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I.INTRODUCCION.

En la literatura, se han acumulado evidencias que sefialan la
participaciéon de las hormonas esteroides en la fisiopatologfia
pancreatica; por ejemplo, en 1963, Ullberg y Bengtsson, estu-
diando cualitativamente la distribucién de la radiactividad en
los tejidos de ratones, después de la administracién de estra -
diol 6 estrona radiactivos, reportan que el pancreae de los
animales asi tratados captan esta radiactividad, la cual detec-
taron hasta cuatro horas después de 1la inyeccién del estrégeno
radiactivo, depositandose principalmente en la parte exbdcrina
del paAncreas mas que en los Islotes de Langerhans. (50).

Una segunda notificacién a este respecto aparece en 1972
cuando Rashad Y. Kirdani y colaboradores, empleando biopsias
estudiaron la distribucién de radiactividad en tejidos y flufdos
biolégicos de perros y mandriles machos, después de la adminis-
tracién simultanea de pares de estrégenos / andrégenos marcados
con isbtopos radiactivos diferentes. Las muestras de tejidos se
obtuvieron, de loa animales antes mencionados, a intervalos de
15 minutos durante un periodo de dos horas. Esta radiactividad
sBe retuvo en mayor cantidad y tiempo en el pancreas de ambas
especies de animales, que en cualquier otro o6rgano, incluyendo
tejidos esteroidogénicos como préstata y testficulo. Resultados
similares 8e obtuvieron en la rata, cobayo, perro y mandril
después de la administracién de estradiol, estriol y dietil -
estilbestrol. (23).

Reportes posteriores demuestran la presencia de receptores

especi{ficos para estrogenos en las fracciones: nuclear, micro-



somal y citosélica de las células acinares pancreadticas de di-
ferentes especies de mamiferos incluyendo la humana. (4, 42).

También se ha descrito, la presencia de un receptor para an-
drégenos en la fraccién citosélica y nuclear del pancreas de
ratas, el cuil une testosterona y dihidrotestosterona con afi-
nidad similar "in vitro."(38). Asi como una proteina fijadora
de estrégenos (EBFP), con baja afinidad y alta capacidad, purifi
cada en pAncreas de ratas.(41). Posteriormente, Ake Pousette,
reporta la caracterizacién de una macromolécula fijadora de
estrégenos en pincreas humano (hEBP), postulando que ésta pro -
teina con media afinidad y alta capacidad para fijar estrégenos
presenta una funcion diferente a la descrita por los receptores
pancredticos anteriormente mencionados.(39).

Se han encontrado receptores con alta afinidad para estré -
genos en las fracciones citos6lica y nuclear del tejido fetal
humano y en tejido tumoral de pacientes con adenocarcinoma de
paAncreas, comparados con los receptores detectados en tejido --
pancredtico normal.(22,17). Estos estudios sugieren la posible
dependencia hormonal del carcinoma de ésta gléndula, corroboran
dose posteriormente mediante la induccién de la carcinogénesis
experimental por farmacos, domxde se demuestra que la incidencia
y el crecimiento de tumores de pancreas son mids elevados en las
ratas macho que en las hembras. En éstos trabajos también se
sefiala que en las ratas macho castradas la incidencia de éstos-
tumores disminuye mientras que la castracién seguida de la admi

nistracién de testosterona resulta en una mayor incidencia de



tumores pancreiticos en animales de ambos sexos.(13,29,40).

En los Gltimos afios ha sido mayor la importancia de la pato-
logia y fisiologia pancreAtica, sin embargo se han llevado a ca
bo pocos estudios, y es poca la informacién disponible reapecto
a las capacidades del pAncreas para sintetizar y metabolizar
hormonaa esteroides. En 1963, se determind la actividad de dos
enzimas involucradas en las vias metabblicas de hormonas este -
roides siendo éstas la aromatasa y S5 alfa reductasa estudiadas
en homogenados de tejido pancréatico : de adulto normal, fetal-
y tumoral, encontrando la actividad de ambas enzimas significa-
tivamente mas alta en el adenocarcinoma .{12,15).

De acuerdo a las evidencias mencionadas que sefialan la par -
ticipacién de las hormonas esteroides en la fisiologia pancrei
tica surge el interés de caracterizar una enzimsa relacionada en
el metabolismo de hormonas esteroides, estid es la 17 B-HIDROXI-
ESTEROIDE DESHIDROGENASA en paincreas de perros macho y de esta
forma, al determinar sus caracteristicas cinéticas, usando tes-
tosterona, androstendiona y estradiol como sustratos, comparar-
las con aquellas que anteriormente han sido deterainadas en
otras 17 B=HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS en teljidos como
placenta, endometrio, préstata, testiculo, higado, rifén y
otros de distintas especies animales, como a los que a continua

cién se mencionarén.



ENZIMAS 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS (17 B HED).
(HED) de PLACENTA HUMANA.

A esta enzima ee le determiné su cinética en 1959 por Langer

y Engel previa a su purificacién realizada por los mismos auto-

res en 1970, y cuyo procedimiento de purificaciédn se simplificéd

en 1986 por G. Mendoza H. (32,33). Después de la purificacién

se reportaron actividades de la enzima con diferentes sustratos

y especificidad para nucle6tidos de nicotinamida, observando

que la enzima es mais reactiva para aquellos esteroides de 18

carbonos y un grupo 17 B HIDROX1LO, como lo es el 17 PBEstradiol

y NAD'/NADP'de coenzimas .(20).

(HED) DE ENDOMETRIO HUMANO.

La actividad de 1a 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, usan
do 17. Estradiol como sustrato, fué demostrada en el endometrio
humano primeramente por Ryan y Engel, observando que la enzima
presenta variabilidad en su actividad durante el ciclo wmens-
trual de la mujer. (52).Su distribucién fué reportada por Pollow
en la fraccién mitocondrial, microsomal y citosélica del endo-
metrio humano; caracterizando la enzima observé que las tres
fracciones presentaban actividades enzimaticas muy similares y
el NAD'fué la coenzima preferida en la conversién de 17 BEstra-

diol a estrona.(37).

(HED) EN PROSTATA DE PERRO, TESTICULO HUMANO Y DE CERDO.
En préstata de perro, la enzima 17 B-HIDROXIESTEROIDE DES-
HIDROGENASA ha sido parcialmente purificada y su actividad se

encontrdé en la fracci6tn microsomal, utilizando testosterona co-



mo sustrato y como coenzimas NAD'y NADP! (52). Inano y Tamaoki
egtudiaron la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de testiculo
en numerosas especies de animales; localizaAndose en mayor pro -
porcié6n en la fraccién wmicrosomal. Los mismos autores
solubilizaron la enzima membranal de testiculo de cerdo, y esa-
tudiaron la esgpecificidad para nucle6tido de piridina de 1la
enzima purificada, en donde el NADP'(H)', es la coenzima prefe-
rida por la enzima, y presentando actividades similares tanto

para testosterona como para 17 B-estradiol .(14).

La (HED) EN HIGADO DE COBAYO Y DE CONEJO.

En el higado de cobayo se ha purificado parcialmente la --
17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA y se midié su actividad,
usando los esteroides C18 y C19 como sustratos para la enzima
Yy 8u coenzima fué el NADP'(H)' Asi mismo otras 17 B-HED se

encontraron en el citosol de higado de conejo.(18).

La (HED) DE RIRON DE CERDO.

La 17 HED mejor caracterizada en rifnén, es aquella hallada en
la fraccién soluble de cobayo y posteriormente se completd su
purificacién teniendo mayor actividad con NADP'y NAD'como coen-

zimas, y testosterona como sustrato. (2,52).

(HED) DE OTROS TEJIDOS.

En otros tejidos menos estudiados se detecté la actividad de
la 17 HED, por ejemplo cataliza la interconversién de estra-
diol a estrona en la sangre periférica de mujeres embarazadas

en etapas iniciales de gestacién, y los niveles séricos de esta



enzima aumentan durante el progreso del eabarazo.

Se ha purificado parcialmente y caracterizado en eritrocitos
humanos hemolisados teniendo siempre como absoluto requerimien-
to al NADF. La enzima de eritrocitos humanos utilizé tanto an-
drégenos como estrégenog8 con grupo 17 B-hidroxil, asi como
derivados sulfatados. (16,36).

Areas especificas del cerebro como hipotdlamo, y pituitaria
pueden concentrar 17 B estradiol y testosterona, mas aGn, estas
hormonas pueden influir en la secrecioéon de gonadotropinas por
la pituitaria, lo que promovié el estudio de las 17 HED en el
sistema nervioso, reportandose la oxidacién de 17 B-estradiol y
testosterona como sustratos de la enzima en el sistema nervioso
de ratas, y en el sistema nervioso de fetos humanos, mandriles
y perros. (35).

La influencia de los estrégenos en las actividades biolégicas
de la piel del ser humano adulto ha propuesto la investigacién
del metabolismo de esteroides de este tejido; en ratas recién
nacidas se encontré la 17 8 HED en la fraccién microsomal de la
piel de estos animales, reaccionando con el 17 B-estradiol y la
testosterona .(7}.

Las evidencias anteriores corroboran la importancia de la --
17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, como la enzimsa involucra-
da en procesos metabélicos donde intervienen esterocides en dife

rentes tejidos animales .(11}.



1.1. HIPOTESIS.

A rafz de que el pancreas tiene receptores capaces
de manejar estrégenos, y que existe diferencia significativa de
la presencia del carcinoma pancredtico en hombres y mujeres, se
propone con este trabajo estudiar en pancreas canino, una enzi-
ma, la 17 B=HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA cuya presencia - en
este Organo seria importante, ya que como Se menciondé anterior-
mente la capacidad catalitica de esta enzima es limitada para
los esteroides, de esta manera se tendria una evidencia eapeci-
fica de que el pancreas podria actuar como 6rgano extragonadal

capaz de manejar esteroides.

1.2. OBJETIVOS.

1.2.1. GENERAL: REALIZAR EL ESTUD1O CINETICO DE LA ENZIMA 178
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA en pancreas canino.

1.2.2. PARTICULARES:

A.Localizar en qué fraccién subcelular del pancreas
canino se encuentra la 17 8-HIDROXIESTEROCIDE DESHIDROGENASA.

