dicionó MEM hasta tener volumen de 50 

ml y se 1 .. f~!•Uspend ieron cuidados<i\m<~n te . 

La,;; ce lul.'<s Sf~ recuperaron por centrifugación a 482 x g durante 20 

min. El botó n asi obtenido se resuspendi6 con un ml de MEM y se lavó y 

resuspend16 c:on solución s alina de Dulbeco previamente esterilizada. De 

c.;1da s u 1;penr,;ión se tom«H .. on alicuot¿\S de 200 ul, se fijaron con 200 ul de 

fe>rmalde~lidc1 al 3;~ durante tod a la noche, y se t iñ<?ron con PAS-

hematoxilina . La c omposición de cada población celular fue determi nada 

basándose en l a s descr ip c i ones de Leblond y Clermont <19 52). 

P .;u ' .:1 l.i~ obt.(~n c.ión de) ¡ispermatozoides se utilizaron ratas adultas de 90 

ca~J, e xclusivamente se utilizó éter Pc:\t'' c.':\ 

an<~stesiarlas y posteriormente se practicó la dislocación cervical. El 
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abdomen se limpió con benzal diluido l a 500 y se cortó la pared abdominal 

para lograr la exposición de los testiculos . El epidi_dimo se separó 

cuidadosamente y se ligó a la altura del conducto defe r ente con hilo de 

sutura doble ce1•0. Una vez hecho esto se cortó el conducto y se colocaron 

los tcs ·ticulos con el epididimo en solución DF'BS esté1•i·l a temperatur-a 

Posteriormente el cpid1dimo s e separó de los tcsticulcs~ obten ic~ndolo 

completo cabeza, cuerpo >' cauda . La c.;.pa sérica qlla lo 1•ecubn? fu~ 

e.\lim:in.,Ada con le.':\ ª>'uda de unas pin zas pequc·~ñas . Los·· espr:~r-matozoides f\.u::~r-e>n 

obtenidos por flujo retrógrado como se describe a ¿ontinuación. A la al tura 

del conducto deferente y lo más cercano posible ai s itio de la ligadura, se 

inyectaron de 2 a 5 ml de DPBS estéril hast_a que : 1~· solución alcanzara la 

región de la cauda e hinchara el conducto . En este· momento se practicó una 

incisión en esa región y los espermatozoides localizados tanto en el 
, ! 

conducto · deferente . como en la cauda · fueron recuperados· en un tubo de 

fondo cónico estéril . Se adicionó más solución hasta completar 50 ml. se 

resuspendió c:uidado!r.amente y centrifugó a '1,113 x g por 10 min, 2 veces. El 

botón se rcsuspendió con la solución salina, se tomaron aliCLlOtas para 

determinar la actividad enzimática y proteínas, se congelaron en nitrógeno 

liquido y almacenaron a -70º e. 

C. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B 

La determinación de la actividad proteolitica , se llevó a cabo 

mediante análisis 'fluorométrico, usando los sustratos sintéticos Na-CBZ-

Ala-Arg-Arg-4MeOBNa y N.:t-CBZ-Arg-Arg-4-MeOBMaftilamida introducidos por 

Smith y Van F r ank (1975) . 

24 



Las determinaciones s e lle varon a cabo por tripl i cado. Inicialmente se 

u so l a me zcla de reacción pro puesta por S zego y col. (1976) con 

amorti.91.1,'.\dor de ft1!;;-fatc> de s<Jdio 2 0 ml1-·citr,O\to de s odio 20 mM pH 5. 1~ , 

ditiotrei tol (DTT ) 5 mM y una concentración final d e sus trato de 250 uM y 

llO ug df~ pr·otei na en u n voh1men total de 1 ml. Los res~1l t a dos obten idos 

apoyaron que el amortigua dor del medio de incubación se s ustituyera 

p o s ted.c>rmente por MES 40 mM pH 5.4. La reaccié>n se ini c ió por la ad i c i ón 

d e l s u s trato e incubación a 3 7ºC" 

La reacción se detuvo por la adición de 0 . 5 ml de HCl lN frio y el 

v olumr.'n ~;e a just<'.> a 3 ml c t1n a9ua des tilada y df.~sionizada . 

La actividad en z imática f ue cuantificada por · l a aparición del 

compl1esto ·fluores c e n te ll metoxi- B-naftilamida (4MeOBNa) que es libe1•ado 

cwnc> res ultado de l a prote óli!>is . La fluorescencia se midió en un 

espectrofluorómetro Perkin Elmer a una longitud de excita ción de 290 nm y 

425 nm de emisión . (apéndice II fig .18) 

La curva estánclar se realizó a partir de una solución patrón de 4 

metoxi - B-naftilamina de 100 ug por mililitro del amortiguador u ti lizado en 

el em!;ayo e n zimático. La fluoresce ncia 'f'ue lin eal d e 5 a 5000 ng, 

e qlliva lente a lll picomolas y 14 nanomolas respectivamente y fue medida en 

pr•sancia da 0.5 ml ~~l J N Rn un volumen final de 3 ml (apéndice II 

'fi.9.l. 9) . 

La ,,c ·tl. v j, d a d f u e n~·fE~ri da como n<~nomoles de 4 metoxi-B- nafti l.•mina 

p r oduc:Lr.los prJr m9 rJf~ protein .i\ a un tiempo determinado . 

25 



D. DISTRI BUCION SUBCELULAR DE LA CATEPSINA B EN TESTI CULO DE RATA. 

La a b·ten ción de las difarentes fra cci one s s u b ce lul il r as s e r e a l i zó e n 

d o s etai,a~; d el desarrollo tost1cul a 1~ corres pondier\te a 1 5 y 3 8 d ias d e 

edad~ El nti mero d e a n i ma l es u tilizados pa r a obte ner SLlfi c 1en t e t eJ1 d o fuG 

d e 25 para 15 d i a s y 15 para 3 8 dias. 

El sacrificio de los a nima l es y ).a o bten c i órl de.L teJ i do tcs t i cLl l ar s e 

r· <~al :tzó ..:\ 4º e c: C:Hll() SC·:·~ cles c: r · :L b :i.ó p1rc.~v1am~·~n 1'.f:? .. Con f'.·~ .l ·fj,n de Pl'"f'.?!:>f:?t'' \.'41\ J'" la 

in teg 1'Í.dad de los org<\nelos !>ubcelulal'E~!; el tr~j idc> fue h<l(nf.H}enei :uujo 

c t.d.daclos amtmtf! p1•· j,mf..•rc> f!l1 Llrl hwncHJ <;~nej, z<~dc>r· Pot tE!r· Elvej hE•m d E! pistón 

i ' lc1.:i ci, 4 --5 <;1<:>lp~~s >' lt.te g o c cJn un h<:>mc>g1?rH?i z ¿~dor de p i.stón ap1"4'~ '\'.1o1cio <:lande> ~.\ 

901 pes m«~~; .. 

El t ejido t es ti cular fue homoge neizado c o n ntteve velamenes de s a c a rosa 

y s e sometió a un e sqttema d e centr ifugac ión diferencial para obtener · l os 

La pri mera centrifugación se 

r eal izó ~ 439 xq durante 10 min, está sa realizó dos veces (Pa stilla Pl) . 

El S N fue colectado y centr ifugado a 1929 x g durante 20 mi n . 

obt ención de la s egunda fracción P2. E l SN se centr ifugó a 9770 x g 30 ruin. 

obteni.énd osf~ l.ó'\ t e r cera pastilla P:S. El SN obten ido se cent1'i i 'ugó ''' ~~<>. 000 

x g durante 40 ru in y se obtuv o la pastilla P4. 

El SN se c entrifugó a 164 737 x q ch.Ir" ¿~n tE;~ 6 0 ru :in en un ,:\ 

ul tr¿~cen tri i'uga f.•ec:kJn;,,n cc>n un r<) t .<:>r 60 d t;i T i tan ic:> y i;;e ~ibtuvo l.c.\ quin t i.\ 

p~at> t:i. J.l .:\ F' ~.\.. El Sl' I s •? <:C)le c:'t6 y SE·~ divid i ó en a l icuot i;\~5- de:·~ :l. ml .. L.,:\!:; 
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FIGURA 3.-~ IE CBmUFlx;ACION DIFERENCIAL PARA LA Cll'l'aK:ION 
IE LAS DIFERF.NI'ES FRACCIONES SUBCELt.JLAPES. Los tesdculos de rata 
de 15 dfas de edad se homogeneizaron en Sacarosa 2)~ Hepes 20niof 
pH 7 .4. Las fraccior.es esper:i<!as son P1 :rnkle<Jc; y fiaementos de 11et11 
brana; PZ: Mitocondrias ligeras y aparato de ~lgi; P3 : mitocon- -
drias ligeras y lisosomas; P4: redculo endopl ásmico; llS: fracción 
microsomal. 



r·1··· i-·~1 1·· c~sus; pcncl ior-c:>r1 con rn~~cl :i.o 

homag e rle1za c 1ór,, se d1v1die ron a 11 a l icuot as de 1 ml mn tubos Eppend o rf, 

se cong e laron on nitFóg e no lic¡lAido y s e a lmaconAron a - 7ou C hasta el 

mom ranto de 1lev~r a cabo el an ~ li sis enzim&tico. 

Tc~mbl.én so tomat'"on alicuotas de 200 ul df~ Cc:\d ":' un«:\ de le:\~; ·f..-accir.>n<::·~~a 

obteni das pa~a l a cuantificación de proteinas 

E. IDENTIFICACION DE LA PROTEASA RESPONSABLE 

ENZIMATICA MEDIANTE EL USO DE INHIBIDORES. 

DE LA ACTIVIDAD 

Par·c':\ p<:)d<?I'" dt~tc.:·~ r·m:in•:\t'' si €·~1 SLl!:»l'.rato e1-·~·~ t-ii drc>l :i. z ,7\<:IO i><:>r· une':\ P l'"C> tec::\~5i:\ 

se utili z aron tres t ipos de inhibidores . 

se d escri b ió previamente e n el i n ciso I s e analizó e l efecto del inM. b i dc>r 

Iodoacetamida en presencia dal a mor t iguador citrato/ fmsfato de sc~io y el 

~;ustn\to Na·-·CBZ····Arg ·-A1'"g- 4M1?0I<l'la. Se u t l.l.:LZ<:Í u n a con cem·tración de ~\ ml1 d e l 

inhibidor, con una concentración d e 2~-40 ug de proteina y 250 uM de 

b) Por otra parta se decidió anal izar el efec to del i nhibidor de 

trips1na de s oya en poblaciones celul a res e nriquecidas en estadios 

e spec1ficcH; de maduración. La concentración d e 1nhibidor utiliza da fue 100 

u g / ml (Pietr.:-.~¡ y R<Jberts, 1'186) con E!l ~:;ust 1,.ato l'l<~··-CBZ-Ala--Ar·g····Airg·-AM1?0H1'1a. 

y f.! l. ;,1mf)l'"tigua dor· c).t t'"<ito/i'os·fato c on una con cen t 1"a1::1.t'.>n de 2 0 ··-'IO uq 1:1<~ 

pr,:>to;tn ,·:t .. 



e ) En pob .la c:iorH::.\~s celula1'·G ~r, enriquec:Ld~":\f:> t <:\mt>l.én Sf~ deter-minó el 

efecto del i nhibidor E~64 ya que a diferencia d a los dos inhibi dores 

cistein 

prc> t.~iasas. L.;\ C<)n cant.ración util:i.Z<\cja del. :i.nhibidor ·f'ue 30 LlM coillo r e ¡;ort,71 

Va!;ii:;ht..;\ y <~t:>l . (l.'lf:lB ) . El !:;ustr·¿~t<) util i:u~drJ ·f L\f'' Mt.>.····CBZ-Arg···Arg··-4M<~OBNa y 

el amrJrtiguador MES con una concentración de 40 ug de protalna. 

En c:~·:\da lU'l<:> de lof.> en~r • .:..'\yos S<·:·~ r·eal izó una pre incubación de 10 min a 

37º e, con el fin de que el in hibidor pudiera interaccionar con t. enzi ma, 

f ormando el complejo en zima- inhibidor. La reacción f ue i ni ciada por la 

adición del s ustrato. 

F. CARACTERIZACION DE LA CATEPSINA 8 

l.. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. 

La a ctividad pr~taolitica fué determinada con dos sustratos s inté ticos 

M1.t·-CBZ·-Ala·- Arg··Ar·g -·41'1eOBNa y Na- CBZ- Arg- Arg- 4MeOBNa adicj.onados a 

50, 75, 100 , 150 , 200 y 25<> 1.1M. La 

fracc ión de 1929 xg exclusivamente fue utilizada para caracterizar la 

activid ad enzim<\ ti ca a 3El dias de ed<~d, en tanto que 15 di as de edad,, s"' 

incluyó ademá s la fracción que sedimenta a 9770 x g. La can tidad de 

proteinas se mantuvo en 40 ug. La hidról isi s d e los sustratos se cuantificó 

despues de 30 min de incubac1ón a 37º C. 

2. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION. 

