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I
PROLOGO Y OBJETIVOS CIENTIFICOS



Las hormonas esteroideas pertenecen, en los organismos superiores, a cinco grupos
de compuestos estructuralmente relacionados que se sintetizan en células especializadas a
través de una {'fa metab6lica comin: la esteroidogénesis. A pesar de sus similitudes
estructurales, estas moléculas ejercen funciones diversas en los organismos superiores, y

participan activamente en la regulacién del metabolismo y la reproduccion.

En las células esteroidogénicas el colesterol, sintetizado "de novo" o captado de las
lipoproteinas plasmdticas, sufre distintas transformaciones para dar lugar, con especificidad
tisular estricta, a progestdgenos, andrégenos, glucocorticoides, mineralcorticoides y

estrogenos.

Las reacciones implicadas en esta via estdn catalizadas por hidroxilasas/desmolasas
mitocondriales o microsomales que convierten al colesterol en 3B-hidroxiésteroides o 3-
cetoesteroides que constituyen las vias A’ y A* de 1a esteroidogénesis. Todos estos enzimas
pertenecen a una superfamilia de hemoproteinas de secuencia conservada en los dominios

de unién al Hem y al sustrato.

Las vias A’ y A* estdin conectadas por el enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/A*™* isomerasa (EC 1.1.1.145 / EC 5.3.3.1) que convierte cada 38-
hidroxiesteroide (A%) en su correspondiente 3-cetoesteroide (A*). Aunque en determinados
microorganismos, las actividades deshidrogenasa e isomerasa se encuentran en cadenas
polipeptidicas distintas, en las células eucariotas superiores ambas actividades se localizan

en una unica entidad.

El enzima es un punto clave en la regulacién de la esteroidogénesis en testiculo
(células de Leydig), ovario (células granulosa, luteales y de la teca interna), placenta
(células trofobldsticas) y adrenales (zona fasciculata, reticularis y glomerulosa) y su
actividad aumenta en todas ellas al ser estimuladas por las correspondientes hormonas
tréficas (LH, FSH o ACTH).

Recientemente se ha clonado este enzima de placenta humano, gldndula adrenal de

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



bovino y ovario de rata. Su secuencia de aminoé4cidos, deducida a partir de los
~correspondiendes cDNA, ha demostrado la existencia de una sola cadena de 372
aminodcidos y 42 Kd que aparentemente no guarda homologia de secuencia con otros

enzimas de la esteroidogénesis.

A pesar de su importante papel en la regulacién de la esteroidogénesis, las
caracteristicas cinéticas del enzima, su especificidad de sustrato y su inhibicién por el
producto final no han sido exhaustivamente estudiadas, y la confusién de datos en la

literatura es considcrable.

En el presente trabajd hemos purificado (200-300 veces) los enzimas de testiculo y
ovario. Con estas preparaciones hemos estudiado las caracteristicas cinéticas del enzima,
el efecto de los productos de la reaccién (A*-cetoesteroides) sobre su actividad y la
preferencia por el centro activo de los distintos sustratos. Ademds, se estudié la actividad
del enzima frente a los cuatro sustratos en células granulosa (CG) mantenidas en cultivo

primario y estimuladas con FSH o But,AMPc.

Se presentan evidencias experimentales que sugieren diferencias entre los enzimas de
ambos tejidos y que sea la disponibilidad de sustrato y no la concentracién de producto

final la forma en que se regula la actividad del enzima en el estado estacionario.
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La supervivencia y propagacién de las especies dependen de la capacidad para
mantener las funciones vitales y reproductoras de los individuos que la forman (13). A
medida que los organismos evolucionan, aumenta el nimero y complejidad de los
mecanismos encargados de mantener y coordinar ambos procesos, que en iltima instancia
dependen de la capacidad de las células para comunicarse e intercambiar informacién
(82,98).

La comunicacién intercelular permite controlar el crecimiento, diferenciacién y
proliferacién celular, el agrupamiento de las células individuales en tejidps y drganos, la
coordinacién de las funciones de los mismos y, en iltimo término, el mantenimiento de
la homedstasis (82,98,128).

De la gran diversidad de moléculas reguladoras (hormonas) que utilizan los seres
vivos, las caracterizadas desde un punto de vista quimico por su bajo PM (catecolaminas,
neurotransmisores, hormonas tiroideas y esteroides), se han mantenido relativamente

invariables en la escala animal (128).

En el caso concreto de las hormonas esteroides, su origen filogénetico como
moléculas de sefializacién parece ser anterior al de otras hormonas, y se especula con la
posibilidad de que el aumento de la disponibilidad de colesterol en las céiulas primitivas
(fundamentalmente en las membranas) constituyera una sefial rudimentaria de

multiplicacién y/o divisién celular (13,28,128).

Esta acumulacién de colesterol pudo conseguirlo la célula ancestral a partir del acetato
acumulado como resultado del catabolismo de otras biomoléculas (hidratos de carbono y
aminodcidos) en condiciones 6ptimas de disponibilidad de nutrientes (128). En el curso del
proceso evolutivo, se derivarfan a partir del colesterol méleculas m4s especializadas que

conocemos hoy con el nombre genérico de hormonas esteroides (28).
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1. LAS HORMONAS ESTEROIDES

Por sus efectos bioldgicos se reconocen cinco grupos de hormonas esteroides
(glucocorticoides, mineralcorticoides, estrégenos, andrégenos y progestigenos) que
participan de forma activa en la regulacién del metabolismo hidrocarbonado (52), el
equilibrio hidrico (31,43,87), la diferenciacién del sistema nervioso centra_l y la aparicién
de los caracteres sexuales secundarios (65), la maduracién del évulo (62,72,130) y el
espermatozoide (118,120) y el mantenimiento del embarazo y la lactancia (3,10,55,95).
Ademds, en los organismos menos evolucionados, esteroides especificos participan en los
procesos de apareamiento, transicién de la fase juvenil a la adulta, definicién del sexo o

la agrupacién de los individuos en colonias y colectividades (80).

2. BIOSINTESIS DE LAS HORMONAS ESTEROIDES

Se conoce con el nombre de esteroidogénesis una ruta metabdlica, filogenéticamente
conservada, por la que la molécula de colesterol (C,) es transformada en células
especializadas de numerosas especies en compuestos estructuralmente relacionados que
tienen como caracterfstica comtn su especificidad y alta actividad biolégica (9,31,46,65,
88,89,120,129,134).

La biosintesis y secrecién de hormonas esteroides se realiza total o parcialmente en
células endocrinas especializadas del ovario (teca, granulosa y luteal), testiculo (Leydig),
adrenales (glomerulosa, reticularis y fasciculata) y células trofobl4sticas de la placenta.
Ademds, los tejidos periféricos contribuyen de forma variable en la transformacién de los
productos de secrecién de las células esteroidogénicas en derivados con mayor o menor
actividad biolégica (1,2,33,109,135,137,138).

El origen del colesterol en estas células puede ser endégeno o exdgeno (23). El
colesterol celular endégeno es sintetizado a partir del acetato (8,9,24), cuyo paso limitante
es el enzima microsomal 3-hidroxi-3 metil glutaril CoA reductasa (HMGCoAR). El
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colesterol exdgeno, por el contrario, depende del acceso de las lipoproteinas séricas a la
cclula y del sistema de captacién de lipoprotefnas dependiente de receptof en las mismas
(8,9,23,25).

La sintesis "de novo" (colesterol endégeno) es importante, sobre todo, en CG
indiferenciadas debido a su localizacién avascular dentro del foliculo ovérico (4,8,9). La
etapa limitante del proceso lo cataliza la HMGCoAR que se inhibe a niveles altos de
colesterol intracelular (8,9,24). Concentraciones altas de colesterol intracelular activan, por
otro lado, la ACAT (acil-CoA: colesterol acil transferasa, EC 2.3.1.26) que esterifica
colesterol para su almacenamiento en forma de vesiculas lipidicas y niveles bajos de
colesterol activan la CE (colesterol esterasa, EC 3.1.1.13) que hidroliza ésteres del
colesterol y libera colesterol esteroidogénico, contribuyendo ambas a mantener el equilibrio

intracelular entre colesterol libre y esterificado (26,110,133).

En las células esteroidogénicas vascularizadas (células tecales, luteales y de Leydig)
el colesterol unido a lipoproteinas es captado por endocitosis mediante un mecanismo
degradativo comtin a otras lineas celulares (60,63), almacendndose en vesiculas lipidicas
en forma de ésteres del colesterol (110,133). En estas células las actividades ACATyCE
también estdn reguladas por los niveles altos de colesterol intracelular (119). Al contrario
que en humanos, la rata utiliza preferentemente colesterol de HDL para la
esteroidogénesis, que no es captado por el mismo mecanismo degradativo que las LDL en
otras especies (4,102,109,119). Los inhibidores de enzimas lisosomales ‘(cloroquina, y
leupeptina) o de la internalizacién (dansylcadaverina y bacitracina), inhiben Ia
internalizacién del complejo LDL-receptor, y por tanto disminuyen el flujo de la via
esteroidogénica (63,102,119).

La esteroidogénesis propiamente dicha comienza con la desramificacién del colesterol
en la membrana interna mitocondrial, proceso catalizado por el complejo enzimdtico

P4505cc y considerado etapa limitante de 1a esteroidogénesis (65,80,88,120,122,134).

En el transporte del colesterol a la mitocondria estdn implicados los microtibulos y
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microfilamentos, ya que el tratamiento con colchicina o citocalasina B es capaz de inhibir
selectivamente la biosintesis de esteroides a partir del colesterol, pero no a partir de

pregnenolona (5,122,123,131).

La pregnenolona es el precursor inicial comiin en todas las células esteroidogénicas,

y se metaboliza a 3B8-hidroxi-5-en-esteroides y 3-ceto-4-en-esteroides (80,88,89,120,134).

La biosintesis de esteroides a partir del colesterol necesita, ademds, de otras
hidroxilaciones realizadas por citocromos P-450 microsomales o mitocondriales (88,89,91).
Estos P-450 pertenecen a una superfamilia de hemoproteinas que abarca los P450s.c y
P450,,; mitocondriales y los P450,,,, P450,, y P450,,., microsomales (120,124). Todas
estas hidroxilasas tienen una secuencia de aminodcidos conservada (30%) en el dominio
de unién al Hem, y una secuencia de consenso en el dominio de unién al sustrato, que es
compartido con otras protefnas ligadoras de esteroides tal y como se ha demostrado a partir

de la secuenciacién de los correspondientes cDNA (88,89,91,100).

3. VIAS A° Y A* DE LA ESTEROIDOGENESIS

Un aspecto importante de la via esteroidogénica lo constituye la conversién de los A’-3
en-esteroides  (pregnenolona, 17a-hidroxipregnenolona, dehidroepiandrosteriona y
androstendiol) en los correspondientes 3-ceto-esteroides (progesterona, 17a«-hidroxi-
progesterona, androstendiona y testosterona) que constituyen las vias A®* y A* de la
esteroidogénesis (3,65,88,89,91,120). Ambas vias estdn conectadas por el enzima 38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/A*™* isomerasa (38-HSD) que, junto a la P-450cg., se

expresa en todas las células esteroidogénicas (88,89,91,134).

La demostracién inicial de la existencia de un enzima capaz de convertir 38-hidroxi-5-
en-esteroides en 3-ceto-4-en-cetoesteroides (107,108), hizo sospechar la participacién de
dos enzimas en el proceso (12,80): una deshidrogenasa (EC 1.1.1.145) y otra isomerasa
(EC 5.3.3.1) encargada de la migracién del doble enlace desde el anillo B (A%) al A (AY),
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de forma andloga al enzima bacteriano (104,111,112,116,117).

Esta hipétesis se basaba, ademds, en la amplia distribucién tisular del enzima en
mamiferos (42,54,66-69). Aunque los primeros intentos de purificar el enzima no
consiguieron separar la actividad deshidrogenasa de la actividad isomerasa (54,77,94), se
penso no obstante que la especificidad tisular de la via esteroidogénica implican’a una sola
actividad deshidrogenasa y distintas isoenzimas de isomerasa (47 ,48,115). Esta hipétesis
se apoyaba en evidencias indirectas que demostraban niveles diferentes de 3-ceto-esteroides*
en algunas de las miltiples enfermedades congénitas asociadas a déficit enzimdtico de 38-
HSD (17,32,44,97).

4. 38-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA/A™* ISOMERASA

El enzima de placenta humano, adrenal de bovino y ovario de rata, ha sido
recientemente clonado, y su secuencia de aminoidcidos deducida a partir de los
correspondientes cDNA (83,93,136,138). Ello ha permitido demostrar que la actividad
deshidrogenasa e isomerasa del enzima en células de mamiferos no son separables durante
el proceso de purificacién, clonaje y expresién del enzima (81,85,137). Los mismos
experimentos han demostrado que el enzima estd formado por una sola cadena
polipeptidica de 372 aminodcidos (42 K), responsable de la deshidrogenacién de 38-
hidroxi-esteroides y su posterior isomerizacién a 3-ceto-4-en-esteroides (76,81). El
conocimiento de su secuencia de aminodcidos no parece demostrar la existencia de
dominios consenso de unién al sustrato, comtin a los otros enzimas de la esteroidogénesis,

aunque estas exploraciones de base de datos no han sido realizadas (88,89,100).

En respuesta a las hormonas tréficas (FSH, LH y ACTH), las células esteroidogénicas
responden aumentando la actividad del enzima (49-51,73,92,93,106,108,113,114) y
aumentando su expresién (27,85,88,89,93,100,134) tal y como se ha demostrado en
experimentos recientes usando sondas de cDNA y anticuerpos especificos para

inmunoprecipitar el enzima.
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Se ha demostrado asi, que las cantidades relativas de P-450c;,, y 38-HSD en una
célula esteroidogénica son importantes a la hora de determinar la preferencia del
metabolismo de la pregnenolona y los productos de la via esteroidogénica excretados por
la célula (7). Pero, ademds del control de la expresién génica de ambos enzimas, la

preferencia por el sustrato también condiciona la regulacién global de la via (80).

El objetivo general de la presente memoria ha sido el estudio de las propiedades
cinéticas del enzima 3B-HSD, su especificidad de sustrato y los efectos de los distintos

productos de la reaccién sobre los pardmetros cinéticos del enzima.

Ademds, como la respuesta esteroidogénica a las hormonas gonadotréficas "in vitro”
medida en funcién de la producéién de progesterona (ovario), testosterona (célula de
Leydig) o corticosterona (célula adrenal) se correlaciona con la actividad del enzima
(46,49-51,106,114,115,129), hemos medido el efecto del tratamiento con FSH y
But,AMPc sobre la actividad 38-HSD en CG mantenidas en cultivo primario, usando los

cuatro sustratos del enzima.
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1. PRODUCTOS UTILIZADOS

1.1 Esteroides naturales y sintéticos

La pregnenolona (Pre), progesterona (Pro), 17«-hidroxipregnenolona (17aPre), 17a-
hidroxiprogesterona(17aPro), dehidroepiandrosterona (Dhea), androstendiona (A*-Adiona),
androstendiol (Adiol), testosterona (Test), dihidrotestosterona (DHT), estrona (E,),
estradiol (E,), a-diol (Sa-androstan-3a,178-diol), B-diol (5a-androstan-38,178-diol) y
dietilestilbestrol (DES) se obtuvieron de Sigma Chemical Co (St Louis, Mo). Todos los
esteroides se purificaron antes de usar por recristalizacién a partir de una solucién saturada

y caliente en etanol absoluto.

1.2 Esteroides radiactivos

Los productos [7°H(N)]pregnenolona (57.2 mCi/mmol), [4-“C]-progesterona (57.2
mCi/mmol), [4-**C]17a-hidroxiprogesterona (53 mCi/mmol), [1,2,*H(N)]Jandrostendiol (43
Ci/mmol), [4-"C]testosterona (51.4 mCi/mmol), se adquirieron a New Erigland Nuclear.
Se obtuvieron de Amershan [1,2,6,7-H(N)]dehidroepiandrosterona (78 Ci/mmol) y [7-
*H(N)]17a-hidroxipregnenolona (22.0 Ci/mmol). Este ltimo compuesto ya no se

suministra comercialmente.

~ Antes de usar todos los esteroides radiactivos se purificaron por cromatografia en capa

fina (CCF), con dos recorridos sucesivos en el sistema cloroformo-éter (5:1,v/v).

1.3 Detergentes

Los detergentes Lubrol PX, Triton X-100, Triton N-101, Nonidet P-40 y Chaps
fueron adquiridos a Sigma. Los detergentes Thesit y Colato s6dico se obtuvieron de
Calbiochem y el Tween 80 de Difco.

1.4 Material cromatogrifico

Las placas preparadas de silicagel (20 x 20 cm y 0.2 mm de grosor) sobre soporte de
plastico se obtuvieron de Merck. Los siguientes geles se obtuvieron de Pharmacia:
Sephadex G-25, Carboximetil-Sephadex (CM-Sephadex) y Dietilaminoetil-Sephacel
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(DEAE-Sephacel).

1.5 Productos y medios para los cultivos celulares

La L-glutamina, tincién de azul de tripin y medio de cultivo (McCoy’s Sa
modificado, sin suero), se obtuvieron de Gibco. Los antibidticos estreptomicina y
penicilina G fueron suministrados por Sigma. Las placas de cultivo (35x10 mm) y los
tubos de cultivo (12x75 mm) estériles, se obtuvieron de Falcon (Becton y Dickison
Labware). Los Filtros Millex GV (0.2 um), se adquirieron de Millipore.

