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RESUMEN

Se determing la actividad de catepsina B del testiculo de rata desde el
nacimiento hasta los 60 dias, tomando como  Tuente . enzimatica el
homogeneizado total de este odrgano y poblaciones de células germinales
alsladas representativas de la primera division meidtica y algunas etapas

de la diferenciacidn de las espermatides a espermatozoides.

Fara medir dicha actividad se utilizaron dos sustratos sintéticos Ma-
CEZ~ala—-arg-arg-idMedBMa vy Ma-CRI-arg-arg=aflelBMa  que no  pueden sEr
hidrolizados por exopepltidasas, ya gue el residuo amino  terminal esta
blogueado por el grupo carbobenciloxi (CBZ) vy el carboxilo por el grupo 4
metoxi-B-pafttilamina (4MelBhba) que  impiden la accion de amino ¥

carboxipeptidasas respectivamente.

La enzima presentd una afinidad semejiante por los dos sustratos
sintéticos wtilizados, sin embargo el Ma-CRL-arg—arg-4MelBNa fud

hidrolizado a una velocidad 2.5 veces mayor.

e estuwdid la dependencia de la actividad proteolitica a la adicidon de
compuestos gue protegen grupos sulfhiderilo (SH) como el DTT ¥y  reactivos
alguilantes de estos grupos como la iodoacetamida que los inactivan. La
adicion de DTT al medio de incubacidn, provocd un aumento de la actividad
protepolitica. La idlodoacetamida inhibid toltalmente la actividad a una

concentracidn 5 mb.



analiza  la di

tribucion  subcelular de la enzima en el testiculo

wnmaduro de ratas de 15 dias de odad, debado a gque los niveles nds altos de
actividad se presentaron en este  etapa de didterenciracion. La activicdad se

asocre o la fracoion  maitocondrial-lisosomal. Mediante el  esquema  de

centritugacion wtilizado se ectaron dos  poblaciones lisosomales de

diferents densidad » contenido enzimdtico.

AL utilizar el homogeneizado total como  fuente enzimdatica se observo

gue la actividad proteolitica se mantuve constante dwrante el desarrollo

testicular, pero cuando la actividad enzimatica se determind en  céElulas
germinales dispersas de ratas de 1%, 21 y 38 dias de edad se observd una
mayor actividad a 1% dias de edad v un descenso  progresivo a los 21 y 58

dias .

FPara definir si1 0 la actividad de  catepsina B ose asociaba a  estadios

especificos de diferenciacion se determindg la actividad de esta enzima on
poblaciones celulares enriguecidas en espermatocitos primarios leptotenos
L60%) o«  espermatocitos primarios  paguitenos (85%), espermdtides (75%)

espermatozoides (100%). Se observd gque @l nivel mas alto de catepsina B

estuvo asociado a los espermatocitos primarios en estadio de pagui teno,

sequido por el de las espermitides ¥y alcanzando el nivel mas baio en  los

espernatozoides.

Fara descartar la participacidn de otras enzimas neotenliticas en la
hidraiisis de los sustratos empleados se adiciond el inhibidor de tripsina
de soyva y se determind la actividad enzimadtica usando como sustrato Me-CEI-

ala-arg-arg-4reBNa . Se observo gue @n  su presencia la hidrdlisis  del




sustrato se inhibid en porcentaies variables dependiendo de la poblaciton

celular estudiada.

Léa dinhibicidon total de la actividad proteolitica usando como sustratoe
Mo~CEZ-arg-arg=4Me0BMa se obtuvo en presencia de 30 uM de E&4, inhibidor
especifico de catepsina B que reacciona con la cisteina del sitio

catalitico.

e confirmd gue el testiculo de rata posee actividad proteolitica de
catepsina B y gue ests actividad se asocia principalmente a espermatocitos

en estadio paguiteno y a las espermatides.



INTRODUCCION

enimiento  de esbructuras bien diferenciadas en  un oroanismo

EL man
raguiere del balance entre la sintesis v Lla  degradacion de las moldoulas

conpleias gque lo wnteagran.

% proteinas  constituyen un elemento Tuncional-estructural de  suma

importancia cuyo recambio es altamente selectivo v se reflela en una  vida

media diterente  para  cada proteina (Hervhsko v Cliechanover, 1982 EX

catabolismo de las proteinas puede ser realizado por la accion coniunta  de

varias proteasas. con diferentes requerimientos y sitio de accion.

Las proteasas pueden dividirse en dos grandes gruposs

M. Exopeptidasas, si actdan en  los extremos de la secuencia  de
amincacados de la proteina. Fueden ser carboxipeplidasas y aminopeptidasas.
B. Endopeptidasas cuando hidrolizan los enlaces peptidicos internos en

la secuencia de aminodcidos de la proteina.

Las proteasas tambien pueden ser clasificadas en 4 grupos de acuerdo

con el aminoadcido que participa en la catdlisis enzimadticas

1. Las serino proteasas, poseen serina en el sitio activo gue duwrante
la catalisis queda covalentemente unida al sustrato. Su pH dptimo cae ©n

el rango de 7 a 9.



Lo Las  tiol proteasas poseen cisteina en el sitio activo, éste
participa en  ka  Tormacion del enlace covalente entre la enzima vy el

sustrato. Hu pH opting esti entre 3 v 8.

Ge las asparto proteasas presentan  dos residuos de acido aspartico  en
&2l sitio catalitico ¥ su pH dptimo estad entre 2 vy 7. La reaccidon enzimitica

g realiza a traves de una catdlisis acirdo-base.

4. Las metaloproteasas poseen zinc en el sitio activo el gue induce wn
aumento on la polarizacion del enlace peptidico gue wva a ser hidrolizado

por atague nucleofilico. E1 pH éptimo esta entre 7 vy 9.

La tabla I resume las caracteristicas de cada uno de estos cuatro tipos

de proteas

% ¥y sehala las enzimas gue los integran.

Es muy importante sedalar gue aungue se ha demostrado la presencia de
proteasas en todos los compartimentos celulares, en la mayvoria de los casos
no se ha addentificado el sustrato normal, ni el estimulo que inicia la
proteclisis o las proteasas involucradas en el procesamiento de proteinas
con funciones especificas. sin embargo, podemos distinguir dos caminos para
@l catabolismo de las proteinas y gque tienen distinta importancia

fisioldgicar: el lisosomal y el citosolico.

l.as proteasas lisosomales participan en la degradacion total de las

mas de la dieta ¥ en el mantenimiento de la reserva de aminoacidos de

i

la celula.



CLASE

Serlno
Protelnasas

Cistein o
tiol pro-
teinasas

Proteinasas
&cidas

Metalo
proteinasas

SITIO CATALITICO

Se caracterlzan por la
presencla de una serl-
na en su sitio activo,
El mecanismo catalltl-
co do estas proteasas
Involuera la unién co-
valente del sustrato

al residuo de serina,

-

Contienen en su sitio
activo un residuo de
cistefna al que se une
por enlace covalente
el sustrato.

El sitio activo presen
ta residuos de scido
aspirtico y a través
de una catdlisis dcido
base hidroliza al sus-
trato y son activadas
solamente a pH dcido,

Contienen (Zn**) en su
centro activo como par-
te integral de su es-
tructura y la hidréli-
sis del enlace peptidi
co Involucra un ataque
nucleoflllco.

Ademds pueden ser actl
vadas por Cal*

INHIB IDORES

Dilsopropll Fluorofosfa-
to (DIFP)

Ol Isopropil fosfosfluor]
dato (DipF)
Fenllmetanosul fonil Flug
ruro de (PMSF)
N-p-tosyl-L-1isina-clorg
metil-cetona (TLCK)
leupeptina (N-propionll

leucll-leuci1-0L arginal)

p-Hidroximercuribenzoato
(PHMB )

lodoacetato |
lodoacetamlda

~ H-etilmaleimida (NEM)

E-bb (trans-epoxy-succi-

nil-leucil-amido (4 guani

do) butano
Leupeptina :
Antipaina (Il-carboxi-2-

fenil-etil)carbamoll-L-ar

wginil-L-valil-arginal)

Pepstatina

Agentes quelantes: EDTA
1, 10-fenantrolina, fos
foramidon (ramnosfosfa-
to-leu-trp)

LbcaLIZAaCiON

A) Algunas de estas pro
teasas se locallzan
en estructuras espe-
ciflcas o en grénu-
los secretores de
clertos tipos celula
res,

B) Tamblén existe un
grupo que actda como
componente estructu-
ral de la célula,

La mayor parte de estas
proteasas se encuentran
dentro de la célula en
compartimlentos como los
11 sosomas

También se encdentran en
citosol §

A) En grinulos secreto
res

B) Formando parte de la
célula como en los
eritrocitos

A) Extracelulares

B) Intracelulares

EJEMPLOS

-Acfosina (esperma-
tozolde)
-Elastasa (Neutrdfl
los)

-Catepsina G (Pla-
quclnS}

=Prolll-endopept ida
sa *
-Proteinasa de cito
sol dependiente de
ATP _

=~Catepsina R del nd
cleo y del Retlcu-
le endoplésmico

Catepsinas B
H, Ly 5

=Calpalna

-Complejo multicata-
ITtico dependiente-
ATP,

-Cistein protelnasa

-Clitosélico dependien
te-metal

. -Pq-:sina de jugo In-

testinal
-Quimiosina (estémago)
-Renina (rindn y plas

ma
Catepsina D
E

-Colagenasas

-Gelatinasas

-Procolagenasas
N-proteinasas

=Endopept idasas de
la membrana plasmi
tica y de reticulo
endoplésmico que °
eliminan la secuen
cla sefal de las
pm(e_l_na:

TABLA I . CLASIFICACION DE LAS PROTEASAS.

y Bond y Butler, 1987.

Para mayor

informacién

consul tar Barret, 1977




Las proteasas citosdlicas son dependientes de ATF y estan relacionadas
con la  degradacion  tanto de proteinas  aberrantes como de  proteinas

Mnorimnal

e participacion de las proteasas lisosomales fue sefalada por lodice
y col. (1976), guienes estudiaron los cambios en contenido de proteinas ¥
de la actividad proteolitica durante la etapa del desarrollo embrionario
del misculo pectoral de pollos normales y  de pollos distréaficos. EL
contenido de proteinas en los dos grupos fue muy semeiante, pero durante la
fase de crecimiento posterior a la salida del cascardn, el contenido de
proteinas del misculo de pollos distroficos era menor gque el del masculo

paectoral de los pollos normales.

Fate menor contenido de proteinas podia ser debido a una menor sintesis
de proteinas o a una mayor degradacion. Se encontréd que la sintesis de

proteinas en ambos casos era similar pero no la autodegradacion ya que la

autdlis era mayor desde los 14 dias en el misculo distrofico. llegando  a
ser tres veces mias alta gue la gue presentaron los misculos normales a los

22— meses de edad.

Esta situacion  llevd a la determinacién de la actividad de las
catepsinas A, B, C ¥y D durante la diferenciacion del misculo pectoral de
pollos normales vy distroticos, tanto en la etapa embrionaria del desarrollo

come desnués de la salida del cascaron.

En los animal normales se observd gque la actividad de las catepsinas
fe Gy B durante la  fase embrionaria v poco después del nacimiento eéra

mayor gque  en  la  edad  adulta. Fero a diferencia de las otras tres



catepsinas, la B en los pollos normales, mostrd un ancremento del 7% en

su actividad a los 7 dias v del 5 a los 14 dias despuéds del nacimiento.

Estos cambios en la actividad de las catej

thas exxplicaba el menor grado de
autdlisis de las proteinas del masculo normal en la edad adulta y por lo

tanto su mayvor contenidoe de prolteinas.

En 2l musculo distrotico se observaron niveles

mas altos de catepsina i
desde la primer semana después de la salida del huevo. Las catepsinas C vy D

e mantuvieron constantes desde la salida del es

scardon hasta el primer mes,

en gque se observo un incremento significativo de s actividad.

La actividad de catepsina B incrementd dos wveces su nivel de actividacd
después de la salida del cascardn. En el intervalo de los 14 dias a un mes
de edad, se observaron los npiveles mds elevados de catepsina B,  que
coincidid con la elevacion en la awtdlisis y  con uan menor contenido de
proteinas, observados en el primer mes de edad. La participacion de la
catepsina B en la autdlisis del masculo fue refaréada por la participacion

de las catepsinas C y D en la edad adulta.

Los cambios en el patron de actividad de las proteasas lisosomales
durante el desarrollo normal y patoldgico del masculo sugirieron que las

proteasas podrian participar en la maduracion funcional de los teiidos.

Fodrian considerarse dos tipos de participacion: a) dentro de los
mecanisnos tnductores de diferenciacion (Scher, 1987) ¥ b) como indicador
de diverenciacidn de células ricas en lisosomas yYy/0 otras proteasas

(Hershlko v Clechanover, 1982).



En apoyo a estas observaciones se encuentran los estudios realizados
por Miyamoto ¥y col. (1975). quienes demostraron que la administracion de
leupeptina ¥ pepstatina, inhibidores de tiol y serino proteasas, bloguean o
retrasan la sintesis de DHA ¥y mitosis gque praceden a la  regeneracion
hepatica, sugiriendo que las catepsinas lisosomales podrian estar

mvolucradas eén la regulacidon de la proliferacion celular.

Esta posibilidad ha sido explorada en otros modelos experimentales
normales ¥y se ha demostrado gue la actividad de catepsina B se encuentra
mas elevada en monocitos ¥y en lineas celulares mielomonociticas durante su

diferenciacion  Morland, 198%5).

En pro-monocitos de la linea U937 ze ha demostrado que la actividad de
catepsina B aumenta en respuesta a la induccion de la diferenciacidon por un
factor de crecimiento, el factor promotor de la formacion de colonias de

los granulocitos o por adicion de un ester de forbol (Ward et al 1990).

Otro de los tedjidos normales gque puede ser utilizado como modelo
experimental para estudiar el papel de las proteasas en la remodelacidn de

teiidos ¥y la diferenciacion celular, es el epitelio germinal testicular.

En @l epitelio germinal del adulto se distinguen tres tipos de
poblaciones celulares: 1) la constituida por células que se dividen por
mitosis, las espermatogonias; 2) la poblacidn que se divide por meiosis,
loe espermatocitos y 3) la constituida por células que no se dividen y que

se encuentran en diferenciacion terminal, las espermatides (Figura 1).



FIGURA 1.-ESPERMATOGENESIS
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Morfoldgicamente pueden distinguirse tres tipos diferentes de
espermatogonias:s A, intermedias ¥y B, en la rata las primeras en aparecer
son las del tipo A al cuarto dia del nacimiento, las intermedias y del tipo
B oaparecen al sexto dia (Clermont y Ferey. 195%23. La maduracién de  las

espermatogonias se realiza por medio de ciclos diferenciacidn-mitosis.