Be midió la activ,rlad •n7jmAtica a diferentes tiempos de incubación a 

37" e (O, 10, ;w , 3(), 1.i~;, 60 y ·10 min) ut.j.:L izando c omo s~lstrato a M1.t- CBZ

Arq-Arg-4MeOBNa (250~i) y como fuente enzimática a 40 ug de protelnas de la 

fracción swbcelular con mayor actividad a 15 y 38 dias de edad . 
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3 . EFECTO DEL pH 

Pc':\I'".':', (~t;·tc::\ p .. \rtt~ de-~ le:·, C::i:\l,.¿.!\cte~1ri zac:Lón de la e n z l. fUc~ i:H>'.l c:omo t::Hl l.<:>~:> 

c::·~xp<.~t'" '.Lm<·:·~n ·t.ot:¡. ~>ub ~:;:a.~:Jtd.<~~n·t:~ ~;; se dec:u:l:i.d u s;at•· t.H) u9 dt;~ pt'' f.>'t.«~inc';\fü el <;-~ .l;;\ 

'1 1'-..:\ c:c::1.. c:·)n q1..U·::O $Cd :i.nH::in ta a ';»770 xq e'.-\ 1 ~' d :i . .a~¡; ., y;:\ ql.l€·~ p1··c.\~>«~n tó .li:\ may ol'· 

act]vl.d.:\d ¡lroteoU. t.:Lca .. t::'.1 sw;;tra·to cttil:LZ<~cl<:> ·fl.t<o' M(~·-CE<Z·· .. Arg-Arg--l!M¡?OBMa mi 

una cm1cantrac1ón de 250 uM y el tiempo da ina1bación fue do 30 min. 

El pH óptimo pa~a la cateps1na B testi cul a r s e determinó usando 

dJ.fE, 1'ent<i,!> a mo 1' t :Lgua dl1n?!:; y v.;\lc> 1'e!; de.• pH tomando el p k de cada uno como 

TABLA II 

Amortiguador 

Acetato de sodio 40 mM 

Citrato de Na/Fosfato de Na 40 mM 

Hepes 40 mM 

Mes 40 mM 

4. EFECTO DEL EDTA 

Vale>re!;; df? pH 

3.0 , 3 .. 5, 4.0, 4.5, 

~.i.O y 5 .4 

5.4, 5 . 8, 6.2 y 6.6 

7.o,, 7.~.• y a.o 

Se estudió el afecto da E~TA s obro la hidrólisis del sustrato Na-CBZ

Arg -Arg-4MaDBNa , 250 u M de alncentración fin al, a 30 min cla 1ncubación, ce>n 

40 ug protei na (9770 x g ) en presencia da MES 40 mM pH 5.4 Esta compu esto 

fue adicionado a l a5 siguientes concentraciones 

0 . 25, 0.5, 1 .. 0, 2.5 y 5.0 mM. 



S. EFECTO DEL DTT 

Para detmrm1nar el efecto del DTl sobre actividad proteolitica se 

prcincubó a la en zima de diferentes concentracion~s de este ~ompuesto 0.5~ 

0.75 0 1.0, 2.5. 5.0 y 10 ~~ tomando co~) con t r ol la actividad de la enzima 

preirl cu bada en ausencia de este r eactivo. 

6 . EFECTO DE INHI BIDORES DE TIOL PROTEASAS 

a ) lod oa ceta mida 

Se d e ter·mi rló la activ idad de la enzima después de ser preincubada por 

10 min a 37º C con diferentes concentraciones del compuesto o, 0 . 5, 0 .. 75~ 

5.0, 7.~) y 10 mM utilizando como sustr·ato a i'la-CBZ-Arg- Arg- · 

4MeoBNa (25b uM) con una concentración de 40 ug de proteína. El inhibicl<JI'' 

f~1e ;,\dici<ln,71do en un volumen de 100 ul al med :i.o de incubafdón. 

b) Leupeptina 

~>e detfH'm:inó e.1l. efecto de.1 est€~ cc1mpuesto '" dj,ferentes concen traciones 

l.x 10- '+ , l. X 10-- 5 . 1 X 10-6, lx 10·-· ?. 1 X 10-.8 y 1 x 1~, sobre la 

sustrato Na.- CE!Z- Arg ·-·A 1•g- 4MeOBNa. y 

c:oncf?n ·tr·.;\ c: icin de 40 ug de p1• r.1te.'ina. El inhib:idor ·fue adíc:ionadc> en un 

volumen d~ 100 ul al m~dio de i~cubación . Al igual que en el ensayo 

anterior. se realizó una preincubaci6n da 10 min a 37º C de J.a enzima con 
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7 . CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 

En todos los experimentos se efectuó la dotcr1ni 11ación <ie proteinas poF 

triplicado usando el mbtodo de Lowry modificado por Ha rtree (1972). Para l a 

curv~ estánda r da protein~s sa utilizó una solución de 100 ug / ml de 

albumina sarica bovina (BSA) . 

G. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES 

St~ <':\naliz6 lc'i\ actividad de di'ff.~J"'c~n te~:; <·~n t.:i. mc~~:> m <:\ l .... C::c';\dcn·'i:\S d e lo~;; 

c>1,.gc\l'H!' J ()S; c::<:~lulc·:\Y'f.J~:>, pc'\t'' i:\ deter'to:i.nclt' le':\ <::c:>mpos i. c: :i. é>n y ptu•·f.~ 7.4:\ dn Ci:\t'.I ;:\ una de 

las f r acciones obten i d as durante el fraccionamiento subcelular. La cantidad 

de proteinas varió depend i endo de cada ensayo. Las en zimas marcadoras 

Membrana plasmática: ATPasa Ca4+ (Fabiato & Fabiato 

1979) 

5'nucleotidasa (Aronson & 

Tawter, l.974) 

Fosfatasa alcalina (Van Bella, 

1972) 

Mitocondrias : Succinato dBshidrogenasa (Bryan, 

A.C . et al, 1978) 
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Reti culo endoplás micos Glucosa 6 fos·fatas¿~ 

Lisosomas: Ft')s·fai'.as¿\ áci da 

Catepsina B (Szego et al 1976 ) 

Todas estas enzimas se analizaron ba jo condicion es de velocidad 

l ineal . 

H. ANAL1 5 15 ESTADl STlCO 

El a nálisis de res ultado& s e llevó a cabo me diante la utili zación de 

la prueba de análisü; de! vari;~nz,';I (ANl)EVA) y uri<\ prueba posterior de Tuck.ey 

(Dan iel , 1977 y Haber , 1972) . 
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RESULTADOS 

I . ACTIVIDAD DE CATEPSINA BEN HOMOGENEIZADO TOTAL DE 

TESTICULO DE RATA. 

S e anali zó l~ a ctividad d e cate psina B prDsente en el homogen eizado de 

t e sti c: tllo d e r·ata e n diferentes etapas de maduración del e pitelio germi nal 

des de los 5 días después del nacimiento, momento e n que ap~recen las 

cs permatogan ias, ha~ta los 60 dias, cuando e l testicul o presanta ya a los 

E~sp<·~r·matozoides y a todos los elemento~:; celula1,.<? ~; qtu~ c <:>mpo nen c::.<L e p i tf:?lio 

germinal del t est i culo adulto . 

La fig . 4 muestra que durante las d ifmr antes edades se presenta un 

p a 1·. 1•·c)n c:if:.' c'::\c:t .:i.v:id (i\CI d~~s:i.gu.~l, c:on -e;ub :i.d,·.\~; y bc..'\jc':\d i:\ S ~, t.n·1 cl C>fü <.:c:>nd i <::i <:ln<~~; f.le 

experimen tación utilizadas . 

La pri me r a de ellas (A) &e r eali z ó utili z ando e l medio propuesto por 

Szego y col . (1</76): am()r·tiguador citFat() de sod io/·fos fato df1. sodic> t.10 mM 

p 1•oti?ina, obt.f~11ü?ndose una actividad prornt~dirJ de l .4 .. 3 4 + 2.tln.01n w11oler;/mg 

prot/30 min a todas las edacles ~ exc~pto a los 5 dias dorlde s~ observó u na 

actividad má s; e levada , l a c u al es significa tiva estadisticamente tp<0 .1) . A 

pesar d~? que el patrón de comportc:\miento f~ r<:\ constant.e 11 se e n contrar c>n 

tambié n d i·f e ren cias sign i·ficat ivas (p<0~05) a los 20~30 ~ qo d ías de e dad, ya 

que la actividad descend ió ligeramente en estas edade s . 
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FIGURA 4,- ACTIVIDAD DE CATEPSINA 8 DURANTE EL DESARROLLO 
TESTICULAR. Lo s testlculos de 2 a S ratas fueron homogene i 
zados en Sacarosa ZS!lmM-Hepes ZOmM;:opH 7.4 . Para el ensayo· 
se utiJizaron dos condiclon~s de experlmcntaclón: (A) Amor 
tlguador dtrato de Na-fosfato de Na, 40mM pH S.'1 y el sus 
trato N"'-cnz-ata-arg-arg-4MeOBNa (12SuM), con zoug de pro:
te1na. (8) Amortlguador MES 40mM, pH 5.4 y el sustrato N-<
CBZ-arg-arg-i1Me08Na (ZSOu~I) y 40ug de prote!na . En esta 
misma grGflce se presenta el efecto del inhJbldor Iodoace 
tamida (!AA) SmM, sobre la .actJvJdad enzim4tlca. 

i ! de n•trlpllcodos del ª"llOllº 



can d Lc i ó n experimenta l 

ailí('ll'" tJ q u <.\dor· t•tE~:; 40 ml'l pH 5 . .ti, 

u M) y 4 0 uq d e proteina . 

r.:i l 

L a act i v :i.d ,:\d en :rim <~·ti c,':\ ~~n t~s t. 4':\S <'.. <jl'\d tc: :t<'.>rl f:~~:t ·tué el '-~ 0 6 .. ~.'~.\ ± 7 .. ~·~9 

n ;,;n o rno l e!:, d<~ s u !;;t.r.\1t.<J h l.<'lr·o:l.izad o ¡¡~n ~;o m:tn p <)•" mg de~ pr·otf~ :irl <'• l o q tw 

pn;~!:;en c i..• ele f osi';,\to/ci t. 1r<1 t <J y M<>.-·CE<Z ·- Ala ··-An1-·An;1· .. l'leOE<Ma corn o s us·t 1r a t.o . 

También ba jo estas cond iciones se e nco ntraron d i ·f: e r·e ncias sig n ifica tivas 

( p~O M 1) d e b idas a las e d a des estud i a d as , pe tra s ir1 s eguir un patrón d e 

cwnport.ami e n t o b ien d e fini do . 

C:C>rh Cl 

sustxato y l'IES penni t i ertm d e tectar me j cw l <\ <H: tiv j,(jad , el u s o d e 

hcttno gene 1zaclo tota l como f uen t e enzimá t i c a no pe rm1tia defin ir s i l a 

ilctiv1dad d e catDpsin a B se asoci a ba c on algtir1 est a d i o o e tapas de 

difere nciación es~>e c1fi ca o si t odo s l os t i pos cel Lll~res pres en tes en el 

epital'o germin a l exhibian d icha a c t ivid ad, ya que no ex1sti a Lma e dad 

r.fc.:::-t<~ rnn.nad i\ en qtl«:? se p r e s en t~\ra un mi.t}' t1r f.?n1r iqu ec:imie nto ~:?n c'..·H:: tividad 

p1•otf.m l. i t.). ca. 

Pa r·a a c larar esta sitlla C:LOn se dec idió o t>te ner poblaci on es ce lu l a r es 



II. ACTIVIDAD DE CATEPSINA B EN CELULAS GERMINALES AISLADAS EN 

DIFERENTES ESTADIOS DE MADURACION. 

La actividad p~oteolítica de la cateps ina B se determinó primero e n 

células dispersas totales de t esticulo d e rata a 15, 2 1 y 38 dias que 

permi ten obtener espe rmatocito& en dos etapas de la profase meióti ca l~ 

Leptoteno- z1goteno a 15 dias y p aqu1teno a 2 1 dias y es permátides a 3 8 dias 

d<·~ <·~d ad. 

Cwno se puede observar en la fig 5 , ut i lizando como sustrato Na-CBZ

Al a-AnJ· ·A1•g·-'ll'le CH.1Ma >' c omo i~mor·t1gu.11.dor· citr·ato/1'01!".f.11. to 40 mM pH 5.4 ( S zego 

y t:ol. 19.76 ) la~; células totales de 15 d ias d~~ e cl a d presentaron el nivel 

actividacl (12 nanomoles/mg prot./30min . ) el CUC\l Vi:\ 

d ismin1.1yendo cr.mi'orme el estadc> de desarrollo avanza, a los 21 dí ~-.s tene mos 

ltn dG~Scfmso a prox i mad,,mente de 3 veces ( 4 n¿\nomoles/mg de prot . /30 mi n . ) 

las células totales d e 3 8 dias presentaron la actividad más 

baja (1.6 nanomoles/mg de prot./30 min.). En e s tas condiciones si 

encont.r-arnos difenilncias estacl :lst.icament.e significativas (p~0.01) en la 

act.iv idad proteol i ti Ci~ depend :l e ndo de la población celular que no se 

pn?~4<~n t.01ron d~~ mane ra clara al anal izar los homogenei zados totales. 

Debido a la hateroga naid a d de la población celular el siguiente paso 

1:ue ~~n r :i.ql.l<·: c:<-~r lc?.5 p~Jb:l~.c-'lones celulares en estadios especi fi cos pc'i\r·a. 

detc~~1n1na r si l a acti vidad de l a catepsina B se encontraba asoci ada a un 

ti po de celulas e n es pec i al. 
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4011g y 12SuM del sustrato N.¿CBZ-a1a-arg
arg-4M~OBNn y el amortiguador c itrato-íos 
fato de sodio 40mM, pH 5.4, Células tota~ 
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ho (37\); 3R días: esperm6tides (74\), ei 
p~rmatocitos (23\). -
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La ·f'ig . ó muestl'".:~ la activi.dad d r~ ].,;¡ c;~tE~psina B en una poblaci<~m 

enr1qucL1da en espermatocitos primarios en estadio leptoteno d e 15 día~~ 

(50~> e n paqui~en«JS de 21 dias (85~), a s l como es permát1des de 38 dias 

('75:·:.) y er:;pe1 ... mat.ozoi d es df~ r-ata aduJ.'ta (100;-;.) . Los r f:sul ·l.ddOS. muest1··an q u2 

las espal'"mátides pt'"esentan una ma yal'" a c tividad (15 n moles/mg p l'"ot/30 min) 

con un a p <O. 01 , ~.eguido p<JI'" los <?)spernia t oci to1; lep totenos ( 10 nm1:1le~1/mg 

~wot/::>o 11n. ii ) y p;.,q1.li t«.>r1c1 (9 nmol~1 1;/mg p r ot/:50 ml.r1) y con un val l1r men or- l<lf.; 

f.:?spc t"tnatc> :t.<:> i dc.\s e st;:\dis·ticamc11 ·t c 4E>ig n i·1;icati vo con t'"especto a l a s d e más 

poblacion es (p<0 . 0 1;. 