B.Comparar el comportamiento cinético de la 17 B-HIDROXIESTE-
ROIDE DESHIDROGENASA, frente a diferentes sustratos esteroides.

C.Realizar estudios de inhibicién por producto esteroide en
la reaccci6én catalizada por la enzima.

D.Comparar los parametros cinéticos de eata enzima, con los
de otras 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS descritas en

otros tejidos.



IXI. INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA.

Una de las caracteristicas mis distintivas de la célula hu-
mana es su habilidad para desarrollar reacciones complejas
rapidamente y a la temperatura corporal. Los agentes gque parti-
cipan en el smsetabolismo celular son las enzimas, que pertenecen
a un grupo especifico de proteinas, actuando como catalizadores
bioldgicos, por lo que no alteran el equilibrio de una reaccidn
guimica, peroc si disminuyen la energla de activacién de las
reacciones catalizadas por éllas, es decir, disminuyen el A\ G+
(fig.l){ La combinacién del sustrato con la enzima crea una nue
va via de reaccién que tiene un estado de transicién de menor

energia de la que tendria en ausencia de la enzima.(47)}.

Estado de transicion

No catalizada
14
nl \\
i \
I::mrimw\,

teergia hbre
&
@
Energia hbre

Sustrato

Sustrato
R Producto a Produto
Avance de la reaccion Avance de la reaccidn
Reaccibn no Enzimatica Reaccién Enzimdtica

&
Fig 1.AG*. Energfa Libre de Gibbs.
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Las enzimas son altamente especificas, ya que cada molécula
de sustrato se une especificamente al centro activo de la enzi-

ma como por ejemplo en la catalisis enzimAtica de la reacciédn :

E+853> (ES) 7= E+ P

Se define claramente como el sustrato se une a la enzima
formando priseramente el complejo [ES], sBu existencia Be ha
demostrado por microscopia electroéonica, cristalografia de rayos
X, solubilidad, estabilidad, aislamiento y caracteristicas
espectroacbpicas. (27).

El estudio de la cinética enzimitica es importante, para de-
finir las condiciones Optimas de reaccibn, como el efecto de va
rios factores sobre la enzima: pH, tesperatura, etc. La
cinética es una parte vital para cualquier estudio detallado de
una enzima, y es necesaria para realizar mayores investigacio -
nes sobre la enzima e interpretar resultados. En 1835, el quimi
co Bueco Berzelius establecidé las bases de la catalisis quimica
efectuada por las enzisas, sugiriendo la existencia de una fuer
za vital generada por enzimas que una vez separadas del organis
mo que las contenia podria ser una propiedad debida a los reac-
cionantes quimicos; y a mediados del siglo XIX ya =se habian
postulado las siguientes generalizaciones de la acciébn

enzimitica :

a)._La velocidad de una reaccién enzimatica es mayor que cuando
la reaccién se lleva a cabo por catalizadores no biolégicos.
b)._Los catalizadores enzimiticos se distinguen de los demds,

en que son altamente especificos y catalizan una sola o un pe -



quefio numero de reacciones.

c)._Existe una amplia variedad de catalizadores enzimaticos, ca
da uno de los cuales desempefia una funcién limitada.

d)._La accié6n catalitica se realiza dentro de una region

geométrica: centro activo.(3).

2.1 . CARACTERIZACION ENZIMATICA:

2.1.1.Efecto del pH :

Las enzimas, por ser proteinas, son modificadas notablemente
por 1los cambios de pH del medio en que se encuentran, ya que
contienen por lo menos dos grupos iénicos: el grupo amino termi
nal y el grupo carboxilo terminal.(25) :

Enzima EH2' Enzima EH Enzima E-
pH bajo pH isoeléctrico PH alto

Tienen ademas grupos R iénicos de algunos aminoacidos, los
cuales intervienen también en la caracteristica iénica total de
la enzima, comportaAndose ésta como una molécula poliprética y
anfipatica.

» Por estudios fisicoquimicos, se ha demostrado que la enzima
poliprética en disoluciédn presenta cambios considerables en fun
cién del pH, como lo es Bu solubilidad, ya que el pH al que una
proteina muestra un minimo de solubilidad es en su punto iso -
eléctrico, definido como el valor de pH al que la molécula no
posee carga eléctrica; y al no existir atraccioén electrostéatica
entre las moléculas de proteina vecinas, tiende a precipitar; si

el pH se halla por encima del punto isoeléctrico, la proteina
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posee una carga negativa neta, aumentando en magnitud a medida

que el pH ta, analo te, a cualquier pH por debajo del
punto isoeléctrico, la proteina posee carga positiva; por lo
que el pH al afectar el caricter iénico de la ‘ enzima, modifica
8u estabilidad y el sitio catalitico especifico al sustrato.{47).
Para probar el efecto directo del pH en la estabilidad enzi-
mitica se preincuba la enzima a diferentes pH por arriba y deba
jo del pH éptimo y después se mide la actividad a é&ste pH, ob -
servidndose que en cambios bruscos de pH la enzima presenta
inactivacién irreversible, que puede deberse a un rompimiento
de los enlaces hidrofébicos y puentes de hidrébgeno que juegan
un papel importante para mantener la estructura terciaria de
una protefna .(8)}.
De una manera muy particular el cambio de pH altera la pro-
piedad iénica del sitio activo de la enzima modificando grupos

iénicos especificos, por ejemplo:

a)El grupo alfa carboxilo terminal.
b)EL grupo alfa amino teraminal.
c)Grupo Imidazélico {(de histidina).
d)}Grupos sulfhidrilos {de cisteinas).
e)Grupos fenblicos OH {de tirosinas).
f)Grupos de Guanidina {de argininas).

E1 conocimiento de las propiedades 4cido - basicas de una
proteina determinada hace posible, por tanto, predecir su cos-
portamiento en soluciones de pH diferentes y utilizarse de modo
directo en métodos que permitan la separacién y el andlisis de

mezclas de proteinas, como: la electroforesis y la cromatogra -



fia de intercambio iénico.
MAs aun, el pH modifica en ocasiones al sustrato que contie-
ne grupos ionizables de los cuales sélo una forma ibnica especi

fica puede unirse a la enzima y desencadenar la catdlisis.(44).

2.1.2 Efecto de la temperatura.

La teaperatura es otro factor que modifica 1la actividad
enzimadtica, ya que la enzima es una molécula muy delicada, debi
do a la precisiétn y ordenamiento elevado de su estructura ter -
ciaria, que permite la uni6n especifica, en el espacio, con el
sustrato. La siguiente figura es tipica para velocidades de
reacciones catalizadas por enzimas medidas a diferentes tempera

turas . (28).:
Temp. Optima

Vel. de la reaccién.

Temperatura (°C)

Asi al haber un incremento de la temperatura se proporciona
mayor energia cinética a las moléculas reaccionantes dando como
resultado mayor nimero de colisiones entre E y S por unidad de
tiempo ¥ un incremento en la velocidad catalitica; generandose
una temperatura éptima, que es la mayor temperatura en la cual
una enzima presenta una actividad maxima constante en un
perfodo de tiempo x. Si la molécula enzimAtica absorbe demasia-~

da energia, su estructura terciaria se rompe y la enzima sufre
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desnaturalizacién, y por consiguiente una disminucién de su ac-
tividad catalitica, que de acuerdo a la hipétesis propuesta por
Anfinsen, en la que se establece, que la enzima nativa tiene -
una energia minima, y si se aumenta la temperatura, la proteina
sufre cambios en sus magnitudes termodinimicas, esto es, que
evita un estado termodinidmico desfavorable para tener la
conformacién mas estable, por lo tanto el plegado de la cadena
polipeptidica estaria controlado en forma cinética. (44).

Por consiguiente, un ausento en la entalpia del sistema con-
tribuiria con un aumento en la energia libre de Gibbs, definién
dose el sistema como no espontaneo; asi mismo la ruptura de los
enlaces hidréfobos de la proteina generada por el aumento de la
teaperatura disminuye la entropia que mantiene plegada a l1la en-
zima.

Por otro lado el efecto de la temperatura en una reaccidn
catalizada por enzimas es frecuentemente expresada en términos
de coeficiente de tesperatura : Q10 siendo el factor por el que
la velocidad s8e eleva por cada incremento de 10 °C de
temperatura.

Otro efecto de la temperatura que contribuye al cambio de
las caracteristicas fisicoquimicas de una proteina se manifies-
ta en la solubilidad protéica, que ausenta al aumentar la tes -
peratura hasta el punto donde se genera la inestabilidad y co -
mienza la proteina a desnaturalizarse, generalmente con pérdida
de solubilidad, de esta sanera, al precipitarse la enzima reac-
cionaria muy poco con el sustrato y la catAlisis se veria tam-

bién disminuida.
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En general, la estabilidad de una enzima a diferentes tem-
peraturas depende a su vez de otros factores como son; pH, fuer
za io6nica del medio, y presencia o ausencia de ligandos.

Los sustratos frecuentemente protejen contra la desnaturali-
zacion de la enzima, y el bajo peso molecular de una simple ca-
dena polipeptidica y alto contenido de puentes disulfuro en la
molécula son generalmente caracteristicas que hacen a la enzima
mas estable al calor, también generalmente las enzimas son mas
estables en preparaciones libres de células conteniendo altas
concentraciones de otras protefnas, exceptuando enzimas proteo-

liticas. (44).

2.1.3. Efecto de la fuerza ibnica.

La fuerza iénica del medio influye en las caracteristicas de
la enzima, por ejeamplo:

Para grandes fuerzas ibnicas la atmésfera se condensa apre -
tadamente alrededor del macroibn, y s8i es pequefia la atmésfera

iénica se difunde y extiende.

La fuerza iénica de la solucibén se determina :

W= L Mi-zi?

bonde:
A: Fuerza idnica.

Mi: Molaridad del ién.

