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1.- RESÚMEN 

 

Las enzimas son moléculas que están involucradas en todos los procesos 

metabólicos que se llevan a cabo en la célula, como por ejemplo: el ciclo de Krebs, la 

glucólisis, la gluconeogénesis y la fotosíntesis entre otros, por ello su presencia es 

fundamental para el correcto funcionamiento de la misma, además de que forman parte de 

su estructura ya que se localizan tanto en la membrana como en el citoplasma. 

 

 

El proceso reproductivo de los mamíferos requiere de múltiples enzimas en todos 

sus pasos, que van desde los procesos de síntesis de hormonas sexuales, hasta los procesos  

de diferenciación y división celular, maduración y expulsión de gametos, el proceso de 

fertilización, la implantación y el crecimiento del feto.  

 

 

En nuestro laboratorio estudiamos la composición del líquido producido por las 

vesículas seminales de rata y detectamos a las sulfidril oxidasas, las cuales se sabe son 

indispensables para la maduración y la supervivencia de los espermatozoides, así como 

para el proceso de fertilización debido a su capacidad de producir puentes disulfuro. 

 

 

Lo anterior se menciona para dar una idea general de la diversidad de éstas 

moléculas y del enorme campo de estudio que podemos aplicar. 
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2.- INTRODUCCIÓN 

 

   2.1 Aparato reproductor masculino 

 

El tracto reproductivo del macho tiene como principal función mantener la 

continuidad de la especie,  consta de una serie de órganos y glándulas auxiliares las cuales 

se mencionan a continuación:  

 

Los testículos que son dos glándulas ovoides, localizadas en el escroto por debajo y 

a cada lado del pene, miden aproximadamente 5 cm de largo, 2.5 cm de diámetro y su peso 

es de 10 a 15 gramos, sin embargo existen variaciones dependiendo de la raza y la edad del 

individuo. Los testículos están suspendidos dentro del escroto por el cordón espermático y 

entre sus principales funciones están la de producir espermatozoides y las hormonas 

sexuales masculinas o andrógenos. 

 

 En el interior de cada testículo, los espermatozoides se forman en los túbulos 

seminíferos, formados por dos tipos de células: las espermatogénicas que dan lugar a los 

espermatozoides y las de Sertoli encargadas del mantenimiento de la espermatogénesis. En 

el espacio que separa a los túbulos seminíferos se encuentran las células de Leyding cuya 

función es la producción de la testosterona. (37)  

 

Los túbulos seminíferos se unen para formar una red de canales que recibe el 

nombre de rete testis. Pequeños conductos conectan la rete testis con el epidídimo, el cual 

consiste de dos estructuras con forma de coma de unos 4 cm de longitud, cada una de las 

cuales se encuentra adosada a las superficies superior y posterior de cada testículo, su 
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función es la maduración de los espermatozoides y el transporte del esperma hacia el 

conducto eyaculador para su expulsión hacia la uretra.  

 

La próstata es una glándula accesoria del sistema reproductor masculino con un 

tamaño similar al de una pelota de golf, la cual crece lentamente desde el nacimiento hasta 

la pubertad, luego se expande hasta los 30 años y permanece estable hasta los 45 años. En 

ella se produce el líquido prostático el cual  es lechoso, levemente ácido debido a que 

contiene ácido cítrico, enzimas proteolíticas y sustancias antibióticas que contribuyen a 

disminuir el crecimiento de bacterias en el semen. (37,1) 

 

El pene es el órgano de la copulación en el hombre. Sirve de salida común para la 

orina y el semen. Consiste en un cuerpo compuesto por tres cuerpos de tejido cavernoso 

eréctil y una raíz, que es la encargada de la sujeción del pene y contiene dos pilares que se 

insertan en el a cada lado del arco púbico. En la punta del pene el cuerpo esponjoso forma 

el glande que cubre los extremos libres de los cuerpos cavernosos. Cerca del extremo final 

del glande se encuentra el orificio externo de la uretra. La piel y las fascias del pene se 

prolongan como una doble capa de piel dando lugar al prepucio, que cubre el glande en una 

extensión variable.(37)
 

 

   2.2.- Las Vesículas seminales  

Las vesículas o glándulas seminales son el interés de este estudio ya que son las 

productoras de una sección del líquido seminal, llamado líquido de vesículas seminales, el 
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cual es una secreción espesa que constituye el 60% del volumen total eyaculado, que se 

mezcla con el esperma a medida que pasa por los conductos eyaculadores.  

Las vesículas seminales están situadas en la excavación pélvica, detrás de la vejiga 

urinaria, delante del recto e inmediatamente por encima de la base de la próstata con la cual 

están unidas por su extremo inferior. El conducto de la vesícula seminal y el conducto 

deferente forman el conducto eyaculador, que desemboca en la uretra prostática. (figura 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura1. Esquema de las vesículas seminales. 
 
 

 

 Cada vesícula seminal es un túbulo lobulado, revestido por epitelio pseudo 

estratificado que secreta un material mucoide rico en fructosa y otras sustancias nutritivas, 

así como grandes cantidades de prostaglandinas y fibrinógenos. Durante el proceso de 

emisión y eyaculación, cada vesícula seminal vacía su contenido al conducto eyaculador, 

poco tiempo después de que el conducto deferente vacíe los espermatozoides. (41) 
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En las vesículas seminales se distinguen 3 capas: la mucosa, constituida por 

numerosos pliegues primarios y secundarios, que se proyectan hacia el lumen glandular; 

una túnica media, formada por tejido muscular liso de disposición plexiforme y fibras 

colágenas que penetran en la lámina propia de los pliegues de la mucosa y una túnica 

externa o serosa. (41) 

 
 
   2.3.- Líquido seminal 

 
 

El semen consiste de dos componentes: los espermatozoides que están presentes en 

una cantidad aproximada de 100 millones por mL y el líquido seminal el cual se forma a 

partir de la secreción de los tejidos sexuales accesorios. En un volumen eyaculado 

promedio de 5 mL, la principal contribución al plasma seminal proviene de las vesículas 

seminales con aproximadamente 2.5 mL, de la próstata proviene alrededor de 1.5 mL, 0.5 

mL de la glándula de Cowper y 0.5 mL de las glándulas de Littre. (1, 22)  

 
 

El líquido seminal (figura 2),  es un líquido de consistencia mucoide el cual puede 

ser translucido y en ocasiones presenta una coloración amarilla debida a la presencia de 

flavina (FAD). Tiene un pH de 7.5, está compuesto principalmente por aminoácidos, 

fósforo, prostanglandinas, ácido cítrico, fosfatasa alcalina, calcio, sodio, zinc y potasio. 