A partir de lLas espermatogonias de tipo B s@  originan los
espermatocitos primarios gque se multiplicaran por meiosis y aparecen a los
? ¥y 10 dias de edad. La meiosis consta de dos divisiones sucesivas, pero
s0lo exclusivamente una vez se replica el DNA, Justo antes de la primera
divisidn meidtica. dando como resultado una célula tetraploide, en cuanto a

su contenido de DA (4c).

Una de las caracteristicas de la primera division meidtica en el macho
es la duracion de la protase I que transcurre en 12 dias y permite estudiar
las caracteristicas de las células de cada uno de los estadios que 1o
constituyen. Los espermatocitos primarios en reposo o preleptotenos
aparecen a los 10 dias, alcanzan el leptoteno a los 12 dias y el zigoteno a
los 14 dias. El paguiteno se alcanza a los 1516 dias y permanece en ese
estadio hasta los 21 dias en que se alcanza el diploteno. La diacinesis y
las siguientes fases de la primera division meiﬁtica se realizan

rapidamente.

Después de la primera divisidn meidtica se producen los espermatocitos
secundarios que poseen un contenido 2c  de DNA pero un numero haploide (n)
de cromosomas. Estas células tienen una vida media muy corta, ya que la
segunda division meidtica se realiza muy rapidamente dando origen a las

espermitides.

10



Las espermatides aparecen a los 23 dias de edad v son celulas haploildes
tanto en contenido de DMA (n) como e@n nuimero de cromosomas n), constituven
la poblacidn mas abundante del epitelio germinal ¥ son células aue no  se

vuelven a dividir. A través de transformaciones metabolicas y  morrvoldglocas

guee en o su conaunto se denominan esperniogenesils, las espermatides se

diterencian en espermatozordes que aparecen a los 4% dias de edad. Este

proceso de diterencilracion se divide en cuatro Fases de acuerdo con  las
modificaciones gue se presentan en el acrosoma ( Leblond y Clermont, 19268 y

Clermont y Rambouryg, 1978). (Figura 2)

lLa primera seé

denomina fase de Golgil ( esladios 1 a 3) debido a que se
observan transformaciones en la rzona del aparato de Golgi, ya que a partire
e @l =] elaboran los granulos proacrostni Cos. Estos granulos
PBroacrosomloos se Tuclonan ¥y se Tijdan  en un punto de la membrana nuclear,
dando lugar al sistema acrosdmico. Durante esta etapa también se inicia la

polimerizacion de los elementos gue constituiran al flagelo.

Durante la tase de capuchdn | estadio 4 a 7) el acrosoma ocupa  una
superficie cada wvez mayvor, hasta gque bordea la mitad de la superficie
nuclear, @sto provoca la migracion del oitoplasma al lado opuesto de  la

célulaa

La fase acrosomal (estadio B8 a 14) se caracteriza porque el desarrollo
del acrosoma se completa. EL nudcleo se alarga y progresivamente toma en  la
rata, su forma caracteristica de hoz. En esta Tase la polaridad de las

células @s muy clara, ya que, el contenido citopldsmico se acumula como  un



ESPERMIOGENESIS
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peguedo 1dbulo en  la zona  cawdal. Oouwrren  durante esta Tase tambidn

numerosas nodificaciones e la organizacidan de los organelos citopl

ML C0E w

En la dltima fase denominada de maduracidn (estadios 15 a 19). el
acrosoma no suire mds modivicaciones, sin enbargo continua la reduccion del
contenide citoplasmico, (=3 cual es eliminado  como @l cuerpo residual
guedando una  "gota citopldsmica”  gque se  plerde  durante  la  maduwracion

epirdidimaria. La  aparicion de los espermatozoldes o estadio 1Y de la

egperniogenets Lndica el final de esta eltapa.

Fara poder delerminar gue mecanltsmos moleculares son los encargados  de

ntrolar la maduracion del epitelio germinal es necesario definir  los
procesos de diferenciacidn en términos de cambios bioguimilcos (= 1R

caracterizen las transiciones gue ocurren durante este proceso.

Durante la diferenciacion de las espermatides a espermatozoides uwna

gran parte del citoplasma es eliminado como una gota citopldsmica v se  ha

propusslto gue estd es fagocitada por  las células de Sertoli. Hasta el
mamen Lo no e  conocen los  mecanisnos gue  regulan la  seleccidon de  los

componentes celulares gue deben conservarse y cuales deben ser eliminados.

Tampoco se ha definido si las células germinales utilizan alguna de las dos
vias proteoliticas, la lisosomal Yy la citosdlica, en la degradacién de

estos componentes citopldsmicos.

S han  encontrado enzimas proteoliticas asociadas  al espoerma o al
plasma seminal como  la acrosina, proteasa  acrosomal que estd  dnvolucrada
con La degradacion de las proteinas de la zona pelacida del owulo  durante

la fertilizacion.



Allison ¥y Hartree (1970) Tueron los priceros en sSuderir gue el acrosoma
tambidén  poseita actividad de catepsinas, proteasas Aacidas de O 1Qen
Lisoconal gue podirian participar en la digestion de macromola&culas y'an la
activacion ‘e dnactivacion de otras enzimas. ya que observaron  una
actividad proteolitica asociada a valores de pH acidos gque diferian del pH

basico dptimo para la acrosina.

La catepsina £ fue originalmente descrita en el bazo como la enzima
capaz de desamidar & la  benzoil-arginil-amida, sustrato sintético de la
tripsina, pero en presencia de cisteina (Tallan, Jones ¥y Fruton, 19523
Greenbaum ¥ Fruton, 199%7). Posteriormente se establecid que este sustrato
podia ser hidrolizado por proteinas de pesos moleculares de S22 000 v
26 000, catepsina B2 y Bl respectivamente (Barret, 1977). Fosteriormente se
demostrd que la catepsina B2 era uwuna carboxipeptidasa lisosomal y se

decidid que la catepsina Bl cambiara su nombre a catepsina E.

Ot (1971) ¥y Distelmaier v  col. (19272) realizaron un estudio
comparativo de la actividad y de las concentraciones de esta enzima en
diferentes teiidos de la rata, uwtilizando sustratos sintéticos, Me-Benzoil-
L~argininamida (BAA), HNe-Benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BAFA), Mex—
Benzoil-L-arginina—-b-naftilamida (BAMA) ¥ Ma-Benzoil-L—-arginina-—
etilester (BAEE) . Observaron que el peso molecular de la enzima responsable
de la  actividad proteolitica y su nivel de actividad eran wvariables
dependiendo del teiido de donde se obtenia. En el caso del testiculo se
encontrd gue la actividad proteolitica se recuperaba en una proteina de
peso molecular de 37 000 y su nivel de actividad era menor a la del higado

¥ OELRON .



pebrdo a  gue los  sustratos  empleados por estos autores podian  ser

hidrolizados tambion  por Leipsina o enzimas  senedantes a ella, como  la

acrosina presente en los espermatozoddes  del t

ticulo adulto. ¥ habiendo

encontrado una discrepancia en @l peso molecular de  la enzima Lievaron a

plantear gque la presencia de catepsina B debla ser reanalizada.

También s  muy importante considerar gue la actividad proteolitica

testicular debe ser un proceso altamente regulado, ya que la sintes

proteinas se eTectia princaipalmente eon las  eltapas  tempranas de La
diterencracion. S@ ha observado gue en las espermatogonias, la sintesis de
proteinas nucleares ¥ crtoplasmicas wvaria dependiendo del tipo.
encontrandose que es mayor en las espermatogonias del tipo A e dintermedias
comparadas con  las del tipo H (Monesi, 1%45). En  los espermatocitos
pramarios, la sintesis de proteinas npucleares y cltoplasmicas se  presenta
en todos  los estadios del ciclo merdltico, pero e presenta  wuna  mayor
actividad de sintesis en el estadio paguiteno seguido de un declive
gradual. Durante la espermiogénesis la sintesis de proteinas se realiza a
wn nivel muy baio durante los estadios 1 a 11 llegando a un valor cercano a

cern a partir del estadio lé.

o dasminueicn en la sintesis de proteinas va acompanada con cambios
morfoldglreos ¥y estructurales muy dramaticos durante la maduraciéon final de

las espermatides.,



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha propuesto gue las proteasas  participan en  la remodelacion de

tedidos durante el desarvollo (Iodice el ai 19728).

Er @l caso de la diferenciacion del epitelio germinal tradicionalmente

e ha considerado gue los componentes citopliasmicos que desaparecen durante
la diferenciacion de las espermatides son eliminados de las células como
uwna "golta citopldsmica” gue es fagocoitada por las células de Sertoli. Mo se
conoce si la  propia célula germinal podria contribuir en la degradacion
selectiva de  los elementos gque deben ser eliminados como parte de la
reorganizaciton y reduccion de los organelos intracelulares, especificamente
los cambios producidos en el reticulo endoplasmico durante las etapas
iniciales de la diferenciacion de las espermatides. asi como su  violenta
desaparicidn al finalizar esta etapa (Clermont y Rambourg, 1978), sin dejiar
de considerar gque la formacidn del acrosoma mismo o5 equivalente a  la
Fformacion de wun gran lisosoma, en el gue se encuentran otras proteasas. La
participacion de las diferentes proteasas gque pudieran estar presentes en
las células germinales seria decisiva en la diferenciaciéon bioguimica ¥

morfologica de las células del epitelio germinal.

La catepsina B es una de las proteasas lisosomales involucradas en  la
degradacion de proteinas citosdlicas (Dean, 1976) cuya actividad se eleva

en respuesta a  factores de  crecimiento o de agentes que inducen la

diferenciacion en algunas lineas celulares normales in witro (Ward, et  al

1990) .



EL epitelio germinal Los thar puede ser considerado como un ex Lent

mode Lo experimental para estudiar la relacidn entre la actividad

proteolitica de la catepsina B y la proliferacion y diferenciacion celular

mormales.

mungue la catepsina B fue aislada de testliculo adulto por Otto en 1971,

ro se ha determinado si esta enzima esta presente eon las células germinales
v 1 pudiera participar en  los  fenOomenos de eliminacion del material
citoplasmico gue se  lleva a cabo durante la diferenciacion de  las

espermatides.



OBJETIVOS

loa obietivos del presente trabajo son @

. Estudiar La evolucidn de la actividad proteolitica de

la catepsina R en las fases de proliferacidn y diferenciaciton del

epitelio germinal de rata.

Analizar la actividad de esta enzima en  poblaciones celulares

enriguecidas y en células en estadios de diferenciacidn definidos.

= Caracterizar a la catepsina R en el testiculo de rata.



MATERIAL Y METODOS

I.- REACTIVOS

Sacarosa

sReMidroxietilpiperazina
Mi=2-Arido etanosulfonico)

MEM (Medio minimo esencial de
Fagle)

Colagenasa
Dextran T-H00

Ma-CHRZ-ALla~Arg-Arg-—-adral
tilamida Sales de &

Mo-CBZo-Arg-Arg-4Me0B Maftilamida
Acetato de sodio

Fosfato de sodio (monoblisico)
Citrato de sodio

DTT (Ditiotreitol)

TRIS (Hidroximetil amino metano)

MgCl, (Clorwro de magnesio)

2

EDTA (Sal tetrasddica del Acido
etilen diamino tetracetico)

ITodoacetamida (cristalina)
Leupeptina

E=&4 (Trans—epoxy—sucoinil-l-
lewcilamido-4-{guanidino) butano)

BESA (Fracoion V) (Albamina sérica
bowvina)

DMEN (Dimetil swulfdxicdo)
MES (Morfoline (ltetrahideo, 2H-

lyG-oxazina) acido etanosulfoni-
coy

Mer el

Sragma Chemicals, Coa

Giboo Laboratories

Sigma Chemicals, Co.
Fharmacia Fine Choemicals

Sigma Chemicals, Co.

Sigma Chemicals, Co.
Carlo Erba

Baker Analized
Baler Analized

Sigma Chemicales, Co.
Bigma Chemicals, Co.

Mexr ol

Eastman Organic Chemistery

Sigma Chemicals., Co.
Sigma Chemicals, Co.

Sigma Chemicals, Co.
Sigma Chemicals, Co.

Sigma Chemicals, Co.

Sigma Chemicals, Co.



II.—- ANIMALES
Se utilizaron ratas macho albinas de  la cepa Sprague Dawley .,

proporcionadas por el bioterio del Centro Médico Macional, Siglo XXI.

alimentadas con purina y agua ad Libitum.
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III.- PROCEDIMIENTOS
A. OBTENCION DE HOMOGENEIZADOS TOTALES DE TESTICULDO DE

RATA.

heat fuente  enzimdtica la constituyd el testiculo de la rata en
diferentes etapas de maduracion del epitelio germinal, correspondientes as

a) Froliteracidn v diferenciacion de lLas espermatogonias (8510 dias de
edad ) .

b) Diferenciacion de los espermatocitos praimarios (1%, 20 vy 20 dias de

edad s .

c) Diferencilacion de las esparmatidas ¥y aparicion tle los

espoermatozoides (30, 3%, 40 y 4%, S0 y 60 dias edad).

El numero de animales varid de 2 a § dependiendo de la edad ¥y peso de
los testiculos. Los animales fueron sacriticados por dislocacion cervical v

decapitados para desangrarlos lo mas posible.

Los testicuwlos fueron expuestos haciendo una  incisidn en  la  parte
anferior del  abdomen, se extraieron ¥  recibieron en  solucion  salina
rsotontca amortiguada con HEFES 20 oM pH 7.2 previamente enfriada en hielo.
A partir de este momento todo el procesamiento del tleiildo se realizd  en

cuarto frio (4°C) o en hielo.

El peso del teiido testicular, libre de la tunica albuginea y de la
arteria espermatica,. fue determinado despuds de  dos lavados con  solucion

salina. El exceso de liguido, Tue eliminado secando  suavemente  cada

=y,
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testiculo con papel filtro Whatman y colocandolo en un vaso de precipitados

previamente  tarado  gue contenia de I a § ml del medio [rara

homogeneizacidn s

Sacarosa 0.25M, Hepes 20 mM pH 7.4

El teiido. en el seno del liguido, fue picado finamente con tijeras ¥y
a2 colocd en un homogeneizador de vidrio tipo Fotter Elveihem provisto con
pistdn de tetflon y se adiciond el volumen necesario del medio para lograr
wna concentracidn final de teiido del 10% (p/v). es decir se adicionaron 9

ml del medio por cada gramo de peso humedo.

