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El páncreas es una glándula de secreción mixta, la cual realiza 

dos tipos de funciones: la exócrina, que se lleva a cabo en las 

células acinares cuyo principal producto son las enzimas digestivas; 

y la endócrina, que 

los cuales producen 

últimos años se han 

se lleva a cabo en los islotes de Langerhans, 

principalmente insulina y glucagon. En los 

acumulado evidencias en la literatura que 

permiten suponer la participación de las hormonas asteroides en la 

fisiología y patología pancreática. 

Grossman .e.:t~ ªL.. demostraron en la rata que el mantenimiento de 

la citoarquitectura normal de las células acinares del páncreas es 

dependiente de hormonas esteroides. Esta dependencia es, sin 

embargo, diferente en las ratas hembra, que en las macho. En las 

ratas hembra es necesario hacer adrenalectomia y ovariectomia para 

que la morfología de las células acinares cambie, mientras que en el 

macho, la adrenalectomia es suficiente para observar cambios 

morfológicos en las células acinares. En las ratas hembra parece 

haber un control dual sobre el páncreas a través do hormonas 

corticoesteroides y estrogénicas; y en el macho, esta dependencia 

parece estar solamente regulada por las hormonas de la corteza 

suprarrenal (1). 

Estudios cualitativos sobre la distribución de la radiactividad 

en los tejidos de ratones, después de la administración de 



estrógenos marcados radiactivamente, señalan que el páncreas de los 

animales tratados capta cantidades relativamente altas de estas 

hormonas, las cuales se detectan por autoradiografia hasta 4 horas 

después de la inyección del estrógeno radiactivo. La radiactividad 

se deposita principalmente en la parte exócrina del páncreas, mas 

que en los islotes de Langerhans (2). Empleando biopsias, Kirdani 

~~~ .U...., estudian la distribución de la radiactividad en tejidos y 

fluidos biológicos de perros· y mandriles macho, después de la 

inyección simultanea de 

isotopos radiactivos 

obtuvieron del mismo 

pares de 

diferentes. 

andrógeno-estrógeno marcados 

Las muestras de tejido 

animal a intervalos de 15 min durante 

con 

se 

un 

periodo de 2 horas. Con excepción del higado, una de cuyas funciones 

es conjugar y excretar asteroides a la bilis, en ambas especies, la 

localización pancreática de radiactividad asociada a las hormonas 

perduró mas tiempo y excedió en gran medida la cantidad retenida en 

los demás tejidos estudiados,incluyendo órganos esteroidogénicos o 

excretorios como proatata, testiculo y riñon [Fig. l]. La 

posibilidad de que el páncreas, de manera similar al higado, pudiera 

conjugar o excretar asteroides a través del jugo pancreático,fue 

descartado por los mismos autores utilizando animales con drenaje 

externo del jugo pancreático. La radiactividad recuperada en este 

fluido fue muy baja en relación a la administrada y la mayor 

proporción correspondió al estrógeno. Por otra parte, no pudo 

demostrarse conjugación de esteroides libres "in vivo" ni en 

homogenados libres de células de tejido pancreático (3). 
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Fig. l. Gráfico de distribución de radiactividad en 
varias muestras de tejido de perro macho después de 
la administración endovenosa de 100 µCi 3H6,7-estriol. 

(•) Hígado 

(O) Próstata 

(+) Pancreás 

(x) Húscilo 

(*) Riñón 

(1) Tasticulo 

han descrito recptores y/o proteínas ligadoras para 

estrógenos en el citosol, núcleo y microsomas de las células 

acinares del páncreas en varias especies de mamíferos incluyendo la 

humana; en glándulas submaxilares y próstata también se localizan 

estas proteínas. Es interesante hacer notar que las glándulas 

submaxilares, la próstata y el páncreas están embriologicamente 

relacionados (4-6). En estudios recientes, se encontraron niveles 

elevados de receptores de alta afinidad para estró¡enos en las 
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elevados de receptores de alta afinidad para estrógenos en las 

fracciones nuclear y cltosóllca del tejido pancreático fetal humano 

y en tejido pancreático adulto con carcinoma, pero no asi en 

páncreas adulto normal (7). La presencia de niveles altos de 

receptores especificas en el canear de páncreas sugiere, por 

analogía con lo estudiado en el carcinoma de glándula mamaria, que 

el crecimiento del tumor de páncreas puede ser dependiente de 

estrógenos. En relación a la patología del páncreas es 

mencionar que las alteraciones relacionadas con 

interesante 

la función 

pancreática como pancreatitis e hiperlipidemia, han sido descritas 

en pacientes que reciben tratamiento con estrógenos, incluyendo 

anticonceptivos hormonales (8-11). 

Estudios sobre carcinogénesis experimental señalan 

participación de la testosterona como promotor en la induccióm de 

tumores pancreáticos en ratas, después de la administración de 4-

hldroxi-aminoquinolina-1-óxido (HAQO). La HAQO es un carcinógeno 

sintético que induce la formación de adenomas exócrinos en el 

páncreas de la rata. El índice de tumores pancreáticos en ratas 

tratadas con HAQO es significativamente mayor en ratas macho (8/12) 

que en ratas hembra (1/11); la castración disminuye la incidencia de 

tumores pancreáticos (0/11 en el macho y 0/13 en la hembra), en 

tanto que la administración de testosterona después de la castración 

incrementa la incidencia de tumores pancreáticos en ambos sexos 

(6/12 en el macho y 5/11 en la hembra) [Tabla I] (12). 

4 



TABLA I 

EFECTO DE LA CASTRACION Y LA TESTOSTERONA SOBRE LA 
rnpucc ION PE TUHQRES_e AtlCRM'J'.l_C_O.liJ!UlA TAS_f_QR_{,A_ HAQQ~ 

tratamiento ratas tumores 

~o grupo__HAQQ.__J;aat.r~lll~~ellllminruilla-.I!lln.Onát.l1<Q.ll 

control 30 O 

lm si 12 8 

macho 2m si si 11 o 
3m si si si 11 6 

control 30 o 
lh si 11 

hembra 2h si si 13 o 
aL__lli sL--10 

En relación a la patologia humana es importante mencionar que 

la incidencia del carcinoma de páncreas es mucho mas elevado en el 

hombre que en la mujer (13). Asimismo, alteraciones en el perfil 

sérico de andrógenos, consistentemente niveles bajos de testosterona 

se han correlacionado con la presencia de carcinoma de páncreas en 

los varones (14,15). 

Estudios recientes demostraron la actividad de dos enzimas 

biosintéticas de hormonas asteroides: la aromatasa y la 5a-reductasa 

en tejido de páncreas adulto normal, con carcinoma y fetal. La 

aromatasa es una enzima que cataliza la conversión de hormonas 

asteroides C1s (testosterona y androstendiona en asteroides C10 

(estradiol y estrena). Esta enzima está usualmente asociad con la 



presencia de receptores para estrógenosj la actividad de esta enzima 

en el tejido fetal y con carcinoma es comparable con la reportada en 

al endometrio 1 mientras que la actividad del páncreas normal fue 

significativamente menor. Asi mismo, se determinó la actividad de la 

5a-reductasa, la enzima cataliza la conversión de testosterona a 5a-

dihidrotestosterona, el cual es el derivado androgénico más potente 

en algunos tejidos. La actividad se determinó en los mismos tejidos; 

en el páncreas normal y fetal es significativa1 pero menor que en 

páncreas con carcinoma¡ estos resultados fueron comparados con los 

reportados en la próstata [Tabla II] (16). 

TABLA II 

ACTIVIDAD DE AROMATASA Y 5a-REDUCTASA EN 
__ lllEEREN1Es...:rnJ.lDQS EXAMINAD0.6..__ 

Aromatasa 
,Ú!lll_ol de E• for!llfili~n por mg de proteinal 

páncreas 
fetal normal 
9.25 l. 73 

carcinoma 
pancreático 

12.30 

útero 
(control) 

11.30 

5a-Reductasa 
.l..Pmo.LdlLllliLI~u:madQLQJLm~~-1\LP;r_q_tfil.rull 

páncreas 
fetal normal 

50 56.3 

6 

carcinoma próstata 
pancreático (control) 

105.3 236,6 



No obstante, pocos estudios se han llevado a cabo y es poca la 

información relacionada a la biosintesis y transformación de 

hormonas asteroides la glándula pancreática. En base a lo anterior, 

surge el interés de nosotros en estudiar las vías metabólicas 

relacionadas con la sintesis de hormonas asteroides en el páncreas. 

Recientemente, reportamos la presencia de 17P-hidroxiesteroide des

hidrogenasa la cual se localiza en la fracción mitocondrial del 

páncreas canino y es dependiente de NAD(H). La enzima cataliza la 

oxidorreducción entre androstendiona-testosterona 1 y 

estrena. Las constantes cinéticas calculadas para 

estradiol

la enzima 

pancreática con androstendiona y testosterona como substratos, son 

del mismo orden de magnitud que las reportadas para la 17P

hidroxiesteroide deshidrogenasa de testículo de cerdo, rata y 

humano, la cuale esta involucrada fisiologicamente en la biosintesis 

de testosterona (17). Actualmente, la continuación de nuestros 

estudios nos ha permitido identificar e iniciar la caracterización 

del complejo enzimático n•-3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa/íl5-4-

isomerasa en el páncreas de perro. La enzima es dependiente de 

nucleótidos de piridina, el complejo cataliza la conversión de 

asteroides C1s y C21 ns-3p a su correspondiente n•-3-cetoesteroides. 