Entre sus principales funciones se encuentran la de proporcionar un medio energético a los 

espermatozoides por medio de la fructosa, la cual activa el movimiento vigoroso de los 

mismos después de la eyaculación, proporcionando así la energía necesaria para llegar a los 

órganos reproductores femeninos.(1, 22, 41) 
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Figura 2. Muestra de líquido seminal,  
la coloración amarilla es debida a la presencia de FAD. 

 

 

El líquido seminal comienza a producirse a partir de la pubertad y tiene las 

características del adulto a partir de los 12 a los 14 años. La cantidad producida aumenta 

con la edad hasta un nivel máximo que depende de cada individuo que luego disminuye a 

medida que el varón envejece, no obstante, se produce durante toda la vida adulta del 

varón. (41) 

 

   2.3.1.- Líquido de las vesículas seminales 
 
 

El líquido de las vesículas seminales es una secreción espesa y alcalina, formada 

principalmente por agua, proteínas, fructosa que es el principal soluto presente en dicho 

líquido (200mg/dL) y otros azúcares libres como glucosa, sorbitol, ribosa y fucosa los 

cuales en conjunto suman menos de 10 mg/dL y ácido cítrico.(1)  
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   2.4.- Generalidades sobre Proteínas  

 
 
Como todas las proteínas, las de las vesículas seminales tienen las características 

generales que describiremos brevemente ya que nos permitirá entender algunas de las 

particularidades de las sulfidril oxidasas. 

 

Las proteínas son moléculas formadas por cadenas lineales de aminoácidos, las 

cuales desempeñan un papel fundamental para la vida por ello son las biomoléculas más 

versátiles y diversas que existen. Entre sus principales funciones destacan: estructural, 

inmunológica, enzimática, contráctil, homeostática, transducción de señales y protectora. 

De acuerdo con el acomodo de sus unidades básicas (aminoácidos) las proteínas presentan 

diferentes estructuras, las cuales se denominan:  

 

a) Primaria, la cual está determinada por la secuencia de aminoácidos en la cadena 

proteica, es decir, es el número de aminoácidos presentes y el orden en que están enlazados 

por medio de enlaces peptídicos.  

 

b) Secundaria: La estructura secundaria de las proteínas es el plegamiento regular 

local entre residuos de aminoácidos cercanos de la cadena polipeptídica. Se adopta gracias 

a la formación de puentes de hidrógeno entre las cadenas laterales de aminoácidos cercanos 

en la cadena, adoptando diferentes formas como son: alfa hélice y formas beta. 
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Con la formación de la estructura secundaria se da la formación de dominios, los 

cuales son las unidades funcionales y tridimensionales de un polipéptido, su número 

depende de la cantidad de aminoácidos presentes en la proteína.  

 

c) Terciaria: La estructura terciaria se refiere al plegamiento de dominios y el 

arreglo final de los mismos en el polipéptido, es estabilizada por puentes disulfuro, puentes 

de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas e interacciones iónicas. 

 

Los puentes disulfuro (figura 3), son enlaces covalentes formados por dos grupos 

sulfidrilo (-SH), cada uno de ellos perteneciente a una cisteína, los cuales se unen de 

manera covalente para formar un residuo de cistína. Los dos residuos que forman al puente, 

pueden estar separados por muchos aminoácidos en la secuencia o bien pueden pertenecer a 

diferentes cadenas polipeptídicas; el plegamiento de las cadenas polipeptídicas, lleva a los 

residuos de cisteína a estar muy próximos, lo que permite la formación del enlace disulfuro, 

la formación de este enlace estabiliza la estructura tridimensional de la proteína.  

 

 

Figura 3. Reacción de formación de un puente disulfuro, en donde se utilizan cofactores 
y se libera peróxido de hidrógeno. 

 

d) Estructura cuaternaria: Muchas proteínas consisten de una sola cadena 

polipeptídica, por ello se les denomina monómeros. Otras proteínas pueden estar formadas 

por dos o más cadenas polipeptídicas que pueden ser iguales o diferentes entre sí,  cada una 
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de estas cadenas pueden plegarse para formar un oligómero y adquirir así su estructura 

cuaternaria. (4) 

 

   2.5.- Enzimas 

Las enzimas son proteínas generalmente globulares que pueden presentar tamaños 

muy variables, los cuales van desde 62 aminoácidos hasta los 2500 y su actividad esta 

determinada por su estructura tridimensional. Son moléculas muy específicas en el tipo de 

reacción que catalizan, los responsables de dicha especificidad son sus propiedades 

fisicoquímicas así como los sustratos. 

Debido a que son moléculas de mayor tamaño que los sustratos sobre los que actúan 

solo una pequeña parte de la molécula esta directamente involucrada en la reacción que 

catalizan, la región encargada de catalizar la reacción se denomina centro activo, los cuales 

pueden utilizar cofactores para llevar a cabo sus reacciones y así aumentan o disminuyen la 

actividad de las mismas.(4) 

 

 

   2.5.1.- Clasificación de las enzimas  
 
 
 
