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1.INTRODUCCION. 

En la literatura. se han acu•ulado evidencias que señalan la 

participación de las hormonas eeteroides en la Ciaiopatología 

pancreática; por eje•plo, en 1963, Ullberg y Bengtsson, estu­

diando cualitativa•ente la dietribuci6n de la radiactividad en 

los tejidos de ratones, después de la adainistraci6n de estra -

diol 6 eetrona radiactivos, reportan que el páncreas de loe 

animales aei tratados captan esta radiactividad, la cual detec­

taron hasta cuatro horas después de la inyección del estrógeno 

radiactivo, depositándose principal•ente en la parte ex6crina 

del páncreas aáe que en los Islotes de Langerhans.(50). 

Una segunda notificación a este respecto aparece en 1972 

cuando Rashad V. Kirdani y colaboradores, empleando biopsias 

estudiaron la distribución de radiactividad en tejidos y fluidos 

biológicos de perros y •andriles •achos, después de la adminis­

tración siaultAnea de pares de estrógenos / andr6genos •arcados 

con is6topoe radiactivos diferentes. Lae •uestras de tejidos se 

obtuvieron, de loa ani•ales antes •encionadoe, a intervalos de 

15 •inutoa durante un periodo de dos horas. Esta radiactividad 

se retuvo en aayor cantidad y tie•po en el pAncreae de a•baa 

especies de ani•ales, que en cualquier otro 6rgano, incluyendo 

tejidos esteroidogénicos co•o próstata y testículo. Resultados 

si•ilares se obtuvieron en la rata, cobayo, perro y •andril 

después de la ad•inietraci6n de eetradiol, estriol y dietil -

estilbestrol. (23). 

Reportes posteriores de•ueatran la presencia de receptores 

especificas para estrógenos en las fracciones: nuclear. •icro-
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so•al Y citosólica de las células acinares pancreáticas de di­

ferentes especies de •a•lferos incluyendo la hu•ana. (4, 42J. 

Ta•bién se ha descrito, la presencia de un receptor para an­

drógenos en la fracción citosólica y nuclear del páncreas de 

ratas, el cuál une testosterona y dihidrotestosterona con afi­

nidad si•ilar '"in vitro."(38). Así co•o una proteína fijadora 

de estrógenos CEBPJ, con baja afinidad y alta capacidad, purif!__ 

cada en páncreas de ratas.(41). Posterior•ente, Ake Pousette, 

reporta la caracterización de una •acro•olécula fijadora de 

estr6genos en páncreas hu•ano (hEBP), postulando que ésta pro -

teina con aedía afinidad y alta capacidad para fijar estrógenos 

presenta una función diferente a la descrita por los receptores 

pancreáticos anterior•ente •encionados.(39). 

Se han encontrado receptores con alta afinidad para estró -

genos en las fracciones citosólica y nuclear del tejido fetal 

hu•ano y en tejido tu•oral de pacientes con adenocarcino•a de 

páncreas. co•parados con los receptores detectados en tejido 

pancreático nor•al.(22.17)_ Estos estudios sugieren la posible 

dependencia hor•onal del carcino•a de ésta glándula. corroborán 

dose posterioraente aediante la inducción de la carcinogénesis 

experiaental por fár•acos. donde se demuestra que la incidencia 

y el creci•iento de tu•ores de páncreas son •ás elevados en las 

ratas •acho que en las he•bras. En éstos trabajos ta•bién se 

señala que en las ratas •acho castradas la incidencia de éstoa­

tu•ores dis•inuye •ientras que la castración seguida de la ad•.! 

nistraci6n de testosterona resulta en una •ayor incidencia de 
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tu•ores pancreáticos en ani•ales de ambos sexos.(13 0 29 0 40). 

En los 6lti•oe años ha sido •ayor la i•portancia de la pato­

logía y fisiología pancreática, sin e•bargo se han llevado a e~ 

bo pocos estudios, y ea poca la infor•ación disponible respecto 

a las capacidades del páncreas para sintetizar y •etabolizar 

hor•onae eeteroides. En 1963, se deter•in6 la actividad de dos 

enzi•ae involucradas en las vías •etab61icas de hor•onae este -

roidee siendo éstas la aroaataea y 5 alfa reductaea estudiadas 

en ho•ogenadoe de tejido pancréatico de adulto noraal, fetal-

y tuaoral, encontrando la actividad de aabae enziaae significa­

tivaaente •ás alta en el adenocarcinoma .(12,15). 

De acuerdo a las evidencias aencionadae que señalan la par -

ticipaci6n de las hor•onas esteroidee en la fisiologia pancre~ 

tica surge el interés de caracterizar una enzi•a relacionada en 

el •etabolis•o de hor•onas esteroides, está es la 17 B-HIOROXI­

ESTEROIDE DESHIDROGENASA en páncreas de perros •acho y de esta 

for•a, al deter•inar sus caracteristicae cin~ticas, usando tes­

tosterona, androatendiona y estradiol co•o sustratos, co•parar­

las con aquellas que anterior•ente han sido deterainadas en 

otras 17 P=HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS en tejidos co•o 

placenta, endo•etrio, próstata, testículo, higado, riñ6n y 

otros de distintas especies ani•ales, co•o a loe que a continu~ 

ci6n se •encionarán. 



ENZIMAS 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS (17 P HED). 

(HED) de PLACENTA HUMANA. 

A esta enzi•a se le deterain6 su cinética en 1959 por Langer 

y Engel previa a su purificación realizada por los •ia•os auto­

res en 1970, y cuyo procedi•iento de puriCicaci6n se simplificó 

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

se repartaron actividades de la enzi•a con diferentes sustratos 

y especificidad para nucleótidos de nicotina•ida, observando 

que la enzi•a es aás reactiva para aquellos esteroides de 18 

carbonos y un grupo 17 a HIDROXILO, como lo es el 17 6Estradiol 

y NAD./NADP'de coenzi•as .(20). 

(HED) DE ENDOHETRIO HUMANO. 

La actividad de la 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, usan 

do 17 Eetradiol coao sustrato, fué de•ostrada en el endoaetrio 

huaano primera•ente por Ryan y Engel, observando que la enzi•a 

presenta variabilidad en su actividad durante el ciclo •ens­

trual de la •ujer.(52).Su distribución fué reportada par Pollow 

en la fracción •itocondrial, •icrosomal y citos6lica del endo­

metrio hu•ano; caracterizando la enzima observó que las tres 

fracciones presentaban actividades enzi•aticas •UY si•ilares y 

el NAD•fué la coenzi•a preferida en la conversión de 17 aEstra­

diol a estrona.(37). 

(HED) EN PROSTATA DE PERRO, TESTICULO HUMANO Y DE CERDO. 

En próstata de perro, la enzi•a 17 P-HIDROXIESTEROIDE DES­

HIDROGENASA ha sido parcial•ente purificada y su actividad se 

encontró en la fracción •icroso•al. utilizando testosterona co-



110 sustrato y co•o coenzimas NAD+-y NAlJP: (52). Inano y l"aaaoki 

estudiaron la 17 8-HIDROXJESTEROIDE DESHIDROGENASA de testiculo 

en nu•eroeas especies de ani•ales; localiz~ndose en mayor pro -

porción en la fracción aicroao•al. Los aiaaos autores 

solubilizaron la enzima membranal de testículo de cerdo, y es­

tudiaron la eepeciCicidad para nucleótido de piridina de la 

enzi•a purif'icada, en donde el NADP• (H)•: es la coenzima prefe­

rida por la enzi•a, y presentando actividades siailares tanto 

para testosterona coao para 17 B-eetradiol .(14). 

La IHED) EN HIGADO DE COBAYO Y DE CONEJO. 

En el higado de cobayo se ha puriCicado parcialaente la --

17 8-HJDROXJESTEROIDE DESHIDROGENASA y ae midi6 eu actividad, 

usando Jos esteroides C18 y C19 co•o sustratos para la enzima 

y su coenziaa Cué el NADP'(H)~ Asi misao otras 17 0-HED se 

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

La (HED) DE RIRON DE CERDO. 

La 17 HED aejor caracterizada en riñón, es aquella hallada en 

la f'racci6n soluble de cobayo y posterioraente se coaplet6 su 

purificación teniendo aayor actividad con NADP•y NAO•co•o coen­

ziaas, y testosterona coao sustrato. (2,52). 

(HED) DE OTROS TEJIDOS. 

En otros tejidos aenos estudiados se detectó ia actividad de 

la 17 HED, por ejemplo cataliza la interconversión de estra­

diol a estrona en la sangre periférica de aujeres eabarazadas 

en etapas iniciales de gestación, y los niveles séricoe de esta 



enzi•a auaentan durante el progreso del eabarazo. 

Se ha purificado parcialaente y caracterizado en eritrocitos 

huaanos heaolisados teniendo siempre coao absoluto requeriaien­

to al NADPt La enziaa de eritrocitos huaanos utilizó tanto an­

drógenos coao estrógenos con grupo 17 B-hidroxil, aei coao 

derivados sulfatados. (16,36). 

G 

Areas especiCicas del cerebro como hipotálaao, y pituitaria 

pueden concentrar 17 B estradiol y testosterona, aás a6n, estas 

horaonas pueden influir en la secreción de gonadotropinas por 

la pituitaria, lo que proaovi6 el estudio de las 17 HED en el 

sisteaa nervioso, reportándose la oxidación de 17 a-estradiol y 

testosterona coao sustratos de la enziaa en el sisteaa nervioso 

de ratas, y en el siste•a nervioso de fetos hu•anos, •andriles 

y perros. (35). 

La influencia de los estrógenos en las actividades biológicas 

de la piel del ser hu•ano adulto ha propuesto la investigación 

del •etabolismo de esteroides de este tejido; en ratas recién 

nacidas se encontró la 17 B HED en la fracción •icroso•al de la 

piel de estos ani•ales, reaccionando con el 17 P-estradiol y la 

testosterona .(7). 

Las evidencias anteriores corroboran la i•portancia de la --

17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, co•o la enzi•a involucra­

da en procesos aetabólicos donde intervienen esteroides en di f~ 

rentes tejidos ani•ales .(11). 



1.1. HIPOTESIS. 

A raíz de que el páncreas tiene receptores capaces 

de •anejar estrógenoe, y que existe diferencia significativa de 

la presencia del carcinoma pancreático en ho•bree y •ujeres, se 

propone con este trabajo estudiar en páncreas canino. una enzi­

ma, la 17 a=HIOROXIESTEROIDE OESHIOROGKNASA cuya presencia en 

este órgano seria i•portante. ya que co•o se •encion6 anterior­

mente la capacidad catalitica de esta enziaa es li•itada para 

lOs esteroidee, de esta •anera se tendría una evidencia especi­

fica de que el p~ncreas podria actuar co•o órgano extragonadal 

capaz de •anejar eeteroides. 

1.2. OBJETIVOS. 

1.2.1. GENERAL: REALIZAR EL ESTUDIO CINEl'ICO DE LA ENZIHA 17P 

HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA en p~ncreas canino. 

1.2.2. PARTICULARES: 

A.Localizar en qué fracción subcelular del páncreas 

canino se encuentra la 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA. 

B.Co•parar el co•porta•iento cinético de la 17 a-HIDROXIESTE­

ROIDE DESHIDROGENASA. frente a diferentes sustratos esteroides. 

e.Realizar estudios de inhibición por producto esteroide en 

la reaccciOn catalizada Por la enzi•a. 

D.Co•parar loa pará•etros cinéticos de eeta enzi•a. con los 

de otras 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS descritas en 

otros tejidos. 



Il. INFORHACION GENERAL SOBRE EL TEHA. 