La conversión de estos compuestos involucra la eecuencia de dos 

pasos enzimáticos: la deshidrogenación, mediada por la 3P

hidroxiesteroide:NAD(P) oxidoreductasa (E.C.1.1.1.51) y la 

isomerización mediada por la 3-cetoesteroide n•,n•-oxidoreductasa 
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(E.C.5.3.3.1). La participación de este sistema enzimático es 

esencial en.la biosintesis de asteroides biologicamente activos. 

QBJEII.'lOS 

1.- Estudiar las reacciones enzimáticas involucradas en el 

metabolismo de hormonas asteroides en el tejido pancreático. Parti

cularmente, se estudiará el sistema enzimático n•-3P-hidroxieste

roide deshidrogenasa CEC 1.1.1.145) y la 3-cetoesteroide n• ,ns

oxidoreductasa (EC 5.3.3.1) de páncreas canino. 

2.- Establecer su localización subcelular. 

3.- Establecer sus constantes cinéticas, especificidad por el 

substrato 1 requerimiento de ca-substrato y condiciones de ensayo. 

4.- Estudiar la regulación de las enzimas esteroidogénicas 

del páncreas, particularmente la influencia de hormonas esteroides 

sobre la actividad de esta enzima. 

Los páncreas de perros machos mestizos, fueron donados por el 

Instituto Nacional de Cardiología. El homogenado, las mitocondrias, 

los microsomas y el citosol se obtuvieron por centrifugación 

diferencial inmediatamente después de haber obtenido el tejido 

(18). El medio de aislamiento para las fracciones contiene: fosfato 



de potasio dibásico 5.0 mH, EDTA 1.0 mH, 2P-mercaptoetanol 7.0 mH, 

cloruro de magnesio 5.0 mH, PHSF 0.5 mH y azida de sodio 0.02%, 

ajustado a pH 7.2. El aislamiento se llevo a cabo a 4'C. Las 

fracciones subcelulares se almacenaron a -20°0 hasta el momento de 

hacer las incubaciones. 

fl2wgi:nad.o 

centrlf ugar a 
600 x g/10 min. 

----1-------
precipi lado sobre~adante 

600 X g 600 X g 
Núcleos 1 

centrifugar 
10 000 X g/60 

a 
min. 

precihita~:---1 ~~~~-sobre~adante 
10 000 X g 10 000 X g 
!:titoc;o_n\!r.i.l!s 1 

centrifugar a 
105 000 x g/90 min. __ ¡_ 

precibi tado sobrena~ante 
105 000 X g 105 000 X g 
11is;a:o:!Qma5 QilQJllll 

La actividad de la ns-3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa se 

determinó cuantificando la conversión de pregnenolona a progea-
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terona, así como de dehidroepiandrosterona a androstendiona. La 

mezcla de ensayo contenía en un volumen total de 1.0 ml: 50 nmoles 

de sustrato esteroidal disueltos en 0.05 ml de etanol al 95%, NAD• 

1.5 mH, amortiguador de fosfato de potasio pH 7.2 y cantidades 

apropiadas de enzima. Las incubaciones fueron llevadas a cabo a 37ºC 

por 10 min con agitación constante. La reacción se detuvo por la 

adición de 10 ml de éter etílico seguidos de una agitación 

vigorosa. La extracción etérea se realizó en dos ciclos, el extracto 

fue evaporado a sequedad¡ el residuo final fue disuelto en etanol y 

posteriormente se sometió a cromatografía de capa fina en un sistema 

de solventes de cloroformo:acetona (90:8, v/v). Las áreas correspon

dientes a progesterona y androstendiona fueron detectadas por luz 

ultravioleta a 254 nm y las correspondientes a pregnenolona y 

dehidroepiandrosterona se detectaron rociando la hoja con ácido 

sulfúrico:etanol (5:95, v/v) y calentando de 5-7 min a 110ºC. La 

silica gel que contenía los compuestos identificados fue transferida 

a viales de centelleo y la radiactividad se cuantificó en 10.0 ml de 

solución de tolueno:triton X-100 (2:1, v/v), que contenía 0.5% de 

PPO y 0.05% de dimetil POPOP. La cantidad de producto fue expresada 

en nmoles dividiendo la radiactividad recuperada entre la radiac

tividad especifica del sustrato inicial. 

La actividad de la n•-3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa

isomerasa para pregnenolona fue expresada como nmoles de 

progesterona formada por mg de proteina por minuto y la actividad de 

la enzima para dehidroepiandrosterona como nmoles de androstendiona 

10 



producida por mg de proteina por minuto. 

La concentración de proteina se determinó por el método de 

Lowry JU... ll.L. con albúmina sé rica bovina como patrón ( 19). Los da toe 

cinéticos fueron ajustados a la ecuación de Hichaelis-Henten y los 

parámetros correspondientes calculados de acuerdo a Wilkinaon (20). 

La distribución subcelular de la n5-3P-hidroxiesteroide deahi

drogenasa-isomerasa de páncreas canino se puede observar en la Tabla 

III, la cual es un resúmen representativo de los resultados. Cada 

fracción subcelular obtenida por centrifugación diferencial fue 

incubada con pregnenolona o dehidroepiandrosterona como substrato y 

NAD+ bajo las condiciones de ensayo descritas en la metodologia. 

Para ambos substratos asteroides, mas del 70% de la actividad de la 

n•-3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa-isomerasa, se concentró en la 

fracción mitocondrial con el correspondiente incremento en la 

actividad especifica enzimática. Una actividad remanente fue 

localizada en la fracción microsomal y en el sedimento particulado a 

600 x g (núcleos y debris). 

La preparación pancreática mitocondrial que ee utilizada como 

fuente de la n•-3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa-ieomerasa, puede 

ser almacenada a -20•0 al menos durante dos meses con una pequeña 

pérdida (10%) de la actividad enzimática. 
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TABLA III 

DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA ACTIVIDAD DE LA n5-3P-HIDROXIESTE
ROIDE DESHIDROGENASA-ISOMERASA EN TEJIDO PANCREATICO CANINO 

_ _fu.lb.s.tnlli.frJ!gnlllllililna__ 
Actividad Actividad Actividad 

Fracción Proteina Volumen especifica total recuperada 
lll.lhc.elular 1118Lml rol C nmo l /mJ.nLmg.Lí.J.\Ml.Lmi n l (%) 

Homogenado 13.5 480.0 o. 394 2.562 100.0 

Núcleo 11. 3 52.0 0.186 0.109 4.3 

Hitocondrias 24.3 100.0 0.753 1. 833 71. 5 

Hicrosomas 36.0 16.0 0.384 0.222 8.6 

CJ. t.05Ql 5_..Q.... 357 o Q,OQJ Q 005 0~2-

-6.1.iba.t.n.tJi.illellliii:.®I>J..ilruit:il.:ú.eJ::9na_ 
Actividad Actividad Actividad 

Fracción Proteina Volumen especifica total recuperada 
~~iDLmll.Ll~ 

Homogenado 13.5 480.0 0.267 1. 736 100.0 

Núcleo 11. 3 52.0 0.231 0.136 7.8 

Hitocondrias 24.3 100.0 o. 554 1.349 77. 7 

Micros ornas 36. o 16.0 0.260 0.150 8.6 

CJ..t.osol 5 Q 357 o O 000 O 000 o.o 

Identificación de los produ!::l;.llll 

La bioconversi6n de pregnenolona y dehidroepiandrosterona se 

llevo a cabo en homogenados de tejido pancreático en presencia de 

NAD+ o NADP+ y se cuntific6 la cantidad de metabolitos radiactivos 

producidos después de un periodo de 30 min de incubación. Un solo 
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producto se form6 a partir de pregnenolona en pre~encia de NAD+ o 

NAOP+. Este compuesto comigra con progesterona, y por su recristali

zación con progesterona cristalina mostró ser 96% puro. Asi mismo, 

androstendiona fue el único metabolito formado a partir de 

dehidroepiandrosterona y NAO+ o NAOP+. La recristalización con 

androstendiona pura indica que el producto formado esta sobre el 95% 

de pureza. La radiactividad recuperada como pregnenolona y 

progesterona 1 asi como dehidroepiandrosterona y androstendiona, en 

cromatografia de capa fina tiene un promedio de 92.7 y 95.6%, 

respectivamente. Ningún compuesto radiactivo detectable se formó 

cuando se usó homogenado de páncreas de perro desnaturalizado por 

calor. 

Especificdad del co-substJ::atg 

La ns-3~-hidroxoesteroide deshidrogenasa-isomerasa, es una 

enzima dependiente de nucleótidos de piridina. La enzima demostró 

tener una especificidad dual, tanto NAO• como NAOP• pueden servir 

como aceptares de electrones en la reacción catalizada por la 

enzima. Sin embargo, el NAO• es el nucleótido preferido durante la 

oxidación de ambos substratos esteroidales. Cuando pregne-nolona o 

dehidroepiandrosterona se incubaron en presencia de NADP+ a una 

concentración de 0.2 mM, la cantidad de progesterona o androsten-

diana producida fue solo el 3 y 23 %, respectivamente, de la 

obtenida en presencia de una concentración equimolar de NAO+, El 

13 



efecto del incremento en las concentraciones de NAD+ (0.5-200 µM) o 

HADP+ (0.1-15.0 mM) se puede observar en la [Fig. 2]. Con una alta 

concentración de pregnenolona (80 µM), la constante de Hichaelis 

(Km) aparente para el HAD• y el HADP• fue de 9.61 ± 0.76 µH y 2.44 ± 

0.22 mH, respectivamente. Usando dehidroepiandrosterona como 

substrato el valor de la Km aparente para el HAD• fue de 9.63 ± 1.64 

µH y para el HADP• fue de 0.23 ± 0.03 mM. Como se pude observar, en 

presencia de NAO+, la enzima pancreática mostró una velocidad de 

oxidación mayor para pregnenolona, mientras que, cuando el NADP• fue 

utilizado como ce-substrato una oxidación preferencial para DHA pudo 

ser observada. En ausencia de NAO+ o NADP+ durante el periodo de 

incubación, no se observa una cantidad significativa de producto 

formado. 

0.2 

40 80 120 
NAO [PM] 
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Fig. 2. Efecto del incremento en las concentraciones de 
(a) NAO+ y (b) NADP+ en la actividad de la 3PHSD mito
