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IHTRODUCCION

Los testiculos estén Formados de: un sistema de tdbulos y células
intersticiales de Leydig localizados entre los tdbules que producen es-

teroides androgénicos. Estas células forman del 2-37% del volumen testi
cular dependiendo de la especie. Existen aproximadamente 25 x 10° y
700 x 10° células de Leydig en 1a rata y en el humano, respectivamente.
(1) (2)

Las reacciones bioquimicas para formar andrigenos se inician con la
presencia de colesterol metab&licamente activo que puede derivar de 3
fuentes: biosTntesis de novo a partir de acetato, de &steres de coleste
rol almacenado y del plasma sanguineo via receptor de 1ipoproteinas
VLOL-LDL (3). La poza metabflicamente activa de colesterol se trans-
porta a la mitocondria, en donde enzimas especificas producen 1a rup-
tura de la cadena lateral del colesterol y dan lugar a la pregnenolona
(4) 1a cual se transporta al retfculo endopldsmico 1iso (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 estercides de 21-C para dar lugar a la serie de 19-C. E5
tas son enzimas del sistema P-450 capaces de aceptar electrones de
NADPH#*y activar oxfgeno, un &tomo del cual se transfiere al sustrato
{actividad de monooxigenasa). La testosterona difunde a través de. 1a
membrana celular y es captada en el 1iquido extracelular y es transpor-
tada en la circulaci6n unida a proteinas plasmiticas, principalmente

albdmina y proteinas especificas transportadoras de hormonas esteroides,



como es la globulina fijadora de testosterona (TeBG). Este arreglo espacial
con alto grado de organizacidn de las enzimas que sintetizan esteroides

tiene importantes aspectos en 1a regulacibn:

-~ Facilita l1a interaccitn de estercles y esteroides hidrofébicos con
el oxigeno o el hidrdgeno disueito en el citopiasma de las células de

Leydig.

- Existe una via multienzimdtica unida a membrana que reduce el tiem-
po de difusidn del sustrato e impide la pérdida de intermediarios bio-
sintéticos del complejo membrana-enzima {6).

- La compartamentalizacion de Tas reacciones de esteroidogénesis
limita Tos productos potenciales producidos por los testiculos; se esta-
blecen sitios de control cuando un sustrato estd separédo de la enzima,
la cual se-requiere para catalizar su cunversi@n al producto. (7}

~Finalmente las alteraciones bioquimicas a nivel de membrana afectan
la actividad de enzimas esteroideas. Las evidencias de compartamentali-
zacibn de este tipo de enzimas proporciona bases estructurales para la
reguiacidn de la biosjntesis de testosterona. (8)

Actualmente sabemos que se requieren 5 enzimas para la conversidn
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 aniilo A del esteroide es oxidado a una con-

figuracisn A“- 3 ceto. las enzimas son:
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20-22 hidroxilasa, 1iasa P450 scc.

complejo 3R -hidroxiesteroide DH-3 cetosteroide a“-5 iscmerasa.

170~ esteroide hidroxilasa.

17-20 Tiasa

178-hidroxiesteroide deshidrogenasa,

E1 paso clave en 1a sintesis de testosterona es el catalizado:por 1a
20-22 liasa (9). La hormona luteinizante (LH) regula la actividad‘tota1 de
Ta via por estimulacifn de la sintesis de testosterona 1o que resulta en
1a acumulacidn de una proteina unidora de colesterol que facilita el trans
porte de &ste a la mitocondria o su unidn al sistema enzimitico P450 scc.
(10). Aunque también 1a regulacidn de 1a biosintesis de testosterona estd

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 unidn del C-17 y C-20 para facilitar

la formacidn de androstendiona:

progesterona —— 17a QH progesterona ———) androstendiona
+ CHLCOCH,

17a 17-20
hidroxilasa liasa

En la investigacidn de la biosintesis de andrfgencs;la 17a-hidroxi-

progesterona ha sido propuesta como el intermediario oxigenado mds probable



(11). A partir de este sustrato el interés por l1as proteinas con activida-
des catalfiticas especificas es mayor, y las fraccicnes solubles de tejido
testicular de diferentes especies de mamiferos contienen actividad de

20 a-hidroxiesteroide deshidrogenasa que cataliza especificamente Ja re-
duccién del grupo carbonilo en el C-2D de 1a 17u-hidroxiprogesterona. Se
purificd a homogeneidad la 20o-hidroxiesteroide deshidrogenasa de testiculo
de bovino con 1a finalidad de estudiar y entender su papel fisiolégico, in-
tegrade al conjunto de conocimientos que existen a la fecha sobre las hor-

monas estercides y su regulacidn.

OBJETIVD

E1 objetivo de la purificacifn a homogeneidad de la 20a-hidroxieste-
roide deshidrogenasa de testiculo de bovino fue efectuar estudios compara-
tivos con otras enzimas de mamf{feros que se han purificado (iz) {13) (14),
algunas hasta la formacibn de cristales [{15). Esta actividad enzimidtica
se ha reportado en Srganos muy diversos como es el hfgado (16) ovario {17),
testiculo (18), adrenales {19) y placenta (20). Elegimos el tejido testi-
cular de bovino para lograr una contribucién al esqueima clisico de biosin-

tesis de andr@genos en este modelo.

