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REACCION CATALIZADA POR LA 20a-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE TESTICULO DE BOVINO. 



IllTRODUCCION 

Los testículos están formados de: un sistema de túbulos y células 
intersticiales de Leydig localizados entre los túbulos que producen es-

teroides androgénicos. Estas células forman del 2-37% del volumen testi 

cular dependiendo de la especie. Existen aproximadamente 25 x 10 6 y 

700 x 10 6 células de Leydig en la rata y en el humano, respectivamente. 

(1) (2) 

Las reacciones bioquímicas para formar andrógenos se inician con la 

presencia de colesterol metab6licamente activo que puede derivar de 3 

fuentes: bioslntesis de novo a partir de acetato, de ésteres de colest_g_ 

rol almacenado y del plasma sanguíneo vía receptor de lipoprotelnas 

VLDL-LDL (3). La poza metab6licamente activa de colesterol se trans­

porta a la mitocondria, en donde enzimas específicas producen la rup­

tura de la cadena lateral del colesterol y dan lugar a la pregnenolona 

(4) la cual se transporta al retículo endoplásmico liso (REL), donde 

se convierte a testosterona por una serie de enzimas microsomales, (5) 

las cuales incluyen hemoproteinas responsables de la ruptura de la ca­

dena lateral de esteroides de 21-C para dar lugar a la serie de 19-C. E~ 

tas son enzimas del sistema P-450 capaces de aceptar electrones de 

NADPH+lf°y activar oxígeno, un átomo del cual se transfiere al sustrato 

(actividad de monooxigenasa). La testosterona difunde a través de'. 1 a 

membrana celular y es captada en el liquido extracelular y es transpor­

tada en la circulación unida a proteínas plasmáticas, principalmente 

albúmina y proteínas especificas transportadoras de hormonas estcroides, 



como es la globulina fijadora de testosterona (kBG). Este arreglo es~acial 

con alto grado de organización de las enzimas que sintetizan esteroides 

tiene importantes aspectos en la regulación: 

- Facilita la interacción de esteroles y esteroides hidrofóbicos con 

el oxígeno o el hidrógeno disuelto en el citoplasma de las células de 

Leydig. 

- Existe una vía multienzimática unida a membrana que reduce el tiem­

po de difusión del sustrato e impide la pérdfda de intermediarios bio­

sintéticos del complejo membrana-enzima (6). 

- La compartam~ntalización de las reacciones de esteroidogénesis 

limita los productos potenciales producidos por los testículos; se esta­

blecen sitios de control cuando un sustrato está separado de la enzima, 

la cual se requiere para catalizar su conversión al producto. (7) 

-Finalmente las alteraciones bioquímicas a nivel de membrana afectan 

la actividad de enzimas esteroideas. Las evidencias de compartamentali­

zaci6n de este tipo de enzimas proporciona bases estructurales para la 

regulación de la biosíntesis de testosterona. (8) 

Actualmente sabemos que se requieren 5 enzimas para la conversión 

de colesterol a testosterona. En este proceso la cadena lateral del co­

lesterol sufre ruptura en dos sitios, para que una molécula de 27-C, 

se forme en una de 19-C; el anillo A del esteroide es oxidado a una con­

figuración ó"- 3 ceto. 1as enzimas son: 



- 20-22 hidroxilasa, liasa P450 scc. 

- complejo 3S -hidroxiesteroide OH-3 cetosteroide t>"-' isomerasa. 

- 17a- esteroide hidroxilasa. 

- 17-20 liasa 

- 17S-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 

El paso clave en la síntesis de testosterona es el catalizado: por la 

20-22 liasa (9). La hormona luteinizante (LH) regula la actividad total de 
' la vía por estimulaci6n de la slntesis de testosterona lo que resulta en 

la acumulaci6n de una proteína unidora de colesterol que facilita el tran1. 

porte de éste a la mitocondria o su uni6n al sistema enzimático P450 scc. 

(10). Aunque también la regulación de la biosíntesis de testosterona está 

bajo el control de otros tipos de hormonas, como la FSH, prolactina. 

En la esteroidogenesis testicular, se forma un intermediario 17 oxi­

genado que se somete a ruptura en la unión del C-17 y C-20 para facilitar 

la formaci6n de androstendiona: 

progesterona ~ 17a OH progesterona --~ 

+ CH,COOH. 

17a 
hidroxilasa 

17-20 
liasa 

andros.tendiona 

En la invest1gac16n de la biosíntesis de andr6genos;la 17a-hidrox1-

progesterona ha sido propuesta como el intermediario oxigenado más probable 



(11). A partir de este sustrato el interés por las proteínas con activida­

des catalíticas específicas es mayor, y las fracciones solubles de tejido 

testicular de diferentes especies de mamíferos contienen actividad de 

20 a-hidroxiesteroide deshidrogenasa que catoliza específicamente la re­

ducci6n del grupo carbonilo en el C-20 de la 17a-hidroxiprogesterona. Se 

purific6 a homogeneidad la 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa de testículo 

de bovino con la finalidad de estudiar y entender su papel fisiol6gico, in­

tegrado al conjunto de conocimientos que existen a la fecha sobre las hor­

monas asteroides y su regulaci6n. 

OBJETIVO 

El objetivo de la purificaci6n a homogeneidad de la 20a-hidroxieste­

roide deshidrogenasa de testículo de bovino fue efectuar estudios compara­

tivos con otras enzimas de mamíferos que se han purificado (12) (13) (14), 

algunas hasta la foi:maci6n de cristales (15). Esta actividad enzimática 

se ha reportado en 6rganos muy.diversos como es el hígado (16) ovario (17), 

testículo (18), adrenales (19) y placenta (20). Elegimos el tejido testi­

cular de bovino para lograr una contribuci6n al esquema clásico de biostn­

tesis de andr6genos en este modelo. 

