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RESUMEN. Se estudiaron algunas propiedades de la esteroide
1,2-deshidrogenasa de la cepa Mycobacterium fortuitum ATCC
6842. Se determind la constante de Michaelis-Menten, asi como la
temperatura y el pH 6ptimo de la enzima, su estabilidad térmica, la
proteccion a su degradacion proteolitica y el efecto de varias sus-
tancias sobre su actividad enzimdtica.

ABSTRACT. Some properties of steroid 1,2-dehydrogenase of
Mycobacterium fortuitum ATCC 6842 strain were studied.
Michaelis constant and optimum pH and temperature were deter-
mined. Temperature stability, protection against proteolytic degra-
dation and the effect of several substances on enzyme activity were
also studied.

INTRODUCCION

La biotransformacién de compuestos naturales tales
como los fitosteroles de la cafia de azucar, constituye una
forma de obtencion de precursores esteroidales de interés far-
macéutico, entre los que se encuentran el 4-androsten-3,17-
diona (AD) y el 1,4-androstadien-3,17-diona (ADD).

A pesar de que no esta definida la ruta metabdlica de
ese proceso, se conocen dos enzimas que intervienen en
reacciones fundamentales que inician la modificacion de la
estructura ciclica de los esteroles: la esteroide 1,2-deshidro-
genasa y la 9-hidroxilasa. La primera es la enzima que con-
vierte el AD en ADD mediante la introduccion de un doble en-
lace entrel os carbonos1y2d el anillo esteroidal.

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar algunas
propiedades de la esteroide 1,2-deshidrogenasa de Mycobac-
terium fortuitum y realizar un estudio cinético preliminar, que
comprendié la determinacion de la constante de Michaelis-
Menten (Km), asi como la temperatura y el pH éptimo de la
enzima, su estabilidad térmica, su proteccion a degradacion
proteolitica y el efecto de varias sustancias sobre su actividad
enzimatica.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

S1e utilizd la cepa de Mycobacterium fortuitum ATCC
6842.

Condiciones de cultivo

Se emplearon erlenmeyersd e2ld ec apacidad que
contenia 600 mL de medio con la composicion siguiente:
caldo nutriente 8 g/L; glicerol 5,0 g/L; Tween 801 ,0 g/L; ex-
tracto de levadura 1,0 g/L; mezcla de fitosteroles 200,0 mg/L .
La mezcla de fitosteroles fue afiadida disuelta en dimetilfor-
mamida partiendo de una solucion concentrada (40m g/mL).
Cada erlenmeyer fue inoculado con 60 mL de un precultivo in-
cubado durante 72 h en el mismo medio.

Preparacion del extracto enzimatico

Las células fueron separadas por centrifugacion a
9 000 r/min durante 15 min, lavadas con solucién amor-
tiguadora Tris 0,1 mol/L, pH 8,8 y resuspendidas en la solu-
cién amortiguadora en una proporcion 1:2 (P/V). La ruptura de
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las células se efectud por sonicacion durante 10mi n,
separando el extracto crudo del residuo sdlido por centri-
fugacion a 16 000 r/min durante 30 min . El extracto se dializo
con la misma solucion amortiguadora durante 24 h, después
de ser concentrado con polietilenglicol 4000. Todo este
proceso se realizé a 4 °C.

Analisis del contenido de proteinas

Se determiné la concentracion de proteinas en las mues-
tras por el método de Lowry, empleando la albumina de suero
bovino (AB) como patron.

Actividad enzimatica esteroide 1,2-deshidro-
genasa

Se aplicé un método colorimétrico utilizando el 2,6-diclo-
rofenolindofenol como aceptor electronico, en el cual se mide
la disminucion de la absorbancia como consecuencia de la re-
duccién del indicador.®

A pesar de que las muestras fueron dializadas, aun con-
servaban cierta actividad inespecifica, factor que se eliming
permitiendo la decoloracién del reactivo después de afadida
la muestra, hasta la estabilizacion de las mediciones de ab-
sorbancia (aproximadamente 2-3 min). A partir de ese mo-
mento, se anadié el AD disuelto en metanol, considerando
como densidad optica inicial el primer valor obtenido después
de la adicion del sustrato. El coeficiente de extincion molar del
2 6-diclorofenolindofenol fue de 21 000.#

Una unidad de actividad enzimatica se define como la
enzima necesaria para transformar un nanomole de sustrato
por minuto.