1.6 Otros productos

El But,AMPc, DMSO (Dimetil sulféxido), HEPES, PMSF, EDTA-Na,, EGTA,
azida sédica y gelatina (75 Bloom de piel de ternera) fueron suministrados por Sigma. El
Dextrano T-70 se adquirié de Pharmacia-LKB. El carbén activo se obtuvo de J.T. Baker.
El anticuerpo de progesterona fue generosamente donado por el Dr Niswender (Colorado

State University). El anticuerpo de estradiol se adquirié de Arnel Products. La FSH (NIH-

S16) fue donada por la National Pituitary Agency (National Institute of Health, Bethesda). -

El resto de los productos para las técnicas utilizadas en la presente memoria fueron

de la mejor calidad analitica que ofrece el mercado.
2. ANIMALES UTILIZADOS Y OBTENCION DE ORGANOS

2.1. Animales adultos

- Para la obtencién de érganos se utilizaron ratas adultas, macho y hembra, de la cepa
Sprague-Dawley, criadas en el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria, y mantenidas en jaulas transparentes en condiciones de
estabulacion 6giimas, a temperatura controlada (2312 °C) e iluminacion (12 horas luz/12
horas oscuridad) constantes, con libre acceso al agua de bebida y a una dieta estdndar de

laboratorio (Biona, Las Palmas).
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2.2. Hembras inmaduras

Para los cultivos de células, se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley
paridas en el animalario de la Facultad de Medicina por hembras prefiadas consanguineas
adquiridas a Lettica SA (Barcelona) y mantenidas en las mismas condiciones de
estabulacién que los animales adultos. A los 22 dias de edad las hembras se destetaron y

se inici6 el tratamiento hormonal que se describe mds adelante.

3. PURIFICACION PARCIAL DEL ENZIMA

3.1. Obtencién de érganos

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y las génadas se extrajeron en
el quiréfano. Los ovarios se obtuvieron por aproximacién retroperitoneal, y los testiculos
por incisién escrotal y decapsulacién de la tinica albigea. Los Organos extraidos se
lavaron y guardaron en tampén (10 mM fosfato potdsico, 1 mM EDTA, 14 mM B-
mercaptoetanol, 0.25 M sacarosa, pH 7.4) a 4 °C, hasta su homogeneizacién y obtencién

de la fraccién microsomal.

3.2. Obtencién de microsomas

Los testiculos y ovarios se homogeneizaron a 1000 rpm durante 1 min a 4 °C en -

tampén fosfato 50 mM (1mM EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 0.25 M sacarosa, PMSF
1 mM, pH 7.4) en un homogeneizador politrén PT 3000 (Kinematica). Después de
centrifugar (10.000 x g, 30 min), el sobrenadante se decant6 y se centrifugé 60 min a
100.000 x g. El sobrenadante se deseché y el precipitado de microsomas se resuspendio
en tampén (10 mM fosfato potdsico, 1 mM EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 20%
glicerol, pH 7.4) y se homogeneizé para asegurar una total dispersién. La concentracién
de proteinas de la suspensién microsomal se determiné por el método de Bradford (19) y

ajusté a una concentracién de 2 mg/ml con el mismo tampén fosfato.
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3.3. Solubilizacién del enzima

Con el propdsito de seleccionar el detergente y la proporcién éptima para la
extraccién del enzima, se probaron ocho detegentes habituales en la extraccién de proteinas
de membrana: Chaps, Colato Na,, Triton X-100, Triton N-101, Lubrol Px, Thesit, Tween
80 y Nonidet P-40.

Alicuotas de 0.3 ml de la suspensién microsomal se incubaron en presencia de cada
uno de los detergentes a concentracién final comprendida entre el 0.03% y el 1%. Como
control de la eficacia de la extraccién, a una alicuota se le afiadié un volumen de tampén

fosfato equivalente al volumen de detergente.

Después de permanecer en agitacién lenta 30 min a 4 °C, las alicuotas se
centrifugaron a 100.000 x g durante 60 min, los sobrenadantes se recogieron y la actividad
3B8-HSD se determiné con pregnenolona 50 uM (~2x10° dpm) como sustrato, tal y como
se explica mds adelante. Los resultados se expresaron en porcentaje de actividad 38-HSD

extraida:

% Actividad 38-HSD = (S/T) x 100
donde:
S = Actividad en el sobrenadante, en presencia o ausencia (control) de detergente.
T = Actividad de la dispersién microsomal ensayada después de afiadir un volumen
de tamp6n fosfato idéntico al de detergente y haber permanecido a 4 °C durante

todo el proceso de extraccién.

3.4. Purificacién parcial del enzima

Después de homogenizar (4 ml/testiculo, 0.5 ml/ovario) en tampén pH 7.4 (10 mM
fosfato potdsico, 1 mM EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 0.25 M sacarosa) y obtener la
fraccién microsomal, las proteinas microsomales se ajustaron a 2 mg/ml. A este extracto,
sometido a agitacién suave, se le afiadié chaps (20% en.agua) hasta alcanzar el 0.3%.
Después de permanecer en agitacién durante 30 min, se centrifugé a 100.000 x g durante

60 min y se recogié el sobrenadante (extracto chaps).
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A 1a fraccién soluble se le aiiadié lentamente sulfato de protamina (2% en tampén),
hasta alcanzar una concentracién final del 0.1%. La muestra permaneci6 en agitacién
suave 30 min y se centrifugd posteriormente a 50.000 x g durante 60 min. La fraccién

soluble se decantd y utliz6 en los pasos de purificacién posteriores .

El sobrenadante obtenido de precipitar el extracto de chaps con sulfato de protamina
se pas6 por una una columna de CM-Sephadex (1.5 x 10 ¢m) equilibrada con tamp6n 10
mM fosfato potdsico, | mM EDTA, 14 mM B-mercaptoetanol, 20% glicerol y 0.3% chaps
(PH 7.4). Se recogi6 la fraccién con actividad 38-HSD que no se retuvo por el
intercambiador. Esta fraccién se pas6 a través de una columna de DEAE-Sephacel (1.5 x

10 cm) equilibrada con el mismo tampdn anterior.

Después de aplicar la muestra, la columna se lavé exhaustivamente con tamp6n hasta
asegurar la elucin de todas las protefnas no retenidas. Se aplicé un gradiente continuo
(~ 100 ml) de cloruro de sodio (0-0.4 M) en tampén fosfato con un formador de gradiente
GM-1 (Pharmacia). Se recogieron fracciones de 2 ml con un colector TDC 80 (Gilson) y
se ensay6 la actividad 38-HSD con el método de la precipitacién con digitonina que se
describe més adelante. Las fracciones con actividad (el méximo de actividad eluye
aproximadamente con 0.15 M de CINa) se mezclaron y el CINa se eliminé haciendo pasar
a la muestra por una columna de Sephadex G-25 (2.5 x 30 cm) equilibrada con el mismo
tampdn inicial. Las muestras de testiculo y ovario se alicuotaron en fracciones de 1 ml
(30.5 pg prot/ml y 6.0 ug prot/ml, respectivamente) y guardaron a -70 °C para su

utilizacién en los ensayos posteriores.
El promedio de purificacion del enzima en ovario y testiculo oscilé entre 200-300

veces, segln el experimento. En cada una de las purificaciones se usaron los érganos de
10-15 machos 6 30-40 hembras. |
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4. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA 3B-HIDROXIESTEROIDE-
DESHIDROGENASA (E.C. 1.1.1.145)/ A™“ISOMERASA (5.3.3.1)

La actividad 38-HSD se determiné por un método radioenzimdtico (92), a partir de
los distintos sustratos tritiados (Pre, 17aPre, Dhea, Adiol) y cuantificacién de los

productos, en presencia de NAD™.

4.1. Método operativo

La actividad enzimitica se determind en un volumen final de 100 ul de tampén 0.05
M fosféto potdsico (pH 7.4) conteniendo 1 mM EDTA, 6% DMSO, 0.6 mM NAD*, *H-
sustrato (~2x10° dpm) y concentraciones variables de sustrato no radiactivo (dependiendo
del tipo de experimento). La reaccién se inici6 afiadiendo 80 ul de muestra a 20 ul de la

solucién de sustrato/NAD*. Los tubos se incubaron a 37°C en un bafio de agitacién

Dubnoff (100 ciclos/min) durante tiempos que asegurasen un porcentaje de transformacién

del sustrato inferior al 15%, tal y como se determiné en experimentos que se describen

en la seccién de Resultados.

La reaccién se paré con 10 voliimenes de éter dietilico a 4°C. Para determinar la
eficacia de la extraccién se afiadié a cada tubo ™C-producto (~10° dpm), y 25 ug de
sustrato y 5 ug de producto para visualizar los esteroides después de su separacién en
CCF.

4.2. Extraccién y separacién de los productos de la reaccién.

La fase orgdnica se transfirié a tubos de vidrio (12x75 mm) y secé bajo corriente de
nitrégeno. El extracto orgdnico se redisolvié en 50 ul de cloroformo y se aplicé a placas
de cromatografia en capa fina. Cuando el sustrato era pregnenolona o dehidroepiandroste-
rona la cromatografia se desarrollé dos veces en el sistema cloroformo:éter (5:1,v/v).
Cuando se usaron 17a-hidroxipregnenolona o androstendiol como sustrato, los productos
se separaron con tres recorridos sucesivos en el mismo sistema. Los sustratos se visuali-
zaron con vapor de iodo y los productos con luz ultravioleta en una ldmpara UVGL-58.

Las manchas correspondientes a los productos de 1a reaccién (Pro, 17aPro, A*-Adiona
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o Test), se recortaron (~1 cm?) y la radiactividad asociada se determiné con 3 ml de
liquido de centelleo (Optiscint "Hisafe" de LKB Wallac) en un contador Wallac 1410 de

Pharmacia.

4.3 Cilculo de la actividad del enzima.
La actividad (A) del enzima se expresé como:
A= nmoles producto/min/mg prot
donde,
A= (ng x f;)/t/mg proteinas en 80 ul
siendo

ng= nmoles de sustrato no radiactivo/tubo

fr=["C,/"*Cp) x CHy/’Hy)]  tal que 0<f;<1
El valor O corresponde a nula transformacién de sustrato. |
El valor 1 corresponde a la transformacién total de sustrato.
Donde,
MC,/MCy: representa la pérdida de producto durante el proceso de extraccién.
siendo,
| “C,: dpm de "“C-producto afiadidas a cada tubo al finalizar la reaccién.
¥Cg: dpm de "“C-producto recuperadas.
H,: dpm de *H-sustrato aiadidas a cada tubo.
*Hg: dpm de *H-producto obtenidas.

t: tiempo de reaccién en minutos, ajustado de modo que (f; < 0.15).

4.4 Método répido de la determinacién de la actividad del enzima
En los experimentos de purificacién se analizaron las distintas fracciones por un

método radioenzimdtico inicialmente desarrollado por Philpott y Peron (14,99).

Alicuotas de cada fraccién (100 ul) se diluyeron con tampén fosfato (800 ul) y se
completd la mezcla de reaccién con NAD* y *H-pregnenolona (1 uM, ~2x10° dpm) hasta
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1 ml. Inmediatamente (t=0), se retiraba una alicuota (100 ul) de la mezcla de la reaccién
que se afiadia a un tubo 900 ul de una solucién de digitonina al 1% (50% en EtOH). A
los 30 minutos de incubacién, otra alicuota (100 ul) se procesaba de la misma manera. La
digitonina forma un complejo insoluble con los 3B-hidroxiesteroides pero no con los 3-
cetoesteroides que quedaban en solucién después de centrifugar ( 2.000 x g, 3 min, 4 °C)
los dos tubos correspondientes a cada fraccién. Alicuotas (100 ul del sobrenadante ) de
cada tubo se contaron con 4 ml de liquido de centelleo. Las fracciones con actividad 38-
HSD se identificaron por:

CH dpmy,) - CH dpmg) > 0 .
Siendo:

*H dpm,y: dpm en 100 ul de sobrenadante de digitonina a los 30 min de

~ incubacién.

*H dpm,: dpm en 100 ul de sobrenadante al tiempo cero de incubacién.

5. CULTIVO DE CELULAS GRANULOSA

Entre los 23-25 dias de edad las hembras inmaduras recién destetadas se inyectaron
durante 5 dfas con DES (1 mg/60 ul de solucién oleosa/rata/dfa, via s.c.). Este tratamiento
estimula la aparicién de foliculos preantrales en el mismo estadio de desarrollo (65) y la
proliferacién de una poblacién homogénea de células granulosa, tal y como se detallard en

la seccién de Resultados de la presente memoria.

Tras el tratamiento con DES, los animales (10 a 30 ratas por experimento) se
sacrificaron por dislocacién cervical en el cuarto de cirugfa y los ovarios se extrajeron en
condiciones de maxima esterilidad por aproximacién retroperitoneal. Durante el sacrificio

y extraccién de los ovarios no se emplearon mds de 2-3 minutos/rata.

Los ovarios se lavaron en el cuarto de cultivo, bajo una campana de flujo laminar, con

4-5 pases sucesivos por placas de cultivo estériles conteniendo medio McCoy’s Sa
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modificado. Las células granulosa se obtuvieron por puncién cuidadosa de los foliculos con
agujas de insulina estériles (27x 1/2"). De esta forma, las células contenidas en los
foliculos fluyeron por expresién al medio de cultivo y el resto del tejido ovdrico se
desechS. Las células terminaron de disociarse por aspiracién repetida del medio con

pipetas pldsticas estériles, de calibre decreciente.

Después de lavar las células por centrifugacién en una centrifuga Beckman GPR de baja
velocidad (4 °C, 1.500g x 5 min) se resuspendieron en 20 ml de medio fresco. Esta
operacién se repitié cuatro veces, y el agregado de células de la iltima centrifugacién se
resuspendié en un volumen pequefio (2.5-5 ml) de medio para evaluar el nimero y la
viabilidad celular por el método del azul de tripan. El nimero de células totales y el
nimero de células viables (que excluyen el colorante) por ml, se determindé usando una
cdmara de contaje de Neubauer. La viabilidad celular en todos los experimentos fue mayor
o igual al 60% y el mimero de células viables obtenidas por cada ovario oscilé (10°-2x10°)

segiin los experimentos.

Las células granulosa se cultivaron en placas estériles Falcon (35x10 mm), a una
densidad de ~ 8x10° células viables/placa en 1 ml de medio McCoy’s 5a modificado y se
mantuvieron bajo atmésfera mimeda en un incubador Heraeus a 37°C y una pCO, del 5%

constante durante el experimento.
Para medir la produccién de estradiol, los medios se suplementaron con A‘-
androstendiona (10 M) como sustrato de las aromatasas (6,61).
6. OTROS METODOS ANALITICOS
6.1 Determinacién de proteinas
La concentracién de proteinas se determiné espectrofotométricamente (UV-160,

Shimadzu) a 595 nm por el método de Bradford (19), siguiendo las instrucciones de Bio-

Rad. Se utilizé albimina bovina como estdndar, en un rango de 2.5-20 ug.
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Las determinaciones de proteinas en muestras m4s diluidas se realiz6 con el método
del BCA, utilizando el kit suministrado por Pierce cuyo rango de trabajo 6ptimo es de 0.5-
20 pg.

6.2 Radioinmunoensayo de hormonas esteroideas

Los niveles de progesterona y estradiol se evaluaron en los medios dé cultivo de los
distintos grupos experimentales, almacenanados a -20°C. Para separar la hormona libre
de la ligada se us6 una solucién de carbén activo/dextrano (10:1) en tampén fosfato de
trabajo frio (45).

Los anticuerpos se diluyeron hasta alcanzar una titulacién de 1:20.000 para el
anticuerpo de progesterona y 1:50.000 para el de estradiol. La unién especifica fue del
30% y 36% para los anticuerpos de estradiol y progesterona respectivamente. El
anticuerpo de progesterona tiene reaccién cruzada con andrégenos (15%) y menos del
0.01% con otros esteroides. El anticuerpo de estradiol reconoce también a éstrona (14%),

estriol (5%) y menos del 0.001% a otros esteroides, incluidos los glucocorticoides (45).

7. METODOS ESTADISTICOS

Se aplicaron métodos de regresién lineal para la determinacién de las concentraciones
de protefnas y linealidad de la transformacién del sustrato respecto al tiempo y cantidad

de enzima.

Las concentraciones de hormonas (progesterona y estradiol) en los medios de los
cultivos celulares se calcularon utilizando un programa de 4 pardmetros (log-logit)
desarrollado por Rodbard y col. (71,103). Los coeficientes de variacién intraensayo e

interensayo fueron del 5 y 10% respectivamente.

Los pardmetros cinéticos aparentes, Ky y V.., con los distintos sustratos se calcularon

ajustando los valores experimentales con el programa Enzpack 3 (Biosoft). Las
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determinaciones experimentales de cada pardmetro se realizaron dos o tres veces (segun
los casos) y cada punto experimental se determin por triplicado. En las correspondientes

tablas se dan los valores de las medias + SEM de un experimento representativo.

Las Km y Vmax se determinaron por los métodos Directo, Wilkinsori, Eadie-Hofstee,
Hanes-Woolf y Lineweaver-Burk (37). Los coeficientes de correlaci6n en todos los casos
estuvieron entre 0.87 y 0.99 y los valores obtenidos para los pardmetros cinéticos por los
distintos métodos fueron concordantes y se desviaban entre sf menos del 5%. A efectos
ilustrativos en las correspondientes figuras se muestran s6lo las curvas de saturacién y

doble reciproca.

En los experimentos de competicién entre los distintos sustratos se calcul$ la 1Dy,

ajustando los datos experimentales a la ecuacién de 4 pardmetros (78):

R=[a/(1+bD"] + d

donde: '
a: Es funcién de la diferencia entre los valores méximo y minimo

de R.