Zi: Carga del ién.
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Las sales neutras ejercen efectos pronunciados sobre 1a solu
bilidad de las proteinas, siendo las sales de los iones divalen
tes como: el MEClz y (NHe)=SO4 mucho mAs eficaces que lam sales
de iones monovalentes. La capacidad de éstar sales para influir
en la solubilidad de las protefnas estd en funcién de su fuerza
iénica, definida como una medida tanto de la concentracién como
del numero de cargas eléctricas existentes en los cationes y
los aniocnes unidos por la sal. El efecto es causado por cambios
de la tendencia a la ionizacién, de los grupos R disociables de
la proteina, y a medida que la fuerza iénica aumenta, la solu -
bilidad de una proteina comienza a disminuir, y a una fuerza
ibnica lo suficientemente elevada, una protefna puede ser casi
completamente precipitada de su disolucién: { salting out ) en
eate caso la concentracién elevada de sal puede eliminar el
agua de hidratacibén de las moléculas de protefna, reduciendo su
solubilidad y haciendo con ésto el cAlculo de su actividad mas
diffcil viéndose afectada directamente en una clara disminucién
de la actividad enzimAdtica, aungue no se afecta la configura -

cién nativa de la protefina. (44).

2.2.CINETICA ENZIMATICA.

La concentracién de sustrato es uno de los factores mis im -
portantes para determinar la velocidad de una reaccién enzimi—-
tica, aumentando 1la velocidad con el aumento gradual de 1la
concentracién de sustrato dando una hipérbola rectangular.(5).

En 1905, Brown y Henri, sugirieron que la enzima primero
forma un complejo con el sustrato:{ES], y éste sBubsecuentemente

ge rompe dando la enzima libre : E y el producto P :



E+S T [(ES]

[ES] ——— E

— + P

ECUACION DE HENRI;

R S

S.
1 + Ks
Pogteriormsente en 1913 MIchaelis y Menten describen este ti-
po de proceso que confirma el trabajo experimental de Henri y
colaboradores.

La reaccién que toman en consideracién es :

E+s P isig—PE+ P

En la cual se establece una reaccién de equilibrio répido,
donde E, S y [ES] se equilibran rapidamente en comparacién de
como ({ES] forma E + P, siendo la velocidad de la reaccién a

cualquier tieapo dependiente de la concentracién de [ES].
v = Kpl ES ]

En donde la Kp es la constante catalitica .

Si tomamos en cuenta que [ES] puede expresarse en térainos
de E y S, para una reaccién de disociacién, Ks seria la constan
te de disociacién del complejo [ES].:

K-1

(BS1I______E+ s
K1




E . S
y por tanto, (ES]=
Ks
Sugtituyendo [ES) en 1la ecuacién :
v Kp [ES]
Et E + [ES)

Cancelando y simplificando términos, y asumiendo que RpEt=Vmax.

Tenemos :

Vmax Ka + S

La ecuaci6n anterior es 1la comGnmente conocida como
ecuacién de Michaelis Menten .(3, 44).
En 1925 Briggs-Haldane establecen que la concentraci6tn de
[ES] no estAd en equilibrio, ya que la velocidad como [ES] forma
E + P es mas rapida de como [ES) se disocia en E + S, y por en-

de E , S y [ES] , no eBtan en equilibrio :
E + 8 ‘____. [ES]‘__.EoP

En vez de ello determinan la concentracién de ES a partir de
una ecuacidn de estado estacionario, donde la concentraciédn de
sustrato es mayor que la cantidad de enzima, y la concentracién
de [ES] permanece constante con el tiempo, siendo por esto 1la
velocidad con que se forma ES (a), igual a la velocidad de B8u

descompoaicién (b) :



K1
a) E+ § ———> ES

Kp K-1
b) ES——>»E + P y ES ———>)E + S

La velocidad de Formacién K1 E S = La velocidad de

descomposicién (K-1+Kp) [ES]

Y siendo (ES] = K1 E S

{K-1 + Kp)

El grupo de las tres constantes = k-1 + Kp / K1 , es
definido como la constante de Michaelis " Km ".Y al sustituirla

en la ecuacién de Michaelis y Menten tenemos :

v = S

V max Km + S

De esta manera la constante de Michaelis y Menten, es una
constante dindmica y no de equilibrio, es equivalente a la con
centracién de sustrato que se tiene en la mitad de la velocidad

maxima alcanzada por la catalisis enzimitica.

8i S5 = Km v = 1/2 Vaax

"lLLa constante de Michaelis - Menten ;Km" indica la afinidad

con que un sustrato se puede unir a la enzima.(47).



2.2.1.Inhibicién enzimitica.

Cualquier pustrato que disminuya la velocidad de una reac -
cién enzimatica se considera un inhibidor. Loa estudios de
inhibicién pueden indicar la arquitectura fisicoquimica del si-
tio activo de la enzima, algunos inhibidorea enzimiticos descri
tos son: antibi6ticos, preservativos, toxinas, y sustratos

similares al sustrato especifico para la enzima.(44).

Hay diferentes tipos de inhibicién :

a) Inhibicién Competitiva .

bDonde dnicamente se ve afectada la Km aparente de la reac -
cién y la VmAx no se altera por el inhibidor.
b) Inhibicién No Competitiva .

La Km aparente no se ve efectada y la Vmax disminuye en pre-
sencia de un inhibidor en la reaccién enzimatica.
¢) Inhibici6bn Incompetitiva.

La Vm4x disainuye en presencia de un inhibidor y 1la K=
aparente también disminuye.
d) Inhibicibébn de tipo mixto.

Donde se ven afectadas: Km, VmAx y la pendiente de Km/Vmax.

2.3. ENZIMAS DESHIDROGENASAS.

Las deshidrogenasas son enzimas que catalizan reacciones de
éxido - reduccién 6 Redox, en las que sBe verifica transferencia
de electrones e; desde un dador electrénico (agente reductor) a
un receptor electrénico (agente oxidante); en el caso de 1la
deshidrogenacién, la traneferencia de hidrégenos H! y por ende,

enta deshidrogenacién equivaldria a una oxidacién.(25).
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Las 17 B-HED anteriormente estudiadas son del tipo de
deshidrogenasas piridin - dependientes:

Esta clase de deshidrogenasas necesitan ejercer su accién
catalitica de dos coenzimas: NAD'6 coenzima 1 y NADP'6 coenzima
II.

La reaccién que catalizan estas deshidrogenasas es la
siguiente:

Sustrato H+ + NADO/NADPO‘___J Sustrato + NADH/NADPH + H'

La parte reactiva del NAD'y NADP' es el anillo de nicotinamida,
que durante la oxidacién de un sustrato acepta un (Hl'y dos
electrones, mientras que otro(H!'derivado, a su vez por el
sustrato aparece en el disolvente :

Los nucleétidos de piridina se hallan unidos de forma no
covalente a la protefna de la deshidrogenasa, por lo tanto, el
NAD+ y NADP+ no se consideran grupos prostéticos de la enzima
sino primeros sustratos, ya que al axaminar el comportamiento
cinético de las deshidrogenasas se ha visto que el nuclebtido
piridinico es el primero en unirse al centro activo ( sustrato
conductor), uniéndose a continuacién el sustrato especifico de
la enzima.

Las deshidrogenasas piridin - dependientes muestran un
comportamiento cinético caracteristico de Michaelis- Menten,

tanto con el sustrato como para la coenzima.(47).

2.3.1. Bioquimica de las 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS:
Las 17 8 -HIDROXIESTEROIDES DESHIDROGENASAS son enzimas de -

pendientes de piridin-nuclebétidos que catalizan la interconver-
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sién especifica de los grupos hidroxilo y carbonilo del carbono
17 (C17) de los esteroides de 18 carbonos : Estrégencs, y de 19
carbonos: Andrégenos. Las 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESH1DROGENASAS
al catalizar la modificacién quimica en el carbono 17 de los

esteroides tienen una actividad fisiolégica importante.(46).

Propiedades Generales:

Hay dos tipos de enzimas HIDROXIESTERO1DES DESHIDROGENASAS;
La 17 (beta) y 1la 17 {(alfa), cuya diferencia radica en la este-
roespecificidad de la reaccién enzimAtica en el carbono 17 alfa
¥y 17 beta del sBustrato esteroide.
De acuerdo a las propiedades fisicas y quimicas de ambas enzi -
mas, Be han podido purificar, obtener sus pesos moleculares por
diversos métodos como: filtracién en gel 6 ultracentritugacién;
asi como anAlisis cinéticos, como el realizado por Warren y
Crist de la 17 B -HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de placenta

humana. (46) .

2.3.2. Pesos Moleculares, como propiedad fisica de las 17 B-
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS, en diferentes tejidos
animalen.

Se han reportado una variedad de valores de peso molecular de
esta enzima, obtenidas por diversos métodos como filtracién en
gel, ultracentrifugacién y electroforesis. Por ejemplo, se ob
tiene un promedioc de 66 000 daltons para la 17B-HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA DE PLACENTA HUMANA. Estudios posterioree sBe rea-
lizaron acerca de su subunidad estructural encontrando que 1la

cadena polipeptidica, con peso molecular al antes mencionado,
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estd constituida por un dimero cuya secuencia de aminoAcidos
desde el extremo N-terminal a una distancia de por 10 menos
cinco residuos de la misma.

Para la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE OVARIO bE
OVEJA, se reportd un valor de 104 000 daltons por medio de cen-
trifugacién de gradiente - sucrosa, y empleando la técnica de
filtracién en gel se reporta un valor de 70 000 daltons para la
misma enzima.

La 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE ENDOMETRIO HUMANO,
presenta un valor de 54 000 daltons por filtracién en gel (Sepha
dex), para eritrocitos humanos de: 75 S00 daltons, y para la
enzima purificada y caracterizada de TESTICULO DE CERDO es de
35 500.

Para la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE RINON de cobayo

por ultracentrifugacién es de 35 100.(S52).

2.4 .QUIMICA DE LOS ESTEROIDES .

2.4.1.ESTRUCTURA .

Los esteroides se derivan del esqueleto ciclopentanoperhidrg
fenantreno, 108 cuatro anillos que lo forman se designan con

las letras : A, B, C , D .(24),:
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Los compuestos esteroides importantes son: hormonas sexuales
femeninas, hormonas sexuales masculinas, hormonas adrenocorti =
coides, vitamina D, acidos biliares y ciertos venenos que afec-
tan el corazén .
Las hormonas sexuales se clasifican dentro de tres grandes
Brupos:

1) Hormonas sexuales femeninas .

2) Hormonas sexuales masculinas .

3) Hormonas del embarazo , 6 progestinas .