Como podemos obs el'"ViH" a di·f'e l'"f.m c ia d el n~sul tado an t er·i ol'" la mayor 

a c t 1v1.dad p rotoo l itica se asocia a cél u las que apar ecen a los 21 dias de 

e d.>cl.Estl1 si;~ podt'" i a ch;i bet'" a que e n las celulas totales (CT ) d e :L ~.i d ías 

tene mos diversos tipos ce lul a r es y no uno en pa r ticular. 

I II IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE EL USO DE 

INHIBI DORES 

Dado q u e la clasificación de l as p r oteasas se basa e n la naturaleza 

d el g t'"upc> ca t al i t i co q u e po~:;een , es d e s uma i mpot'" tan cia el Ll SC> d e 

i n hi b idor·es capace s de reconocl~rlo. Po r cont;iguien t e s e ut i liz a 1··on ::> 

i nhibid ol'"es d e p ropied ades quimicas d i f el'"entes p at'"a poder detel'"mi nar- l as 

p r opied ad es d e la l'"eacción pr-oteolitica p l'"esan te e n e l tes ti cu l o de r ata . 

a) EF ECTO DE IAA. L .;1 Iocloacet.ami d <A for·ma p al'"te d e uii gntpo de 

1n 1·i1 bi d <lrei s c.;i.p;.1ces dt~ r·eacc].o n ar· con lo!; grupos s ul f i hid rilo ( SH) que 

poseen l a s cistein proteasas t.>nto e n ::;u s i tj.o act ivo , como e n tod a l.a 

seCLlencia d e ami.noácidos. 

3é> 
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FIGURA 6. - ACrIVIDAD DE CA1T:PSINA B EN l'OBl.ACIONES CE

LUlJ\RES ENRIQllECJlli\.<; EN Dl VEHS/IS ETAPAS DE llll'ERENCIA-
·: CION. Se emplearon alícuotas de 20ug de protefna de ca 
da una de las poblaciones celulares homogeneizadas en 
'sacarosa ZSOJTt-1 pll 7 .4. El sustrato empleado fue N"-CllZ 
ala-arj!-arj!-4~'eOBNa, 125~1 y el amortij!tk"ldor citrato 
de sodio/fosfato de sodio, 40fl'i\I pll 5.4. · 
L: leptotenos; P: paquiteno; St: espemáticlcs; Sz: es .. 
permato;:oi des. n=2 



la actividad de cat•psina B 

mM 1~ 

lodoacetamida i nhibió sólo un 50% de la actividad enzimática, ya que la 

concentración de 01~ en el medio era de 5 mM y por lo tanto 5 veces má~ 

alta que la de IAA, se decidió aumentar a 5 mM su concentración y 

detti?r·m:in ar· su e·tecttl ~;<Jbn;~ la hidró lisis de Ma-CBZ-Al.'\-·Arg- Arg-tll''leOBMa. 

Esto se complemf?nto con el uso del mismo inhibidor c:m célLllas 

enriquecidas an otro apartado. 

b) JNHIBIDOR DE TRJPSINA . Toma ndo cc>mo f1.1enti;~ t;mzim.~tica poblc'\Cion~~s 

celul.'\re5 enriqc1ecidas fm estadios especi ·fices de maduración se anal.izó el 

efecto del inhibidor de tripsina de soya , que h a sido utilizado para 

i nhibir a l a tripsina y a otras serino proteasas. En la figura 7, se 

muestra que tanto los espermatocitos prim<~rios leptotenos , como las 

espermAt1das y espermatozo ides presentan una actividad protecil i ti c:a 

sensible al. inhibidor de tripsina, mientras que la actividad en los 

E~sp~?l'matoci tos p.'\qu:iteno no se mod ificó pc>r la presencia de este in h].bidcir. 

La figur a 8, muestra la actividad proteolitica insensible a la 

pet;enci <I del. inhibidor de tr·ipsina. Se puede observar que la mayor 

actividad protE~oli ti 1: a se encu~?ntra asociada a los esperma toci tos paqui ten o 

(21 di<>s ) y espeFm.~ ticlas (38 clias). 

1:~ 1 inhilndo1' de tr·:i.ps:i.na lsoya) nos permití<~ detectar· la 

pa~ ·L1c1pac1ón de sor1no proteasas en la hidrólisis del sustr8to Na-CBZ-Ala-
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TIPOS CELULARES 
FIGURA . 7,-EFECTO OOL INHIBIOOR IE TRIPSINA SOBRE LA ACTIVIIW> 
PRO'IEOLlTICA.A las poblaciones celulares enriqtecidas se les . 
adicionó el inhibidor de tripsina de soya en· ma ca)centraci6n 
de 100 ug/mlit Las condiciones de ensay0 ·fueron ZO ug de protei 
na de cada uia de las poblaciones celulares, el sustrato N.i,.-dfZ 
-ala-arg-arg-4~bOBNa y el am:>rtiguador citrato de sodio/fosfato 

. de sodio 40rrM pi! S .4. La enzima se preincub6 con el inhibidor 
<lurante · 10 min. a 37•c. (p~ O.Ol)"'" i · · · 
L: leptotenos; P: paqui teno; St: espennátides; Sz · espennatozoi 
eles. -
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FIGURA e. - ACTIVI~O RESULTANra IESPUES !E LA 
ADICION !EL INHBIOOR re ~lPSJNA IE 5cr'lA. Las 
condiciones de experimentaci6n son las mismas 
que en la figuras . 4 y S. L: leptotenos; P: pa 
quit,eno; St; espennatfdes·; : S:t: espennato-
zoidés. 



1 ll' t.1 *f'\r·<.~· · '-~Met)BMé:\ E~n las ce lu J.ü~·~ de J. ep:i. t c.o J. ·1.0 qc.-:irmJ. n ,~l :• e n n ivelc~s v,·:\r:1..::\blt~s 

<:l <:)¡ H?n<IH~nd<:) df? l.;1 1:><~t>l .:. cl.d :· 1 c:eJ.uJ.<.11". 

e) EFECTO DEL E- 64 E~;·1e1 compu(~!:;to i'1.w cl:lsEin acjo Pª''"' l"E!accicmar- con r,)l 

F~siduo cistGina 159 que par·t 1c1pa directamente en la catálisis en z1mát1ca ~ 

Por lo tan to es un inhibidor especifico d e tiol protaas as y n o es capaz d e 

i nh1biY a otr o tipo da p1rcteasas. 

la participacion de otras proteasas ade más d e catepsina B en la hidrólisis 

de s u st1ratos sintóticos usados como análogos de los sust r atos naturales de 

l a catapsina B testicular~ 

Este inhibidor 1~e adicionado a una concentración de 30 uM (Vasishta y 

col. 19BB) y !; u t!'f€1 ct<J se• df~tf?l"ml.nó "';obr-e 1., activJ.cj¡,1cl p1•oteoli t.j,c:,, d e la!:; 

diieren tes poblaciones enriquecidas . Siendo esta inhib i da al 100% en todas 

las poblacic>nes celularos estudiadas (fig . 9)M 

Es 1mport<\nt.~~ t<~mbién ha<:er- nota r- q1.m el ~~ff~cto de E·-·6 4 s<~ o bservó e n 

pn~sencia de No.·-CE<Z-Ar-g .... Arg .. -4MeOBMa CC)fl\0 sustr,;1t<J y con 1'1E!'" y n o se pr-obó 

<m pn?sen ci a del otr-o i:;u !;t.1··.:.\ t<J Mo.- CBZ .. · Ala .. ··Arg Ar'<.i ·-·1WleOBMé1 . 

E l uso de No.-CBZ-Arg- Arg- 4 MeOBNa como s u s tr-ato permi ti ó datec:tar una 

c:\C:tiv :i.d;:\d diez. v~~c:es m<:\~; a J. ta en l a población d e célul,ls cl:i.. s pe1r s,·:\s to·L~l e~,; 

de 15 dias de edad (leptotenos 58%- células d e Sartoli 3 0%). La activida d d e 

los espermatocitos leptote nos y de espe~matoci tos paquite11os ( 21 dias de 

en tan to qua la actividad do 

sustr-.~to Mo.···CBZ-Ala-·Ar-g --Arg·-l.IM1~ClBi'l <,1 (·fl.g . 6 y 9 y t.at>la IIl) 
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FIQJRA 9. - Er:EÓO IEL UllIBIOOR B-64. Se tomaron aUcuotas de 40ug de protetna 
de poblaciones celulares enriquecidas en diferentes esta<lios de ma<luraci6n. El 
inhibi<lor se adicim6 en lila concentraci6n 'fjnal <le · 30uM. El sustrato enpleado 
fue N..-CBZ-arg-arg-4~bOBNa, 250 uM y el airortiguador ~ES pll 5 .4. La enzima se 
preincub6 con el inhibi<lor <lurante 10 min. a 37ºC. 
SL: células <le Sertoli-leptotenos¡ L: espermatocitos leptotenos ¡ P: espennato
citos paouiteno: St: espennátides ; Sz: espennatozoides. 



SUSTRAIO 
POBLACION CELULAR 

C8Z-ala-arg-arg CBZ-arg-arg 
4Me08Na 4Me08Na 

Células totales 15 d!as 
(Sertoli-leptotenos) 10.976 * 113.401* 

Leptotenos 10 . 218 * 62.184* 

Paquitenos 8.896 * 50.369* 

Espemátides 15 .169t.l. 78* 19 . 539 2.19* 

Espermatozoides 6. 0 r 1.1* 4. 503 * 

TABLA III..- Comparación de la actividad proteol{tica presente en las 
diferentes poblaciones celulares obtenidas en las figuras 6 y 9. 
*Actividad referida COl!lO nanomoles de 4Me0Bnaftilamina/mg de prote!na/ 

30 min. 



E.~;'t.C)f; r~!:>Ul tadc>~:> seí~li\lé\n qllf~ los e t;por·matoci t<:>S primar·ios de 15 y ::~::t. 

di3s de e dad presentan la mayor actividad de cate~>sina B~ deb ido a lo cual 

se decidió c arac terizar la ~ctiv1dad enzim~ti<~a tomando al teoticulo .de 15 

dias de edad como fuente de catepsina B. 

IV CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B EN TESTICLILO 

INMADURO. 

Debido a que los niveles mas altos de actividad se presentaron en 

f~t.c:\pas ·temrwanas de d i ·ferenciacion del epitelio germin.:\l duran te la 

prrrfase de l a primera división meiótica , se decidió toma r al testiculo de 

la r·a te~ de 1 !.1 d :í.as como fllf.?n t<-~ de Cé:\tep~; :i.nt':\ E< p~ra definir sus 

caractevisticas cinéticas~ 

Como primer paso se estableció la localización subcelular de la 

f! nzJ.ma. El homogeneiz;~do testicul .;\r se sometió <\ l esquema de centrifug.?1ción 

descrito previamen te (fig.3) Se obtuvieron 5 fracciones par ticuladas cuya 

velocidad de sedimentación varió de 437 xg a 164 377 xg y una fracción 

soluble o sobrenadante fi n al. 

Paril de·termi11ar el origen de cada una de las fracciones obtenidas se 

util izaron 6 marcadores de organelos subcelulares descritos en ot1ros 

órganos (McNamee, 1989). G6F".:\Sii\ para reticulo emdoplásmico ; succinatc> 

de !:; h i d1rog«~nc!\Sc":\ paira mitt:>condrias; fosfata.sa ác:ida para li s9somas, y 

·fosfa tasa a l calina , 5'AMPasa y ATPasa-Ca++ para membrana plasmática. 

L<'.> ~.> r ·esulti;\d<:>Si <:>b ·t~n :a. d<:>~; t::>e l'e~;umen en las grá·ficas 10 y 11 .. C:omo 

pueam apreciarse la actividad de la succin ato desh idrogenasa (SDH) alcanzó 
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F I GURA 10. - DI STRIBUCION SUBCELULAR DE LAS ENZIMAS Mi\RCADORJ\S DE ORGANELOS . Se 
ut i l~ZªlºQ 'oncent~aciones va1iables de proteína (dependiendo de la enzi ma e s 
tudiada) de c ada una de l as fracciones obte nidas del esq uema de centrifuga - -
ci6n diferen c i a l utilizado . Enzimas marcadoras de me mbrana: J\TPasa-r.a++(-•-) 
S 'AMPa s a (- · -•-- ~ ; :f'osfatasa alcalina (- - -o- ·~; y la · e n zima marcadora de retí 
cu l o endoplásmico: G6Pasa C-A-). 



lD~; nivf~l1~s má~; a J. t o s e n l a fra c cion qL1e sc,~dimenta a 19·79 xg (F'2). 

Adicion a lme nte s e pr esentó una activ i da d de S DH en la fracció n c: i tl)SÓl i Ca 

soluble q ue co rre s ponde a l 50% de l a a ctividad más alta . 