La clasificación y los nombres de las enzimas suelen derivarse del sustrato o de la 

reacción química que catalizan, con la palabra terminada en –asa. De acuerdo a su función 

la clasificación es la siguiente: Transferasas, las cuales se encargan de transferir grupos 

activos a otras sustancias receptoras, hidrolasas, éstas catalizan reacciones de hidrólisis,  

liasas, son aquellas que catalizan reacciones en donde se librera H2O, CO2 y NH3, para así 

formar dobles enlaces; isomerasas, actúan sobre determinadas moléculas obteniendo de 
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ellas sus isómeros funcionales, ligasas, se encargan de degradar o sintetizar enlaces fuertes 

mediante el acoplamiento a moléculas de alto valor energético, oxidorreductasas, las cuales 

se encargan de catalizar reacciones de oxidorreducción o redox y precisan la colaboración 

de las coenzimas de oxidorreducción como son: nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+ 

en su forma oxidada y NADH en su forma reducida) , nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADP+ en su forma oxidada y NADPH en su forma reducida) y flavín adenin 

dinucleótido (FAD en su forma oxidada y FADH en su forma reducida) que aceptan o 

ceden los electrones correspondientes.(4) 

 

   2.6.- Sulfidril oxidasas 

 

Es un monómero de 66 KDa formado por 570 aminoácidos, que pertenece a la 

familia de las oxidorreductasas; su función principal es la generación de puentes disulfuro, 

debido a que son capaces de oxidar el grupo funcional tiol (R-SH) (32, 33). Están ligadas a 

FAD (FAD es una base heterocíclica nitrogenada, la cual es capaz de reducirse y así 

intervenir en una gran cantidad de reacciones de óxido reducción) por lo que se asocian con 

la generación de peróxido de hidrógeno intracelular. (8, 13, 29, 44) 

 

   2.6.1.- Descubrimiento de las sulfidril oxidasas 

 

La familia de la Quiescin – sulfidril oxidasas fue descubierta por el Dr. Ostrowski y 

col en el año de 1979, cuando investigando las secreciones de vesículas seminales de rata 

notaron un contaminante color amarillo debido a la presencia de FAD en la muestra. 

Posteriormente fueron identificadas en el huevo de gallina blanca, en el cual se encontraron 

pequeñas cantidades de FAD y abundante riboflavina la cual es fundamental en el 
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desarrollo embrionario. FAD posee funciones como cofactor activador redox y por ello la 

atención se centró en la identificación  de las sulfidril oxidasas por su posible función 

enzimática. (32, 33) 

 

Se purificaron por primera vez por Takamori y col (44) y se clasificaron como 

oxidasas cobre dependiente (47), posteriormente Hoober y col encontraron que la reducción 

de la flavoproteína de huevo con hidrosulfito de sodio produce una banda de transferencia 

de carga, al igual que la observada con una serie de flavina vinculados a piridina 

nucleótido-disulfuro oxidorreductasas(18), lo que sugiere que la enzima de huevo tiene un 

cofactor FAD con sitios superpuestos redox-activos con disulfuro y esto llevó a la 

identificación de la proteína como una sulfidrilo oxidasa dependiente de FAD, además se 

identificaron una serie de péptidos de la oxidasa de clara de huevo que mostraron una 

homología con dichas proteínas lo cual derivó con su identificación como factores de 

crecimiento (17).  

 

Posteriormente se purificó un segundo inhibidor sulfidrilo por Kiermer Petz y col (25) 

a partir de la leche fresca de vaca, el cual despertó un gran interés para las industrias de 

bebidas y alimentos debido a que contrarresta el sabor desagradable que se produce en la 

pasteurización a temperatura ultra-alta (40). Esta enzima fue designada como una oxidasa 

hierro dependiente (23).  

 

Las sulfidril oxidasas han sido aisladas de la fracción prostática del líquido seminal 

de rata y los estudios reflejan que tienen gran actividad en el tracto reproductivo, por 

ejemplo, se sabe que esta proteína es fundamental para el funcionamiento adecuado del 
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líquido seminal. Esta actividad se había sugerido por Chang y Morton para desempeñar un 

papel homeostático en los grupos tiol/disulfuro presentes en el semen (11), 25 años después 

esta flavoenzima, enmascarada como un inhibidor de la cisteína proteasa fue encontrada 

por Benayoun y col la cual se homologa con el factor de crecimiento humano llamado 

Quiescin Q6 (3).  

 

En 1999 se llevaron a cabo estudios en el factor de crecimiento del hueso, el factor 

de crecimiento de las células inhibidoras y Quisecin Q6, por Coppock y col, quienes 

demostraron que las sulfidril oxidasas son secretadas a partir de fibroblastos humanos 

cuando se acercan a la confluencia. (6, 7, 17) 

 

Las oxidasas  de las vesículas seminales y la clara de huevo representan los 

miembros fundadores de la familia Quiescin sulfidril oxidasas (QSOX) disulfuro 

dependientes de flavina, las cuales son enzimas multidominio que se encuentran 

ampliamente distribuidas tanto en eucariotas como en procariotas. (8, 16, 42, 43) 

 

La importancia de las enzimas celulares QSOX es debido a su abundancia, su 

amplia distribución, gran capacidad y versatilidad catalítica ya que son moléculas 

generadoras de enlaces disulfuro. Otra característica  muy peculiar de las enzimas ligadas a 

flavina es que están relacionadas con la generación de peróxido de hidrógeno intracelular. 

Es importante mencionar la generación de dicho compuesto ya que el radical superóxido 

produce estrés oxidativo. (8, 13, 29, 44) 

 
 



 17 

   2.6.2.- Síntesis de las sulfidril oxidasas 

 

Son sintetizadas en el retículo endoplásmico, lugar donde la generación de puentes 

disulfuro se cataliza por cofactores en éste caso cobre o hierro (31). Sin la existencia de los 

iones metálicos necesarios la reacción entre el grupo funcional tiol y el oxígeno para la 

formación de disulfuros es muy lenta, debido al impedimento estérico que existe entre 

estos,  el cual es eludido por la reducción de la flavina  por el oxígeno, produciendo así el 

radical superóxido. Los factores que pueden catalizar la reacción son la presencia de tiol 

peroxidasas y peroxirredoxinas, los cuales aceleran la reacción por la combinación de 

sulfidrilo tiol oxidasa y peroxidasa respectivamente, en dichas reacciones se generan dos 

enlaces disulfuro por cada molécula de oxigeno que se consume. (45) 

 