2.4.2. HORMONAS SEXUALES FEMENINAS:

Los estrégenos, fueron los primeros esteroides aislados. Los
estrbgenoas se caracterizan por tener un anillo A del nilcleo
esteroides aromdtico, lo que hace que el hidroxilo en posicién
tres junto con el anillo den un grupo fendlico, 1a naturaleza
de dicho anillo condiciona la ausencia del grupo metilo angular
en C-10. Estos esteroides junto con la progeasterona controlan

el ciclo sexual de los mamiferos hembra .

2.4 _3.HORMONAS SEXUALES MASCULINAS :

Los andrégenos son compuestos que originan el desarrollo de
loa érganos sexuales masculinos o caracteristicas sexuales se-
cundarias Bon esteroides de 19 Atomos de carbono, que poseen

sustituyentes oxigenados en C-3 y C-17.(5,48).



III. PARTE

3.1.DIAGRAMA GENERAL.

EXPERIMENTAL.

TEJIDO PANCREATICO CANINO.
Buscar actividad enzimatica.

v

DIAGRAMA DE CENTRIFUGACION DIFERENCIAL. ]

Fraccién subcelular,
enzimatica.

Con mayor actividad 1

DETERMINACION DE PROTEINA.]

DETERMINACION DE LA ACT1VIDAD
ENZIMATICA DE LA 17 B~HIDROXI~
ESTEROIDE DESHIDROGENASA.

A)Incubacién. tejido pancrea-
tico, coenzima, sustrato este-
roide radiactivo.

B)Extraccién del producto.

C)beteccidn del producto.

Variar condiciones para caracterizar la enzima.

PROCESAMIENTO DE DATOS.

RESULTADOS.




3.1.1. DIAGRAMA DE CENTRIFUGAC1ON DIFERENCIAL.

Utilizando un gradiente de sacarosa 0.25 M.

TEJIDO
HOMOGENEIZADO

v

1la.Centrifugacién
600 g durante 15 min.

.A/\

Precipitado 1. Sobrenadante 1.
NGcleos y Células 2a.Centrifugacién
intactas. 10 000 g durante 60 min.
y
Precipitado 2 Sobrenadante 2.
Mitocondrias. Ultracentrifugacién.
105 000 g durante 60 min.

Precipitado 3 Sobrenadante 3.
Microsomas . Citosol.

Nota : Resuspender los precipitados en aproximadamente 10 6 15
ml con amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7.0. Guardar las
fracciones asi{ obtenidas en refrigeracién a 4 °C, hasta el

momento de utilizarse.
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3.2. MATERIAL BIOLOGICO.
El Instituto Nacional de Cardiologfa, de la ciudad de México
doné pancreas de perros callejeros, muertos por electro-shock,
transportadndose en hielo al laboratorio y guardandolos a -70 °C

hasta el momento de su utilizacién.

3.3. METODOLOGIA.
Limpiar el tejido pancredtico a 4°C, de cualquier residuo de
grasa y tejido conectivo; resuspender un gramo de tejido en 10

ml de amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7.0.(34).

3.3.1.Fraccionamiento subcelular de Pancreas canino.
Usar un gradiente de centrifugacién de sacarosa y los pasos

correspondientes al diagrama anteriormente mencionado.

3.3.2.Determinacién de proteina.

a) Tomar 1 ml de muestra de tejido pancreatico, diluir 1:10
6 1:20 segiin sea necesario.

b) Adicionar 5 ml de una solucién que contiene: 0.1 ml de la
solucién de sulfato de cobre al 1% con agua destilada, 0.1 al
de una solucién de tartrato de sodio y potasio al 2X en agua
destilada, y 10 ml de una solucién de carbonato de sodio al 2%
en hidréxido de sodio 0.1 N.

c) Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

d) Ahadir 0.5 al del reactivo de Folin .

e) Dejar ineubar a temperatura ambiente 30 minutos .

f) Leer a 750 nm.

Usar blanco de reactivo Yy realizar la correépondiente curva

de calibracién con una solucién de referencia de albimina.(26).
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3.3.3. Determinacién de la actividad enzimitica.

Posteriormente medir la actividad de la 17 B-HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA de pancreas canino a 37°C y 10 min. de incubacién
colocar una concentracién espec{fica de esteroide asi como el
esteroide radiactivo, la coenzima y el amortiguador de fosfatos
5 mM, dejar correr la reaccién después de colocar la fraccién
mitocondrial de tejido pancreitico en cantidad tal que en el me
dio de reaccién se tenga 1 mg de proteina, parar 1la reaccién
con éter etflico, agitar y centrifugar para separar las fases:
acuosa y eterea formadas, decantar la fase etérea, evaporar y
adicionar una solucibén de arrastre que contenga el sustrato y
el producto esteroide esperado, realizar la separacibén de asbos
por cromatografia en capa fina y un Bistema de disolventes
conocido; cortar la placa déspues de revelarse con luz ultra -
violeta y/6 vapores de yodo, y contar la radiactividad recupera
da. (Ver apéndice 8.3).
Para determinar los parAsetros cinéticos, variar las démas
condiciones de reaccién, por ejemplo en la bisqueda de la Km y
Va4x variar la concentracibén de sustrato ya sea testosterona,
androstendiona y estradiol, {(Tablae No.1,2); al detersinar el
pPH y temperatura 6ptimos aparentes variar el pH y tesperatura
del medio de incubacién manteniendo las demds condiciones de la
reaccién constantes.

Otras condiciones del comportamiento cinético son 1las de
variar diferentes tiempos de incubacién de la reaccién, vy
concentraciones de proteina de 1la fraccién mitocondrial

del tejido pancreAtico.



DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS: Km Y Vmax.

TABLA No. 1

DE LA 17 B-HIDROXIESTEROIDE

DESHIDROGENASA EN LAS REACCIONES DE OXIDACION DE TESTOSTERONA, (Test) Y EN LA
REDUCCION DE ANDROSTENDIONA ( And).
VIALES CONCENTRACION SUSTRATO | EVAPORAR | SUSTRATO H COENZIMA ENZIMA
DE SUSTRATO 0.5 mM 100 mil cpm | NAD+/NADH 1 mg
pil.) 2 mg/100ul| de
1 2 4 ul s 100 al 100 ud P
2 5 10 ul E 100 ul 100 42 R
3 10 20 al Q 100 4l 100 al o]
4 20 40 ul u 100 al 100 4l T
S 40 80 al E 100 ul 100 ul E
6 80 160 ul D 100 41 100 ul 1
Blanco 15 30 &l A 100 a1 100 aul -i—
Control (+) 15 30 &l D 100 ul 100 ul A

Llevar a 1 ml con amortiguador de fosfatos S mM, pH 7.0.

Realizar el control positivo (+), con 1a 17 B-HIDROX1ESTEROIDE DESHIDROGENASA de

placenta humana.

8¢



TABLA No.2
DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS Km y Vmax DE LA 17 B -~HIDROXIESTEROIDE

DESHIDROGENASA EN LA REACCION DE OXIDACION DEL ESTRADIOL.

VIALES CONCENTRACION | SUSTRATO { EVAPORAR | SUSTRATO H COENZIMA ENZIMA
DE SUSTRATO 0.05 oM 100 mil cpm NAD+/NADH 1 mg
uM 2ng de
1 0.5 10 wul s 100 1l 100 ual P
2 1.0 20 ul E 100 a1l 100 a1 R
3 2.0 40 4l Q 100 ul 100 a1l o]
0.5 mM
4 5.0 10 1 u 100 ul 100 T
S 10.0 20 ul E 100 ul 100 1l E
6 20.0 40 ml D 100 ud 100 ul I
7 50.0 100 ul A 100 ul 100 1l N
Blanco 15.0 30 ul D 100 ul 100 ul
Control 15.0 30 4l 100 al 100 a1 A

Llevar a 1 ml con amortiguador de fosfatos S maM, pH 7.0.

Realizar el control positivo (+), con 17 B-~HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de

placenta humana.

[X4
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3.4 .RESULTADOS.

Debido a que el objetivo del presente trabajo era el de de -
mostrar, y efectuar el anilisis cinético de una enzima con acti
vidad de 6xido - reduccién de hormonas esteroides en tejido
pancreatico canino, era indispensable asegurar que 1os sustratos
que se utilizaran fueran puros; para tal objeto se obtuvo estra
diol, androstendiona y testosterona tritiadas, una fraccién de
los cuales se recristalizé por calentamiento y se sometid cada
una de las muestras a cromatograffia en capa fina contra
estindares conocidos. Los resultados mostraron que las muestras
ensayadas contenian una cantidad mfinima pero no determinada de
contaminantes que podrian ser productos de la hidrélisis del
sustrato; sin embargo el hecho de estar marcados con radiactivi
dad podria interferir en los posteriores ensayos, razbén por la
cual se decidié eliminar los contaminantes a través de cromato-
grafia por filtraéién en gel, utilizando columnas de 20 ca. em-
pacadas con Sephadex LH 20-100 las cuales tienen un diimetro de
poro de entre 25 y 100 micras, utilizando los solventes mas adg
cuados para la separacién de esteroides. Como se puede observar
en las figuras 1,2,3, el procedimiento fue capaz de eliminar la
mayoria de los contaminantes, sBin embargo para mayor sensibili-

dad en los ensayos posteriores se decidié utilizar solamente los

dos tubos de cada una de las r tivas col en los que se
concentraba mis del 90% de la radiactividad.