Es funcién de la ID,.

Depende de la tangente a la curva.

Actividad residual inespecifica.

Respuesta (% actividad).

U®es g

Dosis de inhibidor utilizada.

Las ID;, se calcularon para R=50 en la ecuacién anterior.

Cuando con la anterior ecuacién se ajustaron los datos experimentales
correspondientes a la inhibicién por productos, la dependencia de los pardmetros a,b,c y

d fue aproximadamente la unidad, lo cual se corresponde con el aparente paralelismo

respecto al eje x que se observa en las distintas representaciones graficas (21,78).
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Para el cdlculo de las constantes de inhibicién hemos asumido que midiendo la
transformacién de sustrato por el método radioenzimdtico, éstos compiten entre si segiin
un modelo de inhibicién competitiva. Si consideramos que el enzima sigue una cinética del

tipo:

Vinax [S]

) ol

tal y como se ha demostrado por el tratamiento de los datos experimentales, donde:

Vo: Velocidad de transformacién del sustrato en producto
[S]: Concentracién de sustrato
Vmax: Velocidad mdxima de transformacién del sustrato en producto

Ky: Constante de Michaelis-Menten

Considerando los otros sustratos como competidores (I) tendremos que:

v._.[S] .
2 = max
@ VK110 /K + (5]

Siendo:

V;: velocidad de la reaccién en presencia de inhibidor

K;: Constante de inhibicién

Combinando (1) y (2) resulta,

23

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



V, K(1+([I]/K;))+[S]

®) A K+ [S]

Cuando [S]=K,, esta ecuacién da:

} [1]
@) K257 (V,/V;)-1)

y para [S] distinta a KM tendremos,

) (1]
®) M B 7R (Vo V) =D + (v, V) =1)

Cuando V,=2V; (es decir cuando alcanzamos la ID), habr4 varias soluciones en la

ecuacion anterior;

Para  [S]=Ky, K=IDs/2
Cuando [S]> >Ky, K< <IDs
Para [S]< <K, K;=ID;,

La aplicacién de las ecuaciones (4) y (5) nos ha permitido determinar las K; de los

distintos sustratos del enzima de testiculo y ovario.

Las diferencias entre los valores de K, y Ky{*" para los distintos sustratos se calculé
para cada enzima aplicando el andlisis de la varianza. Las diferencias para un mismo
sustrato en dos tejidos distintos fueron comparadas aplicando el test "t" de Student. En
todos los casos el nivel de significatividad se fijé en p<0.05, aunque con frecuencia se

superaron niveles mds restrictivos.
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1. SEPARACION DE LOS SUSTRATOS Y PRODUCTOS DE LA REACCION

Los sustratos y productos de la reaccién se lograron separar usando un tnico sistema

de solventes (cloroformo:éter, 5:1, v/v) idéntico al descrito (49-51,106). En el caso de la
| separacién de 17a-hidroxipregnenolona de 17«-hidroxiprogesterona y de androstendiol y
testosterona el método proporcioné una buena resolucién a condicién de someter el
extracto etéreo a tres recorridos sucesivos, tal y como se presenta en la Figura 1, que

muestra los Rf correspondientes a cada sustrato o producto de la reaccién de la Tabla I.

2. SOLUBILIZACION Y ESTABILIZACION DEL ENZIMA DE MICROSOMAS

El enzima 3B-HSD se encuentra asociado a membranas (7,36,53). Para extraer el
enzima de los microsomas de ovario y testiculo, se evalué el efecto de la concentracién
micelar critica (CMC) de distintos detergentes sobre la actividad del enzima y el porcentaje
de enzima extrafdo (Figura 2). Usando el detergente zwitteriénico Chaps a concentracién
del 0.3%, se consiguié solubilizar el 89 % y 92% del enzima de los microsomas de ovario
y testiculo respectivamente. Aunque el uso de Thesit a concentraciones bajas (0.03%)
permitié solubilizar hasta un 64% y 74% del enzima, en ovario y testiculo
respectivamente, a concentraciones superiores el rendimiento disminufa probablemente
debido a la desnaturalizacién del enzima. Resultados andlogos se obtuvieron con el Lubrol
PX. El Colato-Na, y Tween-80 fueron los menos efectivos para solubilizar el enzima en

todo el rango de concentraciones utilizadas.
Los extractos microsomales del enzima se mantuvieron durante todo el proceso con

glicerol al 20% y se utilizaron para la purificacién parcial del enzima de ovario y testiculo

usados en los experimentos de caracterizacién.
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3. PURIFICACION PARCIAL DEL ENZIMA

En la Tabla Resumen I, se muestra un ejemplo representativo de un experimento de
puriﬁcacién parcial del enzima de testiculo. Resultados similares se obtuvieron con el
enzima de ovario. Las proteinas extraidas con chaps al 0.3% fueron sometidas a una
precipitacién con sulfato de protamina (5) al 0.1%. Las columnas de CM-Sephadex (1.5
x 10 cm) y DEAE-Sephacel (1.5 x 10 cm), se equilibraron con tampén fosfato 10 mM
fosfato potdsico, 1 mM EDTA, 14 8-mercaptoetanol, 20% glicerol (pH 7.4) suplementado
con un 0.3 % de 'chaps. El enzima no se retuvo en la columna de intercambio catiénico
y mediante un gradiente continuo 0-0.4 M CINa en el mismo tampén se eluyé (~0.15 M
CINa) de la columna de DEAE—Sephacel. La actividad 38-HSD en las distintas fracciones
se ensayé mediante el método radioenzimdtico de preéipitacién con digitonina (14,16,99).
Las fracciones activas se analizaron posteriormente por el método convencional, usando
*H-pregnenolona como sustrato. El enzima se purificé entre 200 y 300 veces segin los
experimentos. El extracto purificado del enzima era estable durante periodos de mds de
2 meses en presencia de glicerol al 20%, pero perdia rdpidamente la actividad, incluso a

-70 °C, en ausencia del mismo.

4. LINEALIDAD DE LA REACCION RESPECTO AL TIEMPO CON LOS DISTINTOS
SUSTRATOS DEL ENZIMA

Se estudié la linealidad respecto al tiempo (1-10 min) de los enzimas de ovario y
testiculo usando concentraciones de NAD* (0.6mM) deducidas de experimentos
preliminares de este laboratorio (49,50,106). En las Figuras 3 y 4 se representan los datos
de las Tablas III y IV, ajustadas por el método de los minimos cuadrados. Los coeficientes
de correlacion fueron mayores que 0.98 para todas las rectas obtenidas.
Independientemente del sustrato, 1a actividad especifica del enzima de ovario es mayor que
la de testiculo, aunque el orden de velocidades de transformacién de los cuatro sustratos

es ¢l mismo para ambos tejidos (Pre = Adiol >Dhea> 17aPre).
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Tabla Resumen I
PURIFICACION PARCIAL DEL ENZIMA 3B-HSD

Activ. especifica Factor purificacibn
Fraccibdn (nmol Pro/min/mg prot) (veces)
Homogeneizado 0.5 1.0
Extracto chaps 6.2 12.4
Protamina 46.7 93.4
CM~Sephadex 70.1 140.2
DEAE-Sephacel 134.5 269.0

Los oOrganos se homogeneizaron y mediante centrifugacién
diferencial se obtuvo la fraccién microsomal . La actividad 38-
HSD se solubilizd con chaps (0.3%) y se precipitdé con sulfato
de protamina. El sobrenadante se pasé por CM-Sephadex y la
fraccién no retenida por DEAE-Sephacel. Para la elucibn de la
actividad 3B-HSD se utilizb un gradiente lineal (0-0.4 M ClNa)
en tampdén fosfato pH 7.4. La actividad enzimidtica se determind

con S3H-pregnenolona (50 upuM) como sustrato, tal y como se
describe en Material y Métodos.
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En los experimentos subsiguientes se eligieron tiempos de incubacién <10 minutos,
para todos los sustrato utilizados, aunque con 17«-hidroxipregnenolona como sustrato del
enzima de ovario se fijaron en algunos experimentos tiempos de hasta 20 min. Estos
tiempos aseguran que la transformacién de sustrato radiactivo sea en todos los casos

inferior al 15% (79).

5. LINEALIDAD DE LA REACCION CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE
PROTEINAS UTILIZANDO LOS DISTINTOS SUSTRATOS DEL ENZIMA

Para fijar las condiciones 6ptimas de ensayo se estudié también la linealidad de la
reaccién a distintas concentraciones de proteinas (Figuras 5 y 6), uﬁli@do los tiempos
de incubacién éptimos para cada sustrato determinados en los experimentos anteriores. Las
rectas se ajustaron por el método de los minimos cuadrados obteniéndose coeficientes de
correlacién superiores a (.98. La actividad del enzima testicular fue lineal usando hasta
2.44 pug de proteinas por ensayo, independientemente del sustrato utilizado (4 ﬁM) en
presencia de NAD* (0.6 mM). Los sucesivos experimentos se realizaron con 1.22 ug de
proteinas de testiculo excepto algunos experimentos con 17a-hidroxipregnenolona que se
utilizaron 2.44 ug. La actividad del enzima de ovario fue lineal utilizando hasta 0.48 ug
de proteinas por ensayo con los cuatro sustratos fisiolégicos (4 uM), en presencia de
NAD* (0.6 mM). Los experimentos posteriores s¢ llevaron a cabo con 0.24 ug de

proteinas de ovario por medida.

6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAD* Y DE LOS DISTINTOS SUSTRATOS
DE LA REACCION SOBRE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA DE TESTICULO Y OVARIO

En los experimentos subsiguientes se tomaron tiempos de incubacién y concentraciones
de proteinas que permitieron obtener resultados dentro de condiciones de ensayo
estrictamente lineales, con especial precaucién que, como mdximo, el 15% del sustrato

radiactivo fuera transformado en producto (79).
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La dependencia de los pardmetros cinéticos aparentes del enzima respecto a la
concentracién de NAD™ se estudi6 para cada sustrato en ovario y testiculo (Figuras 7-10).
Por razones de claridad, sin embargo, las figuras correspondientes muestran solamente las
representaciones directa de Michaelis-Menten y doble reciproca de Lineaweaver-Burk. Los
valores de las Tablas VII-X se ajustaron por medio del programa Enzpack 3 para obtener
los valores de Ky*? (37) y se tabularon en la Tabla Resumen II. Estos resultados,
obtenidos a distintas concentraciones de NAD*, demostraron que la concentraci6n inicial
de NAD™ utilizada (0.6 mM) para la caracterizacién del enzima era saturante
independientemente del sustrato ensayado y se sigui6 utilizando en experimentos

posteriores. Para cada sustrato se determinaron los valores de K,? en ovario y testiculo.

La comparacién de los valores de K\ *? de testiculo y ovario demuestran las
secuencias 17aPre > Pre= Adiol > Dhea y 17aPre > Pre > Adiol > Dhea, respectivamente.
Las diferencias entre las Ky " en testiculo y ovario para los distintos sustratos se

determinaron aplicando el andlisis de la varianza.

Las comparaciones entre K,/*P para un mismo sustrato entre el enzima extraido de
los dos 6rganos se realiz6 por comparacién de las medias aplicando el test "t" de Student.
Puede observarse que existen diferencias significativas de K,NAP entre los enzimas de

testiculo y ovario cuando el sustrato utilizado es Pre o Dhea (p <0.05).

El estudio de las velocidades de reaccién en presencia de concentraciones crecientes
de cada sustrato se representa en las Figuras 11-14 y los valores obtenidos se muestran en
la Tabla Resumen II. En todos los experimentos se usé la concentracién saturante de
NAD™ establecida previamente (0.6 mM). Los resultados se obtuvieron a partir del
tratamiento de los datos de las correspondientes Tablas de resultados (XI-XIV) con el
programa Enzpack 3, tal y como se detallé para el uso del cdlculo de NAD*.

Las comparaciones entre K,,® para un mismo enzima o entre K, del mismo sustrato

para dos enzimas diferentes se realizé de forma idéntica a la ya descrita para el caso de

K\"P. En testiculo puede observarse la secuencia 17aPre> Adiol > Pre ~Dhea similar a
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Tabla Resumen II
PARAMETROS CINETICOS DEL ENZIMA 3B8-HSD

Testiculo Ovario
Sustrato K, (uM) K™ (uM) K (uM) K™ (M)
Pre 0.20+0.01 79.5+1,.8% 0.26+0.01%* 163.0%8.1%
17aPre 3.52+0.03% 251.8+16.7° 2.21%0.09% 207.6+13.5%
Dhea 0.26%0.02" 29.0+1.3% 0.13*0.01% s58.2+1.3%
Adiol 0.65+0.02%" 86.0+6.5 1.07+0.04% 94.8+5.0°%

Se resumen los parametros cinéticos (K, y K,/*’) del enzima 38-
HSD de testiculo y ovario correspondientes a las tablas VII a
IX. Los valores (medias *+ SEM) se calcularon con el programa
Enzpack 3 (Biosoft) tal y como se detalla en Material y
Métodos, y las representaciones gréficas (Figuras 7-14) se
realizaron con el programa grafico Sigma Plot V-4.0. Para las
determinaciones de K, se utilizaron concentraciones saturantes
de NAD* (0.6 mM) y concentraciones variables de sustrato. En
las determinaciones de K,/ se usaron en todos ~los casos

concentraciones saturantes de sustrato Y se variaron las
concentraciones de NAD*.

§ P<0.05 respecto a los valores de los otros parémetros.en la
misma columna.

t pP<0.05 respecto al correspondiente valor en el otro
tejido.
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la de ovario: 17aPre> Adiol > Pre>Dhea. Las comparaciones de las K, de testiculo y
ovario revelan diferencias significativas (p<0.05) cuando los sustratos utilizados son
17aPre, Dhea y Adiol.

7. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION
SOBRE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA USANDO LOS DISTINTOS SUSTRATOS DE LA
REACCION

Para evaluar la posible inhibicién del enzima por el producto final, se midi6 la
actividad del enzima de ambos tejidos a concentraciones 1 uM de cada sustrato y
concentraciones crecientes (logaritmicas) de productos de la reaccién (0.1-10 uM). Las
concentraciones de sustrato y producto de la reacci6n utilizadas se seleccionaron en base
a los escasos datos publicados sobre las concentraciones de hormonas esteroides en el
fluido folicular (29,34,35,64,84) o liquido del intersticio testicular (22,101,135). Las ID;,
se determinaron a partir de los valores experimentales (Tablas XV-XVﬂI), usando una
curva de 4 pardmetros para las estimadas (21,78). Los mismos datos, ajustados con el
programa Sigma-Plot, se representan en las Figuras 15-22. Puede observarse que los
productos de la reaccidn ejercen efectos inhibitorios minimos sobre la actividad del
enzima. Ademds, la aplicaci6n de la ecuacién de cuatro pardmetros descrita en la seccién
III-7 de esta memoria, demostré una dependencia de los parimetros a,b,c yd = 1 que
concuerdan con él paralelismo observado de los ajustes respecto al eje de ordenadas. No
obstante usando pregnenolona como sustrato el enzima de ovario es sensible a la inhibicién
de todos los productos de la reaccién a concentraciones 10 uM, con un orden de potencia
Pro=Test> 17aPro > A*-Adiona. De la misma forma, usando 17a-hidroxipregnenolona
* (3 #M) como sustrato el enzima testicular es inhibido por los distintos productos (30 uM)
con la secuencia Pro> A*-Adiona> Test> > 17aPro y el de ovario tinicamente por Pro y
A*-Adiona. No se observan efectos inhibitorios por el producto de 1a reacién cuando el

sustrato utilizado fue dehidroepiandrosterona o androstendiol.
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8. EFECTO DE OTROS ESTEROIDES NATURALES SOBRE LA ACTIVIDAD DEL
ENZIMA DE TESTICULO Y OVARIO

Se evalu6 ademds, el efecto de otros esteroides naturales (DHT, a-Diol, 8-Diol, E,
y E,) sobre la actividad del enzima de testiculo y ovario, usando como sustratos *H-Preg,
*H-17aPre y *H-Dhea. Los sustratos y posibles inhibidores del enzima se usaron en
cantidades equimolares (1 uM). A efectos comparativos estudiamos también el efecto de
1 uM de cianoketona (2a-ciano-4,4,17a-trimetil-178-hidroxi-5-androsten-3-ona) un potente
inhibidor del enzima (121,127,132). La DHT y a-Diol no ejercen efectos aparentes sobre
el enzima de ovario y testiculo independientemente del sustrato utilizado. Los esteroides
8-Diol, E, y E, ejercen efectos inhibitorios sobre el enzima con cualquiera de los sustratos
utilizados, siguiendo un orden de potencia E, = E, > 8-Diol para testiculo y E, > E, = 8-Diol
para ovario. Las diferencias estadfsticas entre los resultados se compararon utilizando el
test "t" de Student. El nivel de significaci6n se establecié a p <0.05.

9. COMPETICION DE LOS DISTINTOS SUSTRATOS FISIOLOGICOS POR EL CENTRO
ACTIVO DEL ENZIMA EN OVARIO Y TESTICULO.

Puesto que el enzima 38-HSD transforma en condiciones fisiolégicas Pre, 17aPre, Dhea
y Adiol, en sus correspondientes 3-cetoesteroides (65,80,89,120), y en las células tecales
y de Leydig operan simultineamente las vias A% y A* (106,129), se estudié para cada
sustrato y tejido el efecto de los otros sustratos utilizados como competidores. Los
resultados obtenidos se representan en las Figuras 23-30. Los valores de las IDj,
calculados a partir de las Tablas XX-XXIII por el método descrito para el caso de los

productos de la reaccién (21,78), se recogen en la Tabla Resumen III.