Es relevante sefialar que l1a especificidad de sustrato para esta en-
zima depende del &rgano estudiado. La 1l7a-hidroxiprogesterona es especi-

fica para la enzima testicular,



BIOSINTESIS DE AMNDROGENDS

I. Precursores.

Tanto e1 acetato como el colesterol son sustratos para ja bjosintesis

de andrbgenos. E1 acetato es un precursor efective in vivo e in vitro en

experimentos de perfusitn de testiculos, adrenales y ovario. El coiestero1
se convierte activamente en esteroides, in vive, en 1os casos en que estd
presente un adenona adrenal virilizante. E1 colesterol no es un adecuado
sustrato in vitro. El &cido mevaldnico es un precursor de la dehidroepian-

drosterona en casos de adenona adrenal. (21)

La pregnenolona es convertida a andrdgencs. en 1os tres Grganos pro-

ductores de esteroides: testiculoc, ovario y adremales.

La progesterona es considerada un sustrato ¢lisico para la biosin-
tesis de andrbgenos, a partir de los estudios iniciales de Slaunwhite vy
Samuels (22) y posteriormente de Savard, (23) quienes demostraron que este
esteroide es convertido rdpidamente a androstendiona y testosterona. Estos

estudios se han confirmado en repetidas ocasiones.

I1. Biosintesis.

Slaunwhite y Samuels y poco tiempo después Savard (22) (23) demostra-
ron que la formacién de andrégenos reguiere de la 17a-hidroxilacin de
progesterona. Hay 2 caminos de esteroidogenesis, el AS y el A% el pri-
mero se refiere a 1a doble ligadura en la posicién 5-6 y A" se refiere a

1a doble ligadura en posicién 4-5. Los principales esteroides biolGgicamente



activos tienen 1a configuracién A".

La actividad de la 17o-hidroxilasa sobre la progesterona y la preg- -
nenolona genera 17a hidroxiprogesterona, que se considera un precursor in-
mediato de androstendiona, sobre la cual actda la 17-20 liasa. Posterior-
mente la reduccién del grupo 17-ceto por la 178-hidroxiesteroide oxido-reduc-
tasa forma la testosterona. También da lugar a testosterona la conversion
de dehidroepiandrosterona a androstendiona, a partir de l7a-hidroxipregneno-

lona, y su reduccifn posterior.

La via metabSlica para 1a sintesis de dehidroepiandrosterona se descu-
briq a través de incubaciones de un homogenado preparado de adenoma adrenal
humano con pregnenolona- [7-H] y resultd en la formacidn dehidroepiandros-
terona- [*H ] (24). Y pregrenolona marcada con tritio, cuando se invectd a
una mujer con.virilizaci6n por adenoma adrenal, se convirtié en dehidroepian-
drosterona (25). ia conversién de 17a-hidroxipregnenoiona a dehidroepian-
drosterona fue establecida por Solomon y Cols. {26). E1 aislamiento de dehi-
droepiandrosterona de testiculos, realizado por Neher y Wettstein (27). apo-
yaron la tesis de que este andrdgeno nc es exclusivo de tejido adrenal. Un
tumor adrenal de células intersticiales de humano también formé dehidro-

epiandrosterona a partir de pregnenolona. (28).

La dehidroepiandrosterona tritiada administrada intravenosamente produ-

Jo 1a formacibn de testosteroma y androstendiona tritiada en la sangre. Esta



transformacién ocurre en el hombre aun en ausencia de testiculos. Las evi-
dencias experimentales han sefialado después de largos afios de estudio que
la testosterona es el producto principal de la esteroidogénesis en el
hombre. La vruta biosintética A% es utilizada para la formacién de dehi-
droepieandrosterona y luego androstendiona y testosterona; o de DHA a an-
drostendiol y testosterona; aunque no es suficientemente clarc cudl es 1la

ruta favorecida (29),

I111. Catabolismo,

La testosterona plasmatica es metabolizada por varios caminos; junto
con sus metabolitos activos se excreta mis 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-

noleona; y la otra mitad como compuestos polares dioles trioles y conjugados.

La testosterona actﬁa como precursor de otros metabolitos fisio1ﬁgica-
mente activos, y puede sufrir reducc1§n irreversible a esteroides 5p-redu-
cidos, principalmente Ta dihidrotestosterona que ejerce funciones en la di-
ferenciacibn sexual durante la embriogénesis y tiene la principal acci@n

androgénica en Ta funcidn sexual del adulto.

La presencia de S5x-androst-16-en-3o001 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 dcido glucurdnico., También fue detectado en la orina humana por

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

Por otro lado los andrbgenos circulantes pueden ser convertidos en te
Jjidos periféricos de ambos sexos en estrigenos, los que pueden actuar en
concierto con los andrégenos, o tener efectos independientes y en algunos

casos efectos opuestos.

Las consecuencias fisioldgicas de 1a circulacibn de ja testostercna es
el resultado de los efectos combinados de la testosterona por si misma, més

los de. andrbgenos activos y metabolitos estrogénicos. [fig. Al

ENZIMAS QUE PARTICIPAM EN LA ESTEROIDOGENESIS EN TESTICULO

1.20, 22 hidroxilasa y 2£0.22 liasa.