Con objeto de confirmar que efectivamente el pancreas posee
la enzima de interés se efectuaron experimentos con extractos

crudos de pancreas los cuales se incubaron con 100 000 cpa. de
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los sustratos previamente purificados. El ensayo en capa fina de
el residuo de las incubaciones efectuadas corroboré la presen -
cia de la enzima en el paAncreas canino. Una vez demostrado lo
anterior se decidié tratar de determinar en qué fraccién del
tejido pancredtico se encontraba la enzima, para esto se
decidib hacer un fraccionamiento subcelular del tejido pancrea-
tico ya que 8e conoce que estas enzimas sBon de localizacién
intracelular. Para este objeto se efectuaron homogeneizados de
tejido pancreitico los cuales previasente se libraron de tejido
conectivo por medios fisicos; estos homogeneizados se centrifu-
garon de manera diferencial en gradieﬁtea de sacarosa ( Ver
diagrama 3.1.1.,del capitulo Parte Experisental ). La tabla
No.3 demuestra que el 86R% de la actividad se recuperé6 en la
fraccidn mitocondrial, el 5% recuperado en la fracciétn nuclear
podria ser consecuencia de una deficiente decantacién de los
tubos. Para que la reacci6tn enzimidtica se lleve a cabo, eB
necesario la presencia de una coenzima que sea especifica para
la enzima, para tal objeto Be decidié probar las dos diferentes
coenzimas descritas para las 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENA
SAS aisladas de otros érganos. Los resultados de estos experi -
mentos mostraron que solamente la NAD'tanto en su forma oxidada
como reducida actud como coenzima especifica para esta reaccién.
Pebido a lo anterior todos los experimentos realizados con la
enzima y los diferentes sustratos se efectuaron siempre con 2
mg por ml de coenzima que corresponde a una cifra 20 veces ma -
yor a la concentracién éptima requerida. La grifica No.4 repre-

gsenta la cinética de la 17 B-HIDROX1ESTEROIDE DESHIDROGENASA
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con respecto a la testosterona en donde se puede apreciar
claramente que la velocidad maxima de la enzima corresponde a
0.4 nmol.mg.min. y donde también se observa que la mitad de la
velocidad mixima de la reaccién (Km) es de 3.5 + 0.5 uM, a pH y
temperatura constantes. Para hacer mis claro estos resultados
en la grAfica No. 5 se representa de manera lineal los mismos
resultados. Finalmente, la tabla No. 4 muestra los valores a
partir de los cuales se obtuvieron las curvas.

Las graficas 6 y 7 representan la cinética de la enzima con
respecto a la androstendiona; en estas graAficas se observa como
la Km de la enzima es considerablemente mayor al utilizar este
gsustrato ( Km= 9.5 *+ 0.9 ), de manera similar al otro sustrato
la tabla No. S muestra los valores que se utilizaron para cal -
cular las curvas.

Finalmente las graficas 8 y 9 asi como la tabla No.6 mues -
tran la similitud en el valor de Km de la enzima cuando se uti-
liza como sustrato al estradiol con respecto a la Km utilizando
testosterona. La pequefia diferencia en los valores de Vmax al
utilizar ambos tipos de sustrato traduce una saturacién maAs ra-
pida de 1a enzima en el caso del estradiol.

Aunque todos logs experimentos anteriormente mencionados se
efectuarén a 37 °C se decidié efectuar una cinética modificando
la variable temperatura; las graficas 10 y 11 corroboran que la
actividad de 1la enzima es O6ptima a 37 °C en el caso de la
androstendiona, sin embargo, para la testosterona la temperatura
&éptima es de 40 °C, lo cual quiere decir que s8i los experimentos

se hubieran efectuado a esta temperatura para dicho sustrato
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los valores de la Km probablemente serian menores; sin embargo
como se puede observar en la grafica No.10 el haber efectuado
los experimentos a 37 °C en el caso de la testosterona tuvo una
influencia aproximada de menos del 10 X con respecto a los
valores oOptimos obtenidos.

De manera similar a las determinaciones de temperatura las
grAficas 12 y 13 representan el efecto del pH sobre la activi -
dad de la enzima en dos diferentes sustratos. Los resultados
muestran que las determinaciones que se efectuaron a pH 7.0
no se encuentran lejos de los pH 6ptimos aparentes para los
diferentes sustratos; sin embargo lo que mas llama la atencién
es el hecho de que al parecer la androstendiona es capaz de
proteger a la enzima aun a pH tan disimiles como serian valores
menores a 6.0 6 mayores a 7.0.

El tiempo de incubacidn que se manejé en estos experimentos
{10 wmin.) es totalsente compatible con los resultados
que se obtuvieron y que se demuestran en las figuras 14 y 1S
en las cuales se observa que la meseta de respuesta de 1a
reaccién se alcanza cuando el tiempo de incubacibén es de mas de
30 min. Debido a que la Km de las enzimas se calcula con respec
to al tiempo y a la concentracibén, y en el caso de la primera
variable siespre se estuvo en los rangos adecuados. Similar a
lo anterior, se tiene que los resultados de las graficas 16 y 17
muestran que 1la concentracién de proteina obtenida de 1la
fraccidédn mitocondrial con la que siempre se trabajo {1 =mg)
estuvo dentro de los paraAmetros de linearidad ya que manejando

concentraciones hasta de 2 mg de protefna no se alcanzé 1la
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neseta.

Las pruebas de inhibicién por producto, 8se realizaron
utilizando testosterona, y androstendiona como sustratos y
afadiendo el producto esteroide a diferentes concentraciones en
la reaccién enzimitica, observaAndose en las graficas 18 y 19
que el efecto no era el esperado ya que ge obtuvo un aumsento de
la actividad enzimidtica al afiadir el producto correspondiente a
la reacciébn, lo cual puede deberse a un efecto del medio en que

se encuentra 1a enzima, ya que no se encuentra pura.
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DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA EN PANCREAS

TABLA No. 3

CANINO.

FRACCION CONCENTRACION | VOLUMEN| ACT1VIDAD ACT1V1DAD ACTIVIDAD
SUBCELULAR DE PROTEINA (ml} ESPECIFICA TOTAL RECUPERADA

(mg/ml) nmol/mg.min) (nmol.min) (%)
TEST. AND. TEST. AND. TEST. | AND.

(HOMOGENADO 14.8 508 0.111 0.081 829.6 605.4 100.0 | 100.0
INUCLEAR 14.5 20 0.150 0.104 43.5 30.2 5.2 4.9
MITOCONDRIAL 37.8 45 0.420 0.317 714.4 539.2 86.1 89.1
MNICROSOMAL 38.2 11 0.051 0.027 21.4 11.3 2.6 1.8
CITOSOLICA 11.3 380 0.003 0.000 12.8 0.0 1.5 ) 0.0

TEST.= Testosterona.

AND. = Androstendiona.
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TABLA No.4

CINETICA DE LA 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, UTILIZANDO TESTOSTERONA COMO

SUSTRATO. .
REACCION: TESTOSTERONA + NAD """ ANDROSTENDIONA + NADH + H”
S 1/8 Vexp. 1/Vexp. V calculada 1/Vcalculada
uM M neol/mg.min. nmol/mg.min. nmol/ag.min. nmol/mg.min.
1 1.0 0.021 47.6 0.033 30.3
2 0.5 0.131 7.6 0.149 6.7
S 0.2 0.261 3.8 0.244 4.1
10 0.1 0.319 3.1 0.311 3.2
20 0.05 0.387 2.6 0.362 2.7
40 0.025 0.401 2.5 0.394 2.5
80 0.0125 0.405 2.4 0.408 2.4

Donde: S= Sustrato, Vexp.=Velocidad experimental, Vcalc.=Velocidad calculada por
medio del anAlisis estadistico por G.N. Wilkineon. (53).

Estos resultados son el promedio de cuando menos cinco experimentos.

A partir de los resultados anteriores se detersina: Km: 3.5 % 0.5 uM, -1/Ke: -0.28

UM, VMAX: 0.4 nmol/mg.min.,1/VMAX: 2.5 nmol/mg.min.

6%
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GRAFICA No. 4
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GRAFICA No. S
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TABLA No. S.

CINETICA DE LA 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, UTILIZANDO ANDROSTENDIONA COMO

SUSTRATO. —— .
REACCION: ANDROSTENDIONA + NADH + H"____ TESTOSTERONA + NAD

S 1/ vexp. 1/Vexp. V calculada 1/Vcalculada

aM uM nmol/mg.min. nmol/mg.min. nmol/ag.min. nmol/mg.min.
0.5 0.063 15.8 0.055 20.0
0.2 0.123 8.1 0.100 8.3

10 0.1 0.195 5.1 0.200 5.0

20 0.05 0.238 4.2 0.240 4.1

40 0.025 0.279 3.6 0.330 3.0

80 0.0125 0.320 3.1 0.400 2.5

Donde S= Sustrato, Vexp.= Velocidad experimental, Vecalc.= Velocidad calculada
de acuerdo al andlisis estadistico en cinética enzim&tica realizado por G.N. Wilkinson.
Estos resultados son el promedio de cuando menos cinco experimentos.

A partir de los resultados anteriores se determina: Km: 9.5 * 0.9 uM, =1/Kms: -0.1053

VMAX: 0.4 nmol/mg.min., 1/VMAX: 2.5 nmol/mg.min.

v
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GRAFICA NO. 6
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GRAFICA No. 7
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TABLA No. 6.

CINETICA DE LA 17 PB-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA UTILIZANDO 17 B-ESTRADIOL, COMO

SUSTRATO.
REACCION: ESTRADIOL + NAD® i ESTRONA + NADH + H™

s /8 Vexp. 1/Vexp. V calculada 1/Vcalculada
oM M nmol/mg.min. nmol/mg.min. nmol/mg.min. nmol/mg.min.
0.5 2.0 0.031 32.2 0.037 27.0

1.0 1.0 0.064 15.6 0.065 15.4

2.0 0.5 0.109 9.2 0.106 9.4

5.0 0.2 0.166 6.0 0.170 5.8
10.0 c.1 0.222 4.5 0.213 4.7
20.0 0.05 0.238 4.2 0.244 4.1
hfo.o 0.02 0.300 3.3 0.340 3.3

Donde: S= Sustrato, Vexp. = Velocidad experimental, Vcalc.= Velocidad calculada por
medio del anAlisis estadistico en cinética enzimitica realizada por G.N Wilkinson
Estos resultados son el promedio de cuando menos cinco experisentos.

A partir de los resultados anteriores se determina: Km: 3.4 t 0.5 uM. -1/Km: -~

0.29, VMAX: 0.3 nmol/mg.min., 1/VMAX: 3.33 nmol/ag.min.

