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RESÚMEN 

La Clobulina Transportadora de Hormonas Sexuales <SHBC) es una 

glicoproleína dimérica, del grupo de las /l·globulinas, que es sintetizada en el 

hígado y secretada a la circul.1ción general. en donde une y transporta a las 

hormonas rstcroidcs tcstostcron.1 y cstr.1diol. [sta prot('ín,\ ha sido purificada a 

partir de suero de mujeres embarazadas, y sus caractcrísticds fisicoquímicas 

funcionales han sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, queda aún mucho que 

í·5tudi.:1r p.ua ccmprcr.dcr el ~ignific.1dc bio!óg!cc rcmp!C'tc- dC' !a 5HBG, ya i::p.tf? ~(' 

le ha \isignJdo mjs de un.i función biológica import.rnlP cJpnfrn dP la fisiologfcl de 

las hormonas sexuales, como son la de transporte }' protección de las hormonas 

cstcroidcs, .rn1ortiguador de !.is conce11tr.icio11e~ de hurn11111,1 liUre en el plasma, 

agente regulador del bal.rncl' andrógcnos-estrógenos, vector diferencial de las 

hormonas testosterona y estr.1diol en los diferentes órganos y tejidos, transportador 

específico de dichas hormonas a sus células blanco víJ un receptor específico de 

mcmbran.1, y alguna función biológica indcpcndiente de las hormonas esteroidcs 

pNo influenci.1d,1 por éstos. 
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Actualmente se llevan a cabo múltiples estudios para profundizar en el 

conocimiento de las propiedades fisicoquímicas y funcionales de la hSHBG 

utilizando diferentes enfoques, como los an~lisis de sus homologías con otras 

proteínas de función conocida, los f:'studios dínicoc; en los que se asocia alguna 

patología con cambios en la estructura ó concentración de la hSHBG, 6 los estudios 

a nivel de biología molecular con los cDNAs de la hSHBG. [n el presente trabajo, 

la herramienta que se utilizó para ampliar el conocimiento sobre la hSHBG fue el 

estudio de mutaciones ó variantes genéticas en dicha molécula. 

La existencia de polimorfismo genético en las proteínas es un fenómeno 

ampliamente distribuído en los seres vivos, encontrándose en los seres humanos 

gran cantidad de ejemplos, como los polimorfismos encontrados en el sistema de 

antígenos de histocompJtibilidJd (1 JL,\i, en los grupos sanguíneos ABO, en el 

sistema Rh de la sangre, en los si~temils enzimáticos (isocnzim.:is), así como en 

algunas protcfn.is tr.rnsport~1doras, corno la Globulin.i Tr.insportadora de 

Corticoesteroides (CBGI, y la Globulina Tr.insportadora de Tiroxina iTBGi. 

El objetivo del presente trabajo fue el estJblecimiento de la existencia 

de polimorfismo gen1'lirn dP la molécula de la Globulina Transportadora de 

Hormonas Sexuales en el suero de una muestra representativa de la población 

mexicana, desde el punto de vistJ de sus propiedades de carga en un sistenM de 

isoelectrocnfoquc, así como las bases de su transmisión genética y sus 

repercusiones en las propied.-ides fisicoquímicJs y funcionales de la hSHBG. 

la búsquedJ de l.:is variantes genéticas se llevó a cabo rncdi.mte el 

sometimiento de las muestras de suero dcsializadas ,, un sistema de 
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isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida en tubo y en placa. Por medio del 

si~terna de isoclcctroenfoquc en tubo fueron analizadas 250 muestras de suero de 

individuos adultos mexicanos de ambos sexos, sometidas previamente a un 

tratamiento con ncuraminidasa con el objeto de eliminar los residuos de ácido 

•i~lico de la molécula de la hSHBG. Sin embargo, por medio de esta metodología 

no fue posible demostrar la existencia de variantes genéticas en el punto 

i.aeléctrico de la hSHBG, por lo que •e utilizó el sistema de isoelectroenfoque en 

placa seguido de inmunotransfercncia a papel de nitrocclulu:ul. 