Una de las características más distintivas de la célula hu-

mana es su habilidad para desarrollar reacciones complejas 

rápidamente y a la temperatura corporal. Los agentes que partí-

eipan en el metabolismo celular son las enzimas. que pertenecen 

a un grupo específico de proteinas, actuando como catalizadores 

biológicos, por lo que no alteran el equilibrio de una reacción 

química. pero si disminuyen la energía de activación de las 

reacciones catalizadas por éllas, es decir, disminuyen el .D.. G+ 

( fig. l )•. La combinaci6n del sustrato con la enzima crea una nue 

va vía de reacci6n que tiene un estado de transición de menor 

energía de la que tendría en ausencia de la enzima.(47). 

Es.tadu de lrans1,1ón 

( 

f A 
Producro 

~ ~~~~-
A'11al'lttl di? la ri:.ir:c.'ó" 

Reacci6n no Enzim~tica 

Fíg 1-':L>.G•. Energía Libre de Gíbbs. 

No catalizado 

,.-./ 
/ '\\ 

~ / \ 

Js~ 
P1odut10 

Avaf\CC de la r1:aci:1dfl 

Reacción Enzimática 



Las enzi•ae son altamente especificas, ya que cada aolécula 

de sustrato se une especificaaente a1 centro activo de la enzi­

ma coao por ejeaplo en la catAlisie enzimática de la reacción : 

E + S ~ [ES] ;:::!' E + P 

Se define claraaente coao el sustrato se une a la enzi•a 

foraando priaeraaente el coaplejo [ES], su existencia se ha 

deaoetrado por •icroscopia electrónica, cristalografia de rayos 

X, solubilidad, estabilidad, ais1aaiento y caracteristicas 

espectroscópicas.(27). 

El estudio de la cinética enziaAtica es iaportante, para de­

finir las condiciones 6ptiaas de reacción, coao e1 efecto de vª 

rios factores sobre 1a enzi•a: pH, teaperatura, etc. La 

cinética es una parte vital para cualquier estudio detallado de 

una enzi•a, y es necesaria para realizar aayores investigacio -

nea sobre la enziaa e interpretar resultados. En 1835, el qui•! 

co sueco Berzelius estableció las bases de la cat~lisis quiaica 

efectuada por las enziaas, sugiriendo la existencia de una fue~ 

za vital generada por enziaae que una vez separadas del organi~ 

ao que las contenía podria ser una propiedad debida a los reac­

cionan tes qui•icos; y a aediados del siglo XIX ya se habian 

postulado 

enziaAtica 

las siguientes generalizaciones de la acción 

a)._La velocidad de una reacción enziaAtica es •ayor que cuando 

la reacción se lleva a cabo por catalizadores no biológicos. 

b)._Los catalizadores enziaAticos se distinguen de loe de•ás, 

en que son altaaente específicos y catalizan una sola o un pe -
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queño nú•ero de reacciones. 

c)._Existe una a•plia variedad de catalizadores enzi•áticos. eª 

da uno de los cuales dese•J>eña una función limitada. 

d)._La acción catalitica se realiza dentro de una región 

geo•étrica: centro activo.(3). 

2.1.CARACTERIZACJON ENZIMATICA, 

2.1.1.Efecto del pH 

Las enzíaas, par ser proteinas, son modificadas notablemente 

por los ca•bios de pH del •edio en que se encuentran, ya que 

contienen por lo •enes dos grupas i6nicos: el grupa aaino ter•! 

nal y el grupa carboxilo ter•inal.(25) 

Enzi•a EH2• 
pH bajo 

Enzi•a EH 
pH isoeléctrico 

Enzi•a Ir 
pH alto 

Tienen ade•ds grupos R iónicos de algunos a•inoácidos, los 

cuales intervienen ta•bién en la caracteristica i6nica total de 

la enzi•a, co•portándose ésta co•o una •olécula polipr6tica y 

anCipática. 

Por estudios Cisicoqui•icos, se ha de•ostrado que la enzima 

Poliprótica en disolución presenta ca•bios considerables en cun 

ción del pH, co•o lo es su solubilidad, ya que el pH al que una 

proteína •uestra un •ini•o de solubilidad es en su punto iso -

eléctrico, definido como el valor de pH al que la •olécula no 

posee carga eléctrica; y al no existir atracción electrosthtica 

entre las •oléculas de proteína vecinas, tiende a precipitar; si 

el pH se halla por enci•a del punto isoeléctrico, la proteína 
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posee una carga negativa neta. aumentando en aagnitud a medida 

que el pH auaenta, análogaaente, a cualquier pH por debajo del 

punto isoeléctrico, la proteína posee carga positiva; por lo 

que el pH al afectar el carácter i6nico de la enzi•a, •odifica 

su estabilidad y el sitio catalítico especifico al suatrato.(47). 

Para probar el efecto directo del pH en la estabilidad enzi­

aática se preincuba la enzi•a a diferentes pH par arriba y deb~ 

jo del pH 6ptiao y después se aide la actividad a éste pH, ob -

servándose que en caabioa bruscos de pH la enzima presenta 

inactivaci6n irreversible, que puede deberse a un roapi•iento 

de los enlaces hidrof6bicos y puentes de hidrógeno que juegan 

un papel iaportante para aantener la estructura terciaria de 

una proteína .(8). 

De una •anera •uy particular el cambio de pH altera la pro­

piedad iónica del sitio activo de la enziaa aodificando grupos 

iónicoa especiCicoa. por eje•plo: 

a)E1 grupo alCa carboxilo terainal. 

b)EL grupo alCa a•ino ter•inal. 

c)Grupo I•idaz6lico (de hietidina}. 

d)Grupos sulChidriloe (de cisteínas). 

e)Grupoe fen61icos OH (de tirosinas). 

f)Grupos de Guanidina (de argininas). 

El conoci•iento de las propiedades ~cido - básicas de una 

proteina deterainada hace posible. por tanto, predecir su coa­

portaaiento en soluciones de pH diferentes y utilizarse de •odo 

directo en aétodos que per•itan la separación y el anAliais de 

•ezclas de proteínas. coao: la electroforesis y la croaatogra -
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CLa de interca•bio i6nico. 

HAs aún. el pH •odifica en ocasiones al sustrato que contie-

ne grupos ionizables de los cuales sólo una for•a iónica espec! 

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

2.1.2 Efecto de la te•peratura. 

La te•peratura es otro factor que •odif ica la actividad 

enzi•Atica, ya que la enzi•a es una •olécula •uy delicada, deb! 

do a la precisión y ordenaaiento elevado de su estructura ter -

ciaria, que per•ite la unión especifica. en el espacio, con el 

sustrato. La siguiente figura es tipica para velocidades de 

reacciones catalizadas por enzi•as •edidas a diferentes te•per~ 

turas . (26).: 

Tcmp. Optima 

Tcmpcrotur<1 (ºC) 

Asi al haber un incre•ento de la teaperatura se proporciona 

•ayor energía cinética a las •oléculas reaccionantes dando coao 

resultado •ayor nó•ero de colisiones entre E y S por unidad de 

tie•po y un increaento en la velocidad catalítica; gener~ndose 

una te•peratura óptiaa, que ea la aayor teaperatura en la cual 

una enziaa presenta una actividad aAxiaa constante en un 

periodo de tieapo x. Si la •olécula enziaática absorbe deaasia-

da energia, su estructura terciaria se roape y la enzi•a suEre 



13 

desnaturalización, y por consiguiente una dia•inuci6n de su ac­

tividad catalítica, que de acuerdo a la hipótesis propuesta por 

Anfinsen, en la que se establece, que la enzima nativa tiene 

una energía •ini•a. y si se auaenta la te•peratura, la proteina 

sufre ca•bioe en sus •agnitudea ter•odin~aicas, esto es, que 

evita un estado teraodináaico desfavorable para tener la 

conforaación aas estable, por lo tanto el plegado de la cadena 

polipeptidica estarla controlado en foraa cinética.(44). 

Por consiguiente, un auaento en la entalpia del sisteaa con­

tribuiria con un auaento en la energía libre de Gibbs, definién 

dose el eiateaa coao no espontáneo; aei aisao la ruptura de los 

enlaces hidrófobos de la proteína generada por el au•ento de la 

teaperatura disainuye la entropia que aantiene plegada a la en­

zi•a. 

Por otro lado el efecto de la temperatura en una reacci6n 

catalizada por enziaas es frecuenteaente expresada en térainoe 

de coeficiente de teaperatura : QlO siendo el factor por el que 

la velocidad se eleva por cada increaento de 10 •e de 

teaperatura. 

Otro efecto de la teaperatura que contribuye al caabio de 

las caracteristícae fiaicoquiaicas de una proteína se aanifiee­

ta en la solubilidad protéica, que auaenta al auaentar la tea -

peratura hasta el punto donde se genera la inestabilidad y co -

aienza la proteína a desnaturalizarse, generalaente con pérdida 

de solubilidad, de esta aanera. al precipitarse la enziaa reac­

cionaria auy poco con el sustrato y la catálisis se veria taa­

bién disainuida. 
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En general, la estabilidad de una enzi•a a diferentes tea-

peraturas depende a su vez de otros factores co•o son; pH, fuer 

za iónica del •edio, y presencia o ausencia de ligandos. 

Los sustratos frecuentemente protejen contra la desnaturali-

zación de la enzi•a, y el bajo peso •olecular de una si•ple ca-

dena polipeptídica y alto contenido de puentes disulfuro en la 

molécula son general•ente características que hacen a la enziaa 

•As estable al calor, ta•bién general•ente las enziaas son aAs 

estables en preparaciones libres de células conteniendo altas 

concentraciones de otras proteínas, exceptuando enziaas proteo-

liticae.(44). 

2.1.3. Efec~o de la fuerza i6nica. 

La fuerza iónica del aedio influye en las características de 

la enzi•a, por eje•plo: 

Para grandes fuerzas i6nicas la at•ósfera se condensa apre -

tada•ente alrededor del •acroi6n, y si es pequeña la at•6sfera 

iónica se difunde y extiende. 

La fuerza i6nica de la solución se deter•ina 

1 
~= 

2 

Donde: 
14.: Fuerza i6nica. 

Hi: Holaridad del i6n. 

Zi: Carga del i6n. 
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Las salee neutras ejercen efectos pronunciados sobre la sol~ 

bi1idad de las proteínas, siendo las sales de loa iones divale~ 

tes coao: el MgCl2 y (NH..)%504 aucho •ás eficaces que las sales 

de iones aonovalentes. La capacidad de éstas sales para influir 

en la solubilidad de las proteínas está en función de su fuerza 

iónica, definida coao una aedida tanto de la concentración como 

del núaero de cargas eléctricas existentes en los cationes y 

los aniones unidos por la sal. El efecto es causado por caabios 

de la tendencia a la ionización, de los grupos R disociables de 

la proteína, y a medida que la fuerza iónica auaenta, la solu -

bilidad de una proteína coaienza a disainuir, y a una fuerza 

i6nica lo suficientemente elevada, una proteína puede ser casi 

coapletaaente precipitada de su disolución: ( salting out en 

este naso la concentración elevada de sal puede eli•inar el 

agua de hidratación de las aoléculas de proteína. reduciendo su 

solubilidad y haciendo con ésto el cálculo de su actividad a~s 

difícil viéndose afectada directaaente en una clara disainuci6n 

de la actividad enziaAtica. aunque no se afecta la configura -

ci6n nativa de la proteina.(44). 

2.2.CINETICA ENZIHATICA. 

La concentración de sustrato es uno de los factores aás ia -

portantes para deterainar la velocidad de una reacción enziaA-­

tica, au•entando la velocidad con el au•ento gradual de la 

concentración de sustrato dando una hipérbola rectangular.(5). 