mitocondrial. (•-•) progesterona formada, (* - *l an
drostendiona formada. 
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La cantidad de progesterona o androstendiona formada a partir 

de su correspondiente substrato. incrementa proporcionalmente cuando 

se aumenta la concentración de proteina hasta 1.0 mg/ml, [Fig. 3a]. 

A una concentración fija de proteina (1.0 mg), se puede observar una 

relación lineal entre el tiempo de incubación y la velocidad de 

formación de los productos, hasta los 10 min [Fil. 3b). 
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Fig. 3(a). Efecto de la concentración de proteina de la 
preparación mitocondrial en la sintesis de progesterona y 
androstendiona. 3(b). Formación de productos con respecto 
al tiempo de incubación. (• - •) progesterona formada, (* 
- *) androstendiona formada. 
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E~Q del pH v temperatUJ:'.JL.!lD la agtiyidad....§nzimi~ 

El efecto del pH y la temperatura sobre la actividad 

enzimática se puede observar en las Figuras 4a y 4b respectivamente. 

El efecto del pH sobre la actividad de la 05-3P-hidroxiesteroide 

dehidrogenasa-isomerasa pancreatica, para con ambos sustratos, 

pregnenolona y dehidroepiandrosterona, fue examinado en un intervalo 

de pH 5.0 a 12.0, utilizando tres sistemas de amortiguadores: 0.2 H 

de acetato de sodio, pH de 5.0 a 6.0; 0.2 M de tris-HCl, pH de 6.5 a 

9.0; y 0.2 M de glicilglicina-NaOH y pH de 9.5 a 12.0. El pH óptimo 

de la enzima utilizando como substrato pregnenolona es de 8.0, mien

tras que, con dehidroepiandrosterona como sustrato, la actividad en

zimática se extendió en forma de meseta al incrementarse el pH entre 

B.O y 9.5. La reacción de la enzima para pregnenolona procede a la 

misma velocidad que para dehidroepiandrosterona a un pH alrededor de 

9.0. Cuando el pH se incrementa por arriba de 9.0, se puede observar 

una velocidad mayor de reacción para dehidroepiandrosterona. 

Las velocidades iniciales de la reacción de la enzima fueron 

determinadas a temperaturas de incubación entre 20 y 60 •e, bajo las 

mismas condiciones de ensayo. La actividad de la enzima para ambos 

sustratos esteroidales incrementa al elevar la temperatura hasta 

45'C; a temperaturas superiores la actividad decrece rapidamente, 

hasta no observarse mas la conversión enzimática. 
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Ya una vez establecidas las condiciones de ·ensayo, se 

determinaron las constantes cinéticas de algunos substratos, asi 

como, el efecto de otros esteoides sobre la conversión de 

pregnenolÓna y dehidroepiandrosterona a sus respectivos productos. 

El resultado del incremento en las concentraciones de preg

nenolona y dehidroepiandrosterona en un intervalo de 0.5 a 80 µM, 

incubados separadamente, sobre la velocidad inicial de la ns-3p

hidroxiesteroide deshidrogenasa-isomerasa mitocondrial pancreática 

se puede observar en la Fig. 5. 

La constante de Michaelis (Km) aparente para pregnenolona a 

una concentración fija de NAD+ (10 veces la Km) fue 6.54 ± 0.72 µM a 

pH 7.0 y 37 'C. Usando dehidroepiandrosterona como substrato, la Km 

aparente fue de 3.3 ± 0.23 µM, calculada bajo las mismas condi

ciones. Las actividades especificas para pregnenolona y dehidro

epiandrosterona, fueron 0.82 ± 0.02 y 0.62 ± 0.01 nmol/min·ml!, 

respectivamente. 
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terona formada, (* - *l androstendiona formada. 

La tabla IV es un resúmen del efecto de varios asteroides 

sobre la actividad de la ns-3~-hidroxiesteroide deshidrogenasa-

isomerasa en presencia de pregnenolona o dehidroepiandrosterona, 

incubados separadamente. La concentración final de cada uno de los 

asteroides utilizados es de 100 µM para pregnenolona y 50 µM para 

dehidroepiandrosterona. 
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TABLA IV 

EFECTO DE VARIOS ESTEROIDES SOBRE LA CONVERSION DE PREGNENOLONA Y 
DEHIDROEPIANDROSTERONA A PROGESTERONA Y ANDROSTENDIONA 

RESPECTIVAMENTE 

Control 
17P-estradiol 
Testosterona 
20a-dihidroprogesterona 
Estrona 
Epiandrosterona 
Desoxicorticosterona 
Pregnenolona 
Dehidroepiandrosterona 
Progesterona 
Androstendiona 

DISCQSION 

% de Actividad Remanente 
~~Q].Qna DehidrQepiandrosteron.¡¡ 

100.00 
10.05 
11. 98 
12.45 
12.49 
13.72 
23.60 

8.60 
10.08 
14 .18 

100.00 
59.07 
79.62 
66.97 
63.38 
65.88 
45.47 
14.65 

54.71 
84.2 

La ns-3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa es una 

enzima que cataliza la conversión de asteroides C10 y C21 ns-3p a 

su correspondiente íl4-3-cetoesteroides. La conversión de estos 

compuestos involucra la secuencia de dos pasos enzimáticos: la 

deshidrogenación, mediada por la 3P-hidroxiesteroide:NAD(P) oxido

reductasa (E.C.1.1.1.51) y la isomerización mediada por la 3-

cetoesteroide n•,n5-oxidoreductasa (E.C.5.3.3.1). En eota secuencia 

de pasos enzimáticos, la deshidrogenación es la reacción inicial y 

paso limitante, ya que la relación de la velocidad de reacción de la 

deshidrogenasa con respecto a la isomerasa es a 14. En otros es-

tudios reportan que la velocidad de reacción de la isomerasa es 10 

veces mayor que la deshidrogenación (21,26-28). 
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La 3PHSD sG localiza en la f racci6n mitocondrial aunque acti

vidad remanente se localiza en los microsomas. La enzima ha sido 

estudiada principalmente en testículo, suprarrenales y placenta 

humana, y usualmente esta asociada a los microsomas, como en el caso 

de testiculos y suprarrenales¡ pero en placenta se localiza por 

igual en mitocondrias y microsomas. Las actividades de aromatasa y 

5a-reductasa se midieron en el homogenado libre de células, mientras 

que la 17PHSD se localiza principalmente en la fracción mitocondrial 

(21-25). 

La 3PHSD pancreática de perro se asemeja a otra• deshidro

genasas de otros órganos esteroidogénicos en la especificidad por el 

nucle6tido y el requerimiento de NAD+ para la máxima actividad. Los 

valores de Km reportados en este estudio para los ca-substratos eon 

similares a los reportados , para esta enzima, en placenta humana, 

testiculos humanos y suprarrenales de rata. Las constantes cinéticas 

para los substratos esteroidales obtenidas en este trabajo son del 

mismo orden de magnitud qua los reportados para otros órganos 

esteroidogénicos 1 la tabla V es un resümen comparativo de estos 

resultados. Como se puede observar los valores obtenidos para todos 

los tejidos son aproximadamente del mismo orden de magnitud; para 

pregnenolona fluctuan en un intervalo de 0.52 a 10.0 µM, y para 

dehidroepiandrosterona de 0.15 a 3.30 µM (26-30). 

Las enzimas involucradas en el metabolismo de hormona• 

asteroides de tejido pancreático son: la aromatasa, la cual cataliza 

la conversión de testosterona y androstendiona en estradiol y 
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estrona respectivamente; la 5a-reductasa, la cual cataliza la 

conversión de testosterona en 5a-dihidrotestosterona. Ambas enzimas 

fueron localizadas en tejido pancreático humano de adulto normal, 

con carcinoma y fetal. Las actividades de ambas enzimas fueron 

mayores en el tejido con carcinoma y fetal (17). Otra enzima 

identificada en el páncreas es la 17P-hidroxiesteroide deshi

drogenasa {17PHSD), la enzima cataliza la oxidirreducción entre 

testosterona-androstendiona y estradiol-estrona (18). Por último, la 

n•-3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa-isomerasa la cual es esencial 

en la biosintesis de hormonas esteroides biologicamente activos. La 

presencia de varias enzimas biosintéticas que participan en el meta

bolismo de hormonas asteroides presentes en el tejido pancreático 

nos permiten suponer alguna participación de esta glándula en dicha 

función, asi como, presentar una posible via metabólica (Esquema 1). 

El estudio de las vias metabólicas comprende las propiedades 

de las enzimas involucradas en la biosintesis de hormonas asteroides 

Algunas de las propiedades de estas enzimas en tejidos esteroido

génicos es que astan reguladas por los mismos asteroides. En este 

estudio se reportan datos que permiten ver el efecto de algunos 

asteroides sobre la actividad de la 3PHSD, y la mayor parte de los 

asteroides mencionados inhiben la actividad de la enzima. Para poder 

obtener mas conocimiento acerca de la regulación de una via, es 

necesario considerar la relación de los valores de Km de la enzima 

por el sustrato, el valor de Ki para el asteroide regulador y la 

concentración endógena de ambos asteroides {substrato y regulador). 
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Esta reacción ha sido estudiada en otros tejidos estaroido

génicos. En la tabla VI se muestra un resúmen comparativo de algunos 

esteroides que tienen un efecto inhibitorio en la síntesis de pro

gesterona y androstendiona a partir de pregnenolona y dehidroepian

drosterona respectivamente. Los resultados obtenidos en este estudio 

son similares a los reportados por otros investigadores (26). 

Recientemente se ha reportado la purificación de la enzima ha 