Es relevante seílalar que la especificidad de sustrato para esta en­

zima depende del 6rgano estudiado. La 17a-hidroxiprogesterona es especí­

fica para la enzima testicular. 



BIOSINTESIS DE AtlDRDGENOS 

l. Precursores. 

Tanto el acetato como el colesterol son sustratos para la biosíntesis 

de andr6genos. El acetato es un precursor efectivo in vivo e in vitre en 

experimentos de perfusi6n de testículos, adrenales y ovario. El colesterol 

se convierte activamente en esteroides, in vivo, en los casos en que est& 

presente un adenona adrenai virilizante. El colesterol no es un adecuado 

sustrato in vitre. El ácido mevalónico es un precursor de la dehidroepian­

drosterona en casos de adenona adrenal. (21) 

La pregnenolona es convertida a andrógenos. en los tres 6rganos pro­

ductores de esteroides: testículo, ovario y adrenales. 

La progesterona es considerada un sustrato clásico para la biosín­

tesis de andr6genos, a partir de los estudios iniciales de Slailnl'lhite y 

Samuels (22) y posteriormente de Savard, (23) quienes demostraron que este 

esteroide es convertido rápidamente a androstendiona y testosterona. Estos 

estudios se han confirmado en repetidas ocasiones. 

II. Bios1ntesis. 

Slaunwhite y Samuels y poco tiempo después Savard (22) (23) demostra­

ron que la formaci6n de andr6genos requiere de la 17a-h'ldroxilaci6n de 

progesterona. Hay 2 caminos de esteroidogenesis, el. 65 y el t;•; el pri­

mero se refiere a la doble ligadura en la posici6n 5-G y t;• se refiere a 

la doble ligadura en posici6n 4-5. Los principales esteroides biol6gicamente 



activos tienen la configuración ~·. 

La actividad de la 17a-hidroxilasa sobre la progesterona y la preg- _ 

nenolona genera 17a hidroxiprogesterona, que se considera un precursor in­

mediato de androstendiona, sobre la cual actúa la 17-20 liasa. Posterior­

mente la reducción del grupo 17-ceto por la 17B-hidroxiesteroide oxido-reduc­

tasa fonna la testosterona. También da lugar a testosterona la conversión 

de dehidroepiandrosterona a androstendiona, a partir de 17a-hidroxipregneno­

lona, y su reducción posterior. 

La v1a metabólica para la síntesis de dehidroepiandrosterona se descu­

brió a través de incubaciones de un homogenado preparado de aden.oma a"drenal 

humano con pregneno.lona- [7-:\l] y resultó en la fonnación dehidroepiandros­

terona- [ 3H] (24). Y pregnenolona marcada con tritio, cuando se inyectó a 

una mujer cori .i/irilización por adenon:ia adrenal, se convirtió en dehidroepian­

drosterona (25). La conversión de 17a-hidroxipregnenolona a dehidroepian­

drosterona fue establecida por Solomon y Cols. (26). El aislamiento de dehi­

droepiandrosterona de test!culos, realizado por Neher y Wettstein (27), apo­

yaron la tesis de que este andrógeno no es exclusivo de tejido adrenal. Un 

tumor adrenal de células intersticiales de humano también formó dehldro­

epiandrosterona a partir de pregnenolona. (28). 

La dehldroepiandrosterona trltiada administrada intravenosamente produ­

jo la fonnaciOn de testosterona y androstendiona tritiada en la sangre. Esta 



transformación ocurre en el hombre aun en ausencia de testículos. Las evi­

dencias experimentales han señalado después de largos años de estudio que 

la testosterona es el producto principal de la esteroidogénesis en el 

hombre. La ruta biosintética 65 es utilizada para la formaci6n de dehi­

droepieandrosterona y luego androstendiona y testosterona; o de DHA a an­

drostendiol y testosterona; aunque no es suficientemente claro cuál es la 

ruta favorecida (2g), 

111. Catabolismo. 

La testosterona plasmática es metabolizada por varios caminos; junto 

con sus metabolitos activos se excreta más del 90% por la orina como meta­

bolitos inactivos. Aproximadamente la mitad del recambio diario es en la 

forma de 17-cetosteroides urinarios principalmente androsterona y etiocola­

nolona; y la otra mitad como compuestos polares diales trioles y conjugados. 

La testosterona actúa como precursor de otros metabolitos fisiológica­

mente activos, y puede sufrir reducción irreversible a esteroides Sa-redu­

cidos, principalmente la djhidrotestosterona que ejerce funciones en la di­

ferenciación sexual durante la embriogénesis y tiene la principal acci6n 

androgénica en la funciOn sexual del adulto, 

La presencia de 5a-androst-16-en-3aol es un importante catabolito de la 

testosterona. Es un compuesto aislado de tejido testicular por Prelog y 

Ruzicka (30). Los estudios de Brooksbank y Haslewood (31) proporcionaron 



prueba importante donde el compuesto fue excretado en la orina humana con­

jugado con ácido glucurónico. También fue detectado en la orina humana por 

Mason y Schneider (32), Dorfman y Cols. (33) y Miller y cols. (34). 

Por otro lado los andrógenos circulantes pueden ser convertidos en t~ 

jidos periféricos de ambos sexos en estrógenos, los que pueden actuar en 

concierto con los andrógenos, o tener efectos independientes y en algunos 

casos efectos opuestos. 