En 1905, Brown y Henri, sugirieron que la enzi•a priaero 

foraa un coaplejo con el sustrato:(ESJ, y éste eubeecuenteaente 

se ro•pe dando la enziaa libre : E y el producto P : 



E + s [ES) 

[ESJ ..---- E + P 

ECUACION DE HENRI; 

K S 

V 

_§__ 
1 + Ks 

16 

Posterior•ente en 1913 Hrchaelis y Henten describen este ti-

po de proceso que conCir•a el trabajo experi•ental de Henri y 

colaboradores. 

La reacción que to•an en consideración es 

E+ S ~ [ESJ~E + P 

En la cual se establece una reacción de equilibrio rápido. 

donde E, S y [ES] se equilibran r~pida•ente en co•paración de 

coao [ES] foraa E + P. siendo la velocidad de la reacción a 

cualquier tieapo dependiente de la concentración de (ES]. 

V Kp [ ES ] 

En donde la Kp es la constante catalítica . 

Si toaaaos en cuenta que (ES] puede expresarse en térainos 

de E y S, para una reacción de disociación, Ks seria la consta~ 

te de disociación del coaplejo [ESJ.: 

K-1 
[ES] ~----E+ S 

Kl 

E . S K-1 
Ks 

[ESJ Kl 
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E . S 
y por tanto. [ESJ= 

Ka 

Sustituyendo (ES] en la ecuación 

V Kp [.KSJ 

Et E + [ES] 

Cancelando y si•plificando tér•inoe, y aeu•iendo que KpEt~V•Ax. 

V s 

VmAx Ka + S 

La ecuación anterior es la coaónaente conocida coao 

ecuación de Michaelis Menten .(3, 44). 

En 1925 Briggs-Haldane establecen que la concentraci6n de 

{ESJ no está en equilibrio, ya que la velocidad coao (KSJ Cor•a 

E + P es aáe rápida de coao (ES] se disocia en E + S, y por en-

de E , S y [ESJ no están en equilibrio : 

E + S ... ... [ESJ ~ ... E + P 

En vez de ello deterainan la concentración de ES a partir de 

una ecuaci6n de estado estacionario, donde la concentración de 

sustrato es aayor que la cantidad de enzi•a, y la concentración 

de [ES] peraanece constante con el tieapo, siendo por esto la 

velocidad con que se Coraa ES (a), igual a la velocidad de su 

deeco•paeición (b) 
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Kl 
a) E + S ---------t ES 

Kp 
b) ES ---+ E + P y 

K-1 
ES-----+ E+ S 

La velocidad de For•aciOn Kl E s La velocidad de 

descoaposic16n (K-l+Kp) [ESJ 

Y siendo [ES) Kl E S 

(K-1 + Kp) 

El grupa de las tres constantes k-1 + Kp / Kl es 

definido co•o la constante de Hichaelis " K• ••.Y al sustituirla 

en la ecuación de Hichaelis y Menten teneaos 

V s 

V •áx Ka + s 

De esta aanera la constante de Hichaelis y Menten, es una 

constante diná•ica y no de equilibrio, es equivalente a la con 

centración de sustrato que se tiene en la •itad de la velocidad 

máxima alcanzada por la catálisis enzimática. 

Si S = K• V 1/2 Vattx 

"La constante de Michae.lis - Menten ;K•'" indica la aCinidad 

con que un sustrato se puede unir a la enzi•a.(47). 
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2.2.1.lnhibici6n enzimática. 

Cualquier sustrato que dia•inuya la velocidad de una reac -

ción enziaática se considera un inhibidor. Loe estudios de 

inhibición pueden indicar la arquitectura fisicoquíaica del si­

tio activo de la enzi•a, algunos inhibidoree enzi•áticoe descri 

tos son: antibi6ticoe, preservativos, toxinas, y sustratos 

si•ilares al sustrato especifico para la enzima.(44). 

Hay diferentes tipos de inhibición : 

a) Inhibición Co•petitiva 

Donde única•ente se ve afectada la Km aparente de la reac -

ci6n y la V•Ax no se altera por el inhibidor. 

b) Inhibición No Co•petitiva . 

La K• aparente no se ve ef ectada y la V•Ax disainuye en pre­

sencia de un inhibidor en la reacción enzi•~tica. 

e) Inhibición Inco•petitiva. 

La Vaáx dia•inuye en presencia de un inhibidor y 1a Ka 

aparente ta•bién dis•inuye. 

d) Inhibici6n de tipo •ixto. 

Donde se ven afectadas: K•. Va~x y la pendiente de Ka/VaAx. 

2.3. ENZIMAS DESHIDROGENASAS. 

Las deahidrogenasaa son enzi•as que catalizan reacciones de 

óxido - reducción 6 Redox, en las que se verifica transferencia 

de electrones e; desde un dado~ electrónico (agente reductor) a 

un receptor electrónico (agente oxidante); en el caso de la 

deshidrogenaci6n, la transferencia de hidr6genos Ht y por ende, 

esta deshidrogenación equivaldría a una oxidación.(25). 
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Las 17 B-HRO anterior•ente estudiadas son del tipo de 

deshidrogenasas piridin - dependientes: 

Esta clase de deshidrogenasas necesitan ejercer su acción 

catalítica de dos coenzi•as: NAD•ó coenzi•a I y NADP•6 coenziaa 

II. 

La reacción que catalizan estas deshidrogenasas es la 

siguiente: 

Sustrato H+ + NAO+/NADP+¡::::::::t-sustrato + NADH/NADPH + H• 

La parte reactiva del NAD•y NADP• es el anillo de nicotina•ida, 

que durante la oxidación de un sustrato acepta un (Hl•y dos 

electrones. •ientras que otro(HJ•derivado, a su vez por el 

sustrato aparece en el disolvente 

Los nucleótidos de piridina se hallan unidos de Corma no 

covalente a la proteína de la deshidrogenasa, por lo tanto, el 

NAO+ y NADP+ no se consideran grupos prostéticos de la enzi•a 

sino pri•eros sustratos. ya que al axa•inar el co•porta•iento 

cinético de las deshidrogenasas se ha visto que el nucle6tido 

piridinico es el pri•ero en unirse al centro activo sustrato 

conductor). uniéndose a continuación el sustrato específico de 

la enzi•a. 

Las deshidrogenasas piridin - dependientes muestran un 

co•porta•iento cinético característico de Hichaelis- Menten. 

tanto con el sustrato co•o para la coenzi•a.(47). 

2.3.1. Bioquímica de las 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS, 

Las 17 P -HIDROXIESTEROIDES DESHIDROGENASAS son enziaas de -

pendientes de piridin-nucle6tidos que catalizan la interconver-
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eión especifica de loe grupos hidroxilo y carbonilo del carbono 

17 (C17) de loe eateroides de 18 carbonos : Estrógenos. y de 19 

carbonos: Andrógenos. Las 17 0-HlDROXIESTEROIDE DESHlDROGENASAS 

al catalizar la •odificaci6n quí•ica en el carbono 17 de los 

esteroides tienen una actividad fisiológica i•portante.(46). 

Propiedades Generales: 

Hay dos tipos de enzi•as HIDROXIESTEROlDES DESHIDROGENASAS; 

La 17 (beta) y la 17 (alfa), cuya diferencia radica en la este­

roespecificidad de la reacción enziaAtica en el carbono 17 alfa 

y 17 beta del sustrato esteroide. 

De acuerdo a las propiedades f isicae y quí•icas de aabas enzi -

aae, se han podido purificar, obtener sus pesos •oleculares por 

diversos aétodoe coao: filtración en gel 6 ultracentrifugaci6n; 

as1 coao análisis cinéticos, coao el realizado por Warren y 

Crist de la 17 a -HIDROXIESTEROIDE DESHIDHOGENASA de placenta 

huaana.(46). 

2.3.2. Pesos Moleculares. co•o propiedad física de las 17 P-

HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASAS, en diferentes tejidos 

animales. 

Se han reportado una variedad de valores de peso •olecular de 

esta enzi•a, obtenidas por diversos •étodos co•o filtración en 

gel, u1tracentrifugaci6n y electroforesis. Por eje•plo, se o~ 

tiene un pro•edio de 66 000 daltone para la 170-HIDROXIESTEROIDE 

DESHIDROGENASA DE PLACENTA HUMANA. Estudios posteriores se rea­

lizaron acerca de eu eubunidad estructural encontrando que 1a 

cadena polipeptÍdica, con peso •olecular al antes •encionado, 
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está constituida por un di.ero cuya secuencia de a•inoácidos 

desde el extre•o N-ter•inal a una distancia de por lo •enos 

cinco residuos de la •is•a. 

Para la 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHJDROGENASA DE OVARIO DE 

OVEJA, se reportó un valor de 104 000 daltons por •edio de cen-

trifugación de gradiente - suerosa. y e•pleando la técnica de 

filtración en gel se reporta un valor de 70 000 daltons para la 

mis•a enzi•a. 

La 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE ENDOHETRIO Hllf'IANO, 

presenta un valor de 54 000 daltons por filtración en gel (Sephª 

dex), para eritrocitos hu•anos de: 75 500 daltons. y para la 

enzima purificada y caracterizada de TESTICULO DE CERDO es de 

35 500. 

Para la 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE RIÑON de cobayo 

por ultracentrifugación es de 35 100.(52). 

2.4.QUIHICA DE LOS ESTEROIDES 

2.4.1.ESTRUCTURA . 

Los esteroides se derivan del esqueleto ciclopentanoperhidr2 

fenantreno. los cuatro anil1os que lo for•an se designan con 

las letras : A , B , C , D .(24),: 



Los co•puestos esteroides importantes son: hor•onas sexuales 

Ce•eninas. hor•onas sexuales •asculinas. hor•onas adrenocorti = 

coides, vita•ina D, ácidos biliares y ciertos venenos que afec­

tan el corazón . 

Las hor•onas sexuales se clasifican dentro de tres grandes 

grupos: 

1) Hormonas sexuales Ce•eninas . 

2) Hormonas sexuales •asculinas _ 

3) Hormonas del e•barazo , 6 progeatinas 

2.4.2. HORMONAS SEXUALES FEMENINASo 

Los estrógenos. fueron los primeros esteroides aislados. Los 

estr6genos se caracterizan por tener un anillo A del núcleo 

esteroides aro•ático, lo que hace que el hidroxilo en posición 

tres junto con el anillo den un grupo Cenólico, la naturaleza 

de dicho anillo condiciona la ausencia del grupo metilo angular 

en C-10. Estos esteroides Junto con la progesterona controlan 

el ciclo sexual de loe •a•iferos he•bra 

2.4.3.HORHONAS SEXUALES MASCULINAS o 

Los andrógenos son co•puestos que originan el desarrollo de 

los órganos sexuales •asculinos o características sexuales se­

cundarias son eateroides de 19 áto•oa de carbono, que poseen 

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



III. PARTE EXPEHIHENTAL. 

3.1.DlAGRAHA GENERAL. 

TEJIDO PANCREATICO CANINO. 
Buscar actividad enzimática. 

DIAGRAMA DE CENTHIFUGACION DHºERENCIAL. 

Fracción subcelular, Con mayor actividad 
enzi•ática. 

DETERHINACION DE PROTEINA. DETERHINACION DE LA ACTIVIDAD 
ENZIHATICA DE LA 17 8-HIDROXI­
ESTEROIDE UESHIDROGENASA. 

A)Incubación. tejido pancreá­
tico, coenzi•a, sustrato este­
roide radiactivo. 

B)Extracci6n del producto. 

C)Detecci6n del producto. 