homogeneidad en placenta humana, testículos de rata y suprarrenales 

de rata macho; la preparación final de la enzima para todos los 

casos contiene ambas actividades y en geles de poliacrilamida SOS 

aparece una sola banda. Los pesos moleculares reportados para esta 

enzima varian de 19000 a 47000 en geles de poliacrilamida-SDS y de 

76000 a 91000 usando filtración en gel (27,31-33). En otros 

organismos, como en la bacteria ~QDa testosteroni la 

deshidrogenación y la isomerización se llevan a cabo por dos enzimas 

separadas que ya han sido purificadas y ampliamente estudiadas (34). 

El propósito de este proyecto es continuar con la 

purificación de la enzima a homogeneidad y alternadamente trabajar 

con tejido páncreatico humano. La identificación y caracterización 

de las reacciones enzimáticas involucradas en el metabolismo de 

hormonas asteroides, son de gran importancia en el conocimiento de 

la fisiología y patología pancreática, y puden proporcionar 

información útil, particularmente, para el diagnóstico y tratamiento 

del cancer de páncreas (35-36). 
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TABLA V 

RESUMEN COMPARATIVO DE LAS CONSTANTES CINETICAS PARA 
LOS SUBSTRATOS ESTEROIDALES 

Pregnenolona Dehidroepiandrosterona 
Km Vmax Km Vmax 

(µ.H) (nmoles/mg. min) (µH) (nmoles/mg• min) 

PANCREAS (canino•) 6. 54 o. 82 3. 30 o. 62 

PLACENTA (humanao) l. 90 32 .6 2 .80 32. o 

ADRENAL { humanoo } o.52 o. 31 

PLACENTA (humana• ) 0.18 

PLACENTA (humana•) o. 33 

TEST!CULO {humano•) 0.82 

TESTICULO (humano•) 10 .o 2. 50 

Mi tocondrias 
a Hicrosomas 
+ Homogenado 
" Sobrenadante postmi tocondrial 

(ref) 

(27) 

(26) 

(29) 

(28) 

(28) 

(28) 



"• 

~ 
170·Hklroxl11it 

J 
\lcr·tlidro•fP"oVllll!ona 

l 
j 
! 

¡ 
tll1·Hld1oxl1t1troldt 

dnhld""'""' ¡ 



Reacción 

Pre¡:nenolona 
Procesterona 

DHA 
Androstendiona 

TABLA VI 

EFECTO INHIBITORIO DE ALGUNOS ESTEROIDES EN LA SINTESIS 
DE PROGESTERONA Y ANDROSTENDIONA EN DIFERENTES TEJIDOS 

Testosterona 
Prosesterona 
Androstendiona 

Androstendiona 
Estradiol 
Es trona 
Sa-DHT 

Tejidos 
Placenta 

20a-dhprogesterona 
Progesterona 

DHA 
Es trona 

Cortisona 

Androstendiona 
Pregnenolona 
Progesterona 
Testosterona 

20a-dhprogesterona 

Testículos 

2oa-dhprogesterona 
Progesterona 

DHA 
Estradiol 

Es trona 
17oh-pregnenolona 

Androstendiona 
Estradiol 

Androstendiol 

Páncreas 

20a-dhprogesterona 
Proges terona 

DHA 
Estradiol 

Testosterona 
Androstendiona 

Androstendiona 
Estradiol 

Progesterona 
Testosterona 



ABREVIATURAS 

3PHSD: 3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa-isomerasa. 
17PHSD: 17P-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 
Pregnenolone: 3P-hidroxi-5-pregnen-20-ona. 
Progesterona: 4-pregnene-3,20-diona. 
Dehidroepiandrosterona, (DHA): 3P-hidroxi-5-androsten-17-ona. 
Testosterona: 17P-hidroxiandrost-4-en-3-ona. 
Androst<lndiona: 4-androsten-3,17-diona. 
Estradiol: 1,3,5(10)-oestratrien-3,17P-diol. 
Estrena: 3-hidroxi-1,3,5(10)-oestratrien-17-ona. 
Estriol: 1,3,5(10)-oestratrien-3,16a,17P-triol. 
5a-dihidrotestosterona, (DHT): 17P-hidroxi-5a-androstan-3-ona. 
Androstendiol: 5-androstene-3P-17P-diol. 
20a-dhprogesterona: 20a-hidrox1-4-pregnen-3-ona. 
17oh-pregnenolona: 3P,17a-dihidroxi-5-pregnen-20-ona. 
HAQO: 4-hidroxi-aminoquinolina 1-oxido. 
EDTA: etilen diamina N,N,N',N'-ácido tetraacético. 
PHSF: fenilmetilsulfonil f luoruro. 
PPO: 2,5-difeniloxazole 
Dimetil POPOP: (1,4-bis-[4-metil-5-fenil-2oxazolil]senceno) 
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17B·llYUROXYSTF.R01il DEllYLIROGENASE ACTIVlTY IN CAN!NF. i'ANCREAS 

G. Mcndota-llcrnílndcz, I. L6pcz-Solnchc, J. l .. Ikndón, V. Ufaz-Sánchcz a_nd. 
J. C. Jlínz-Zagoya 

Departamento de Bioquímica, Facultn<l de Medicina, Universidad 
Nacional Autónom<1 dC' México, Apartndo Postal 70-159, 04510, 

~l~xico, D. I'., MEXICO 

Receivcd Februnry 19, 1988 

~: Thc mitochondrial fr:1ction of thc dog pancrcas showcd 
NAO(tt)-dcpcn<lcnt cn:ymc activit)' of 1713-hydroxystcroid dchydro· 
gcnasc. Thc.• cnzymc c<1talyzcs oxidorcduction hctwccn nndrostcnc· 
dionc and tcstostcronc. Thc app:1rcnt Km valuc of thc cnzymc far 
androstcncdionc was 9,.} ! n.9 µM, thc npparcnt Vmax \\as dctcr
mincd as O.·I nmol mg· 1 min- 1

, nnJ thc optima! pll was 6.S. In 
phosph~1tc buffer, pll 7.0, maximal rute of androstcncJionc rcduc
tion was obscrvcJ at 37°C. Thc oxiJation of tcstostcronc hy thc 
cnzymc proccc<lcd at thc s;imc ratc :1s thc rcduction of thc an<lro
stcncJionc at .:1 pi! of h.8-7.0. Thc apparcnt Km valuc anJ thc ar.
tima! pll of thL' cn:yml: for tcstostcronc wcrc .L5 ! n.s i•M an<l 
7,5 1 rCSpCCtiVL'l)'. < 1·1«•1.\,.J,,.i. l'r•u• lnc. 

Ovcr thc last fcw ycars a numbcr of intcrcstjng obscrv;:itions 

havc proviJcJ cviJcncc suggcsting thc involvcmcnt of thc pnncrc

as in thc biosynthcsis anJ mctabol ism of stcroid hormones. Es

trogcn bin<ling glohul ins :inJ stcroi<l rcccptors havc hccn rc

portcd in norm11l anti 11wlignant pancrcatic tissuc (1-4J, Aranatasc 

an<l S<t-rc<luctasc activity has bccn mc:1surcd in ccll-frcc homogc

natcs of human pancrcatic tissuc (S). Scvcral changcs in thc sc

rum androgcn profilc, mainlr low tcstostcronc Icvcls, havc hccn 

found to he rcliltcJ to human pancreatic carcinoma (6-8), an<l rc

ccnt stu<lics on 1."'Xpcrimcntal pancrcatic carcinoma in rat sug

gcstc<l tlwt this tumor coulJ he liormonc-rcsponsivc (9,10), Dc

spitc thc importnncc of steroi<l mctaholism in thc pancrcas, fcw 

stu<lics havc bccn pcrformcd and littlc information on thc pan

crcas abilit)' to S)'ntlll'si:c stcroiús is :ivailablc. 

To obtain more information on thc stcroi<lal functions of thc 

pancreas 1 it appcarc<l of intercst to study thc cnzymatic nctiv-

A.bb1z.~v.ia.tion,p EDTA 1 cthyknc <l1rnn1nc N1N,N 1 ,N 1 -tctraacctic acid; ntsr:, phcnyl 
mcthylsul fonyl f Iuori<lc¡ (SEJ 1 stan<l:m.1 error; an<lrostcnc<lionc, an<lrost·4-cnc·-
3, 17-J ionL'; tcstostcronc, l 7b-hyJroxynndrost -4-cn-3-onc. 

0006.;?IJIX/MK SI.SO 
C11pyriNhl (') /YH.~ h\' Art1Jl'mir Prl'H. /111·. 
Ali íl,(/JU 11/ rl'prilfl1~rtli111 m •lllJ' /11rm Tl'Jl'Tl'l'tl. 376 
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ities involved in thc metabolic transformations of stcroid hor

mones in this gland. The present papcr rcports an active 178-hy
droxysteroid dehydrogenasc in thc mitochondrial fraction of the 

dog pancrcas, which catalyzcs oxidorcduction bctwccn androstcnc .. 

dionc and tcstostcronc. This finding supports thc hypothcsis 

that thc pancrcas could be nn cxtragonadal si te of stcroid hor .. 

mane mctabolism. 

MATERIALS AND METHODS 

~· [1, Z· 311] Androstenc<lione (spccif ic activi ty, 46.1 Ci/ 
mmol) and [1,2- 3 11] testostcronc (spccific activity, 49.0 Ci/J1111ol) 
werc purchascd from Ncw England Nuclear Corp. (Bastan, Mass.L 
and rcchromatographcd on a Scphadex Lll-20 column, cquilibrated 
nnd dcvclopcd with thc solvcnt systcm tolucnc:mcthanol (85: 15, 
v/v). Thc radioactivc purity oí thc steroids was confirmed by 
thin-laycr chromatogrnph)' in a systcm of mcthylcne dichloride: 
cthyl acctatc (80:20, v/\•) prior to use. Thc radioactivc steroids 
wcrc dilutcd with the corrcsponding authcntíc non-radioactivc 
stcroids purchascd from Stcraloids Inc. (Wilton, N.H.) to obtaín 
appropriatc spccific radioactivíty far thc cnzymc assays. 

Pyridinc nuc lcot idcs (N,UJ+, NADll, NADP+, N,\IJPll), PMSF and Z
mcrcnptoethanol wcrc pu re ha sed from Sigma Chcmica 1 Ca. (St, Louis, 
Mo.), thin-laycr chromatography shccts aml analytícal-gradc sol
vcnts werc obtaincd from Li. Mcrck ll10:1rmst:ult, Gcrmany). All thc 
chcmical reagcnts uscd wcrc of analytical grade. Dcionizcd water 
was uscd far all aqucous solutions. 

T.i.66Ue. pkepa1tat.ion. Pancrcas o( malc mongrcl dogs wcrc obtained 
from the Instituto Nacional de Cardiología Oiéxíco, n. F.). Aftcr 
transportntíon in ice to the laboratory, tissucs wcre díssectcd 
away from obvious fat nnd conncctivc tíssuc, wcighed, minccd with 
scissors, and homogenized in ice-coI<l 0.2S M sucrosc solution con
taining O.OS M potassium phosphatc buffer, 1 mM EnTA, 5 mM MgCl2, 
10 µM PMSF, and 7 m~I 2-merc;:1ptoethanol, pH 7.0, with a wcíght/ 
volumc ratio of 1: TO. Homogeni:atíon was performc<l in a Polytron 
apparatus with three 20 scc bursts at 3000 rpm. Subccllular frat
tions wcrc prcparcd b)• dí Cf eren t in 1 ccntr i fug;Jt ion ( 11) . Al 1 op· 
era t ions wcre con<luc tctl <1 t 0- 4 ºC. Thc homogcna te was subj cctcd 
to a 600 x g, 10-min ccntrifugation to climinatc nuclei, tUlbroken 
cells, and hcavy <lebris. '!'he rcsulting supernatant was centrifu· 
gcd at 1000 X g far to min to sediment the zymogcn granules. Thc 
mitochondrial fraction was scclimcntcd b)' ccntrifugation for 15 
min at 8700 x g. Thc pellct was washcd thrcc times with homogcni
zation buffer and sedimented at 12,000 x g. The initial supcr
natant from thc mitochondrial fraction was thcn centrifugcd at 
109 1 000 x g far 60 min, thc rcsulting pctlct ami supcrnatant wcrc 
cmploycd convcntionally as tite microsomal and cytosol fractíons 
of dog pancrcas, rcspcctivcly. Thc subccllular fractions werc 