Otra molécula clave para la formación de las sulfidril oxidasas que obligan a las 

oxidorreductasas a conducir un plegamiento oxidativo de las proteínas son las quinonas, las 

cuales son las responsables de la formación de los enlaces disulfuro en especies que carecen 

de oxidorreductasas.(20, 24, 28)  

 

El Ditiotreitol (DTT) es un ditiol que puede ser sustrato de estas enzimas, debido a 

sus  parámetros catalíticos, los cuales son similares a otros sustratos bien conocidos como 

son: glutatión, cisteína, RNAsa, lisozima y ribofosfatasa reducidas por citar algunos. Se 

sabe que estas enzimas pierden su estructura terciaria cuando se reducen y se liberan de las 

limitaciones estéricas de sus enlaces disulfuro, el ciclo catalítico de las sulfidril oxidasas se 

completa con la reducción del oxígeno y la formación de peróxido de hidrógeno.(36) 
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En resumen, todas las proteínas que pueden ser reducidas en su grupo funcional tiol 

son buenos sustratos de miembros de la familia QSOX.  

 

   2.6.3.- Estructura de las sulfridril oxidasas 

 

En las sulfidiril oxidasas (figura 4) han sido identificados cuatro dominios evidentes 

de los cuales dos son sitios activos redox (Trx1 y Trx2) cuya función es la reducción de 

grupos tiol, seguidos de una región de función desconocida rica en alfa hélices llamada 

HRR, que aparentemente solo se encuentra en miembros de dicha familia y es la región 

menos conservada en las secuencias identificadas de sulfidril oxidasas, el cuarto dominio 

representa el motor de la oxidación ya que conecta el segmento tiol – disulfuro con el 

oxígeno molecular a través de un cofactor. (15,16,18,19) 

 

 

 
Figura 4. Estructura de sulfidril oxidasa  

donde se muestran los dominios presentes en la misma. 
 

Quisecin Q6 presenta un dominio adicional denominado Erv/ALR el cual tiene una 

cisteína que interactúa directamente con FAD. Dicho dominio se ha identificado como 

factor de crecimiento y se ha demostrado que es esencial en la respiración.(9) 

 

   2.6.4.- Funciones de las sulfidril oxidasas   

 
Las sulfidril oxidasas son enzimas capaces de producir alrededor de 700 puentes 

disulfuro por minuto en proteínas blanco provocando así la activación de las mismas, por 
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ello las sulfidril oxidasas son abundantes en el pulmón, además de encontrarse altos niveles 

en una amplia gama de tejidos. Wittke y col (46) han encontrado que son necesarias para 

mantener la integridad celular y así evitar la apoptosis.  

 

Estas enzimas se acumulan en fluidos extracelulares, por esta razón podemos 

encontrarlas en fluidos secretados como la leche (21), semen (3,5,17,32), clara de huevo (17,18), 

las lágrimas (35) y suero de la sangre (38,48).  Además se han encontrado en el medio de 

crecimiento osteosarcoma de mama (10), así como en las células de cáncer de próstata (30). 

 

Como se mencionó anteriormente las sulfidril oxidasas generan radicales 

superóxido, la importancia de dichos radicales, es que además de producir estrés oxidativo, 

se cree que tienen una función antimicrobiana en fluidos luminales (8,32), además Mairet – 

Coello y col (27) han sugerido que la formación de radicales es importante para la 

señalización del sistema nervioso.  

 

   2.6.5.- Las sulfidril oxidasas y su identificación en el líquido de las vesículas seminales  

 

Actualmente se sabe que los factores seminales tienen diferentes funciones como 

son: actúan en el tracto reproductivo femenino para promover la supervivencia de los 

espermatozoides, condicionan la respuesta inmune femenina, participan durante el proceso 

de la fertilización y facilitan la implantación, por lo cual predisponen a un desarrollo 

normal del embrión. 

 



 20 

Las proteínas presentes en el líquido de las vesículas seminales interactúan por 

medio de puentes disulfuro son enzimas que participan en la coagulación rápida del 

eyaculado. Entre las principales proteínas del líquido de las vesículas seminales están la 

seminogelinas y se ha demostrado que son blanco del antígeno prostático específico (PSA)  

que es una proteasa de serinas y que lisa enzimáticamente el coágulo a través de su 

actividad de proteasa.(34) 
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

El líquido de las vesículas seminales de la rata aporta aproximadamente el 40% del 

contenido total del plasma seminal, además de que contiene un gran número de proteínas 

las cuales tienen diversas funciones como se mencionó anteriormente. Entre las proteínas 

que contiene el líquido de las vesículas seminales están presentes las sulfidril oxidasas. 

Estas enzimas son indispensables para la función del líquido seminal debido a su capacidad 

de formar puentes disulfuro, sin embargo, no se conoce de una manera detallada su función. 

 

A pesar de que una gran cantidad de proteínas del líquido seminal provienen de 

éstas glándulas no se ha realizado una caracterización bioquímica exacta de las mismas en 

la rata. 

 

En esta tesis describimos la estructura de las sulfidril oxidasas por medio de una 

caracterización bioquímica parcial a través de geles de poliacrilamida, seguida por un análisis 

de masas-masas en un secuenciador automatizado.  
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4.- OBJETIVOS 

 
 

1.- La obtención de proteínas de líquido de las vesículas seminales de la rata. 

 

 

2.- La identificación de las sulfidril oxidasas de líquido de las vesículas seminales por 

medio de la electroforesis en geles de poliacrilamida de una dimensión. 

 

 

3.- La secuenciación de las sulfidril oxidasas, para así describir su estructura utilizando 

el método de espectrometría masas-masas.  

 

 

4.- Comprobar que en el líquido de las vesículas seminales se encuentran las sulfidril 

oxidasas comparando la secuencias obtenidas con un banco de datos.  
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5.- PROCEDIMIENTO 

 
 

 

   5.1 Animales de experimentación  

 

Para este proyecto se seleccionaron ratas macho jóvenes (2 meses de edad ), en 

etapa reproductiva y fertilidad comprobada, cepa Wistar, con 250g de peso corporal 

aproximadamente, mantenidas bajo ciclos de 12 hr de luz / oscuridad , con comida y agua 

ad libitum. 