La conversi@n de colestero]l a pregnenolona se lleva a cabo en la mito-
condria de tejido testicular (35); as1 como también en corteza adrenal y en
el cuerpo liteo (36). Tiene requerimientos por saDpH+nt y oxigeno
melecular. E1 NADPH + H+ se requiere para las hidroxilaciones esteroideas y
sirve como fuente de e~ que activan al ox?geno a través de una flavopro-
tetna, no hemfnica y con el complejo citocromo P-450 (37). Las hidroxila-
sas, también 1lamadas antiguamente oxidasas de funcibn mixta, activan un

Stomo de oxigenc para que forme el grupo hidroxilo en el sustrato, y el se-



gundo &tomo forma una molécula de agua.

La‘ruptura de la cadena lateral es por la hidroxilacién de los C.20 -

22, E1 20c~hidroxicolesterol sirve como precursor efectivo de pregnenolona.
2. 3R-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A"~5 isomerasa.

Esta enzima actia en esteroides de 19-C y 21-C, actida sobre grupos
3B-hidroxi. La actividad en testiculos de rata bajo condiciones Gptimas
es de 1 a 2 umoles de producto formado por hora por Qramo de tejido (38),
utilizando NAD+ como cofactor preferentemente (39) (40). La isomerasa tes-
ticular y de corteza adrenal es microsomal (41). La de testiculo produce

la pérdida del hidrdgeno de la posicidn 48.
3. l7a~hidroxilasa.

Cataliza una reacci@n irreversible que requiere NADPH+ny oxigeno mo-
lecular (42), por sus requerimientos se parece a otros tipos de hidroxila-
sas esteroideas que utilizan el sistema P-450. Por espectrofotometrfa de ma
sas se hizo 1a confirmacién directa de que un &tomo de oxfgeno se inserta

y forma el grupo 17a OH.

_4- Cj_-;- Cap Tiasa.

Esta enzima requiere oxVgeno molecular y NADPH+{*habiéndose demos-
trado que utilizd 1 mol de 0: por mol de l7a-hidroxiprogesterona que su-

fre ruptura. Es fmportante sefialar que la testosterona formada.a .partir de



progesterona por los microsomas testiculares en Ta presencia de 1%0;, re-
tiene un dtomo de 180 en el grupo 17g8-hidroxi; y este &tomo es el oxige-

no del grupo 170-0H del intermediaric 17-a hidroxiprogesterona. (43)
5. 178-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Es 1a enzima responsable de la interconversifn de androstendiona a -
testosterona cataliza Ta reaccidn reversible favoreciendo la forma redu-
cida (testosterona) a pH 7.4 y 25°C. E1 cofactor preferencial es NADPH+H'
y 1os niveles relativos de la forma oxidada y reducida del nucleftido tie-
nen influencia en el equilibrio alEanzado. La enzima es estimulada por ci-

trato y en testjcqu de rata sus niveles son bajos (44) (45).
HATERIAL Y METODOS

1.« Material bioI@gico.

Testiculos de bovino con peso entre 200 y 300 g. obtenidos frescos en

el 1apsq de una a dos horas después de sacrificado.

2. Katerial quimico.

Nicotinamida adenin dinucieotido reducido (NADH): nicotinamida ade-
nin dinucleotido fosfato reducido {NADPH); Ditiotreitol; 4 - pregnen - 3,20
diona (progesterona); 3,17a dihidroxi-1,3,5 (10) estratieno (l7c-estradiol)
1,3 5[10]-estratieno-3, 178 diol {( Fg-estradiol); 1,3,5 [10] estratien-3-o01-



17 ona {(estrona); p-nitrofenil acetate; Azul de Coomassie R250; Sephacryl -
S$300; tetrazolio nitro-azul y fepacina metosufato fueron obtenidos de Sigma

Chemical Co.

- ilo-hidroxiprogesterona (4-pregnen-17q-01-3,20 diona), 17¢,20a-dihi-
droxi 4-pregnene-3-ona y demds esteroides se obtuvieron de Steraloids Inc.,

Wilton N.H., USA.

- Acrilamida; M, M MN',N' - tetrametiletilendiamina; N,N'-metil bis acri-
lamida; persuifato de amonio, dodecil sulfato de sodio (SDS); Trisglicina y

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

- E1 gel AcA-34 fué de LKB., El estuche para calibracitn de pesos mole-

culares se obtuvo de Pharmacia.
- La [4-*C] progesterona (57 .m Ci/mmol y 1a [4-2*C] 17a-hidroxipro-

gesterona (50 m Ci/mmol) fueron comprados a New England Nuclear.

- La [4-*%C] estrona (53 m Ci/mmol); [lo2a(n)-°H] corticosterona (42
Ci/mmol) y [1,2,8,7,(n} -?H] androstendiona (90 Ci/mmol} se obtuvieron de
Amersham. E1 tubo de d1§1isis (espectrapor No. 2) fue adquirido de Fisher.’

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

3. Verificacipn de pureza.

- La cnmprnpaciﬁn de pureza de esterpides frios y radiactivos se reali-



z6 por cromatografia en capa fina. Se disolvieron en etanol & una concentra

cion de 7.5umol/ml.

4. Ensayo enzimitico.
- La actividad enzimitica se midié por la formacién de 17a,20a-dihidrg

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

E1 volumen total de la mezcla de ensayo fue de 1.0 ml, el cual conte-
nfa 0.15umo1 de esteroide, 0.5umol de NADPH+H+ en 0.1 N de buffer fosfato
de sodio, a pH 7.2 con 10 mM de cisteina. También se realizaron ensayos con
NADH+H+. Una Vez agregada la enzima, (2.5 mIU), las muestras se incubaron

durante 15 min a 37°C.