Puede observarse que el sustrato 17a-hidroxipregnenolona no es capaz de inhibir la
actividad del enzima de forma apreciable frente a cualquiera de los sustratos utilizados, y
s6lo a concentraciones 6 uM (seis veces superior) es capaz de inhibir un 50% 1la actividad

del enzima de ovario cuando el sustrato utilizado es pregnenolona. Al mismo tiempo, el
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Tabla Resumen IIT

RESUMEN DE IDy, DE LOS DISTINTOS SUSTRATOS DE LA REACCION SOBRE
LOS OTROS SUSTRATOS FISIOLOGICOS DEL ENZIMA DE TESTI'CULO Y

OVARIO
Testiculo Ovario
Pre 17aPre Dhea Adiol Pre 17aPre Dhea Adiol
Pre - 0.7 4.9 1.6 - 1.2 2.3 2.1
1l7aPre NC - NC NC 6.0 - NC NC
Dhea 0.9 0.4 - 0.8 1.7 0.9 - 1.5
Adiol 9.6 1.0 >10 - 4.5 2.5 >10 -

Los sustratos (fila superior) se utilizaron a una concentracién
1 pM excepto l1l7aPre que fue de 3 uM. Los sustratos de la
reaccién usados como inhibidores (1-10 uM) se presentan en
columna. Las ID,, (pM) calculadas por el método descrito en
Material y Métodos, se ha obtenido de las tablas XXIV-XXXI. NC:
No calculable usando la ecuacién de cuatro parametros descrita,
al ajustarse los datos a una recta paralela al eje de
ordenadas. En algunos casos, las ID,, dadas por el programa son
sensiblemente superiores a la concentracién maxima de inhibidor
(10 pM) utilizada en los experimentos. |
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efecto competidor de cada sustrato sobre la actividad del enzima es mds aparente cuando
se utiliza 17aPre como sustrato, con un orden de potencia (IDs;) idéntico para los dos
enzimas (Dhea>Pre> Adiol). La Dhea es un buen inhibidor de todos los sustratos
restantes con IDs, comprendidas en un rango inferior al de los otros sustratos, tanto en
testiculo (0.4-0.9 M) como en ovaario (0.9-1.7 uM). La capacidad de la Dhea para
desplazar a los otros sustratos sigue la secuencia 17aPre > Adiol =Pre en ambos érganos.
Le sigue en capacidad inhibitoria Pre, con ID, comprendida entre 0.7-4.9 uM (testiculo)
6 1.2-2.1 uM (ovario) y un orden de desplazamiento 17aPre> Adiol >Dhea. El Adiol no
aparece como buen competidor por el centro activo del enzima frente al resto de los
sustratos, a excepcién de 17aPre (IDsy: 1.0 y 2.5 uM para el enzima de testiculo y ovario,

respectivamente).

A partir de las Ky, para los distintos sustratos y las IDs,, se calcularon las K; para cada
sustrato sobre los demds. Los resultados se presentan en la Tabla Resumen IV. Puede
observarse que existen diferencias en las secuencias de capacidad inhibitoria en testiculo
(Dhea > Pre > Adiol) y ovario (Pre > Dhea > Adiol). Por otro lado, 17aPre sélo inhibe con

una K; alta al enzima de ovario cuando se usa Pre como sustrato.

A partir de los valores de K,* y V,,, se determin la eficacia catalitica (V,,/K,,) para
cada sustrato y tejido. Los valores se recogen en la Tabla Resumen V, y muestran las
secuencias Pre>Dhea> Adiol > 17aPre y Dhea > Pre> Adiol > 17aPre para testiculo y

ovario respectivamente.
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Tabla Resumen IV

K; DE LOS DISTINTOS SUSTRATOS DE LA REACCION SOBRE LOS OTROS
SUSTRATOS FISIOLOGICOS DEL ENZIMA DE TESTiCULO Y OVARIO

Testiculo Ovario
Pre 17aPre Dhea Adiol Pre 17aPre ‘Dhea Adiol
Pre - 0.38 1.01 0.63 - 0.51 0.26 1.08
17aPre NC - NC NC 1.24 - NC NC
Dhea 0.15 0.22 - 0.32 0.35 0.38 - 0.77
Adiol 1.60 0.54 >2.06 - 0.93 1.06 »>1.15 -

Las fila superior representa a los esteroides
sustrato de la reaccibén, mientras que los que

usados como
actian como

inhibidores se muestran en columna. Los valores de K, (uM) se
determinaron a partir de los valores de K, de cada sustrato
(Tabla Resumen II) y de las ID,, (Tabla Resumen III ), tal y como

se detalla en Material y Métodos.
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Tabla Resumen V

EFICACIA CATALITICA DEL ENZIMA 3B8-HSD DE TESTICULO Y OVARIO
PARA LOS DIVERSOS SUSTRATOS DE LA REACCION

Testiculo Ovario
Pre 5.60 23.19
17aPre 0.14 0.86
Dhea 2.88 33.90
Adiol ' 1.84 5.63

Los datos de eficacia catalitica se determinaron a partir de

las K,/ (Tabla Resumen II ) ¥ V... (Tabla XXXIIa) aparentes del
enzima, asumiendo que V,, =K, x E;.
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10. ESTUDIO DE LA VELOCIDAD DE LA REACCION EN PRESENCIA SIMULTANEA
DE TODOS LOS SUSTRATOS DEL ENZIMA DE TESTICULO Y OVARIO

Los experimentos anteriores se complementaron estudiando, ademds, la velocidad de
la reacci6n del enzima de ovario y testiculo en tres situaciones experimentales distintas:
i) con cada sustrato individual en un ensayo de reaccién estdndar, ii) con los cuatro
sustratos simultdneamente a concentraciones equivalentes a sus respectivas K,, de los
cuales sélo uno estaba marcado isotépicamente, iii) la misma situacién anterior , con cada

sustrato a concentracién saturante (8 uM).

Los resultados expei'imentales se recogen en las tablas XXXII a, b y ¢, y se
representan en la figura 32. A efectos ilustrativos, los valores numéricos se representan

en la figura como % del valor de la V_,, del sustrato preferente tomado como 100 %.

Los datos experimentales, cuando se usan los cuatro sustratos individualmente, muestran
una secuencia idéntica para las V,,, de los enzimas de testiculo y ovario:
Pre = Adiol > Dhea > 17aPre.

Al usar mezclas de los cuatro sustratos los resultados no son los mismos y dependen
de las concentraciones a las que se estudia la velocidad. Cuando los cuatro sustratos estdn
a concentraciones préximas a Ky, 1a preferencia del enzima por el sustrato es diferente en
testiculo (Adiol >Dhea = 17aPre > Pre) y ovario (Adiol > > Pre = Dhea > 17aPre).

A altas concentraciones de los cuatro sustratos, la secuencia de preferencia difiere de
los casos anteriores tanto en testiculo (Dhea> Adiol> > > Pre = 17aPre) como en ovario
(Dhea> Adiol > >Pre > 17aPre). La diferencia m4s clara entre ambos tejidos estriba en
una actividad enzimdtica remanente para Pre superior a la de 17aPre en el enzima de

ovario..
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11. EFECTO DE LA FSH Y BUT,AMPc SOBRE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA EN
CELULAS GRANULOSA MANTENIDAS EN CULTIVO PRIMARIO

Se cultivaron CG obtenidas por puncién en condiciones estériles de foliculos
preantrales de ovarios de ratas inmaduras tratadas durante 5 dias con DES. Las CG se

mantuvieron en cultivo durante 72 horas en presencia de FSH (200 ng/ml) o But,AMPc

(1 mM).

Al final de este periodo las células se lavaron con tampén (50 mM fosfato pot4sico,
1 mM EDTA, pH 7.4), despegaron por rascado de las placas de cultivo, sonicaron (15
seg, 4 °C) y la actividad 38-HSD se determind frente a los cuatro sustratos a concentracién
saturante (50 uM) de cada uno de ellos. Los resultados de la Tabla XXXIII se representan
en la Figura 33. Puede observarse que, independientemente del sustrato utilizado, el

tratamiento con FSH o But,AMPc aumenta la V,,, aparente del enzima.
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Tabla I
RF DE LOS SUSTRATOS Y PRODUCTOS DEL ENZIMA 3B8-HSD

Sustrato R Producto R

Pregnenolona 0.41 Progesterona 0.61
l17ahidroxipregnenolona 0.32 17ahidroxiprogesterona 0.39
Dehidroepiandrosterona 0.40 Androstendiona 0.54
Androstendiol 0.32 Testosterona 0.39

Se prepararon cantidades conocidas de los ’H-sustratos y ¥c-
productos de la réacc.ién catalizada por el enzima 3B-HSD. Las
mezclas radiactivas se suplementaron con los cbrréspondientes
sustratos (25 pg) y productos (5 pg) frios. La separacidén se
realizd en placas de silica gel sobre soporte de plastico
utilizando el sistema cloroformo:éter (5:1, v/v). Cuando el par
sustrato/producto fue Pre/Pro y Dhea/A*-Adiona se separaron
mediante dos recorridos sucesivos y con tres recorridos cuando
eran 17aPre/l17aPro y Adiol/Test. Las placas se secaron y
recortaron en porciones de 0.3 cm, y se determiné la
radiactividad asociada en un contador de centelleo liquido. En

la Figura 1 se muestran los resultados de un experimento
representativo.
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Tabla II

SOLUBILIZACION DEL ENZIMA 3B-HSD DE MICROSOMAS DE TESTICULO Y
OVARIO POR DISTINTAS CONCENTRACIONES DE DIFERENTES DETERGENTES

% Actividad 3B-HSD

Tratamiento Testiculo ovario
Control 6.1+1.8 11.9%4.0
% Detergente
Chaps 0.03 5.8%0.6 24.610.1
0.1 13.510.6 27.6%3.4
0.3 89.2*3.2 92.3*8.8
0.6 19.6%*1.0 26.4*x0.7
1 18.7+3.1 21.4%2.8
Lubrol Px 0.03 63.6%4.8 77.7x0.4
0.1 47 .212.1 61.9%0.4
0.3 16.4%*1.5 32.0%*1.8
0.6 10.5%1.4 20.0%3.7
1 7.2x0.2 14.3%1.0
Colato-Na, 0.03 2.9%0.4 5.3%0.6
0.1 3.2%0.7 7.7%0.1
0.3 5.3%0.6 15.3%0.3
0.6 8.2*0.5 22.2*2.7
1 6.1x0.9 19.5%0.1
Triton X-100 0.03 20.9%2.1 35.1%4.0
0.1 17.2*0.6 46.0x4.2
0.3 5.0%0.5 12.3%1.7
0.6 3.7x0.0 8.7x0.0
1 6.1+0.9 4.5%0.4
Cont.
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Tabla II (Continuacion)

% Actividad 38B-HSD

Tratamiento Testiculo Ovario
Triton N-101 0.03 31.4%1.4 36.0%4.0
0.1 8.6%x1.1 29.7%2.3
0.3 2.91%0.1 8.1+0.8
0.6 2.1*0.4 5.1%0.5
l - -
Thesit 0.03 64.2%4.0 74.0%4.1
0.1 32.3%1.1 64.9%5.6
0.3 11.4%1.7 23.6*1.6
0.6 6.7%0.0 17.0%0.9
1 3.5%0.5 9.1+0.8
Nonidet P-40 0.03 19.010.9 26.1*1.0
0.1 14.610.2 42.6*1.4
0.3 3.0%x0.2 9.3%0.2
0.6 1.91%0.1 4.2%0.7
1 1.1+0.4 2.4%0.1
Tween 80 0.03 4.7%0.2 11.7+0.3
0.1 2.6x0.6 11.6%0.5
0.3 6.7x0.5 6.7x0.3
0.6 5.21+0.8 5.7%0.3
1 6.2%0.7 5.4120.5

El porcentaje de la actividad 3B8-HSD solubilizada se expresé
como la relacidén entre la actividad en el sobrenadante de
100.000 x g y la actividad total, multiplicado por 100. E1
ensayo se realizd a 37 °C con concentraciones saturantes de
pregnenolona (50 uM) y NAD* (0.6 mM) en un volumen final de 0.1
ml de tampdn fosfato 50 mM (pH 7.4), durante 5 min (testiculo)
6 1 min (ovario). En estas condiciones menos del 15% de °H-
pregnenolona es convertida en ’H-progesterona. Se representan
las medias + SEM de un experimento representativo de otros dos.
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Tabla IIT

- LINEALIDAD RESPECTO AL TIEMPO DE LA TRANSFORMACION DE LOS DIS-
TINTOS SUSTRATOS FISIOLOGICOS POR EL ENZIMA 3B-HSD DE TESTICULO

Tiempo nmol producto/mg prot
(min) Pre l17aPre Dhea Adiol
1 1.04%0.06 0.62120.06 1.57%0.91 1.96*0.00
3 3.47%0.32 2.09%0.00 2.8810.06 4.5910.00
5 8.06%*0.78 3.57%0.08 5.11+0.06 3.52%0.65
7 10.16+0.45 5.90+0.81 7.60X0.72 12.45%0.00
10 17.18+0.39 9.18+1.21 11.97*1.63 15.08%0.65

La incubacién del enzima testicular (1.22-2.44 u#g prot) se
realizé en presencia de ‘H-pregnenolona (Pre: 4 pBM), SH-17a-
hidroxipregnenolona (17aPre: 4 uM), ’H-dehidroepiandrosterona
(Dhea: 4 pM) o ’H-androstendiol (Adiol: 2 uM) durante tiempos
variables (1-10 min) en presencia de concentraciones saturantes
de NAD* (0.6 mM) a 37 °C Y PH 7.4. Los resultados se expresan

como medias + SEM. Se muestra un experimento representativo de
otros dos.
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Tabla IV
LINEALIDAD RESPECTO AL TIEMPO DE LA TRANSFORMACION DE LOS DIS-

TINTOS SUSTRATOS FISIOLOGICOS POR EL ENZIMA 3B-HSD DE OVARIO

Tiempo nmol producto/mg prot
(min) Pre l17aPre Dhea Adiol
1 5.8%0.5 - 6.5%1.6 13.3%0.0
3 26.2*3.5 - 21.5%0.7 41.7%1.7
5 35.7+1.3 19.0%2.0 41.0%2.3 66.7%6.7
7 49.8*1.8 - 60.2%3.7 95.0%8.3
10 . 59.3%0.3 33.0x2.0 86.0+1.3 120.0%0.0
15 - 44.0%0.0 - -
20 - 53.3%0.0 - -
25 - 73.3%0.0 - -

La incubacién del enzima de ovario (0.24 ug prot) se realizd en
presencia de ‘H-pregnenolona (Pre: 4 pM), °H-1 7a-hidroxipreg-
nenolona (17aPre: 4 uM), ‘H-dehidroepiandrosterona (Dhea: 4 uM)
o ’H-androstendiol (Adiol: 2 uM) durante tiempos variables (1-
25 min) en presencia de concentraciones saturantes de NAD* (0.6

mM) a 37 °C y pH 7.4. Los resultados se expresan como medias *

SEM de un experimento representativo de otros dos.
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Tabla V

LINEALIDAD DE LA REACCION CATALIZADA POR EL ENZIMA 3B-HSD DE
TESTICULO RESPECTO A LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

(nmol producto/min) x 10°

Proteinas (ug) Pre l17aPre Dhea Adiol
0.61 0.68%0.20 0.40%0.06 1.2920.00  1.55%0.08
1.22 1.50%0.20 - 1.46+0.08 | 3.00%0.12
1.83 2.46%0.21 - 2.3220.16 4.14*0.08
2.44 3.94%0.23 1.92+0.24 3.94%0.16 6.91+0.03
4.88 - 4.60x0.40 - -

Se incubaron cantidades crecientes del enzima testicular (0.61-

4.88 ug de proteina) en presencia de concentraciones saturantes

(4 pM) de los sustratos fisiolbgicos del enzima y NAD* (0.6
mM), en un volumen final de 0.1 ml. Los tiempos de incubacién
se fijaron en 7 min (Pre), 10 min (17aPre), 5 min (Dhea) y 2.5
min (Adiol). Las reacciones se pararon Yy los productos de la
reaccién se resolvieron por CCF y cuantificaron tal y como se
detalla en Material y Métodos. Los resultados se expresan como

media + SEM de un experimento representativo de otros dos.
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Tabla VI
LINEALIDAD DE LA REACCION CATALIZADA POR EL ENZIMA 3B8-HSD DE

OVARIO RESPECTO A LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

(nmol producto/min) x 10°

Proteinas (ug) Pre 17aPre Dhea Adiol
0.12 0.80+0.07 0.231%0.00 1.60+0.48 2.19%0.08
0.24 1.8010.20 0.73%0.05 4.00*0.80 5.12%0.89
0.36 2.96x0.20 1.02%0.00 6.091%0.16 8.57x0.06
0.48 4.8410.26 9.39*0.80 12.56%0.03

1.6010.40

Se incubaron cantidades crecientes del enzima ovarico (0.12-

0.48 ug de proteina) en presencia de concentraciones saturantes
(4 uM) de los sustratos fisiolbégicos del enzima y NAD* (0.6
mM), en un volumen final de 0.1 ml. Los tiempos de incubacién
se fijaron en 7 min (Pre), 10 min (17aPre), 5 min (Dhea) y 2.5

min (Adiol). Las reacciones se pararon y los productos de la

reaccidén se resolvieron por CCF y cuantificaron tal y como se
detalla en Material y Métodos. Los resultados se representan
como media + SEM de un experimento representativo de otros dos.
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Tabla VII
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAD* SOBRE LA ACTIVIDAD DEL