kcpt at ·ZOºC until incubations wcrc startcd, 

Enzyme 4-664/fJ. 176-hydroxysteroid tlchydrogcnase was determincd 
by mcasur1ng both thc reduction of ;111Jrostc11cdionc to tcstostcr
one and a1H.lrostcncdíonl! formation from tcstostcronc. Unlcss oth· 
crwisc notcd, thc assay mixture contained, in a total volumc of 
1 ml, stcroiu substrnte (50 nmol; 200,000 cpm) ad<lcd in O.OS ml 
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of 95\ cthanol, 1.35 µmol of NAD+ ar 1.35 µmol of NADI!, dissolvcd 
in S mM potassium phosphatc buffer, containing 1 mM E.DTA, 5 mM 
MgClz, 10 µM PMSF, and 7 mM 2-mcrcaptoctltanol, pi! 7.0. Tite rc
actions werc initiatcd by thc addition of appropriatc quantitics 
of thc cnzyme prcparation. Thc assays wcrc conductcd at 37°C far 
10 min in air undcr constant shaking in a Dubnoff-typc mctabolic 
incubator. Dlank incubations wcrc prcparcd without nuclcotidc 
cosubstratc as wcll as using cnz.ymc prcparations inactivatcd by 
hcating at 9SºC far 2 min. 

Enzymc rcactions werc stoppcd by thc addition of 10 valumcs of 
dicthyl cthcr; androstcncdione and tcstostcronc (50 \1g each pcr 
flask) wcrc addcd to thc mixture as carricr stcroids, and thc 
cxtractian was rcpeatcd twicc with 10 volumcs of dicthyl cthcr. 
Thc cxtracts wcrc poolcd and evaporatcd to dryncss undcr rcduccd 
prcssurc. Thc final rcsiduc was rcdissolvcd in 0.2 ml of ethanol. 
An a liquot of O. 05 ml was u sed to quanti ta te recovery and O. 05 
ml was chromatogrnphed on n O, 2 mm thin-larer sheet of silica gel 
60 F2 s 11 , in a solvent systcm of mcthylcne dichloridc :cthyl acctntc 
(80:20, v/v). The spots of the carricr stcroids wcrc visualized 
under ultraviolct light at 254 nm. Thc silica gel containing thc 
idcntified compounds was scraped out of thc thin-laycr sheet and 
transferred in to scintillation vials. 

For scintillation counting, 10 ml of a tolucnc solution, con
taining O.SI 2,5-diphcnyloxazolc and O.OS\ 1,4-bis(4-mcthyl-5-
phcnyl-2-oxaz.olyl)bcnz.cne, was. addcd to each vial. Radioactivity 
was dctcrmined using a Packard Tri-carb Liquid ScintillationSpcc
tromctcr (Modcl 3255). Tite counting cfficicncy far tritium was of 
60\. 

The amount of product was expressed in nmoles by dividing its 
radioactivity by thc spccific activity of thc initial substratc. 
176-hydroxystcroid dchydrogcnnsc activity was cxpresscd as nmolcs 
of product formcd pcr mg of pro te in pcr min. 

Protein conccntrations wcre dctcrmined by thc Coomassie bluc G 
dyc-binding tccltniquc of Brndford (12), with bovinc scrum albumin 
uscd as standard. 

Kinctic data wcre fitted to thc Michaclis-Mentcn equation and 
the corrcsponding parametcrs calculatcd according to Wilkinson 
(13). 

RESULTS ANO DISCUSS!ON 

Identi¡¡caUon 06 P1loduct4. Only onc radiolnbclcd product which 

comigratcd with tcstostcronc was formed from [3 111 androstcncdione 

in incubation mixtures containing ccll-frcc homogcnatcs of dog 

pancrcas and NADH. This compound was idcntificd as authcntic tes

tostcrone dcmonstrating constant specific radioactivity through 

rccrystallization with non-radioactivc tcstostcronc. Similarly, 

thc only radioactivc product obtaincd from [311] tcstosteronc in 

thc prcsencc of NAO+ was idcntificd as androstcnedionc by its 

mobi 1i ty on thin-laycr chromatography and rccrystall iza t ion wi th 

authcntic non-radioactivc androstcncdionc. Thc radioactivity rc

covcrcd as androstcncdionc and tcstostcronc on thc thin-laycr 

chromatograms avcragcd 93\ undcr the conditions uscd in thc pres-

378 



Vol. 152, No. 1, 1988 BIOCHEMICAL ANO BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS 

cnt study. No detectable radioactivc compounds wcrc formcd whcn 

heat-dcnnturcd homogenates of dog pancrcas wcrc employcd. 

Subc.ellulaJt. Loc.al..lza.t.i.on. Thc rcsults obtaincd on subccllular 

fractionation of thc homogcnatc are summarizcd in Table I. More 

titan 86\ of both oxidativc and rcductivc activitics of thc t7a

hydroxysteroid dchydrogcnasc, found in thc wholc homogcnatc, wcrc 

conccntratcd in thc mitochondrial fraction with a 4-fold incrcase 

in thc spccific activity. Thc r<'maining activity was found in thc 

particulate scdimcnt of ccntrifugation at 600 x g. Trcatmcnt of 

thc mitochondrial frilction with phospholipasc /\ rcsultcd in a 90\ 

dccrcasc of thc cnzymc activity and attcmps to solubilizc thc cn

zymc, using sonication as rcportcJ for the testicular microsomal 

17f3-hydroxystcroid dehydrogcnasc (14), wcrc unsuccessful. Thcsc 

obscrvations suggcst that thc enzyme is tightly bound to thc mcm

branc and its activity rclatcd to the mcmbranc structurc. 

Co6ac.toJL Requ.i1teme11t. 176-hydroxystcroid dchydrogcnase of <lag 

pancrcas appcarcd to be a NAD(ll)-spccific cnzymc. Androstencdionc 

was not rcducc<l by tite cnzyme when NADPll a t thc h igh conccntration 

of 2.0 mM was uscd ns cosuhstrate. Similarly 1 Ni\DP+ could not 

substitutc far NAO+ in thc reverse cnzyme rcaction far tcstos

tcronc. At a high fixcd conccntration of thc corrcsponding stcroid 

substrato (80 1iM), thc apparcnt Michaclis constants (Km) for NADll 

nnd NAO+ wcrc dctermincd to be 157 i1M and 315 iiM, rcspcctivcly. 

Bioconversion of stcroi<l substratcs coul<l not be dctcctcd in thc 

abscncc of addcd pyridint' nuclcotidc. 

Thc mitochondrial localization and thc NAll(ll)·spccificity of 

this cnzymc are in contrnst to thc microsomal localization and 

TABLE I 

INTRACEl.l.ULAR DISTíll!IUTWN or T\ 11: )7g·llYílRO:<YSTt:íl.Ot0 flEl!YílROGENASE ACTIVITY 

IN C,\Sl~E PASCREATIC Tissur: 

An1\rnstcn('(llrnc nct!tlC'tinn Tcstf'stcronc Oxldntion 

Spcciík Total Activitr SoccHic Total Activity 
acth'ity ncth·ity rccovcrcd 

SUbcellular Protcin Vohm 
(nrol .l'lin· 1m.if 1 ) (lml .min} Fraction mi:.ml mi (~) 

activity activity rccovcred 

(nr'Kll.min·
1

1:1g·
1

) (¡11!1)1.min) (\) 

lbmgenate 14.8 sos.o 0,081 o.6os 100.0 0.111 0.829 100,0 

Nu:lel 14.S so.o O.llJ.I 0,075 12.4 o.tso o.tos 13.0 

MltochonJria 37.8 45.0 0.317 o.539 89.0 0.420 o. 714 66.1 

Microscm: 38.2 u.o O.OZ7 0.011 1.8 o.ost 0.021 2.s 

Cytosol 11.3 380.0 º·ººº º·ººº ºº·º 0.003 0.012 1,4 
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~ 06 

L. 
j 

02 

thc NADP(ll) of thc testicular 176-hydroxysteroid dehydrogcnascs 

(14-16). 

~· Thc amount of either tcstostcronc or androstcncdionc 

produccd from thc corrcsponding substrates by thc mitochondrial 

fraction of dog pancrcas incrcnscd proportionatcly to thc pro

tein conccntrations of thc tissuc prcpnration (Fig.1a). In timc

coursc studics of thc rcductasc and oxidase functions of 17a-hy

droxystcroid dehydrogcnasc with a fixcd protein concentration of 

thc p<mcrcatic mitochondrial fraction, thc amount of the respec

tive stcroid product incrcascd linc3rly with time of incubation 

for at lcast 30 min (l'ig. lb). 

pff Vepe.ndc.ncy. Thc pll dcpcndcncc oí both, rcductnse and oxidase 

activities of thc pancrcntic cnzymc was cxamincd using thrcc dif
fcrcnt buffer systcms; O.OS M sodium acctatc, pll bctwccn 4.0 and 

6.0; O.OS M Tris-llCl, pH from 6.S to 9.0; and O.OS M glycinc-NaOll, 

pll from 9,S to 12.0. Thc optima! pll of thc cnzymc for nndrostcne

dionc rcduction was found to be at 6.0-6.5, whcrcas for oxidation 

of tcstostcronc it was 7 .s. Thc cnz.ymc rcaction was found to be 

reversible at n pi! bctwecn S.S and 8.S, with oxidation and rcduc

tion ocurring at approximatcly thc samc rate at a. pll of around 
7. O (Fig, Za), 

Te.mpe.11.atuJt.e. Ve.pe.nde.ney. Initial velocittfu'S· af thc cnz.ymc rcaction 

wcrc dctcrmincd at an incubntion temperatura betwcen ZOºC and 70ºC 

20 

Prote"corcen1roloenf1T19ml·'J lncubolicwllin11(111n} 

~~ªll/~d!~6 ~~~tt;,t~0~~~~i!i~~ ~~ re~~~~ ~~~~e~~~~ 
thc tcxt. Thc amoWlt of tcstostcronc (o-o) or an<lrostcncdionc (•-•) fonnc<l 
by thc mitochoiKlrial fraction wns plottc<l against protcin conccntration. 
(b): T.ime.-couMe. 06 p.'l.odue..t 6011mation w.W1 the. ptttCJLea.tic tl6.!iue. p!tepa!Ultion, 
lncuhations wcrc pcrfonnc<l with thc mitochondri.11 fraction (1.0 mg of protcin 
pcr flask} as dcscribc<l in thc tcxt, and thc amount of tcstostcronc (o-o) or 
:mdrostcnc<lionc (•-•) fonnc<l was plottcd ngainst incuh:ition time. 
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prcparation containing 0.4 mg of protcin pcr flask. Thc amount of tcstosteronc 
(o-oj or androstcnedionc (•-•) fonned was plotted. 

(Fig.2b). The apparent maximal reductive activity far androstene· 

dione was attained at 37°C, and maximal ratc for tcstostcronc ox

idation was achicved at 40°C. Both, reductivc and oxida ti ve ac

tivities rapidly dccrcascd at tcmpcratures over 40ºC until no en

zymatic convcrsion could be mcasurcd. 

Sub4t1tate. Satu11.a.tlon K.inet-i..c.IJ. Thc cffcct of increasing conccn

trations of androstcncdionc and tcstosteronc (in thc rango of 2.0 

to 80.0 µM), incubated separately, upan the initial velocity of 

pancrcatic mitochondrial 17a-hydroxysteroid dchydrogenasc is il· 

Iustrated in Fig.3. Thc apparcnt Km far an<lrostcncdionc was dcter

mined to be 9.5 ± 0.9 µM (SE) in phosphate buffer, pll 7,0 and 37ºC. 

º' 

'º 'º 60 ea 
Sub\l!alf uinc.enlrQllon!yMI 