Variar condiciones para caracterizar la enzi•a. 

PROCESAMIENTO DE DATOS. 

RESULTADOS. 



3.1.1. DIAGRAMA DE CENTRIFUGACION DIFERENCIAL. 

Utilizando un gradiente de sacarosa 0.25 H. 

TEJIDO 
HOl10GENEIZAOO 

Precipitado 1. 
N6cleos y C~lulas 
intactas. 

Sobrenadante 1. 
2a.Centrifugaci6n 
10 000 g durante 60 ain. 

SObrenadante 2. 
Ultracentrifugaci6n. 
105 000 g durante 60 •in. 

Sobrenadante 3. 
Citoeol. 

25 

Nota : Reeuepender los precipitados en aproxiaadaaente 10 6 15 

•l con aaortiguador de fosfatos 5 llM. pH 7.0. Guardar las 

fracciones asi obtenidas en refrigeración a 4 •e, hasta el 

aoaento de utilizarse. 
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3.2. MATERIAL BIOLOGICO. 

El Instituto Nacional de Cardiología, de la ciudad de México 

donó páncreas de perros callejeros. •uertos por electro-shock, 

transportándose en hielo al laboratorio y guardándolos a -70 •e 

hasta el •o•ento de su utilización. 

3.3. HETODOLOGIA. 

Li•piar el tejido pancreático a 4ºC, de cualquier residuo de 

grasa y tejido conectivo; resuspender un gra•o de tejido en 10 

•l de a•ortiguador de CosCatos 5 •H, pH 7.0.(34). 

3.3.1.Fraccionaaiento subcelular de páncreas canino. 

Usar un gradiente de centriCugaci6n de sacarosa y los pasos 

correspondientes al diagra•a anterioraente aencionado. 

3.3.2.Deterainación de proteína. 

a} To•ar 1 al de auestra de tejido pancre~tico, diluir 1:10 

6 1:20 segón sea necesario. 

b) Adicionar 5 ml de una solución que contiene: 0.1 al de la 

solución de sulfato de cobre al lX con agua destilada, 0.1 •l 

de una soluci6n de tartrato de sodio y potasio al 2~ en agua 

destilada. y 10 •l de una solución de carbonato de sodio al 2X 

en hidróxido de sodio 0.1 N. 

c) Incubar a te•peratura aabiente durante 10 •inutos. 

d) Añadir 0.5 •l del reactivo de Folin . 

e) Dejar incubar a te•peratura a•biente 30 •inutos . 

f) Leer a 750 n•. 

Usar blanco de reactivo y realizar la correspandiente curva 

de calibración con una soluci6n de referencia de albÚ•ina.(26). 
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3.3.3. Deter•inaci6n de la actividad enzi•ática. 

Posterior•ente •edir la actividad de la 17 P-HIOROXIESTEROIDE 

DESHIOROGENASA de páncreas canino a 37ºC y 10 •in. de incubaci6n 

colocar una concentración específica de eeteroide asi co•o el 

esteroide radiactivo, la coenzi•a y el amortiguador de fosfatos 

5 •M, dejar correr la reacción después de colocar la fracción 

mitocondrial de tejido pancreático en cantidad tal que en el m~ 

dio de reacción se tenga l ag de proteína, parar la reacción 

con éter etílico, agitar y centrifugar para separar las fases: 

acuosa y eterea foraadae, decantar la fase etérea, evaporar y 

adicionar una solución de arrastre que contenga el sustrato y 

el producto asteroide esperado, realizar la separación de a•bos 

por cromatograf ia en capa fina y un sisteaa de disolventes 

conocido; cortar la placa déspues de revelarse con luz ultra 

violeta y/6 vapores de yodo, y contar la radiactividad recuper~ 

da.(Ver apéndice 8.3). 

Para deter•inar los pará•etros cinéticos. variar las dé•as 

condiciones de reacción, por eje•plo en la b6squeda de la Ka y 

V•Ax variar la concentraci6n de sustrato ya sea testosterona, 

androstendiona y eetradiol. (Tablas No.1,2); al deter•inar el 

pH y te•peratura 6pti•os aparentes variar el pH y te•peratura 

del •edio de incubaci6n •anteniendo las de•~s condiciones de la 

reacción constantes. 

Otras condiciones del comportaaiento cinético son las de 

variar diferentes tie•pos de incubación de la reacción, y 

concentraciones de proteína de la fracción aitocondrial 

del tejido pancreático. 



TABLA No. 1 

DETERHINAClON DE LAS CONSTANTES CINE'fICAS, Km y Vmax. DE LA 17 ll-HIDROXIESTEROlDE 

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 1111 100 •il cpm NAD+/NADH 1 •g 
>Jti 2 •g/lOOul de 

1 2 4 .._1 s 100 .u_l 100 A.1,1 p 

2 5 10 A\]. E 100 .t.11 100 .t.11 R 

3 10 20 .u.1 Q 100 "1_1 100 .t.ll o 

4 20 40 .u.l u 100 .t.11 100 -.t.11 T 

s 40 80 .U.l E 100 .(.(1 100 A..(,l E 

6 80 160 .u.1 D 100 .u.l 100~ I 
N 

Blanco 15 30 .u_l A 100 .u.l 100 .(.(1 --
Control (+) 15 30 A.1.l D 100 .u.1 100 -.t.11 A 

Llevar a l •l con a•ortiguador de fosfatos 5 mH. pU 7.0. 

Realizar el control positivo (+), con la 17 ll-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de 

placenta hu•ana. 
N 
O> 



TABLA No.2 

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES ClNETlCAS K• y V•áx DE LA 17 a -HlDROXlESTEROlDE 

DESHlDROGENASA EN LA REACCION DE OXIDAClON DEL ESTRADIOL. 

VIALES CONCENTRACION SUSTRATO EVAPORAR SUSTRATO H COENZlMA ENZIMA 

DE SUSTRATO 0.05 11M 100 •il cpm NAl>+/NADH 1 mg 
UH 2mg de 

1 0.5 10 -41 s 100 Atl 100 ..u,l p 

2 1.0 20 ..u,l E 100 ..U,l 100 ..U,l R 

3 2.0 40 -41 Q 100 A.\l 100 ..u_l o 

o.s mM 

4 s.o 10 ..u,l u 100 AAl 100 .A.1,1 T 

s 10.0 20 AAl E 100 AAl 100 ..1.1,l E 

6 20.0 40 ..u,l D 100 .ul 100 ..1.1,l l 

7 so.o 100 AAl A 100 Atl 100 ..U,l N 

Blanco 15.0 30 .ul D 100 ..U.l 100 .1.1.1 ---
Control 15.0 30 ..U,l 100 ..u,l 100 .L\l A 

Llevar a 1 •l con a•ortiguador de fosfatos 5 aH, pH 7.0. 

Realizar el control positivo (+), con 17 6-HlDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de 

placenta hu•ana. 
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3.4.RESULTADOS. 

Debido a que el objetivo del presente trabajo era el de de -

aostrar, y efectuar el análisis cinético de una enziaa con act! 

vidad de óxido - reducción de horaonas esteroides en tejido 

pancreático canino. era indispensable asegurar que los sustratos 

que se utilizaran fueran puros; para tal objeto se obtuvo estr~ 

dial, androstendiona y testosterona tritiadas, una fracción de 

los cuales se recristaliz6 par calentamiento y se sometió cada 

una de las auestras a croaatografia en capa fina contra 

estándares conocidos. Los resultados aostraron que las auestras 

ensayadas contenian una cantidad •ini•a pero no determinada de 

contaainantes que podrían ser productos de la hidrólisis del 

sustrato; sin eabargo el hecho de estar •arcados con radiactiv! 

dad podría interferir en los posteriores ensayos, razón por la 

cual se decidió eli•inar los contaminantes a través de cro•ato­

graf ! a por filtración en gel. utilizando colu•nas de 20 cm. em­

pacadas con Sephadex LH 20-100 las cuales tienen un diA•etro de 

poro de entre 25 y 100 •icras, utilizando los solventes •As ad~ 

cuados para la separación de esteroides. Co•o se puede observar 

en las figuras 1,2,3, el procedi•iento fue capaz de eliminar la 

aayoria de los conta•inantes, sin e•bargo para •ayor sensibili­

dad en los ensayos posteriores se decidió utilizar solamente los 

dos tubos de cada una de las respectivas colu•nas en los que se 

concentraba más del 90X de la radiactividad. 

Con objeto de confir•ar que efectiva•ente el páncreas posee 

la enzi•a de interés se efectuaron experimentos con extractos 

crudos de páncreas los cuales se incubaron con 100 000 cp•. de 
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los sustratos previa•ente purificados. El ensayo en capa fina de 

el residuo de las incubaciones efectuadas corroboró la presen -

cia de la enzi•a en el páncreas canino. Una vez deaostrado lo 

anterior se decidió tratar de deterainar en qué f racci6n del 

tejido pancreático se encontraba la enziaa, para esto se 

decidió hacer un fraccionaaiento subcelular del tejido pancreA­

tico ya que se conoce que estas enziaas son de localización 

intracelular. Para este objeto se efectuaron hoaogeneizados de 

tejido pancreático los cuales previa•ente se libraron de tejido 

conectivo por •edioe fisicos; estos hoaogeneizados se centrifu­

garon de •anera diferencial en gradieOtee de sacarosa Ver 

diagraaa 3.1.1 .• del capitulo Parte Experi•ental ). La tabla 

No.3 de•ueetra que el 86X de la actividad se recuperó en la 

fracción •itocondrial, el 5~ recuperado en la fracción nuc1ear 

Podría ser consecuencia de una deficiente decantación de los 

tubos. Para que la reacción enzi•ática ee lleve a cabo, ea 

necesario la presencia de una coenzi•a que sea eapeciCica para 

la enzi•a, para tal objeto ee decidió probar las dos diferentes 

coenzi•as descritas para las 17 P-HIDROXIESTEROlDE DHSHlDROGEN~ 

SAS aisladas de otros órganos. Loe resultados de estos experi -

mentas aoetraron que sola•ente la NAD•tanto en su for•a oxidada 

co•o reducida actuó co•o coenzi•a especifica para esta reacción. 

Debido a lo anterior todos los experi•entos realizados con la 

enziaa y loe diferentes sustratos se efectuaron siempre con 2 

•g por al de coenziaa que corresponde a una cifra 20 veces aa -

yor a la concentraci6n 6ptiaa requerida. La gráfica No.4 repre­

senta la cinética de la 17 P-HlDROXlESTEROlDE DESHIDROGENASA 
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con respecto a la testosterona en donde se puede apreciar 

clara•ente que la velocidad máxima de la enzi•a correspande a 

0.4 n•ol.•g-•in. y donde ta•bién se observa que la •itad de la 

velocidad •Axi•a de la reacción (Ka) es de 3.5 ± O.S µM, a pH y 

teaperatura constantes. Para hacer aás claro estos resultados 

en la gráfica No. 5 se representa de aanera lineal los mis•os 

resultados. Finalaente. la tabla No. 4 auestra los valores a 

partir de los cuales se obtuvieron las curvas. 

Las gráficas 6 y 7 representan la cinética de la enzi•a con 

respecto a la nndrostendiona; en estas gráficas se observa co•o 

la Km de la enziaa es considerablemente •ayor al utilizar este 

sustrato ( K•= 9.5 ± 0.9 ), de •anera si•ílar al otro sustrato 

la tabla No. 5 •uestra los valores que se utilizaron para cal -

cular las curvas. 