La act1v 1dad de l as e n zima s ma r cadoras de membr~na p lasmática; ATPasa-

o bte n i d as . En el c a s o d e la ATPa sa- Ca ++ l a mayor activi d a d se asoci ó a la 

fra c ción que s e d i me n ta a 16 4 377 xg ( P5 ), mien tras q u e l a 5 "AMPasa s e 

asoció ~ la fracción de 192 9 xg (P2) . 

L,\\ activid a d d e Glucosa -·6-fosfatl~sa (G6F'as<<) se de tectó a n i veles tnL\Y 

s imi lares e n las fracciones qu e sed i mentan a 439 y 1979x g (P1 y P2 ). L~ 

xg . La fracc i ó n de 164 73 7 x g prese ntó u na activ i d a d d el 30% c on res pecto a 

la detectada en la f racci ón d e 9 770 x g . 

El c ompor-tc.'.\miento de estas cua tr·<l enzima s s ug ier e que las v es-. :l c l.ll i.\S 

membr<\ri<\lf~i;. 1'1)1•mad.\\s dur·ante l a homcHJen ei z.~ción d e l tejido preven j.en tes de 

memb~ana plasmáti c a son muy het1~n:igéneas Y•" que pue den sedimen t ,\\r a 

d ift~ rc~n tc~s aceleraciones, present.indose como contamina c ión en todas; las 

Tr acc1oru?s. 

La fo'.;·f;~ tasa á cid a , enzima m.:\ r c.;\d1:>Y"a d e 1 isos omas en o t . ros tej ido!>, 

presen t ó un valor d e m~~u~ activid~d en l• frac~ión dP 9770 xg, aun cuando 

xg n~presentó el 

obsarvado e n l a f racció n d e 9970 xg ( P3). 

t¡ () 
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FIGURA 11.- DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LAS ENZIMAS MARCADORAS DE ORGANELOS. Se 
utilizaron concentraciones variables de protcina de cada una de las fracciones 
obtenidas del esquema de centrifugaci6n diferencial utilizadó (dependiendo de 
la enzima ensayada). Para mitocondrias: Succinato deshidrogenasa E-·-o··~ ; · para 
lisosomas: fosfatasa :leida (-A-) y ca.tepsina B (-•-). · 



El comporta miento de esta enzima nos s ugie re la pr"~'sen c:a.a. d e dos 

poblac1onEs d~ 11sos omas que sedimentan a d(:>$ d :i:fer<.~n tes acelerac:ioii<-~s .. 

r eti culu 

endoplás1n1c:cJ e n ambas poblaciones , ya que l a er•z i ma e n este organe lo se 

encuentra ccHno pro enzima inactiva (N1 s h imura y Kato, 1987) . 

La .\\t:tiv id.;1d de> cat<?ps;in." B se e ncontró en n i veles may ores e n la 

fracción que sedimenta a 1979 xg representando un incremento de 5 . 5 veces 

la actividad que se detecta en el homogenei zado total~ 

La f racción d e 9770 xg presentó al 6 0% d e acti vidad e n contrada en la 

~racción anterior. 

AFINIDAD DE CATEPS INA B FRENTE A DOS SUSTRATOS SINTETICOS 

1·0111;ando l." ·f1' .\\Cci.6n d e 9 '770 x g se ana lizó l,;1 ac:t.:lvid;,1d de la enz i ma ;.1 

~ iferentes concentraciones de sustrato. Ade más se utilizarorl dos me d i os de 

1 nc:ubac:1ó n diferentes ; uno util izando MES como amortiguador y el propuesto 

por S zego, y col . , asi como dos sustratos sinté tiaJs N~-CBZ-Arg-Arg-4MeOBNa 

y f'.li.7.···CBZ····Al,;v·· A1"g- An;¡ - llMeOBNa r·espectivamente . 

En la fig . 12 se puede obse rvar que en ambos sistemas la afinidad po r 

lcii;; dm; ~;ustr.;1 t.os •.:s semejante (Km•=• a;~ y 75 uM) y la saturaciérn t otal de la 

enzima se obtiene desde 150 uM de ~ustrato . 

E~ i mportan te notar que con el amortiguador MES y con Na- CBZ- Arg- Arg

tll'lr"ODM<.\ 1 .:1 .3.c t :i.vidad es 2 vecei; m,;\s el•~v•~d;~ qu'~ con Citrato/Fosfato y N<>.-

41 
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FIGURA 12.- CURVA DE SUSTRATO . Se utilizaron 40 ug de proteí 
na de la fracción de 9770 xg (P3) de 15 días de edad. La erl=" 
zima se sometió a dos condiciones experimentales (~•...:,..) sus 
trato N -CBZ-a]a-arg-arg-4MeOBNa y el amortiguador citrato -
de sodio/fosfato de sodio 40rd1 pH 5.4 y (--•--) sustrato N -

_CBZ -arg-arg-4MeOBNa y el amortiguador MES 40mM pH 5.4 . Los 
dos amortiguadores se utilizaron en presencia de DTT 5 rrl1. 
El tiempo de incubación fue de 3U min · a 37°C. 



CBZ- Ala-Arg-Arg-4MeOBNa (196 . 98 ± 0.58 nanomcles vs si.46 ± 0.73 

EL EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B 

La .:1ctividad df;! la Ciiltc=11:1sina B ·fL1e determin •d·'\ usando acetato d e sodic1 

40 ml'1, un;,1 mc1 z cla d•? citr.;1tc1/ ·fosfatc> de ~;od io 40 ml'I y HEF'ES 40 mM a 

diferentes rangos de pH dependiendo de su pK. La actividad enzimática y el 

valor del pH óptimo var i aron dependiendo de l a naturaleza qu ímica del 

amorti gua dor (fig. 13) Con acetato de sodio los valores d e pH bajos 

mos traron un desce n so e n la a c tiv idad enz i mática encontrando un pH ó pt i mo 

p,;triil l.:1 enzima de 5.4, r;in emtJ¿v ·go la mf;>:i:Cla d e citr·ato-·fos·fato prese11tó un 

cambio i mportante ya que al misnm v a lor de pH de 5 .4 se encontró c1 l ~;o;~ 

(140 nano~Jles) de la activi dad r e gistr ada con acetato de sodio (70 

nmoles/mg prot/30 mi n), a medida que el valor de pH se i ncrementó también 

la i:\<::t.:i.vidad de la enzi ma pr-esentd un c:ntmf:~nto~ obteniendo con t:l'ste 

amortiguador un pH óptimo d a 6 . 6 , la actividad ragistrada (160 nmoles/mg 

p o'ot/ 30 mini '" e ste pH fL1<? muy s•?llH?_iante '" la <Jbtenida con acetato d•? sc)(;lio 

pH ~'- '' • 

A valores de pH por encima del neutro la actividad de la catepsina B 

mues'l'.t"'c'l un mar·c:.:tdo d<\·~scenso . 

En al r ango da pH da 5.0- 6.6 sa utilizó el amortiguador MES para 

de tormi11ar de manera más precisa el valor de pH Optimo de la e n zima ya que 

ha~ ta el ~Jmento el v alor depa nd i a del amortiguador utilizado . 
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FIGURA :i3.· EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B. 
Se ut i lizaron 40ug de proteína de la fracci6n de Q770 xg de 
JS dfas de edad y el sustrato N -CBZ-arg-arg-4MeOBNa (250 uM). 
Los aioortiguadores utilizados fueron: acetato de sodio 40 nt-1 
(-·-•-· -i; citrato de Na/fosfato de Na 401rM (- - • --); Hepes 
40 mM C-:o-&~ y !>ES 40 ttH ( - • - ) • El _tiempo de incubaci6n 
fue de 30 min. Se adicionó DTf SmM a cada tmo de los aioorti
guadores empleados. 



La actividad p rateol iti c a en este medio mostró un patrón de 

comprJ rt..'o\m1e11to di·fc;~remt<? e\ los antf~riores, ya que la actividad se mantuvo 

c:on p<;iqueí'\a l> d i·ff~l'f.mci<,\s em un r·;.1ng<) de~ pH de 5.4 a 6 . 6 , es import.•nte~ 

t ambi én notar que el uso de este me d io a ume ntó la a~tividad enzim~tica 

;,\proxj. m,;tdamEmt.e :~ vec:<~s con respect<' al amcwt.iguador de acetato de sodio y 

:·:1 .. !:.\ v <·:n::e rr. c:rJn r-espE·~ct.c> <:'\ c: itc\tro/·fe>~:.1~c'.:\tc> el<-? sodio pH 5 .. 4 . 

los sigui e nte s ans ayos el a fll()J' tiguador MES 40 mM pH 5.4 . 

EFECTO DEL EDTA 

Se ha e ncontrado que algunas catepsinas tipo B necesitan de cationes 

d ival•mte~• para s u actividad , estas enzJ.mas han sido denominadas tiol 

p1•·<Jt.einasas dependientes de metal<~S . En e~!;; te caso <~l EDTA es capaz de 

in h ibi r a la enzima d ebido a la formación de complejos con los cat iones del 

medio (Bond , 1987) 

La figura 14, muestra la actividad de catepsina B testicular en l a 

presanc:ia d a EDTA. La adición de EDTA a l as concentraciones utilizadas , no 

afe ctó la actividad enz i mática , ésta se mantuvo casi constante d esde 0.25 

ml'1 hasta 5.0 ml"I, el incrementc1 em la actividad n o es significat.ivc1 

(p<0.01) .. Sin 0~mb;H·qo en a usen c:).a de EDTA la actividad fue ligeramente;! 

me n or qua la obten ida desde 0.25 mM, pero no de manera significativa. 
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FIGURA . 14 .~ EFECTO DEL EDTA . Se utilizaron al.fcuotas de 40 ug 
de p.rotefna ·áe la fracción de 9770 xg (P3) de 15 dias de 
edad . El sustrato empleado fue N"-CBFarg-arg-4MeO!JNa (250uM) 
en presencia de MES 40 mM,-pfl 5;4. El .. t iempo de incubación -
fue · de 30 min a 37º C. 



EFECTO DEL DTT . 

Las tiol prote a s as como la cate psina B req ui e ren la presencia en el 

me ci10 de incubación de reactivos sulfhid rilo qua prote jan los grupos S H que 

se requieren para la formación del complejo E- S indispensable en l a 

catál isi s e nzi10At1ca Towatari . e t al , 1979 ) 

En le':\ ·f:i.g .. 1 5 Ea~ ml.lf:::Ostra el c::·rfect.r.> clf:.' d i·f«? t'"ente~; concentraciones d t ·? 

d itiotre1to l sobre la a c tividad proteolitica de testiculo de rata. Se puede 

observar que la adición de DTl' estimula la actividad enzimática 3 veces con 

1,..e-~~:> pf~'ct.<J a la d<·::- t~?ct~;td,~ en ausen c ia df~ este reactj.vc:>.. 

EFECTO DE INHIBI DORES 

Cltr·a est.ré\te9 :i a diseñ<~da p.:H'i~ identi·f:icar y c:aré\C: t.erizar la actividad 

c-~n zimc·:i.ticc.-\ esta bast:tcl i:\ t:~n t·? l uso de diversos agentes quimicos capace.~s d(~ 

mc~ificar a la enz i ma y poner de man ifiesto sus propiedades . 

a ) Efecto de iod oacetamida 

L.os crnnpuestos que reaccionan con gr·upos SH como la iodoacetamida, son 

c apaces de inhibi r la acti vidad d e enzimas que requieren la integridad d e 

estos residuos para la c•tálisis-

Et; te;) i.nlübidor S'i) adi c ionó <\l mt~dio de incub;~ción en presencia de DTT, 

mM ) y se dt? terminó su e1'ectcJ sobre;) 

la actividad pFuteolitica. En la fig. 16 podemos observar que a medida que 
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FIGURA 15 .- EFECID IEL. UIT. Se preincubaron 40ug de 
proteína de la fracci6n de 9770 xg (P3) de 15 días 
de edad durante 15 nún a 37°C en presencia de UIT 
a diferentes concentraclones. El sustrato errpleado 
fue N .. -CBZ-arg-arg-4MeOBNa (250uM) y el ruoortiguador 
t.ES pH 5.4, en este ensayo se elinún6 el DTT presen 
te en el nedio de inrubaci6n.La incubación en presen• 
cia del sustrato fue de 30 nún a 37ºC. -



v.\\ aumen tó\ndo la concentración de iodoacetam1da la actividad enzimAtica 

d1sminuye g radualmente. Con una concentración de 0.5 mM de IAA se inhibió 

lé\ i\ct.:i.vid;,\d c;m un 6~;;.~ y desde 5 mf'I se ].nhibiél c ;,\si t.ot.<<lmente a la i;mz:ima. 

b) Efecto de leupeptina 

La leupept.in a es un peptidilaldehido producido por actinomicetos que 

puede ocupar el s itio catalitico de serino y tiol proteasas e inhibe la 

actividad enzimática e n forma reversible -

La actividad proteolitica testicular fue determin ada en presenci~ de 

di fer'f.Ul t .ef;; concent.n\cl.ones de leupeptina 1X10- 9 a 1x10'
4 

M u ti 1 izando <: <:Jmo 

SLl S tra t<J N((- CB2- Arg- Arg··-4MeCIBM<\. 