Debido a que se deseaba determinar la actividad enzimdtica total de
catepsina H, el homogeneizado fue lo mas drastico posible (20 golpes) para

liberar a la enzima contenida en los organelos intracelulares.

Todas las preparaciones obtenidas fueron divididas en alicuotas de 1
ml v almacenadas a -70° C hasta realizar el ensayo enzimdtico. Se
separaron alicuotas de 200 ul de cada homogeneizado para la cuantificacion |

de proteinas por el método de Lowry modificado por Hartree (1972).

B. DISPERSION Y PURIFICACION DE LAS CELULAS DEL EPITELID

GERMINAL TESTICULAR.

LLa obtencion de las poblaciones celulares se basd en la  aparicidn
cronolagicaments definida de los distintos tipos celulares en el epitelio
germinal siguiendo  la  técnica desarrollada por Alemdn y colaboradores

(1978, whilizando material vy soluciones esterilizadas.

21



be whilizaron de 10 dias de edad para obtener espermatoctos

PrLmara en estadios Lempranos de La (LSRN

»  leptoteno ¥y zigoleno
principalmenta. A partir de testiculo de rata de 21 dias de edad se

arslaron a los espermatocitos primarios en estadio de pagquiteno tardio. Las

espermatides en Tase acrosomal fueron obtenidas de testiculo de rata de 38

dias de edad.

Las ratas fueron sacrificadas en  lotes de 12-289 animales [WIRTE
dislocacidn cervical. Se obtuvieron los testiculos y se colocaron  en
solucion salina  estéril a  temperatura ambiente, se les quitd la  tanica
albugainea ¥y los wvasos sanguineos antes de pesarse. FPosteriormente se
colocaron en medico minimo esencial de Eagle (FEM) estéril. EL1 teiido se
picd tinamente con unas tijeras pegueras en el seno del medio hasta lograr
una suspension homogénea. Esta se centrifugd a 92 xg por 10 min con el fin
de eliminar los eritrocitos contaminantes, gque fueron colectados por
aspiracion con pipeta Pasteur. La pastilla celular se resuspendid con FMEM »
s le adiciond una solucion de colagenasa (8 mgsg tejido) disuelta en  MEM
en un volumen igual al doble del peso del teiido. Se incubd a 32°¢ 0 durante

10 min con agitacidon de &0 rpm.

La accion de la colagenasa fue detenida mediante la adicion de 3
volumenes mas de MEM con respecto al wvolumen original. El  tejido fue
resuspendido suavemente con una pipeta Fasteur para disgregar los ardnulos
grandes. Fosteriormente el tejrdo se deid sedimentar vy se  faltrd el
sobrenadante a través de una malla de nylon y dos de seda. EL sobrenadante

Tiltrado se centrifugd a 287 x g durante 5 min. El boton se resuspendio

ey
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nuevamente con % ml de MEM. De esta suspension celular total se tomaron
alicuntas para determinar la actividad enzimdatica y proteinas.

Fara la purificacion de las células en el estadio de maduracion
deseado, la suspension de células dispersas totales se sometiod a
centrifugacion a 60 000 x g por 20 min. en gradientes discontinuos de

Dextran THOO/MEM al 7.0, 8.4, 11, 13.3 ¥ 16% (p/p) usando el rotor SW 25.1

La formacidn de los gradientes se llevd a cabo con 8 ml de la solucién
al 165, 6.9 ml de la solucidn al 8.6, 11 ¥ 13.3% ¥ 6 ml. de la solucidn al
7% sobre la cual se adicionaron 1-2 ml de la suspension celular (Ver

apéendice 1.

Después de la centrifugacidn se recuperaron, por separado, las células
que quedaron en cada interfase. Se adiciond MEM hasta tener volumen de 50

ml ¥y se resuspendieron cuidadosamente.

Las celulas se recuperaron por centrifugacidén a 482 x g durante 20
min. El botdn asi obtenido se resuspendid con un ml de MEM y se lavo ¥
resuspendid con  soluciéon salina de Dulbeco previamente esterilizada. De
cada suspension se tomaron alicuotas de 200 ul, se fijaron con 200 ul de
formaldehido al 3% durante toda la noche, y se tiferon con FPAS—
hematoxilina. La composicion de cada poblacion celular fTue determinada

basdndose en las descripciones de Leblond v Clermont (1952).

Fara la obtencion de espermatozoides se utilizaron ratas adultas de 90
dias de odad. En este casn, exclusivamente se utilizé éter para

anestestarlas y o posteriormente se practicd la dislocacion cervical. El



abdomen se 1limpid con benzal diluido 1 a 500 y se cortd la pared abdominal
para lograr la exposicidn de los testicules. E1 epididimo se separd
cuidadosamente y se 1ligd a la altura del conducto deferente con hilo de
sutura doble cern. Una vez hecho esto se cortd o1 conducto v se colocaron
los testiculos con el epididimo en solucidon DFES estéril a temperatura

ambiente.

Fosteriormente el opididimo se separd de 1Dslto$ticulcgg obtenidndolo
completo cabeza,. cuerpo » cauda. La capa sérica gque lo recubre Tug
eliminada con la ayuda de unas pinzas pequeras. Los espermatozoides fueron
obtenidos por fluio retrdgrado como se describe a continuacidn. A la aliura
del conducto deferente y lo_mé5 cercano posible ai.ﬂitia de la ligadura, se
inyectaron de 2 a 3 ml de DFES estéril hasta que 'la salucién alcanzara 1la
regidn de la cauda e hinchara ei candﬁctm. En este momento so practicd una
incisidn en esa regidén y los espermatozoides localizados tanto en el

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

fondo cénico estéril. Se adicion® mas solucidn hasta completar 50 ml. se
resuspendid cuidadosamente y centrifugd a 4,113 x'g por 10 min, 2 veces. El
botdn se reosuspendid con la solucidtn salina, se tomaron alicuotas para

determinar la actividad enzimdtica y proteinas. se congelaron en nitroégeno

liguido y almacenaron a -70° C.
C. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B

La determinacidn de la actividad prnteolitica, se llevd a cabo
mediante andlisis fluorométrico, usando los sustratos sintéticos HNa-CBZ-
Ala—-Arg-Arg-4rie0BNa y MNa-CBZ-Arg-Arg-A4-MeD&pMaftilamida introducidos por

Smith ¥y Van Frank (19735).



Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado. Inicialmente se
usd  la mezcla de reaccidon propuesta  por Szego y col. (1978) con
amortiguador de fosfato de sodio 20 welFl-citrato de sodic 20 wmM pH Sa.d,
ditiotreitol (DTT) 5 wll y una concentracidon  final de sustrato de 250 uM
40 ug de proteina en un volumen total de 1 wl. Los resultados obtenidos
apoyaron gue el amortiguador del wmedio de incubacidn se sustituyera
posteriormente por FMES 40 mM pH 5.4. La reaccidn se inicid por la adicién

del sustrato e incubacidn a 37°C.

La reaccion se detuvo por la adicién de 0.5 ml de HCl1 1N frio y el

volumen e ajustd a 3 ml con agua destilada y desionizada.

l.a actividad enzimdtica fue cuantificada por la aparicion del
compuesto fluorescente 4 metoxi-B-naftilamida (4MeOBMa) que es liberado
como resultado de la protedlisis. La fluorescencia se midid en un
espectrofluordametro Perkin Elmer a una longitud de excitacion de 290 nm ¥y

42% nm de emisidn.i(apéndice II fig.18)

La curva estandar se realizdé a partir de wuwna solucion patréon de 4
metoxi-B-naftilamina de 100 ug por mililitro del amortiguador utilizado en
el ensaypo enzimatico. La fluorescencia Tue lineal de 5 a 35000 ng,
equivalente a 14 picomolas ¥y 14 nanomolas respectivamente y fue medida en
prasancia de 2.9 o1 HC1 1 M en un volumen final de 3 ml (apéndice II

Figael®).

La actividad fue  referida como nanomoles de 4 metoxi-B— naftilamina

producidos por mg de proteina a un tiempo determinado.

o
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D. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA CATEPSINA B EN TESTICULO DE RATA.

la obtancidn de las diferentes fracoiones subocelulares se realizd  on

dos elapas del desarrollo testicular  corvespondiente a 1% v 38 dias  de
@dad. EL nimero de animales wtilizados para obtener suficiente telido fue

de 25 para 1% dias y 15 para 38 dias.

El sacrificio de los animales y la oblencidn del telido testicular se
realizo a 4° O como  se describid previamente. Con el fin de preservar  la
integridad de los organelos subcelulares el tejiido fue hoeogeneizado
cuidadosamente primero en un homogeneizador FPotter Elveihem de  piston
floio, 4-5 agolpes ¥y luego con un homogeneizador de piston apretado dando 5

golpes mas.

El teiido testicular fue homogeneizado con nueve volumenes de sacarosa
0.25 M HEPES 20 oM pH 7.2 o sacarosa Q.25 M, Tris 0.05 M Mg CL 5 mkt pH 7.2
¥ ose sometid a  un esguemna de centrifugacion diférencial para obtener  los
diferentes componentes celulares (Fig. 3) La primera centrifugacidn se

realizd a 439 xg durante 10 min. estd se realizd dos veces (Fastilla Fl1).

El SN fue colectado y centrifugado a 1929 x g durante 20 min. para la
obtencidn de la segunda fraccion F2. E1 8M se centrifugd a 2770 x g 30 min.
abteniéndose la tercera pastilla P3. El 8N obtenido se centrifugo a 20,000

X g duarante 40 min y se obtuvo la pastilla P4.
El 8M e centrifugd a 164 7357 ¥ 6 durante &0 wmin en una

ultracentrifuga Reckman con un rotor 60 de Titanio ¥y se obtuvo la quinta

pastillia FH. EL1 SN se colectd vy se dividio en  alicuotas de L ml. Las
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HOMOGENEIZADO
TOTAL

e

439 xg (10 min)

( 60 min)

I
SN
P1
1929 xg (20 min)
1
SN
P2
I 9770 xg (30 min )
]!
SN
-P3
I 20 000 xg  ( 40 min )
1
SN
P4 -
164 737 xg
Ps

cirosoL

FIGURA 3.- ESQUEMA DE CENTRIFUGACION DIFERENCIAL PARA LA OBTENCION
DE LAS DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES. Los testiculos de rata
de 15 dfas de edad se homogeneizaron en Sacarosa 250mM- Hepes 20mM
pH 7.4. Las fraccicres esperadas son Pl:nficleos y fragmentos de mem
brana; P2: Mitocondrias ligeras y aparato de Golg:., P3: mitocon-
drias ligeras y hsosonas, P4: reticulo endoplédsmico; P5: fraccifn
microsomal.



pastillas obhtenidas =1 rosuspendioron con el medio e

homogenelzacion, se dividieron on alicuotas de 1 ml  en tubos piridor o,
s congoelaron  en nitrdgeno  Liguideo v ose almacenaron a ~-70° 0 hasta el

momento de lLlevar a cabo el analisis enzimdtico.

También s tomaron alicuotas de 200 wl de cada una de las Tfracoiones

obtenidas para la cuantificacion de proteinas

E. IDENTIFICACION DE LA PROTEASA RESPONSABLE DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA MEDIANTE EL USO DE INHIBIDORES.

Fara poder determinar si el sustrato era hidrolizado por una proteasa

s wtilizaron tres tipos de inhibidores.

a) En los homogeneizados totales de ftesticulo de rata obtenidos como
e describid previamente en el inciso [ se analizd el efecto del inhibidor
Iodoacetamida en presencia del amortiguador citr;tm/fmﬁfatm de sodio v el
sustrato Me-CRZ-Arg-Arg-AMelbBHa. Se utilizo una concentracion de S mil del
inhibidor. con una concentracidn de 20-40 ug de  proteina y 250 uM  de

sustrato.

b} For otra parte se decidid analizar el efecto del inhibidor de
tripsina de soyva en  poblaciones celulares enriguecidas  en estadios
papecificos de maduracitn. La concentracion de inhibidor utilizada fue 100
ugs/ml (Fietras y Roberts, 1986) con el sustrato Ne-CRZ-Ala-trg-Arg-4MedBNa.
v @l  amortiguador citratosfosfato con una concentracion de  20-40 ug de

proteina.



c) En poblaciones celulares enriguecidas también se determind el
efecto del inhibidor E-44 ya gue a diferencia de los dos inhibidores

anteriores eate compaesto =

iona  especificamente con las cistein
proteasas.. La concentracion utilizada del anhibidor fue 30 ull como reporta
Vasishta vy col. (1988). El sustrato wtilizado fue Mo-CRBZ-Arg-Arg-4reOBNa v

el amortiguador MES con una concentracion de 40 ug de proteina.

En cada wuno de los ensayos e realizd una  preincubacion de 10 min  a
57% L. con el fin de que el inhibidor pudiera interaccionar con 1a  enzima,
formando el compleio enzima-inhibidor. La reaccion fue iniciada por la

adicicn del sustrato.

F. CARACTERIZACION DE LA CATEPSINA B

1. EFECTD DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO.

La actividad proteolitica fué determinada con dos sustratos sintéticos
Mea-CBRZ-Ala—-Arg-—-arg-A4feOBHa ¥ Ma~CRZ-Arg—frg—AarMe0BNa adicionados a
diferentes concentraciones 10, 25, 950, 75, 100, 150, 200 y 250 uM. La
fracoion de 1929 xg exclusivamente fue uwtilizada para caracterizar la
actividad enzimitica a 38 dias de edad, en tanto que 15 dias de edad, se
incluyd ademds la fraccion que sedimenta a 9770 x g. La cantidad de
proteinas se mantuvo en 40 ug. La hidrﬁliﬁis de los sustratos se cuantificd
despues de 30 min de incubacidn a 37° C.

2. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION.

Se midié la actividad enzimitica a diferentes tiempos de incubacidn a
37% L (0, 10, 20, 30, 45, &0 ¥y 70 min) utilizando como sustratu'a Ma-CRZ~

arg-arg-dMeldBba (250uM) ¥ como fuente enzimatica a 40 ug de proteinas de la

Traceitn subcelular con mayor actividad a 15 y 38 dias de edad.
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3. EFECTO DEL pH
Farae esta parte de la caracterizacidon de la ¢hzima  asil como on lesss
X perimenltos subsiguientes se  decidio  usar 40 wg de  proteinas de la
Tracoitn gue  sedimenta a P70 xg a 1% dias,. ya que presentd  lLla  mayvor
attividad proteclitica. El sustrato wtilizado fue Ma-CBZ-Arg-Arg—4MelBMa en
wia concentracian de 250 M ¥y el ticopo de incubacion fue de 30 min.
El pH dptimo para la catepsina B testicular se determindg usando
diferentes amortiguadores y valores de pH tomando el  plk de cada wno  como

rererencia, ocomo se indica en la tabla IT.