~~~~~~s~!n~~ (~~~~~t~t:r~~~'t~.)~ ~~~~1~ ~~~~~~-
tlon of thc mitochondrial cnz)1llc pr-cp:i.ration was 0,4 mg m1· 1 • Full lincs urc 
corrcctcJ cutvcs givcn by thc canp.1tcr. Uach point rcprcscnts thc average of 
at lcast two assays. 
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Using tcstostcronc as a substrato, thc apparent Km valuc was 3.5 

'± O. S µM (SE) undcr thc same candi tions. Both, androstcnedionc 

nnd tcstostcronc yicldcd an idcntical Vmax valuc of 0.4 nmol mg- 1 

min- 1
1 agrt?cing with thc rcsults obtaincd in thc pH studics, in 

wh ich oxilÚi t ion and red u e tion occur a t thc same ra te a t a pH of 

around 7.0 (Fig.2a). 

Thc Km valucs cstimnted in thc prcscnt cxpcrimcnts Wl"rc of thc 

same arder of mngnitudc as those of the 17a-hydroxystcroid dchy

drogcnases of porcinc, rat, and human testes, which are physio

Jogically involved in the biosynthesis of testosterone (14-16). 

A!though the physio!ogical role of pancreatic 11a-hydroxysteroid 

dchydrogcnasc rcmains to be determincd, thc prcscncc of stcroid

transforming enzymcs supports thc hypothcsis that the pancrens 

could be an cxtragonadal site of stcroid hormones hiosynthcsis. 
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4°-311-HYDROXYSTEROID DEllYDROOENASE·ISOl!ERASE ACTIVITY 
IN CAHIHE PANCREAS 
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{Recetved in final fom. Hay ')1, 1990) 

~ 

coupled A~~~h1 !ter~id-!::)t}l-:~::::::~ar:iddemo~~~r~~~m;~~ 
the Ur!!t time in the pancroas. The enz)'ma complex wu 
assayed by measurin,¡ the converaion of pre¡rnenolone to 
proa:esterone aa well u ot dehydroeplandroaterone to 
androstenedione and !ound to be localir.ed primarUy in 
the m~tochondrhl fractlon ot do11 pancreiaa homo1einates¡. 
The A -r'- hydroxy:steroid dehydros:ena!le u:sed either NAD 
or NADP a:s co-:sub:strato:s, &lthou,¡h madmai actlvity waa 
ob:served with NAO~. In phosphate buffer, PH 7.0 and 
37•C. the aipparent Km value:s of the dehydroa:enase \fere 
6.5~ ± 0.7 J.iM for pre~rvmoione and 9.6L :t o.e µN for 
NAO , Th~, app .. ~re!nt Vma:M wa:s dctermined a:s O. 82 :t O. 02 
nmol mi.n mg • Undcr the aame con11t1on3 the Km. values 
tor dehydroep1ondrosterone and NAD were 3.3 :!: 0.2 1JM 
::: g::~ ~ ~:gt~~0re:r~p,t~~~t:· and the appe.rent Vmax 

Evldeince :!SUB(le,ting the involvdmi!mt of ahroid hormonea in 
the phydologlcal functiona ot the pancreaa hae been provided by 

~~=:~;!r:~!~ºr!n!;;!~: I~r~~~~;!~n, a~~e ~~!:~~~::a~: th~ve ateb:!~ 
measured in c::ell-free homogenates of human (nornr.al adult, tet•l, 
emd malignant) pancreatic th.sue (6), ltecent atudiea from thi• 
laboratory demonstrated an active 17f)-hydroxyateroid dehydro1•n•1• 
in m.ale doa pancreatic mitoc:hondrial preparations t.hat catalyr.ed 
t.he oxidoreduction between andro:stenodione and testosterona ( 9}, 
The above tindinH!S :!SUH'e.st that the pancreas could be a eterold 
hormones producin¡ ¡land. 

To whom correi!lpondence .should be addre~:sed. 
Tr(uíal 1\all\ilt• and abbr•u!'.atíon•: Pregnenolone, 3(1-hJdroxy-6-
precnen-20-one ¡ dehydroepiandrosterone, :J(1-hydroxy-6-androaten
¡ 7-one; pro1e1terone, 4·preanene·3, 20-dione: sndrostenedlone, 4 ... 
androstene-J, 17-dione: EOTA, ethylcnedhminetetraacetio acld¡ 
PMSr, phanylmethyhulfonyl tluoride. 
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A' -3-¿;: ~~:~~;!~~t1~~nr:r:!0rmp~:t.!:-~;~rdr~·1:~:ro;~~hw!~11 t~~ 
aterold hormon•a b1oayntheah. In mamnialian sterold prodyclna 
tieauea, thh at•p 1a catalyHd b1 the en&Jll• cotnplea l. -JJl
bJ'droxyaterold dehydrot1enaae [EC 1.1.1. 145) and sterold-A -
bOMr•a• (EC 5. 3. 3.1]. Dehydro1enation ia tJl'I Urat and 
rate-li•ltina at•p of the reactloo (10). 

Tha praHnt study waa performed to obta1n more lnforaatlon en 
tha atarold horuone blosynthet1c pathwaya in the pancreaa. The 
raaulta daaonatrate that cell-free preparatlona from do• pancr"a 
can readily form pro1enterona and androat1n1dlona frota 
praananolone and dehydroepiandroaterone, re11pt:1c~lvely¡ lndicatinc 
tbe preaance of the enzy1H complex b. -3P-hgdrox1•t•rold 
dehrdro1anaae-homeraae with activity towarda both A -3(l-hydro1ty
Cu and ~ aterolda. 