 

   5.2.- Obtención de líquido seminal de rata 

 

Se sacrificaron por decapitación 2 ratas de la raza Wistar de 2 meses de edad y se 

realizó la disección de las vesículas seminales. (figura 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Localización de las vesículas seminales,  

la flecha indica la ubicación de las mismas. 
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Se vacía el contenido de la vesícula seminal por compresión suave de la misma, 

teniendo cuidado no perforar las glándulas coagulantes, en 500 L de agua desionizada y 

100 L de inhibidor de proteasas (Roche, Complete, protease inhibitor, tablets provided in 

easy pack, cat No. 04693116001)  previamente calentado a 37°C. 

 

   5.3.- Precipitación y cuantificación de proteínas. 

 

Las proteínas se precipitaron con ácido tricloroacético / acetona para remover 

sustancias que se encuentran en el líquido seminal, las cuales puedan interferir con la 

electroforesis. Una vez precipitadas las proteínas, fueron resuspendidas en 1 mL buffer de 

rehidratación y se dejaron rehidratar durante toda la noche. Las proteínas fueron 

cuantificadas por la técnica de Bradford. (Anexo I)(39) 

 

 

   5.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida para la identificación de las sulfidril                     

--------oxidasas. 

 

 
Se prepararon geles de poliacrilamida a concentración de 10%, para separar las 

proteínas por su peso molecular (Gorg A .y col. 2000, 2004).  En cada uno de los geles se 

cargaron 5, 10 y 20 g de proteínas totales del líquido de las vesículas seminales en orden 

ascendente en cada carril para cada una de las vesículas extraídas.  

 

Para la separación de las proteínas se aplicó una corriente de 60 Volts durante 20 

min y transcurrido este tiempo se aumentó la corriente a 110 volts durante 1 hora.  
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Los geles se tiñeron con azul de Coomassie  durante 4 horas a temperatura ambiente 

con agitación suave y constante. Transcurrido el tiempo se destiño el gel haciendo lavados 

con solución para desteñir, que se prepara mezclando 90 mL de Metanol con agua destilada 

1:1 y 10 mL de ácido acético glacial. Los geles  se introducen en dicha solución de 4 a 8  

horas con 3 ó 4 cambios de la misma.  Los geles se analizaron con un software 

(PDQuest) y fueron fotografiados (anexo II)(39). 

 

   5.5.- Espectrometría de masas  

 

La espectrometría de masas de las sulfidril oxidasas aisladas en los geles de 

poliacrilamida se llevó a cabo con un MALDITOF (anexo III). 

 
El análisis de la secuenciación de proteínas se llevo a cabo con la colaboración de la 

Unidad de Proteómica del Instituto Nacional de Salud Pública, en el laboratorio de la Dra. 

Victoria Pando,  en donde ya hemos realizado diversos ensayos de estandarización.   

 

   5.5.1.- Procesamiento de la muestra para su análisis por espectrometría de  masas  

 

La banda de proteína cortada del gel en el rango de 50 a 75 KDa, se sometió a una 

deshidratación con 1 mL de bicarbonato de amonio (NH4HCO3) 50 mM, y se incubó 

durante 45 min a 56°C. Posteriormente se sustituyó el bicarbonato con 1 mL de acetonitrilo 

(ACN) al 100%. Una vez trasncurridos los 45 min se adicionaron a la mezcla 25 L de 

tripsina y se incubó durante 12 horas a 37°C.  
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La extracción de los péptidos productos de la digestión con tripsina se realizó 

adicionando 20 L de ácido fórmico al 0.1% y posteriormente se añaden 10 L de solución 

al 50% de ácido trifluoroacético (TFA) en ACN y se mezcló en  proporción 1:1 con 

solución saturada de ácidocianoalfa-4-hidroxicinámico preparado en 50% ACN y 50% TFA 

0.1%. 

 

De la solución anterior se tomaron 0.7mL de cada una de las muestras procesadas se 

colocaron en una placa MALDI y se analizaron en un MALDI-TOF-MS Voyayer Pro DE. 

 

La espectrometría de masas se obtuvo por medio de reflexión positiva de 1,500 

disparos láser con una resolución de 10,000. Los espectros obtenidos fueron procesados y 

analizados por el software ProteinpilotTM  y Mascot y contra el banco de datos Genbank: 

AAG53892.1 NCBI disponible en línea (12).  
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6.- RESULTADOS 

 
 
 

   6.1.- Anatomía de las vesículas seminales 

 
 
Se observó que las vesículas seminales son estructuras de forma alargada y 

piliforme, con superficie irregular, de 2 cm de largo y 0.5 cm de ancho. (figura 6) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 6. Anatomía de las vesículas seminales,  
en donde se observa la forma alargada y la superficie irregular. 

 
 
 
 
 
   6.2.- Obtención del líquido de la vesícula seminal. 

 
 

De cada una de las vesículas seminales se obtuvieron  aproximadamente 150 L de 

líquido blanquecino,  turbio y de consistencia mucoide, con un pH de 7.5 y aroma afrutado. 
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   6.3.- Electroforesis del líquido seminal. 

 
 

 

El líquido seminal fue analizado por electroforesis en gel de poliacrilamida (1D 

PAGE) a una  concentración del 10% de poliacrilamida, los resultados de dicho 

experimento se muestran en la figura 7:  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                       

                                                  RATA 1                             RATA 2 

                                         5 g   10 g  20 g              5 g   10 g  20 g 

 
 
 

Figura 7. Gel de poliacriamida al 10 %  corrido con proteínas del líquido de la vesícula 
seminal de ambas ratas, la flecha indica la zona de marcaje molecular de 50 a 75 KDa 

en donde podemos observar la banda correspondiente a las sulfidril oxidasas. 
 