Por medio del isoclcctrocnfoquc en pl.ica fueron analiiados 110 sueros 

de individuos adultos mexicanos correspondientes a 55 matrimonios, también 

previamente trJtados con ncurnminidasa, y en este caso SC' pudieron detectar dos 

fenotipos diferentes en el patrón de banda.;, de la hSHBG: uno que fue 

denominado silvestre, encontrado en el 95.45% de los casos, caracterizado por la 

presencia de dos bandas de inim.motinción dar.is y bien definida>, con puntos 

isoeléctricos de 6.50 y 6.63, y el otro, denominado variante, encontrado en el 

4.55% de los ca.os, presentando un patrón de 4 banda. con puntos isoeléctricos 

de G.50, 6.63, r,.7o y G.76. 

[stos patrones de bandas se encontraron genéticamente determinados, 

ya que se encontraron también en la descendencia de •1 matrimonios estudiados, 

2 de ellos Pn los que un mil:'mbro de IJ p.1rC'¡t1 presentó el patrón variante de 4 

banda., y 2 de ellos en los que ambos ¡wlres presentaron el patrón silvestre. Cabe 

señalar que el patrón variante sólo se encontró en los descendientes de sujetos con 

este mismo patrón, nunca en los de matrimonios con fenotipo silvestre. 
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Al analizar los resultados desde el punto de vista genético, se pudo 

sugerir que la hSHBe se encuentra codificada por un gen autosómico constituído 

por dos alelos codominantes, que fueron denominados es y eH. El alelo es 

codificarla para las dos bandas con puntos isoeléctricos de 6.50 y 6.63, y el alelo 

eH, para las dos bandas con puntos isoeléctricos de 6.70 y 6.76. De esta manera, 

el fenotipo silvestre representaría al genotipo eses, y el fenotipo variante estaría 

codificado por el genotipo eSeH. Existirfa entonces un tercer genotipo eHeH, cuyo 

fenotipo correspondería a las dos bandas más básicas únicamente, pero 

desafortunadamente no fue encontrado en la pobl.1ci611 estudiada. 

Fueron calculadas las frecuencias génicas p.1ra cada uno de los alelos, 

asr como las frecuencias observadas y esperadas para cada uno de los fenotipos de 

acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg. Al campar.u los resultados por medio de 

una prueba de X1
, se encontró que la pohlaci6n estudi,ida se encuentra en 

equilibrio gl•riico, y.J que l.:ts frecuencias ob!'>erv.id._1s concordaron con las esperadas, 

con una p>0.8<0.9. 

Por otra p.ute, se midieron !Js con!>l .. lllll'!> fh.koqufmicas (constdnle de 

afinidad, constante de disociación, velocidad de disociación y tiempo medio de 

disociación) así como las concentraciones circulJntes de la hSJ tBG en sujetos con 

el fenotipo silvestre y con el fenotipo vari .. mlc, y en ninguno de los casos se 

encontraron d1tcrenc1as s1gniiica11vas entre los v.ilorl'S encontrados para Cílda uno 

de los fonotipos. Eslos resultados permitieron sugerir ciuc, aparentemente, el 

cambio en la molécula de la hSllBe del fenotipo variante no afecta el 

iuncionamicnto de l .. 1 molécula, por lo que se podrí.J decir que se trJta de un 

cambio neutro desde el punto de vista de la efic,Kia biológica de la hSHBe. 
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las muestras de suero con fenotipo silvestre y variante fueron también 

sometidas a análisis por medio del sistema de 55-PAGE (5teady-5tate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) y de gráficas de Ferguson, y en ambos casos 

pudo observarse que la molécula de la h5HBG desializada de fenotipo variante 

posee una carga diferente de la de fenotipo silvestre. 

En conclusión, en el presente trabajo se demostró la existencia de 

polimorfümo genético en la molécula de la Globulina Transportadora de Hormonas 

Sexuales humilna en la población mexicana, el cual, aparentemente, no se 

acompaña de altcracionl's en las carJclcrfsticas de unión a andrógenos de la 

hSHBG ni en sus concentraciones circulantes. Además, se sugirió que la molécula 

de la hSHl3G está codificada por un gen seguramente autosómico constituído por 

dos alelos codominantcs. 

rint1hncnte, en este tr.Jba10 se propuso que IJ c>.istencia de v.irianlcs 

genéticas de la hSHBG se debe muy probablemente a una mutación ocurrida en 

el gen que codifica para dicha proteína (originando al alelo GHl lo que provoca la 

sustilución de un aminoácido cargado de la c.ide11d pulipt'ptídi..:.J de IJ molécula, 

y que es responsable de la ap.uici6n de los dos b,111das odicionalcs en el fenotipo 

variante. 