ENZIMA 3B-HSD USANDO PREGNENOLONA COMO SUSTRATO

nmol Pro/min/mg prot

NAD* (mM) Testiculo ovario
0.025 0.37%0.03 1.73+0.02
0.05 0.64%0.00 3.1810.27
0.1 0.96+0.11 5.79%0.50
0.3 1.21+0.20 6.89%0.19
0.6 1.44%0.10 9.75%0.25
1.2 1.4310.01 12.6610.41
2.4 1.6110.09 12.83+0.83

Se estudié el efecto de concentraciones crecientes de NAD*
(0.025-2.4 mM) sobre 1la actividad del enzima 3B8-HSD de
testiculo (1.22 pg de proteina) y ovario (0.24 ug de proteina)
utilizando *H-pregnenolona (4 pM) como sustrato. La reaccién se
realizé en un volumen final de 0.1 ml de tampdén fosfato 50 mM
(pH 7.4) y 37 °C. El tiempo de reaccibén se fijoé en 8 minutos y
el % de conversién de 3H-pregnenolona en producto no sobrepasd
en ningtin caso el 15%. Se representa la media * SEM de un

experimento representativo de otros dos.
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Tabla VIII

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAD' SOBRE LA ACTIVIDAD DEL
ENZIMA 38-HSD USANDO 17a-HIDROXIPREGNENOLONA COMO SUSTRATO

nmol 17aPro/min/mg prot

NAD* (mM) Testiculo Ovario
0.05 0.18%+0.03 0.69%0.10
0.10 0.34%0.04 1.38%0.00
0.30 0.68*0.09 2.52%0.02
0.60 0.90%x0.00 3.08%0.46
1.20 0.98+0.01 3.23120.27
2.40 1.0410.00 3.67+0.21

Se estudid el efecto de concentraciones crecientes de NAD*
(0.025-2.4 mM) sobre 1la actividad del enzima 3B-HSD de
testiculo (1.22 pg de proteina) y ovario (0.24 ug de proteina)
utilizando como sustrato 16 uM (testiculo) y 8 pM (ovario) de
‘H-17a-hidroxipregnenolona. La reaccién se realizé en un
volumen final de 0.1 ml de tampdén fosfato 50 mM (pH 7.4) y 37
°C. El1 tiempo de reaccidén se fijé en 8 minutos y el % de
conversién de ‘H-17a-hidroxipregnenolona en producto no
sobrepasbé en ningln caso el 15%. Se presenta la media + SEM de
un experimento representativo de otros dos.
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Tabla IX

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAD* SOBRE LA ACTIVIDAD DEL
ENZIMA 3B—HSD USANDO DEHIDROEPIANDROSTERONA COMO SUSTRATO

nmol A*Adiona/min/mg prot

NAD* (mM) Testiculo Oovario
0.0125 0.28%0.01 -
0.025 0.38%0.01 3.66%x0.35
0.05 0.51%0.04 5.25+0.31
0.10 ' 0.62+0.00 ' 8.20%0.27
0.30 - 9.33+0.31
0.60 0.86%0.00 11.12%0.23
1.20 | 0.85%0.02 11.52+0.16

Se estudié el efecto de concentraciones crecientes de NAD*
(0.0125-1.2 mM) sobre 1la actividad del enzima 3B-HSD de
testiculo (1.22 pg de proteina) y ovario (0.24 ug de proteina)
utilizando °*H-dehidroepiandrosterona (4 uM) como sustrato. La
reaccién se realizé en un volumen final de 0.1 ml de tampdn
fosfato 50 mM (pH 7.4) y 37 °C. E1 tiempo de reaccién se £ijé
en 8 minutos y el ¥ de conversién de ’H~dehidroepiandrosterona
en producto no sobrepasd en ningtin caso el 15%. Se representa
la media + SEM de un experimento representativo de otros dos.
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Tabla X
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAD* SOBRE LA ACTIVIDAD DEL

ENZIMA 3B8-HSD USANDO ANDROSTENDIOL COMO SUSTRATO

nmol Test/min/mg prot

NAD* (mM) Testiculo Oovario
0.025 0.41+0.01 3.02%0.06
0.05 0.8610.08 4.64%0.19
0.10 1.20%0.01 5.79%0.33
0.30 1.43%0.02 10.54%0.21
0.60 1.70%x0.02 11.29%1.20
1.20 1.90%0.07 12.73%0.85
2.40 1.9310.00 13.00*1.08

Se estudié el efecto de concentraciones crecientes de NAD'
(0.025-2.4 mM) sobre 1la actividad del enzima 3B-HSD de
testiculo (1.22 ug de proteina) y ovario (0.24 pg de proteina)
utilizando como sustrato ’H-androstendiol 4 uM (testiculo) y 8
BM (ovario). La reaccibén se realizbé en un volumen final de 0.1
ml de tampbdbn fosfato 50 mM (pH 7.4) y 37 °C. E1 tiempo de
reaccién se fijé en 8 minutos y el % de conversién de 3*H-
androstendiol en producto no sobrepasbé en ningGn caso el 15%.
Se representa la media * SEM de un experimento representativo
de otros dos.
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Tabla XI

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PREGNENOLONA SOBRE LA ACTIVIDAD
DEL ENZIMA 3B-HSD

nmol Pro/min/mg prot

Pre (uM) Testiculo Ovario
0.10 0.241%0.00 2.82*0.19
0.15 0.30%£0.02 4.00x0.07
0.20 0.38%0.0¢6 4.8810.04
0.30 0.48%0.02 5.76x0.04
0.40 0.51+0.06 6.70x0.21
0.60 0.57%0.08 8.28%0.43
1.00 0.59+0.03 8.51+0.22
2.00 0.67+x0.02 9.01*+0.98
4.00 - 10.07%1.59

Se estudid el efecto de concentraciones crecientes del sustrato
3H-pregnenolona (0.1-4 uM) sobre la actividad del enzima 3B-HSD
de testiculo (1.22 pg de proteina) y ovario (0.24 pug de
proteina) utilizando concentraciones saturantes de NAD* (0.6
mM), en un volumen final de 0.1 ml de tampén fosfato 50 mM (pH
7.4) a 37 °C. E1 tiempo de reaccibén se fijé en 1 minuto. Se
representan las medias * SEM de un experimento representativo

de otros dos.
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Tabla X1I

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE 17a-HIDROXIPREGNENOLONA SOBRE LA
ACTIVIDAD DEL ENZIMA 3B-HSD

nmol 17aPro/min/mg prot

17aPre (uM) Testiculo Ovario

0.6 - 0.50+0.01
1.0 - 0.73%0.03
1.5 0.40+0.03 1.03%0.04
2.0 | - 1.19+0.00
3.0 0.651%0.01 -

4.0 0.71+0.05 1.58%+0.05
8.0 0.95%0.04 1.85%0.15
16.0 1.12+0.11 2.33%x0.12
32.0 1.33%0.12 -

Se estudib el efecto de concentraciones crecientes del sustrato
’H-17a-hidroxipregnenolona (0.6-32 puM) sobre la actividad del
enzima 3B-HSD de testiculo (1.22 ug de proteina) y ovario (0.24
g de proteina) utilizando concentraciones saturantes de NAD*
(0.6 mM), en un volumen final de 0.1 ml de tampén fosfato 50 mM
(PH 7.4) a 37 °C. E1 tiempo de reaccidén se fijé en 5 min
(testiculo) y 20 min (ovario). Se representan las medias + SEM
de un experimento representativo de otros dos.
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Tabla XIII

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE DEHIDROEPIANDROSTERONA SOBRE
LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA 3B-HSD

nmol A*-Adiona/min/mg prot

Dhea (uM) Testiculo Ovario
0.1 - 4.00x0.29
0.15 - 4.96*0.05
0.2 1.77x0.09 5.82%0.34
0.3 - 6.92+0.34
0.4 2.82+0.09 7.64*0.37
0.6 - 8.21+0.13
0.8 3.35%0.05 -

1 - 8.86+1.20
1.5 3.88%0.14 -
2 - 9.16*2.16
4 3.80%0.13 -

Se estudib el efecto de concentraciones crecientes del sustrato
SH-dehidroepiandrosterona (0.1-4 uM) sobre la actividad del
enzima 3B-HSD de testiculo (1.22 pg de proteina) y ovario (0.24
pg de proteina) utilizando concentraciones saturantes de NAD'
(0.6 mM), en un volumen final de 0.1 ml de tampdén fosfato 50 mM
(pH 7.4) a 37 °C. E1 tiempo de reaccién se fijé en 1 min. Se
representan las medias * SEM de un experimento representativo

de otros dos.
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Tabla XTIV

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ANDROSTENDIOL SOBRE LA ACTIVI-
DAD DEL ENZIMA 3B-HSD

nmol Test/min/mg prot

Adiol (uM) Testiculo Ovario
0.2 0.64%0.01 5.33%0.13
0.4 0.99%+0.07 9.74120.54
0.6 1.35+0.01 13.34%0.08
0.8 1.51x0.02 15.77%0.67
1 - 15.75+0.03
1.5 1.77+0.08 20.71%0.13
2 - 21.84%0.42
4 2.19+0.10 25.62*2.05

Se estudib el efecto de concentraciones crecientes del sustrato
’H-androstendiol (0.2-4 pM) sobre la actividad del enzima 38-
HSD de testiculo (1.22 ug de proteina) y ovario (0.24 pg de
proteina) utilizando concentraciones saturantes de NAD' (0.6
mM), en un volumen final de 0.1 ml de tampdén fosfato 50 mM (pPH
7.4) a 37 °C. E1 tiempo de reaccién se fijé en 2.5 min. Se
representan las medias *+ SEM de un experimenfo representativo
de otros dos.
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Tabla XV

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 38-HSD TESTICULAR DE
LOS DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON PREGNENOLONA
COMO SUSTRATO

% Actividad 38B-HSD

(M) Pro 17aPro A*Adiona = Test
0.0 100.0%*13.2 100.0%*13.2 100.0%13.2 100.0%13.2
0.1 97.6*2.9 98.8%*3.0 101.1%4.7 - 91.7%*1.8
0.3 96.410.6 82.3+0.0 96.4%0.0 87.0%1.2
1.0 103.518.8 91.7%3.5 102.3*8.2 81.1*1.8
3.0 87.0*3.5 98.8%3.0 92.9*+3.0 - 82.3%0.0
10.0 89.4%4.7 84.7%0.6 81.1%2 .4 . 83.5%3.0

Se incubb el enzima testicular (1.22 pg de protéina) en presen-
cia de ’H-pregnenolona ‘(1 iM), NAD* (0.6 mM) y concéntraciones
crecientes (0.1-10 uM) de 1los distintos productos de 1la
reaccién (Pro, 17aPro, A‘-Adiona o Test). Las incubaciones se
realizaron en un volumen final de 0.1 ml de tampon fosfato 50
mM (pH 7.4) a 37 °C durante 2 minutos. Los resultados (media *
SEM) se expresaron como % de actividad 3B-HSD (actividad en
presencia de producto de reaccién dividido por la actividad en
ausencia, y multiplicado por 100).
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Tabla XVI

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 3B-HSD OVARICA DE LOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON PREGNENOLONA COMO

SUSTRATO

% Actividad 38-HSD

(M) Pro 17aPro A*Adiona Test
0.0 100.0+18.5 100.0+18.5 100.0%18.5 100.0%18.5
0.1 88.4+9.6 75.0410.6 100.0+1.4  79.8%5.8
0.3 80.7+15.4 84.6*1.9 104.8%6.2 64.4%1.0
1.0 75.0+7.2 73.0%5.8 99.0+5.3 72.1%7.7
3.0 71.1%2.4 82.7%1.9 92.3%9.2 51.9%21.1
10.0 56.7+2.9 65.4%3.4 71.1%6.7 58.6t1.0

Se incubd el enzima de ovario (0.24 ug de proteina) en presen-

cia de *H-pregnenolona (1 uM), NAD* (0.6 mM) y concentraciones
crecientes (0.1-10 uM) de los distintos productos de la
reaccién (Pro, 17aPro, A’-Adiona o Test). Las incubaciones se
realizaron en un volumen final de 0.1 ml de tampén fosfato 50
mM (pH 7.4) a 37 °C durante 2 minutos. Los resultados (media *
SEM) se expresaron como ¥ de actividad 3B8-HSD (actividad en
presencia de producto de reaccién dividido por la actividad en
ausencia, y multiplicado por 100).
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Tabla XVII

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 3B-HSD TESTICULAR DE LOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON 17a-HIDROXTPREGNENOILONA
COMO SUSTRATO

% Actividad 38B-~HSD

(M) Pro 17aPro A‘A-Adiona Test
0.0 - 100.0%23.3 100.0*23.3 100.0%23.3 100.0%*23.3
0.3 96.612.8 96.610.9 93.8%*5.5 83.7%0.9
1.0 92.912.8 95.7%3.7 92.91+2.8 85.5+2.8
3.0 93.811.8 95.7*1.8 81.0%5.5 69.0%0.9
10.0 81.9+2.8 99.3%5.5 69.0%4.6 72.7%0.9
80.0+8.3 53.3%1.9 58.9%+1.8

30.0 49.7*x12.9

Se incubd el enzima testicular (1.22 pg de proteina) en
presencia de ’H-17a-hidroxipregnenolona (3 uM), NAD* (0.6 mM)
Y concentraciones crecientes (0.3-30 uM) de los distintos
productos de la reaccién (Pro, 17aPro, A*-Adiona o Test). Las
incubaciones se realizaron en un volumen final de 0.1 ml de
tampén fosfato 50 mM (pH 7.4) a 37 °C durante 15 minutos. Los
resultados (media * SEM) se expresaron como % de actividad 38-
HSD (actividad en presencia de producto de reaccién dividido

por la actividad en ausencia, y multiplicado por 100).
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Tabla XVIII

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 3B-HSD OVARICA DE IOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON 17a-HIDROXIPREGNENOLONA
COMO SUSTRATO

% Actividad 38-HSD

(LM) Pro 17aPro A*Adiona Test
0.0 ' 100.0%+10.1 100.0%*10.1 100.0%*10.1 100.0%10.1
0.3 76.1+9.5 122.7+11.1 95.2%4.8 104.7%14.2
1.0 102.3%7.1 127.9%6.1 78.5+7.1 119.0%4.8
3.0 102.3111.9 125.7+5.6 109.5%9.5 114.2+%12.1
10.0 97.6%x2.3 125.3%5.1 90.4+7.3 128.5%7.2
30.0 66.6x9.5 118.2*8.6 83.3%2.3 109(5i0.0

Se incubd el enzima de ovario (0.64 pg de proteina) en
presencia de ’H-17a-hidroxipregnenolona (3 pM), NAD* (0.6 mM)
y concentraciones crecientes (0.3-30 puM) de 1los distintos

productos de la reaccién (Pro, 17aPro, A'-Adiona o Test). Las

incubaciones se realizaron en un volumen final de 0.1 ml de
tampén fosfato 50 mM (pH 7.4) a 37 °C durante 15 minutos. Los
resultados (media * SEM) se expresaron como % de actividad 38-

HSD (actividad en presencia de producto de reaccién dividido

por la actividad en ausencia, y multiplicado por 160) .
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Tabla XIX

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 3B-HSD TESTICULAR DE LOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON DEHIDROEPIANDROSTERONA
COMO SUSTRATO

% Actividad 3B-HSD

(LM) Pro 17aPro A“Adiona  Test
0.0 100.0%0.0 100.0+0.0 100.0%+0.0 100.0%0.0
0.1 92.3%0.0  86.5+1.9  92.3+11.5 94.2%+1.9
0.3 100.0%0.0  90.4%5.8  86.5+5.8  90.4+5.8
1.0 94.2+3.8  92.3%3.9  86.5%1.9  96.2%3.9
3.0 92.3%0.0  92.3%0.0 100.0%7.7  92.3%7.7

10.0 78.8t7.3  82.7+13.8 86.5%1.9  82.7%1.9

Se incubd el enzima testicular (1.22 pg de proteina) en
presencia de ’H-dehidroepiandrosterona (1 uM), NAD® (0.6 mM) y
concentraciones crecientes (0.1-10 pM) de los distintos

productos de la reaccidén (Pro, 17aPro, A’-Adiona o Test). Las

incubaciones se realizaron en un volumen final de 0.1 ml de
tampbn fosfato 50 mM (pH 7.4) a 37 °C durante 2 minutos. Los
resultados (media * SEM) se expresaron como % de actividad 38-

HSD (actividad en presencia de producto de reaccién dividido

por la actividad en ausencia, y multiplicado por 100).
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Tabla XX

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 3B-HSD OVARICA DE LOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON DEHIDROEPIANDROSTERONA
COMO SUSTRATO

% Actividad 38B-HSD

(M) Pro 17aPro A*-Adiona Test
0.0 100.0%0.0 100.0%0.0 100.0%0.0 100.0%0.0
0.1 95.3%2.1 87.0%0.0 86.0%+5.2 95.31+8.3
0.3 87.0%x2.1 81.9%3.1 90.2%3.1 8704%8.3
1.0 98.4%5.2 76.7%4 .1 81.9*5.2 91.2%10
3.0 87.0*x2.1 79.8*1.0 94.3%5.2 80.8*0.0
10.0 75.6%3.1 75.6*9.5 81.9%3.1 87.0x2.1

Se incubé el enzima de ovario (0.64 ug de proteina) en
presencia de ’H-dehidroepiandrosterona (1 uM), NAD' (0.6 mM) y
concentraciones crecientes (0.1-10 uM) de 1los distintos
productos de la reaccién (Pro, 17aPro, A'-Adiona o Test). Las
‘incubaciones se realizaron en un volumen final de 0.1 ml de
tampbén fosfato 50 mM (pH 7.4) a 37 °C durante 2 minutos. Los
resultados (media * SEM) se expresaron como % de actividad 38-
HSD (actividad en presencia de producto de reaccién dividido
por la actividad en ausencia, y multiplicado por 100).
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Tabla XXI