TABLA I1
Amor tiguador Valores de pH
Acetato de sodioc 40 mM 3.0y Juby 9.0, 4.9,

Citrato de Na/Fosfato de Na 40 mM S, H.8, 6.2 ¥y 4.6
Hepes 40 mM 2400 748 vy 810

Mes 40 mM S50, 5.8, &.2 ¥ 6.6

4. EFECTD DEL EDTA

Se estudid el efecto de ERTA sobre la hidrélisis del sustrato pMa-CBZ-
Arg=-arg-a4MeiBtda. 290 ulM de concentracion final. a 30 min de ancubacidn, con
40 wg proteina (9770 x g) en presencia de MES 40 oM pH %5.4 BEste compuesto
fue adicionado a las siguientes concentraciones

Cu28, 0.8 1.0, 2.5 » 5.0 mM.



5. EFECTO DEL DTT

Fara detdrninar el efecto del DTT  sobre actividad proteolitica se

concentraciones de este compuesto Q.5

preaincubd & la enzima de diferent
OuZ%, 1.0, 2.5, 5.0 ¥ 10 al tomando como control la actividad de la enzima

preincubada en ausencia de este reactivo.
&. EFECTO DE INHIBIDORES DE TIOL PROTEASAS

a) lodoacetamida

Sa determind la actividad de la enzima después de ser preincubada  por
10 min a 37° L con diferentes concentraciones del compuesto O, 0.9, 0.75%,
1.0, 2.5, 5.0, 7.9 y 10 oM utilizando como sustrato a MNa-CBZ-Arg-frg-

4Meobliba (250 uM) con una concentracidn de 40 wg de proteina. E1  inhibidor

fue adicionado en un volumen de 100 ul al medio de incubaciodn.
b) Leupeptina

Se determind el efecto de este compuesto a diferentes concentraciones
1x 10-B%, 1 x 10~5, 1 x 10-6, 1x 10~7, 1 x 10-8 g4 % 100, SEbFE YA
hidrélisis del sustrato Ma-~CRZ-Arg-Arg--d4rfeOBMa . (250 ur) Y una
concentracidn de 40 wg de proteina. E1 inhibidor fue adicionado en un
volumen Jde 100 wl  al medio de dncubacidn. Al dgual gque en el  ensayo
anterior, se realizd wna preincubacion de 1O min a 37° C de la enzima con

el inhibidor.
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7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

En todos los experimentos se efectud la deterninacion de proteinas por
triplicado usando el método de Lowry modificado por Hartree (1972). Fara la
curva gstandar de proteinas se utilizdo una solucidén de 100 wgsml  de

albuimina seérica bovina (BSA).

G. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES

Be analizd  la  actividad de diferentes enzimas marcadoras de  los
arganelos celulares, para determinar la composicidn y pureza de cada uwna de
las fracociones obtenidas durante el fraccionamiento subcelular. La cantidad
de proteinas wvarid dependiendo de cada ensayo. Las enzimas marcadoras
ensayadas fuerons

Membrana plasmatica: ATFasa Cat+ (Fabiato & Fabiato

1979)

' nucleotidasa (Aronson &

Tawter, 1974)

Fosfatasa alcalina (Van Eelle,

1972)

Mitocondrias: Succinato deshidrogenasa (Bryan,

A.C. et al, 1978)
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Reticulo endoplasmico: Glucosa & fosfatasa
Lisosomas: Fosfatasa Acida
Catepsina B (B8zego et al 1976)

Todas estas enzimas se analizaron baio condiciones de wvelocidad
laneal.
H. ANALISIS ESTADISTIED

El andlisis de resultados se llevd a cabo mediante la utilizacion de
la prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) y una prueba posterior de Tuckey

(Daniel, 1977 y Habar, 1972).

L
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RESULTADOS

T. ACTIVIDAD DE CATEPSINA B EN HOMOGENEIZADD TOTAL DE

TESTICULD DE RATA.

Se analizd la activiaidad de catepsina B presente en el homogeneizado de
testicule de rata en diferentes etapas de maduracidon del epitelio germinal
desde los I dias después del nacimiento, momento en que  aparecen las
capermatogonias, hasta los 40 dias, cuando el testicuwlo presenta ya a los
espermatozoides ¥ a todos los elementos celulares gue componen el epitelio

germinal del testiculo adulto.

La fig. 4 muestra gue durante las diferentes edades se presenta un
patvdn de actividad desigual, con subidas y bajadas, en dos condiciones de

experimentaclion utilizadas.

La primera de ellas (A) se realizd utilizando el medio propuesto  por
Szego y col. (1978): amortiguador citrato de sodio/fosfato de sodio 40 mm
pH S.4,  como  sustrate Ha-CBIZ-Ala-Arg-trg-aMeOBMa (125 aM) y» 25 wg de
proteina, obteniendose una actividad promedio de 14.34 +  2.4nanomoles/mg
prot/30 min a todas las edades, excepto a los 5 dias donde se observd una
actividad mids elevada, la cual es significativa estadisticamente (pQ.l). A
pesar de que el patron de comportamiento era constante, se encontraron
también diferencias significativas (p20.05) a los 20,530,400 dias de edad. ya

gue la actividad descendid ligeramente en estas edades.
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FIGURA 4.- ACTIVIDAD DE CATEPSINA B DURANTE EL DESARROLLO
TESTICULAR, Los testiculos de 2 a 5 ratas fueron homogenei
zados en Sacarosa 250mM-Hepes 20mM;:pH 7.4, Para el ensayo
se utilizaron dos condiclones de experlmentacidn: (A) Amor
tiguador citrato de Na-fosfato de Na, 40mM pH 5.4 y el sus
trato N -CBZ-ala-arg-arg-4MeOBNa (125uM), con 20ug de pro-
tefna. (B) Amortiguador MES 40mM, pH 5.4 y el sustrato N,-
CBZ-arg-arg-4MeOBNa (250uM) y 40ug de proteina. En esta
misms grdfica se presenta el efecto del inhibidor lodoace-
tamlda (IAA) 5mM, sobre la .actividad enzimdtica.
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L.a  segunda condicion  experimental (B) se realizd  wsando el

ameortiguador FMES 40 mM opH 5.4, como sustrato Me-CHZ-0rg-Arg-dmelBMa (2%

My oy 40 wg de p

La actividad enzimatica en  estas condiciones Tue de 8&.55% 2 7
nanomoles de  sustrato hadrolizado en 30 man por mg de proteina lo  gue

en relacion a la determinada  en

representa un  ancremento de 6 0 ved
presencia de fostatoscitrato y Me-CBI-Ala-Arg-arg-MelBMa  como sustrato.
Tambidén baio estas condiciones se oncontraron diferencias  significativas
(paul) debidas a las edades estudiadas, pero sin seguir un  pateon de

comportamiento bien definido.

Aungue  los  resultados  obtenidos  con Na-CRI-Arag—-trg-dmelBNa COME
sustrato y» MES permitieron detectar mejor la actividad, el uso de
homogenelzado total como fuente enzimiatica no lpermmtia definir =i la
actividad de catepsina B se asociaba con  algun éﬁtadio o etapas de
diferenciacion especifica o si  todos los tipos celulares presentes en el
epitelio germinal exhibian dicha actividad, ya gque no existia una edad

determinada en  gqus se  presentara un mayor enrigquecimiento en actividad

proteclitica.

Fara aclarar esta situacion se decidido obtener poblacionos  celulares

eupeciTiCas.
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II. ACTIVIDAD DE CATEFPSINA B EN CELULAS GERMINALES AISLADAS EN

DIFERENTES ESTADIOS DE MADURACION.

La actividad proteolitica de la catepsina B se determind primero en
clulas dispersas totales de testiculo de rata a 13, 21 y 38 dias que
permiten obtener espermatocitos en dos etapas de la profase meidtica 13
Leptoteno~zigoteno a 1% dias ¥y paguiteno a 21 dias y espermatides a 38 dias

cde adad.

Como se puede observar en la fig 9, utilizando como sustrato HMNe-CEZ-
Ala=fArg-Arg-dhelBMa » como amortiguador citrato/fosfato 40 mM pH 5.4 (Szego
y col. 1976) las células totales de 15 dias de edad presentaron el nivel
mids  alto de actividad (12 nanomoles/mg prot./30min.) el cual Va
disminuvendo conforme el estado de desarrollo avanza, a los 21 dias tenemos
un descenso aproximadamente de 3 veces (4 nanomoles/mg de prot./30 min.)
mientras que las células totales de 38 dias presentaron la actividad mas
bata (1.6 nanomoles/mg de prot./30 min.).En estas condiciones s1
encontramos diferencias estadisticamente significativas  (pg0.01) en 1la
actividad protenlitica dependiendo de la poblacién celular que no se

presentaron de manera clara al analizar los homogeneizados totales.

Debido a la heterogeneidad de  la poblacion celular el siguiente paso
fue enriquecer las  poabklaciones celulares en estadios especificos para
detorminar si la actividad de la catepsina B se encontraba asociada a un

tipo de celulas en especial.

%
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PIGURA 5.- ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN CELU
LAS TOTALES. Ls actividad de catepsina B~
fue determinada en células dispersas de -
testfculo de rata a diferentes edades. La
concentracién de protefna utilizada fue
40ug y 125uM del sustrato N;CBZ-ala-arg-

arg-4MeEOBNa y el amortiguador citrato-fos
fato de sodio 40mM, pH 5.4, Células tota-

les de 15 dfas:Sertoli (30%),

leptotenos

(53,9%); 21 dfas; paquiteno (63%), leptote
no (37%); 38 dias: espermdtides (74%), es

permatocitos (23%).
N= 3_ ' ‘



la fig. & muestra la actividad de la catepsina B en uﬁa poblacytm
enriguecida en espermatocitos primarios en  estadio leptoteno de 15 dias
(S0%) en paguidtenos de 21 dias (86%), asi como espermatides de 38 dias
(79%) vy espermatozoides de rata adulta (100%). Los resuliados mu&strah guea
las espermatides presentan una mayor actividad (1% nmoles/mg prot/30 min)
con una pi0.01, seguido por  los espermatocitos leptotenos (10 nmoles/mg
prots30 min) y paguiteno (9 nmoles/mg prots30 min) ¥ con un valor menor los
eapernatozoides estadisticamente significativeo con respecto a las demas

poblaciones (pal0.01;:.

Como podemos observar a diferencia del resultado anterior la mayor
actividad proteolitica se asocia a células que aparecen a los 21 dias de
edad.Esto se podria deber a que en las celulas totales (CT) de 1% dias

tenemos diversos tipos celulares ¥y no uno en particular.

III IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE EL USO DE

INHIBIDORES

Dado que la clasificacidén de las proteasas se basa en la naturaleza
del grupo catalitico gque poseen, es de suma amportancia el uwso de
inhibidores capaces de reconocerlo. Por consiguiente se uwtilizaron 3

inhibidores de propiedades gquimicas diferentes para poder determinar las

propiedades de la reaccion proteolitica presente en el testiculo de rata.

a) EFECTO DE IAA. La Iodoacetamida forma parte de wn grupo de
hibidores capaces de reaccionar con los grupos sulfihidrilo (SH) que
poscen las cisteln proteasas tanto en 3su sitio activo, como en toda la

seouencia de amninoicidos.
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FIGURA 6.- ACTIVIDAD DE CATEPSINA B EN POBLACIONES CE-
LULARES LNRIQUECIDAS EN DIVERSAS ETAPAS DE DIFERENCIA-

ZCION. Se emplearon alicuotas de 20ug de protefna de ca

da una de las poblaciones celulares homogeneizadas en
Sacarosa 250mM pil 7.4. L1 sustrato empleado fue Ng-CBZ
ala-arg-arg-4MeOBNa, 125uM y el amortiguador citrato
de sodio/fosfato de sodio, 40mM pii 5.4,

L: leptotenos; P: paquiteno; St: espermitides; Sz: esx .
permatozoides. n=2



Comn s observa en la figura 4, la adicidn de % mM de lodoacetamida
causa  una  completa  ainhibicidn  de la  actividad de catepsina B =0]
homogenegizados totales de testiculo. A wna concentracidn de L mM ia
lodoacetamida inhibid solo un H50% de la actividad enzimatica. ya que la
concentracion de DTT en el medio era de & mM y por lo tanto 5 veces mas
alta gue la de IAA, se decidid aumentar a 9 mM su  concentracidn vy
determinar su efeclo sobre la hidrdlisis de Ma-~CBZ-nla-arg-arg-d4relBNa.

Esto se complemento con el wuso del mismo dnhibidor en células

enriquecidas en otro apartado.

b) INHIBIDOR DE TRIPSINA. Tomando como fuente enzimidtica poblaciones
celulares enriquecidas en estadios especificos de maduwracidn se analizo el
efecto del inhibidor de tripsina de soya, gque ba sido utilizado para
inhibir a 1la tripsina ¥ a otras serino proteasas. En la figura 7, se
muestra que tanto los espermatocitos primarios leptotenos, como las
espermatidas ¥y  espermatozoides presentan una  actividad proteolitica
sensible al  inhibidor de tripsina, mientras que la actividad en los

espermatocitos paguiteno no se modificd por la presencia de este inhibidor.

La figura 8, muestra la actividad proteolitica insensible a la
pesencia del  inhibidor de tripsina. Se puede observar que la mayor
actividad protecolitica se encuentra asociada a los espermatocitos paguiteno

(21 dias) v espermatidas (38 dias).

Ll inhibidor de tripsina (soya) nos permitid detectar la

participacidn de serino proteasas en la hidrolisis del sustrato Ne-CBZ-Ala--
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FIGURA 7:-EFECTO DEL INHIBIDOR DE TRIPSINA SOBRE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA.A las poblaciones celulares enriquecidas se les
adicion6 el inhibidor de tripsina de soya en una concentraci6n
de 100 ug/ml# Las condiciones de ensayo fueron 20 ug de protei
na de cada una de las poblaciones celulares, el sustrato N¢-CBZ
-ala-arg-arg-4McOBNa y el amortiguador ¢itrato de sodio/fosfato
de sodio 40mM pll 5.4. La enzima se preincub6 con el inhibidor
durante 10 min. a 37°C. (ps 0.0 = 2~ :
(li; leptotenos; P: paquiteno; St: espermitides; Sz* espermatozoi
S,
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FIGURA 8.- ACTIVIDAD RESULTANTE DESPUES DE LA
ADICION DEL INHBIDOR DE TRIPSINA DE SOYA.las
condiciones de experimentaci6n son las mismas
quc cn la figuras.4 y 5. L: leptotenos; P: pa
quiteno; St; espermatides;:  Sz: espemmato-
zoides,



pirgetyrgeddMedBMa en las células del epitelio germinal. en niveles variabloes

dependiendo de La poblacion colular.

c) EFECTO DEL E-&64

Este compuesto fue disedado para reaccionar con el
residun cisteina 13Y gque participa directamente en la catalisis enzimatica.