RISÚMIN 



INTRODUCCIÓN 



INTRODUCCIÓN 

Las hormonas esteroides son moléculas de naturaleza lipofílica que se 

encuentran ampliamente distribufdas t.1nto en el reino animal como en el vegetal, 

en donde llevJn a cabo diversas C' imporl.mtes funciones. 

generalmente, se encurntran ,1p<HIML1'> de sus céful.ls blanco, por lo que l.:is 

hormonas estcroides deben ser tr.msportadas a través de la circulación para poder 

llevar a cabo su función biulúgii.:d. [:\i'.'.'.>ten en el torrente circulatorio moléculas 

proteicas específicas que son las encargadas de favorecer la solubilidad de las 

hormonas esteroidcs en fluídos biológicos, facilitando así su transporte hasta las 

células blanco (1). 

Los primeros reportes .Kerc.1 de estJs moléculas datan de 1926, cuando 

Benhold (2) describió que algunos componentes de la sangrt' de bajo peso 

molecular, como lípidos, ácic.Jos biliares, hormon.is t>StProides, algunas drogas, 
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bilirrubina y colorantes son transportados por la circulación unidos a proteínas 

plasmáticas. La rna)'or parte de este transporte es llevado a cabo por la albúmina, 

que posee una gran capacidad de adsorción debido a su superficie polivalente, y 

una capacidad de unión casi ilimitada, ya que una sola molécula de albúmina 

puede unir varios liganclos de bajo peso molecular simultáneamente. Sin embargo, 

a excepción de los ácidos grasos y la bilirrubina (3), la mayorla de los ligandos 

poseen una ba1a af1111dad por los sitios de unión Jt! Id d!búmir.a, por lo que !J 

unión a ésta resulta ser débil y poco espccffic,1. 

Por otro lado, el plasma contiene también olras proteínas que, a 

diferenci.1 de la albúmina, se encuentran en bajas concentraciones y poseen un 

sólo sitio de unión e<>pedfico y dC' alta afinidad por sus ligandos (•0. La primera de 

ellas en ser descrita fue la Globulina fransporlador<i de Hormonas Tiroideas 

(THBGl, por Gordon y colaboradores en 1952 (5), y a partir de• entonces se han 

descrito una grJn varil'd.id de proteínas transport._1doras plas111,itic<1s, como la 

Globulina Tran,port.uJnra df.' Corticostcroides (Cl3GJ 6 Transcorlina, descrita por 

0dugltdd.tt en l'J'.:.C (L} y Bu:.h en 1~157 ~ 7 ) y 'l''" pnc;np unil .1lla afinidad por 

corticosteraidcs y progestcron.:i, y l,1 Cloh111ina Transportadora de Hormonas 

Sexuales (51 lBGl, que une con alta afinidad estradiol y testosterona. 

L1 Pxic;fpnci.1 rlP una protefnJ plasm.1tic.i con capacidJd de unir 

leSlOSlt'rDfl,1 fue dPSCrit.t primeramente en 1958 por Q,1ughad.iy a partir de SUS 

experinw111os con pl.1sma humano (8), y fiih1lmente confirnMd.1 C'n 1966 por 

Mcrcicr-Bod.:ircJ y col.1bor.:idures (9) gracias a la separación electroforética de una 

{J-globulina con r~1pacidad de unión a testosterona diferente de 1.1 albúmina y de 

la CBG. 
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lnve!'.lig.iciones posteriores indicaron que esta proteína une también 

estrógenos. aunque con una menor afinidad (1O,11 ), que es diferente a la CBG 

(12), y que presenta una mayor afinidad por la Sa-dihidrotestosterona que por la 

testosterona (13, 141. Como consecuencia, esta proteína ha sido denominada con 

varios nombres, como /l-Globulina Transportadora de Estcroides (51J¡1G), Globulina 

Transportadora de Testosterona y Estradiol (leBG), Globulina Transportadora de 

Hormonas SexuJles (51 IBG) y Proteína Transportadora de [steroides (SBP). 