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 38-HSD TESTICULAR DE LOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON ANDROSTENDIOL COMO
SUSTRATO

% Actividad 3B8-HSD

(M) Pro 17aPro A*-Adiona Test
0.0 100.0*6.5 100.0*6.5 100.0i6.5 100.0%6.5
0.1 112.0%2.0 110.0%0.0 101.0%3.0 102.0%4.0
0.3 115.0%3.0 116.0%4.0 102.0%+10.0 106.0x7.0
1.0 118.0%2.0 102.0%4.0 114.0%4.0 101.0%3.0
3.0 102.0%0.0 100.0%4.0 97.0%x1.0 95.0%1.0
10.0 99.0%1.0 115.0%1.0 92.0%2.0 97.0%5.0

Se incubd el enzima testicular (1.22 pug de proteina) en presen-
cia de ’H-androstendiol (1 uM), NAD* (0.6 mM) y concentraciones
crecientes (1-10 pM) de los distintos productos de la reaccién
(Pro, 17aPro, A*-Adiona o Test). Las incubaciones se realizaron
en un volumen final de 0.1 ml de tampén fosfato 50 mM (pH 7.4)
a 37 °C durante 3 minutos. Los resultados (media + SEM) se
expresaron como ¥ de actividad 3B-HSD (actividad en presencia
de producto de reaccidén dividido por la actividad en ausencia,
y multiplicado por 100). '
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Tabla XXII

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 3B-HSD OVARICA DE LOS
DISTINTOS PRODUCTOS DE LA REACCION CON ANDROSTENDIOL COMO
SUSTRATO “

% Actividad 3B-HSD

(M) Pro 17aPro A*-Adiona @ Test

0.0 100.0%1.3 100.0%1.3 100.0%1.3 100.0%1.3
0.1 93.4%4.9 97.3%14.1 95.1%3.1 97.8%4.0
0.3 92.0%0.0 96.5%+3.5 103.5%7.1 97.3x2.7
1.0 95.5+3.5 106.210.0 101.810.9 93.410.5
3.0 92.5x2.2 102.7%7.1 88.5+2.7  96.9+3.1
10.0 81.9%0.5 90.7%3.1 81.0+2.2  87.6%2.7

Se incubd el enzima de ovario (0.64 pug de proteina) en presen-
cia de *H-androstendiol (1 uM), NAD* (0.6 mM) y concentraciones
crecientes (0.1-10 pM) de los distintos productos de 1la
reaccién (Pro, 17aPro, A*-Adiona o Test) . Las incubaciones se
realizaron en un volumen final de 0.1 ml de tampdén fosfato 50
mM (pH 7.4) a 37 °C durante 3 minutos. Los resultados (media *
SEM) se expresaron como % de actividad 3B-HSD (actividad en
presencia de producto de reaccién dividido por la actividad en

ausencia, y multiplicado por 100).
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Tabla XXII1a

EFECTO DE DIVERSOS ESTEROIDES NATURALES SOBRE LA ACTIVIDAD
DEL ENZIMA DE TESTICULO

% Actividad 3B-HSD

Pre 17aPre  Dhea
Control 100.01*5.4 100.0*4.6 100.0%5.4
DH 80.3%5.3 100.5%*5.8 100.0%0.4
a-Diol 85.511.1. 87.0%4.3 83.4%3.5
B-Diol 69.9%0.7 74.5%9.6 77.1%1.5
E, 59.3%0.5 38.5%5.,9 79.1%2.1
E, 62.410.1 38.4*1.1 73.8%*0.5
Ck 4.6x0.1 4.2%0.8 5.7%0.7

Se determinbé la actividad del enzima de testiculo (1.22 ug de
proteina) en presencia de cantidades equimolares (1 puM) de los
sustratos (Pre, 17aPre, Dhea) Yy esteroides usados como inhibi-
dores (DHT: dihidrotestosterona, a-Diol: Sa-androstan-3a,178-
diol, B-Diol: Sa-androstan-38,17B8~diol, E,: estrona, E,: estra-
diol, Ck: cianoketona). La reaccién se realizé a 37 °C durante
2 min. El resto de las condiciones experimentales se detallan
en Material y Métodos. A efectos comparativos se incluye el
efecto de 1 uM de cianoketona, un potente inhibidor del enzima.
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Tabla XXIIIb

. EFECTO DE DISTINTOS ESTEROIDES NATURALES SOBRE LA ACTIVIDAD

DEL ENZIMA DE OVARIO

% Actividad 3B-HSD

Pre l17aPre Dhea
Control 100.0%7.5 100.0%7.5 100.0%1.0
DHT 99.610.4 86.740.5 95.5%4.3
a-Diol 87.7%19.1 79.2%1.0 94.2%6.2
~ B-Diol ’ 87.7%+10.7 76.5%7.6 75.4%4.4
E, 70.7%4.1 27.3¢1.0 64.9%15.1
E,  89.1%0.9 46.6%6.5 88.6+2.8

Ck 1.6x021 4.4%0.5 2.4%0.7

Se determindé la actividad del enzima de ovario (0.24 ug de
proteina) en presencia de cantidades equimolares (1 uM) de los
sustratos (Pre, 17aPre, Dhea) y esteroides usados como inhibi-
dores (DHT: dihidrotestosferona, a-Diol: Sa-androstan-3a,178-
diol, B-Diol: 5a-androstan-38,178-diol, E,: estrona,‘ E,: estra-
diol, Ck: cianoketona). La reaccibén se realizd a 37 °C durante
2 min. El resto de las condiciones experimentales se detallan
en Material y Métodos . A efectos comparativos se incluye el
efecto de 1 uM de cianoketona, un potente inhibidor del enzima.
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Tabla XXIV

EFECTO DE LOS ESTEROIDES 17aPRE, DHEA Y ADIOL SOBRE LA ACTIVI-
DAD 3B-HSD DE TESTICULO UTILIZANDO PREGNENOLONA COMO SUSTRATO

% Actividad 383-HSD ;

(M) 17aPre Dhea Adiol

0.0 - 100.0%12.6 100.0%8.3 100.0%5.4
0.1 136.5%7.0 97.3%4.7 ' 76.2%6.5
0.3 124.9%4.1 73.2+1.8 102.7%7.6
1.0 111.8%+5.3 48.610.6 . 76.8*5.4
3.0 80.0%4.1 24.0%6.5 70.8*6.5

10.0 50.0%t2.6 10.0%0.6 38.4%4.3

Se incubd el enzima testicular (1.22 pg de proteina) con °H-
pregnenolona (1 pM) como sustrato, en presencia de NAD* (0.6
mM) . Los restantes sustratos utilizados por el enzima 3B8-HSD
(17aPre, Dhea o Adiol) se afadieron a distintas concentraciones
(0.1-10 pM) . E1 volumen final de la mezcla de reaccién fue de
0.1 ml en tampbébn fosfato 50 mM (pH 7.4). El tiempo de reaccién
se fijoé en 2 minutos a 37 °C . Los esteroides se Separaron por
CCF, y el producto de 1la reaccién, ‘’H-progesterona, se
cuantificé por espectrometria de centelleo. Los resultados se
expresaron como ¥ de actividad 3B-HSD (actividad 3B-HSD en
presencia de 17aPre, Dhea o Adiol dividido por la actividad
total, en ausencia de sustratos competidores, y multiplicado
por 100).
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Tabla XXV

EFECTO DE LOS ESTEROIDES 17aPRE, DHEA Y ADIOL SOBRE LA ACTIVI-
DAD 3B-HSD DE OVARIO UTILIZANDO PREGNENOLONA COMO SUSTRATO

% Actividad 38-HSD

(uM) 17aPre Dhea Adiol
0.0 100.0%x10.7 100.0%£10.7 100.0%3.4
0.1 99.2*11.5 115.6*1.1 117.4%5.8
0.3 90.7%12.8 85.2%0.0 113.4%5.4
1.0 91.4*8.2 65.1%5.2 107.1%3.2
3.0 - 107.1%4.9 36.4%4.2 63.9%4.7
10.0 “ 40.0*5.2 10.2%1.0 42.0%3.0

Se incubd el enzima de ovario (0.24 ug de proteina) con H-
pregnenolona (1 uM) como sustrato, en presencia de NAD" (0.6
mM) . Los restantes sustratos utilizados por el enzima 3B8-HSD
(17aPre, Dhea o Adiol) se afiadieron a distintas concentraciones
(0.1-10 uM). El1 volumen final de la mezcla de reacc;lén fue de
0.1 ml en tampdn fosfato 50 mM (pH 7.4) . El1 tiempo de reaccién
se fijbé en 2 minutos a 37 °C. Los esteroides se separaron por
CCF, y el producto de la reaccibn, H-progesterona, se
cuantificd por espectrometria de centelleo. Los resultados se
expresaron como % de actividad 3B8-HSD (act1v1dad 38-HSD en
presencia de 17aPre, Dhea o Adiol dividido por la actividad

total, en ausencia de sustratos competidores, y multiplicado

por 100).
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Tabla XXVI

EFECTO DE LOS ESTEROIDES PRE, DHEA Y ADIOL SOBRE LA ACTIVIDAD
38-HSD DE TESTICULO UTILIZANDO 17a-HIDROXIPREGNENOLONA COMO
SUSTRATO

% Actividad 38-HSD

(uM) Pre Dhea Adiol
0.0 100.0%10.7  100.0+10.7 100.0%2.9
0.1 91.3%7.2 76.9+1.4 86.5%2.5
0.3 71.140.0 58.6%0.5 71.7%2.9
1.0 . 40.3%0.5 26.9+0.0 52.6+3.9
3.0 21.1%0.5 19.243.3 26.01.2

10.0 12.5%0.5 10.5%+1.0 17.0%1.2

Se incubb el enzima testicular (1.22 pg de proteina) con ’H-
17a-hidroxipregnenolona (3 pM ) como sustrato, en presencia de
NAD* (0.6 mM). Los restantes sustratos utilizados por el enzima
38-HSD (Pre, Dhea o Adiol) se afadieron a distintas concentra-
ciones (0.1-10 pM). El volumen final de la mezcla de reaccién
fue de 0.1 ml en tampdén fosfato 50 mM (pH 7.4). El1 tiempo de
reaccién se fijé en 8 minutos a 37 °C. Los esteroides se
Separaron por CCF, y el producto de la reaccién, *H-17a-hidro-
xiprogesterona, se cuantificé por espectrometria de centelleo.
Los resultados se expresaron como % de actividad 38-HSD (acti-
vidad 3B8-HSD en presencia de Pre, Dhea o Adiol dividido por la

actividad total, en ausencia de sustratos competidores, y
multiplicado por 100).
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Tabla XXVII

EFECTO DE LOS ESTEROIDES PRE, DHEA Y ADIOL SOBRE LA ACTIVIDAD
3B-HSD DE OVARIO UTILIZANDO 17a-HIDROXIPREGNENOLONA COMO
SUSTRATO :

% Actividad 3B8-HSD .
(M) Pre Dhea - Adiol

0.0 100.0%11.7  100.0%11.7  100.0%5.6
0.1 95.3%7.1 89.0+8.7 96.5+2.8
0.3 95.3%20.3 78.1+5.4 104.9+3.5
1.0 | 51.5+0.8 46.8%0.8 78.5%1.4
3.0 37.5$3.1 26.5+1.6 46.7%2.3

10.0 20.3+3.1 25.0%0.0 26.9%2.6

Se incubd el enzima de ovario (0.24 ug de proteina) con *H-17a-
hidroxipregnenolona (3 uM) como sustrato, en presencia de NAD"
(0.6 mM) . Los restantes sustratos utilizados por el enzima 38-
HSD (Pre, Dhea o Adiol) se aifiadieron a distintas concentra-
ciones (0.1-10 pM). E1 volumen final de la mezcla de reaccidén
fue de 0.1 ml en tampdbn fosfato 50 mM (pH 7.4). E1 tiempo de
reaccibén se fijbé en 8 minutos a 37 °C. Los esteroides se sepa-
raron por CCF, y el producto de la reaccién, J3H-17a-hidroxi-
progesterona, se cuantificdé por espectrometria de centelleo.
Los resultados se expresaron como % de actividad 3B-HSD
(actividad 3B-HSD en presencia de 17aPre, Dhea o Adiol dividido
por la actividad total, en ausencia de sustratos competidores,
y multiplicado por 100).
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Tabla XXVIII

EFECTO DE LOS ESTEROIDES PRE, 17aPRE Y ADIOL SOBRE LA ACTIVIDAD
3B8-HSD DE TESTICULO UTILIZANDO DEHIDROEPIANDROSTERONA COMO
' SUSTRATO ‘

% Actividad 3B-HSD

(BM) Pre l17aPre Adiol
0.0 100.0+8.9 100.0%8.9 100.0%+9.7
0.1 127 .4%2.0 120.0+13.8 111.4%7.3
0.3 119.5%1.0- 116.6*5.9 97.6%4.5
1.0 | 97.4+1.0 111.1*12.9 101.4%15.0
3.0 61.5%7.9 97.9%11.9 ' 69.2%4.7
~10.0 36.9%1.9 84.1%5.9 54.8%2.7

Se incubd el enzima testicular (1.22 pg de proteina) con °*H-
dehidroepiandrosterona (1 uM) como sustrato, en presencia de
NAD* (0.6 mM). Los restantes sustratos utilizados por el enzima
38-HSD (Pre, 17aPre o Adiol) se afadieron a distintas
concentraciones (0.1-10 uM). E1 volumen final de la mezcla de
reaccién fue de 0.1 ml en tampén fosfato 50 mM (pH 7.4). E1
tiempo de reaccibén se fijé en 1 minuto a 37 °C. Los esteroides
se separaron por CCF, y el producto de la reaccién, ’H-andros-
tendiona, se cuantificé por espectrometria de centelleo. Los
resultados se expresaron como % de actividad 3B8-HSD (actividad
3B-HSD en presencia de Pre, 17aPre o Adiol dividido por 1la
actividad total, en ausencia de sustratos competidores, y
multiplicado por 100).

97

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



% Actividad 38—HSD

Figura 28

’/// I | [
100 | —L
50 +
O L /// | L ] 1
100 | —1L
17aPre
50 |
o 1 ,/// | 1 | |
1(_)0 — L
Adiol
50 |-
0 1 ///4 | I | |
Dhea 0.1 1 10
uM

98

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Tabla XXIX

EFECTO DE LOS ESTEROIDES PRE, 17aPRE Y ADIOL SOBRE LA ACTIVI-
DAD 3B-HSD DE OVARIO UTILIZANDO DEHIDROEPIANDROSTERONA COMO
SUSTRATO

_ % Actividad 3B-HSD
(M) Pre l17aPre Adiol

0.0 100.0+11 100.0+3.3 100.0%2.9
0.1 113.240.7 134.3%9.7 105.1%7.2
0.3  100.1%0.4 133.7%6.5 93.8%3.7
1.0 | 76.4%2.8 108.3+4.3 86.0%6.0
3.0 ' 47.3%6.7 104.04.3 56.3+21.8

10.0 32.1%0 99.4+14.7 52.3%2.8

Se incubb el enzima de ovario (0.24 ug de proteina) con °H-
dehidroepiandrosterona (1 pM) como sustrato, en presencia de
NAD* (0.6 mM). Los restantes sustratos utilizados por el enzima
3B-HSD (Pre, 17aPre o Adiol) se aijfiadieron a distintas
concentraciones (0.1-10 uM). El1 volumen final de la mezcla de
reaccién fue de 0.1 ml en tampdén fosfato 50 mM (pH 7.4). EI1
tiempo de reaccién se fijé en 1 minuto a 37 °C. Los esteroides
se separaron por CCF, y el producto de la reaccién, 3H-
androstendiona, se cuantificdé por espectrometria de centelleo.
Los resultados se expresaron como % de actividad 3B8-HSD (acti-

vidad 3B-HSD en presencia de Pre, 17aPre o Adiol dividido por.

la actividad total, en ausencia de sustratos competidores, y
multiplicado por 100).
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Tabla XXX

EFECTO DE LOS ESTEROIDES PRE, 17aPRE Y DHEA SOBRE LA ACTIVIDAD
38-HSD DE TESTfCULO UTILIZANDO ANDROSTENDIOL COMO SUSTRATO

% Actividad 38-HSD

(uM) Pre l17aPre . Dhea
0.0 100.0+10.4  100.0%10.4  100.0+10.4
0.1 91.9%0.0 106.8+12.2 82.4%4.1
0.3 85.1%1.4 90.5+4.1 70.3t5.4
1.0 ‘ 63.5%1.4 91.9+0.0 45.9+2.7
3.0 33.8+1.4 77.0%9.5 23.0+1.4

10.0 20.3%1.4 74.346.8 13.5+0.0

Se incubbé el enzima testicular (1.22 ug de proteina) con *H-
androstendiol (1 pM) como sustrato, en presencia de NAD' (0.6
mM) . Los restantes sustratos utilizados por el enzima 3B8-HSD
(Pre, 1l7aPre o Adiol) se afadieron a distintas concentraciones
(0.1-10 puM). E1 volumen final de la mezcla de reaccidén fue de
0.1 ml en tampén fosfato 50 mM (pH 7.4). El tiempo de reaccién
se fijé en 2.5 minutos a 37 °C. Los esteroides se separaron por
CCF, y el producto de 1la reaccién, ?’H-testosterona, se
cuantificé por espectrometria de centelleo. Los resultados se
expresaron como ¥ de actividad 3B8-HSD (actividad. 38-HSD en
presencia de Pre, 17aPre o Adiol dividido por la actividad
total, en ausencia de sustratos competidores, y multiplicado
por 100).
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7% Actividad 38—HSD

Figura 30
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Tabla XXXI

EFECTO DE LOS ESTEROIDES PRE, 17aPRE Y DHEA SOBRE LA ACTIVIDAD
38-HSD DE OVARIO UTILIZANDO ANDROSTENDIOL COMO SUSTRATO

% Actividad 3B-HSD

(M) Pre | 17aPre Dhea
0.0 ' 100.0%10.5 100.0%10.5 100.0%+10.5
0.1 98.7x3.9 106.6+3.9 105.3%6.6
0.3 90.8%9.2 107.2%3.3 98.0+11.2
1.0 64.5%7.9 110.5+1.3 ‘54.610.7
3.0 44.1%2.0 91.4%2.0 38.2+7.9
10.0 25.0%0.0 72.4%1.3 17.8%2.0

Se incubbé el enzima de ovario (0.24 ug de proteina) con *H-

androstendiol (1 uM) como sustrato, en presencia de NAD* (0.6

mM) . Los restantes sustratos utilizados por el enzima 38-HSD

(Pre, 17aPre o Adiol) se afladieron a distintas concentraciones
(0.1-10 uM). E1 volumen final de la mezcla de reaccidén fue de
0.1 ml en tampdén fosfato 50 mM (pH 7.4). E1 tiempo de reaccién
se fijbé en 2.5 minutos a 37 °C. Los esteroides se separaron por
CCF, y el producto de la reaccién,' SH-testosterona, se
cuantificé por espectrometria de centelleo. Los resultados se
expresaron como % de actividad 3B8-HSD (actividadr3B-HSD en
presencia de Pre, 17aPre o Adiol dividido por la actividad
total, en ausencia de sustratos competidores, y multiplicado
por 100).