La reacciﬁn 5e di§ por terminada al efectuar la extracciﬁn con 10 ml
de cloruro de metileno. Luego la fase orgdnica se evapord con nitrdgeno y

el residuo se disolvid en 50u1 de etanol.

5. Cromatograffa en capa fina.

Las dimensiones de los cromatogramas fueron de 2x7 cm, en los cuales
se coloca una alicuota de 10ul. Se reveld con una mezcla de cloroformo-
etil acetato-etanol (25:2:1), que separa adecuadamente el producto del sus-
trato. Posteriormente los cromatogramas se cortaron en pequefias tiras de
0.5 cm. y se contd en 5 ml de 1Tquido de centelleo, en un'espectrofotﬁmetro
modelo Packard Tri-Carb. 3320. La eficiencia de la determinacidn radiactiva

fue del 90% para *“C y 50% para °?H. La recuperacifn de la radiactividad



fue del 85%.
6. Cuantificacidon de proteina.

- Las conqentraciones de proteina se determinaron inicialmente por el
método de Lowry (46). Al comparar con otros (métodos} se concluyd que va-
rios reactivos usados para el procedimiente de purificacidn interfieren con
los de Lowry y Biﬁret principalmente, por lo cual se determind la proteina
con el método de Bradford (47), utilizando como estdndar a 1a albamina cris

talina sérica bovina.
7. Definicidn de la actividad enzimética.

- Una unidad de actividad de 20x-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20c
HED) se define como la cantidad de enzima que reduce lumol de la l7a-hidro-

xi-progesterona/min.

8. Esquema de purificacion de la 20a-HED. Esq. 1
a) Homogenizaci@n de tejido.

- Todo el esquema de purificacidn se 1Teva 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 pequefios trozos manualmente. Se homogeniza en 0.01 M de
buffer de fosfato de potasio, pH 7.2 que contiene 20% de glicerol y 1mM

de ditiotreitol, al cual 1lamamos Buffer A. La relacidn tejido testicular



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

Testiculos de bovino, homeaenizados en 20% de qlicerol,
buffer de fosfatos pH 7.2 (buffer A), ImM DTT, 4°C

8 000 x g, 30 min (X 2)

precipitado sobrenadante

[ 105,000 x g, 90 min {X 2)

-
precipitado sobrenadante

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

precipitado sobrenadante
se disuelve en buffer A

Didlisis | Cromatografia de afinidad
(Reactive Ped agarose)

Lavado Elucidn de 1a enzima con
1 w4 NADPH:H

Cromatografia
AcA-34

Enzima homogenea

£sq. 1




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

Testiculos de bovino, homogenizados en 20% de glicerol,
buffer de fosfatos pH 7.2 (buffer A), 1mM DTT, 4°C

8 000 x g, 30 min (X 2)

precig;tado sobrenadante

105,000 x g, 90 min (X 2)

T
precipitado sobrenadante

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

!
precipitado sobrenadante

se disuelve en buffer A

Did1isis | Cromatografia de afinidad
(Reactive Red agarocse)

|
Lavado ) Elucitn de la enzjma con
1 mM NADPH+H

A o Cromatograffa
o ’ Ach-34

7 7 Enzima homogenea
v ' Esg. 1

Frmais e T T L oy NP P A [T TR R
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buffer A fué de 1:1. La homogeneizacidn se realizd en una licuadora Waring
con 3 pulsos de 20 seg cada uno. Se lieva finalmente a un sistema de poli-
tron Brinkman, con 3 pulsos de 30 sec cada uno, para obtener una homogeni-
zacion més fina. E1 tiempo requerido en este proceso fué de 10-15 min, EI

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

b) Centrifugacidn.

Se centrifuga el material obtenido en recipientes de pldstico pre
viamente calibrados y frios. a BOOO x g por 30 min en 2 ccasiones (el so-
brenadante se centrifug§ una segunda vez). El1 precipitado se descarta. El
sobrenadante se guarda en cuarto frio, para continuar al siguiente dia con |
la centrifugacion a 105,000 x g x 20 min, también en dos ocasiones; la capa
de 1fpidos se descarta cuidadosamente con pipeta Pasteur. El sobrenadante
obtenido se 1leva a una saturacion  del 40% con suifato de amonia, el pH
se ajusta continuamente a 7.0..La mezcla obtenida se agita por dos horas_en
el cuarto frio, una vez terminada la adiciﬁn del sulfato de amonio. Se cen-
trifuga a 8000 x g por 30 min. E1 sobrenadante se 1ieva a B0% de saturacion
con sulfato de amonio y se vuelve a centrifugar como en el paso anterior.

E1 precipitado obtenido deépués de la centrifugaciﬁn se disuelve en buffer
A en una relacidn de 1:2. Se observd que en la fraccién 40-80% se recupera
70% o mas de la actividad enzimética. con un incremento de aproximadamente
10 veces en la purificaciQn. Posteriormente el material solubilizado se dia-

1326 por 48 hrs. con buffer A, a 4°C, incrementéndose el volpmen final del



dializade entre 10 y 20 ml. Detectamos que la enzima es estable por mds de

8 semanas si se mantiene a 4°C,

9. Cromatografia.

- E1 material dializado se 1leva a una columna de Reactive Red 120 aga
rose (4.5pumo7 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 lavd extensamente con

buffer A, a un flujo de 7m1/hr (total 1070 ml)}.

ta enzima se eluye con buffer A que contiene 1.0 m{ de nNaDPH+HY  Las
fracciones que tienen actividad de 20u-HED son colectadas y se aplican a una
columna de filtracidn en gel AcA-34, de 3x60 cm, y se eluyen.con buffer A,

10 m1/hr.