Las consecuencias fisiológicas de la circulación de la testosterona es 

el resultado de los efectos combinados de la testosterona por sí misma, más 

los cte. andrógenos activos y metabolitos estrogénicos. [fig. A] 

ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA ESTERO!DOGENESIS EN TESTICULO 

1.20, 22 hidroxilasa y 20.22 liasa. 

La conversi6n de colesterol a pregnenolona se lleva a cabo en la mito­

condria de tejido testicular (35); así como también en corteza adrenal y en 

el cuerpo lúteo (36). Tiene requerimientos por llADPH+H+ y oxígeno 

molecular. El NADPH + H+ se requiere para las hidroxilaciones esteroideas y 

sirve como fuente de e· que activan al oxígeno a través de una flavopro­

te1na, no hem1nica y con el complejo citocromo P-450 (37). Las hidroxila­

sas, tambi~n llamadas antiguamente oxidasas de funci6n mixta, activan un 

&tomo de oxígeno para que forme el grupo hidroxilo en el ·sustrato, y el se-



gundo átomo fonna una molécula de agua. 

Laºruptura de la cadena lateral es por la hidroxilaci6n de los C.20 -

22. El 20a-hidroxicolesterol sirve como precursor efectivo de pregnenolona. 

2. 3S-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A'-s isomerasa. 

Esta enzima actúa en esteroides de 19-C y 21-C, actúa sobre grupos 

3B-hidroxi. La actividad en testículos de rata bajo condiciones 6ptimas 

es de 1 a 2 µmoles de producto fonnado por hora por gramo de tejido (38), 

utilizando NAO+ como cofactor preferentemente (39) (40). La isomerasa tes­

ticular y de corteza adrenal es microsomal (41). La de testículo produce 

la pérdida del hidr6geno de la posición 4S. 

3. 17a-hidroxilasa. 

Cataliza una reacci6n irreversible que requiere NADPH+H+y oxígeno mo­

lecular (42), por sus requerimientos se parece a otros tipos de hidroxila­

sas esteroideas que utilizan el sistema P-450. Por espectrofotometrta de m~ 

sas se hizo la confinnación directa de que un átomo de oxígeno se inserta 

y fama el grupo 17a OH • 

. 4. C¡,- C20 liasa. 

Esta enzima requiere oxigeno molecular y NADPH+li+habiéndose demos­

trado que utilizó 1 mol de 02 por mol de 17a-hidroxiprogesterona que su­

fre ruptura. Es importante seHalar que la testosterona fonnada.a .partir de 



progesterona por los microsomas testiculares en la presencia de 18 02 , re­

tiene un átomo de 1 '0 en el grupo 17a-hidroxi; y este átomo es el oxíge­

no del grupo 17a-OH del intennediario 17-a hidroxiprogesterona. (43) 

5. 17a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 

Es la enzima responsable de la interconversión de androstendiona a -

testosterona catoliza la reacción reversible favoreciendo la fonna redu­

cida (testosterona) a pH 7 .4 y 25ºC. El cofactor preferencial es NADPH+H+ 

y los niveles relativos de la fonna oxidada y reducida del nucleótido tie­

nen influencia en el equilibrio alcanzado. La enzima es estimulada por ci­

trato y en testículo de rata sus niveles son bajos (44) (45). 

MATERIAL Y METODOS 

1.- Material biológico. 

Testículos de bovino con peso entre 200 y 300 g. obtenidos frescosen 

el lapso. de una a dos horas después de sacrificado. 

2. ~aterial químico. 

Nfcotinamfda adenin dinucleotido reducido (NADH); nicotinamida ade­

nfn dfnucleotfdo fosfato reducido (NAOPH); Ditiotreitol; 4 - pregnen - 3,20 

diona (progesterona); 3,17a dihidroxi-1,3,5 (10) estratieno (17a-estradiol) 

1,3 5[10]-estratieno-3, l7a di ol ( l7a-estradi ol); 1,3,5 [10] estrati en-3-ol-



17 ona (estrena); p-nitrofenil acetato; Azul de Coomassie R250; Sephacryl -

S300; tetrazolio nitro-azul y fenacina metosufato fueron obtenidos de Sigma 

Chemi ca 1 Ca. 

- 17a-hidroxiprogesterona (4-pregnen-17a-ol-3,20 diana), 17a,20a-dlhl­

droxl 4-pregnene-3-ona y demás esteroides se obtuvieron de Steraloids !ne., 

Wilton N.H., USA. 

- Acrilamlda; tl,t:,N',N' - tetrametiletilendiamina; N,N'-metil bis acri­

lamida; persulfato de amonio, dodecil sulfato de sodio (SOS); Trisglicina y 

estándares para peso molecular se obtuvieron de Bio-Rad Lab. 

- El gel AcA-34 fué de LKB. El estuche para calibración de pesos mole­

culares se obtuvo de Pharmacia. 

- La [4-'"C] progesterona (57 .m Ci/mmol y la [4-'".C) 17a-hidroxipro­

gesterona (SO m Ci/mmol) fueron comprados a New England Nuclear. 

- La [4-'".C] estrena (55 m Cl/mmol); [la2a(n)-'H] corticosterona (42 

Ci/mmol) y [l,2,6,7,(n) .-'H] androstendiona (90 Ci/mmol) se obtuvieron de 

Amersham. El tubo de diálisis (espectrapor No. 2) fue adquirido de Fisher. 

El agua utilizada para todo el procedimiento fue bidestilada y desionizada. 

3. Verificaci6n de pureza. 

- La comprobación de pureza de esteroides fríos y radiactivos se reali-



zó por cromatografía en capa fina. Se disolvieron en etanol a una concentr"ª­

ción de 7.5µmol/ml. 