103

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



% Actividad 38—HSD

Figura 31
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Tabla XXXIIa

EFECTO DE LOS DISTINTOS SUSTRATOS SOBRE LA ACTIVIDAD DEL

ENZIMA 3B-HSD DE TESTICULO Y OVARIO

nmol producto/min/mg prot

Sustrato Testiculo Ovario
Pregnenolona 1.12120.07 6.03%+0.58
17a-Hidroxipregnenolona 0.50+0.04 1.90+0.16
Dehidroepiandrosterona 0.75%0.07 4.41+0.37
Androstendiol 1.20%0.07 6.03+0.24

Se ensayd la actividad del enzima 3B-HSD con los distintos
sustratos (Pre, 17aPre, Dhea o Adiol) a la misma concentracién
(8 puM) usando 1.22 6 0.24 pg de proteina de testiculo y ovario
respectivamente. El1 resto de las condiciones de ensayo fueron
idénticas a las descritas en Material y Métodos,

fijoé en 8 minutos.
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Tabla XXXIIb

TRANSFORMACION DE LOS SUSTRATOS UTILIZADOS POR EL ENZIMA 38-
HSD EN UNA MEZCLA CONTENIENDO LOS CUATRO ESTEROIDES A CONCEN-
TRACIONES EQUIVALENTES A SUS RESPECTIVAS Ky,

nmol producto/min/mg prot

Sustrato Testiculo ~ Ovario
Pregnenolona 0.11+0.00 . 1.40%0.03
17a-Hidroxipregnenolona 0.26+0.00 0.79%+0.11
Dehidroepiandrosterona 0.28%0.03 1.37%0.07
Androstendiol 0.43%0.04  6.00%0.37

P

La mezcla de reaccibn (1.22 6 0.24 ug de proteina para
testiculo y ovario, respectivamente) y los cuatro esteroides
utilizados coﬁo sustrato por el enzima en concentraéiones (BM)
equivalentes a sus respectivas K, (Pre, T:0.20 +0.01; Ov:0.26%
0.01. 17aPre, T:3.52+0.03; Ov:2.21%0.09. Dhea, T:0.26*02; Ov:
0.13%0.01. Adiol, T:0.65%0.02; Ov:1.07t0.04), de 1los cuales
sb6lo el calificado como sustrato estaba marcado fadiactiva-
mente. El1 resto de las condiciones fue el descrito en Material
y Métodos salvo el tiempo de incubacién que seitﬁjé en 6
minutos.
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Tabla XXXIIc

TRANSFORMACION DE LOS SUSTRATOS UTILIZADOS POR EL ENZIMA 38-HSD
EN UNA MEZCLA CON LOS CUATRO ESTEROIDES A CONCENTRACIONES
SATURANTES ‘

(nmol producto/min/mg prot) x 10°

Sustrato Testiculo Ovario
Pregnenolona 13.1%4.0 63.3%7.2
17a-Hidroxipregnenolona 15.2%11.7 11.9%7.9
Dehidroepiandrosterona 371.0+21.0 340.0%17.0

Androstendiol 248.0*6.0 196.0114.0

La mezcla de reaccibén estuvo constituida por 1.22 pug y 0.24 ug
de proteina de testiculo y ovario, respectivamente, y 8 pM de
cada sustrato (Pre, 17aPre, Dhea, Adiol). El resto de las
condiciones de ensayo fueron las descritas en Material y
Métodos, excepto la concentracién de NAD* (1.2 mM) y el tiempo
de reaccidén (8 min).
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| Figura 32
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Tabla XXXIII

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON FSH Y BUT,AMPc SOBRE LA ACTIVIDAD
DEL ENZIMA 3B-HSD EN CELULAS GRANULOSA MANTENIDAS EN CULTIVO
PRIMARIO

nmol producto/min/mg proi:

TPratamiento Pre l17aPre Dhea Adiol
- FSH 0.06>x0.02 0.01*x0.00 0.03%0.01 0.07x0.03
+ FSH 2.01x0.11 1.36x0.09 0.931+0.06 1.9820.10

- ButzAMPc 0.06*x0.01 0.13%+0.08 0.09%0.05 0.07x0.03

+ But,AMPc 1.27+0.10 1.07+x0.12 0.94*0.15 1.72%0.50

Se mantuvieron células granulosa en cultivo primario durante 72
horas en presencia o ausencia de FSH (200 ng/ml) o But,AMPc
(1 mM). Al final de este periodo las células se despegaron y
sonicaron en tampén 50 mM fosfato potadsico, 1mM EDTA (pH 7.4),
tal y como se detalla en Material Y Métodos. La actividad 38-
HSD se determiné con cada uno de los sustratos (50 uM) en

presencia de NAD*
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(0.6 mM), durante 5 min a 37 °C.
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Figura 33
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La introduccién de técnicas de Biologia Molecular en el estudio del metabolismo ha
repercutido sobre el conocimiento de la fisiologia celular y ha permitido postular nuevos
modelos para explicar las vias metabdlicas complejas. Un ejemplo claro lo constituye la
visién adquirida sobre la biosintesis de hormonas esteroides (88,89,91,1“00,134) que ha
permitido establecer que: i) el nimero de enzimas implicados en la estqroidogénesis es
restringido, ii) en general y para cada especie los enzimas son idénticos en los diferentes
tejidos, iii) los enzimas esteroidogénicos guardan similitudes estructurales que sugieren un
origen filogenético comiin, iv) los enzimas esteroidogénicos catalizan en general m4s de

una reaccién simultineamente.

Aunque en lineas generales pueden admitirse como vilidas estas generalizaciones, no
debe perderse de vista que cada uno de los puntos anteriores se apoya en evidencias
experimentales de consistencia variable (80). Esta aseveracién es particularmente cierta en

lo que al nimero de reacciones que cataliza cada enzima se refiere (80,88,89,91,134).

En la investigacién que presentamos se estudié de la deshidrogenacién de los 38-
hidroxi-5-en-esteroides y la posterior isomerizacién de los correspondientes 3-ceto-5-en-
esteroides a 3-ceto-4-en-esteroides que es catalizada por un solo enzima (67-69,138) a
pesar de los datos iniciales que postulaban la existencia de distintos enzimas para ambas

actividades o, como minimo, la existencia de isoenzimas tisulares (81,124-126).

Los primeros estudios bioquimicos e histoquimicos sugirieron que el enzima se localiza
en el reticulo endopldsmico liso 0 microsomas ( 15,30,57-59,74,90,108), en mitocondrias
(11) o en ambos compartimentos (80). Sin embargo, estudios recientes usando técnicas de
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos anti 38-HSD demostraron que el enzima
estd localizado exclusivamente en la membrana del reticulo endopldsmico de células
adrenales (39,70), Leydig y ovario (40,41).

Consecuentemente en los experimentos realizados para caracterizar el enzima 38-HSD

se usé como fuente del enzima la fraccién microsomal de testiculo y ovario. Tal y como

se detall6 en la secci6n de Resultados, el detergente zwitteriénico Chaps permitié extraer
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hasta el 90% del enzima de membranas microsomales de ambos tejidos, que se purificé
200-300 veces después de seguir el protocolo detallado en la seccién correspondiente de

Material y Métodos.

Los experimentos iniciales demostraron que la preparacién del enzima podia mantener
indefinidamente su actividad ( > 2 meses) en tampén fosfato potdsico 10 mM (pH 7.4)
‘en presencia de glicerol al 20%. Esta preparacién revelaba 8-10 bandas dé proteinas por
tincién con plata de geles SDS. Sin embargo, aunque la preparacién del enzima con que
se realizaron los distintos experimentos no era pura, en las condiciones de ensayo
utilizadas y aplicando distintos sistemas de solventes (96,113) para separar los productos
de las P-450c,,, (17a-pregnenolona, Dhea, 17aPro y A“-Adioné) o 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (Dhea, Adiol, A*-Adiona y Test) demuestran que para cada sustrato s6lo

se obtenfa un producto de reaccién.

Como método de medida se adapté el método radioenzimdtico inicialmente descrito
por Murono y Payne (92), y modificado en este laboratorio para ser adaptado a células

testiculares y ovdricas mantenidas en cultivo primario (49-51,106).

El método de medida inicial se basa en la conversién de *H-pregnenolona en el
correspondiente 3-cetoesteroide (progesterona) usando NAD* como coenzima. Este método
ofrece mayor fiabilidad que otros métodos radioenzimdticos basados en la precipitacién de
los 3B-hidroxiesteroides con digitonina ( 99,14) de uso anterior en este laboratorio (16).
No obstante, el método de precipitacién se utilizé como sistema de deteccién rdpido de la

actividad enzimética durante los experimentos de purificacién.

En el presente trabajo se usaron, ademds de la pregnenolona, los otros sustratos
fisiolégicos del enzima (17aPre, Dhea, Adiol). Las condiciones de ensayo se fijaron de
tal forma que la transformacién de todo sustrato fueran <15%, adaptando los tiempos de

incubacién a los rangos de concentracién de sustrato en los distintos experimentos (79).

Se investigaron secuencialmente, para el enzima de testiculo y ovario, los
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requerimientos de NAD™ en funcién de cada sustrato, las K, para cada sustrato, el efecto
de los productos de la reaccién (Pro, 17aPro, A*-Adiona y Test) y de otros esteroides
naturales (DHT, «-Diol, 8-Diol, E, y E,) sobre la velocidad de transformacién del sustrato
en su correspondiente producto. Ademds, se realizaron experimentos de competicién entre
los distintos sustratos y se calcularon las K; a partir de las K, e IDs,. Por otro lado, se
calcularon las eficacias cataliticas para los dos enzimas con los cuatro sustratos, a partir

de los datos de V. y K.

Es interesante recalcar, que el enzima puede medirse de forma menos laboriosa
siguiendo la reaccién a 340 nm en funcién del NADH generado durante la reaccién tal y
como han hecho otros iﬁvestigadores (54,66-69). La realizacién de los estudios de
competici6n entre los distintos sustratos, que hemos realizado de forma exhaustiva en los
experimentos descritos en las Figuras 15-22, no podrian, sin embargo, llevarse a cabo por
este método espectrofotométrico ya que el efecto sobre la concentracién de NADH seria
aditivo (20). |

Ademds del efecto competitivo de los sustratos individuales entre si, se realizaron
aproximaciones a situaciones fisiolgicas estudiando la velocidad de 1a reaccién en mezclas
de sustrato (a concentraciones préximas a K,, o saturantes) donde sélo uno de los sustratos
estaba isotépicamente marcado.

Puesto que la FSH induce la diferenciacién de la CG ovdrica, que incluye cambios
morfoldgicos y bioquimicos entre los que destaca un aumento de la esteroidogénesis (65),
se estudi6 el efecto de esta hormona sobre la actividad del enzima de CG mantenidas en
cultivo primario (50). En estos experimentos también se midi6 por RIA la produccién de

progesterona y estradiol cuyos datos se dan en el pie de la tabla correspondiente.

Dado que la FSH estd acoplada al sistema adenilato ciclasa (AC) por proteinas G (65)
y los agentes que aumentan o simulan niveles altos de AMPc intracelular mimetizan los
efectos de la hormona, también se estudi6 el efecto del But,AMPc sobre la actividad del

enzima. En ambos experimentos se midié la actividad d 38-HSD usando los cuatro
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sustratos del enzima.

Los experimentos presentados revelan que el enzima de ovario es unas cinco veces mds
activo que el de testiculo. Este dato hay que tomarlo con ciertas reservas; puesto que el
enzima testicular se encuentra exclusivamente en las células de Leydig que abarca sélo el
5% de todas las células testiculares (118,120). Sin embargo, en el ovario las células de la
teca, teca intersticio, granulosa y luteales, poseen actividad 38-HSD (46,65,129). Ello
implica que la aparente diferencia en actividad podria deberse exclusivamente a una mayor

cantidad de enzima en la preparacién.

Al estudiar los requeﬁmientos de NAD* con los distintos sustratos del enzima (Tabla
Resumen II) se demuestra que las K, VAP son distintas para cada sustrato en testiculo
(17aPre > Pre = Adiol > Dhea) y ovario (17aPre > Pre > Adiol > Dhea). Ademés, usando
concentraciones saturantes de NAD* (0.6 mM), las K,° revelan secuencias distintas a las
anteriores, tanto para testiculo (17aPre> Adiol>Pre=Dhea) como para ovario
(17aPre > Adiol > Pre > Dhea).

Considerando que las V,,, siguen la secuencia Pre= Adiol > Dhea> 17aPre, para
ambos 6rganos, puede concluirse que es la afinidad por sustrato y NAD* conjuntamente
lo que condiciona la V,,, del enzima, tal y como se demuestra por los datos de eficacia
catalftica, recogidos en la Tabla Resumen V. Puede observarse que la eficacia catalitica
(Vou/Kyw) sigue las  secuencias Pre>Dhea> Adiol>17aPre (testiculo) y
Dhea>Pre> > Adiol > > 17aPre (ovario). Estas son similares a las secuencias de K,
para el enzima de ambos tejidos. El andlisis de los datos de 1a Tabla Resumen V revela,
ademds, que la eficacia catalitica del enzima de ovario es 4 veces superior al de testiculo.
Este dato, de nuevo, hay que tomarlo con precaucién puesto que en el cdlculo de la
eficacia catalitica se asume que V,_,,=K., x E;, donde K, es la constante catalitica de la
reaccién y E; la concentracién total de enzima que, probablemente, no es la misma en

ambas preparaciones tal y como discutimos con anterioridad (46,65,118,120,129).

El enzima 38-HSD convierte los 38-hidroxiesteroides usados como sustrato en
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progesterona, 17a-hidroxiprogesteona, A*-androstendiona y testosterona. La transformacién
de los distintos 38-hidroxiesteroides por accién de las P-450 hidroxilasas y la conversién
relativa de estos intermediarios a A*-cetoesteroides puede proporcionar una visi6n del flujo
de la via en el estado estacionario (88,89,134). Dependiendo de los tejidos, la testosterona
puede, ademds, ser reducida a dihidrotestosterona y sus metabolitos o ser aromatizado a
estradiol (80). |

Estudios previos sugieren inhibicién del enzima de testiculo, ovario, adrenales y
placenta por los productos de la reacci6n y otros esteroides de la via al usar como sustrato
pregnenolona o dehidroepiandrosterona (20,56,57,67-69,124-126,129). En la presente
memoria se han reevaluado estos resultados. Con las evidencias experimentales que se
aportan se demuestra 1a necesidad de tener en cuenta, como precaucion, el tipo de sustrato
que se utiliza en los ensayos. Los resultados presentados sugieren que s(jlo en ovario y
usando pregnenolona como sustrato hay inhibicién apreciable de la reaccién, con la
secuencia Pro=Test> 17aPro> A*-Adiona. Para el testiculo s6lo se observaron
inhibiciones si se usa 17«Pre como sustrato, y la potencia relativa del efecto sigue el orden
Pro> A*-Adiona> Test> > 17aPro. En cualquier caso, la relevancia fisiolégica de estos
efectos es dudosa puesto que las concentraciones de inhibidor usados comé producto final
son 10 veces las de sustrato que se encuentran en el interior de las células o su entorno.

Estas concentraciones impiden el cdlculo de K; por métodos cinéticos (38).

El estudio de la inhibici6n por otros esteroides, no obstante, revela efectos inhibitorios
a concentraciones equimolares de sustrato € inhibidor. A efectos comparativos se incluyé
en este estudio la cianoketona, un potente inhibidor del enzima (127,132). Los efectos de
E,, E, y B-Diol fueron distintos para testiculo y ovario, y de distinta magnitud segtin el

sustrato utilizado.