10. Electrofaresis.

- La electroforesis en disco se realizd por el método de Davis (48)-a
pH 7.0. La concentraciﬁn de acrilamida en los geles fue de 7.5%. Se corrie-
ron a 4 mA/tubo en una cimara Hoefer. Luego los geles se tifieron con azul
de Coomassie {49), después de haberse fijado en dcido tricloroacético al
12.5% (p/v) durante 1 hora. Un gel por duplicado fue tefiide para observar
la actividad de 20a HED, por el método de zimografia de Karavolas y cols.

(50).

Posteriormente, para determinar la estructura de subunidades y peso



molecular de la 20n-HED de testiculo de bovino, el ensayo se realizé por -
electroforesis en SDS por el método descrito por Laemmli (51). Los geles se

corrieron a 2 mA/tubo. La curva estdndar de pesos moleculares se establecid
al correr geles separados con fosforilasa B(92,500); a]bﬁmina de suero bo-

vino (66,200); ovalbidmina (45,000); anhidrasa carbfnica (31,000}; inhibidor

de tripsina de frijol de soya (21,500) y 1isozima (14,400).

I1. Determinacién del pesc molecular por filtracidn en gel.

- Para realizar este experimento se utiliz6 una columna de 2.1x90 cm
de Sephacryl $-300. Se equilibrd con buffer A. Se agregaron separadamente
una mezcla de enzimas de peso molecular conocido como son: tiroglobulina,fe-
rritina, catalasa, aldolasa, albimina de suero bovino, ovalbumina, quimotrip-
sin§geno A y ribonucleasa A. El1 Vo (volumen de exc1usi§n) se determing por
la eluciﬁn de azul dextrdn que fué de 50 ml. con una velocidad de flujo de
14 ml/hr.  Los volumenes de elucién de los estdndares se determinaron al mo-
nitorear 1a absorbancia a 280 nm. Finalmente, se aplicéd a la columna una ali
cuota de 2.0 m1 de la enzima 20a-HED, cbtenida de 1a columna de Acp-34, y con
0.44 mg protejna/m]. E1 volumen de e1uci§n se determ1n§ al cuantificar la

actividad enzimidtica en cada fracciﬁn.

RESULTADOS

1. Esquema de purificacidn de la 20a-HEDH.



E1 esquema de ios pasos de purificacidn se muestra en la tabla 1. Los
cdlculos matematicos se relacionan a la actividad especifica del sobrenadan-
te de 8000 x g. Después de la centrifugacidn a 105,000 x g, el sobrenadante
se fracciond con sulfato de amonio, y 1a actividad enzimdtica se recuperd en
1a fraccién 40-80% de saturacidn {ver métodos}. £s algo notabje de sefaiar
que el precipitado obtenido de este paso, se suspende y dializa con buffer
A més ditiotreitol; ¥y de manera consistente en todas las preparacionas (n=12)
se pbservd un incremento en la actividad total enzimética_de aproximadamente
el doble (de 424 a 1151mIU). Este hecho no es exclusivo para la 20c-HED (12)
{14) y se sugiere que el material inicial tiene inhibidores, Tos cuales son

probablemente removidos durante el fraccionamiento o la diflisis.

Este esquema de purificacidn es primordialmente debido a Ta gran afini-
dad de Ta agarosa roja para deshidrogenasas dependientes de NADP+; ya que mﬁs
del 90% de Ta enzima se une en 2 horas, y m§s del 70% de la actividad enzimi-
tica se recupera con 1.0 mM de cofactér. Ademds remueve el exceso de hemoglo-
bina y esterasas. En contraste, durante la experiencia inicial con Ta agarosa
azul, se unid menos del 70% en mds de 12 horas, y no se eluyS con ninguna con
centracion de cofactor ni con KCI de 1-3 M, ¥ ademés su alta afinidad por des

tidrogenasas dependfentes de NAD+.

Se obtuvieron purificaciones dptimas con una relacitn de muestra/gel de

2:1, y una concentracidn de proteina de 20-30 mg/ml de muestra. La columna,



PURIFICACION DE 20 a-HIDROXIESTERQIDE DESHIDROGENASA DE TESTICULO DE BOVINO

MUESTRA o PROTEINA ACTIVIDAD PURTFICACION RECUPERACION
. {ing) ESPECIFICA {mU/mg} (%)
' Sobrenadanté.sooﬂ g 424 50,490 0.008
Scbrenadante 105,000 g 343 18,550 0.018 2.3 81
Sulfato de amonio 40-80% 1,151 4,050 0.28 35 272
Cromatograffa 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 elucidn del pico

enzimitico usado en la cromatografia d

TABLA 1

e filtracidn.



una vez empacada, se cargd con el dializado y se eluyd a una velocidad de -
Iml/hr, de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente. La mejor recu-
peracitn se obtuvo cuando la enzima se eluyé con 1.0 mM de NADPH+H! en buffer

A.