Purificación, Propiedades Moleculares y Composición. 

Debido J que IJs mayores concentraciones de la SHBG se encuentran 

normalmente en l.1 circulación de mujeres cmbar~uadas, el plasma de éstas es el 

material del que generalmente se parle para purificarla, aunque también se ha 

utilizado l.1 fracción IV de Cohn del suero, el suero e.Je mono, conejo, mandril (15), 

bovinos y bisonte t 161. 

Sí' h.111 11lili1.1dn difPrrntc>s métodos para l.1 purificación de la SHBG, 

todos ellos bas.idos t•n sus propiedJdcs de unión J andrógenos, con el objeto de 

mantener la t•lfhKid,1d Je IJ SI IBG de unir cstcroides (17). Algunos de ellos son 

la precipit.1ci611 con sulfato de ~11110nio seguida de filtración en gel, 

isoelectroentoque y crom.1tografía de aiinidacl con el andrógeno conjugado (18), 6 

electroforesis <>n gPles pr<'parativos (191, cromatogr.ifía cle .ifinid.1d y filtración en 

gel (20), y 111.ls redPlllPrncnte, métodos basac..los en la utilización cJp anticuerpos 

monoclonalc5 (21 ). 
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La SHBG ha podido ser purificada hasta una aparente homogeneidad 

(18,22,23,24), y se han hecho múltiples estudios para conocer su estructura y 

propiedades moleculares. Se sabe con exactitud que se trata de una glicoprotelna 

dimérica, del grupo de las /l-globulinas (16,25,26,27), que posee un sólo sitio de 

unión al esteroidc por molécula 118). El peso molecular de la molécula completa 

varia de 72,950 den el conejo (23), hast;i 98,000-115,000 den el humano (29), 

dependiendo los v.)lorcs exactos del método utilizado para su determinación. 

Varios estudios han demostrado que, después del análisis clectroforético 

bajo condiciones dcsnaturnli1antcs, la molécula de la SHBG se disocia en dos 

subunidades, una pes.ida y una ligera de 52,000 y 48,000 d, respectivamente, y 

que se encuentran asociadas en diferentes proporciones (25,26,27). Esta 

heterogeneidad de tamaim de la SHBC es notablemente similar a IJ obscrvad.1 en 

otras proteínas cxtracclul.ucs que unen ondrógcnos, como la Prote{na 

Transportadora de Andrógcnm l•\BPJ de l.1 rJta (30,31,321 y del conejo (331. 

Aunque Jlgunor, .H1tores han propuesto que las dos subunidadcs en que 

se disocia la molécula de SHllG son dus p1oló111eros diferentes (15,26,34,351, 

estudios recientes de sccucnciación de ,1rninoácidos (26,36,37,38) y con el cDNA 

de la SHBG 09,40) sci1.il.111 'l"º las secuencia; primarias de la. dos subunidades 

son idénticas (26,36,38,41,·12 J. 

La hcterogc11p1d,1<l d,• las subunidades de la molécula de la SHBG 

cncontrJd.i en geles dcsn.1turJ1i1antes de poli.1crilamida desaparece con la 

eliminación total de los c,ubohidr.1tns presentes en la molécula (41), por lo que se 

ha sugerido que l,1 existencia de l.1s dos subunidadcs de distinto peso molecular 
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de la SHBG se debe a que presentan diferencias en las cadenas de oligosacáridos 

unidas a éstas (26,36). Sin embargo, aun no ha sido esclarecida la razón funcional 

de la existencia de estas diferencias entre las subunidadcs. 

Como se señaló anteriormente, preparJcioncs de elevada pureza de la 

SHBG han sido sometidas al análisis de su secuencia de aminoácidos y a otros 

estudios químicos directos, y se ha encontrado que cada una de sus subunidadcs 

está compuesta por 3 73 aminoácidos, dando un peso molecular aproximado de 

40,000 d, y que presenta dos puentes disulfuro y tres cadenas de oligosacáridos 

en su estructura. La secuencia de aminoácidos cncontrad~1 cst~~ rcprcscnt~1da en la 

Figura l. 