Como puede observarse en la fig . 17 la adición de leupeptin a inhibió 

la hid1'ó lisis del sustrato desde 10-' M. El 90;~ de in h ibición se obtuvo con 

1x10-·7 M y el ioo:~ con lxlO- 6 M. 
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FIGURA 16.- EFECTO DE IOOOAIBTAMIDA. AHcootas de 40ug de protema 
de la fracción de 9770 xg (P3) de 15 días de edad se preincwaron 
durante 10 min a 37ºC en presencia del inhibidor y el aJIJJrtiguador 
MES 40mM pH 5 .4 conteniendo DTT 5mM. Posterionrente se incubó du
rante 30 min a ·37°c en presencia del sustrato N~-CBZ-arg-arg-4-
MlOBNa 250 uM. 
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FIGURA 17. - EFECID IE LEUPEPTINA. Alkuotas de 40ug de proter 
nas de la fracción de 9770 xg (P3) de 15 ellas de edad se prefu, 
a.Jbaron durante 10 min a 37ºC en presencia del inhibidor. Pos:
t eriornente se preincub6 durante 30 min a la misma teJ1t>eratura 
en presencia del sustrato N~-CBZ-arg-arg-4~0BNa 250uM. El 
a!lDrtiguador utilizado fue MES 40nt.1 pH 5 .4 



DISCUSION 

Un .:. d e: las objec:ione~;; hf~cha!> al trab<~.:10 de ()tto (19"7:1.) y ik~ 

l> i s t o l mai<·:i1·· y col ( l.97~'~) a.c<~r<::a de 14~ p1•«0sc~nc:i 11 de cat<·?p~;ina B en tE.'sticul<J 

de r a ta era que s e habían utilizado sustratos sintet1CO$ Qlte podi 3 n so 1r 

h i drolizados por otFas protaasas (Mortm1, 1977¡. 

La p~sibilida~ d• contar con dos cmnpuastos fluorescentes que han s ido 

p1ropue<J»t.<:>s come> su~:J.t r«:\t.<:>s es~>EH:: i·ficos dE·~ l<":\ C:t~ t.<~psl. 1'14:\ B en <:>1'.rc>·~ t ej :id<:>s~ 

Mt.t-·CBZ·-·órg -·(,'wg-··lll'l<?ClBMa y l-kt-·CBZ····Al a-·· Ar9····f.'ir-9····'l l'.I G~Ul:<M ;,\ ( Smi t h ., y c.ol" 197'2. ; 

Smith y Van Frank, 1975) y del inhibidor especific~ para el sitio 

catalit:ico de la catepsina B no& han permitido c~1firmaF la presencia de 

asta enzima an el tes ticulo, reportada poF ütto (1971) y Distelmaier y col. 

(1972). 

La participación de am1nopeptid~sas o carboxipeptidasas e n 

hidról isis d~ estas s u stratos flte d escar·tada ya que e l amino tenninal 

está bloqu eado con el grupo CBZ y el carboxilo 

t.\MeOBMa . 

ter·minal ~ con t'~l r ·esiduo 

Los resultados obtenidos mues tran que la catepsina B testicular as 

c: apaz d~::i hid rolizar activc'lment.«'.-:1 a ml:>os ~;ustr·,·i\tos ya. qu<-~ pos<::·?C..~n do~1 

ami n0Ac1rlos b&s 1<::os que pueden ocupar los si tios 8 1 y 92 de la enzima 

1980). Estos hallazgos son acordes con lo e nco ntrado por 

Smith y colaboradores (1984), ya que e l los pn)pe>nen que el alaFgamiento de 

'16 



la cad~ia hidrocarbo nada con un aminoácido como alanina, que ~cuparia el 

sit~o tres ( S3) produce nivela s de actividad más bajos. 

~mpleados en Dst e trabajo fue cas i igl~al, 

rep<:>rtadcl r,._:.n <:>trr.>s sistf.Hn«:ts .. Tal<.ahashi y col. 

( l. '786 ) enc:cm trarcm que la l<m par'i\ N1:1.-CBZ·- Al<'\- Arc;:¡ -·Arg- 4MeOBN." de lC\s dos 

1 soa nzimas d e la catepsina B e n higado porcino fua da 130 y 66 uM. Pietras 

)' 1,;c) l:le1"ts ( 1986) report.<,\nm una km de 38 url para l." catepsina B de célula~. 

norma l es de ectocervix y de 58 uM para las células tumorales del mismo 

tejido. 

Sin embargo, el sustrato hidrolizado con más velocidad fue el CBZ- Arg

Arg-4MeOBNa. La velocid;~d m¿\ x ima fuf~ 2 . :'.• veces mayor que en pre!>en cia de 

CEcZ-Ala--Arg -Arg-4Mf~OBNa. Sin embargo el aument<l en la velocidad d e 

hidrólisis no puede ser atribuido totalmente al sustrato exclusivamente, ya 

que ~.e empleó distinto amortiguador fim C\mbo~.; casos y no E;e puede descart ar 

la posibilidad d e que se tratt~ df.~ la suma de los dos f actores utilizados, 

ws decir el efecto producido por el propio sustrato más el efecto del 

<.1mrJr t iguador . 

Esta diff~rEmte act].vidad frente a div~~rsos sustratos sintéticos ha sido 

dmno!;;t.1- ada en la cat.epsina B de higado, b•~.:r.o y riñon, donde el N -CBZ--

Val- ·Arg - Arg e!; f~l sustrato hidroli:zado a mayor velocidad , e l Nt;t-CBZ-Arg

An;¡ ·-41•1f.~0F.<Ma cicupa el. si;~9undrJ J.ug.;w· y N<>.-Cf.<z-.. Al.'\- Arg- Arg- 4MeOBNa ocup," el 

t<~rc~ir lu9ar (Smith, 1984). 



l.<':\ pot~ :i.bil.id ~:ld d(:;~ que·~ l<:nr. r::..ut:~ tr.ri.t<:H:; <:~mpl«:::-ado~> ·fu«:~ 1'·an h icJr·ol1.zados pot" 

;!) . ··; c.! o t.tn a E·~n z:i.m ~·~\ ·fuc:~ <;,n.';\ J. :Í.Z<';,,t'I,':\ tt'L:i.J :Lz «t,ndc:> c:;oJ. inh:i. b:i.dt>r· de~ tr:ips :í.n -i;\ d f.·~ 

ct'Yª~ l e lApeptina, iodcJac~tamida y E- 6q. 

Cuando a e u s o Na- CBZ- Ala-Arg-Arg-4MaOBNa como s ustrato y se adicionó al 

in h ibidtJ1r de tripsina a una conccntraci<~ rl de lOOug/ml ~ se erlco11tr·~> L'n 

porcentaje da in hi bición variable de la actividad. En la pobl ación 

en 1,.. i<~l.l«:·~Ci clt:\ l-':.'n e~;per·m.:At. :1. d e.\~~¡. J.,:\ inh:i.b:í.c :i.<'.>n ·fur::o del 49% ; en l a ~Jblación 

enriquecida en espermatocitos leptotenos 11ue d el 2 5 - 48% y en la pobla cJon 

pt.ura df~l <;~~;;1:)(·:.?rm,·:\t<:>zoidc::os ~;~ inh :i.b:u :> t~l 6~~:i!.. No ~a:·~ Ob!:><~ 1··vó l.nhib:ici<;>n ele le;\ 

actividad la poblaci ó n a nr iquacida 

paquitano . ( f 1g. 7 ) 

e n el estadic> de 

La inhibición a n la hicin~l isis dm a s ta s u strato por la adición dal 

1n h ibidor da trips1na en cj.erta s pobl a ciones lr.\ 

participación de serino pro·teas a s M El hecho de que los porcentajes de 

in hibición varíen depend iendo de l a población ce!ulár $ Ugiere que e sta 

g arm1nales durante su madur·ación~ 

La inh1bi c1ór1 ot>servad a e 11 mspermátides y ospormatozoides por· la 

adición d e l 1n h1bido1r de t1ripsirla d e saya podria d ebDrse e n i)arte a la 

:Ln h :1.b:Lc:i.dn dt:::i .La ,·;\Cl' "C> ~>1n,·o\ qU€·~ f~Sti~. pr· €~~:.>«:·~n te en <::~sti:\S «:·~li:\P<:\~:> y ·1~orm«:\ pc':H''te 

de l~s hidrolasas del acrosoma (Stambaugt1 y Bucl<ley, 1972 ; Li y Stanlay, 

J.<¡>7</ ). 

En el caso ele·) la~:; cé:l. 1..ll«:\~~ c:l i~;p~·~rs,·:u; tc:>talc~:; el€~ .l~.\ dia~; c!onclE~ ~!~e t cH1:l "' 

un«:\ p <:>bl.::u: :i.dn h«:·~ tf~r·og«~n f.·~a. cc:>n célula!;> c:IE~ !3c:H'"l'.ol :i. !• c~spc~ r·n1a tc><,:, é>n:i.a ~.;. y 



o spormiltoc1tos, la sensibilidad al inhibidor de tripsina de soya estaria 

d aMa pmsiblamanta por la inh1 h1c1ón del act1vacior da plasm1nógano producido 

por las c:élulás de Sertol 1 ya qua pres enta caracterizticas m'AY semejantes a 

l a t ripsana (Lacroix mt al, 1917 ; Lac roix y cal . 1982 y 1982a). 

Cu,:mclo se u !r.ó N1.>.·-·CB:Z:··-A1··g - Ar·9--llMt1DBNa C<)m!) sustrat.o y se adicionó E-64 

no se o bservó actividad residual (fig. 9) . Esta situación pare ce indicar 

q~w es;tf.! su~.tr.;\t.o es hid r ol1 z<Ado S<)lamentf? prn' catepsin<' B, ya que el E:-··64 

se cmisi d e ra como un inhibidor especifico da esta enzima (Barret, 1982). 

La actividad de catepsina B del testículo de rata mostró un alto 

rmquar1ma nto da <Jrupos sulfhidrilo para llevar a cabo la catálisis 

enzl.má t :ica, lo que .L;,\ identi·fica como una tiol prot<;1as;a (I•arret, 197~>l- l...:\ 

mayor actividad se obtuvo en presencia de una concentración de 2 . 5 mM de 

DlT. Szm90 y col. (1976 ) reportaron que la catepsina B de la glándula 

prept.u : ial reqLtienil de 5mM de or1· mientras Qlte la <~nz1ma df? hi~Ji~dc> de r;~t.;1 

raquiera de 0.25mM (Towatari, 1979). 

La participación de los residuos SH en la c atAlisis mnzimAtica fue 

confl. l'm<~d;,, mediante el uso d e dos r eactiv<JS de grupos SH, i1,doacet amid;,\ y 

Aunqu<~ la ic>dc1¿\c:et.;,\nlid.:. 4'11:; un inhi biclor inespecj. fic:o debido a que puede 

r· e::,~ c:.'\c: cic>nc':\t'' c::<:>n los g.r·upoE;. SH independi(!onte-fi\ent~~ dQ Ql.l<:::' est<'~S fot"men part<-:~ 

d f.!J s~tio c:atali tic:o o cc>mo herramienta en la 

cara c: t0rizac1ón de la enzima. Szego y f ol. (1976 ) y Scott y cc>l . ( 198'7) 

l''<Jpor· t.a n Jn qui;~ a ltna ccmo~nt 1' .:1ci<~n d G~ lmM, la ic1doacetamida puedEl' inhibir 

l a act1vidad d o la catcpsina B. La catepsina B testicular con lmM de 

r.¡9 



l.nli·1 l1:1.c::i.on .. H<:\y qur.·:· 1:.f~ne1r prc~!:;Gnt«~ que C'.l me cl :t.e> cl fJ J.n cllt.>~c:i. é>n c:c:>ntc~n:L7\ 5rnl'I 

de lJTT pi,\l"i,\ p1"<)t1;)qe~ 1'· loi; qn.tpos BH d0~ J. ,~ <·:~n :n.ma .. 

La leuprnptina~ in hibidor de tiol y se1r ino 1Jr·oteasas (Umezawa y col . 

l~JO) fue uti lizado por Barrat (1973) quien reportó una completa i nh1b1c10n 

d(() l<I c:at~~p!;;:i. n ,\\ l~ d<?. hiq,'ldo tu.un;,rno con J.ul'I df,• .l. i~upe~p t. :i. n¿\ .. L.'I Cé\'t€~pf,;1n <.1 f! 

testicu lar so inhi bió un 96% c on la mis1na con ce1·ltr·ación de o~tc compuesto~ 

La 1<..L repcwt.'\da P<"<ré\ dJ. Vf~n;rn; t11~J j, do!; ;.\l.canz¿\ valor~~ ~; d0~ l.0-6 ,'\ 10·- 7 l'I qt.<<;~ 

i r1di ca u na alta a ·finld a d de esta$ proteasas CBa rY~t, 1977 )~ 

E-6q es un i nhibi dor espec i fico para lac tio.l protoin as~s~ ya QLlC 

reacciona con el ros1duo cist~ina del sitie catalitico y n o ms capaz de 

aspec1ficidad con leupeptina y :i.c~oacatam:i.da .. Barret y colaboradoras (1982) 

rc~Jrtaron que a una aJncentrac1ón 10 uM a l E- 64 inactiva rApidamante a las 

cat.<?psina!:> B, H y L a~>i c:omo a la pC:\pi.-'tinc'i':- t.c:)(:I~"~-> per l'.<-~n«:H:::Lc~ntf?S ~::tl gr·upc:> de 

tiol prote1nasas" La adición de E-6~ a una concentración de 30 uM, inh:i.t>:iO 

al 100~ la actividad proteolitica de las células aisladas del epitelio 

germinal (fig. 9), cuando se utilizó como sustrato Na-CBZ-Arg- Arg-4MeOBNa y 

en pre sen ci<\ de DTT 5 ml"I <~n el m<~d icl d e :1.n cubc\ción. 