Final•ente las gráficas 8 y 9 asi co•o la tabla No.6 mues 

tran la si•ilitud en el valor de K• de la enzi•a cuando se uti­

liza co•o sustrato al estradiol con respecto a la K• utilizando 

testosterona. La pequeña diferencia en los valores de Y•Ax al 

utilizar a•bos tipos de sustrato traduce una saturación •As rá­

pida de la enzi•a en el caso del estradiol. 

Aunque todos los experi•entos anterior•ente •encionados se 

eCectuarón a 37 •e se decidió efectuar una cinética aodiCicando 

la variable teaperaturao las gráficas 10 y 11 corroboran que la 

actividad de la enzi•a es 6pti•a a 37 •e en el caso de la 

androstendiona, sin e•bargo. para la testosterona la teaperatura 

6ptiaa es de 40 •c. lo cual quiere decir que si los experiaentos 

se hubieran efectuado a esta teaperatura para dicho sustrato 
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los valores de la Ka probableaente serían menores; sin e•bargo 

coao se puede observar en la gráfica No.10 el haber efectuado 

los experiaentos a 37 •e en el caso de la testosterona tuvo una 

influencia aproxiaada de aenos del 10 ~ con respecto a los 

valores 6ptiaos obtenidos. 

De aanera siailar a las determinaciones de temperatura las 

gráficas 12 y 13 representan el efecto del pH sobre la activi -

dad de la enziaa en dos diferentes sustratos. Los resultados 

auestran que las deterainaciones que se efectuaron a pH 7.0 

no se encuentran lejos de los pH Opti•os aparentes para los 

diferentes sustratos; sin eabargo lo que aAs llaaa la atención 

es el hecho de que al parecer la androstendiona es capaz de 

proteger a la enziaa aun a pH tan disi•iles co•o serian valores 

•enoree a 6.0 6 •ayores a 7.0. 

El tieapo de incubación que se •anejó en estos experi•entos 

(10 •in.) es totalaente co•patible con los resultados 

que se obtuvieron y que se de•uestran en las figuras 14 y 15 

en las cuales se observa que la •eseta de respuesta de la 

reacci6n se alcanza cuando el tie•po de incubación es de •ás de 

30 •in. Debido a que la Km de las enzi•as se calcula con respes 

to al tiempo y a la concentración. y en el caso de la pri•era 

variable sie•pre se estuvo en los rangos adecuados. Si•ilar a 

lo anterior, se tiene que los resultados de las grAfícas 16 y 17 

auestran que la concentración de proteína obtenida de la 

fracción •itocondrial con la que sie•pre se trabajo (1 •g) 

estuvo dentro de los parámetros de linearidad ya que •anejando 

concentraciones hasta de 2 ag de proteína no se alcanzó la 
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meseta. 

Las pruebas de inhibición por producto. se realizaron 

utilizando testosterona. y androetendiona co•o sustratos y 

añadiendo el producto esteroide a diferentes concentraciones en 

la reacción enzi•ática, observándose en las gráficas 18 y 19 

que el efecto no era el esperado ya que se obtuvo un au•ento de 

la actividad enzi•ática al añadir el producto correspondiente a 

la reacción. lo cual puede deberse a un eCecto del •edio en que 

se encuentra la enziaa, ya que no se encuentra pura. 
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REPURIFICACION DE LA TESTOSTERONA -H3 

CPM 

300.000 

250.000 

o .... 
::> z 
:¡ 200.000 
a: o 
a. 
en 
<( .... 
z 
w 150000 
::> 
!:!. 
::; 
a. 
(.) 

100.000 

50.000 



CPM 

50.000 

45,000 

o 40.000 
1-
::> z 35.000 :¡ 
a: o 30,000 o.. 
en 
< 
1- 25,000 z 
w 
:::> s 20.000 
::; 
o.. 
() 15,000 

10.000 

5,000 

C:RAF"ICA No. 2 

REPURIFICACION DE LA ANDROSTENDIONA -H' 
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GRAF'ICA No. 3 

REPURIFICACION DEL ESTRADIOL - H, 
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TABLA No. 3 

DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA 17 ~-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA EN PANCREAS 

CllHINO. 

FRACCION CONCENTRACION VOLUHEN ACTl VI DAD ACTIVIDAD ACTlVlDAD 

SUBCELULAR DE PROTEINA <•l) ESPECIFICA TOTAL RECUPERADA 

(•g/•l) n11ol/•g.minJ (naol.•in) {X) 

TEST. llHD. TEST. ANO. TEST. /IHD. 

l!OHOGENAOO 14.8 505 0.111 0.081 829.6 605.4 100.0 100.0 

NUCLEAR 14.5 20 0.150 0.104 43.5 30.2 5.2 4.9 

"'ITOCONDR!AL 37.8 45 0.420 0.317 714.4 539.2 86.l 89.l 

~ICROSOflAL 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 o.o 1.5 o.o 

TEST.e Testosterona. 

ANO. = Androstendiona. 

w 

"' 



TABLA No.4 

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

SUSTRATO. 
REACCION: TESTOSTERONA + NAD ~ ANDROST~NUIONA + NADH + H-

s 1/S Vexp. 1/Vexp. 
1 

V calculada 1/Vcalculada 

A4'f 1.IH n•ol/•g.•in. n•ol/•g.•in. rmol/ag.ain. naol/ag.ain. 

1 1.0 0.021 47.6 0.033 30.3 

2 o.s 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 o.os 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 experiaental, Vcalc.=Velocidad calculada por 

aedio del análisis estadistico por G.N. Wilkinson. (53). 

Estos resultados son el proaedio de cuando aenos cinco experiaentoa. 

A partir de los resultados anteriores se deteraina: Ka: 3.5 ± 0.5 uH. -1/Km: -0.28 

~. VHAX: 0.4 Jlllol/ag.ain.,1/VHAX: 2.5 naol/ag.ain. 
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CRAFICA No, 4 

· REPRESENTACION GRAFICA DE.LA CINETICA DE VELOCIDADES 
INICIALES EN FUNCION A LA CONCENTRACION 
DEL SUSTRATO ESTEROIDE. 

'º 'º 
CONCENTRACION DE SUSTRATO 

NAO* 
REACCION: TESTOSTERONA= ANDROSTENOIONA + NADH + W 
KM= 3,s.f,o.s A.1,M y VMAX: 0.403 nmol·mg·'.·mln'\ 
pH = 7.0 , 37 ºC 
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GJ?AFTCA No. 5 

GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK DOBLE RECIPROCA 1/v 
EN FUNCION A 1Asl DE LA 
17 p-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 

º' 
~NAO·+ · 

REACCION: TESTOSTERONAI;= ANDROSTENDIONA + NADH + H' 
.;¡K·m = -0.2' ·.a¡r..-t. WMAX = 2.5 . 



TABLA No. S. 

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

SUSTRATO. -- . REACCION: ANDROSTKNDIONA + NADH + u• ...--- TESTOSTERONA + NAO 

s 1/S Vexp • l/Vexp. V calculada l/Vcalculada 

.t1H -utl n.1101/•g.•in. n.ol/•g.•in. n.ol/•g.•in. n.ol/mg.•in. 

2 o.s 0.063 15.8 0.055 20.0 

s 0.2 0.123 8.1 0.100 8.3 

10 0.1 0.195 5.1 0.200 s.o 

20 o.os 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.c Velocidad experi•ental, Vcalc.c Velocidad calculada 

de acuerdo al an6lisis estadistico en cinética enzi•Atica realizado por G.N. Wilkinson. 

Estos resultados son el pro•edio de cuando aenos cinco experi•entos. 

A partir de los resultados anteriores se deter•ina: Km: 9.5 ± 0.9 uH, =1/Km: -0.1053 

VHAX: 0.4 nsol/mg.•in., 1/VHAX: 2.5 nsol/mg.•in. ... 
N 
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GRAFICA NO. 6 

REPRESENTACION GRAFICA DE LA CINETICA DE 
VELOCIDADES INICIALES EN FUNCION A LA CONCENTRACION 
DE SUSTRATO ESTEAOIDE 

20 'º 
CONCENTRACION OE SUSTRATO 

NACH + H• 
REACCION: ANDRDSTENDIDNA= TESTOSTERONA+ NAO• 
KM: 9.5 :t 0.9 ..&JM; VMAX: 0.4 nmol- mg·1 -mlnr-1 

pH = 7.0, 37 •e 
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GRAF!CA No. 7 
GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK DOBLE RECIPROCA 
1/v EN FUNCION A 1/[S] DE LA 
17 J'-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 

0.25 0.5 

REACCION: ANOROSTENDIONA NADH • H' TESTOSTERONA+ NAO' 
-1/KM = -0.1 ~M·1 1NMAX = 2.s 

11¡s¡ ~1'1 
1.0 

... ... 



TABLA No. 6. 

CINETICA DE LA 17 P-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA UTILIZANDO 17 P-ESTRADIOL, COHO 

SUSTRATO. 
REACCION: ESTRADIOL + NAD• ~ ESTRONA + NADH + H• 

s I/S Vexp. l/Vexp. V calculada 1/VcaJ.cuJ.ada 

~ "" naol/ag.•in. naol/•g.•in. naol/•g.•in. naol/ag.•in. 

o.s 2.0 0.031 32.2 0.037 27.0 

1.0 1.0 0.064 lS.6 0.06S lS.4 

2.0 o.s 0.109 9.2 0.106 9.4 

s.o 0.2 0.166 6.0 0.170 S.8 

10.0 0.1 0.222 4.S 0.213 4.7 

20.0 o.os 0.238 4.2 0.244 4.1 

so.o 0.02 0.300 3.3 0.340 3.3 

Donde: Se Sustrato, Vexp. = Velocidad experi•ental, Vcalc.= Velocidad calculada por 

aedio del. an6J.iaia eatadiatico en cinética enziaética real.izada pcr G.N Wil.kinaon 

Batos reaultadoa aon el proaedio de cuando •enes cinco experi•entos. 

A partir de los reaultadoa anteriores se deteraina: Km: 3.4 ! o.s uH. -1/K•: 

0.29, VMAX: 0.3 naol/ ... ain., l/VHAX: 3.33 naol/ag.ain. 
... 
"' 
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GRAP'ICA No. 6 

REPRESENTACION GRAFICA DE LA CINETICA DE VELOCIDADES 
INICIALES EN FUNCION A LA CONCENTRACION 
DEL SUSTRATO ESTEROIDE 

20 'º 
CONCENTAACION DE.SUSTRATO 

NAO' 
REACCION: ESTAADIOL= ESTAONA + NADH + H' 
KM• 3.4'-t 0.5 "IM; Vmáx: 0.3 nmol·mg '1-mln '1 

pH•7.0, 37ºC 

'º {Si 
""" 80 
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.GRAFlCA No. 9 

GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK DOBLE RECIPROCA 1/V EN 
FUNCION A 1/[s] PARA LA 
17 ·'1-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 

-..:_ 1/VMAX 

025 O.$. 

NAO• 
REACCION: ESTRADIOL= ESTRONA + NADH + W 
-1/KM = -0.29 A(M''' 1NMAX = 3.33 

11¡s¡ 
.1.0. >tM 
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GRAFICA No. 10 

ACTIVIDAD DE LA 17 JS.-HIDROXIESTEROIDE OESHIDROGENASA: 
EN FUNCION DE LA TEMPER.ATURA . 

REACCION: TESTOSTERONA~ANDROSTENOIONA + NAOH + H' 
LA ACTIVIDAD MAXIMA APARENTE PARA 
LA OXIDACION OE TESTOSTERONA FUE ALCANZADA A: 40 º.C ... 

"' 



0.5 

e: 0.4 

E ., 
Cl 

~ 0.3 
o 
E 
.s 
o 0.2 
f-
u 
:::l 
o 
o 
a: 0.1 o.. 