4. Ensayo enzimático. 

- La actividad enzimática se midió por la formación de 17a,20a-dihidr.Q. 

xi-4 pregnen-3ona radiactivo a partir de [4- 1 'C]-17a-hidroxiprogesterona. 

El volumen total de la mezcla de ensayo fue de 1.0 ml, el cual conte­

nía 0.15µmol de esteroide, 0.5µmol de NAOPH+H+ en 0.1 M de buffer fosfato 

de sodio, a pH 7.2 con 10 mM de cisteína. También se realizaron ensayos con 
+ NAOH+H • Una Vez agregada la enzima, (2.5 m!U), las muestras se incubaron 

durante 15 mi n a 37ºC. 

La reacción se dió por tenninada al efectuar la extracción con 10 ml 

de cloruro de metileno. Luego la fase orgánica se evaporó con nitrógeno y 

el residuo se disolvió en 50µ1 de etanol. 

5. Cromatografía en capa fina. 

Las dimensiones de los cromatogramas fueron de 2x7 cm, en los cuales 

se coloca una alicuota de 10~1. Se reveló con una mezcla de clorofonno­

etil acetato-etanol (25:2:1), que separa adecuadamente el producto del sus­

trato. Posteriormente los cromatogramas se cortaron en pequenas tiras de 

0.5 cm. y se contó en 5 ml de 15quido de centelleo, en un espectrofotómetro 

modelo Packard Tri-Carb. 3320. La eficiencia de la detenninación radiactiva 

fue del 90% para ''C y 50% para 'H. La recuperación de la radiactividad 



fue del 85%. 

6. Cuantificación de proteína. 

- Las concentraciones de proteína se determinaron inicialmente por el 

método de Lowry (46). Al comparar con otros (métodos) se concluyó que va­

rios reactivos usados para el procedimiento de purificación interfieren con 

los de Lowry y Biuret principalmente, por lo cual se determinó la proteína 

con el método de Bradford (47), utilizando como estándar a la albOmina cri~ 

ta 1 i na sé rica bovina. 

7. Definición de la actividad enzimática. 

- Una unidad de actividad de 2Da-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a 

HED) se define como la cantidad de enzima que reduce lµmol de la 17a-hidro­

xi-progesterona/min. 

8. Esquema de purificación de la 20a-HED. Esq. l 

a) Homogenizaci6n de tejido. 

- Todo el esquema de purificación se lleva a cabo a 4°.C. Se colecta­

ron del rastro dos testfculos frescos de bovino, se transportaron al labo­

ratorio en hielo. Se decapsulan cuidadosamente, su peso es de 450 g, pri­

mero se obtienen pequeños trozos manualmente. Se homogeniza en 0.01 M de 

buffer de fosfato de potasio, pH 7.2 que contiene 20% de glicerol y lmM 

de ditiotreitol, al cual llamamos Buffer A. La relación tejido testicular 



ESQUEMA DE PURIFICACION PARA LA 20a-HEDH DE TESTICULO DE BOVINO 

Testículos de bovino,_homogenizados en 20X de glicerol, 
buffer de fosfatos pH 7.2 (buffer A), lff!.I DTT, 4ºC 

8 000 x g, 30 min (X 2) 

precipitado sobrenadante 

l 105,000 x g, 90 min (X 2) 
r¡~~~~-L.~~-'---,( 

precipitado sobrenadan te 

precipitado 

se disuelve Jn buffer A 

Diálisis 1 Cromatografía de afinidad 
(Reactive Red agarose) 

sulfato de amonio 
40-80%, 120 min y 8000 x g, 30 min. 

sobrenadante 

Lavado Elución de la enz¡ma con 
1 .-11 llADPH+H 

Esq. 1 

1 

Cromatografía 
AcA-34 

Enzima homogenea 

--------~------------ --------- -·- - -------- -- .. -----·-- -



............. ~~-..---·--·-·-·--·--·· 

ESQUEMA DE PURIF!CACIDN PARA LA 20a-HEDH DE TEST!CULO DE BOVINO 

Testículos de bovino, homogenizados en 20% de glicerol, 
buffer de fosfatos pH 7.2 (buffer A), lmM DTT, 4ºC 

8 000 x g, 30 min (X 2) 

precipitado sobrenadan te 

_____ __.l _ __;:l.;:.05"','"'º..-º.;;.º...;.¡x g, 90 min (X 2) 
1 1 

precipitado sobrenadante 

prec 1 Rita do 

1 se disuelve en buffer A 

Di~lisis Cromatografía de afinidad 
(Reactive Red agarose) 

sulfato de amonio 
40-80%, 120 min y 8000 x g, 30 min. 

sobrenadan te 

Lavado Eluci6n de la enzima con 
1 mM NADPH+H 

Cromatograffa 
· . ·· AcA-34 

Enzima homogenea 

Esq. 1 
,, ... ' 

...... ,,_. .. ,. ..... _, ____ ..._.~.--.... ...-



buffer A fué de 1:1. La homogeneización se realizó en una licuadora viaring 

con 3 pulsos de 20 seg cada uno. Se lleva finalmente a un sistema de poli­

tron Brinkman, con 3 pulsos de 30 sec cada uno, para obtener una homogeni­

zación más fina. El tiempo requerido en este proceso fué de 10-15 min. El 

pH del homogenado se ajusta a 7.2 con la adición de NaOH 1.0 N. 

b) Centrifugación. 