El pH del medio de incubación 6.0-6.5, era otra de las objeciones para 

aceptar que la hid rólisi~5 de 105 sus tratos s 1ntéticc>s utilizados por 

D:Lstc.¡;.lm<:\:i.c1·· y c<:>l.c'i' bc:>r·~\d<:>t"<:?S ( 19'7~~ ) ~·~r'i:\ clet>:i.d c':\ 4:\ c:a ·tc·~psin,·:\ B ( l'lor·ton ~ J. "i\ '77; .. 

En nuestro estudio al pH Optimo para la actividad de ca teps ina B, 

utilizando l'IES como amortiguador, fue da 5.4, coincidiendo con al pH ópt:i.mc 



reportado para la cataps1na B de glándula prepuc ial ( Szego y c:ol. 1976)' 

1980) y muy cercano al valor 

raportado para l a catepsina B da h igado d e r atón ( Mego, 1971) . Scott y col. 

(1986) an contranln para la ca tapsina B puri ficada de tas ticulo de aJnejo un 

pH optimo da 6 . 0 utilizando cwno amo rt~guado r una mezcla d e f osfato 100 

mM/cistain<\ lmf'I en pno'.'sencié\ de EDTA 1ml'I y como SL1strato N-:>.-CBZ-Arg- B

n aftilam1da ( 50 u M). 

En e l presenta tra baJ o se demostró que la natu raleza quimica del 

a~JY t1guador tiene un efecto s obra la actividad e nzimá tica. A pH 5.4 usando 

a ceta to da sodio 40 mM, la actividad fue 50% menor qua la obtenida con MES 

:Al mi i;mo pH. Cu a ndo s<:~ i nc:ubó c: m1 citrato .20ml1/·l'o sfato 2 0 ml'f la a ct:i.viclacl 

d e1'.candió Em un 75~: c on res pecto a la obtenida con l'IES (fig. 13 ) • La m.:\ycH·· 

actividad proteol itica detectada en presencia de MES no fue un artefacto 

d el a mortiguador sobre la fluorescenci a d e la 4MeOBNa, ya que la solución 

est á ndar de e ste compuesto fue preparada con MES~ 

Mua1¡;trc:m resul t.;\dos i~poy.;\n las otJse1rvaciorH?S de Ot. to• quien desdf? 19'71 

reportó que la hidrólisis del s u a trato disminuye cuando la concentraci ó n de 

foisi'atos awnen t a, con 0.1 1'1 de fosi'ato, la actividad de catepsina J;¡ se 

i nhi be en un 36~·;. 

Un dato muy importante es el hecho de que la mayoria de los ensayos 

r ealizados por otros autores para determinar la actividad de catepsina B y 

~H.l pH óp't.l.mc> ui;l\l''C>t'l ·fo1;f<11to5; ; ,1 Ltna ccrn cf?n ·tr¿~ciOn de 0.1 M (Towatari, 1979) 

o una mezcla de citrato/fosfato (Szego y col. 1976) . 
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~n la fase 1n1 c 1al d e l p~esen te tra ba Jo t amb1.én s~ use~ 1 ~ c ombinac ión 

actividad 

(TakahAShi, 1 980)~ 

Existen ca t J. on t·'.:'S 

d i v a lentes sobre la actividad de c a tepsina B. Algunos autores (Towatari y 

col ., !979; Barret, 1973 y Scott y col ., 1986) ha n demostrado la a ctivación 

ac:l1.cié>n de c:alc:i.t:> a <:onct~1i ·tracioner:; t>ajas dE:·~ .1.?. ~5 y ~=.o nM inc:rem<~1l t;.\ l~ 

esta rango, calcio inhibe a la enzima. El magnesi o (Mg++) también prc~uce 

estos afectos. La adición de E~rA o EGTA inhibe en 50 y 25 

respactivamente la actividad enzimática. Estos resultados coinciden coh los 

cuando al EDTA es eliminado. 

BaJo las condi c iones ~xperimentales del presente trabajo~ la adición d e 

EDTA a diferentes concentrac1ones no modif icó l a activ1dad de la cateps ina 

activada por calcio a la 

obs e r vaciones indi c an confli c to sobra el papel del calcio e n la activi dad 

d e~ ca·tep~;in;,\ B (Bro~·m y col.,, 1975). 



Aunque se habían i dentifi c a do l as proteinas de testiculo con actividad 

d e c ate psina ~ (Otta~ 197 1; Dies telmaier y col. , 1972) y purificado la 

catepsina B de testi culo d a conejo ( Sco t t y c ol ., 

d efin i d o s u loca li z a c ión s ubce lu l ar. 

198 6) no s e habj a 

Er1 los t e jido s normales adultos en fase de crecimiento estacionaria~ 

como higad o y bazo , l a ca t e ps ina B se r ecuperó en fracci o nes que sedimenta n 

a 1l. 000 xq o eqLli·.1a l <;m t.1~s ;,\ l a f r·.;\C:c i ó n lisosom .:~ l -mitocondria l (Sz e go y 

col., 19'71; Szegt1 y col.. , l.'i>'76 y l'<)Wo\tar j_ y col. , 1979) . 

La catepsin a B e n tej idos t wnora l es pare ce e star a s ociada a la membrana 

p l a s mática y s ecretarse al espacio e x t race lular (Sylven y col., 197 4 

Pie tras y Raberts, 1981) . La localizaci ón subcelular de la catepsina B 

t es-ti c ul,¡i,r· C<) i n c ide con l,¡i, distri buc ión descrita para los tejidas en fase 

estacional"Ü\ de crecimiento a pes<.\r d€~ que el ·fr,¡i,cc i onamiento subcelular s e 

n?alizó a los; 1:5 dias de edi~d, c orrespe>r1diente a la etapa logar itmica d e 

crecimiento del activid.'ild de catepsina B 

princip.•lmente a la ·fracción de 197'.i> xg, y a la que sedimenta a 9970 xg. 

La fr.'\cd.ón r-i c.;1 en succinato deshidrogenas,¡i,, enzima marcadora d e las 

m ] . tocondriai; , sf.~dimfm1:6 "' 1979 xg. L.'il é\Ctividad de fosfatasa ácid.~, que 

denota la pr·esencia df? lisasomas~ se encontró elev,';\di\ e n las dos fr· c.~cciones 

que ~;i,~d imentan "' 19'79 y 9970 xg. 

L a p r-csen c: 1a de dos frac c iones que presentan un enriquecimianto en 

activ i d ad d e catepsi na B y de fosfatasa ácida ( 1979 y 9970 xg 

~J tasticuio , que d i fi~ren e n ~;u densidad, y por lo t_,¡i,nto rc;)quieren de 
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~·.\c:c. !c::i 1 ... .\t::l. <:>n<·:·~s cl :i.·ft:~ l"'E' flt<~~¡, pa1'·a ~¡;.edimen'tc.'\r .. Esta posibilidad ~; apoyada por 

observacionQs realizadas f.lCll" d:i.versc>s "·:\ut.<~re ~.) .. D<"~sdc~ J.CJ ~-; 

cc1 .l ;,1 bc1r ;~do l'C1S (1915) s~ observaron diferencias 

d<·~ l<:>S Poste1'"i01'"mente ~>e la presencia de d<:>S 

poblac ionas de lisasomas en menos el e n sos ., 

enriquecidos en fosfatasa ácida y B- glucoron1dasa y lisosomas grandes, más 

densos enr:Lquecidos er1 nucleasas ácidas y 

Dobrota y colaboradores ( 19'79) encontraron quo en ratas normales~ la 

den sos .. Esta observación coincide con el enriquecimiento de fosfatasa ácida 

~n la fracción que sedimenta a una aceleración de 9970 xq, encorltra da e n el 

pl"·esc~nt«:? tF<':\ b c':\jo .. 

Mediante el u so de técn icas inmunoelactroforét1cas, Muna y col. (1990) 

contenido da tre+:; c:l.~;t.ei n 

poblaciones lisosomales de 1nacrófagos de rata. En con traron la activida~ de 

catepsina B y H en la fr-acc1ón de lisooomas más pesados. La catepsina L se 

r·ec:l.lpC·~ ró ~:·~n J.rJ ~;. lisc>~;tomas de b .":\J<':\ c:l en t:>i d i:\ C~ .. 

E l hallazgo da que la actividad proteolitica , con ~~-CBZ-Al a-Arg-Arg-

'll'leOE<l,k1 come> ~;ustrat.o, de l a población enriquecida on cs pe rmatocitos 

primarios en el estad io paquiteno de l a pr o·fase de la pri mera división 

meiótica fuera insensible al in hibidor· de tr-ipsina de soya y alcanzara 

nivelr~s m~y<:>1•·cs que en los espf:?r·matot::i.1:os «~n E'St.c':\dio lf'.·~ pt<.1tcrH:> ~:;;uC.l lf'.;H,.e l.lt"lc~ 

relación ~rl tre la progresión de la meiosis y l a cateps1r1a B. Aunque e n las 

poblaciones celulares enriquecidas~ obtenidas posterior,nente (f1g . 9) n o se 

probó ml afecto d•l inh1bidor de tr1psina de soya, las diferencias Drl l ,:1 



"'ctividad de catepsina B son significati vas Cp<0.01) presenta ndo un a 

act ividad mayor también en al paquiteno . 

Exist e n datos que apoyan la participación de las proteasas en la 

progresión de la meiosi s h En cvocitos de rana se ha demostrado el a umento 

en la actividad de ser i no proteasas antes d~ que desapare zca e l bloqueo en 

la pr~fase I y los ovoci tos pros igan su desarrollo hasta la me tafase I 

Morrill y Kost.ellaw, 19136 ) . 

A diferen cia dt~ l a que ocurre €m la hemb1"a, le'\ me:iosi s en el macho es 

u n proceso cl1nt.inuo , sin bloqueos, con la peculiaridad de que la pro fase de 

la primera división meiO ti ca se desarrolla lentamente 

El estadio paquiteno de la primera divi sión meiótica constituye un 

momento crucial en la diferenciación de las células germinales d e l macho. 

En la rata constih1ye t?l estadio d e mayor duración y representa a las 

células germinales más activas e n la síntesis de RNA y proteínas (Monesi, 

1971 y Soder strom y Parvinen. 1976). 

·Hasta el momento no se habi -'\ repo1' tado la presencia de alguna en zima 

prote<ll:l, t.]. ca e n este t?E>tadio de l,\\ meio~-.:is del macho pero queda por definir 

qué p1'otein,\\s son el sustr«ot tc> d e l a cat.,ps;in,'.\ B t esticular en es;ta etapa de 

la di·f'f;~ renci .;\ción .. 

En el ca&a de las espennátides, la presenci a de actividad proteol i ti <:a 

i~n c¡i; t,;,\ etap;,\ d0l de~sa1'roll.o del. epitelio g ermi 1ial es muy i mportan t e, ya 

que grandes porciones del citoplasma de ben ser eliminados y los organelos 
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es t a fun ción ~ mediant e l a ·fagoc itosJ.s de l c>s CLle rpos residuales formadoz 

po r las ospermáti des ~ S in emba rgo, la presenc i a d o e n zima s p ro t e oliticas 

en las célul.as de l a es~i1rpe ge1'·cninaJ. 11os llevan a i>vopon o 1r que el sis tema 

d e degradación l iso~¡ cJmal de l a céllila ge1r1oi r\a l le permit1ria par ticipa r en 

Esta prote6lisis podria es tar asociada con la eliminación de protei nas 

e s pe cifi c a s que no s an necesarias on el esperma tozoJ.de rnaduro. Por eJemplc>, 

la s us titución de las histonas nuc leares ~ por un nttevo t ipo de proteinas 

bás1cas , ricas an arg1nina denominadas protaminas ( Klanun, 1 989) durante la 

fas e de maduración de las espertn&tides~ requiere~ apar~n temen·te de s u 

proteólis1 s ( Mar~shiqa, 1976). 

Ma rushiga y Man1shige ( 198 3 ) quienes identificarm1 dos diferentes proteasaa 

en e l núcleo de las esper1oátide s de rata~ una de las cua1 es fue muy 

Pspec:ifica para hidrolizar hi~tonas y la otra presentó 

h i drol it1cas s 1 m1 lares a las d e acrosina . 

De l...t.tmf~n y Tappel desde 1<;>7;5 1-~1port.<\ron qua el h:i. 9 ;~do df.! rat•~ pc>S<;)e,) una 

actividad capaz da hidrolizar histonas, qua identificaron como la cat.epsina 

H~·~ ttni:\ car·boxipeptidc:\sa lis<l~~omc:-tl.. Sin embc.\r'(.io c~x :it~t<::.\ J l 1#'C::·~~:>'t'.1··:icc::i.on e~¡¡ par~\ 

aceptar que la enzima proteolitica responsable d e e s ta actividad sea la 

catepsina B2 ya que el parán1etra que se conside~ó como r eforen c i a ~uo l a 



hidrólisis del sL~trato bcn ioil- arg inina-am1da estimulada por DTT. Como se 

O\enc1onó c:on anter·ior1dad~ es·to sustrato puede ser hidrol izado por varias 

erlz1mas por lo que Ge requ iere de un estudio más a for1do para poder 

dIDtcrminar si la actividad pro·teolítica detectada por e stos autores es en 

realidad la catepsina 82 y no la Bl~ que se incre1nenta por la presencia de 

DTT. 

Los n~sul tadc>~; obt.enici1)s en este trab,\\jo nos pf~rm]. ten sL1gerir· CILI& la 

catepsina B en el testic:ulo de rata podria estar relaci onada corl dos 

la progresión de la meiosis y la diferenciación de las 

espermátides , pero r esulta ind ispensable identificar sus sustratos normales 

en C:c':\c:1a u~stadi.r.> de di·ferG.~nc:iclción pa1··a t~stabl.(:.?cer su part.icipi:\c:ión filn es·tos 

procesos claramente . 