El calculo de la Km, se realizé mediante el programa de
computacion EZ-FIT, del Dpto de Productos Médicos, E.I. Du
Pont de Memours y Co., version 1.1, 1988

Estabilidad térmica de la enzima

La estabilidad del extracto enzimatico se estudio preincu-
bando la muestra a diferentes temperaturas entre 25 y 67 °C
durante intervalos de tiempo entre 0y 60m in, después de los
cuales era enfriada rapidamente a 0 °C para el anélisis poste-
rior de la actividad enzimatica.

Proteccion a degradacion proteolitica

Se hicieron experiencias preincubando la muestra por
periodos mas largos a temperatura ambiente con y sin inhibi-



dores de proteasas. Los inhibidores usados fueron acido e-
aminocaproico al 0,5 %, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
0,5 mmol/L (FFMS) y el INPROT 100 U/mL (inhibidor de am-
plio espectro de accién, que fue suministrado por el Depar-
tamento de Bioquimica de la Facultad de Biologia, Universi-
dad de la Habana). Ademas, se estabiliz6 la enzima con al-
btimina de suero bovino (AB), al 0,2 % .

Efecto del pH y la temperatura sobre la activi-
dad enzimatica

Se determind la temperatura éptima de reaccion entre 18
y3 5 °C a pH 9,0c on solucién amortiguadora de pirofosfato
de sodio 0,1 mol/L . Para analizar la influencia de la concen-
tracion de iones H*, se emplearon las soluciones amor-
tiguadoras siguientes: fosfato de potasio pH 5,8-7,6; Tris-HCI
pH 7,2-8,8 y cloruro de amonio pH 8,4-10,7. La fuerza ionica
de estas soluciones se mantuvo constante.’

Para realizar estas experiencias cambiando el pH de la
reaccion fue necesario aumentar la concentracion del 2,6-di-
clorofenolindofenol, ya que al aumentar la acidez del medio
ocurria un incremento de la degradacion inespecifica del indi-
cador redox.

Efecto protector de algunas sustancias sobre la
actividad esteroide 1,2-deshidrogenasa

Se probo la accion de algunos agentes quelantes e in-
hibidores enzimaticos, asi como de iones metalicos sobre la
enzima. Estos fueron afadidos a una concentracion final de
1 mmol/L .

RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion de la concentracion inicial de sus-
trato (AD)

Al incrementar la concentracion de AD desde 0,1.10%
hasta 5,0.10% mol/L se encontré gue la enzima presentaba un
comportamiento acorde con la ecuacion de Michaelis-Menten.

La figura 1 muestra la influencia de la concentracion de
sustrato sobre la velocidad inicial de reaccion
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Fig. 1. Representacion grafica de la influencia de la concentracion
de sustrato sobre la velocidad inicial de reaccion segun la ecuacion

de Lineweaver-BurkLineweaver-Burk. Sustrato AD.

Se obtuvo un valor de Vm y Km de 6,46 y 1,96.107°
mol/lL respectivamente. Este ultimo, resulté ligeramente
menor que el reportado por Wovcha y col. para esta misma
cepa (5.10° mol/L). Estos autores sugieren la existencia de
multiples esteroide 1,2-deshidrogenasas cuyas cantidades re-
lativas pueden variar al cambiar las condiciones de cultivo y
que difieren en sus propiedades fisicas y cinéticas, lo que
puede ser la causa de esta diferencia.
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Termoestabilidad

Los ensayos de termoestabilidad realizados entre 25 y
67 °C, empleando como sustrato el AD demostraron que des-
pués de 5 min de incubacion a 47 °C la enzima retiene el
60 % de la actividad enzimatica inicial. Ademas, que a 25 y
30 °C, no hayp érdida de actividadd espués dethd ei ncu-
bacion y que a 37 °C solo pierde el 20% de ella. Estos resul-
tados concuerdan con los de Wovcha y colaboradores. '

La representacion semilogaritmica correspondiente
(Fig. 2) muestra que a 47 °C se produce un cambio de pendi-
ente en la recta de inactivacion térmica obtenida. A 56 y
67 °C, después de 10mi n de incubacion no se observa este
efecto porque se produce una pérdida total de actividad en
poco tiempo (10mi n aproximadamente). Este cambio en la
pendiente pudiera estar relacionado con la presencia de mas
de una forma enzimatica, es decir, que se producen al menos
dos formas diferentes de la enzima. La existencia de dos ac-
tividades esteroide 1,2-deshidrogenasa ha sido reportada an-
teriormente para esta misma cepa.
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Fig. 2. Termoestabilidad de la esteroide 1,2-deshidrogenasa
de Mycobacterium fortuitum ATCC 6842.