Se centrifuga el material obtenido en recipientes de plástico pre 

viamente calibrados y fríos, a 8000 x g por 30 minen 2 ocasiones (el so­

brenadante se centrifugó una segunda vez). El precipitado se descarta. El 

sobrenadante se guarda en cuarto frío, para continuar al siguiente día con 

la centrifugación a 105,000 x g x 90 min, también en dos ocasiones; la capa 

de ltpidos se descarta cuidadosamente con pipeta Pasteur. El sobrenadante 

obtenido se lleva a una saturación del 40% con sulfato de amonio, el pH 

se ajusta continuamente a 7.0 •.. La mezcla obtenida se agita por dos horas en 

el cuarto frlo, una vez terminada la adición del sulfato de amonio. Se cen­

trifuga a 8000 x g por 30 min. El sobrenadante se lleva a 803 de saturación 

con sulfato de amonio y se vuelve a centrifugar como en el paso anterior. 

El precipitado obtenido después de la centrifugación se disuelve en buffer 

A en una relación de 1:2. Se observó que en la fracción 40-80% se recupera 

70% o más de la actividad enzimática, con un incremento de aproximadamente 

10 veces en la purificación. Posteriormente el material solubil izado se dia-

1·1zó por 48 hrs. con buffer A, a 4ºC, incrementándose el volumen final del 



dializado entre 10 y 20 ml. Detectamos que la enzima es estable por más de 

8 semanas si se mantiene a 4ºC. 

9. Cromatografía. 

- El material dializado se lleva a una columna de Reactive Red 120 ag!!_ 

rose (4.5µmol de ligando/ml de gel) de las siguientes dimensiones: 1.8 x 

52 cm. La velocidad de flujo fue de 3.0 ml/hr. Se lavó extensamente con 

buffer A, a un flujo de 7ml/hr (total 1070 ml). 

La enzima se eluye con buffer A que contiene 1.0 rrl4 de NAOPH+H: Las 

fracciones que tienen actividad de 20a-HEO son colectadas y se aplican a una 

columna de filtración en gel AcA-34, de 3x60 cm, y se eluyen.con buffer A, 

10 ml/hr. 

10. Electroforesis. 

- La electroforesis en disco se realizó por el método de Oavis (48) a 

pH 7.0. La concentración de acrilamida en los geles fue de 7.5%. Se corrie­

ron a 4 mA/tubo en una cámara Hoefer. Luego los geles se tiñéron con azul 

de Coomassie (49), después de haberse fijado en ácido tricloraacético al 

12.5% (p/v) durante 1 hora. Un gel por duplicado fue teñido para observar 

la actividad de 20a HEO, por el método de zimografía de Karavolas y cols. 

(50). 

Posteriormente, para determinar la estructura de subunidades y peso 



molecular de la 20a-HED de testículo de bovino, el ensayo se realizó por 

electroforesis en SOS por el método descrito por Laemmli (51). Los geles se 

corrieron a 2 mA/tubo. La curva estándar de pesos moleculares se estableció 

al correr geles separados con fosforilasa 6(92,500); albúmina de suero bo­

vino (66,200); ovalbúmina (45,000); anh1drasa carbónica (31,000); inhibidor 

de tripsina de frijol de soya (21,500) y lisozima (14,400). 

11. Determinación del peso molecular por filtración en gel. 

- Para realizar este experimento se utilizó una columna de 2.lx90 cm 

de Sephacryl S-300. Se equilibró con buffer A. Se agregaron separadamente 

una mezcla de enzimas de peso molecular conocido como son: tiroglobulina,fe­

rritina, catalasa, aldolasa, albúmina de suero bovino, ovalbumina, quimctrip­

sinógeno A y ribonucleasa A. El Va (volumen de exclusión) se determinó por 

la elución de azul dextrán que fué de 50 011. con una velocidad de flujo de 

14 ml/hr. Los volumenes de elución de los estándares se determinaron al mo­

nitorear la absorbancia a 280 nm. Finalmente, se aplicó a la columna una ali 

cuota de 2.0 ml de la enzima 20a-HED, obtenida de la columna de AcA-34, y con 

0.44 mg protefna/ml. El volumen de elución se determinó al cuantificar la 

actividad enzimática en cada fracción. 

RESULTADOS 

l. Esquema de purificación de la 20a-HEDH. 



El esquema de los pasos de purificación se muestra en la tabla l. Los 

cálculos matemáticos se relacionan a la actividad especifica del sobrenadan­

te de 8000 x g. Después de la centrifugación a 105,000 x g, el sobrenadante 

se fraccionó con sulfato de amonio, y la actividad enzimática se recuperó en 

la fracción 40-80% de saturación (ver métodos). Es algo notable de señalar 

que el precipitado obtenido de este paso, se suspende y dializa con buffer 

A más ditiotreitol; y de manera consistente en todas las preparaciones (n=l2) 

se observó un incremento en la actividad total enziniática de aproximadamente 

el doble (de 424 a llS!mIU); Este hecho no es exclusivo para la 20a-HED (12) 

(14) y se sugiere que el material inicial tiene inhibidores, los cuales son 

probablemente removidos durante el fraccionamiento o la diálisis. 

Este esquema de purificación es primordialmente debido a la gran afini­

dad de la agarosa roja para deshidrogenasas dependientes de NAOP+; ya que más 

del 90% de la enzima se une en 2 horas, y más del 70% de la actividad enzimá­

tica se recupera con l.O mM de cofactor. Además remueve el exceso de hemoglo­

bina y esterasas. En contraste, durante la experiencia inicial con la agarosa 

azul, se unió menos del 70% en más de 12 horas, y no se el'uyó con ninguna co.!! 

centración de cofactor ni con KCl de 1-3 M, y además su alta afinidad por de~ 

Hf drogenasas dependientes de NAO+. 