 
 

 En la figura 7 se observan bandas a lo largo de todo el corrimiento las bandas más 

abundantes corresponden a las diferentes seminogelinas, cuyos pesos moleculares se 

encuentran entre 10 y 100 KDa,  pero cabe mencionar que en la zona de marcaje molecular 

entre 50 a 75 KDa se observan claramente las bandas que corresponden a las sulfidril 
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oxidasas del líquido de las vesículas seminales. Cabe mencionar que los resultados de la 

electroforesis en el gel, muestran que la concentración de sulfidril oxidasas en el líquido de 

la vesícula seminal es abundante, debido a que la aplicación de diferentes concentraciones 

de proteínas en cada uno de los carriles muestran la presencia de dichas proteínas en forma 

clara. 

 
 
   6.4.- Análisis de proteínas por espectrometría de masas y secuenciación. 

 

La banda de proteína cortada del gel en cada carril en el rango de 50 a 75 KDa, se 

sometió a una extracción con ACN, fue digerida con tripsina y sometida a secuenciación 

por espectrometría de masas – masas.   

 
 

En la figura 8 se muestra el reporte obtenido en Proteinpilot TM, en el cual se  

reporta que de la banda enviada a secuenciar se obtuvieron al menos dos secuencias 

especificas distintas, las cuales corresponden a: Las sulfidril oxidasas dependientes de FAD 

y la proteína de secreción de vesículas seminales tipo 2, la cual  es una proteína de arrastre 

ya que ésta proteína al igual que las distintas seminogelinas es una de las más abundantes 

en el líquido seminal.(14) 

 

La secuenciación obtenida por este método se comparó con el banco de datos 

Genbank: AAG53892.1 NCBI disponible en línea (12), donde pudimos observar que la 

secuencia reportada en dicho banco es idéntica a la obtenida por nosotros. 
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Figura 8. Reporte de secuenciación ProteinpilotTM, correspondiente a la banda en el rango 
de 50 a 75 KDa, en donde se observa la presencia de las sulfidril oxidasas, 

así como la proteína de secreción de vesículas seminales tipo 2. 
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 En la figura 9 se muestra el resultado del análisis en el software Matrix Science 

Mascot, en donde también fue posible la identificación de las sulfidril oxidasas del líquido 

de la vesícula seminal de rata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10.  

 

 

 

 

 
 

Figura 9.-Reporte de secuenciación de las proteínas de la vesícula seminal de rata 
de la banda en el rango de 50 a 75 KDa, en el software Matrix Science Mascot. 
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 Con respecto a la figura 9, en primer lugar, podemos observar que la probabilidad 

mas alta es de 240 aproximadamente, este es un buen resultado ya que la puntuación mas 

alta es muy significativa dejando poco espacio a la duda de que en la banda secuenciada se 

encuentren las sulfidril oxidasas, lo cual nos indica que  los resultados reportados son 

confiables.   

 

 En segundo lugar, las secuencias de los péptidos encontrados y marcados en rojo 

nos permiten identificar a las sulfidril oxidasas en el líquido de las vesículas seminales de 

rata (especie Rattus norvegicus), con una posibilidad de error de menos de 0.05%. 

 

Al igual que en el primer resultado la secuencia de aminoácidos reportada, fue 

comparada con el banco de datos Genbank: AAG53892.1 NCBI disponible en línea (12), 

donde pudimos observar que la secuencia reportada en dicho banco es idéntica a la obtenida 

por nosotros. 
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7.- CONCLUSIONES 

 

 

1.- Los resultados demuestran que las sulfidril oxidasas están presentes en el líquido 

de las vesículas seminales de rata. 

 

2.-. Las sulfidril oxidasas son abundantes en el líquido de vesículas seminales de la 

rata, lo anterior se deduce debido a que se pudieron secuenciar directamente a partir de 

geles de poliacrilamida. 

 

3- Las sulfidril oxidasas al ser generadoras de puentes disulfuro, pueden actuar como 

factores activadores de una gran cantidad de proteínas presentes en el líquido seminal, 

particularmente en la formación del coágulo después de la eyaculación. 

 

4.- El método de electroforesis es un método adecuado para la separación de las 

proteínas presentes en el líquido de las vesículas seminales. 

 

5.-  La secuenciación por MALDITOF, es un método adecuado para la identificación 

de las sulfidril oxidasas presentes en el líquido de las vesículas seminales. 

 

6.- Por medio de la secuenciación de las proteínas previamente identificadas en geles 

de poliacrilamida, éstas pueden ser analizadas de forma más simple, más precisa y más 

rápida. 
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8.- ANEXOS 

 

 

Anexo I.  
(39)

 

 

 

Precipitación y cuantificación de proteínas 

 

 

a) Purificación por el método TCA/Acetona 

 

 
1.- Se añaden 140 L de TCA al 80% a cada uno de los tubos que contienen el vaciado de 
las vesículas seminales respectivamente. 
 
2.- Se deja precipitar a 4°C durante 30 minutos.  
 
3.- Transcurridos los 30 minutos centrifugar a 11,500 rpm a 4°C durante 5 minutos. 
 
4.- Desechar sobrenadante. 
 
5.- Añadir inmediatamente 1 mL de acetona y resuspender en vortex. 
 
6.- Repetir los pasos de centrifugado 4 y 5 tres veces más.  
 
7.- Evaporar el exceso de acetona  
 
8.- Resuspender en 1mL de buffer de rehidratación, preparado de acuerdo con la tabla 1: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1. Reactivos necesarios para la preparación 
del buffer de rehidratación 

 
 
 
 
 
 
 

Buffer de rehidratación (5mL) 
Urea  1.8 g 
DTT 100 mM 3.5 mL 
Chaps 1% 0.05g 
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b) Cuantificación de proteínas 

 
 
1.- Preparación de muestras para la curva estándar (tabla 2) 
 
 

Tubo BSA 

g/mL 

Estándar 

BSA (0,5 

g/ml) ( L) 

NaCl 0.15 

M ( L) 

Reactivo de 

Bradford 

(mL) 

Blanco 0 0 200 2 
1 2.5 10 190 2 
1 2.5 10 190 2 
2 5 20 180 2 
2 5 20 180 2 
3 7.5 30 170 2 
3 7.5 30 170 2 
4 10 40 160 2 
4 10 40 160 2 

 
Tabla 2. Prepraración de muestras para la curva estándar. 