Una de las tres cildenas de oligosacáridos de l,1 molécula de la SHBG 

se encuentra unida ~11 grupo hidroxilo de la trconina que se encuentra en posición 

7 (0-linkedl, y las otras dos están unidos al nitróp,eno amídico de una aspargina 

en posición 351 y de una aspargina en posición 367 (N-linkcd) (36,43). 

Estudios detallados del contenido de carbohidratos de la SHBG han 

revelado una heterogC'neidad considerable t•n el contenido de residuos de ácido 

siálico y fucos.i e.Je diferente~ preparaciones, y se han reportado diversas 

proporciones de éstos en la molécula, como J4.4')¡, 1201, 32.1% (18), 13% (19), 

7.7% (26), 11-12% (30,•13), 14% (40), 20-30% (4·1). [ntrc los a¡úcares que 

Componen las c.1dcnas de oJigosacáridos de la 51 '8G Se CflCUel\lran la ÍUCOSJ1 

manosa, galactos,1, N-.iccti\glucos.1mina, N· acelilg.11.lctosamina, N-acctilactosamina, 

ácido siálico, siendo é·stc (1ltirno el que SC' Pncuentra en una mayor proporción (un 

tercio de los carlmhidr.llos totales) (34). los dos puentes disulfuro se encuentran 
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Figura !.-Estructura primaria del precursor de la 'HUL humana. Los sitios de 
unión de las cadenas de oligos.icáridos se encuentran sef1alados por 
cuadrados, indicando el negro la cadena unida por un enlace glucosfdico a 

la treonina, y los blancos, las cadenas unidas por un enlace glucosilamina a 
la asparagina. El péptido sei1al est.\ constituido por 29 amino,\cidos al inicio 

de la figura. 
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formados entre los residuos de cistefna en posición 332-360 y 163-187, formando 

dos estructuras en forma de asa (36) líigura 1). 

La diferente glicosilación de las subunidades de la molécula de la SHBG 

ocasiona su estructur.i dimérica asf como la presencia de nlicroheterogcneidad por 

carga. Cuando la SHBG se Jn.iliLJ por léLnk.i.> Je i5vclcct:ocnfoquc se observa 

una serie de bandas (desde 3 hasta 7, según los diferentes autores) localizadas en 

un rango de pH entre 5 y 6 aproximadamente <26,34,41,59). La 

microheterogeneidad por carga de l,1 molécula de la SHBG parece estar 

relacionada con la presPncia de c.rntidades variables de residuos de ,kido si.'ilico 

en ella, YJ que su climin.Jción por medio del tratamiento con ncuraminidasa y/o 

una combinación dC> N- y O- g1icanJsJs reduce not.1blemente el número de bandas 

que se observan en el isot:>lectroenfoque e invariablemente provoca un cambio en 

su punto isoeléctrico a valores m."1s b.isicos {15,26,34, ·11, 50). Sin embargo, aún 

después de unJ .ip.irentc dcsglicosilt1ción tot.11 de 1<"1 molécula, se siguen 

detectando v • .ui.mtes cJe pH cuyo origen alJn no h.1 sido idcntific,1do (41). 

tas v.iriacioncs en la composición de carbohidratos de la SHBG intra e 

inter individuos sugie1c la cxblenciJ de grupos de moléculas de la SHBG con 

carbohidrJtos específicos que sean funcion.1lmcnte importantes y/o reflejen 

difercnci.is en el cst.1tus fisiológico (17). Sin embargo, aún se sabe muy poco acerca 

de la importanci.1 d<~ los carbohidr.:1tos para la actividad funcional 6 el metabolismo 

de la SHUC. Algunos ,1utores (·14,51) han encontrado que la eliminación de 

residuos dr Jcidn si.füco de l.i molécula no afecta .i los dctc-rrninantes .:mtigénicos 

ni al sitio artivo de unión a esteroidcs, ya que la SHUG desializada m.rnticne su 

capacid.:id para unir 1.11110 anticuerpos específicos como a l.i testosterona (34,50). 
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Sin embargo, la eliminación del ácido siálico de la molécula de la SHBG aument.a 

su captación y su catabolismo por el hígado y, por consiguiente, el del esteroide 

unido a ella. [ste fenómeno ha sido descrito para otras proteínas, como las 

gonadotropinas, inmunoglobulinas, haptoglobina (52), pero el significado biológico 

de este fenómeno aún no se conoce, ya que las glicoproteínas ex.istcn normalmente 

en la circulación en su forma sializada. 