Los dos testiculos de bovino utiiizados en este esquema, tienen un peso
de 450 g, ¥y contiene 450 mIU de actividad enzimitica. La presencia de gli-
cerol en el buffer de homogenizacidn es esencial para estabilizar la activi-
dad. Cuando noc se usé. se perdid el 80-30% de 1a actividad de 20aHED dentro
de las siguientes 48 hr.

2. Localizacidn subcelular.
E1 fraccionamiento celular reveld que el B5-90% de la actividad enzimi-
tica se localiza en el sobrenadante. Una distribucién subcelular similar se

ha descrito para 1a 20cHEDH de rata y de puerco. (41)

3. Recuperacifn de 1a 200 HEDH.

La enzima se recuperd al eluirla con el cofactor, el resultado se muestra
en la fig. 1, donde m§s del 70% de la actividad de 1a Z0a~HED fue retenida en
1a columna de agarosa y elufda abruptamente cuando se agregﬁ el buffer A que

contenfa 1.0 mM¥ de NADPM4it*

La cantidad total de 1a actividad enzimitica e1uida con NADPH+HT repre-
senta el 76% de la, inicialmente agregada a la columna.

~Cuando se utilizo NAD+ en 1a elucibn a concentraciones de 0.5, 0.2 ¥
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Fig. 1

Cromatografia de afinidad de 1a 20x-hidroxiesteroide deshidroaenasa

con Reactive red agarose. E1 dializado (148 ml con 27.2 mg/m) de proteina
y 7.7mU/ml de enzima), se aplicd 31 gel, se lavé con buffer A (1070 m1).
La elucién se.realizf con NADPH4H 1 rfl. Las fracciones 154 a 200 co-
rresponden a 2 m] cada una.



0.1 mM se obtuvieron recuperaciones entre el 30-20%. Y cuando se utilizd -
17a-hidroxiprogesterona 0.1 mki en el buffer A, no se detectd actividad.
Pero cuando se mezcld Ta misma concentracidn de esteroide (0.1 mM de 170-
OH prog.) con 0.1 md de NADP+, también en buffer A, el resultado fue que la

actividad especifica es mayor que con 1.0 mM NADPH+H+, pero su recuperacion

fue mencor (<48%).

La agarosa roja permitiﬁ una purificacfﬁn de 268 veces con re]acidn al
anterior. El siguiente pasc fue 1la cromatografia de las fracciones obtenidas
de la agarosa roja con la mids alta actividad especifica {entre paréntesis en
Ta tabla 1), las cuales se colocaron en una columna de filtracidn AcA-34. La

actividad especifica final fue de 115 mIU/mg. con una recuperaciﬁn total del

68%.

4.~ 20aHED homogénea.

La enzima eTufda de 1a columna de filtracidn en gel, se revela homogénea
de acuerdo a estudios eTectroforéticos en gel de poliacrilamida. Se ensayardn
duplicados para actividad de 20c-HED a pH 8.5, La banda activa correspondi§

a la banda de protejna tefiida de la preparacién homogénea. (Fig. 2)

5.~ Determinacidn del peso molecular.

Se realizi la electroforesis con SDS y Ta enzima mostrd una sola banda
que corresponde a 40,000 de peso molecular {Fig.3), de acuerdo a un promedio

de tres determinaciones. Luego se aplicd una alicuota de la enzima a la co-



Fig. 2 .
t
Electroforesis en gel de poliacrilamida de 20a-HEDH a pH 7.0. Los
geles . de Ta izquierda y el centro corresponden & material eluido de
Reactive red agarose; tefiido por zimnograffa con 17a, 20a-dihidroxi-
4-pregnen-3-gna como sustrato y cor. azul de coomassie respectiva-
mente. E1 gel de la derecha representa a la enzima elufda de 1a co-
Tumna de AcA-34 y tefiida con azul de coomassie.
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Determinacidn del peso molecular de la 20a-HEDH por electrofo-
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lumna de Sephacryl S-300, calibrada previamente con los estdndares adecuados.
La enzima tuvo un pesc molecular de 34,000, en tres determinaciones. Este va-
lor concuerda con el valor obtenido con S0S, v en conjunto los datos indican

que Ta 20cHED no tiene subunidades. {Fig. 4)
6.~ pH optimo de la enzima.

Se observﬁ la modificacidn de 1a velocidad de produccién del esteroide
reducido al variar el pH del buffer fosfato entre 4.6 y 9.2, ya sea en la pre
sencia de NADH+H' o NADPH+#M' Con NADPH+H® como cofactor 1a velocidad mixima
de la actividad enzimética se observd a pH 5.6 y con NAOH+H™ 1a enzime mostrd

un amplic pH Sptimo que varid entre 6.8 y 8.4 (Fig. 5).

7.- Especificidad del cofactor y el sustrato.

La detenninacién de 1a Km para la 200HED se real{zd con concentraciones
variables de l7«-hidroxiprogestercna manteniendo la deyNADPH+H+EH 0.5uM, Las
mezclas de reaccidn contenfan 2.3 mlIU de enzima y Yas velocidades de reaccién
se cuantificardii .por 1a generacion de 17a,20a-dihidroxi-4-pregnen-3-ona. Cada

punto de la grifica corresponde a 8 determinaciones.