For lo tanto es wn inhibidor especifico de tiol proteasas y no es capaz de

inhibir a otro tipo de proteasas.

For esta razon se adiciond E-ad4 al medio de incubacion para descartar
la participacion de otras proteasas ademds de catepsina B oen la  hadralisis
de sustratos sintoticos wsados como andlogos de los sustratos natuwrales  de

la catepsina B testicular.

Este inhibidor fueé adicionado a una concentracion de 30 uM (Vasishta y
col. 1988) y su efecto se determind sobre la actividad proteolitica de las
diferentes poblaciones enriguecidas. Siendo esta inhibida al 100% en todas

las poblaciones celulares estudiadas (fig. 9).

Eo importante también hacer notar que el efecto de E-o4 se observo  en
presencia de Mo-CBZ-Arg-Arg-dMelBNHa como sustrato y con MES, ¥ no se probd
@n presencia del otro sustrato Me-CBZ-Ala-Argarg-AdfeOBMNa.

El uso de Mo-CBZ-Arg-org-4Me0BMa  como sustrato permitid detectar una
actividad diez veces mdas alta en la poblacidn de células dispersas  tolales
de 1% dias de edad (leptotenos H8%-células de Sertoli 50%). La actividad de
los espermatocitos leptotenons y de espermatocitos paguitenos (21 dias  de
edad) fue de 57 veces mas  alta (pu0.0l). en tanto gue la actividad de
egperni tides vy de espermatozoides fue muy semelante a la observada con el

sustrato Ma-CRZI-ala-Arg-aArg-4melBMa (fig. & ¥ 9 » tabla 1II1)
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FIGURA 9.- EFECTO DEL INIIBIDOR B-64. Se tomaron alfcuotas de 40ug de proteina
de poblaciones celulares enriquecidas en diferentes estadios de maduraci6n. El
jnhibidor se adicion6 en una concentraci6n ‘final de 30uM. El sustrato empleado
fue Ny-CBZ-arg-arg-4MeOBNa, 250 uM y el amortiguador MES pli 5.4. la enzima se
preincub6 con el inhibidor durante 10 min. a 37°€,

SL: cflulas de Sertoli-leptotenos; L: espermatocitos leptotenos; P: espermato-
citos paauiteno: St: espermitides; Sz: espenmatozoides.



SUSTRATDO

POBLACION CELULAR i Z R
CBZ-ala-arg-arg CBZ-arg-arg
4MeOBNa 4Me0BNa

Células totales 15 dias

(Sertoli-leptotenos) 10.976 * 113.401%
Leptotenos 10.218 * ‘ 62.184%
Paquitenos 8.896 * 50.369%
Espermitides 15.169¢1,78+% 19.539 2.19%
Espermatozoides 6.0 ¥ 1.1% 4.503 *

TABLA III.- Comparacién de la actividad proteolitica presente en las
diferentes poblaciones celulares obtenidas en las figuras 6 y 9.
*Actividad referida como nanomoles de 4MeOBnaftilamina/mg de proteina/
30 min.




Estos resul tados sefalan que los espermatocitos primarios de 15 y 21
dias de edad presentan la mayor actividad de catepsina By debido a lo cual
se decidid caracterizar la actividad enzimatica tomando al testiculo de 15

dias de edad como fuente de catepsina B.

v CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B EN TESTICULO

INMADURD.

Debido a que los niveles mas altos de actividad se presentaron en
etapas tempranas de diferenciacion del epitelio germinal durante la
profase de la primera division meidtica, se decidid tomar al testiculo de
la rata de 1% dias como fuente de catepsina B para definir HUS

caracteristicas cinéticas.

Como primer paso se establecid la localizacion subcelular de  la
enzima. E1 homogeneizado testicular se sometid al esquema de centrifugacion
descrito previamente (fig.3) Se obtuvieron % fracoiones particuladas cuya
velocidad de sedimentacidn wvarid de 437 xg a 164 377 xg ¥y una fraccidn

soluble o sobrenadante final.

Fara determinar el origen de cada wna de las fracciones obtenidas se
utilizaron & marcadores de organelos subcelulares descritos en otros
organos (McHamee, 1989). Gé&FPasa para reticulo endoplasmicos; succinato
deshidrogenasa para mitocondriass fosfatasa d4dcida para lisosomas, b4

fosfatasa alcalina, S'AMFPasa y ATPasa-Ca++ para membrana plasmiatica.

Los resultados obtenidos se resumen en las graficas 10 y 11. Como

puede apreciarse  la actividad de la succinato deshidrogenasa (SDH) alcanzo

L
G
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FIGURA 10.- DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LAS ENZIMAS MARCADORAS DE ORGANELOS. Se
utilizaron concentraciones variables de proteina (dependiendo de la enzima es
tudiada) de cada una de las fracciones obtenidas del esquema de centrifuga-
cién diferencial utilizado. Enzimas marcadoras de membrana: ATPasa-Ca++(— e —)
5'AMPasa (-.-a-.); fosfatasa alcalina (--=0-.9; y la ‘enzima marcadora de reti-
culo endopldsmico: G6Pasa (—a&—).



los niveles mdéz altos en la fraccion que sodimenta a 1979 xg (P2).
fdicionalmente se presentd una actividad de SDH en la fracowon citosolica

soluble gque corresponde al 50% de la actividad mas alta.

l,a actividad de las enzimas marcadoras de membrana plasmdticay ATPasa-—
Ca+t, S'AaMFasa y fosfatasa alcalina fue detectada en todas las fracciones
obtenidas. En el caso de la ATFasa-Ca++ la mayor actividad se asocid a la
fraceldn gue sedimenta a 164 377 xg (FH), mientras que la S AMFasa se

asoclo a la fraccidn de 1929 xg (F2).

La actividad de Glucosa —-é4-fosfatasa (GoHFasa) se detectd a niveles muy
similares en las fracciones que sedimentan a 439 y 1979x g (F1 y F2). La
fraccidn gue mayor actividad enzimatica de GéFasa presenltd fue la de 9770
®xg. La fraccion de 164 737 xg presentd una actividad del 30% con respecto a

la detectada en la fraccidn de 9770 x g.

El comportamiento de estas cuatro enzimas sugiere que las wvesliculas
membranales fornadas durante la homogeneizacitn del teiido provenientes de
membrana plasmidtica son muy heterogéneas ya que pueden sedimentar a
diferentes aceleraciones, presentandose como contaminacion en  todas  las

Traccliones.

La fosfatasa acida, enzima marcadora de lisosomas en otros tejidos,
presentd un valor de mayur actividad on la fraccidn de 9770 xg, aun cuando
la actividad de la Traccion de 1929 xg representd el 73 % del nivel

observado en La fraccion de 9970 xag (F3).

a4
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FIGURA 11,- DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LAS ENZIMAS MARCADORAS DE ORGANELOS. Se

utilizaron concentraciones variables de proteina de cada una de las fracciones
obtenidas del esquema de centrifugacifn diferencial utilizado (dependicndo de
la enzima ensayada). Para mitocondrias: Succinato deshidrogenasa (-+-0+:J; para
lisosomas: fosfatasa dcida (—A-) y ¢atepsina B (—e—). )



) comportamiento de esta enzima nos sugliere la presencia de dos
poblaciones de lisosomas  que sedimentan a dos diferentes aceleraciones.

Lculas  de reticulo

Esto no podrela asociarse a  la  presencia de wves
endoplasmico en ambas  poblaciones, ya gque la enzima en este organelo se

encuentra como preenzima inactiva (Mishimura ¥y Kato, 1987).

L.a actividad de catepsina B se encontrd en niveles mayores en la
Ffraceclion que sedimenta a 1979 xg  representando un incremento de 5.5 wveces

la actividad que se detecta en el homogeneizado total.

La fraccidn de 9770 xg presentd el 60% de actividad encontrada en la

Fraceidn anterior.

AFINIDAD DE CATEPSINA B FRENTE A DOS SUSTRATOS SINTETICOS

Tomando la fraccion de 9770 xg se analizd la actividad de la enzima a
Tiferentes concentraciones de sustrato. Ademds se wtiliraron dos medios de
incubacion diferentes: uno wtilizando MES como amortiguador ¥y el propuesto
por Szego, ¥y col., asi como dos sustratos sintéticos Ma-CEZ-Arg-Arg-4drelBNa

y Ma-CRZ-Ala~arg—Arg-aMelBNa respectivamente.
En la fig. 12 se puede observar que en ambos sistemas la afinidad por
los dos sustratos es semejiante (Km= 82 y 75 uM) ¥ la saturacidn total de la

enzima se obliene desds 150 uM de sustrato.

Es dimportante notar que con el amortiguador MES y con Ma-CBZ-Arg-Arg-

Afteiitia la actividad es 2 veces mds elevada que con Citrato/Fosfato y  Ma-
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FIGURA 12.- CURVA DE SUSTRATO. Se utilizaron 40 ug de protei
na de la fraccién de 9770 xg (P3) de 15 dias de edad. La en-
zima se someti6 a dos condiciones experimentales (—e—) sus
trato N -CBZ-ala-arg-arg-4MeOBNa y el amortiguador citrato

de sodio/fosfato de sodio 40mM pH 5.4 y (--a--) sustrato N -

_CBZ -arg-arg-4MeOBNa y el amortiguador MES 40mM pH 5.4. Los

dos amortiguadores se utilizaron en presencia de DTT 5 mH.
E1 tiempo de incubacién fue de 30 min a 37°C.



CRZI-Ala-Arg-Arg—4FelBNa (196.98 + 0.598 nanomoles wvs 87.46 + Q.73

nanomoales ).

EL EFECTD DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B

La actividad de la catepsina B fue determinada usando acetato de sodio
42 mM, una mezcla de citratos fosfato de sodio 40 amM  y HEFES 40 M a
diferentes rangos de pH dependiendo de su pK. La actividad enzimdtica v el
valoar del pH dptimo wvariaron dependiendo de la naturaleza quimica del
amortiguador (fig. 13) Con acetato de sodio los valores de pH  bados
mostraron un descenso en la  actividad enzimdtica encontrando un pH  Gptimo
para la enzima de 5.4, sin embargo la mezcla de citrato-fosfato presentd un
cambio importante ya que al mismo valor de pH de 5.4 se encontrd el 50%
(140 nanomoles) de la  actividad registrada con  acetato de sodio (70
nmoles/mg prot/30 min), a medida que el valor de pH se incremento también
la actividad de la enzima presentd wun aumento, obteniendo con este
amortiguador un pH dptimo de 6.6. la actividad registrada (160 nmoles/mg
prot/30 min) a este pH fue omuwy semeliante a la obtenida con acetato de sadio

pH 5.4.

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

muestra un marcado descenso.

Er el rango de pH de 5.0~6.6 se utilizd el amortiguadof MES  para
detorminar de manera ods precisa el wvalor de pH Gptimo de la enzima ya gqgue

hasta el momento el valor dependia del amortiguador utilizado.
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FIGURA '13.- EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA B.
Se utilizaron 40ug de proteina de la fraccién de 9770 xg de
15 dfas de edad y el sustrato N -(BZ-arg-arg-4MeOBNa (250 uM).
Los amortiguadores utilizados fueron: acetato de sodio 40 mM
(---e--J; citrato de Na/fosfato de Na 40mM (— -M-J; Hepes

40 ™M (~e—f-e3 y MES 40 mM (—e —). El tiempo de incubacién
fue de 30 min. Se adiciond DTT 5mM a cada uno de los amorti-
guadores empleados.



La  actividad proteolitica en este medio mostro un  patron dé
comportamiento diferente a los anteriores, va que la actividad se mantuvo
con peguenas diferencias  en un rango de pH de %4 a &.6, es  importante
también notar gue el wuso de este medio aumento la actividad enzimética
aproximadamente & veces con respecto al amortiguador de acetato de sodio  y

3.9 veces con respecto a citatrosfosfato de sodio pH 5.4.

De los resultados obtenidos de este experimento se decidid utilizar en

los siguientes ensayos el amol-tiguador MES 40 mM pH 5.4.

EFECTO DEL EDTA

S bha encontrado gue algunas catepsinas tipo B necesitan de cationes
divalentes para su actividad, estas enzimas han sido denominadas tiol
proteinasas dependientes de metales. En este caso el EDTA es capaz de
inhibir a la enzima debido a la formacidn de compleios con los cationes del

medio (Bond, 1987)

L.a figura 14, muestra la actividad de catepsina B testicular en la
presencia de EDTA. La adicidn de EDTA a las concentraciones utilizadas, no
afectd la actividad enzimatica, ésta se mantuvo casi constante desde 0.2
mM hasta 5.0 mbl, @l incremento en la actividad no es significativo
(p=0.01) . Sin  embargo en  auwsencia de EDTA la actividad fue ligeramente

menor gue la obtenida desde 0.29% afl, pero no de manera significativa.
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FIGURA .14.- EFECTO DEL EDTA. Se utilizaron alfcuotas de 40 ug
de protefna-de la fraccién de 9770 xg (P3) de 15 dias de
edad. E1 sustrato empleado fue N.-CBZ-arg-arg-4MeOBNa (250uM)
en presencia de MES 40 mM,-pH 6:4. E1 tiempo de incubaci6n -
fue de 30 min a 37°C.



EFECTO DEL DTT.

Las tiol proteasas como la catepsina B reguieren la presencia en el
medio de incubacidn de reactivos sulfhidrilo que proteian los grupos SH gue
se reguleren para la formacion del compleio E-8 indispensable en la

catdlisis enzimdtica ( Towatari. et al, 1979 )

En la fig. 1% se muestra el efecto de diferentes concentraciones de
ditiotreitol sobre la aclividad proteolitica de testiculo de rata. Se puede
observar gue la adicion de DTT estimula la actividad enzimatica 3 veces con

respecto a la detlectada en ausencia de este reactivo.