CONCLUSIONES 

l. El testi c ti lo de 1rata presen ta Lln~ ac·t 1vidad do tiol p 1•·ot.e~:ln <:\ Si:\ 

y po r su inhibición total c rn1 E- 64, inhibido r especifica que r·eacci ona 

c:on el residuo de c1s teína del s itio catalitico (je la enz i ma" 

2. - E:n l os ttomageneizados totalas da t asticul o cif~t.c~c:tó 

en 1,.iqll<·:·~citntf.:?ntc> <:.\n la é\ <: t:i.. v id,·:\d c:I<·:·~ <:atc:.~ps:i. n <':\ H <·?n u na c~tapa E·~~:;pf.~c::i·f:i. c,·:\ d<(·~ l. 

df.·~sa 1,.. rrollo tt:.1st.:i.culi;\ I~ d<·~$de •~l nacimi.<·:~nto h i.-\sta 6>0 cl:i . .::\ ~5 d <~·~ edi'\cl .. 

3 . - Poblaciones de céltllas germi nales obtenidas a 15 , 2 1 y 3 0 dias de eda d 

pf:~rmitl.r.ffon dc~tac:tar <H. ·f·a1"ent.E~~;; niw:das <:l e~ ."ólctiv:id;,,d prote.~o l.it :lc.;\ dur· ,71ntc;~ 

l e esperrniogénesis . 

4.- Los ni~e les más altos de actividad de asta tiol proteir•asa se 

obsf~ l ... \.' (:\ 1'.t.>n dLlrant.f~ lo~;;. <·:?istadiot:> t<~mp1ranos ele li:\ p 1ro·fc\~;c.;.~ mei ót:i.<::,:\ y d tl 1rante 

las primeras e tapas d e l a espermiogénesis ~ 

S.- l_a distr ibución subcelular de esta activ idad proteolitica ind 1c~ qu~ es 

de loca lización lisosomal-m1 tocondrial asi cerno también se a soció a los 

l isoscmas de ma yor densi dad. 

6 . - S e confirmo e l efmct o i nhibitor io de l fonfato sobre l a a ctividad d• 

7 . - Es t a actividad proteolitica está asociada a l si st~ma de degradación 

11sosomal d e la c élula germinal. 



8 . - L.a activi dad de catepsina B testicular parece estar relacionad a con la 

diferenciación de las celulas de epi telio germinal a unque se requiere 

matablecar s u participación en l a elimina ción d el material ci toplásmi co y /o 

c:l e P''.<:>tei nas E~~apE~c:i f i c.·:\s q u e no se requiE·~ren e n el esper·mi:\ tozoidE.\ maduro .. 

9. - El uso del inhibidor t ripsin a de soya nos permitió detectar l a 

presen c ia de seri no prote a s a s que participan en la h idrólisis de l s ustrato 

N1.r.-·CE<Z·-·A l ¡,\·-A q¡ ·-A r9 - ·l.IMeOE<Na • 

10.- L.. i,\ activ idad de ser·ino prote•~sas se presentó a diferentes niveles en 

las cólulas germinales , siendo notcwia su ausen cia en la población de 

células rica~> en <isper matocitos en paquiteno. 
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PREPARACION DE SOLUCIONES 

1 . - Solución de sacarosa 0 .25 M + Hepes 20 mM pH 7 .4 

So pesaron 85,575 g de Sacarosa y se di s cllvioron en 250 ml de agua. 

·rambién se p0suron 4 . 76 g de HEPES y se disolvieran en 250 ml de agu~ ~ Lac 

s oluciones asi olltcnid~~. ~Q j untaran y se llravar'tJn a un volLlme n de 900 ml. 

Poster·:Lcwmen t.e ~:;o ·•:iL1~:;tó ~!.L pH de? la solución '" '7 .4 c:cm HCl lM .. y i;e .'i\for<'> 

a un liti"o . 

2 . - Solución sa lina 0 .9'l. amortiguada con Hepes 2 0 mM. 

Se pasaron 9 g de NaCl y s~ disol·~iero11 en 300 ml. de agua ~ Se pesó 

tamb1~n ~.766 g do ~~PE~ y se disuJlv,enJn en 300 ml. d e a gua destilada. 

l'\mb <.1r.> !><JJ.t.t c:1onf,'!:°• ~:;e cc>mbinan:m y se;! "''f'c>l''Ó .\\ L\M ve> lumen f :ln.;\l cjE~ l. li t.r·o. 

Esta solución se msteril iza por fiJtración.(filt ro mil ipore de 0.22 u M1 

3 . - Medio mínimo esencial de Eagle (MEM) 

La presonlarlón del MEM es de 11. 4 g que deben !lava rse a 1 l.Para 

r.wv~p.\\r;H·lo ~.e~ d is;ue.lve el <::<Jn t.omidc> dc;: l s<:>bn~ (l.1 . 4g) an 1.m pocn df~ .:1gua 

bi des t 1 l ;.\da a temp<~~r-a t .ur·a arnb:it~n tí~, E~nj uaqando c:u:i.d adosanH·:·~11 te-? e l ~;c>bre para 

ev:.i.ta 1,.. pc-1··ct id.:\s d<~l c:ompLu.:~sto, se c\g:i.tc":\ suavcement<:·~ .. Adicic:ln~1;o t, ... lbb g d<~ 

HEF'ES pa1,..;.1 que~ E-'n li:\ ~;.oluc:ión quedf.·~ e~ una conc:t·::-nt.1 ... ;:\c:ión ·final el«~ :·;~O mfYI un«~ 

voz diluidn llevar a 900 ml cwi agua destilada a jw1tar el pH a 7.2 con NaDH 

IN. Daspuóa de ajustar e l ~~ astarili¿ar par fil tración. 



4. - Solución colagenas a 0.47. 

Sa a gregán B mg de colage nasa por cada g. de tejida . 

5. - Gradientes de Dextran T-500 

a) Solución al 7% (P/P ) 

Pesar 1.4 g da Dextran y 18.6 g de la soluc ión de MEM 

pF•='.;;!Og 

b) Solución al 8.6% 

Pasar 1.806 g de Dextran y 19.19 g de la solución de MEM 

e) Bol u e i ó n J, 1;: 

P asar 2.31 g d e Dextran y 18.69 g de la s olución de MEM 

pF,.::1g 

d) So l ución 13.33% 

Pasar 2.79 g de De x tran y 18.2 g de la solución de MEM 

pF'•''.i!lq 

e) Solución 16.66% 

Pesar 2.99 g da Dextran + 15.0 g de la solución d e MEM 

pF ,,= :Lf:I 9 

!...i-".\fü s r.d u r.: ::.on e s é\1:;í p<:!sada s Sf.·~ disuelven y se c:olocan e n tubos 

de cen t ~i f~lga para forma r los gradientes . 



CELULAS 

.l6 . 6 
\. ~ 

6.- Formo l a l 3 'l. 

Be tomaron 3 ml de 1~rmoJ 40% y s e diluyeron con 100 ml de ~~M . 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CATEPSINA B 

7 .- Amortiguador de fosfato de sodio 20mM + citrato de sodio 20mM pH 5 .4 

Sa pesaron 5.88 gr de citrato da sod io y s o disolvieron en 300 ml de 

agtla , ~! mismo tieíl\PO se pesa rorl 2~839 g de fos1=ato de sodio manobásico y 

GQ d iso l vieron e n 300 ml de ag~a d a s tilada. Las das s oluciones se juntaron 

/ se J.lf~ViH'C>n e\ 1.m vc)ll.HllfU\ füH\l. df.~ '100 ml.. Se ·•.i~t'.;; t.ó E!l pH a :::1 .. 1.¡ con HC J. 

1N se aforó ~ inalmcnta a 1000 ml. 

8 . - DTT (Ditiotreitol) 5mM 

preparación se r~4l ize mom~ntos antes de utili zarsa ~ La can tidad que s e 

pesa d e e s te reactivo depend~ del V<llumcn de ~mortigua i~or a lAS ar en el 

/ J. 



~~n'.;;ayo en z i mát. J.co. f··or e jemplo para 40 ml de am<Jrtiguador pl-I 5.'I se 

pesaron 0 .03084 g de DTT , para 20 ml 0.01 542 g. 

9. - Sustrato Na- benciloxi-Arginil- Arginil - 4metoxi- B- naftilamida 250 uM. 

Df~bid c:) t."\ que l<":\ cant:.i.d~d de 5.ltstrato que debi a pesar er-4..\ muy pequeí'{a y 

a q ue no es fácil d e manejar se optó por preparar tc~o el contenido dol 

f rasco y hacer alicuotaE . 

Cuando el r eactivo tenia una presentación de 50 mg se le adicicmó 

pr imer·o l ml d e <1mort.iguador u sado en el ens ayo enzimático, ,"\si e cune> 

tambié n 2 50 ul de DMSO ya que a l principio el s u s trato no es totalmente 

soluble en el amortiguador. 

F in<\J.mente el volumen se afora a ;,~;~.9 ml. c:on amor·tiguador pH 5.4 pa1,.a 

obtener una concentración final de 250 uM por c a da 0.1 ml de solución dado 

NOTA** I>cibiclo a que estos compur~stos son alt.amente tóx icos y son 

posibles carcin ógenos s e recomienda mane jarlos con guantes y cu breboca asi 

como muy cuidade>sctm«?n te . 

10. - Solución patr6n de 4 metoxi- B-naftilamina. 

!> r~bi<:l<J a que:• .la c:;rntidad p.ar.a pes .ar de 4Me0Na es muy pequeño'\ se 

7 ,. .. 
'·· 



~· c i t r dtD/TOs fat c pH 5 . q o del a mo rt i qua dor utjli z adc e n l a i n cubac,ón 

1soluc1ón lO mq/ml). 

l···o~ 'Lc~ 1~:i.or•·1n0.ntc~ s e h l.:t.d una rJ;lluc:ió n .l.: J.() a .l momc'.)n t<:> d e l.l~tH:tr·sc p,lra qu«:? 

l.~ concc 1,lracJ ó r' rc~l s ea 1 mg / ml. Ej: 0. 3 ml de s olución estandar se 

l lcv ,\n ~ 3 mJ con E! l a mort1guadar " Usar guantes y cubroboca. 

11. - Solución de sacarosa 0.25 M, Tris 0.05 M, MgC1
2 

5mM pH 7.4 

También la<Z' pt~~•<~ 6.<>3:5 g de? Tris y 1 .01.65 g di;~ cl<:wu1" 0 de magna~,;j,o ( 1'1<1 C:: ~. 
2

1 

d i ~:;olv :i.~rHic>.t ':\f:'.. <:•11 ~·:~ !:10 ml dE~ .. \q U <':\ ch;:i ~:it :i.lc'\d a .. Amb;:\~. moluc:::loru:~f:> ~;)~·~ m c!Z <:: l~\r'C>l1 y 

s"~ 11.E~varon ;,\un volurtH?n dE~ '.i>OO rnl. SE? a.Justo l?l pH a 7.11 con HCl lM, se 

afo ró a w 1 litro y sa almace nó baja refrigeración. 

12 . - Sustrato Na-CBZ-Ala-Arg-Arg-411e08Na 2~0ul1 . 

ml .. 

13. - Diferentes concentraciones de sustrato . 

Como tc>do f)l sus1:.rat.o se r1n~pa 1··é> ~" un.;1 concenti-;"cit>n el ~) 230 ul'I por· 

c:~da () .. l. ml qua se tomen, pl.\t'"a c:) b1:.c::-?-ncr· i~·:\s ~>C>ll.lCioru:?s <:\ d i ·ff;:,r-en ·tf~s 

cor)centraciones del sustrato, se reali zaron las siguiantes diluciones. 



D 1 L U C I O N 

:::~:::.o ul'I: 'l omar- 1 ml s o l. u c:u 'in con e.en ·Lr<.\ d <:\ (e>d.gin a l) 

;wo u l'l: O.B ml i;o l. or:Lgin.>l + 0 .. 2 ml amo1"tiguado1' 1 ::1 .;~ ~\ 

150 u M: 0 .6 ml ~;ol .. o rig i n <1l ... 0 .4 ml amor tiguador 1 : 1.66 

100 ul'1: O.ti ml sol .. or·iginal + 0.6 ml <\mortiguador· 1 : 2.5 

7~' ul'l : 0 . 3 ml s ol .. o ri9inal + 0 . 7 ml a mort:igu<\dor 1::::> .. 3 3 

50 ul'l o ,., -'· ml sol .. or·:ig:i.n."l + 0.8 ml -~mort:iguador 1: ~.l 

:~ ~\ ul'l 0.1 ml. s ol .. origin<l\l + 0.9 ml <1\mortiguador 1:10 

14.- Amortiguador acetato de sodio 40 mM 

Se pesar-cm 0.16 g de acetato de sodio y S(~ d isc>lvieron en 40 ml de 

agua destilada. Esta operación se repitió 6 v e ces ya que se requiere que 

e~;ta solución p rEisent.e valore~; difenmt.es de pH. El pH que ~;¡;~ desf~a f ue de 

3.0, 3 . 5 4.0 4.5 5 . 0 y 5.4 y fue ajus t a do con HCl 1N aforando al final a 50 

ml c/sc;>l .. 

15.- Citr ato de sodio 20 mM/f~fato de sodio 20 -'1 . 

Se pesaron 0 . 294 g de citrato de sodio y s e d isolvieron en 10 ml d e 

agua clestila cla, también se pe10.<\ron 0.1419 g d e fos·f ;,1to de s<Jdio monobás:ico 

y ~;e d i s;olviea'on f~n 10 ml d e agua destilada. Ambas soluciones se mezclar-en 

y se ll(~v "~n1n a un vol. d e 40 ml. el pH s e ajusto al valor deseadC' con HCl 

1 1'1., LcJs p H dese;,1dos ·fueron 5 . 0, 5.4 , 5.8, 6-~~ y 6.8 se aforó -'' 50 ml 

S <Jluc: iór. .. 
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16.- Hepes 40 mM. 