Por otro l.1clo, los cMbohidratos participan de manera importante en las 

interacciones de las hormonas con las células blanco, por lo que es posible que 

iníluyan de alguna manPra en la unión de la SHBG a sus receptores específicos de 

membrana, que han sido recientemente identificados (53,54) y caracterizados 

(55,56). 

Los lHtimos 35 aminoácidos del extremo carhoxilo terminal son 

predominantemente h1droíílicos, adcmjs <le que posee las dos cadenas de 

oligosacáridos, por lo que scguramPnte forma p.utc de la superficie de la molécula. 

ltl región del cxtrC'mo amino terminal es también hidrotílica, pero en un menor 

grado, sobre todo debido .1 la prcscncic1 de la cadcn.1 de oligosacáridos del re)iduo 

Thr-7 (36). 

la rnoh.'.•cul.:.i de l,1 SI ~l3G posee tres lOlhl) 1n<11Ldddmenh~ hidrofóbicJs, 

de 9 a 13 amino.'1Cidos e.ida una, entre los residuos 141-149, 269-277 y 298-311, 

compuestas en un 50'J;, por residuos de leucin.i. Lntrc los residuos 267 y 281 se 

encuentr.1 un p.itrón poco usual dr residuoc, de lcucina alternados 

LDLl'lVLGl l'LQLKI <figura 11, que provoca que entre los <L•siduos 269 a 275 se 

forme una cslrudura ft p\pg,1da con cuatro residuos de lt•ucina en uno de sus lados, 
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y entre los residuos 2 77 a 290, un segmento de a hélice con tres residuos de 

leucina en una de las caras de la hélice. (sta P'!llructura tiene el potencial de formar 

un ·sandwich de estcroidc·, por lo que podría ser un buen candidato para el sitio 

de unión de la proteína al esteroide ¡36). 

En realidad !tic ~<1Ut: muy pu-.:u u.:ercJ de !J. camposicién molecul.1r del 

sitio de unión al csteroidc 6 de cómo se forma por la asociación de las dos 

subunidadcs, Se han hecho varios estudios de localización con fragmentos de 

péptidos fotomarcados. Algunos autores h.111 identificado (39,45) los residuos 

marcados en una región cercana al extremo carboxilo terminal, mientras otros 

señalan a la f.. .. 1ct-139 corno el residuo iotomarcado (•1G). Aunque la razón de esta 

discrcpanci.:i aün no se conoce, se puc<l(' argumentar que es posible que la región 

de unión JI estcroide involucre interacciones de varias regiones Ue una 6 ambas 

subunidades (1 il. 

,\dcm.1~ de '..l!lif p~\("fnid"<;,· l.1 <.;HBC. interactúa con receptores 

cspedíicos en l.1 nH•mbrana pl.1<;,rn,ítica de las célul.1s blunco. A este respecto, la 

SHBG se comport.1 como uncJ proteína alostériccl, y.i que l.1 unión de la proteína 

a un estcroide inhibe l..i unión de l-stJ a su receptor. Si la SHBG no unida .-,,p une 

a su receptor y después se> une a el\,1 el c~ll'roide apropiado, se produce la 

activación de l.1 .1dcnil.1to ciclas.1 con el cons1guientt• aumento del AMPc 

intracelular (·17,48). r stos rcsult.1dos sci1.1l.rn la presencia de una región dentro de 

IJ molécul,1 df' Ja SI IBG espediic.1 y linic.l pJra su unión J.I receptor. 

Rcrientpmcntt•, Kh.in y t.:ol.1bor,1dorcs (49) ide11tific.iron est.J región en la porción 

amino tcrmin.:il de J,1 n1olécul.1, dC'I .iminu.h:ido 48 al 57, región que es 

predominantemente hidrülílic.l y Sl' PIKucntra en la p.ute exterior de la molécula. 
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Es Interesante observar que esta región se encuentra altamente conservada en la 

SHBG humana, la SHBG de conejo, la ABP de la rata y la proteína S del humano 

y del bovino. 