Aunque no se realizan estudios exhaustivos de inhibicién con otros esteroides naturales
o sintéticos, puede recalcarse que en estudios de inhibicién del enzima es necasario
estudiar los cuatro sustratos fisiolégicos. Esto es particularmente importante por cuanto

inhibidores del enzima pueden ser -y son- agentes de uso terapéutico (22,127,132).
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Los estudios de desplazamientos permitieron determinar las ID,, recogidas en la Tabla
Resumen III. A partir de estos datos y de los valores de K,® de la Tabla Resumen II se
determinaron las K; usando la ecuacién descrita en Material y Métodos, asumiendo que
cada sustrato actia como inhibidor competitivo de otro unico sustrato. Esta aproximacién
es posible, al ajustarse nuestros datos experimentales a una cinética tipo Michaelis-Menten
ya establecida por otros investigadores (20,127). Estos experimentos demuestran que existe
una preferencia por el centro activo del enzima de testiculo y ovario que sigue la secuencia
Pre = Dhea > Adiol que concuerda con los datos de eficacia catalitica de la Tabla Resumen

V. La 17aPre revel6 ser el sustrato menos preferente de los cuatro.

Puesto que es dudoso que en condiciones fisioldégicas compitan sélo dos sustratos por
el centro activo del enzima, se realizaron experimentos adicionales con los cuatro sustratos
presentes en la mezcla de reaccion, pero sélo uno de ellos marcado radiacti\"amente. Estos
experimentos se realizaron con mezclas de los cuatro sustratos a concentraciones de Ky
o saturantes (8 uM) para cada esteroide. Los resultados revelan que la preferencia
Pre = Adiol > Dhea con un solo sustrato, pasa a ser Adiol>Dhea>Pre con los cuatro
sustratos a concentraciones de Ky y Dhea > Adiol a concentraciones saturantes de los
cuatro sustratos. Los datos de V_,, obtenidos en estos experimentos revelan que en
presencia simultdnea de los cuatro sustratos y sus concentraciones relativas condicionan
el fluyjo A>>A* en ovario y testiculo. Considerando, ademds, la ausencia de efectos
inhibitorios de los A*-cetoesteroides sobre la actividad del enzima de ambos 6rganos, puede
postularse que el enzima se regula por las concentraciones relativas de los sustratos de la

reaccion.

Los enzimas de la esteroidogénesis guardan homologias de secuencias considerables
(100), aunque éstas no han sido comparadas con la secuencia del enzima 38-HSD deducida

a partir del correspondiente cDNA.

Los datos, hasta el momento, sugieren que el enzima estd constituido por un tnico

polipéptido de 372 aminodcidos que convierte 38-hidroxiesteroides en 3-cetoesteroides y

que existen diferencias significativas en las secuencias de aminodcidos del enzima de
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distinto origen (40,41,76,85,125,136-138). Estas diferencias podrdn explicar i) las
diferencias entre Ky\? (Pre, Dhea) y K\//"*™, K,/ y K,/ A% de los enzimas de testiculo
y ovario, ii) la inhibicién preferente de la actividad enzimdtica por unos compuestos u
otros dependiendo del origen del enzima y/o el sustrato utilizado, iii) el comportamiento
dispar de la actividad enzimdtica cuando se ensaya con un solo sustrato o en presencia de
los otros sustratos a concentraciones variables, iv) las diferencias de eﬁcacia catalitica

entre ambos tejidos y para los distintos sutratos.

Se estudié en CG mantenidas en cultivo primario el efecto de la : FSH sobre la
activacién del enzima 38-HSD (50,51). Puesto que la FSH activa la Adenil-ciclasa y
aumenta los niveles intracelulares de AMPc (65), se realizaron experimentos adicionales
para investigar la activacién del enzima por el derivado But,AMPc capaz ‘:de atravesar la
membrana celular y activar directamente la cadena de fosforilaciones (iependientes de
AMPc (65).

Los resultados son diferentes dependiendo del experimento, observdndose para la FSH
la secuencia de activacién Pre = Adiol > 17aPre > Dhea y una activacién idéntica para los
cuatro sustratos en células estimuladas por But,AMPc. Este hecho no es sorprendente ya
que la dosis de FSH utilizada fue mdxima, mientras que para el andlogo no metabolizable
del AMPc la dosis fue baja debido a la alta toxicidad del producto. Las diferencias en la
velocidad de transformacion pueden estar relacionadas también con el hecho de haberse
realizado estos experimentos con homogeneizados de células puras que no éonstituyen mds
del 1% de las células totales del ovario adulto, sugiriendo nuevamente uﬂa especificidad

celular del enzima.
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CONCLUSIONES
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1. Se han usado preparaciones parcialmente purificadas para el estudio de los pardmetros
cinéticos aparentes del enzima 38-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ A’-A“ isomerasa de
ovario y testiculo. Estas preparaciones convierten cada sustrato en un%ﬁnico producto
de la reacci6n, tal y como se demostr6 usando cada sustrato radiactivo y separando los

esteroides de las vias A% y A* por distintos sistemas de solventes.

. La actividad del enzima se midié por un método radioenzimitico que permite medir,
sin interferencias, los pardmetros cinéticos del enzima con dos o; mds sustratos
simultdneamente y calcular las constantes cinéticas de cada sustratQ. Este método
experimental permite, ademds, el cdlculo de las K; de cada sustrato a er de las K8
e IDy, y las eficacias cataliticas a partir de K, Y Vi

. Independientemente del sustrato utilizado la actividad especifica del enzima de ovario
es mds alta que la de testiculo. Sin embargo, este dato hay que tomaflo con reserva
puesto que puede reflejar simplemente distinta abundancia relativa de ambos enzimas
en los respectivos tejidos. A la hora de interpretar los datos de eficacia catalitica en

ambos tejidos debe tenerse la misma precaucién.

. El enzima 38- hidroxiesteroide deshidrogenasa tiene K\ distintas en funcién del
sustrato utilizado. Aunque la secuencia es andloga para ambos tejidos (testiculo:
17aPre > Adiol = Pre > Dhea); ovario: 17aPre > Pre > Adiol > Dhea), éétas no guardan
relacién con la secuencia comin de V,,, para ambos enzimas ensayada con un solo
sustrato (Pre= Adiol>Dhea> 17aPre). Usando Adiol o 17aPre como sustrato las
K\'*? son similares en ambos tejidos. Sin embargo, se encuentran diferencias
significativas entre los valores de las KyVAP de testiculo y ovario si el sustrato utilizado

es Pre o Dhea.

. La Ky del enzima para cada sustrato es diferente, pero sigue secuexifcias parecidas
para ambos tejidos (testiculo: 17aPre > Adiol > Pre = Dhea); ovario: 17aPre> Adiol >
Pre>Dhea). Estas secuencias tampoco son relacionables con la secuencia comiin de

Vo de testiculo y ovario (Pre = Adiol > Dhea > 17aPre). La K, para Pre es idéntica
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en ambos tejidos (Testiculo: 0.20+0.01 uM; Ovario: 0.26+0.01 #M). Sin embargo,
las correspondientes a 17aPre, Dhea y Adiol son significativamente diferentes para

ambos enzimas.

. Las K’ calculadas para ambos tejidos concuerdan con la capacidad para desplazar o
ser desplazados del centro activo. Asi, Dhea desplaza a los otros sdstratos con una
secuencia similar para ambos enzimas: 17«Pre> Adiol =Pre. La Pre desplaza a los
otros sustratos con un orden de potencia 17aPre> Adiol >Dhea y el Adiol s6lo es
capaz de desplazar eficazmente del centro activo a 17«Pre en testl‘culo (IDs=1 p.M)
y en ovario (ID5,=2.5 uM). Los estudios de competicién de los diStintos sustratos
revelan que 17aPre no compite eficazmente por el centro activo del enzima con los

otros sustratos de la reaccidn.

A partir de ID, y K, se calcularon las K; de cada sustrato frente a los demis, y
revelan que la Dhea es un inhibidor competitivo potente de los dem;fts sustratos del
enzima, con valores comprendidos entre 0.15-0.32 uM (testiculo) y 0.35-0.77 uM
(ovario). Las K; de pregnenolona frente a los otros sustratos ocup;fn una posicién
intermedia entre Dhea y Adiol y la tnica K; calculable para 17aPre es cuando se usa

Pre como sustrato en ovario.

. El estudio del efecto inhibitorio de los A*-cetoesteroides sobre la activi@ad del enzima
no permite postular que para el caso concreto de ovario y testiculo existan mecanismos
reguladores de la transformacién A’->A* por los productos finales de 1a reacci6n (Pro,
17aPro, Dhea, Adiol). En cualquier caso, en condiciones fisiolégicas e independiente-
mente de la actividad P-450,,, la acumulacién de A*-esteroides no iendn’a efectos
significativos sobre la actividad del enzima. Al usar otros esteroides naturales se
observa que, independientemente del sustrato utilizado, el 8-Diol, E, y E, son los
tnicos esteroides capaces de inhibir la actividad del enzima de testiculo y ovario, con
un orden de potencia E, = E, > 8-Diol y E, > E, = 8-Diol respectivamenté. En cualquier

caso, los efectos de los distintos inhibidores varia segiin el sustrato utilizado.
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9.

10.

El estudio de la transformacién de cada sustrato en mezclas de los cuatro sustratos,
revela las secuencias Adiol >Dhea> = 17aPre > Pre y Adiol > >Pre =Dhea > 17aPre
para testiculo y ovario respectivamente, usando cada sustrato a una concentracién
equivalente a su Ky.. Cuando se usan concentraciones saturantes de todos los sustratos
las secuencias para testiculo (Dhea> Adiol> >17aPre=Pre) y ovario (Dhea>
Adiol> >Pre> > 17aPre) difieren entre si y de las anteriores. Estos resultados
permiten sugerir que la actividad del enzima es regulada por la concentracién de

sustrato y no por los productos de la reaccién.

Los resultados presentados permiten plantear que las diferencias de K, NP, k,®, IDs,,
K, inhibicién por producto final, velocidad de transformacién simultdnea de los cuatro
sustratos y eficacia catalitica, entre los enzimas de testiculo y ovario, pueden deberse

a diferencias en la estructura primaria del enzima.
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1. CREDITOS

1.1. Curso académico 1987-88

1.2.

1.3.

Meétodos de Investigaciéon en Endocrinologia Molecular. 5 créditos.
Maduracién del Foliculo Ovdrico. 3 créditos.

Mecanismos de Transmision de la Seiial Hormonal. 3 créditos.
Curso académico 1988-89

Biologia Molecular. 3 créditos.
Enzimologia. 3 créditos.
Avances en Receptores de Hormonas Esteroideas. 3 créditos.

Metodologia Avanzada en el Estudio de la Bomba de Sodio. 3 créditos.
Curso académico 1989-90

Técnicas Histoquimicas e Inmunohistoquimicas. 1 crédito.

Deteccidén de Proteinas Celulares por Inmunocitoquimica e Inmunoblot.

2 créditos.

Publicaciones. 9 _créditos.

TOTAL CREDITOS: 35.
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2. OTROS CURSOS REALIZADOS

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.
Beckman Instruments Espaiia, S.A.
20-22 Febrero 1990 (24 horas lectivas).

Intensive Course in Immunology-Biotechnology.

Facultad de Medicina. Universidad de Granada.
2-14 Octubre 1990 (120 horas lectivas).

Estrixtegias de Purificacién de Proteinas.
Pharmacia LKB Biotecnologfa.
15-17 Octubre 1990 (24 horas lectivas).
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3. COMUNICACIONES A CONGRESOS NACIONALES E INTERNACIONALES

XVI Congreso Nacional de Bioquimica.

Hidrélisis por HCG de un glicofosfolipido en célula granulosa: I. Marrero, L.
Benitez, A. Déniz, F. Estévez, J. Gonzdlez, J. Quintana, C.M. Ruiz de:Galarreta, J.M.
Mato, F. Fanjul. Alicante. 1-4 Octubre 1989. :

XVI Congreso Nacional de Bioquimica.

Actividad del enzima 38-HSD/A’-»A* isomerasa en célula granulosa y célula de
Leydig: J. Quintana, J. Gonzdlez, A. Déniz, I. Frias, F. Estévez, L. Benitez, I.
Marrero, L.F. Fanjul, C.M Ruiz de Galarreta. Alicante. 1-4 Octubre 1989.

XVI Congreso Nacional de Bioquimica

Regulacién de la esteroidogénesis en células testiculares neonatales mantenidas en
cultivo primario: I. Centol, I. Marrero, A. Déniz, F. Estévez, L. Benitez, J. Quintana,
J. Gonzilez, L.F. Fanjul, C.M. Ruiz de Galarreta. Alicante. 1-4 Octubre 1989.

XX Congreso Nacional de Dermatologia y Venerologia.
Sindrome de Richner-Hanhart (Tirosinemia tipo I): F. Jiménez, I. Ponce, P.
Santana, L. Benitez, J. Quintana, J. Gonzilez. Mogdn. 30 Mayo-1 Junio 1991.

15th International Congress of Biochemistry.

Diacylglycerol but not calcium mediates LHRH inhibitory effects on ovarian
granulosa cell function: P. Santana, J. Quintana, J. Gonzdlez, L. Benitez, C.M. Ruiz
de Galarreta, L.F. Fanjul. Jerusalén, Israel. 4-8 Agosto 1991.

15th International Congress of Biochemistry.

Ovarian and testicular 38-hidroxysteroid dehydrogenase/A*™* isomerase: studies
with different substrates: J. Quintana, J. Gonzdlez, L.F. Fanjul, C.M. Ruiz de
Galarreta. Jerusalén, Israel. 4-8 Agosto 1991. _

15th International Congress of Biochemistry.

Glycosylphosphatidylinositol: a candidate system for prolactin signal transduction
in ovarian granulesa cells: J. Gonzdlez, J. Quintana, P. Santana, L. Benitez, L.F.
Fanjul, C.M. Ruiz de Galarreta. Jerusalén, Israel. 4-8 Agosto 1991.
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4, PUBLICACIONES CIENTIFICAS

4.1.

4.2.

Trabajos publicados

Fanjul LF, Estévez F, Déniz A, Marrero 1, Benitez L, Quintana J , Gonzdlez J,
Centol I, Ruiz de Galarreta CM. R1881 regulation of stermdogenesxs in cultured
testicular cells. Biochem Int 13: 147-158 (1989).

Fanjul LF, Estévez F, Déniz A, Marrero I, Benitez L, Centol I, Quintana J,
Gonzilez J, LLanes L, Ruiz de Galarreta CM. The androgen receptor does not
mediate progestin regulation of progesterone biosynthesis in cultured rat granulosa
cellls. Biochem Int 19: 977-984 (1989).

Trabajos enviados 0 en prensa

Fanjul LF, Quintana J, Gonzdlez J, Benitez L, Santana P, Estévez F, Ruiz de

Galarreta CM. Testicular 3B-hydroxysteroid dehydrogenase/A>™ isomerase in the
hypophysectomyzed rat: effect of treatment with Sa-dihydrotestosterone. Journal of
Endocrinology

Fanjul LF, Santana P, Benitez L, Quintana J, Gonzdlez J, Ruiz de Galarreta,
CM. R5020 enhances PGE, stimulated steroidogenesis in cultured rat granulosa cells.
Experientia.

Fanjul LF, Quintana J, Déniz A, Gonzdlez J, Behx’tez L, Ruiz de Galarreta CM.
Diacylglycerol but not calcium mediates LHRH inhibitory effects on ovarian
granulosa cell function. Biochem Biophys Res Commun.

Quintana J, Gonz4lez J, Fanjul LF, Ruiz de Galarreta CM. Ovarian and testicular
3B-hidroxysteroid dehydrogenase/A>™ isomerase: studies with different substrates.
Biochemical Journal.

Fanjul LF, Gonzdlez J, Marrero I, Quintana J, Benitez L, Ruiz de Galarreta
CM. Glycosylphosphatidylinositol: a candidate system for prolactin signal
transduction in ovarian granulosa cells. Endocrinology.

Fanjul LF, Quintana J, Gonzdlez J, Benitez L, Marrero I, Ruiz de Galarreta
CM. hCG stimulates PIG hydrolisis in cultured granulosa cells. Endocrinology.
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5. PERSPECTIVAS DE FORMACION POSDOCTORAL

Estoy aceptado por el Dr. M. Ascoli para estudiar como becario durante dos afios de
periodo posdoctoral en su laboratorio (Dpto. de Farmacologia, Universidad de Iowa). El
tema general de trabajo ser4 el estudio de distintos productos oncogénicos en la regulacién

de la esteroidogénesis en células tumorales de Leydig.

Para realizar este estudio, he recibido una beca de la Comunidadﬁ Auténoma de
Canarias para los préximos diez meses, que pienso renovar hasta totalizar 24 meses de
estancia en USA. Para cubrir el primer afio he recibido una ayuda complementaria de la

Fundacién Universitaria de Las Palmas.

Los beneficios especificos que pienso alcanzar desde el punto de vista cientifico son:
1. Perfeccionar habilidades generales de laboratorio, particularmente en el terreno del
mantenimiento y control de lineas celulares.
2. Profundizar en el conocimiento préictico y teérico de los mecanismos de sefializacion
intracelular. ”
3. Estudiar mediante técnicas de Biologia Molecular la regulacién del metabolismo celular
especialmente en los siguientes aspectos: o
a) Regulacién de la expresién de enzimas y/o receptores especificos.
b) Estudio de los mecanismos moleculares que regulan esta expresién (sintesis y
estabilizacién de RNAm, y sintesis de proteinas y modificacién postraduccional de
las mismas)

¢) Participacién de productos oncogénicos en la regulacién del metabolismo celular.

Creo que cumplir estos tres apartados es fundamental para posteriormente poder actuar

como investigador independiente.
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