Se-~ t>E~ ~:;,:\ 1··on ü .. 4/6é> q de:- l·iE'ptH:> y Sf.·~ d1 ~:;0.l vl.<:~J1'C)I\ on 4~\ tnl de~ a.qLl<.\ 

dcstilad aR Esta so lu c1órl s e realizó por triplicado ya q Ll e cad a un~ se 

pH • 7.U 7.5 y 8 . 0 ) CQn HC). HI. El 

17 . - EOTA a diferente s concentraciones 

P ~.'I"' .:\ J.<:;(d l'',:u r .t.:.\s d:i.·fc~ 1 ... c~n t.f:H:> c:r>n c:<~n tr·~Ac.:1 nnr~~¡;. ch~ E I>TA st:~ pt·~Sc';\l"'<:>n la~• 

st gu1 ~11tos can tidades: 

CONCENTRACION GRAMOS EOTA VOLUMEN FINAL VOL . QUE TOMAR 

============== =========== ============= ============== 
a) () . 5 111!'1 o. o~mo 1()() ml O.J. nll 

b) o .. .l~.l 1n!1I v .. J t :.:~6 :l()() ml. 0.1 ml 

e) J ... o mM o. J. ~~t¡ :.;~ 100 ml O.l. ml 

d) 2 .. ~.l mrl 0.3855 100 ml 0.1 ml 

e ) 5 .0 ml'I O .. o::>B~l5 ~l ml o . .l ml 

f) 71 .::i mM 0.0578 !:l ml 0.1 ml 

g) 10. () ml'I (). ()'771 mg 5 ml 0.1 tnl 

La concentración do EDTA de cada una da las concen trac iones está 

<::alcul~dc71. P c':\ t"'i:\ que c':\l tom,':\t,. O .. l. ml. d<\:~ c:uw.lql.li(:.~1'' f.~Ol.l.tC::l c'> n SC>~ 't.f.·~n<;J.:.--l l.c). 

concontFac ión deseada (ej . 0.1 ml de la solución a tiene una concentración 

ele 0 .. 5 mM) 



18. - Difer entes concentr acione s de DTT . 

F'~·:\r-e;·, C>btt.ziner: l a~¡; d :i ·ft·:?r·t·:?n t es con c:en t.rac:iorH?S ele I>TT SE:.' pe!':>aror. l c:\S 

siguicmtes cantidades : Cal c alculo se reali zó para, que al tomar 0 . 1 ml d e 

cualquier solución s e tuvie ra la misma ccrncent ración al final). 

CONCENTRAC ION GRAMOS DTT VOLUMEN FINAL VOL. QUE TOMAR 

===========-== =========== ============= ============== 
0. 2~l mM 0 . ()103 g 10 ml 0 . 1 ml 

o .. ~.l mM 0.0206 g 10 ml 0 . 1 ml 

l. . o ml'I 0 . 01112 g 10 ml () . 1 ml 

~~ .. ~' mM o . 1o:s <J 10 ml 0.1 ml 

:;1 mM 0.2061 g 10 ml 0.1 ml 

J. () mi'I ().4LW g 10 ml 0.1 ml 

19 . - Iodoace t8'11ida. 

Pa ra obtener· las diferent~~s concentraciones de Iodoacetamida se 

real izó el calculo de las cantidades a pesar para tener siempre en un 

volumen de 0.100 ml la concentración deseada. 

CONCENTRACI CIN GRAMOS IAA VOL. F INAL VOL. QlE TOt1AR 

============= ========·=== =-===z:===---==== =e=====~====:=.: 

o .. ~.l rnM o . 00<;>2ll 5 10 ml 0.1 ml 

0.75 tni'I 0.01~)85 10 ml 0.1 ml 

:L.. () ml'I O .. Ol.!349 10 ml 0.1 ml 

~·:~ ,, ~l ml'I (). ()ll62::; 10 ml 0.1 ml 
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CONCENTRAC ION GRAMOS IAA VOL. FINAL VOL. OUE TOMAR 

============= =========== ============ =============== 
5 .. 0 ml'1 O " ()C)~~t~ ~;) 10 rn l. o. l ml 

:1 " ~.~ mi'! (). 1 ~lB6 l. o mJ. o .1 ml 

l.O tnM O.l.Bl.l<;> 1.0 ml o. l ml 

20 . - Leupeptina 

cuál se hi cieron diluciones . La ccn centraciOn f i nal siempre será referi da a 

wi voluou1n d e 0.1 ml .. 

Sol. PatrOn 1 mM de Leupeptina M): pesar 0.05026 g del 

compuesto llevar·lo a 10 n1l con agua desti lada ~ 

SoJ. ( A) o. :L m!'I l.x:L0-4 t.c>m,\\ t" 1 ml !5CJl pa tr·ó n y J.lf~v.?.rl. <J a 10 ml crJn ;,\gu¿\ · 

Sol (F.t ) 0.01 ml' I 1x10-5 t<Jm;,\1' 1 ml ~;oJ. (A) y J.lev,:\rlo ;,\ l.O ml con agua 

Sol ( C) O.OOl. ml'I lxl.0- f, tom;H· l. ml. ~•cil O)) y llev.\\rlo •" 10 ml con agua 

- 7 
!!>C:>l (C) llflViH·J.o l.O mi'! 1x10 't.CJ ll\i;.\I" 1 ml y a Bol ( Dl 0.000'.L 

Sol (E) 0 .. 00001 ml'I l x:LoR tomar· l. rnJ. ';!)(:>l (l)) y J.lf1v;~rlo e:\ 1 0 ml.. 

Sol (F) 0.00()00 1 mi'! :Lx:LO- ') tcuna1·· 1 ml !>c>l (E ) )' lleva1"lo .~ 10 mL 

21.- E-64 

ml. 

·1·omando on cuenta ql' e el PM del E-64 es 3 57.4 s e pesaron 2 mg y se 

disolvieran e n 5. 6 ml de agua destilada para obtener con centraciór\ fin~l de 

100 ul' I p<JI" c<\d i,\ 100 ul d<~ la sc>luci6n .. 



por cada 100 Ul, se rea lizó una dilución. 

Se tomaron 0 . 60 ml de la sol. 100 ~1 y se le agregaron 1.4 ml de agua, 

de aqui s e tomaron 100 ul para cada tubo. 

22.- Amort igu a d or MES 4 0 mM p H 5. 4 

Se pesar·on 7 . 8 08 g de MES y ~;e disolvieron en 9 00 ml de atJUa 

df~stilad i.\ 0 se ajl<stó el pH a 5.4 c:on HCl lN y !iie aforó f:i.nalmente a 1000 

ml . • 

23. - Amo r t i guador MES a difer e ntes v a lores d e pH 

S€! pesar·on 0 . 3904 g de l'll::S y s e llevaron a 40 ml con agua destilada. 

Aju1;;t.,'.\ndo t!l pH con HCl lN . Esta operación se repitió varias veces ya que 

se deseaba obtene1• diferentes valores de pH en el C\mortiguador como son : 

5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6. 

24. - DPBS ( 5oluci6n 5al i n a d e Dulbe co ) 

Está solución contiene la siguiente mezcla de reactivos: NaCl 136 mM, 

l<Cl 2 . 6 mM, KHzPCf+ 14 mM, 

MgCl. 
2 

0.49 ml1 y cac12 0.68 mt'l. 

Pc~~;,, r· : 7 . 91.178 q de NaCl , 0.0996 g de MgClz , 0 . 09997g de CaC1 2 y 

O. l.9~>8 9 dE~ t<Cl. Disolvf?l'los en 2:'\0 ml cif? ague\ destilada . 
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I> l. s ol v~' 1•· 1 C>!;~ en 

2~0 f» l da agua d~stilada~ Junt aF las dos solLlCion cm y lleva r lo a 80()ml de 

SOLUCIONES PARA CUANTIFICACION DE PROTEINA 

1.- So lucibn patron de albúmina (BSA) 100 ug/ml . 

cuidando da no agitar mucho la solución para evitar la formación de 

burbujas. Guardar a 4 º C. 

2. Reactivo A. 

Pesar 2g de tartrato doble d e sodio y potasio y 100 g de bicarbonato 

df! sodio. I>isolverlos en :.:!O' ml de agu.'.I destilada y agn~garle 50 rnl de 1-iaOH 

lN: aforar a 100 ml con agua desti lada . Almacenar en un frasco de plástico, 

a tempE~ratura ambiente . 

3 . - Reactivo B. 

Pesar 2 g de tartrato dc>ble de s od io y potasio y 1 q de sulfato de 

cob1re lleva1r l o a 50 ml con .:~gua destilada ag1-egar, 10 ml. de Na ClH 1N , 

aforar a 100 ml . Almacenar en una botella de plástico a temperatura 

a mbiente. 



4 . - Reactivo C. 

Tomar dal reactivo comercial da Folin- Cil co taau 2N de S igma i ml y 

afararlo a 15 ml con agu a destilada pa ra obtener una con cen tración final d a 

0 . 15 N. e s ta solución se debe preparar en el mome nto d e su util ización. 
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ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DE 4MEOBNA 

S Q dotor·m 1 n ó e l cspcc:t ro de emisión y de cxc1t~cihn d e lá 4-rnet~xi-B···· 

r'l"c;\·f·l J. lum :i.da bi'tJO nuQ~:; tr.,.~:; <::('l l"H:l:i. <::i. <:>1"l«:·,S> c:h? OX P(·:~ ritnE~n \.ac:i.dn .. Pc:\r..:\ c:l c:., ·t t' l"'1t1 :1.n <·H .. 

la long2tud de onda que pormitiria la mejor excitación del compw~sto se 

hi zo incidir un haz d e luz de u na long i tud d e onda qua comprend ie ra un 

rango de 250 a 500 nm~ PosteFiorme nte se midió la fluo resccrlcia emitida 

c::,·:\cJ,·, 5 n'n.. l...c':\ longitud d<·~ oncl<:\ c:I€~ c.\cn :i. ~~i6rl s<·:~ m(';l.n t.ttvo cc>r't !:• t~'n tl~ a 1.¡:¿5 nm .. 

El espect1 .. o d e e mj,sión fué det er·mi nado manteniendo a 290 rlm l a 

longitL~ de o n da de excitación y variando de 2 50 a 500 nm l a longitud de 

<:~m;a. ~a.LC~!n . R<·?<,:J i s t r· anclo l (':\ fl.utH'"<?~io c:<~n c: :L <:\ EHl'li tid<:\ c/::l nm .. 

Los 1,.€·~sul te':\ dos mos tFc':\FOn que la~¡ longitudes de excitación y el~·~ emisión 

óptimc':\ pül"<:\ mc~dir l i:\ ·fJ. uo1"f:.'!;c:E-~nci¿~ dr:.' es tE-~ C:t:>mpt~esto son ~~90 y 4~':'.~\ nm 

respec~ivamentc~ 

Al mi smn tifitnpc> se;~ obS!?Y'Vó el e·fi;~c t. o di;~l pH sob n? le\ fll.1c> 1ri;~scen Cl. iA 

emitida por la 4m~A. En l a fig. le\ 

1:lu t:)l'<'~~~c:«::ncia dism1nuy«~\ dandc> un va l or· t1H?no1,.!' al c:ompi:\V-i.\rJ.a con los val<:>1··f::i!:; 

obt.en1dos a ~~ 7.0. Esto implicaba que bajo las condiciones experimen t ales 

utilizAdas e n a$te trabajo la fluo rescencia podia ser s ubestimada. 

Y::. que el va le>r el e pH 7. O se obti1~n€~ 1~n ).;,1 mf~Z cla de l.'I cur-va p.'lt.r ón. 

mientras qu~ el va lo ~ de pH 1 .8 em el res ultado dQ la adiciór\ de 0 . 5 ml de 

~~l ,lN utilizado para det ener la reación enzimática . 

Es importanta me n cie>nar que la flue>r-escen cia de la 4MeOBNA también e• 

inf luida por e l t i po de amortiguador utilizado para s u pr-eparación. Esta 

di·f·f1 rf~ncl..'I ·f u é c:Qrregi<ia en l.'I curv;~ patr·ón de 4--l'leOBl~A, mi;~cji ,'lnte r,~l f?mplm:i 

de HCl,lN e n las mismas condiciones d e l onsayo pa~a catcpsina. 
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FIGJRA )8.-(A) Espectro de emisi6n de la 4-metoxi-B-naftilamirul. 
La lcngítud· de excitación se mantuvo en 1.11 valor const:mte de 425 
run, mientras que la longitud de emi.si6n se midi6 en el rango . de 
230 a SOOnm. (B) Espectro de excitaci6n de la 4-netoxi-B· naftil
amina. La longitud de emisión se mantuvo en 1.11 valor constante ele 
290 nm, mientras que la longitud de excitación' se midió -en el rai..t.. 
go de 230 a .. 500nm. Las condiciones de experinentaci6n variaI'<Xl 
en cuanto al pH de la muestra patron de 4~~Na. .. utili~ando dos 
valores de · pH. 
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FIGURA 19.-CUrva estandár de 4~iretoxi-B-naftilamina, Se midi6 su fluorescencia a 
290 de emisión y 425 run de excitación. 
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FIGURA 20.- Cálculo de la Km por el método de Lineaweaver
Burk para los dos sustratos utilizados en la ~igura 12 del 
efecto de la concentraci6n de sustrato. 
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FOPMJLAS DE LOS REACTIVOS tJrILIZAOOS 
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