Para periodos de incubacion mas largos a temperaturas
bajas (Fig. 3) se aprecié una pérdida de 50a 60% de activi-
dad en s6lo2 4hym as del7 0%al as 48ha2 3 °C.E ngen-
eral, al aumentar la temperatura, la actividad disminuye ain
en condiciones de refrigeracion, lo que dificulta la manipu-
laciénde la enzima en procesosque consumanmas de 1-2h .
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Fig. 3. Inactivacién térmica de la esteroide 1,2-deshidrogenasa
de Mycobacterium fortuitum ATCC 6842.

En presencia de agentes estabilizantes solo se obtu-
vieron resultados positivos parciales con la AB, al retener la



muestra, un 20 % mas de la actividad enzimatica al cabo de
24 h de incubacién a 23 °C (Fig. 4).
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Fig. 4. Proteccion de la enzima a la actividad proteolitica
por la adicon de inhibidores de proteasas y agentes estabilizantes
la esteroide 1,2-deshidrogenasa. Sustrato AD.

De los inhibidores de proteasas ensayados el tinico que
resultd efectivo fue el INPROT, pues retuvo aproximada-
mente, el 90 % de la actividad después de 48 h de incubacion
(Fig. 4).

Este hecho indica que la disminucion producida de la ac-
tividad enzimatica durante el proceso de incubacion, es con-
secuencia de una degradacion proteolitica de la enzima.

Influencia de la temperatura sobre la velocidad
de la reaccion

La temperatura optima para la reaccion de la esteroide
1,2-deshidrogenasa con el AD fue de 23 °C (Fig. 5).
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Fig. 5. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccion
enzimética de la esteroide 1,2-deshidrogenasa. Sustrato AD.

En enzimas procedentes de otros géneros y especies de
bacterias, también se han encontrado temperaturas optimas,
las cuales han resultado mas bien bajas: para Nocardia rho-
docrous y Nocardia opaca IMET 7030 se reporta 30 °Cy
28 °C respectivamente.®
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Efecto de la concentracion de iones H* sobre la
actividad enzimatica

Manteniendo la temperatura constante (25 °C) se en-
contré que el pH éptimo aparente para esa reaccion esta en-
tre 8,0y 9,0(F ig. 6). Este valor se encuentra en el mismo
rango que el reportado para la esteroide 1,2-deshidrogenasa
de Pseudomonas testosteroni’ .es decir, en condiciones fran-
camente alcalinas.
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Fig. 6. Determinacion del pH dptimo de la esteroide 1,2-deshidro-
genasa. Sustrato AD.

Actividad esteroide 1,2-deshidrogenasa en pre-
sencia de inhibidores enzimaticos

La actividad resulté totalmente inhibida por Co®*,C u®*,
Mn?* H g%*,F e®*,F e** y casi totalmente por Zn?* (Tabla I).

TABLA |
Efecto de algunos iones e inhibidores sobre la actividad
de la esteroide 1,2-deshidrogenasa

Compuesto Inhibicion (%)
CoClz.6H20 100
NiSO4.7H20 0
PbSO4 0
MgSO4 0
CuS04.5H20 100
MnS04.H20 100
FeS04.7H20 100
Fe2(S0a4)a 100
ZnS04.H20 80
KCI 79
NaCl 0
HgCl2 100
oo-dipiridil 31
EDTA 0
KCN 0

El resto de los iones o sustancias probadas tuvo poco o
ningun efecto sobre la enzima, entre ellos, algunos inhibi-
dores enzimaticos universales como el cianuro de potasio y
otras sustancias de alta afinidad por metales. El ao-dipiridil y
el EDTA (agentes guelantes) no actuaron sobre la esteroide
1,2-deshidrogenasa.

El Hg2+, un ién con una alta afinidad por el azufre inac-
tivd totalmente la enzima, lo que permite suponer que en la



estructura molecular de la proteina existen grupos SH o puen-
tes disulfuros esenciales para su actividad enzimatica.

CONCLUSIONES

Fue convenientemente caracterizada la esteroide 1,2-
deshidrogenasa correspondiente a la cepa Mycobacterium
fortuitum ATCC 6842

Se demostré que la albimina de suero bovina actua
como un agente estabilizador de la actividad de esta enzima.

La pérdida de su actividad enzimatica durante la incu-
bacion resulta una consecuencia directa de la degradacion
proteolitica que experimenta en esas condiciones.

Los iones Co%*,C u®*M n?* H ¢°"F €' F & yz n*",
tienen un marcado efecto inhibidor de la actividad esteroide
1,2- deshidrogenasa.
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Esta enzima presenta en su estructura molecular grupos
SH o puentes disulfuros los cuales resultan esenciales para
su actividad enzimatica.
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