 
2.- Añadir el reactivo de Bradford a temperatura ambiente y leer absorbancia a 595 nm 
frente al blanco. 
 
3.- Preparar diluciones para la cuantificación de la muestra problema (tabla 3) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabla 3. Preparación de muestras para la curva estándar 

Reactivos 

Tubo Muestra 

problema 

Dilución 

L 

  Reactivo 

de 

Bradford 

mL 
Dilución 

L 

NaCl 0.15 

M L 

Blanco 0 200 2 
1 (1:10) 200 0 2 
1 (1:10) 200 0 2 
2 (1:20) 200 0 2 
2 (1:20) 200 0 2 
3 (1:50) 200 0 2 
3 (1:50) 200 0 2 
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4.- Añadir el reactivo de Bradford a temperatura ambiente y leer absorbancia a 595 nm 
frente al blanco. 
 
5.- Interpolar los datos de absorbancia en la curva estándar, para determinar la 
concentración de la proteína total en la muestra. 
 
 
   - Preparación de reactivo de Bradford  
 

Se diluyen 10 mg de Comassie Blue G-250 en 10 mL de ácido fosfórico al 88% y 
4,7 mL de etanol absoluto (100%), posteriormente se añade agua destilada hasta aforar a 
100 mL. Pasar la solución a través de papel de filtro y guardar en frasco ámbar. 
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Anexo II 
(39)

 

 

 

Preparación de geles de poliacrilamida 

 

Los geles de poliacrilamida se componen de acrilamida polimerizada que se 
entrecruzan por medio de un agente bifuncional como N,N-metilenbisacrilamida. El 
alcance de la separación de las proteínas depende de la concentración de poliacrilamida 
añadida y la cantidad de enlaces cruzados. Lo anterior se debe a que a  mayor 
concentración de acrilamida aumenta la rigidez y disminuye el tamaño de los poros por los 
cuales el SDS-polipéptido deben pasar (tabla 4).  

 
 

 

 

 

 
 

Tabla 4. Concentraciones de poliacrilamida utilizada  
de acuerdo con su peso molecular. 

 
 

   - Reactivos utilizados: 

1.-Acrilamida y N,N-metilenbisacrilamida. Es una solución madre que contiene 29% de 
acrilamida y 1%  de N,N-metilenbisacrilamida a pH de entre 6.5 y 7.0 ya que a pH alcalino 
se degrada fácilmente. Se debe tener precaución al manejar esta mezcla ya que se trata de 
neurotoxinas potentes que se absorben por la piel. 
 
2.- SDS.  En los geles de poliacrilamida se lleva a cabo la disociación de las proteínas en 
subunidades polipeptídicas para evitar así su agregación, para lograr esto se utilizan 
detergentes altamente alcalinos como el SDS (dodecilsulfato de sodio). 
 
3.- TEMED. Se encarga de acelerar la polimerización de la acrilamida y bisacrilamida al 
catalizar la formación de radicales libres provenientes del persulfato de amonio. La 
polimerización se inhibe cuando hay pH ácido. 
 
4.- Persulfato de amonio. Proporciona los radicales libres necesarios para la polimerización 
de la acrilamida y bisacrilamida. 
 
 

Concentraciones efectivas en geles  

de poliacrilamida 

% de acrilamida Rango de separación (kD) 
15 ´12 – 43 
10 ´16 – 68 
7.5 ´36 – 94 
5 ´57 – 212 
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   - Preparación del gel 
 
1.- Para el montaje de las placas de vidrio de 1.5 mm de espesor se deben lavar previamente 
con etanol. 
 
2.- Se colocan dentro de la ventana se emparejan y se colocan sobre una almohadilla 
verificando con agua la ausencia de fugas 
 
3.- Se prepararon 2 geles con concentraciones del 8% y 12% de poliacrilamida 
respectivamente. (tabla 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Tabla 5. Preparación de gel de poliacrilamida al 8% y 12% 
 
 
* Al añadir este reactivo se debe agitar rápidamente la mezcla con precaución de no 
producir espuma. 
 
4.- Se pone el peine entre las dos placas de vidrio, se hace una marca 0.5 cm y 1 cm debajo 
del peine y se retira el mismo.  
 
5.- Se vierte el gel de corrida hasta que quede entre las dos marcas hechas debajo del peine. 
 
6.- Se agrega EtOH 70% para que la superficie del gel quede totalmente recta. 
 
7.- Una vez que polimeriza el gel de corrida, se desecha el EtOH al 70% y se seca el exceso 
con papel filtro. 
 
8.- El siguiente paso es verter el gel concentrador (5%) directamente sobre la superficie del 
gel polimerizado. Enseguida se colocan los peines de teflón y se deja polimerizar 
completamente. Al momento de los vaciados de cada uno de los geles se debe evitar la 
formación de burbujas. 
 
 
 

Preparación de gel de poliacrilamida 

  Gel de corrida  Gel concentrador 
Reactivo 8% 12% 5% 
H2O desionizada 4.6 mL 3.3 mL 3.4 mL 
Poliacrilamida mix 30% 2.7 mL 4.0 mL 0.83 mL 
1.5 Tris M (pH 8.8) 2.5 mL 2.5 mL 0.63 mL (pH 6.8) 
SDS 10% 0.1 mL 0.1 mL 0.05 mL 
Persulfato de amonio 10% 0.1 mL 0.1 mL 0.05 mL 
TEMED* 0.006 mL 0.004 mL 0.005 mL 
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9.- Una vez polimerizado el gel se retira con cuidado el peine y se coloca dentro de la 
cámara de corrida, la cual contiene el buffer de corrida. (tabla 6)  
 
 

 

 

 

 

 

                                        

Tabla 6. Preparación del buffer de corrida 

10.- Ya introducido el gel en el buffer de corrida a las muestras se les debe añadir el buffer 
de carga (tabla 7), se homogeniza y se coloca a 100°C para desnaturalizar las proteínas y 
posteriormente se coloca en un baño de hielo.  
 