SYy
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GRAFICA No. 8

REPRESENTACION GRAFICA DE LA CINETICA DE VELOCIDADES
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GRAFICA No. 10

ACTIVIDAD DE LA 17 A-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA !
EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

/¢

AEACCION: TESTOSTERONA 2221 ANDROSTENDIONA + NADH + H
LA ACTIVIDAD MAXIMA APARENTE PARA
LA OXIDACION DE TESTOSTERONA FUE ALCANZADA A: 40 °C
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GRAFICA No. 11

ACTIVIDAD DE LA 17 A-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
EN FUNCION DE LA TEMPERATURA
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REACCION: ANDROSTENDIONA M2 TESTOSTERONA + NAD*
LA ACTIVIDAD MAXIMA APARENTE PARA
LA REDUCCION DE ANDROSTENDIONA FUE ALCANZADA A: 37 °C.
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GRAFICA No. 12

ACTIVIDAD DE LA 17 A-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
EN FUNCION DEL pH
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pH OPTIMO DE LA ENZIMA
PARA LA OXIDACION DE LA TESTOSTERONA: 7.5
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GRAFICA No. 13

ACTIVIDAD DE LA 17 A-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
EN FUNCI!ON DEL pH
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REACCION: ANDROSTENDIONA Y221 TESTOSTERONA + NAD* FORMADA

pH OPTIMO DE LA ENZIMA
PARA LA REDUCCION DE ANDROSTENDIONA: 6.0 - 6.5
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GRAFICA No. 14

ACTIVIDAD DE LA 17 A-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION
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GRAFICA No. 15

ACTIVIDAD DE LA 17 f-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
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GRAFICA No. 16

ACTIVIDAD DE LA 17 A-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA

A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROTEINA
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GRAFICA No, 17

ACTIVIDAD DE LA 17 B -HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROTEINA
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GRAFICA No. 18
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GRAFICA No. 19
CINETICA, ACTIVACION POR PRODUCTO
OH + H*
REACCION: ANDROSTENDIONA i

TESTOSTERONA + NAD*
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RESULTADOS:
1. CONTROL
TEST =0 M; Km = 11.438, Vméx = 3.303

l‘l; S; 80 M
. 181 M
2. TEST = 10 M; Km = 12.216, Vmax = 6.213
3.TEST = 15 M; Km = 12.683, Vmax = 7.10
4. TEST =25 M; Km = 22.429, Vmax = 9.983
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IV. DISCUSION.

Los resultados de este estudio muestran la presencia
catalftica de la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA en pan -
creas de perros machos, en la fraccién mitocondrial, posiblesen
te relacionada con la estructura membranal de este organelo vya
que posteriormente a este trabajo se realizé el tratamiento con
fosfolipasa tipo A la cual disminuye la actividad enzimitica en
un 90% a diferencia de la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
reportada en la fraccié4n no membranal microsomal de testfculo
de cerdo.(14). La mayorfa de las 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHI-
DROGENASAS descritas en la literatura se encuentran en microso-
mas ¥y citosol, 1o cual ha permsitido su probable purificacién,
aunque se reportd una enzima mitocondrial de endometrio humano
capaz de oxidar el 17 g-Eatradiol utilizando NAD'y NADP' como
coenzimas, (Ver tabla No. 7) en comparacién con la enzima estu -
diada en este trabajo cuya empecificidad para coenzima se limi-
ta al NAD 'Y/ (H)ﬁ en donde la bioconversién de 1los sustratos
esteroidesn en presencia de la enzima no pudo ser detectada al
utilizar el nucleé6tido de piridina: NADP'/ (H)t

La enzima presenta una amsplia especificidad de sustrato
siendo capaz de catalizar la conversibn del grupo hidroxilo -17
y grupo oxo - 17 de andrégenos : testosterona y androstendiona,
asi como la conversién de estradiol a estrona.

La oxidacién del grupo 17 hidroxilo de la testosterona en
presencia de NAD'procede con mayor facilidad, dato revelado por
Bu parimetro cinético Km (Conastante de Michaelis Menten), donde

la enzima tiene una mayor afinidad por el sustrato ( Km= 3.5 %
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0.5 uM) .y del mismo orden de magnitud a la 17 B-HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA de testiculo humano, porcino y de rata, los
cuales se encuentran fisiolégicamente relacionados con la bio -
sintesis de testosterona. En contraste a la menor afinidad de
la enzima a la androstendiona (Km= 9.5 % 0.9 uM).(52).

La dependencia de pH para la conversién enzimitica, de tes -
tosterona, y androstendiona dan curvas con un saxiso relativa -
mente estrecho, y con pendientes que decrecen con rapidéz a am-
bos lados de la curva, la porcién mas elevada correspondié al
pH 6ptimo para este ensayo, siendo de 6 - 6.5 en la reduccibén
de androstendiona y de 7.5 en la oxidacién de la testosterona,
aunque las preparaciones enzimdticas se realizaron a pH de 7.0
donde 1la oxidacién vy reduccién de ambos sustratos ocurrian
aproximadamsente a la misma velocidad y trabajdndose con esto a
un pH cercano al biolégico. El pH éptimo de la 17 B-HIDROXIESTE
ROIDE DESHIDROGENASA de testficulo porcino fué de 7.0, (ver tabla
No.7) valor cercano al reportado en este trabajo para la 17 B-
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA en pAncreas de perros machos.

En cuanto a la dependencia de la temperatura por la enzima
en un rango de 20 °C y 70 "C se ve que en ambas reacciones de
oxido-reduccién se obtiene un pico m&ximo de actividad enzimati
ca Biendo para androstendiona de 37 °C y para la testosterona
de 40°C (graficas 10 y 11), siendo esta Gltima cercana a la al-
canzada por la enzima mitocondrial de endometrio humano. La des
naturalizacién por calor de la enzima para ambas actividades se

manifiesta por arriba de los 40 °C.(37).
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Los estudios de inhibicién por andlogos al sustrato se
realizaron adicionando cantidades micromolares del producto es-
teroide (posible inhibidor) al medio de incubacibn, observando
que en lugar de producirse inhibicién en la reaccién enzimAtica
hay un aumento en la actividad, aumentando la Km y Vmax del
esteroide estudiado frente a la concentracién del producto
anadido.

Es importante mencionar que durante la estandarizacién del
wmétodo se variaron condiciones como la sejor utilizacién de
solventes orginicos, soluciones amortiguadoras y demas material
utilizado, realizando durante los experimentos los controles po
gitivos (con una enzima 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA,
purificada de placenta humana) asi como controles negativos for
madoa por desnaturalizacibn de la enzima al calor, sin coenzima
NAD' ( H') 6 sin enzima dando blancos de la misma magnitud en
los tres casos.

La estabilidad de la enzima es baja a cambios bruscos de
congelacién y descongelacién , por 1o que fue necesario formar
alicuotas de la fraccién mitocondrial de pancreas de perros
machos, con 1la finalidad de ser utilizada para un ensayo en
particular y evitar con esto el manipuleo conastante y por ende
la pérdida de la actividad enzimitica. Para mantener mas tieampo
la estabilidad de la enzima se probd la albimina, proteina que
ha sido descrita por la literatura como capaz de conservar y
en ocaciones activar reacciones enzimaAticas, asi como también
ejerce efectos contrarios de inhibicién para algunas enzimas,

para esta 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de pancreas se
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increment6 la actividad en un 80 % tras la adicién de albtmina,
dato que puede deberse a la capacidad de 1la albtmina para
incrementar la solubilidad de esteroides en reacciones enzima -
ticas aunque su efecto se ha visto que depende de las condicio-
nes del ensayo y de la enzima que se esté estudiando. (43).

Los resultados demuestran la actividad de 1la 17 B-
HIDROX1ESTEROIDE DESHIDROGENASA, en pancreas de perros machos
lo cual suguiere una posible funcién biolégica de dicha enzima
en el é6rgano aunque como se sabe las condiciones in vitro no
son extrapolables in vivo, este estudio permite tener 1la
primera evidencia de que una enzima capaz de manejar esteroides
se encuentra localizada en paAncreas canino, 6rgano no descrito
en la literatura como posible interventor en el metabolismo de

esteroides.



TABLA No.?

CARACTERIZACION DE OTRAS 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS EN DIFERENTES
TEJIDOS ANIMALES.
TEJIDO OCALIZACION IESPECIF1CIDAD CONSTANTES pH TEMPERATURA
UBCELULAR PE COENZIMA CINETICAS OPTIMO OPTIMA
NAD/NADE/ (H) Sustrato Ka {VMAX c
Endometrio Mitocondria NAD™ Estradiol-17 13.4 | 0.14 9.5 45
humano. NADF™ Estradiol-17 2.6 | 0.009
Carcinoma Mitocondria NAD" Egtradiol=17 15.1 0.1
de endomegrio. NADP™ Estradiol-17 }2.5 | 0.007
Piel de Microsomas NAD™ Estradiol-17 |4.1 |0.093 8.5
rata NAD’ Testosterona (4.0 (0.093
Testiculo Microaomas NADP™ Androstendiona 40 48 7. 50
Porcino. |poca actividad

en mitocondria

9



TABLA No.7

{Continuacién)
Eritrocito { Citoplasma NADF™ Testosterona 170 9.2
Humano. NADP Estradiol-17 91 9.7
Placenta Citosol NAD™ Estradiol-17 14 12 mil
Humana. NADP Estradiol- 17| 15 9 mil
Ovario Citosol NAD™ Estradiol=17 | 30 8.15
de Cordero.
Higado Microsomas NAD™ Testosterona 410 10.1
de cerdo Citosol NADP Testosterona 140 10.7
de Guinea.
Glandula Homogenado NAJ Existe conversiétn de testosterona
Submaxilar NADP a Androstendiona y de Estradiol a
de rata. Estrona {No Bse reportan las

constantes c

inéticas ). (1, 21, 31).
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V. RESUMEN.

Hasta el momento, el pancreas no ha sido considerado un
érgano involucrado en la biosfntesis de hormonas esteroides.
Sin embarge, en los Gltimos afios una serie de evidencias
peraiten suponer que dicho 4rgano juega un papel importante en
el metabolismo de hormonas esteroides. Rosenthal y Sandberg
reportaron la presencia de una globulina tijadora de estrégenos
en el citosol de pAncreas de rata.(41). Los mismos autores
demostraron la existencia de receptores a hormonas esteroides
en pancreas humano.(42). Otros reportes sefialan niveles altos

de receptores a estrégenos en adenocarcinoma de pancreas y

tejido fetal. (22). La pr ia de al enzimas participan -
tes en la transformacién de hormonas esteroides, se encuentra
generalwente asociada a la presencia en los tejidos de recepto-
res para sustratos respectivos.(11). En estudios recientes se
reporta que la incubaciétn de testosterona con homogenados de
tejido pancreitico adulto normal, fetal y adenocarcinoma
resulta en la produccidn de cantidades detectables de estradiol
~178 y S5Sa dihidrotestosterona evidenci&ndose la actividad de
dos enzimas involucradas en la biosintesis de hormonas
esteroides aromatasa y Sa ~ reductasa; particularmente
interesante resulta que la actividad de estas enzimas es
cuantitativamente diferente cuando Be comparan el tejido normal
y el carcinoma.(15).