GRAFICA No. 11 

ACTIVIDAD DE LA 17 ft-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 
EN FUNCION DE LA TEMPERATURA 

20 30 40 50 60 70 •e 

REACCION: ANDROSTENDIONA~ TESTOSTERONA+ NAO' 
LA ACTIVIDAD MAXIMA APARENTE PARA 
LA REDUCCION DE ANDROSTENDIONA FUE ALCANZADA A: 37 ºC. 
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GRAFICA No. 12 

ACTIVIDAD DE LA 17 ~-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 
EN FUNCION DEL pH 

4.0 6.0 a.o 10.0 12.0 pH 

REACCION: TESTOSTERONA~ANDROSTENDIONA + NADH + Hº 
pH OPTIMO DE LA ENZIMA 
PARA LA OXIDACION DE LA TESTOSTERONA: 7.5 
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GRAFICA No. 13 

ACTIVIDAD DE LA 17 ,B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 
EN FUNCION DEL pH 

'º 60 ªº 'ºº 12 o 
pH 

REACCION: ANDROSTENDIONA~ 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 /3-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 
A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

15 30 45 

TIEMPO DE INCUBACION (MIN) 

REACCION: TESTOSTERONA +NAD·~ANDROSTENDIONA + NADH + H' 
·¡1 mg DE PROTEIN'I X REAL) 
SIENDO LINEAL HASTA LOS 30 MIN. 
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GRAFICA No. 15 

ACTIVIDAQ DE LA 17 ft-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 
A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

15 30 
TIEMPO OE INCU8ACION (M!M) 

REACCION: ANDROSTENDIONA ~TESTOSTERONA+ NAD+ 
(1 mg DE PROTEINA) 
ES LINEAL HASTA LOS 30 MIN. 
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GRAFICA No. 16 

ACTIVIDAD DE LA 17 ~-HIDROXIESTEROIDE OESHIDROGENASA 
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROTEINA 

.O. 0.5 1.0 1.5 

CONCENTAACION OE PROTEINA (mg-ml º
1¡ 

REACCION: TESTOSTERONA~ ANDROSTENDOINA + NADH + H" 
PRESENTA LINEARIDAD HASTA> 2mg DE PROTEINA 

2.0 
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GRAFICA No, 17 

ACTIVIDAD DE LA 17 ~-HIOROXIESTEROIOE OESHIDROGENASA 
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROTEINA 

OS 1 O 1.S 

CONCENTRACION OE PROTEINA ( mg<n 1:1
) 

REACCION: ANOROSTENOIONA·~ TESTOSTERONA+ NAO' 
ES LINEAL HASTA 2.0 mg-ml'1 
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GRAFICA No. 1 6 

ACTIVACION POR PRODUCTO DE LA 
17 'fi-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 

u.1 "'1M 

, ------------------------CONTROL 

. 'º .20 

REACCION: TESTOSTERONA~ANDAOSTENDIONA + NADH + H• 
EXISTE ACTJVACION POR PRODUCTO (ANDROSTENDIONA) Af'IADIDO 

so .. ISJ >iM 
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GRAFICA No. 19 

CINETICA, ACTIVACION POR PRODUCTO 
NACH • H• 

REACCION: ANOROSTENOIONA =TESTOSTERONA + NAO+ 

RESULTADOS: 
1. CONTROL 

'º 

TEST • O M; Km • 11.436. Vmáx • 3.303 

•o 60 'º 
2. TEST ; 10 M; Km • 12.216, Vmáx • 6.213 
3. TEST• 15 M; Km• 12.663, Vmáx •7.104 
4. TEST • 25 M; Km • 22.429. Vmáx • 9.963 

1•1 "4111 



IV. UISCUSION. 

Los resultados de este estudio •uestran la presencia 

catalítica de la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA en pén -

creas de perros aachos. en la fracción •itocondrial. posible•en 

te relacionada con la estructura membrana! de este organelo ya 

que posterior•ente a este trabajo se realizó el trata•iento con 

fosf olipasa tipo A la cual disainuye la actividad enzi•Atica en 

un 90~ a diferencia de la 17 B-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 

reportada en la fracci6n no meabranal •icroso•al de testículo 

de cerdo.(14). La mayoria de las 17 B-HIDHOXIESTEROlDE UESHl­

DROGENASAS descritas en la literatura se encuentran en aicroeo­

aas y citosol. lo cual ha per•itido su probable purificación. 

aunque se reportó una enziaa aitocondrial de endoaetrio huaano 

capaz de oxidar el 17 6-Eetradiol utilizando NAD•y NADP 1 coao 

coenziaas,(Ver tabla No. 7) en coaparación con la enziaa estu -

diada en este trabajo cuya especificidad para coenzi•a se li•i­

ta al NAO ~ (H)~ en donde la bioconversión de los sustratos 

esteroides en presencia de la enzi•a no pudo ser detectada al 

utilizar el nucleótido de piridina: NAop•¡ (H)~ 

La enzi•a presenta una a•plia especificidad de sustrato 

eiendo capaz de catalizar la conversión del grupo hidroxilo -17 

y grupo oxo - 17 de andrógenos : testosterona y androstendiona, 

asi co•o la conversión de estradiol a estrena. 

La oxidaci6n del grupo 17 hidroxilo de la testosterona en 

presencia de NAD~procede con •ayer facilidad, dato revelado por 

su parAaetro cinético Ka (Constante de Michaelis Menten), donde 

la enziaa tiene una aayor afinidad por el sustrato ( Km= 3.5 ± 



0.5 µH),y del •is•o orden de •agnitud a la 17 ~-HIDROXlESTEROlDE 

OESHIDRCMJENASA de testículo hu•ano, porcino y de rata, los 

cuales se encuentran fisiológicamente relacionados con la bio -

síntesis de testosterona. En contraste a la •enor afinidad de 

la enzi•a a la androstendiona (K•= 9.5 ± 0.9 uH).(52). 

La dependencia de pH para la conversión enzi•Atica. de tes -

tosterona, y androstendiona dan curvas con un •áxiao relativa -

aente estrecho, y con pendientes que decrecen con rapidéz a aa­

bos lados de la curva, la porci6n •As elevada correspondió al 

pH óptiao para este ensayo, siendo de 6 - 6.5 en la reducción 

de androstendiona y de 7.5 en la oxidación de la testosterona, 

aunque las preparaciones enziaAticas se realizaron a pH de 7.0 

donde la oxidación y reducción de a•bos sustratos ocurrian 

aproxi•ada•ente a la •isaa velocidad y trabajándose con esto a 

un pH cercano a.l biológico. El pH óptimo de la 17 '3-HlDROXIESl'! 

ROIDE DESHlDROGENASA de testiculo porcino fu~ de 7.0,(ver tabla 

No.7) valor cercano al reportado en este trabajo para la 17 P­

HlDROXIESTEROlDB DESHIDROGENASA en pAncreas de perros •achos. 

En cuanto a la dependencia de la te•peratura por la enzi•a 

en un rango de 20 •e y 70 •e se ve que en a•bas reacciones de 

oxido-reducción se obtiene un pico •Axi•o de actividad enzi•Ati 

ca siendo para androstendiona de 37 •e y para la testosterona 

de 4o•c (gr~ficas 10 y 11), siendo esta ólti•a cercana a la al­

canzada por la enzi•a •itocondrial de endo•etrio hu•ano. La de~ 

naturalizaci6n por calor de la enzi•a para aabas actividades se 

aanifiesta por arriba de los 40 ºC.(37). 
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Los estudios de inhibición por análogos al sustrato se 

realizaron adicionando cantidades •icroaolares del producto es­

teroide (posible inhibidor) al •edio de incubaci6n, observando 

que en lugar de producirse inhibici6n en la reacci6n enzi•Atica 

hay un au•ento en la actividad, auaentando la Ka y VaAx del 

eeteroide estudiado frente a la concentración del producto 

añadido. 

Es iaportante aencionar que durante la estandarizaci6n del 

aétodo se variaron condiciones coao la aejor utilizaci6n de 

solventes orgAriicos, soluciones aaortiguadoras y deaAs aaterial 

utilizado, realizando durante loe experiaentos los controles ~ 

aitivos (con una enziaa 17 B-HIOROXIESTEROlDE OKSHIDROGENASA, 

purificada de placenta huaana) asi co•o controles negativos fo~ 

mados por desnaturalización de la enzi•a al calor, sin coenzi•a 

NAO• ( tt•) 6 sin enzi•a dando blancos de la •isaa aagnitud en 

los tres caeos. 

La estabilidad de la enziaa es baja a caabios bruscos de 

congelación y descongelación • por lo que fue necesario for•ar 

alícuotas de la fracción aitocondrial de páncreas de perros 

aachos, con la finalidad de ser utilizada para un ensayo en 

particular y evitar con esto el aanipuleo constante y por ende 

la pérdida de la actividad enziaAtica. Para •antener aAs tieapo 

la estabilidad de la enzi•a se probó la albúaina, proteína que 

ha sido descrita por la literatura coao capaz de conservar y 

en ocaciones activar reacciones enziaáticae, as~ coao taabién 

ejerce efectos contrarios de inhibici6n para algunas enziaas, 

para esta 17 6-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA de páncreas se 
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increaentó la actividad en un 80 X tras la adición de alb6aina. 

dato que puede deberse a la capacidad de la albóaina para 

increaentar la solubilidad de esteroides en reacciones enzia4 -

ticas aunque su eCecto se ha visto que depende de las condicio­

nes del ensayo y de la enziaa que se esté estudiando.(43). 

Los resultados deauestran la actividad de la 17 a-
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA, en páncreas de perros •achos 

lo cual suguiere una pasible función biológica de dicha enziaa 

en el órgano aunque coao se sabe las condiciones in vitro no 

son extrapolables in vivo. este estudio peraite tener la 

primera evidencia de que una enzima capaz de aanejar esteroides 

se encuentra localizada en páncreas canino. órgano no descrito 

en la literatura co•o posible interventor en el •etabolis•o de 

esteroides. 



TABLA No.7 

CARACTERIZACION DE OTRAS 17 8-HIDROXIESTEROIOE DESHIDROGENASAS EN 

TEJIDOS ANIMALES. 

TEJIDO OCALIZACION ESPECIFICIDAD CONSTANTES pH 

SUBCELULAR DE COENZIHA ClNliTJCAS • P'fIHO 

NAD/NAOP/ CHJ 1 Sustrato • VHAX 

Endo•etrio Hitocondria NAO• Estradiol-17 3.4 0.14 9.5 

huaano. NAOP• Eatradiol-17 2.8 0.00! 

Carcinoaa Hitocondria NAO• Estradiol=l7 3.1 0.1 

NAOP
0 

i 
de endoae rio. Estradiol-17 2.5 0.00 

Piel de Microeoaae NAO• Estradiol-17 4.1 0.09 8.5 . 
rata NAO Testosterona 4.0 0.09 

1--

Testiculo Hicroaoaas NADP• Androstendion 40 48 7.• 

Porcino. poca actividad 
en aitocondria 

DIFERENTES 

EHf'ERATURA 

OP'f JHA 

. 
c 

45 

50 

"' N 



Eritrocito Citoplas•a NADP• 

Hu•ano. NADP• 

Placenta Citosol NAD• 
. 

Hu•ana. NADP 

ovario Citosol NAD• 

de Cordero. 

Higado Microso•as NAD• . 
de cerdo Citosol NADP 

de Guinea. 

GlAndula Ho•ogenado NAD 

Subllaxilar NADP 

de rata. 