EFECTO DE INHIBIDORES

Otra estrategia disefada para identificar y caracterizar la actividad
enzimdtica esta basada en el uso de diversos agentes quimicos capaces de

modificar a 1la enzima y poner de manifiesto sus propiedades.

a) Efecto de iodoacetamida

Los compuestos gque reaccionan con grupos SH como la iodoacetamida, son
capaces de inhibir la actividad de enzimas que requieren la integridad de
estos residuos para la catalisis.

Este inhibidor se adiciond al medio de incubacién en presencia de DTT,

a diferentes concentraciones (0.5-10 mM ) ¥y se determind su efecto sobre

La actividad proteclitica. En la fig. 16 podemos observar que a medida que
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FIGURA 15 ,- EFECTO DEL DIT. Se preincubaron 40ug de
protefna de la fracci6n de 9770 xg (P3) de 15 dias
de edad durante 15 min a 37°C en presencia de DIT

a diferentes concentraciones. El sustrato empleado
fue No-(BZ-arg-arg-4MeOBNa (250uM) y el amortiguador
MES pH 5.4, en este ensayo se elimin6 el DTT presen
te en el medio de incubaci6n.la incubaci6n en presen
cia del sustrato fue de 30 min a 37°C. -



va aumentando la concentracion de iodoacetamida la actividad enzimidtica
disminuye gradualmente. Con una concentracidn de 0.5 mM de IAA se inhibid

la actividad em un &5% y desde 5 oM se inhibid casi totalmente a la enzima.
b) Efecto de leupeptina

l.a leupeptina es un peptidilaldehido producido por actinomicetos que
puede ocupar el sitio catalitico de serino y tiol proteasas e inhibe la

actividad enzimiatica en forma reversible.

La actividad proteolitica testicular fue determinada en presencia de
&l
diferentes concentraciones de leupeptina 1)(10--9 a 1X10 M utilizando como

sustrato Moa-CB2- Arg-Arg-adrMelEMa.

Como puede observarse en la fig. 17 la adicidin de leupeptina inhibid

la hidrdlisis del sustrato desde 10----g M. E1 90% de inhibicidn se obtuvo con

6

1X10-7 M y el 100% con 1x10-° M.
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FIGURA 16.- EFECTO DE IODOACETAMIDA. Alicuotas de 40ug de proteina
de la fraccién de 9770 xg (P3) de 15 dfas de edad se preincubaron
durante 10 min a 37°C en presencia del inhibidor y el amortiguador
MES 40mM pH 5.4 conteniendo DIT 5mM. Posteriormente se incubé du-
rante 30 min a '37°C en presencia del sustrato N,-CBZ-arg-arg-4-
MeOBNa 250 uM.
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FIGURA 17.- EFECTO IE LEUPEPTINA. Alicuotas de 40ug de protef
nas de la fracci6n de 9770 xg (P3) de 15 dfas de edad se prein
cubaron durante 10 min a 37°C en presencia del inhibidor. Pos-
teriormente se preincubS durante 30 min a la misma temperatura
en presencia del sustrato Ny-CBZ-arg-arg-4MeOBNa 250uM. El1
amortiguador utilizado fue MES 40mM pH 5.4
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DISCUSION

Una de  las obieciones hechas al  trabajo de Otto (1971) vy de
Distelmaier y col (1972) acerca de la presencia de catepsina B en testiculo
de rata era que se habian utilizado sustratos sinteticos gue podian  sor

hidrolizados por otras proteasas (Morton, 1977).

La posibilidad de contar con dos compuestos fluorescentes gue han  sido

propuestos como sustratos especifticos de  la catepsina B en otros  tedidoss:
Ma--CRZ-frg-frg-dMeliBMa y  Ma-CRZ-Ala-arg-torg-adretiila (Smith, ¥ col. 19723
Gmith y Van Frank, 197%) y del inhibidor especifico para el sitio
catalitico de la catepsina R nos han permitido confirmar la presencia de

esta enzima en el testiculo. reportada por Utto (1971) y Distelmaier ¥ col.

(1972).
La participacidn de aminopeptidasas o carboxipeptidasas  en La
hidralisis de estos sustratos fue descartada ya que el amino terminal

esta blogueado con el grupo CHZ ¥ el carboxilo terminal, con @l residuo

ArelBMa .

Los resultados obtenidos muestran gue la catepsina B testicular os
capaz de  hidrolizar activamente ambos sustratos ya que poseon dos
aminoacidos basicos gue pusden ocupar los sitios 81 9y 82 de la enzima
(Huseby ¥y col. 1980). Estos hallazgos son acordes con  lo encontirado  por

Smith ¥ colaboradores (1984), ya que ellos proponen gque el alargamiento de
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la cadena hidrocarbonada con  un aminodcido como alanina, que 'ocuparia el

sitio tres (83) produce niveles de actividad més bajos.

La afinidad de la catepsina B testicular por los dos sustratos

empleados en este  trabajo fue casi dgual, Km= 7286y 82 uM (Apéndice II
fig.20) ¥ semeiante a la reportada en otros sistemas. Takabhashi y col.
(1986) encontraron que la Kn  para Me-CRZ-6la-frg-nrg-dreOBNa  de las dos
resoenzimas de la catepsina B en higado porcino fue de 130 y 66 uM. Fietras
y Roberts (1986) reportaron una lkm de 38 uM para la catepsina B de células

normales de ectocervix y de 58 wMl para  las células  tumorales del mismo

tejido.

Sin embargo., el sustrato hidrolizado con més velocidad fue el CRZ-Arg-
Arg-4reDBENa. La velocidad méxim; fue 2.9% veces mayor que en presencia de
CEZ-Aala-arg-Arg-a4mMeBMa. Sin embargo el aumento en la wvelocidad de
hidridlisis no puede ser atribuido totalmente al sustrato exclusivamente, ya
que se empled distinto amortiguador en ambos casos ¥y no se puede descartar
la posibilidad de gue se trate de la suma de los dos factores utilizados,
s decir el efecto producido por el propio sustrato mas el efecto del

amortiguador.

Esta diferente actividad frente a diversos sustratos sintéticos ha sido
demostrada en la catepsina B de higado, bazo y rifion, donde el M ORI
Val-arg-aArg es 1 sustrato hidrolizado a mayor velocidad, el MNa-CBZI-aArg-
Arg-dfedbBMa ocupa el  segundo lugar y  Ma-CRZ-Ala-Arg-Arg-4aMelOBMa ocupa el

taercer lugar Smith, 1984).
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i posibilidad de gue los  sustratos copleados faeran hidrolizados poe

Mo e una  enzima fue  analizada wlbilizando ol inhibidor de teipsina  de
ciya, leupeptina, iodoacetamida y E-&d.
Cuanco ¢ wuso Na-CEZ-ala-drg-arg-drelBMa como sustrato ¥y se adiciond el

inhibidor de tripsina a una concentracidn de  100ugsml, se  encontrd  un

porcentaie de  inhibicion  wariable de  la ividacd. En  la poblacion

enriguecida en esperndtides  la inhibiciéon fue derl 49%: en la  poblacidn

enriguecida en espermatocitos lepltotenos fue del Z250-48% » en la  poblacion
pura de espermatozoides se inhibid el &2%. Mo se observd inhibicion de  la
actividad la poblacidn enriguecida en el estadio de espermatocito

paguiteno. (fig. 7 )

La inhibicidn en la hidrdlisis de este sustrato por la adicidn del

wnhibidor de tripsina en  clert poblaciones celulares serala la

participacion de serino protes El  hecho de que los porcentajes de

inhibicion varien dependiendo de lLa poblacidon  celular sugiere gue  esta

clase de s encuentra en niveles diferentes en  las células

germinales durante su madwracion.,

La inhibicidn observada en  espermatides y  ospormatozoide

por  la
adicion del anhibidor de tripsina de soya podria  deberse en  parte a  la
tnhibician de la acrosina gque estd presente en estas etapas y forma parte
de las hidrolasas del acrosoma (Stambaugh y Buckley, 19723 Li y Stanley,

1979) .

gl casc de las células dispersas  totales de 1Y dias donde se tenda

una  poblacidn  hetercgenea con  células de Sertoli, espermatogdnias y

e



espermatocitos, la sensibilidad  al inhibidor de tripsina de soya estarla
dacdta posiblemente por la inhiblcidn del activador de plasmindgeno producico
por las celulds de Sertol: ya gque presenta caracterizticas muy semeiantes a

la bkripsina (Lacroix et al, 19773 Lacroix y col. 1988 y 198da).

Cuandn se usd MNo-CRZ-Arg-Arg-dMelBMa como sustrato y se adiciond E-é&4
no e observd actividad residual (fig. 9). Esta situacion parece indicar
que este sustrato es hidrolizado solamente por catepsina B, ya que el E-&4

a8 considera como un inhibidor especifico de esta enzima (Barret, 1982).

La actividad de catepsina B del testiculo de rata mostré un alto
reguerinento  de  grupos  sulfhidrilo para  llevar a cabo la catdlisis
enzimiatica, lo gue la identifica como una tiol proteasa (Barret, 1973). La
mayor actividad se obtuvo en presencia de una concentracion de 2.9 oM de
DIT. Szego y col. (1976) reportaron que la catepsina B de la gldndula
prepucial requiere de SmM de DTT mientras que la enzima de higado de rata

requiere de 0.25mM (Towatari, 1979).

L.a participacidn de los residuos SH en la catdlisis enzimatica fue
confirmada mediante el uwso de dos reactivos de grupos SH, iodoacetamida ¥

E-&% .

Aungue la iodoacetamida es wun inhibidor inespecifico debido a que puede
Feaccionar con los grupos SH  independientemnentsz de que estes formen  parte
del sitie catalitico o no.  puede usarse COmo harramienia en la
caracterizacion de la enzima. Szego ¥y ¢ol. (1974) y  Scott y col. (1987)
roportaron gue a una concentracion  de 1mM, la iodoacetamida puede inhibir

la actividad de la catepsina B. La catepsina B testicular con 1mM de
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iodoacetamida fue inhibida en el 90X ycon HSmM se  logro el 100%  de

inbibicion. Hay gue tener pre

ente que el medio de incubacion contenia  SmiM

de DTT para protegsr Los grupos SH de la @nzimna.

La leupeptina, inhibidor de  tiol y serino  proteasas (Umezawa v col.
1970) fue wtilizado por Barvet (1973) quien reportd una completa inhibicion
de la catepsina B de  higado bumano con luM  de leupsptina. La catepsina R
testicular se inhibid un 965 con la misma concentracion de esle  conpuesto.
La kI reportada para diversos tejidos alcanza valores de 16-6 a 10—? M oque

sndica wna alta afinidad de estas proteasas (Barret, 1977).

E=&4 es  un inhibidoy especifico  para las  tiol proteinasg

Ba o Ya que

reacciona con @l residuo cisteina del sitio catalitico y no es capaz de
reaccionar  con  grupos SH de las  serino  proteasas,. contrastando en
especificidad con leupeptina ¥y i1odoacetamida. Harret y colaboradores (1982)
Feportaron gue & ana concentracidn 10 uM el E-44 inactiva rapidamente a las
catepsinas B, H ¥ L asi como a la papaina, todas pﬁrt@neﬂiwntes al grupo de
tiol proteinasas. La adicion de E-&91 a una concentracion de 30 uall,  dinhibid
al 100% la actividad proteolitica de las células aisladas del epitelio
germinal (fig. 9). cwando se utilizd como sustrato Meo-CBZ-Arg-Arg-4reliMa v

en presencia de DTT 5 wM en el medic de incubacidn .

El pH del medio de incubacidn &.0-6.5, era otra de las obieciones para
aceptar que la hidrélisis de los sustratos sintéticos wtilizados por

Distelmaier ¥y colaboradores (1972) era debida a catepsina B (FMorton, 1977,

En nuestro estudio el pH dptimo para la actividad de catepsina B,

utilizando MES como amortiguador, fue de %S.4. coincidiendo con el pH Gptimo



reportado para la catepsina B de gldndula prepucial Szego y col. 1976);
con el de higado de ternera (Takahashi, 1980) ¥y  muy cercano al valor
reportado pard la catepsina B de higado de raton (Mego, 1971). Scott vy col.
(19846) encontraron para la catepsina B purificada de testiculo de Coﬁejn un
pH optimo de &.0 wtilizando como  amortiguador una mezcla de fosfato 100
mi/cisteina ImM  en presencia de EDTA 1mM ¥y  como sustrato MNa-CBIZ-Arg—B-

naftilamida (50 uM).

En el presente  trabajo se demostrd gue la naturaleza quimica del
amortiguador tiene un efecto sobre la actividad enzimdtica. A pH 5.4 usando
acetato de sodio 40 mM, la actividad fue G0% menor que la obtenida con MES
al mismo pH. Couando se incubd  con citrato 20mM/fosfato 20 aM la actividad
descendid en un 75% con respecto a la obtenida con MES (fig. 13 ). La mayor
actividad proteolitica detectada en presencia de MES no fue un  artefacto
del amortiguador sobre la fluorescencia de la 4MeOBMa, ya que la solucidn

estandar de este compuesto fue preparada con MES.

Muestros resultados apoyan las observaciones de Otto, quien desde 1971
reportd que la hidrolisis del sustrato disminuye cuando la concentracidn de
fosfatos aumenta, con 0.1 M de fosfato, la actividad de catepsina B se

inhibe en un 348%.

Un dato muy importante es el hecho de gque la mayoria de los ensayos
realizados por otros autores para determinar la actividad de catepsina By
au pH dptimo wsaron fostatos a wuna concentracion de 0.1 M (Towatari, 1979)

o una mezcla de citrato/fosfato (Szego y col. 1976).
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En la fase inicial del presente trabaio también se wusd la combinacion

de fosfato 20 mM/citrato 20 oM ¥y aungus  la concentracidn de  fost

utilizada fue 5% wveo

menor a  La reportada por Otto, (1271), pudo  habee

tenido un  efecto dinhibitorio sobre la catepsina B testicular. Se  ha

observado  gue el citrato como  amortiguador no  altera la actividad
(Takahashi, 1980).

Existen informes

contradictorios acerca del ofecto de cationes
divalentes sobre la actividad de catepsina B. Algunos awtores (Towatari v
coley 12793 Barret, 1973 y Scott y col.. 1286) han demostrado la activacion
de la catepsina B por agentes guelantes como el EDTA. For otra parte se

tienen las observa

dones de Szego vy col. (1974) guienes informaron gue  la
adicidn de calcio a concentraciones bajas de 2% » 50 oM incrementa  la
actividad en un 23 y 50X respectivamente, pero a concentraciones mayores de
este rango, calcio inhibe a la enzima. El magnesio (Mg++) también produce
estos efectos. La adicidn de EDTA o EGTA  inhibe en 50 y 25 F
reﬁﬁmctivamente la actividad enzimdtica. Estos resultados coinciden conh los
datos obtenidos por Takahashi (1980) de un ligero aumento en la actividad

cuando el EDTA es eliminado.