E1 valor de la Km a pH 7.0 determinado por dobles reciprocas fue de 7.3 x
10_"s M. La inhibicidn por sustrato se observd en forma reproducible cuando ia
concentraciﬁn fue mayor de D.Spﬁ. Cuando la 20a~HED se incubS con 17a-hidro-
xiprogesterona en la presencia de 0.5 de NADH+H+, 1a velocidad de reaccidn

fue menor al 30% en relacidn a la observada con la misma concentracibn de
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NADPH+HY (Fig. 6)

La androstendiona, estrona y corticosterona no son sustratos para la -~

200-HED de testiculo de bovino.

* La actividad de la 20a-HED utilizando a la progesterona como sustrato
fue menos de 1% que la observada con l7c¢-hidroxiprogesterona como sustrato.

(tabla 2).

DISCUSION

La compartamentalizacién enzimitica, para la formacidn de hormonas este-
roideas, tiene relevancia desde el punto de vista funcional, estructural y
evolutive. La formacidn de testosterona requiere de la enzima P 450 scc (si-
de chain cleavage} o 20-22 liasa, de localizacién mitocondrial, es la prime-
ra enzima de 1a biosintesis y reguladora importante desde el punto de vista
hormonal (52)(53){54)(55){56)(57). E1 resto de enzimas testiculares relacio-

nadas a la transferencia de estercides estdn unidas a microsomas.

Estudios de Fevold y cols (58) sobre 1a actividad de la 20aHEDH de tes-
tfculo de pdjaros indica una Tocalizacidn en elementos celulares de los ti-
bulos seminfferos y sus niveles se incrementan, de acuerdo al aumento en el
tamafio testicular, de 1.57 a 35.7 nmol de enzima/tejido testiculo/hr, con

peso testicular de 7.2 a 480 mg respectivamente, y sugferen la participacién
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Determinacidn de la Km aparente para 20u-hidroxiesteroide deshidrogenasa
con 17a~hidroxiprogesterona como sustrato y NADPH+H™ (0.5uM).como cofactor.
Cada ensayo tiene 2.3mIU de enzima ¥ la velocidad de la reaccifn se cuan-
tificS por la produccidn de 17a,200-dihidroxi-4-pregnen-3ona. Cada punto
representa el promedioc de 8 determinaciones.



ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO PARA LA 20 o-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA

TIEMPOD SUSTRATO N MOL PROBUCTO FORMADO/MIN 4 SISTEMA DE SEPARACION
2.5 Ur 5.2 U*
15' 17a~hidroxiprogesterana 117.8 t 100% clorof/etilacet/etanol
15' progesterona Nsp* NSD 0% clorof/etilécet/étano]
estradiol NSD NSD‘ 0% clorof/etilacet/etanol
androstendiona NSD NSD 0% clorof/etilacet/etanol
30 progesterona 0.15 0.40 0.12-0.33% clorof/etilacet/etanol
progesterona 0.15 0.72 0.12-0.61% bencena/etanot
androstendiona NSD NSD 0% benceno/etil acetato
estrona NSO NSD C% benceno /etanol
corticostefona NSD NSO 0% benceno/etanol
corticosterona NSD NSD 0% cloroformo/acetona
' NSD NSD 0% cloroformo/acetona

estrona

»

~ * 2.5 y 5.2 unidades de enzima/ensayo.

+ NSD » no se detect®.

b

= no se hizo el ensayo con 5.2U

TABLA 2



de esta enzima en Ta funcibn espermatogénica de testiculo de pdjaro.

E1 papel fisioiﬁgico de ta 20x-HEDH y la importancia de la reaccidn re
ductora para formar 17a20uc-dihidroxipregnen 3 -ona son desconocidos. Las si-
guientes observaciones obtenidas en testiculo de bovino nos pueden sugerir
interpretaciones diferentes. La enzima se localiza principalmente en la
fraccidn soluble, mientras que 1la mayorTa de las enzimas testiculares que se
relacionan a la transformaci@n de esteroides, estan 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 estruc
tural que reduce el tiempo de difusion del sustrato y que impide la pérdida

de intermediarios 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 accibn fisiologica de los esteroides en 1a membrana.

Existen también evidencias desde el punto de vista quimico de que la
conformacion del anillo A/B tiene importancia en metabolitos de 1a progeste-
rong, como las Su-progestinas, que actdan principalmente en el genoma. ¥y €S
ta conformacidn puede contribuir a mecanismos tan complejos como el control

hormonal, (64)

E1 equilibrio de 1a reaccidn enzimdtica favorece la formacién del com-

puesto dihidroxilado (17020c-dihidroxi 4- pregnen - 3 ona) aun en presencia



de un exceso de cofactor oxidado. La disminucién en Ta formacidn del dihidro
xiesteroide al incrementar el pH parece ser debido a la escasa participacidn
del 1on hidrdgeno. Y la presencia del cofactor reducido (NADPH+H+) a un pH

dptimo de 5.6, favorece la formacidn 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 interconversidn reversible de grupos hidroxilo y
carbonilo. Y el pH ﬁptimo de la reaccidén de oxidacion es muy diferente de 1a

reaccidn de reduccién (668) (67).