TABLA No.7 
(Continuación) 

Testosterona 

Estradiol-17 

Estradiol-17 

Estradiol- 17 

Estradiol=17 

Testosterona 

Testosterona 

170 

91 

14 

15 

30 

410 

140 

Existe conversión 

a Androstendiona 

Es trona <No se 

9.2 

9.7 

12 ail 

9 ail 

8.15 

10.1 

10.7 

de testosterona 

y de Eetradiol a 

reportan las 

constantes cinéticas ). (1, 21, 31). 

! 
' 
1 

1 



V. RESUMEN. 

Hasta el •o•ento. el páncreas no ha sido considerado un 

órgano involucrado en la biosinteeia de hor•onaa esteroides. 

Sin embargo, en loa Ólti•oa años una serie de evidencias 

per•iten suponer que dicho órgano juega un papel i•portante en 

el aetabolis•o de hor•onae esteroidea_ Rosenthal y Sandberg 

repartaron la presencia de una globulina f"ijadora de estr6genoe 

en el citosol de páncreas de rata.(41). Los mie•oe autores 

de.mostraron la existencia de receptores a hor•onas esteroides 

en pAncreas hu•ano.(42). Otros reportea señalan niveles altos 

de receptores a estrógenoa en adenocarcino•a de páncreas y 

tejido Cetal.(22). La presencia de algunas enzi•as participan -

tes en la transCor•ación de hor•onas esteroides. se encuentra 

general•ente asociada a la presencia en los tejidos de recepto­

res para sustratos respectivos.(11). En estudios recientes se 

reparta que la incubación de testosterona con ho•ogenadoe de 

tejido pancreático adulto nor•al, fetal y adenocarcino•a 

resulta en la producci6n de cantidades detectables de estradiol 

-170 y 5a dihidrotestoeterona evidenciándose la actividad de 

dos enzi•as involucradas en la bioaínteeis de hor•onas 

eateroidee aro•atasa y Sa - reductasa; particular•ente 

interesante resulta que la actividad de estas enzi•as es 

cuantitativa•ente diferente cuando se co•paran el tejido nor•al 

y el carcino•a.(15). 

En base a lo anterior surge el inter~a de caracterizar una 

enzi•a relacionada con el •etabolis•o de hor•onae eeteroidee 

con la finalidad de encontrar una actividad catalítica especi-
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Cica en el tejido pancreático canino. 

Este trabajo presenta parte de una investigación sobre el 

papel Potencial del p~ncreas en la biosintesis y •etabolismo de 

hor•onas esteroides. Siendo la caracterización de la 17 a­
HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA utilizando testosterona, andro~ 

tendiona, y estradiol co•o sustratos. 

Primera•ente se probó la actividad de la 17 P-HIDROXIESTKRO.!_ 

DE DESHIDROGENASA en ho•ogenados de páncreas canino los cuales 

se obtuvieron de perros callejeros •achos proparcionados por el 

Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez y después de 

su transportación fueron procesados realizándose su fracciona -

•iento subcelular •ediante centrifugación diferencial. 

La identificación de las actividades enzi•áticas se llevó a 

cabo incubando ho•ogeneizados de tejido en presencia de sustra­

tos radiactivos. siendo la actividad valorada por cuantificación 

del producto Por medio de centelleo liquido. después de la ex -

tracción con disolventes orgánicos y separación por cro•atogra­

f!a en capa fina. 

La identidad de los productos se conCir•6 cristalizando el 

producto radioactivo con estándares y valorando la actividad 

especíCica así co•o por co•paraci6n de la conducta croaatográ -

Cica de los productos con estándares en diferentes siste•as de 

disolventes orgánicos. 

Las constantes cinéticas (Ka aparente = constante de Michaels­

Henten y V•ax= velocidad •áxiaa alcanzada) se deter•inaron inc~ 

bando la auestra de tejido pancreático aanteniendo una constante 

de proteína. la coenziaa requerida. e increaentando la caneen -
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traci6n de sustrato. 

Los ensayos de deter•inaci6n de pH y te•peratura 6pti110s se 

rea1izaron •anteniendo las condiciones de incubación constantes. 

variando 6nica•e~te las diferentes concentraciones de CHry la 

te•peratura. Ta•bién se deter•inaron las velocidades de la 

enziaa frente a diferentes concentraciones de proteina y varios 

tie•poe de incubación. 

Loe estudios de inhibici6n por análogos del sustrato eeteroide 

(producto de la reacción) se realizaron escencialaente c090 se 

aencion6 al inicio para la deterainación de Km y Vaax. pero en 

preecencia de distintas concentraciones del inhibidor en 

estudio. 

Co•o resultado se observa que esta enziaa se localiza en la 

fracción •itocondrial de páncreas canino. Presenta una eapecif.!. 

cidad de coenzi•a para NAD•(H) 4 catalizando la óxido-reducción 

de los andrógenos, testosterona y androstendiona, as~ co•o para 

la oxidación del 17-a estradiol. 

La k• aparente de la enzi•a utilizando testosterona co•o suatr.!_ 

to rué de 3.5 ± 0.5 µM, VMax aparente de 0.4 nmol/ •g. •in .• el 

pH 6pti•o de 6.8 - 7.0 y te•pe?ratura 6ptiaa entre 6.8 - 7.0 ·e 

reepectiva•ente. 

La k• aparente de la enziaa utilizando androstendiona fué de 9.5 

± 0.9 µM y la VMax aparente de 0.4 n•ol/ ag. ain., el pH óptiao 

de 6.5 y la temperatura 6ptiaa de 37 ºC. 

Utilizando estradiol presenta una ka aparente de 3.4 ± O.S µM, 

VMax aparente de 0.3 naol/ ag. •in. Las condiciones de pH y 

temperatura 6pti•as no se deter•inaron. 



Las pruebas de inhibición adicionando diferentes concentraciones 

del producto en cada una de las reacciones para andrógenos die­

ron co•o resultado una activación de la catálisis enzi•Atica. 

Al ser una enzi•a localizada en •itocondrias dificu1ta eu 

probable purificación, presenta una especificidad para coenzi•a 

NAD: a diferencia de otras 17 a -HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENA­

SAS co•o la de endo•etrio y placenta hu•ano. 

Presenta a•Plia especificidad de sustrato ya que tiene la 

capacidad de interconvertir testosterona - androstendiona y el 

17 B-Estradiol - Estrena. 

Las constantes cinéticas variaron con respecto al sustrato 

utilizado. pero la K• utilizando testosterona y estradiol co•o 

sustratos para la enzi•a fueron del •is•o orden de •agnitud. 

Al •oetrar la actividad de la 17 a- HIDROXIESTEROIDE DESHI­

OROGENASA en páncreas canino, se sugiere una posible función 

biológica de dicha enzi•a en el órgano. a•pliando una ga•a de 

posibilidades de acción de las hor•onas esteroides en el 

páncreas. 



VI. CONCLUSIONES. 

Al buscar la actividad enzimática de la 17 0-HIDROXIKSTEROIDE 

DESHIDROGENASA, ésta se presentó en el ho•ogenado de tejido pa~ 

creático, lo cual cu•ple con la hipótesis planteada; por otro 

lado se realizó la caracterización parcial de la enziaa en 

páncreas canino, utilizando testosterona, androatendiona y 

estradiol co•o sustratos. cU•pliendo con los objetivos 

planteados al inicio del trabajo_ Al deterainar los paráaetroe 

cinéticos Ka. VHAX, te•peratura y pH 6ptiaoe. tieapos de incu­

bación y concentración de prote!na, se pudo coaparar su activi­

dad cinética con el de otras 17 a-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGEN~ 

SAS, de otros tejidos. 

La localización de la enziaa en la fracción aitocondrial, así 

coao su caracterización con los tres diferentes sustratos 

propone que esta enzima 17 a-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA 

deseapeña un papel catalítico iaportante en dicho órgano, el 

cual abriría nuevos horizontes en el campo de la invee~igaci6n 

por eje•plo: 

El trabajo preparativo de apoyo y la estandarizaci6n del aé­

todo anterioraente descrito propone una posibilidad para la 

caracterización in vitre de otras enziaas que utilicen esteroi­

des . 

Abre la posibilidad de caracterizar otras enziaas involucradas 

en la eeteroidogénesis con la finalidad de establecer posibles 

viae de efnteeis de hormonas esteroidee en páncreas. 

Al ver que la enzima tiene actividad en páncreas canino, es-



tudiar la actividad de esta enzi•a 17 13-HIDROXIESl'EROIDE 

DESHIDROGKNASA en el pAncreas humano, lo cual se aplicaría en: 

Crear biotecnologia. es decir. nuevas pruebas diagnósticas 

enzi•áticas. y ver la posible relaci6n en cuanto a cantidad y/o 

especificidad de la enzi•a 17 P-HIDROXIESTEHOIDE DESHIDROGENASA 

en diferentes alteraciones pancreáticas. 

Estudiar la influencia de las hormonas esteroidee sobre las 

actividades fisiológicas del pAncreas. 

Dentro de la investigación cientít"ica básica se podria realizar 

un estudio coaparativo de la actividad de enzi•as involucradas 

en el •etabolis•o de hor•onas esteroides en tejido pancreático 

noraal y carcino•a pancreático, abriendo con esto una Posibili­

dad de aanejo horaonal de pacientes, en el trata•iento de esta 

patología. 
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APENDICE 

8.1.HATERIAL Y EQUIPO. 

8.1.1.HATERIAL DE VIDRIO Y VARIOS • 

CA•ara de vidrio para cro•atografia. 

Hatraces Erlen•eyer. Pyrex de 125. 500 y 1000 •l. 

Matraces Volu•étricoa, de 250, 500 y 1000 •l. 

Pipetas de 5, 10 y 20 al. 

Pipetas Pasteur. 

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

Tubos de Vidrio de varios ta•años. 

Varillas de Vidrio. 

Vasos de.precipitado de 10, SO, 100, 500 y 1000 •l. 

Viales de Vidrio borosilicadoa.· 

VARIOS: 

Bolsas de plástico. 

Bulbos para pipetas Pasteur. 

Equipo de cirugía. 

Espátulas. 

Frascos con dosificador. 

Gradillas para tubos y viales. 

Iailln. 

Papel de aluainio y paraCila. 

Pincel. 

Pisetas. 

Placas de Silica Gel. Sigaa Co. 

Puntas desechables para pipet'as Wilson. 



Reloj, con cron6•etro. 

Tubos de plástico para centrífuga. 

Viales de plástico 

8.1.2.EQUIPO DE LABORATORIO. 

Agitador Magnético. Corning PC - 353 Stirrer. 

Balanza Analítica. Hettler H - 54 AR. 

Balanza Granataria. Hettler PC - 440 . 

Baño MetabÓlico con agitación. Dubnoff. 

Centrifuga con reCrigeraci6n. Sorvall RT 6000. 

Centrifuga con refrigeración. Sorvall RC-58. Refigerated su­

per epeed centrifugal. Rotores: GSA; SS - 34. 

Coaputadora. Co••odore 128. 

Co•putadora Brother PC. 

Contador Beta. Packard 3255. Auto Gaaaa Scintillation. 

Eepectrofotó•etro. Zeise PM 2 DL. 

Ho•ogeneizador. Hedical Klectronics Hainin lnstruaents. 

LSapara de luz ultravioleta. Chro•ato - VU~ CC - 20. 

Pipetas Autoaáticas. de 20. 200 y 1000 ul Gilson 

Potenció•etro. Metroh• - 610. 

Sonicador, SONIPREP - 150. 

Ultracentr~fuga. Beckaan LS - 65. Rotor: 60 TI. 

Ultracongelador. REVCO. 

Vortex Genie 2. Scientific Industries. 
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8.1.3.DiSOLVENTES y REACTIVOS. Grado Analítico. 