En base a lo anterior surge el interds de caracterizar una
enzima relacionada con el metabolismo de horamonas esteroides

con la finalidad de encontrar una actividad catalitica especi-
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fica en el tejido pancredtico canino.

Este trabajo presenta parte de una investigacién sobre el
papel potencial del pancreas en la biosintesis y metabolismo de
hormonas esteroides. Siendo la caracterizacién de la 17 B-
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA utilizando testosterona, andros
tendiona, y estradiol como sustratos.

Primeramente se prob6é la actividad de la 17 B-HIDROXIESTEROX
DE DESHIDROGENASA en homogenados de pAncreas canino los cuales
se obtuvieron de perros callejeros machos proporcionados por el
Inetituto Nacionhal de Cardiologfa Ignacio Chavez y después de
su transportacién fueron procesados realizdndose su fracciona -
miento subcelular mediante centrifugacién diferencial.

La identificacién de las actividades enzimAticas se llevé a
cabo incubando homogeneizados de tejido en presencia de sustra-
tos radiactivos, siendo la actividad valorada por cuantificacién
del producto por medio de centelleo liquido, después de la ex -
traccién con disolventes orginicos y separacién por cromatogra-
ff{a en capa fina.

La identidad de los productos se confirmé cristalizando el
producto radiocactivo con estdndares y valorando la actividad
espec{fica as{ como por comparacién de la conducta cromatogri -
fica de los productos con estindares en diferentes sistemas de
disolventes orginicos.

Las constantes cinédticas (Km aparente = constante de Michaels-
Menten y Vmax= velocidad maxima alcanzada) se determinaron incu
bando la muestra de tejido pancreAtico manteniendo una constante

de protefna, la coenzima requerida, e incrementando la concen -
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tracién de sustrato.

Los ensayoB de determinacién de pH y temwperatura 6ptimos se

realizaron manteniendo las condiciones de incubacibn constantes,
variando Gnicamente las diferentes concentraciones de [HPy la
temperatura. También se deterainaron las velocidades de 1la
enzima frente a diferentes concentraciones de proteina y varios
tiempoB de incubacién.
Los estudios de inhibicién por an&logos del sustrato esteroide
(producto de la reaccién) se realizaron escencialmente como se
menciond al inicio para la determinacibén de Ka y Vmax, pero en
prescencia de distintas concentraciones del inhibidor en
estudio.

Coso resultado se observa que esta enzima sBe localiza en la
fraccién mitocondrial de paAncreas canino. Presenta una especifi
cidad de coenzima para NAD'(H)‘catalizando la Jxido-reduccibn
de los andrégenos, testosterona y androstendiona, asi como para

la oxidacién del 17-8 estradiol.

La ks aparente de la enzima utilizando testosterona como sustra

to fué de 3.5 * 0.5 pM, VMax aparente de 0.4 nmol/ mg. min., el

pH 6ptimo de 6.8 - 7.0 y temperatura 6ptima entre 6.8 - 7.0 °C

respectivasente.

La km aparente de la enzima utilizando androstendiona fué de 9.5
*+ 0.9 uM y 1a VMax aparente de 0.4 nmol/ mg. min., el pH optimo

de 6.5 y la temperatura 6ptima de 37 °C.

Utilizando estradiol presenta una ks aparente de 3.4 * 0.5 uM,

VMax aparente de 0.3 nmol/ mg. min. Las condiciones de pH vy

temperatura éptimas no se detersinaron.
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Las pruebas de inhibicién adicionando diferentes concentraciones
del producto en cada una de las reacciones para androéogenos die-
ron como resultado una activacién de la catdlisis enzimatica.

Al ser una enzima localizada en witocondrias dificulta =su
probable purificaci6tn, presenta una especificidad para coenzima
NAD; a diferencia de otras 17 B -HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENA-
SAS como la de endometrio y placenta humano.
Presenta amplia especificidad de sustrato ya que tiene 1la
capacidad de interconvertir testosterona - androstendiona y el
17 B-Estradiol - Estrona.

Las constantes cinéticas variaron con respecto al sustrato
utilizado, pero la Km utilizando testosterona y estradiol como

sustratos para la enzima fueron del aismo orden de magnitud.

Al mostrar la actividad de la 17 - HIDROXIESTEROIDE DESHI-
DROGENASA en pAncreas canino, se sugiere una posible funcién
biolégica de dicha enzima en el é6rgano, ampliando una gama de
posibilidades de accién de las hormonas esteroides en el

pAncreas.



VI. CONCLUSIONES.

Al buscar la actividad enzimaAtica de la 17 B-HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA, ésta se presentdé en el homogenado de tejido pan
credtico, 1o cual cumple con la hipébtesis planteada; por otro
lado sBe realizd la caracterizaciébn parcial de la enzima en
paAncreas canino, utilizando testosterona, androstendiona y
estradiol como sustratos, cuaspliendo con los objetivos
planteados al inicio del trabajo. Al determinar los parametros
cinéticos Km, VMAX, temperatura y pH 6ptimos, tiempos de incu-
bacién y concentracién de protefna, se pudo comparar su activi-
dad cinética con el de otras 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENA
SAS, de otros tejidos.

La localizacién de la enzima en la fracciédn mitocondrial, asi
como 8Bu caracterizacién con los tres diferentes sustratos
propone que esta enzima 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA
desespeiia un papel catalitico importante en dicho érgano, el
cual abriria nuevos horizontes en el campo de la investigacién
por ejemplo:

El trabajo preparativo de apoyo y la estandarizacién del mé-
todo anteriormente descrito propone una posibilidad para 1la
caracterizacién in vitro de otras enzimas que utilicen esteroi-
des .

Abre la posibilidad de caracterizar otras enzimas involucradas
en la esteroidogénesis con la finalidad de esBtablecer posibles
vias de sintesis de hormonas esteroides en pancreas.

Al ver que la enzima tiene actividad en paAncreas canino, es-
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tudiar la actividad de esta enzima 17 B-HIDROXIESTEROIDE

DESHIDROGENASA en el pancreas humano, lo cual se aplicaria en:

Crear biotecnologia, es decir, nuevas pruebas diagnésticas
enzimdticas, y ver la posible relaciétn en cuanto a cantidad y/o
especificidad de la enzima 17 B-HIDROXIESTEKROIDE DESHIDROGENASA
en diferentes alteraciones pancreaAticas.

Estudiar la influencia de las hormonas esteroides gobre las
actividades fisiolégicas del pancreas.

Dentro de la investigacién cienti{fica bisica se podria realizar
un estudio comparativo de la actividad de enzimas involucradas
en el metabolismo de hormonas esteroides en tejido pancreitico
normal y carcinoma pancredtico, abriendo con esto una posibili-
dad de manejo hormonal de pacientes; en el tratamiento de esta

patologia.
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APENDICE

8.1 .MATERIAL Y EQUIPO.

8.1.1.MATERIAL DE VIDRIO Y VARIOS .

CAmara de vidrio para cromatografia.

Matraces Erlenmeyer. Pyrex de 125, 500 y 1000 ml.
Matraces Volumétricos, de 250, S00 y 1000 ml.
Pipetas de 5, 10 y 20 ml.

Pipetas Pasteur.

Probetas Pyrex de 50, 100, 500, y 1000 ml.

Tubos de Vidrio de varios tamahos.

Varillas de Vidrio.

Vasos de precipitado de 10, 50, 100, 500 y 1000 ml.

viales de Vidrio borosilicados.’

VARIOS:

Bolsas de plastico.

Bulbos para pipetas Pasteur.
Equipo de cirugifa.

Espatulas.

Frascos con dosificador.
Gradillas para tubos y viales.
Iman.

Papel de aluminio y parafilm.
Pincel.

Pisetas.

Placas de Silica Gel. Sigma Co.

Puntas desechables para pipetas Wilson.



Reloji, con cronémetro.
Tubos de plAstico para centrf{fuga.

Viales de plastico

8.1.2.EQUIFO DE LABORATORIO.

Agitador Magnético. Corning PC - 353 Stirrer.

Balanza Analitica. Mettler H - 54 AR.

Balanza Granataria. Mettler PC - 440 .

Bafio Metabdlico con agitacién. Dubnoff.

Centrfifuga con refrigeracién. Sorvall RT 6000.

Centrifuga con refrigeracién. Sorvall RC-5B. Refigerated su-
per speed centrifugal. Rotores: GSA; SS - 34.

Computadora. Commodore 128.

Computadora Brother PC.

Contador Beta. Packard 3255. Auto Gamma Scintillation.
Espectrofotémetro. Zeiss PM 2 DL.

Homogeneizador. Medical Electronics Rainin Instruments.
Lampara de luz ultravioleta. Chromato - VUE CC - 20.

Pipetas AutomAticas, de 20, 200 y 1000 ul Gilson .
Potencidmetro. Metrohm - 610.
Sonicador, SONIPREP - 150.

Ultracentrifuga, Beckman LS5 -~ 65. Rotor: 60 TI.
Ultracongelador. REVCO.

Vortex Genie 2. Scientific Industries.
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8.1.3.DiSOLVENTES Y REACTIVOS. Grado Analitico.
Acetona. Merck. Co.
Acetato de Sodio. Sigma Chemical Co.
Acido clorhidrico. J.T. Baker.
Acido Etilen Diaamino Tetraacético sal disdbdica. Sigma Chem.Co.
Agua Desionizada.
Albimina Sérica Bovina, en polvo (96 % - 99 %) de pureza
Sigma Chemical Co.
Androstendiona.(H). New England Nuclear Co.
Androstendiona. Steraloids. INC.
Azida de Sodio. Sigma Chemical. Co.
Cloroformo grado analfitico. Merck Co.
Cloruro de Magnesio. Merck Co.
2,5 Difenitoxasol (PPO). Sigma Chemical Co.
Etanol 100 X . Merck Co.
Eter de Petroéleo. Merck Co.
Estradiol 17-B (H). New England Nuclear Co.
Estradiol 17-B. Steraloids INC.
2,p-Fenilenebis 4 metil, 5 feniloxazol.(Dimetil POPOP).Sigma
Chemical Co.
Fenil- metil- sulfonil Fluoruro. (PMSF). Sigma Chemical Co.
Folin - Ciocalteu. Sigma Chemical Co.
Fosfato Dibasico de potasio. J.T. Baker.
Fosfato Monobasico de potasio. J.T. Baker.
Fosfolipasa A. Sigma Chemical Co.
Glicina. Merck Co.