Bajo las condiciones experimentales del presente trabaio, la adicion de
EDTA a diferentes concentracirones no modificd la activadad de la catepsina
B testicular ¥ no se establecid @i la enzima de testiculo podria ser

-6 )
activada por calcio a concentraciones mayores de 10 M gue es la

concentracion de Ca++ en el agua desionizada empleada. Todas estas
observaciones indican conflicto sobre el papel del calcio en la actividad

dw-tatapﬁina B (Brown y col.s 19785).




aungue se habian ddentificado las proteinas de testiculo con  actividad
de catepsina B (Otto, 19713 Diestelmaier y c0ol., 1972) ¥ purificado la
catepsina B de testiculo de coneio ( Scotl ¥ col., 1984) no se' habi a

definido su localizacidn subcelular.

En los teiidos normales adultos en fase de crecimiento estacionariay
como higado y bazo, la catepsina B se recuperd en fracciones que sedimentan
a 11 000 xg o eguivalentes a la fraccidn lisosomal—-mitocondrial (Szego vy

col., 19713 Szego ¥y col., 1976 ¥y Towatari y col., 1979).

La catepsina B en tejidos tunorales parece estar asociada a la membrana
plasmatica v secretarse al espacio extracelular (Sylven ¥y col., 1974 3
Fietras ¥y Roberts, 1981). La localizacidn subcelular de la catepsina R
testicular coincide con la distribucidon descrita para los teijidos en fase
estacionaria de crecimiento a pesar de que el fraccionamiento subcelular se
realizd a los 15 dias de edad, correspondiente a la etapa logaritmica de
crecimiento del drgano. La actividad de catepsina B =] asocid
principalmente a la fraccion de 1979 xg. ¥ a la que sedimenta a 9970 xg.
La fraccion rica en succinato deshidrogenasa. enzima marcadora de las
mitocondrias, sedimentd a 1979 xg. La actividad de fosfatasa écida, gque
denota la presencia de lisosomas, se encontrd elevada en las dos fracciones

gue sedimentan a 1979 y 9970 xg.

La presencia de dos fracociones gue presentan un  enriguecimiento en
actividad de catepsina B y de fosfatasa 4dcida (1979 y 9970 xg
rempoctivamente) . suglere la existencia de dos poblaciones de lisosomas en

@l testiculo. gue difieren en s densidad, y por lo tanto requieren de
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acel

faciones ditferentes para sedimentar. Esta posibilidad

apoyada por
observaciones realizadas por diversos autores. Desde los estudios

realizados por delDuve y  colaboradores (1974%) se  observaron diferencias

ent

La distribucitn de hidrolasas acidas y la densidad o tamaio
de  los  lisosomas. Fosteriormente e demostrd  la  presencia  de dos
poblaciones de lisosomas en  higador lisosomas pegquenos, menos densos,

enriguecidos en Tosfalasa dcida y B-glucoronidasa y lisosomas grandes, mas

densos enviguecidos en nucleasas dacidas y  catepsinas  (Davies, L975).
Dobrota ¥ colaboradores (1979) encontraron gue en ratas normales, la
fosfatasa Acida se concentraba on  los  lisosomas mas pequesos Y  mMenos
densos. Esta observacidn coincide con el enriquecimiento de fosfatasa Acida

en la Traccidn gue sedimenta a una aceleracion de 970 xg, encontrada en el

presente trabajioa.

Mediante el uso de técnicas inmunoelectroforéticas, Muno ¥y col. (1990)
axaminaron el contenido de tres cistein proteinasas en diferentes
poblaciones lisosomales de macrdfagos de rata. Encontraron la actividad de

catepsina B ¥ H en la fraccidn de lisosomas mas pesados. La catepsina L se

recupero @n los lisosomas de bala densidad.

El hallazgo de gue la actividad proteolitica, con  Ma-CBZ-Ala-Arg-firg-—
AMelBMa como  sustrato., de la poblacidn enriguecida en  espermatocitos
primarios en el estadio paguiteno de la profase de la primera division
meiotica fuera dinsensible al  inhibidor de tripsina de soya ¥y  alcanzara
niveles mayores gue en los espermatocitos en estadio leptoteno sugiere  wuna
relacion entre la progresion de la meiosis ¥y la catepsina B. Aungue on las
poblaciones celulares enrigquecidas, obtenidas posteriormente (Ffig. 92) no se

probd el efecto del dinbhibidor de tripsina de soya, las diferencias en  la



actividad de catepsina B son significativas (p=0.01) pras@étando un J
actividad mayor también en ¢l paguiteno.

Existen datos gue apoyan la participacidn de las proteasas .en la
progresion de la meiosis. En ovocitos de rana se ha demostrado el aumento
en la actividad de serino proteasas antes de que desaparezca el blogueo en
la protase I y los ovocitos prosigan su desarrollo hasta la metafase I (

Morrill ¥ Kostellaw, 1986 ).

A diferencia de la que ocurre en la hembra, la meiosis en el macho es
un proceso continuo, sin blogueos, con la peculiaridad de que la profase de

la primera division meidtica se desarrolla lentamente

El estadio pagquiteno de la primera divisidn meidtica constituye un
momento crucial en la diferenciacidn de las células germinales del macho.
En la rata constituye el estadio de mayor duracidn y representa a las
células germinales mas activas en la sintesis de RNA y proteinas (Monesi,

1971 ¥y Soderstrom y Parvinen, 197&).

Hasta el momento no se habia reportado la presencia de alguna enzima
proteolitica en este estadio de la meiosis del macho pero queda por definir
gué proteinas son el sustrato de la catepsina B testicular en esta etapa de

la diferenciacidn.

En el caso de las espermatides, la presencia de actividad proteolitica
en esta etapa del desarrollo del epitelio germinal es muy importante, ya

gque grandes porciones del citoplasma deben ser eliminados ¥y los organelos



ticos 0 desaparecen, como el aparato de

ulo endoplasmico (Clermont v Rambowrg, 19780,

8 ha propuesto que Las colulas de Sertoli son  las gue Llevan a  cabo

esta funcidn, medrante La fagooi tos de  Los cuerpos

residuales formados
por Las espermatides. Sin embargo, la presoncia de enzimas  proteoliticas

an las células de La

Lirpe germinal nos llevan a proponer gue el

sltema
de degradacion lisosomal de la cédlula germinal le permitiria participar en

erebe Procasc..

sta protedlisis podria estar asociada con la eliminacion de proteins
enpeclTicas que no son necesarias en el espersatozolde maduro. For elemplo,
La sustitucion de las histonas nucleares, por un  nuevo tipo de  proteinas
basicas, ricas en arginina denominadas protaminas ( Klemm, 1989) durante la
fase de maduracion de las espermdtides, requiere, aparentemente de su
protedlisis (Marushige. 1276).

En  apoyo a esta posibilidad se encuentran  las  observaciones de

Marushige ¥ Marushige (1983) quienes identificaron dos diferentes proteasas

en e nicleo de las espermatides de rata, una de las cuales fue muy

especifica para hidrolizar histonas vy la otra presentd proplredades

hidroliticas similares a las de acrosina.

De Lumen y Tappel desde 1973 reportaron que el higado de rata pos

una
actividad capaz de hidrolizar histonas, gque identificaron como la catepsina
BZ una carboxipeptidasa lisosomal. $Sin embargo existen restricoiones para
aceptar gue la enzima proteclitica responsable de esta actividad sea  la

catepsina B2 ya que el pardmetro que se considerd como referencia fuse  la

b6



hidrdlisis del sustrato benzoil=- arginina-amida estimulada por DTT. Como se

menciond con anterioridad, este sustrato puede ser hidrolizado por varias

enzimas por  lo que se  regquiere de un estudio mds  a fondo para poder

determinar si la actividad proteolitica detectada por estos autores es en

realidad la catepsina B2 y no la Bl, que se incrementa por la presencia de

DYT.

Los resultados obtenidos en  este trabajio nos  permiten sugerir gque la
catepsina B en el testiculo de rata podria estar relacionada con dos
procesos:  la progresion de la meiosis y la diferenciacion de las
espermatides, pero resulta indispensable identificar sus sustratos normales
en cada estadio de diferenciacidn para establecer su participacidon en estos

procesas claramente.



CONCLUSIONES

1. El

de  rata pr

mta  wna  actividad de Liol prokeinasa

identificada como calepsina B opor su s

wmdbi lidad & reactivos de grupos SH
v por su o anhibicidn total con E-&4d, inhibidor especifico que reacociona

can el residus de cisteina del sitio catalitico de la enzima.

2.—- En los  homogeneizados totales de  testiculo noo se detectd
enriquecimiento en la actividad de catepsina B en wuna etapa especifica del

desarrollo testicular desde el nacimiento hasta 60 dias de edad.

3.- Foblaciones de células germinales obtenadas a 1%, 21 y 30 dias de edad
perrmitieron detectar diferentes niveles de actividad proteolitica durante

le espermiogénesis.

4.- Los niveles mas altos de actividad de esta tiol proteinasa se
observaron durante los estadios tempranos de la profase meidotica ¥y durante

las primeras etapas de la esperniogénesis.

S.= La distribucidn subcelular de esta actividad proteolitica indica gue e
de localizacidn lisosomal-mitocondrial asi como  tambidn se asocid a  los

lisosomas de mayor densidad.

b.— 2 confirmd el efecto inhibitorio del fosfato sobre la actividad de

catepsina B.

7= ta actividad proteolitica estd asociada al  sistema doe  degradacion

lisosomal de la célula germinal.



8.— La

actividad de catepzina B testicular parece estar relacionada con  la

difere

dacicn de  las  celulas de epitelio germinal aungque se  requiere
establecer su participacion en la eliminacién del material citoplasmico y/o

de proteinas especificas que no se requieren en el espermatozoide maduro.

Q.- 1 uso del dinhibidor tripsina de soya nos permitid detectar la
presencia de serino proteasas gue participan en la hidrdlisis del sustrato

Ma~CRI-Ala-Arg-arg-4MelBMa.

10.- La actividad de serino proteasas se presentd a diferentes niveles en
Lags células germinales, siendo notoria  su ausencia en la poblacidn de

células ricas en espermatocitos en paquiteno.
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APENDICE I



PREPARACION DE SOLUCIONES

1.- Soluciéon de sacarosa 0.25 M + Hepes 20 mM pH 7.4

So pesaron BH,575% g de Bacarosa y se disolvieron en 250 ml de  agua.

También se pesaron 4.76 g de M 3oy se disolvieron en 250 ml de  agua. Las
soluciones asi obtonidas s juntaron y s llevaron a un volumen de 900 ml.
Fosteriormente se alustd ol pH de la soluciodn a 7.4 con HGL M. v se aford

a un litro.

2.— Solucién salina 0.9% amortiguada con Hepes 20 mM.

e pesaron ¥ g de MaCl vy se disolvieron en 300 ml. de agua. Se pesd

Tambidn 4,746 ¢ de  HE

ES v se disolvieron en 300 ml. de agua destilada.
Ambas soluciones se combinaron ¥y se aford a un volumen final de 1 litro.

Esta solucion se esteriliza por filtracidn.(filtro milipore de 0.22 uM)

3.— Medio minimo esencial de Eagle (MEM)

La presentacién del FMEM os de 11l.4 g gue deben llevarse a 1 l.Para
prepararlo se disuelve el contenido del sobre (11.49) en un poco de agua
bidestilada a temperatura ambiente, enjuagando cwidadosamentle el sobre para
avitar perdidas del compuesto, se agita swavemente. Adicionar 4.7866 g de
FIEFES para gue en la solucion gquede a una concentracion final de 20wt una
voz diluido Llevar a 200 ml con agua destilada ajustar el pH a 2.8 con MadH

M. PDespuds de ajustar el pH esterilizar por filtracidn.



Solucién colagenasa 0.4%

e agregdn B mg de colagenasa por cada g. de teiido.

Gradientes de Dextran T-500

a) Solucidn al 7% (P/F)
Fesar 1.4 g de Dextran y 18.6 g de la solucidn de MEM

pF=20g

b) Solucidn al 8.6%
Fasar 1.80&6 g de Dextran y 19.19 g de la solucidon de MEN

pF=21g

c) Eolucidn 11%
Fasar 2.31 g de Dextran y 18.6% ¢ de la solucidn de MENM

pF=21g

d) Sclucidon 13.358%
Fesar 2.79 g de Dextran y 18.2 g de la solucidn de PMEM

pF

21g

e) Solucion 16.66%
Fosar 2.99 o de Dextran + 15.0 ¢ de la solucion de MEM

pE=L1E a

Las soluciones asl pesadas se diswelven y se colocan en tubos

de centrifuga para formar los gradientes.
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CELULAS ¥ Las cantidades <o posan on un waso de

Pt A precipitads de 50 ol previmente tarado.

L5

16.6

6.— Formol al 3%

e tomaron 35 ml de formol 40% ¥y se diluyveron con 10O m)l de MEM.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CATEPSINA B

7.— Amortiguador de fosfato de sodio 20mM + citrato de sodio 20mM pH 5.4

S pesaron 5.88 gr de citrato de sodio y se disolvieron en 300 ml de
Aafua, ol mismo tienpo se pesaron 2.839 g de fostato de sodio monobasico v
&0 disolvieron en 300 ml de agua destilada. Las dos soluciones se  Juntaron

y se Llevaron a un volumen final de 900 ml. Se ajustd el pH a 5.4 con HCL

1M me aford vinalmente a 1000 ml.

8.- DTT (Ditiotreitol) SmM

Debideo a que este compuesto s ouy  inestable se  regquiere que  su

preparacion se realize momentos antes de utilizarse. La antidad que se

pesa de este reactivo depende del volumen de amortiguador a uwsar en el



ensayn enzimndtico. For ejiemplo  para 40 ml  de amortiguador pH 5.4 s5e

pesaron 0.03084 g de DTT, para 20 ml 0.015%42 g.

2.— Sustrato Na-benciloxi-Arginil-Arginil-4metoxi-B—naftilamida 250 uM.

Debido a gue la cantidad de sustrato gque debla pesar era muy peguera v

a gue no es fadcil de maneiar se optd por preparar todo el contenido del

frasco y hacer alicuotas.

Cuando el reactiveo tenia una presentacion de 50 mg se le adiciond
primero 1 ml de amortiguador usado en el ensayo enzimdtico, asi como
tambidn 250 ul de DMS0 ya gque al principio el sustrato no es totalmente

soluble en el amortiguador.