Desde el punto de vista quimico, la explicacitn a que se esté favore-
ciendo la reduccidn de 1z 17a-OH-progestercna, puede ser que se genera una
carga parcial positiva del grupo carbonilo en la posicién 20 de esta molécy
la. Ademis la formacidn de un puente de hidrégeno. entre el grupo carbonilo
‘ del C-20 y el grupoc hidroxilo: adyacente estabiliza 1a polarizacidn del grupo
carbonflo. Mientras que el compuesto dihidroxilado carece de este tipo de po
larizacibn. Estos aspectos pueden jugar un papel importante en la interac-
cibn del sustrato y 1a enzima; y es probable que esté puente de hidrégeno
se relacione a 1a reaccifn reductora por Ta diferencia en el pH dptimo entre

las dos reacciones.

Reportes en la literatura de estudios en testiculos de pijaros, irra-

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



conectivo intersticial {18). Mientras que en el testfculo de rata, 1a acti-
vidad de 1a 20-a HEDH permanece intacta a pesar de la ausencia de espermato
génesis post-irradiacidn (68) (69). Estos datos sugieren que la enzima se
relaciona a la produccifn de andrbgenos. Por las caracteristicas de la 20a-
HEDH de testiculo de bovino se sugiere que, desde el punto de vista bioqui-
micq. disminuye la formacidn de andrégenos por dos mecanismos: a) Porque re
duce el sustratoc de la enzima 17-20 liasa {17z-hidroxiprogesterona) y -
b) porgue cataliza la produccidn de un inhibidor de la misma 17-20 1iasa

(17020a dihidroxi 4-pregnen 3 ona).

Ademds, existen semejanzas en la 20«HEDH testicular de rata, (69) puer-
co (70) y bovino {65): en 1a especificidad de sustrato, son enzimas solubles,
el cofactor prefefente es NADPH+H: son enzimas monoméricas con peso molecu-
Yar de 34,000 daltones; estas caracteristicas que comparten, indican una in

teresante observacidn desde el punte de vista evolutivo.

La espermatogénesis es regulada hormonaimente por diversos compuestos
protefcos como 1a hormona estimulante del foliculo (FSH} que estimula la pro
liferacidn de células espermatogénicas; hormona luteinizante (LH) que estimu
Ta directamente a las c&lulas de Leydig; la prolactina (PRL) que parece in-
crementar la sensibilidad de los testfculos a LH (71). Es de reciente inte-
rés el conocimiento de que la testosterona y la progesterona participan en

actividades enzimiticas de conversion de esteroides a través de la S«-reduc-



tasa y 3da-hidroxiesteroide deshidrogenasa en el sistema nerviosc central -
(72} (73) (74). Los efectos producidos en este tejido tienen por 1o tanto,
una relacidn directa con la liberacifn de gonadetropinas (75) (76) (77) (78).
Los estudios de 1a aplicacidn intrahipotaldmica de testostercna y dihidro-
testosterona {DHT) revelan una disminucién en la liberacién de LH pero al
colocar Sa-androstan-3a, 17g@-diol (5a, 3¢ diol) produce un efecto inhibito- |
ric en la secrecifin de LH. Cuando la administraciﬁn de esteroides (testoste-
rona y DHT} es en adenohipofisis no se afecta la 1iberacién de LH., Por otro
lado 1a testosterona y sus-mefabo1itos tienen efecto estimulador sobre ia
hormona estimulante del foliculo (FSH), tanto a nivel hipotalémico como en
pituitaria anterior. Estos datos sefialan que los andrﬁgenoé a través de la
via Ba-reductasa ejercen un efecto de retroalimentacibn positivo sobre la se
crecién de FSH, tanto a nivel hipotaldmico como en pituitaria y tienen un
efecto de retroa]imentaciﬁn negativo sobre la secrecién de LH solo a nivel

de hipot&lamo (79) (80) (81).

Por otro lado sabemos que la progesterona y dihidroprogesterona ejercen
un efecto estimulador en la liberacidn de LH; mientras que 1a de FSH no se
modificé. La Sa-pregnan-3a-01-20 ona (3xol) y la Sa-pregnan-3g o1-20 ona (38
o1} son eficaces Tiberadoras de FSH, mientras que no moéifican los niveles
séricos de LH, También sabemos que los derivados 3a & 3g 01 son potentes 1i-
beradores de FSH y no tienen efecto estimulador sobre LH (82) (83) (84).

Las evidencias de Kalra y Cals (B5) sugieren que el SNC es el sitio de




accidn de la progesterona, ya que es capaz de aumentar los niveles de LH y
FSH en animales hembras castrados, con implantaciones en diversas areas
del cerebro especialmente e] &rea predptica anterior y el nicleo amigda-
line. Otros investigadores han reportado receptores de progesterona én hi-
potdlamo (86) (87) (88). Lo anterior revela que la 1iberacidn de gonodo-

tropinas puede tener mecanjsmos de caontrol diferentes.

Existen una serie de evidencias sobre el metabolismo de esteroides, y
a pesar de intentos por lograr una integracidn y comprension fisiolodgica,
el mecanismo de accion de la 20a-HEDH no se conoce, aunque, actualmente la
investigacidn sobre biosjntesis de esteroides revela aspectos fundamentales,
pues la 20-22 Tiasa (P 450 scc), la enzima limitante que convierte coleste-

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

Por todo lo anterior es interesante tratar de entender el papel biolé-
gico de la 20ax-HEDH de testiculo de mamffero y su localizacidn citopldsmi-

ca que se.relaciona a la funcién.
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