Hatarhh nnd Hetbod., 

R9q•nt•: (7¡.H<N))Preanenolone lapecific e.ctivity, 22.6 
Ci/mmol) and (1, 2- HlN) ]dehydroephndroaterone (apecUic actlvlty, 
43.2 Cl/imol) M•re purchaeed !'roin Nt1w Enaland Nuclear Corp. 
(Boaton, Haas. ), and rechromatoa:raphed on a Sophadex LH-20 column 
•a previoualy deacrlbed (9}. The radlochemlcal purity af the 
ateroida waa confirmad by aacendina: chromatoa:raphy on thln-layer 
alwnlna aheeta pre-coated with aillca gel Fa!M (E. Merck, 
Danna~adt,Genaany) ln the aolv~nt. ay:item chlarotorm:acetone (90:8, 
v/v}, 5-preanane-3, 20-dione, 6-androateno-3, 17-dione, and other 
non-radioactiva aterolda were obtalnad from Staraloida, Ino. 
(Wilton, N.H.} and recrystallizad prior to uae. Each radioactiva 
aterold aubatrate waa diluted with ita reapectlve non-radloactlve 
cryatalllne ateroid to obtaln appropr1ate !lpecific radloactlvlty 
for the anzyma aaaaya. 2-mercaptoethano1, pyrldlne nucleotldea, 
(NAD•, NADll, NADP•, NADPll), EDTA, PHSF, PPO, dlmothyl·POPOP, and 
Tri ton X-100 ware purchaaad trom Sigma Chemlcnl Co. (St. Louh, 
Ho.) ¡ Analyt1cal-a:rade solvent8 wera from E. Hercll and uued aa 
auppl1ed. Other chamlcale were of analytlcal-a:rade and obtalned 
froa standard suppllern, Delonlzod water Wll8 usad for 1111 aquaous 
aolutlonn. 

Ti••u. Pr•pa.ralion: Pancroata ot male mon¡rel doa:a wero 
lr.indly provided by the lnatltuto Nacional de Cardlolo¡l a Uth.lco, 
D.F.). Irnmedlately after tholr removal, a cell•free homo¡enate, 
altochondrial, microaomal, ond cytoaol fractions were preparod by 
dUferentlal cantrifu¡ation ae de11crlbed prevlously { 11), ulllna 
0.154 H KCl, 1 mH EDTA, 0,5 m.H PHSF, 7.0 mH 2-morcaptoethanol- as 
the ha11101enlzation modlum. All procedures wara portormed at 0-4•C 1 
and the aubcellular fractiona ware kopt at -20•C untU lncubatlona 
were atarted. 

AHay• o/ E'n21y!Nlt Le Acl t:ui ty: b.o:J ·3(1-hydroxyateroid de-
h,ydroaanaae-iaomaraaa actlvlty was dotermined by 111oaaurln1 th• 
converaion of preanenolone to proaeaterone a:i well as of dehydro
epiandroeterone to androatenedlone. Unlos8 otherwhe noted, •the 

!::~~tdº =~~=~~:t:on¡~~n~~ot~ ~O~~g~~ c;~i~~. 5 °~ 1Ñ~o·~l:6, O( H~ 
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potauium phoaphate buffer, containin1 1,0 mH IDTA. 1 0.6 1111 PKSJ, 
1, O mM 2-mercaptoethanol, pH 7, O, and approprhte protein 
quantities .ot - the pancreatio preparation. Inoubationa weH 
performed at 37•C tor 10 min under constant ahakinl in a 

· Dubnott-type rnetabolic incubator. The r,eaotiona ware atoppe~, br 
addin1 10 ml of diethyl ether. [ •c]Pro1eaterone or [ C]• 
androstenedione (25 µg¡ 3500 cpm) were added to tha mixtura, and 
the extraction was repaated twice with 10 volumea ot diethyl 
et her. The cornbined extracts were evaporated to dryneas under 
reduced preasure. The final residue waa aubmitted to thin layer 
chromatosraphy in a aolvent ayatem of ohloroform:acetone (90:8, 
v/v). The silica gel contninin¡ the steroida was tranaferred into 
acintUlation viah and the radioactivity quantitated in 10 ml of 
toluene:triton X-100 aolution (2:1, v/v) containin1 0.5X PPO and 
o.os~ d1methyl-POPOP (9). 

The amount of product WB!I expresaed in nmolea by dividinl ita 
radioactivity by the spt!lcific radioactiv1.ty ot the initial 
aubatrate. 

Steroid-homeraae activi ty was assayt!ld spectrophotometrioallr 
u:sing 5-pregnone-3, 20-dione or 5-.imdrostent!l-3, 17-dione aa 
aubstrate. Reactions velocities were calculoted from the inithl 
linear increaso of absorbence nt. 24B nm due to the 4-ene-3-
oxoateroid formation { 12). Sinco the rato ot isomerii:ation waa 
fanter than the ovorall renction, the rnte of formatlon of 
proa:esterone or androstenedlone from prosnenolone 01• dehydro
epiangro!lterone, respectively, reflectB the klnetics pr.,pertlea ot 
the /J. -39-hydroxysteroid dehydro1enase. The enzyme aotivity waa 
expresaed as nmoles ot product formed per min par mi ot protein. 

Protein concentratlons were determinad by the method of Lowry 
•t al. (13) with bovino serum albumln as a standard. 

Kinetic data were fitted to the Hichaelh-Henten equatlon and 
the correspondin¡ parametera calculatt!ld accordin¡ to the method ot 
WUkinson (14}. 

Re:mlt;s ond Dhcu:soion 

Id•ntt/icatton o/ Product•: Dioconversion of preanenolone or 
dehydroopiandroaterone wr 'J inveati¡ated in cell-free ho11101enatea 
ot pancreatic ti.!lsue in the preaence of NAD• or NADP• and the 
amount of radiolabelod metabolites produced efter a 30-111n 

!:~u~~;!~d ~~~;ºt•Hj;r:;::~~:~~e ºr;rt:e 
9;;:;:n::d~;ª:;;;:r :~·du~; 

NADP•. Thh compound comiaratcd wi th proses te ron e and was ahown to 
be 96X pure by ita spocUic rtSdiotSctivity through r•
crystallization with authent.ic proilt!lfterone. Androatenedione waa 

~~· on~~ mÑi~~p.l itRe::Y~dtuacleldizt;tºton [ ~í:~hy::;~:~:r~ro.11~~~~~~11!~: 
androatenedione indiceted that the product andro11tenedione waa 
over 95X pure. The radloactivity recovered as presnenolone end 
progeaterone or dehydroepiandroaterone and androatenedione on tM 
th1n-layer chromatograms averaged 95,BX and 93.7X, reapectlvel1, 
under the conditiona used in the prt!laent study. No detectable 
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radioactlv• coapound• ware toraed whan heat-denaturod homo¡enatoa 
ot do1 paaonaa ver• emplo1ed, 

Subcellular O(•lr(but(or\: Each aubcellular traction obtsinod 
br diff•r•ntlal oentrifu1ation wa:i incubated with preanenolone or 
dehydroepiandroaterone •• • aubatrate. and NAD• undar the a:i:iay 
aondltiona deaorlbed in aethods. Table I h a repi'eaentgtive 
•~rl' ot th• rHulta. Hore than aevanty percent ot the A -3()
hJ'd.rouateroid dehydro1enHe aotivity, fer both ateroid aubatratea 
tound in the vhole panor••tio homo1enate 1 waa aoncontratod in tho 
ai toohon<,lrial auapen•ion vi th the correaponding incroue in tha 
anaraatio apecifio aotivity, Tha re11ainin1C activity waa tound 
diatributed betwaan thÍI aicroaomal fracticn and the aadimontod 
partiolea atter centr1fu1ation at 600 xa {nuclei and dabrh), 

TAll.I 1 

llfTl.ACllLl.ULAI lllSTUllJtlOrt OP T!lll •'·lMí1bkOlYSTBklllb OUITbROCEMASll•ISOHBWll 

ACTIVITT IM CAMINll PAHClliATIC TISSUB 

., .... ~m:=·~:r ktbltr ai~m~= pe!qdrot~riro'ltiliitr 
UalJular ....... .:Utlt)' .c:tlflty ncm•nd .cllYltr .ctt'l'ltr t'KOl'•nd 

-"" - .. (l'Sll/aWlll) {.-il/aill) (\) (l'Sll/.W..) (.-illal.n) (\) .. _ .. u.s ..... o.n 1.u 100.a 0.11 1,15 100.0 
klel 11,l .... º·" 0,\1 "' o.u 0.14 '·' •tod•ild• JU 100.0 a.n 1.11 n.a º·" 1.34 76.S .. ~. .... u.a O.JI a.u ... ª'" o.n ... .,,_, 

'·' n1.o º·" º·" o.o '·" o.o 

Th• m1toohondr1al localization of the pancraatio b.ª-3(1-
hl'droayateroid deb7dro1enaae waa aoaewhat aurprhin1 oinco thb 
aotlvlt1 11 known to be a1111ooiated primarlly to tha microsomol 
fraot.ion ot ..... uan ateroido1anio t1aauea (16, 16). Bowever, in 
the huaan placenta, the enzymatio activlty h aqually dhtributod 
betwaen a1toohondr1a and mioroaomea ( 17, 10), and oubatantial 
aot1v1t1' haa bean aleo observad in the mitochondrial fraction of 
adrenala and ovariea (19,20). 