Finalmente el volumen se afora a 22.%9 ml con amortiguador pH 5.4 para
obtener una concentracidn final de 250 uM por cada Ol ml de solucidon dado

a que @l peso molecular del sustrato es B873.7

NOTAXX Debido a que estos compuestos son  altamente toxicos y son
posibles carcindgenns se recomienda maneiarlos con guantes y cubreboca asi
como muy cuidadosamente.

10.- Solucion patron de 4 metoxi-B-naftilamina.

Debide a gue la cantidad para  pesar de 4dMelMa  es muy peguena  se

prepard una solucidn concentrada.



He pecaron 9 mg de dMelba y se disolvieron en 500 ml del amortiguador

do od bratos g

ato pH S04 o del amortiguador atilizado en Lla  incubacion
teolucian 10 mgsml) -
Fosteriormente se hizd una dilucion L3210 al momento de usarse para que

Ia concentracion real

L mg sml. Eis 0.3 ml de solucidn estandar se

wan a3 oml ocon el amortiguador. Usar guant y cubraboca.

11.- Solucidon de sacarosa 0.25 M, Tris 0.05 M, Mgl:l2 SmM pH 7.4

e pesaron 85,575 gr. de sacarosa y se disolvieron en 250 ml de agua.

0 6.05% g de Tris » 1.016% g de cloruro de magnesio (Mg Gla)

O ml de agua o

lada. Ambas solucione

2 AN

aron ¥
e lLlevaron a un volumen de 900 ml. Se ajusto el pH a 7.4 con MCL 1M, se

aford a wun Litro y se almacend bajo refrigeracion.

12.- Sustrato Na-CBZ-Ala-Arg-Arg—4Me0BNa 250uM.

Se prepard igual gue el anterior tomando en cuenta que el PM de este
compuesto es de 8546.3 g por lo gue al final se aford a un volumen de 23.3%5

ml.

13.- Diferentes concentraciones de sustrato.

Como todo el sustrato se prepard a una concentracion de 250 uM  por

cada 0.1 ml gque se tomen, para obtener las soluciones a diferentes

concentraciones del sustrato, se realizaron las siguientes diluciones.



DILUCION

290 uM: Tomar I ml solucion concenlrada (original)
200 uMs 0.8 ml so0l. original + 0.2 ml amortiguador 1:1.22%
150 uM:z Ou.é6 ml sol. original + 0.4 ml amortiguador 1:l1.66
100 ubs 0.4 ml sol. original + 0.6 ml amortiguador 1:2.5
78 uMsz 0.3 ml mol. original + 0.7 ml amortiguador 1:3.33
S50 unM 0.2 ml s0l. original + 0.8 ml amortiguador 125

25 uM 0.1 ml sol. original + 0.9 ml amortiguador 1:10

14.- Amortiguador acetato de sodio 40 mM

Se pesaron 0.16 g de acetato de sodio y se disolvieron en 40 ml de
agua destilada. Esta operacion se repitid 6 veces ya que se requiere que
esta solucidn presente valores diferentes de pH. El pH gue se desea fue de
3.0, 3.9 4.0 4.5 5.0 ¥ 5.4 y fue ajustado con HC1 1M aforando al final a 50

ml c/sol.

15.— Citrato de sodio 20 mM/fosfato de sodio 20 mM.

Se pesaron 0.294 g de citrato de sodio y se disolvieron en 10 ml de
agua destilada, también se pesaron 0.1419 g de fosfato de sodio monobasico
y se disolvieron en 10 ml de agua destilada. Ambas soluciones se mezclaron
¥ s llevaron a un vol. de 40 ml. el pH se ajustd al valor deseado con HEL
1M, Los pH deseados fueron %.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 4.8 se aford a 50 ml cada

solucion.

74



14.- Hepes 40 mM.

e pesaron  0.4766 g de Hepes v se disolvieron en 45 ml  de  agua
destilada. Esta solucion se realizd por triplicado ya gue cada una so
adustd a un valor do pH diferente ( pH = 7.0 7.5 3y 8.0) con HC1 1M. EL

skt Plnald rud de %0 ml para cada solucidn.

17.- EDTA a diferentes concentraciones
Fara lograr  las diferentes concenlracioncs de EDTA se  pesaron  las

giguisantes cantidades:

CONCENTRACIDN GRAMDS EDTA VOLUMEN FINAL VOL. QUE TOMAR
a) .5 mM QL0380 100G ml 0.1 ml
b) Q.25 mit Yo FRSE LOO ml Q.1 ml
c) 1.0 mmM 0. 1542 LOO ml 0.l ml
d) 2D mi 0.3855 100 ml 0.1 ml
e} 9.0 miM 0.0385% S5 ml Q.L ml
f) Ja9 miM 0.0878 S ml Q.1 ml
g) 10.0 mmM QL0771 myg 5 ml 0.1 ml
La concentracidn de EDTA de cada una de las concentraciones estd

caloculada para gue al  tomar 0.1 ml de cualguier solucidn se  tenga  la
concentracion deseada (eji. 0.1 ml de la solucidon a tiene una concentracion

de 0.9 mih)
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18.- Diferentes concentraciones de DTT.

Fara o

siguientes

cualguier solucidn se tuviera la misma concentracion

Blener las dife

cantidades: (el

rentes concentraciones de

caloculo se realizo

para, que

DT

al tomar 0.1 ml

56 pEsaron

al final).

CONCENTRACION GRAMOS DTT VOLUMEN FINAL VOL. QUE TOMAR
0.25 mm 0.0103 g 10 ml 0.1 ml
0.9 mh 0.0206 g 10 ml 0.1 ml
L.G mim 0.0412 g 10 ml 0.1 ml
2.9 mh 0.103 g 10 ml 0.1 ml
5 miM 0.2061 g 10 ml 0.1 ml
10 mM 0.4120 g 10 ml 0.1 ml
19.- lodoacetamida.
Fara obtener las diferentes concentraciones de Iodoacetamida

realizo el

calculo de las cantidades a pesar para tener siempre en
volumen de 0.100 ml la concentracidn desecada.
CONCENTRACION GRAMOS IAA VOL. FINAL VOL. QUE TOMAR
0.2 mhM 0.00924%5 10 ml 0.1 ml
Q.75 mM 0.0138% 10 ml 0.1 ml
1.0 mM 0.01849 10 ml 0.1 ml
2.9 mM QuOaE23 10 ml 0.1 ml

las

de
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CONCENTRACION GRAMOS IAA VOL. FINAL VOL. QUE TOMAR

2.0 mM 0L0PEA0 10 ml 01 ml
Jat mh L4 T 10 ml 0.l ml
10 bl 0. 1849 10 ml 0.1 ml

20.— Leupeptina

Debide a gue las concentraciones utilizadas son  muwy peguedas ya gue
estan en el rango do 1x10- 4 a 1x10m9 se prepacd una solucion patréon de  la
cudl se hicieron diluciones. La concentracidon final siempre serd referida a
wn wvolumen de 0.l mba

Sols Fatron 1 mM de Leupeptina (1:10;3 Mz pesar 0.00026 ¢ del

compuesto Llevarlo a 10 ml con agua destilada.

S0l (A) 0.1 mM lxlo-htumar 1 ml sol patrdn vy llevarlo a 10 wl con agua:

Sol (B) 0.0L mi 1><1-:)-s tomar 1 ml sol (A) ¥ llevarlo a 10 ml con agua

Sol (C) 0.001 mM 1x].0"6 tomar 1 oml sol (B) y llevarlo a 10 ml con agua
=7
Sol (B) ©0.0001L mM  1x10 tomar 1L ml sol o (C)  y llevarlo a 10 ml.
=8
ol (E) 0.00001 mM 1x10 tomar 1 ml sol (D) vy llevarlo a 10 ml.

-0
Sol (F) 0.000001 mM 1x10 " tomar 1 ml zsol (E) ¥ llevarlo a 10 ml.
21.- E-64
Tomando en cuenta gue el PM del E-64 es 357.4 se pesaron 2 mg v se

disolvieron en %.6 ml de agua destilada para oblener concentracidn final de

LOO wM por cada 100 ul de la solucidn.



Como la concentracidn real que se necesita para el ensayo es de 30 uM

por cada 100 Jl, se realizd una dilucion.

e tomaron 0.460 ml de la sol. 100 uM y» se le agregaron 1.4 ml de agua.

de agui se tomaron 100 ul para cada tubo.

22.- Amortiguador MES 40 mM pH 5.4

S pesaron Y.8B0B g de MES y se disolvieron en 900 ml de agua
destilada, se aiustd el pH a 5.4 con HCL 1IN vy se aford finalmente a 1000

ml .

23.- Amortiguador MES a diferentes valores de pH

Se pesaron 0.3904 g de MES ¥y se llevaron a 40 ml con agua destilada.
Ajustando el pH con HC1 IM. Esta operacion se repitid varias veces ya que
52 deseaba obtener diferentes wvalores de pH en el amortiguador como sonsz

5.0y 5.9, 5.8, 6.2 % 6.6

24 .- DPBS (solucitn salina de Dulbeco)

Estd solucidon contiene la siguiente mezcla de reactivos: MaCl 136 oM,

KCL 2.4 mil, KHzPCh 14 mi, MaH 4F0

248m!'l

NgCla 0.9 mil v CaClz Q.68 mM.

sars  F.9478 g de MaCl, 0.0996 g de NgClé s 0.09997g de CaCl, ¥

0L1938 g de KCL. Disolverlos en 250 ml de agua destilada.
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Fesars 0.1905% g de KHEPuh y 1.13% g de HaHzPUQ . Disolverlos en
200 ml de agua destilada. Juntar las dos soluciones y llevarlo a #800ml de

agua ajustar el pH & 7.2. A&forar a 1000 el ¥y esterilizar por filtracicn.

SOLUCIONES FARA CUANTIFICACION DE PROTEINA

1.- Solucion patron de albamina (BSA) 100 ug/ml.

S pesaron 10 mg de albdmina y se aforaron a 100 ml con agua destilada
cuidando de no agitar mucho la solucidn  para evitar la  formacidn de

burbuias. Guardar a 4° C.

2. Reactivo A.
Fegar 2g de tartrato doble de sodio y potasio y 100 g de bicarbonato
de sodio. Disolverlos en 20 ml de agua destilada y agregarle 50 ml de MaOH

1My aforar a 100 ml con agua destilada. Almacenar en un frasco de plastico,

a temperatura ambiente.
3.- Reactivo B.

Fesar 2 g de tartrato doble de sodio y potasio y 1 g de sulfato de
cobre llevarlo a 50 ml con agua destilada agregar, 10 ml. de MaDH 1M,

aforar a 100 ml. Almacenar en una botella de plastico a temperatura

ambiente.
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4.- Reactivo C.

Tomar del reactivo comercial de Folin-Cilcoteauw 2ZM de Sigma 1 ml v

aforarlo a 1% ml con agua destilada para obtener una concentracion final de

0.1% M. esta solucion se debe preparar en el momento de su utilizacion.
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ESFECTRD DE FLUORESCENCIA DE 4MEOBNA

Se determind ol ohro de emis

LOn oy de excitacion de la 4

e b d B

rraftilamida bajio nuestras condiciones de experimenlacion. Fara determinar

La longitud de  onda que permitiria  la meior excitacidn del compuesto se
hizo wneidis un haz de lu: de una longitud de onda  gque comprendiera  un
rango de 250 & B00 nm. Fosteriormente se midid  la fluorescencia  emitica
cada & nme e longitud de onda de emisidn se mantuvo constante a 425 nm.

El wspectro de emision  fud determinado manteniendo a 290 nm la
Longitud de onda de excitacidn vy variando de 250 a %00 nm la lengitud  de
enasrcn. Registrando la fluorescencia emitida /5 nm.

Los resultados mostraron gue  las longitudes de excitacidn y de emision
dgptima para medir la fluorescencia de este compuesto son 290 ¥y 425 nm
respecltivamente.

AL mismo tiempo se observd el efecto del pH sobre la Ffluorescencia
emitida por la 4APNA. En la fig. 1 se observa gue a un pH 1.8, la
Fluorescencia disminuye dando un valor menor, al compararla con los valores

obtenidos a pH 7.0. EBsto implicaba gue bajo las condiciones experimentales

wtilizadas en este trabaio la fluorescencia podia ser subestimada.

Ya gue el valor de pH 7.0 se obtiene én la mezcla de la curva patron,
mientras que el valor de pH 1.8 es el resultado de la adicidn de 0.5 ml de
HEL, 1M wtilizado para detener la reacidn enzimdtica.

Ez importante mencionar gue la fluorescencia de la 4MeOBNA tambidn  es
influicda por el tipo de amortiguador wtilizado para su preparacion.  Esta

dife

neia fud corregida en la curva patrdan de 4-MeOBNA, mediante el emploeo

de HCL.1M en las mismas condiciones del ensayvo para catepsina.

21



450~

350"

FLUORESCENCIA
(4,1 .
?

150+

:

:

FLUORESCENCIA

8

FIGURA 18.-(A) Espectro de emisién de la 4-metoxi-B-naftilamina.
La lengitud de excitacién se mantuvo en un valor constante de 425
nm, mientras que la longitud de emisién se midi6 en el rango . de
230 a 500nm. (B) Espectro de excitacién de la 4-metoxi-B-naftil-
amina. La longitud de emisién se mantuvo en un valor constante de
290 nm, mientras que la longitud de excitacidn se midi6 en el ran
go d= 230 a - 500nm. Las condiciones de experimentaci6n variaron
en cianto al pH de la muestra patrén de 4MeOBNa,. utilizando dos
valores de = pH.
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FIGURA 19.-Curva estanddr de 4-metoxi-B-naftilamina, Se midi6 su fluorescencia a
290 de emisi6n y 425 nm de excitacidn.
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FIGURA 20.- Cdlculo de 1a Km por el método de Lineaweaver-
Burk para los dos sustratos utilizados en la figura 12 del
efecto de la concentracidn de sustrato.
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FORMULAS DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS

1CH,CONH, 10DOACETAMI DA
NH- CH- CO- NH- CH- CO- NH- CH- CHO
| I I
CH CH (CH,)
) ® | y &9 LEUPEPTINA
CH CH NH
I\ I\ I
= N
HyC Gy HiC o CHy  Con
NH
N
e
NH
CH.
2 CHy
0
“ JH (4]
OH — P H 1
N . E-64
PANAY s
H 0 Il H
0
0
CH,- CH,- SO H MES



OCH

_ Gi,-CH,0H

CHZ- CHZ-OH

CHZ-O-C-..,

HEPES

Cdrbobenciloxi

4-metoxi-B-NAFTILAMINA
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