Glicerol. J.T. Baker.
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Hidroxido de Sodio. J.T. Baker.

Hidroxi metil aminometano (TRIS). Merck Co.

B -Mercaptoetanol. Sigma Chemical Co.

Metanol Grado Analitico. J.T. Baker.

Nicotinamido Adenin Dinucleétido. ( forma oxidada -~ NAD+ ).
Sigma Chemical Co.

Nicotinamido Adenin Dinucle6tido. ( forma reducida - NADH ).
Sigma Chemical Co.

Nicotinamido Adenin Dinuclebtido fosfato. ( forma oxidada -
NADP+). Sigma Chemical Co.

Nicotinamido Adenin Dinuclebétido fosfato.(forma reducida-
NADPH). Sigma Chemical Co.

Testosterona (H). New England Nuclear Co.

Testosterona. Steraloids INC.

Tolueno. Merck Co.

Tritén. Sigma Chemical Co.

Yodo. Sigma Chemical Co.

8.2.PREPARACION DE REACTIVOS.
Amortiguador de fosfatos (KzHPO4) 5.0 aM, pH 7.0, para homo-
geneizar, centrifugar e incubar:
KzHPO. 5.0 maM.
PMSF (fluoruro de metilsulfonil fenol), 10 uM.
MECl= 5.0 mM.
EDTA 1.0 mM.
Mercaptoetanol 7 mM.

Agua Desionizada cbp.1 1t.



a1

Amortiguador de fosfatos (K=HPO4) 0.2 ™M, pH 7.0. Para
preparar la coenzima, tanto NAD'(H+) como NADP* (H+).
KzHPO. 0.2 M.

MgCl= 5.0 aM.

EDTA 1.0 mM,

Mercaptoetanol 7 mM.

Agua Desionizada cbp. 1 1lt.

Reactivos para determinar la concentracién de proteina por
el método de Lowry.

Solucién A : Tartrato de Sodio. H:0 al 2%.

Solucién B : Sulfato de Cobre. H:0 al 1%.

Solucién C : Carbonato de Sodio al 2% en Hidrb6xido de Sodio
0.1N.

Solucién D

0.1 volumen de soluciétn A + 0.1 volumen de la

solucién B + 10 volumenes de la solucién C.

Solucién de 1iquido de centelleo.:
PPO 0.5 % + Dimetil POPOP 0.03 %, disolver en una mezcla que
contiene: Tritén 1 L + Tolueno 10 Lts.

Agitar a 4 °C .

Soluciones amortiguadoras para cinética de pH.
Trig HC1 0.05 M pH 6.5 - 9.0.
Acetato de Sodio 0.05 M pH 4.0 - 6.0.

Glicina - NaOH 0.05 M pH 9.5 - 12.0.

Mantener todos los reactivos a 4 °C
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8.2.1. PREPARACION DEL MATERIAL RADIACTIVO.
TESTOSTERONA .NEW. ENGLAND.NUCLEAR.CORP.

Actividad Especifica = 49.0 Ci/ amol.

ANDROSTENDIONA . NEW. ENGLAND. NUCLEAR. CORP.

Actividad especifica : 49.0 Ci/mmol.

ESTRADIOL. NEW. ENGLAND. NUCLEAR.CORP.

Actividad Especi{fica = 94 Ci/mmol.

ESTRONA . NEW. ENGLAND. NUCLEAR.CORP.

Actividad especf{fica : 94 Ci/mmol.

El ritmo de desintegracién radiactiva (decaimiento) parece ser
afectado solamente por la estructura del nucleo inestable, 1la
vida media es especifica para cada isétopo y es el tiempo hece-
sario para que la mitad del nimeroc de Atomos presentes se desin
tegren. Es importante tomar en consideracién este parasetro ya
que considerando cualquier niimero de Atomos radiactivos, el nt-
mero de desintegraciones por segundo serd inversasente propor -
cional a la vida media.(46).

8.2.1.1.Calculos.

Calcular el nimero de &tomos con niicleos inestables existen-

tes en un tiempo t, de acuerdo a la siguiente relacién :

Donde:

Nt = Nimero de Atomos existentes con nicleos inestables, a un

tiempo x.
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No = Numero original de nicleos inestables a un tiempo inicial

to.

e = Base de logaritmos naturales

K = Una constante = 0.693 / 12.5 afios {(vida aedia del
tritio }.

t = Tiempo transcurrido .

Tomar en consideracién que los esteroides radiactivos sge
recibieron aproximadamente en Diciembre de 1983, efectuar los
chlculos antes mencionadosn.

Fecha en utilizar el material radiactivo:Febrero de 1988.

Tiempo transcurrido = 5.2 afica, por lo tanto :
K = 0.056528.
Kt= ( 0.056528 ) ( 5.2 ) = 0.2039

-Kt
e = 0.746029

Para Testosterona y Androatendionpa :

Nt = 49 Ci/mmol X 0.746029
Nt = 36.5 Ci/mmol. Cantidad de radiactividad Existente .

Para Estradiol y Estrona :

Nt = 94 Ci/mmol X 0.746029

Nt = 71.12 Ci/msmol. Cantidad de radiactividad.

6
Si la eficiencia del contador es del 40%, ¥y 1 uCi= a 2.22 x 10
dpm.
Eficiencia = cpa
dpa

Deapejando de la ecuacién anterior cpm, Be tiene:
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6
cpm = { 40 % ) ( 2.22x10 )
5

cpm = 8.88 x 10

Actividad especifica de los esteroides usados como sustrato, en

cada uno de los ensayos.

TESTOSTERONA Y ANDROSTENDIONA : 100 00O cpam / 3.1 pmol.

ESTRADIOL Y ESTRONA ; 100 000 cpm /1.6 pmol.

8.2.1.2.Repurificacié4n del material radiactivo.

Repurificar los compuestos tritiados comerciales mediante el
método de filtracién en gel.
Utilizar wuna columna de 20 cm de largo por 1.5 cam de diametro,
Sephadex LH 20 - 100 y un sistema de eluyentes : Tolueno /
Metanol: 8S5ml1/15ml.

Preparacién del esteroide radiactivo:

Evaporar el esteroide radiactivo, resuspendiéndolo con 500 ul
del sistema de eluyentes ( Tolueno, 85 ml/Metanol 15 nml), ¥
aplicar en el lecho de la columna.

Recolectar 1 ml del material eluido en cada tubo, tomar una
alicuota de cada uno para medir la cantidad de radiactividad,
realizar la grafica de purificacién, obteniendo la fraccién del
esteroide puro, la cual se procede a evaporar y resuspender en
un volumen adecuado para formar una solucién patrén de 100 000

cpm. en 100 ul utilizando la siguiente férmula :

civi = C2vz
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Donde :
Cl = Cantidad de radiactividad esitida por la muestra.
Vi = Volumen en que esta esa cantidad de radiactividad.
€2 = Cantidad de radiactividad que Be quiere ( 100 000 cpm ).
V2 = Volumen requerido para resuspender dicha radiactividad .
8.3.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 17 8 -
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA EN PANCREAS DE PERROS MACHO.
8.3.1.Preparacién del medio para medir la actividad enzima-
tica.

Aplicar el sustrato esteroide de la reaccién en una concen -
tracién de 15 uM en un vial evaporar a sequedad, adicionar 100
ul del esteroide radiactivo previasente repurificado para tener
100 000 cpm por ensayo, y 2 mg de la correspondiente coenzima
{(NAD,NADP)' / ( H+ ) en 100 ul de amortiguador fosfatos 0.2 M
afiadir el volumen necesario de la fracciébn wmitocondrial de
pancreas canino, que al llevar el volumen final de la reaccién
a 1 ml con amortiguador de fosfatos SmM, pH 7.0 permita que 1la
concentracién final de proteina de dicha fracciémn mitocondrial

sea de 1 mg en 1 ml.

8.3.2.Incubacibn:
Una vez iniciada la reaccibn, incubar durante 10 min a 37 °C,
con agitacién constante y en una atmésfera de oxigeno. Terminar
la reaccién al término de este tiempo, con 10 sl de é&ter
et{lico Q.P., agitar vigorosamente, dejar reposar por 15 min. a
temperatura ambiente para separar la fase acuosa de la fase

etérea y para completar perfectamente la separacién centrifugar
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a 3000 rpm. durante 10 min.

8.3.3.Extraccién de los productos finales de la reaccioén.
Colocar el vial, sin agitar, en una mezcla de acetona-CO=x
(—70.0) para congelar la fase acuosa y separar por decantacién

la fase etérea, y evaporar el éter a 37°C .

8.3.4.Deteccibén de los productos finales de la reacciédn :

Redisolver el residuo del paso anterior, con 200ul de etanol
Q.P. que contenga el sustrato y el producto esperado . Agregar
estos Ultimos como medio de localizacién en el momento de
realizar la cromatografia en capa fina, usando placas de sflica

gel y un sistema de eluyentes formado por 90 ml de cloroformo

y 10 ml de acetona.

Una vez separados los esteroides (sustrato -producto)} proce-
der a su identificacién en la placa de si{lica gel, por ejemplo
los esteroides de tipo estrégenos se identifican al revelar 1la
placa con vapores de yodo 6 con Acido sulfdrico diluido y
calor, y los andrégenos por medio de radiacién ultravioleta.

(19,51).

8.3.5.Cuantificacién.

Cortar la placa de Bflica gel en las z2ona en donde fué
identificado el (sustrato - producto) de la reaccién, aplic&n -
dolos por separado en viales que contienen liquido de centelleo
y proceder a medir la cantidad de radiactividad sustrato-~

producto transformado.



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Información General sobre el Tema
	III. Parte Experimental
	IV. Discusión
	V. Resumen
	VI. Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice



