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RESUMEN. La transforinacién de esteroides mediante microorganismos es un
proceso bien conocide y aplicade en la produccion de precursores esteroidales
tales como el 4-androsten-3-17-diona (AT y el 1 4-androstadien-3,17-diona (ADD).
Estos compuestos son transformados quimicamente en diferentes farmacos. Las
micobacterias constituyen un grupoe importante en este sentido, particularmen-
te, los mutantes bloqueados en la degradacién del anillo central esteroidal. La
cepa NREL B-3683, se emplea fundamentialmente en la produccién de ADD a
partir de sustratos como el colesterol. Sin embargo, estudios recientes indican
la posibilidad de obtener tostosterona en un medio enriguecido con dextrosa,
Sobre la base de estos trabajos, el objetive de cste estudio fue evaluar la obten-
c1én de testosterona mediante la cepa Mycobacterium sp. NRRIL B-3633 y una
cepa derivada de la anterior (Ex-4) por mutagénesis quimica, en un medio sali-
no que contenia diferentes concentraciones de glucosa y colesterol comno sus-
trato biotransformante. Los resultados dermnostraron gue la presencia de gluco-
sa en las condiciones estudiadas, favorece la praduccidn de ADD o testosterona.
Las cantidades de esta Dltirna variaron con la concentracion de glucosa y los
mayores rendimientos se obtuvieronal 2y 4 % .

ABSTRACT. The steroid transformation by microorganisms has been a well
krnown and well established process for the production of suitable intermedi-
ates as the androstane series: androsia-4-ene-3,17-dione (AD) and androsta-1.4-
diene-3,17-dione (ADD). These products were converted into clinically impor-
tant drugs. Mycobacteria are an important group, especially the mutants bio-
chemically blocked for not degrading the steroidal nucleus. The strain of Myco-
bacterivm sp. NERL B-3683 is mainly used to produce ADD from cholesterol
substrates. However recent reports describe the festosterone formation when
the medium is supplemented with dextrose. Based on it, the purpose of this
study was analyze the testosterone production by Mycobacterium sp. NRRL B-
3683 and a new strain mutant of it (Ex-4', in a saline medium supplemented
with glueose and cholestere! as a biotransformating substrate. The resulis
showed that the glucose favors the ADD production of testosterone. The amounts
of this product changed with the glucose increase in the medium. The higher
values of testosterone were at 2 and 4 % of glucose.
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INTRODUCCION

Actualmente, Tos Hirmacos oste-
rondales se encuentiran eotre los doe
Mayor Consumao y ¢ emplean coumo
antinflamatorivs, anticonceplivos,
diuréticos, contra (Lmoraciunes -
lignas y en enfermoedades cardiovas-
culares !?

Estos farmacos se logran prodo-
¢ir a parurde precursores estevoidie
les avanzados del Lipo anddrostanios,
que pueden ser oblenidos paor via
quimica, microbioldgica o por comn
binacién de ambas " utthiznindo
como materias primas esterodes do
origen animal como ol colosterol o
vegetal como ¢l sitosterol, campes-
terol y estigmasters! prosentes en-
tre otros, en la fraccidn wnsapoimii-
cable de la cera de la cana de azi-
car®

Arthrobgcter sumpler, Nocardig
coralling y Mycobacteriuin sp. scone
cuentran dentro de los microorga-
nismos que han sido estudisdos pan
obtener precursores Lan importantes
como el 4-androsten-3,17-dicin (ALY
yvel l4-androstadicndicen-3,17-diagna
(ADD).

Las cepas de Mycobacteriunm sp.
NRRL B-3683 v lu Ex-4. obtenda do
la anterior por mutagChesis quinnm
ca con nitrosoguaniding Inotranstor
man el colesterol o ADD tundamen-
talmente, Sin embargo, en 1982
Wang y col" ! analizoron {a capaci-
dad que tenia la cepa B-3883 de pro
ducir testosterona ¥y A tostasteroni
a partir del colesternl, sitosterol v
estigmasterol en prosencia doe dox-
trosa. Sobre la base de este trabogo,
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=¢ evalud la influcencia que ¢jeree la
adicion de glucosa en la produccién
de testosterona., a partir del coleste-
rol en un medio saline propuesto por
Karlsson y col ¥ mediante las cepas
Muycobuctewnin sp NRRL B-3683 v
Ex-1.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

. PR PERTET " 1. Frziws
el DTTIPRCAVGI as USpas U‘J‘!J'

cobucteriton sp. NRRL B-3683 y Ex-4,
obnenida en el laboratorio a partir
de la primera.

Ambays cepas biotransforman ol
colestero] fundamentalmentea ADD.

Condicienes de cultivo y bistrans-

Foimianon v shoae

1GTINAacion

Colonias puras de las cepas cul-
tivadas en agar nuinente {OXOID)
s¢ subcultivaron en 8 g/l de medio
caldo nutriente enriquecido (CN+)
con gltcercl al 8,5 %, myoinositol al
0.1 % extractode levaduraal 0.1 % y
Tween BD al 07 %, durante 48 h a
200 vimin v 30°C Transcurrido este
tiempo, los cultivos se centrifugaron
a 8400 r/min durante 1§ min y se la-

raron con disolacian agua-Tween 80
al 0.7 % {piv).

El medio de cultivo utihzado para
la biotransformacion fue el propues-
to por Karlsson y col. (medio MKy
{tuve 1a composicion siguiente:

Fuenie de carbono, 20 9%
(NH,S0,, 0,1 %; Fe50, - 1L,0, 0.002 92
M;,SO 0.01 %, CaCl 0,001 %;
[\H_PO 0,15 %, I{HPO 04%

L ensayos de blotransforma—
éptica d 1,0 ¥ los de crecimiento a
oira de 0.1 a una A = 420 nm en
erlenmoeyers de 250 mbL con 30 mL
respectivamente de medio. Después
se apitaron a rozén de 200 v/fmin, a
30 C y duranie 6 d . Se realizaron
ties réplicas por experimenta.

Como sustratos se emplearon, co-
lesterol, AD vy ADD purificados, a

una coneontroceisdn doo 1 T
e LifRIR LTI alaiind R 2 i,

pendidos en Tween 40 a1 15 % enre-
lacion 1:3, esterilizados ¥y homoge-
neizados en bano ultrasénico.

wyularon 2 unz densidad

|= RO L pR 1 8 L1 ¥

o e
HE=t ey

Extraccion y determinaeion cuan-
titativa del ADD, AD y 1a testoste-
rona

Una vez transcurrido el tiempo
de [ermentacion, los cultivos sees-
tevilizaron en autoclave, La ADD,
AD y la testosterona se extrajeron
dos veees con 2 mL de acetato de
otilo. La determinacién se realizéd por
cromatogralia hguida de alta reso-
lucidon sceglin el método propuesto
por Pérez v colaboradores, 34

El crecimiento de la cepa se ana-
lizd por el método de masa seca
gravimétnea (MSG) 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el [in de estudiar ¢] clecto
que gjerce la glucosa en estas ce-
pas, se analizd el crecimiento en au-

sencia de colesterol Yy rslnr'ncn ol ey

(Tabla 1}

En ambos casos. el crecimiento
resulto muy pobre, 1o gque hivo pen-
sar que aparentemente este azucar
1o es una buena fuente de carbo-
no para estas cepas.

Teniendo en cuenla esle anali-
s18, s¢ estudio la biotransforma-
cién del colesterol por las cepas
Murohooteriam a3 MNRRIT R.2AR7T 1

S LML LTI AR L RN PR i b0 el

E‘.x—4 en un medio salino {MEK) con
diferentes coneentraciones de glu-
C{ISE.

Al emplear 82; 0,3 v 049 de

glucoss pon 1o pang B-16883
gIUuC0osE Con I fepa GGG, O

ducto mayoritario resulté ¢l ADD.
mientras queceon 0.5; 2: 4 v 8 % so
forma testosterona en cantidades
considerables (Tabla 2). Al introdu-
elr mayores concentraciones del
azacar(8 y 10%:) aparcniemente, su

2l T
BrC

Tabla 1. Medicidn del erecinuento de las cop

exeeso vuelve o [avorecor la pre
duccion de ADID. s por esto quie se
pensd en 1y posibilidad de oncefecto
regulatorio de la gluvosa en oot
vaewdn o inbibicidn de alpnmn vinc e
conocida por Ly coal se dorma testos
terona o parin del colesteral.

Tomando como relerencia las poe
sultados anterores teepo B38HED we
ensayaron las concentracionoes Jdo
glucosa g partir do lis evalos se for
ma la testosterona. en o copa Bx

Seobserve que o 052400 e
glucosa, s¢ acumulan cantidades cony-
siderables de testosterono CTablaly A
concentlraciones de G v 10 % nu e
forma ningan productoa dierenci
de la copa B-36HE CTabia

La rosouests o
| ] spuesta o

P T O
EREES LR A

et
cepa a las distinlas concenleiones
de glucosa empleadas conrespecto
a la coepa de origen porcer halwer exe
tado asociada al Tenotipo de Ty oo

P
LR ATE LR TR IR LA

iiidiin
das por la mtrosopuiindimg, tio ol
tante, se corroboro Lo posilaldiad del
electo bioquinuco de i glacosa
Para disminuir o] periodo de o
cubacion de eslas cepas dumnte o
biotransformacion » logrin mepores

as Mycobacrterinm sp. NRIKLL 13

3682 y Ex-4 en un medino de sales v glucosn ol 2% por ol mdtodo e i nees
gravimeétrica.
Cop Selinsin Secin Bt e
I
MK+ Twieen 80 AR 0 pluriea
B-3683 0874 1 [N
Ex-4 1.043 4 1. i

Tabla 2. Biotransformacion del colesterol en medic MK por Lo eopa My
bacterium sp. NRRL B-3683 con diferentes concentraciones Je pluvos,

Varianile AL AL B LTS TS SR e
eh

Sin glurosn 35,50 Xt -
02 18,48 R4
0.3 18,55 800

.4 JLED A7 140t

0.5 42t 17 .8 1 aue

2,0 0.57 1347 i 1L

4,0 097 4.681 BN

6.0 4,345 .00 16,47
8.0 13.86 4 H
10,0 39.80 IR
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rendirnientos, se determind la pro-
duceion diaria de testosterona. (Fi-
guras 1y 2).

A log 3 d ze formdé ADD funda-
mentalmente, mientras que a los 4
vy 5d aumentaron bruseamente las
cantidades de testosterona al mis-
mao tiempo que descendian las de
la primera. Esto hizo pensar que
o latransformaciton de ADD en AD
v de este en testoslerona es tan ra-
pida que no se aprecia o que la trans-
formacién de ADD en testostero-
na ecurre por una via no conocida.
A lus 6 d disminuyereon un poco la
concentracion de tesiosterona. Se
pudo notar que todoe el tiempo las
cantidades de AD se mantuvieron
constantes.

Los mejores rendirnientos de tes-
tosterona se obtuvieron alos 5d .

Tenicndo ¢n cuenta estos resul-
tados, se decidio utilizar come
gustratos biotransformantes z las
ADD y AD purificadas, " en pre-
sencla y ausencia de glucosa al 2 %,
con la cepa B-3683 por ser la
parental.

Se comprobd que el colesterol
sin glucosa produce ADD y con glu-
cosa, testosterona en cantidades
considerables {Tabla 4). La ADD
como sustraio ¥ la giucosa, forman
ADy lestosterona, mientras que sin
la glucosa s6lo se forma AD.

Aparentemente con AD como
substrato, na se favorece ninguna de
las reacciones de biotransformacién.

Estos resultados indican la posi-
bilidad de que exista una via ng co-
nocida para la formacion de la tes-
tosterona a partir del colesterol y
glucosa, 0 que en prescncia de glu-
cosa se mantfieste un efecto de com-
petencia de esta fuente de carbono
con el sustrato estercidal por el acep-
tor final de log eguivalentes de re-
duceidn, la cadena respiratoria, im-
pidhendo que se produzean reaccio-
nes de oxidacion (como la deshidro-
genacion) v se favorezcan las de re-
duccidn (formacidn de testostero-
naj.'t

CONCLUSIONES

La presencia de glucosa en las
condiciones estudiadas, faverece la
produccién de ADD o testosterona
por las cepas Mycohacterium sp.
NRRL B-3683 v Ex-4.

La formacion de testosterona on
el medio de cultivo estudiado (MK},
tiene lugar a partir deun 0.3 % de
glucosa.

Con las dos cepas los mayores
rendimientos de testosterona se ob-
lienen con 2 y 4 7% de glucosa.

Tabla 3. Bictransformacion del colesterol por la cepa Ex-4 enmedio MK v dite-
rentes concentraciones de glucosa,

Variante AlD A
TR
Sin gluarasa 34,80 2,01
0% 0.9 G i
2.0 0.87 363 T
10 047 B o I
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Fig. 1. Variacion de la concentracién de ADD y festosterana vn el Toanpes g 1
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Fig. 2. Variacidn de la concentracidn de ADD y testosteruna on ef trempn. Cepa

Tabla 4. Biotransformacién del colesterol, AD y ADD miediante la vepu
Mycobacterium sp. NRRIL. B-3683.

Sustratos ADD AD Testmte 1o

(mg} i a -
Colesterol sin glucosa 15.40 1.53 o
ADD sin glucnsa 15.40 HR R
AD sin glucosa 1.04 24,84
Colesterol + glweosa 2,33 T B _H_.:’» .
ADD v gluvnsae 7.50 554 7
AD + glucosa 1.11 21,83
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La mayor cantidad de testoste-

rona se produce alos 5d.

La ADD y el colesterol como

sustratos biotransformantes en pre-
sencia de glucosa inducen la forma-
ci6on de testosterona y AD.

La AD como sustrato biotransfor-

mante en presencia y ausencia de
glucosa no favorece ninguna de las
reacciones de biotransformacion de-
seadas.
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