 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7.  Preparación del buffer de carga 

11.- Una vez  que las muestras están a 4°C se hace la descarga completa de la muestra con 
una micropipeta, colocando la punta en el fondo del pozo evitando así que la muestra 
escape del mismo. El primer pozo será utilizado para introducir el marcador de peso 
molecular. 
 
12.- Conectar el aparato de electroforesis a una fuente de poder. Se aplica una corriente de 
60 volts durante su corrimiento en el gel concentrador y posteriormente se aplica una 
corriente de 100 volts hasta que el colorante llegue al fondo del gel. 

Buffer de corrida (1000 mL) 

25 mM de tris base  3.02g 

192 mM de Glicina  14.41 g 

0.1% de SDS (10%)  10 mL 

Agua destilada cbp 1000 mL 

Ajustar pH a 8.3 

Loading buffer 

Agua destilada 4.8 mL 

Tris - HCl 0.5 M pH 6.8 1.2 mL 

Glicerol 1 mL 

SDS 10% 2 mL 

Azul de bromofenol 0.1% 0.5 mL 
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13.- Una vez que el colorante ha llegado al fondo del gel se desconecta la fuente de poder y 
se retiran las placas de vidrio del aparato de electroforesis. Se separan los vidrios y se corta 
con una espátula el gel concentrador. 
 
14.- Se tiñe el gel con azul de Comassie (tabla 8) durante 4 horas a temperatura ambiente 
con agitación suave y constante.  
 

 

 

 

 

Tabla 6. Preparación de azul de Coomassie 

15.- Transcurrido el tiempo se debe desteñir el gel haciendo lavados con solución 
desteñidora que se prepara mezclando 90 mL de Metanol con agua destilada (1:1)  y 10 mL 
de ácido acético glacial. El gel se introduce en dicha solución de 4 – 8  horas con  3 o 4 
cambios de dicha solución.  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparación de azul de Coomassie 

Azul brillante R 250 0.25g 

Metanol / H2O 1:1 90 mL 

Ácido acético glacial 10 mL 
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Anexo III 

 
 

Secuenciación de proteínas  
 
a) Degradación de Edman: 

En esta técnica se añade a la muestra reactivo de Edman o fenilisotiocianato, el cual se 
encuentra en condiciones ligeramente básicas, para así marcar específicamente el grupo 
amino terminal de una proteína, con lo anterior se da la formación de un derivado 
feniltioidantoina el cual hace inestable el segmento N-terminal, de manera que éste puede 
ser selectivamente hidrolizado sin romper los demás enlaces peptídicos. El reactivo de 
Edman puede ser aplicado repetidamente al péptido resultante del tratamiento anterior. Este 
proceso ha sido automatizado y se lleva a cabo por un secuenciador que puede determinar 
la secuencia de alrededor de 100 aminoácidos en una proteína desde su N-terminal. 
 

Cuando las proteínas tienen una secuencia mayor a 100 aminoácidos, las moléculas no 
pueden ser secuenciadas desde el N-teminal hasta el C-terminal por el secuenciador, por lo 
tanto las moléculas son cortadas en sitios específicos con tripsina la cual corta enlaces 
peptídicos formados por lisina o arginina y el bromuro de cianógeno, el cual rompe los 
enlaces formados con metionina. 
  

La desventaja de esta técnica es que al ser secuenciados los fragmentos no es posible 
conocer la secuencia de los mismos en la cadena original, por lo cual, deben prepararse 
péptidos superponibles que se obtienen al romper a la proteína con diferentes agentes 
químicos  

 
 
b) Espectrometría de masas. 

 
 La Espectrometría de Masas es una tecnología analítica esencial en el contexto de 
la proteómica actual debido a su alta capacidad de análisis, su sensibilidad y su precisión en 
la determinación de masas moleculares proteicas. Los espectrómetros de masas utilizados 
en el análisis de proteínas o péptidos pueden ser divididos básicamente en dos partes: 

 
Fuente de iones, que genera e introduce los iones analitos en el instrumento y el 

detector, el cual se utiliza para medir las masas de los iones generados.  
 

Generalmente se utilizan dos tipos de técnicas de ionización: Ionización ESI 
(Electrosprat Ionosation) e ionización MALDI (Matriz-Assited laser Desorption / 
Ionisation) 
 

La ionización MALDI se encuentra asociada con un analizador de tiempo de vuelo 
(TOF, Time-Of- Flight) en el cual los iones se separan en función de su relación masa-carga 
tras ser acelerados en un campo eléctrico, o a un analizador TOF / TOF que proporciona un 
mejor enfoque de los iones y por tanto, mayor resolución y precisión másicas. En el primer 
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TOF los iones son acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la fragmentación metaestable. 
Mediante un pulsador se selecciona un determinado ión padre y sus iones fragmento, que 
son acelerados a un potencial mayor y separados en el segundo TOF. 
 
   - Identificación de Proteínas por espectrometría de masas  

 
Las proteínas de interés en un experimento de proteómica pueden ser analizadas 

directamente mediante espectrometría de masas pero el punto de partida puede ser 
diferente. 
 

Si partimos de proteínas separadas mediante 1 D o 2D PAGE, el primer paso del 
análisis consistiría en recortarlas directamente del gel dónde han sido resueltas (“picado” 
de spots). Este proceso de recorte se lleva a cabo en una estación automática de picado de 
geles (ProPic, genomics solutions), tomando las debidas precauciones para evitar 
contaminación con queratinas por la manipulación del gel. 
 

El análisis también se puede llevar a cabo con spots recortados manualmente, con 
extrema limpieza para evitar contaminación con queratinas y una vez analizados se 
comparan con un spot control. 
 

Si partimos de muestras líquidas se lleva a cabo una limpieza de la muestra, seguida 
de la desnaturalización, reducción y alquilación de la misma. 
 

En ambos casos (proteínas separadas en gel o proteínas en solución), el siguiente 
paso en el procedimiento es la digestión de las mismas mediante una proteasa específica 
(generalmente tripsina porcina), que genera un conjunto de péptidos que pueden ser 
analizados por espectrometría de masas.   
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