Se obtuvieron purificaciones óptimas con una relación de muestra/gel de 

2:1, y una concentra~ión de prote!na de 20-30 mg/ml de muestra. La columna, 



PURIFICACION DE 20 n-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA DE TESTICULO DE BOVINO 

MUESTRA mU PROTEINA ACTIVIDAD PURIFICACIDN RECUPERAC!ON 
(in!j ) ESPECIFICA (mU/mg) (%) 

-
Sobrenadante BOOD g 424 50,490 o.D08 

Sobrenadante 105,000 g 343 18,550 0.018 2.3 Bl 

Sulfato de amonio 40-80% 1,151 4,050 0.28 35 272 

Croinatograffa de afinidad 758 16.4 46.3 5792 178 

(Reactive Red agarosa) (601)* (8.2) ,• (73) (9125) (141) 

AcA-34 289 2.5 115 14375 68 

~ ( ) Estos valores representan la elución del pico 'enzimático usado en la cromatografía de filtración. 

TABLA 1 



una vez empacada, se cargó con el dializado y se eluyó a una velocidad de -

3ml/hr, de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente. La mejor recu­

peración se obtuvo cuando la enzima se eluyó con 1.0 rrl·I de NADPH+H+ en buffer 

A. 

Los dos testículos de bovino utilizados en este esquema, tienen un peso 

de 450 g, y contiene 450 m!U de actividad enzimática. La presencia de gli­

cerol en el buffer de homogenización es esencial para estabilizar la activi­

dad. Cuando no se usó, se perdió el 80-90% · de la actividad de 20aHED dentro 

de las siguientes 48 hr. 

2. Localización subcelular. 

El fraccionamiento celular reveló que el 85-90% de la actividad enzimá­

tica se localiza en el sobrenadante. Una distribución subcelular similar se 

ha descrito para la 20aHEDH de rata y de puerco. (41) 

3. Recuperación de la 20a HEDH. 

La enzima se recuperó al eluirla con el cofactor, el resultado se muestra 

en la fig. 1, donde más del 70% de la actividad de la 20a-HED fue retenida en 

la columna de agarosa y elufda abruptamente cuando se agregó el buffer A que 

con ten 1 a 1. O rr/1 de NADPlt+ll+ 

La cantidad total de la actividad enzimática eluída con NADPH+H; repre­

senta el 76% de la, inicialmente agregada a la columna. 

Cuando se utilizó NAO+ en la elución a concentraciones de 0.5, 0.2 y 
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Cromatograna de afinidad de la 200-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
con Reactive red agarose. El dializado (148 ml con 27 .2 mg/ml de proteína 
y 7.7mU/ml de enzima), se aplic6 ~l gel, se lav6 con buffer r. (1070 ml). 
La· eluci6n se. realiz6 con NMPll+H 1 r.fl. Las fracciones 15~ a 200 co­
rresponden a 2 ml cada una. 



O.l nt-1 se obtuvieron recuperaciones entre el 30-20%. Y cuando se utilizó -

l7a-hidroxiprogesterona 0.1 mM en el buffer A, no se detectó actividad. 

Pero cuando se mezcló la misma concentración de esteroide (O.l f1'M de l7a­

OH prog.) con O.l rnM de NADP+, también en buffer A, el resultado fue que la 

+ actividad especifica es mayor que con l.O mM NAOPH+H , pero su recuperación 

fue menor (<48%). 

la agarosa roja permitió una purificación de 268 veces con relación al 

anterior. El siguiente paso fue la cromatografía de las fracciones obtenidas 

de la agarosa roja con la más alta actividad específica (entre paréntesis en 

la tabla l), las cuales se colocaron en una columna de filtración AcA-34. la 

actividad específica final fue de 115 m!U/mg. con una recuperación total del 

68%. 

4.- 20aHED homogénea. 

la enzima elu!da de la columna de filtración en gel, se revela homogénea 

de acuerdo a estudios electroforéticos en gel de poliacrilamida. Se ensayaron 

duplicados para actividad de 20a-HEO a pH 8.5. la banda activa correspondió 

a la banda de protefoa teñida de la preparación homogénea. (Fig. 2) 

5.- Determinación del peso molecular. 

Se realizó la electroforesis con SOS y la enzima mostró una sola banda 

que corresponde a 40,000 de peso molecular (Fig.3), de acuerdo a un promedio 

de tres determinaciones. luego se aplicó una alícuota de la enzima a la co-
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Electroforesis en gel de poliacrilamida de 20a-HEDI! a pH 7.0. Los 
geles de la izquierda y el centro corresponden a material elu!do de 
Reactive red agarose; teñido por zi nograf!a con 17a, 20a-dihidroxi-
4-pregnen-3-ona como sustrato y cor, azul de coomassie respectiva­
mente. El gel de la derecha representa a la enzima elu!da de la co­
lumna de AcA-34 y teñida con azul de coomassie. 
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lumna de Sephacryl S-300, calibrada previamente con los estándares adecuados. 

La enzima tuvo un peso molecular de 34,000, en tres determinaciones. Este va­

lor concuerda con el valor obtenido con SOS, y en conjunto los datos indican 

que la 20aHED no tiene subunidades. (Fig. 4) 

6.- pH óptimo de la enzima. 

Se observó la modificación de la velocidad de producción del esterolde 

reducido al variar el pH del buffer fosfato. entre 4.6 y 9.2, ya sea en la pr~ 

sencia de NADH+H+ o NADPH+H: Con NADPH+H+ como cofactor la velocidad máxima 

de la actividad enzimática se observó a pH 5.6 y con NADH+H+ la enzima mostró 

un amplio pH óptimo que varió entre 6.B y B.4 (Fig. 5). 

7.- Especificidad del cofactor y el sustrato. 