Th• •1toohondr1al pancraatio preparatioo could be atored at 
-20•C for at leaet two montha wlth llttle lou ot anzrme activity 
ud waa uaed in th• followin1 e:1Cperlmanta aa tho aource ot the 
•na,.., 

Co-•ub•tra.t• S¡»e(/(c(ty: Tha b.ª-311-hydroxyataroid de-

::1f::1::. ot 1t~:_~anÜ~~· ::• ~;/l ~0ou~¡veao~aª1 asco-a~~:~~~~~ 
:::-:!~!ª r!:a:r:. "~::1N~~,t~~,.~::.~:1i:; :h:'::ida~f::vª:i ::~~ 
ateroid 1ubatrate1, When the ate rolda aubatratea were incubated 
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aep•r•t•lr.t in the preaence ot NADP• ·ata oonoentration ot·0.2 aM 1 

the uou"nt of -pro•eaterone or •ndroat9nadione produced wa• only 
about 3• and 23X 1 respaotively 1 ot tV•t obtalned in the pr•aence 
ot an equimolar oonoet'tration of HAD • The~ ott'eot ot increaainf 
ooncentrationa of NAD (in the ran1e of O, 5 to 200 µH) or NADP 
(0, l to 16 mH) lo llluotrotod ln Fl•.1. Wlth a hl•h tlxod 

~~:::::~:tt~) 0:o:r:fg~n:~~n:ADJ•80we:~>d1etet~e1neªf Pt8:
0
b
0
at ;,~11°~··~~: 

µH and 2.44 :!: 0.22 ml1 1 reapeotively. UainC dehydroepiandroaterone 
aa a aubatrate 1 the apparent Km value tor NAO• waa 9, 63 :t 1, 6 µH 
and that for NADP• Wfa 0.23 :!: 0,03 mM. It ahould be noted that, in 
the preaenoe of NAD 1 the panoreatio en11ymo ah9wed a hl1her 
oxldat1on rate tor prernenolone, wheroaa, when NADP was uaed •• a 
co-aubatrate, a proferontlal oxldation of dehydroeplandroaterona 
waa observad, 

HAO• ~ !1b~f~:',,./,nea:::9Jr"tat co~~~~~~~~xY:{.r!~~ 
cWhydro6•na.a• at:thJ!ty. lncubatlona ware parformad for 
10 Jaln et 37•C ln 0.5 mM phosphate butt'er (pH 7,0) 1tth 
0,46 m1 of mlto¡hondrlal proteln, 60 µH ot [ HJ
praanenolona or [ HJdehY'drqeplandros~erone 1 and indl
oated ooncentratlona of NAD or HADP • "'fho uount ot 
proaaatarone (1--1) or androatenedlone (0 00 -0) produoed 
waa determinad aa dHoribed under "Haterhla and 
Hethoda... Eaoh polnt la the mean ot two to thr•• 
dete11111lnatlons. 

' . . 
Th• pancreatlo dehydro•enHe reeemblaa th• A 00 3(1-hydrox,. .. 

ateroid dehydroaan•ae• tro• other ateroldoaenio ~raana in ita 
nuoleotlde apeoltlolty and requir•aent tilr HAD for ••Ki••l 
aotlvlt,. ( 18 1 21). The Ka valuea tor HAD deteniln•d 1n 8 the 
preaent atud1 were alallar to thoaa reported tor the A -311· 

-·· hJ'droll)'aterold dehJ'dro&9naaea fro• huaan .. plaoenta (18,22) 1 .teatea 
(21,23), and adrenal 1landa (24,25) .. 
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IC(Ml te:•: Under the atandard enzfmo asaay condltiona 1 the 
uount of eithor pro1cister-one or androstenedlone produced from the 
correapondina aub11trate11 by the mltochondrhl preparation of do¡ 
panoreH lncreaaed proportlonately to the protein concentration 
up to 1.6 ma: (F1a.2a). In timo-courae atudiea wlth a fixed proteiñ 
conoentration of the mi tochondrial 11u:1pendon 1 the amount of 
proaeeterona produoed from preanenolono lncroased linearly with 
tia• of inoubation for at leaat 20 mln, Uainl dehydro
epiandroaterone •• • 11ubatrata, flrat-order onzyme kinetlca wera 
obtalned durln• an lnoubat.lon times up to 15 mln (Flg.2b) • 

.. ... 

l1a....Z.. {a) ~//•cL o/ proL•tn con.e•ntrat (on o/ tlw 
pancr.at(c "'ttochondr(al pr•parat(orur on t/w> •ynUw•L• 
of pro•••L•ron11 an.d andro•t•Mdton11. The indicated 
uount if the mi tochondri~ auapension Mas incubated 
with [ H]pregneno\one or [ H]dehydroepiandrosterone ( 60 
µM) and 1.5 rnH NAD. The ainount of pro¡eaterone (1--1) 
or androatenedione (0--0) produced, respectively, wazs 
detenined aa deacribed under "Hateriala and Hethoda". 
(b) Ttllli9-cour•• of product forma.Han wtth thlt pancr•at!c 
in( tochondr(al pr•pa.rat ton. lncubationa were performed 
with the mitochondrial auapenaion (1.14 mi of protein 
per flask) in the 11tandard enzyme aauy ayatem. The 
aaount of pro1eaterone {1--t) or androatenedione (0--0) 
produced waa plotted a1ainst incubation time. 

Ef/.et gl pH on Euy1110.t(c Actt\Jity: The pH depandence of the 
pancreatic ¿ -3(J-hydroxysteroid dehfdroa:enase aoti vi ty waa exam
inad in the ran10 froai pH 5.0 to 12.0, uainl threo dUferent 
buffer a1atoaa¡ 0.2 H aodium acetato, pH from 5.0 to O.O¡ 0.2 H 
Trh-HCl, pH betwean 6.5 and 9.0¡ and 0.2 H a:lycyl1lyoine-NaOH 1 

frot1 9.5 to 12.0, containinl 0.5 mH PKSF, 7 mM 2-meroaptoethanol. 
The optiaal pH of the en~yme for pre1nenolono ·waa· found to be at 
8.0 1 Mhereaa Mith dehydroepiandroaterone 88 a ISUbatrate the 
enayaatic activit.y increasad with incraaainl pH reachin1 .11n 
apparent plataau between pH 8. O and -g. 5. The enzyma reactioñ·-·for 
praananolona proceeded at approxi11atel1 the aame rate as t.he one 
for dehJdroap1androateron.• at a pH around 9.0. When pH waa 
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Jacreaaed 11bove 9.0, a hi•her reaction rata tor dahJdro
ep!androaterone w1111 obaerved {Fi•· 3a), 

E//•ct o/ T•"'pi9ratw-• on Enaymattc Act(uety: Inithl valoaJ .. 
ti•a ot the encym.e reactJon were detem1ned at an incubatlon 
tempt1rature between 20•C and 60•C (1'1•· 3b). Tl'le enavme eotivitl' 
•tor both ateroid aubatrete.11 inoreaaed wi th inoreH•• of 
temperatura up to 45•C, and rapidlF decreaaed at temperaturea 
exceedin• C5•C until no enzrmatic converaion could be ••aaured. 

,, 

'r 
J 
J 

.. !~•••c1' 

~ A!l-3(1-hydro>ty•t•ro(d dehyd.rod'•n49• aet(utty " a 
/un.ctton o/ (a) pH (b) h~ratur•. Incubatione were 
pertormed wi th the panoreat.io mi tochondrial auapendon 
containin• 0.44 m1 ot protain per tlaak, Other aHa!• 
oondltiona are daaoribed in tha text. (1--1), pro•••t•r-
one produced trom pre¡nenol ona; ( 0--0) 1 androatenedione 
producad troto dehYdroepiandroaterone. Each point 
representa the overaae ot two to three daterainaUona\. 

Sub•trat• Saturat fon Ktn.t tea: The attect ot incre .. ain• 
conoentrationa ot either pre•nenolone and dehydroapiandroaterone 
(in the ranae ot 0,5 to 80 µH), on the initial velocitF ot 
pancraatic rnitochondrial A!l-311-hYdroxyateroid dehrdroaen•a• h 

~i!~~tNAii'dº!~c!~:;!t1J~·1:p:h~:;~.:= :~:r::·1r;~01~f:e;t ,:, h;~ 
detel'1111ned to be 6.54 :!: 0.72 µl'f at pff 7.0 and 37•C. Uain• 
dehYdroepiandronterone aa a aubstrate, an apparent K9 ot 3. 3 .t 
0.23 µH waa calculated under the aa11e conditiona. Th• maxiaua 

~~~~o~ t~ .~~m:~~ ~~~2 p~e~~~~o~~~! ni~~!\ma<!p~Y::~::~:!~!f;~•rone waa 

The apparent Kn valuea detemined with the panoreatio 
11itochondrial preparation are siniibr to valu•• obtlined with 

~~:i1e~1:s~~~~vd~~;;:~:;:f !ª3eh;~ro:!::::~~::.a~~!~' t ::: h:!!~ 
placenta (26) and bovJne adrenal microaomea (27), 
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0,1 

100 200 3QO 40.0 50.0 60.0 700 BOO 

S11b1ttal1 COMtntiotlon l)IMI 

ZJ..L......J... Dl'.r.ct plot o/ tn!tl'.al u•locitl'.•• as a 
/unctí.on o/ •l.•ro(d •ub•trat• con.c:entratl'.on. Incubatlona 
ware pertorm.ed with 0.44-0.48 ma o:t mitochondrial 
proteln, and lncreaaln& concentration:s of pre¡nonolone 
or dehydroepiandroaterone. Proaeaterone (1--1) and 
androatenedione (0--0) produced were dotormlned 11!1 
deaoribed in tho text. Each point representa the meana 
ot at lHat three determinationa . 

.• The 411 -3()-hydroxysteroid dehrdro1enase-1eomeraao complex 
cataly&H an obl11atory atep in the bioaynthetic pathway:s of 
a tero id hermanea. Thla atudy demonatratea 1 ta pro se neo in canino 
panoreaa and aupporta the hypotheda that thh 1land could be and 
••traaonadal 111 te ot aterold hormones biosynthoaia. 
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