Acetona. Merck. Co. 

Acetato de Sodio. Sig•a CheJ1ical Co. 

Acido clorhidrico. J.T. Baker. 

Acido Etilen Oiaaino Tetraacético sal dis6dica. Sig•a Chea.co. 

Agua Oesionizada. 

Albúaina Sérica Bovina, en polvo (96 X - 99 X) de pureza 

Sig•a Cheaical Co. 

Androstendiona.(H). New England Nuclear co. 

Androstendiona. Steraloids. INC. 

Azida de SOdio. Sigaa Cheaical. Co. 

Cloroforao grado analítico. Herck Co. 

Cloruro de Magnesio. Herck Co. 

2,5 Difenitoxasol (PPO). Sigaa Chemical Co. 

Etanol 100 X . Herck Co. 

Eter de Petróleo. Herck Co. 

Estradiol 17-P (H). New England Nuclear Co. 

Estradiol 17-a. steraloids INC. 

2,p-Fenilenebis 4 aetil, 5 feniloxazol.(Diaetil POPOP).Sigaa 

Cheaical Co. 

Fenil- aetil- sulfonil Fluoruro. (PMSF). Sigaa Cheaical Co. 

Folin - Ciocalteu. Sigma Chemical Co. 

Fosfato Dib.Asico de potasio. J.T. Baker. 

Fosfato Monobasico de potasio. J.T. Baker. 

FosColipasa A. Sig•a Che•ical Co. 

Glicina. Herck Co. 

Glicerol. J.T. Baker. 



Hidróxido de Sodio. J.T. Baker. 

Hidroxi •etil a•inoaetano ( ºfRIS) . Herck Co. 

O -Hercaptoetanol. Sigma Cheaical Co. 

Metano! Grado Analítico. J.T. Baker. 
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Nicotina•ido Adenin Dinucleótido. ( for•a oxidada - NAO+ ). 

Sig•a Chemical ca. 

Nicotina•ido Adenin Dinucle6tido. ( forma reducida - NADH ). 

Sig•a Cheaical Co. 

Nicotinaaido Adenin Dinucle6tido fosCato. ( for•a oxidada 

NADP+). Sig•a Che•ical Co. 

Nicotinaaido Adenin Dinucle6tido foefato.(forma reducida­

NADPH). Sigaa Cheaical Co. 

Testosterona CH). New England Nuclear Co. 

Testosterona. Steraloide INC. 

Tolueno. Herck Co. 

Tritón. Sigaa Cheaical Co. 

Yodo. Sigaa Cheaical Co. 

8.2.PREPARACION DE REAC'CIVOS. 

Aaortiguador de fosfatos (K2HPO.) 5.0 •H. pH 7.0, para hoao­

geneizar, centrifugar e incubar: 

K,,HPO. 5.0 •M. 

PMSF (fluoruro de aetilsuifonil fenol), 10 µM. 

MgCJ.,. 5.0 •M. 

EDTA 1.0 llM. 

Mercaptoetanol 7 aM. 

Agua Deaionizada cbp.1 lt. 



Aaortiguador de fosfatos CK2HPO.) 0.2 H, pH 7.0. Para 

preparar la coenzi•a, tanto NAD.(H+) coao NADP~(H+). 

KzHPO. 0.2 H. 

HgCl2 5.0 aM. 

EDTA 1.0 1111. 

ftercaptoetanol 7 aM. 

Agua Desionizada cbp. 1 lt. 
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Reactivos para deterainar la concentración de proteina por 

el aétodo de Lowry. 

Solución A 

Solución B 

Solución e 

O.lN. 

Solución D 

Tartrato de Sodio. HiO al 2~. 

Sulfato de Cobre. H10 al 1~. 

Carbonato de Sodio al 2~ en Hidróxido de Sodio 

0.1 volu•en de solución A + 0.1 voluaen de la 

solución B + 10 volúaenes de la solución C. 

Solución de liquido de centelleo.: 

PPO 0.5 ~ + Oiaetil POPOP 0.03 ~. disolver en una aezcla que 

contiene: Trit6n 1 L + Tolueno 10 Lts. 

Agitar a 4 •e • 

Soluciones aaortiguadoras para cinética de pH. 

Tris HCl 0.05 H pH 6.5 - 9.0. 

Acetato de Sodio 0.05 H pH 4.0 - 6.0. 

Glicina - NaOH o.os H pH 9.5 - 12.0. 

Mantener todos los reactivos a 4 ºC 



8.2.1. PREPARACION DEL MATERIAL RADIACTIVO. 

TESTOSTERONA.NEW. ENGLAND.NUCLEAR.CORP. 

Actividad Específica = 49.0 Ci/ aaol. 

ANDROSTENDIONA . NEW. ENGLAND. NUCLEAR. CORP. 

Actividad especifica : 49.0 Cil••ol. 

ESTRADIOL. NEW. ENGLAND. NUCLEAR.CORP. 

Actividad Específica= 94 Ci/mmol. 

ESTROHA . NEW. ENGLAND. NUCLEAR.CORP. 

Actividad específica : 94 Ci/ .. ol. 
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El rit•o de desintegración radiactiva (decai•iento) parece ser 

afectado solamente por la estructura del núcleo inestable. la 

vida •edia es especifica para cada isótopo y es el tie•po nece­

sario para que la •itad del nú•ero de áto•os presentes se desirr 

tegren. Es i•portante toaar en consideraci6n este parámetro ya 

que considerando cualquier n6•ero de átoaos radiactivos, el n6-

11ero de desintegraciones por segundo será inversamente propor -

cional a la vida aedia.{46}. 

8.2.1.1.Cálculos. 

Calcular el núaero de átoaos con nócleos inestables existen­

tes en un tiempo t. de acuerdo a la siguiente relación : 

-Kt 
Nt = No e 

Donde: 

Nt = N~•ero de Ato•os existentes con nócleos inestables, a un 

tiempo x. 
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No = Nú•ero original de núcleos inestables a un tie•po inicial 

to. 

e Base de logarit•oa naturales . 

K Una constante 0.693 / 12.5 años (vida aedia del 

tritio}. 

t = Tie•po transcurrido 

Toaar en consideración que los esteroides radiactivos se 

recibieron aproxi•adaaente en Oicie•bre de 1903, efectuar los 

cálculos antes •encíonadoe. 

Fecha en utilizar el •aterial radiactivo:Febrero de 1988. 

Tie•po transcurrido = 5.2 años. por lo tanto : 

K • 0.056528. 

Kt• ( 0.056528 l ( 5.2 ) 0.2939 

-Kt 
e 0.746029 

Para Testosterona y Androatendiona 

Nt 49 Ci/aaol X 0.746029 

Nt • 36.5 Ci/ .. ol. cantidad de radiactividad Existente . 

Para Eetradiol y Estrona : 

Nt 94 Ci/ .. ol X 0.746029 

Nt = 71.12 Cil••ol. Cantidad de radiactividad. 
6 

Sí la eficiencia del contador es del 40S, y 1 uCi= a 2.22 x 10 

dpa. 
ECiciencia cp• 

Despejando de la ecuación anterior cp•, se tiene: 



cp• 

cp• 

40 ~ ) 
5 

8.88 X 10 

6 
2.22x10 ) 
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Actividad especifica de los esteroides usados co•o sustrato, en 

cada uno de los ensayos. 

TESTOSTEkONA Y ANOROSTENDIONA : 100 000 cp• / 3.1 P•ol. 

ESTRADIOL Y ESTRONA ; 100 000 epa /1.6 paol. 

8.2.l.2.RepuriCicaci6n del aaterial radiactivo. 

Repurificar los coapuestos tritiados coaerciales aediante el 

método de filtración en gel. 

Utilizar una coluana de 20 ca de largo por 1.5 ca de diáaetro. 

Sephadex LH 20 - 100 y un sisteaa de eluyentes : Tolueno / 

Hetanol: B5al/15al. 

Preparación del esteroide radiactivo: 

Evaporar el esteroide radiactivo, reauspendiéndolo con 500 .u,l 

del sisteaa de eluyentes ( Tolueno, 85 •l/Hetanol 15 al), y 

aplicar en el lecho de la coluana. 

Recolectar l al del aaterial eluido en cada tubo, toaar una 

alícuota de cada uno para aedir la cantidad de radiactividad. 

realizar la gráfica de puriCicaci6n, obteniendo la Cracci6n del 

esteroide puro, la cual se procede a evaporar y resuspender en 

un volu•en adecuado para Cor•ar una solución patrón de 100 000 

cp•. en 100 ul utilizando la siguiente f6r•ula : 

ClVl C2V2 



Donde : 

Cl Cantidad de radiactividad e•itida por la muestra. 

Vl Volu•en en que está esa cantidad de radiactividad. 
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C2 Cantidad de radiactividad que se quiere ( 100 000 epa ). 

V2 Voluaen requerido para resuspender dicha radiactividad 

8.3.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DK LA 17 O -

HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA EN PANCREAS DE PERROS MACHO. 

8.3.1.Preparaci6n del aedio para •edir la actividad enzi•á­

tica. 

Aplicar el sustrato esteroide de la reacción en una concen -

traci6n de 15 uH en un vial evaporar a sequedad, adicionar 100 

ul del asteroide radiactivo previaaente repurificado para tener 

100 000 epa por ensayo, y 2 •C de ia correspondiente coenzi•a 

(NAD,NADP)' / ( H+ ) en 100 ul de aaortiguador fosfatos 0.2 H 

añadir el voluaen necesario de la fracci6n aitocondrial de 

páncreas canino, que al llevar el volu•en Cinal de la reacción 

a 1 •1 con a•ortiguador de fosfatos SllM, pH 7.0 per•ita que la 

concentraci6n final de proteína de dicha fracción •itocondrial 

sea de 1 wg en 1 •l. 

8.3.2.Incubaci6n: 

Una vez iniciada la reacci6n, incubar durante 10 •in a 37 •e, 

con agitaci6n constante y en una at•6efera de oxígeno. Ter•inar 

la reacción al tér•ino de este tie•po. con 10 •l de ~ter 

etílico Q.P., agitar vigorosa•ente, dejar reposar por 15 •in. a 

te•peratura a•biente para separar la fase acuosa de la fase 

etérea y para co•pletar perfecta•ente la separación centrifugar 
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a 3000 rp•. durante 10 ain. 

8.3.3.Extracción de los productos Cinales de la reacción. 

Colocar el vial. sin agitar. en una aezcla de acetona-~ 

(-70.C) para congelar la fase acuosa y separar por decantación 

la Case etérea, y evaporar el éter a 37•c . 

8.3.4.Detección de los productos finales de la reacción : 

Redisolver el residuo del paso anterior. con 200ul de etanol 

O.P. que contenga el sustrato y el producto esperado . Agregar 

estos 1.H ti•os coao aedio de localización en el aoaento de 

realizar la croaatograf1a en capa fina, usando placas de silica 

gel y un eisteaa de eluyen.tes foraado por 90 al de cloroCorao 

y 10 al de acetona. 

Una vez separados los esteroides (sustrato -producto} proce­

der a su identificación en la placa de silica gel. por eje•plo 

los esteroides de tipo estrógenos se identifican al revelar la 

placa con vapores de yodo 6 con Acido sulCórico diluido y 

calor. y los andrógenos por •edio de radiación ultravioleta. 

(19,51). 

8.3.5.CUantiCicaci6n. 

Cortar la placa de sílica gel en las zona en donde fué 

identificado el (sustrato - producto) de la reacción. aPlicán -

dolos por separado en viales que contienen liquido de centelleo 

y proceder a •edir la cantidad de radiactividad sustrato-

producto transfor•ado. 
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