La determinación de la Km para la 20aHED se realizó con concentraciones 

variables de 17a-hidroxiprogesterona manteniendo la de ·NADPH+H+en 0.5~M. Las 

mezclas de reacción contenfan 2.3 mlU de enzima y las velocidades de reacción 

se cuantifica~óri .por la generación de 17a,20a-dihidroxi-4-pregnen-3-ona. Cada 

punto de la gráfica corresponde a 8 determinaciones. 

El valor de la Km a pH 7 .• D determinado por dobles recfprocas fue de 7.3 x 
• 10- M. La inhibici6n por sustrato se observó en forma reproducible cuando la 

concentraci6n fue mayor de 0.3µ"1. Cuando la 20a-HED se incubó con 17a-hidro­

xiprogesterona en la presencia de 0.5~M de NADH+H+, la velocidad de reacción 

fue menor al 30% en relaci6n a la observada con la misma concentración de 
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NADPH+H; (Fig. 6) 

La androstendiona, estrena y corticosterona no son sustratos para la -

20a-HED de testículo de bovino. 

La actividad de la 20a~HED utilizando a la progesterona como sustrato 

fue menos de 1% que la observada con 17a-hidroxiprogesterona como sustrato. 

(tabla 2). 

D!SCUSION 

La compartamentalización enzimática, para la formación de hormonas este­

roideas, tiene relevancia desde el punto de vista funcional, estructural y 

evolutivo. La formación de testosterona requiere de la enzima P 450 scc (si­

de chain cleavage) o 20-22 liasa, de localización mitocondrial, es la prime­

ra enzima de la biosíntesis y reguladora importante desde el punto de vista 

hormonal (52)(53)(54)(55)(56)(57). El resto de enzimas testiculares relacio­

nadas a la transferencia de esteroides están unidas a microsomas. 

Estudios de Fevold y cols (58) sobre la actividad de la 20aHEDH de tes­

tfculo de pSjaros indica una localización en elementos celulares de los tú­

bulos seminfferos y sus niveles se incrementan, de acuerdo al aumento en el 

tamano testicular, de 1.57 a 36.7 nmol de enzima/tejido testiculo/hr, con 

peso testicular de 7.2 a 480 mg respectivamente, y sugieren la participación 
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t1fic6 por la producci6n de 17a,20a-dihidroxi-4-prennen-3ona. Cada punto 
representa el promedio de 8 determinaciones. 



ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO PARA LA 20 a-HIDROXJESTEROIDE DESHIDROGENASA 

TIEMPO SUSTRATO N MOL PRODUCTO FORMADO/MIN 

15' 

15' 

30' 

17a-h f drox f pro ges tero na 

progesterona 

estradiol 

androstendiona 

progesterona 

progesterona 

androstendiona 

estrena 

corticosterona 

corticostero~a 

es trona 

* 2.5 y 5.2 unidades de enzima/ensayo. 

+ NSD • no se detect6. 

* • no se hizo el ensayo con 5.2U 

2.5 u• 5.2 u• 

111 .a :j: 

NSD+ NSD 

NSD NSD 

NSD NSD 

0.15 0.40 

0.15 0.72 

NSD NSD 

NSD NSD 

NSD NSD 

NSD NSD 

NSD NSD 

• 

TABLA 2 

% SISTEMA DE SEPARACJON 

100% el orof /etil acet/etanol 

o:i: clorof /etf 1 acet/etanol. 

0% clorof /etilacet/etanol 

0% clorof/etilacet/etanol 

0.12-0.33% clorof/etilacet/etanol 

0.12-0.61% benceno/etanol 

0% benceno/etil acetato 

0% benceno/etanol 

0% benceno/etanol 

0% cloroformo/acetona 

0% cloroformo/acetona 



de esta enzima en la función espennatogénica de testículo.de pájaro. 

El papel fisiológico de la 2Da-HEOH y la importancia de la reacción r~ 

ductora para fonnar 17a20a-dihidroxipregnen 3-ona son desconocidos. Las si­

guientes observaciones obtenidas en testículo de bovino nos pueden sugerir 

interpretaciones diferentes. La enzima se localiza principalmente en la 

fracción soluble, mientras que la mayoría de las enzimas testiculares que se 

relacionan a la transformación de esteroides, están localizadas en mitocon­

dria y microsomas (59)(60)(61)(62). En este caso el beneficio desde el punto 

de vista funcional es la existencia de un estado de gran ordenamiento estru_s 

tural que reduce el tiempo de difusión del sustrato y que impide la pérdida 

de intennediarios biosintéticos del complejo membrana-enzima. 

La enzima tiene una alta especificidad por su sustrato, la 17a-hidroxi­

progesterona. Willmer (63) enfatiza la importancia de los grupos C-3 y C-17 

para la acción fisiológica de los esteroides en la membrana. 

Existen también evidencias desde el punto de vista químico de que la 

confonnación del anillo A/B tiene importancia en metabolitos de la progeste­

rona, como las Sa-progestinas, que actúan principalmente en el genoma y e~ 

ta confonnaci6n puede contribuir a mecanismos tan complejos como el control 

honnonal. (64) 

El equilibrio de la reacción enzimática favorece la fonnación del com­

puesto dihidroxilado (17a20a-dihidroxi 4- pregnen - 3 ona) aun en presencia 



de un exceso de cofactor oxidado. La disminución en la formación del dihidr.2_ 

xiesteroide al incrementar el pH parece ser debido a la escasa participación 

del ion hidrógeno. Y la presencia del cofactor reducido (NADPH+H+) a un pH 

óptimo de 5.6, favorece la formación del producto (dihidroxi-esteroide) bajo 

estas condiciones de ensayo. (65) 

En base a la literatura es un hecho conocido que las deshidrogenasas 

de esteroides catalizan la interconversión reversible de grupos hidroxilo y 

carbonilo. Y el pH óptimo de la reacción de oxidación es muy diferente de la 

reacción de reducción (66) (67). 

Desde el punto de vista químico, la explicación a que se esté favore­

ciendo la reducción de la 17a-OH-progesterona, puede ser que se genera una 

carga parcial positiva del grupo carbonilo en la posición 20 de esta moléc]! 

la. Además la formación de un puente de hidrógeno, entre el grupo carbonilo 

del c-20 y el grupo hidroxiloc adyacente estabiliza la polarización del grupo 

carbonilo. Mientras que el compuesto dihidroxilado carece de este tipo de P.2 

larización. Estos aspectos pueden jugar un papel importante en la interac-
' ci6n del sustrato y la enzima; y es probable que este puente de hidrógeno 

se relacione a la reacción reductora por la diferencia en el pH óptimo entre 

las dos reacciones. 

Reportes en la literatura de estudios en testículos de pájaros, irra­

diados con rayos x, indican que se produce un estado regresivo del tejido 



conectivo intersticial (18). ttientras que en el testfculo de rata, la acti­

vidad de la 20-a HEDH permanece intacta a pesar de la ausencia de espermatg 

génesis post-irradiación {68) (69). Estos datos sugieren que la enzima se 

relaciona a la producción de andrógenos. Por las características de la 20a­

HEDH de testículo de bovino se sugiere que, desde el punto de vista bioquí­

mico, disminuye la formación de andrógenos por dos mecanismos: a) Porque r,!l_ 

duce el sustrato de la enzima 17-20 liasa (17a-hidroxiprogesterona) y -

b) porque cataliza la producción de un inhibidor de la misma 17-20 liasa 

(17a20a dihidroxi 4-pregnen 3 ona). 

Además, existen semejanzas en la 20aHEDH testicular de rata, (69) puer­

co (70) y bovino (65): en la especificidad de sustrato, son enzimas solubles, 

el cofactor preferente es NADPH+H: son enzimas monoméricas con peso molecu-

1 ar de 34,000 daltones; estas características que comparten, indican una i!!. 

teresante observaci6n desde el punto de vista evolutivo. 

La espermatogénesis es regulada hormonalmente por diversos compuestos 

proteicos como la hormona estimulante del folículo (FSH) que estimula la prg 

liferaci6n de células espermatogénicas; hormona luteinizante (LH) que estim!!_ 

la directamente a las células de Leydig; la prolactina (PRL) que parece in­

crementar la sensibilidad de los testículos a LH (71). Es de reciente inte­

rés el conocimiento de que la testosterona y la progesterona participan en 

actividades enzimáticas de conversión de esteroides a través de la 5a-reduc-



tasa y Ja-hidroxiesteroide deshidrogenasa en el sistema nervioso central 

(72) (73) (74). Los efectos producidos en este tejido tienen por lo tanto, 

una relación directa con la liberación de gonadotropinas (75) (76) (77) (78). 

Los estudios de la aplicación intrahipotalámica de testosterona y dihidro­

testosterona (DHT) revelan una disminución en 1 a 1 i beraci ón de LH pero al 

colocar 5a-androstan-3a, 17a-diol (5a, Ju diol) produce un efecto inhibito­

rio en la secreción de LH. Cuando la administración de esteroides (testoste­

rona y DHT) es en adenohipofisis no se afecta la liberación de LH. Por otro 

lado la testosterona y sus metabolitos tienen efecto estimulador sobre la 

hormona estimulante del folículo (FSH), tanto a nivel hipotalámico como en 

pituitaria anterior. Estos datos señalan que los andrógenos a través de la 

vía 5a-reductasa ejercen un efecto de retroalimentación positivo sobre la s~ 

creción de FSH, tanto a ~ivel hipotalámico como en pituitaria y tienen un 

efecto de retroalimentación negativo sobre la secreción de LH solo a nivel 

de hipot4lamo (79) (80) (81). 

Por otro lado sabemos que la progesterona y dihidroprogesterona ejercen 

un efecto estimulador en la liberación de LH; mientras que la 9e FSH no se 

modificó. La 5a-pregnan-Ja-ol-20 ona (Juol) y la 5a-pregnan-Ja olc20 ona (Ja 

al) son eficaces liberadoras de FSH, mientras que no modifican los niveles 

séricos de LH. También sabemos que los derivados Ja ó Ja ol son potentes li­

beradores de FSH y no tienen efecto estimulador sobre LH (82) (8J) (84). 

Las evidencias de Kalra y Cols (85) sugieren que el SNC es el sitio de 



acción de la progesterona, ya que es capaz de aumentar los niveles de LH y 

tSH en animales hembras castrados, con implantaciones en diversas áreas 

del cerebro especialmente el área preóptica anterior y el núcleo amigda-

1 ino. Otros investigadores han reportado receptores de progesterona en hi­

potálamo (86) (87) ·(88). Lo anterior revela que la liberación de gonodo-. 

troplnas puede tener mecanismos de control diferentes. 

Existen una serie de evidencias sobre el metabolismo de esteroides, y 

a pesar de intentos por lograr una integración y comprensión fisiológica, 

el mecanismo de acción de la 20a-HEOH no se conoce, aunque, actualmente la 

Investigación sobre biosíntesis de esteroides revela aspectos fundamentales, 

pues la 20-22 liasa (P 450 scc), la enzima limltante que convierte coleste­

rol en pregnenolona; es codificada por un solo gene en el humano. 

Por todo lo anterior es interesante tratar de entender el papel bioló­

gico de ·1a 20a-HEDH de testículo de mamífero y su localización citoplásmi­

ca que se.relaciona a la función. 
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