Especificidad y Características Fisicoquímicas. 

La SHBG en el humano fue descubierta debido a su doble afinidad por 

testosterona y estradiol; sin embargo, existen grandes variaciones en las 

características de unión a cstcroidcs entre las diferentes especies (57). En la mayoría 

de los mamíferos, la SI me une preferentemente andrógenos, pero en primates y 

en murciélJgos, pos(>e un sitio ljnico de alta afinidad para andrógenos y estrógenos 

biológicamente activos (17). En gencr.il, entre los andrógenos existe una aparente 

relación entre la 11Ctivicl.id biológica in vivo y su habilida<l para unirse a la SHBG, 

de manera flUC los andrógenos con mayor potPnci.1 biológica se unen más 

cficienlempnte a \J S• IBG que los de menor actividad (f,J). A este respecto, Petra 

~ LuldÜu1.1dure:> c.;tudi.lrvn, p.~H.J e! c.1~0 df'~ h\un.1nn y dPI ronPjo, las 

Ctlraclcrísticas fisicoqufmiC.lS )' dt• unión rfp J,1 Sl-IB("; por diferentes esteroides, 

encontran<lo el siguiente patrón de afinidad: 

DHT >Testosterona> 17¡1cstr.idiol > Progeslcrun.i. 

[n diversos estudios relacionados con J,, afinidad de> varios csteroides a 

la SHBG (58-621 se ha encontr.ido r¡ue une pobrem~nte a pr0gnanos y corticoides, 

y qur su aiinid.id por .:mdrosl.rnos y cstranos depende de su estructura (1 ). La 

c.lfinitl.1d rcl.1tiva de dlgunus esteroidcs por la SHBG se encuentra resumida en la 

Tabla l. 
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COMPUESTO 

Testosterona 

5a-dihidrotestoslerona 

5a-androstan-3fl,17{l-diol 

5a-androstan-3{l, 17fl-diol 

17{l-estradiol 

Progcstcrona 

17/l-hidroxi-17a-mctil-4-androsten-3-ona 

19-nortcslostcrona 

17 a-hidroxiandrost-4-en-3-ona 

AFINIDAD 
RELATIVAº 

100 

240 

141 

98 

65 

18 

6u-mctil-17fi-hidroxí-5u-androstan-3-ona 189 

7a-metil-17¡l-hidroxianclrost-4-cn-3-ona 100 

6fl-metil-17¡l-hidroxi-5a-androstan-3-ona 48 

9 a-lluoro-11/l,17/J-dihidroxi-A 4 -androsten-3-ona 28 

•valores obtenidos con el método dí..' carbón-dcxtr.in. 

Tabla 1.- Afinidad Relativa de Algunos [steroides por la SHBG (1). 
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La unión de esteroides a la SHBG se ve afectada por cambios en la 

estructura del anillo A y D; en particular, se ha encontrado que el anillo A planar 

y el grupo 17/lhidroxilo del anillo D son necesarios para la unión (63). Cunnigham 

y colaboradores (58) estudiaron cerca de 200 estcroides de diversa estructura 

analizando los cambios en la afinidad causados por la adición de diferentes grupos 

funcionales en v.irias posiciones de la molécula del cstcroíde, encontrando que 

algunos cambios, como la reJucción o-' en pos1c10n 5/j del doble enldce, la 

presencia de grupos 1 o¡J-metil ó grupos 17/l-etinil, aumentan su afinidad por la 

SHBG. Sustituciones alquilo en los cJrbonos C2, C6, C7 y C17/l frecuentemente 

reducen su alinidad por la SHBG, y sustituciones polares, como halógenos en el 

C2 y/o grupos hídroxil en el C11, invariablemente disminuyen su afinidad. Sin 

embargo, la reducción del grupo 3-cetona a 3/l- hidroxi) no la afecta. 

Se ha P1Kontrado tJmhlén c¡ue par.i obtener una unión de alta afinidad 

es necesaria la presC'ncia de- un grupo 17/1· hidroxilo libre en estcroidcs C18 ó C19, 

y una orientación pldn.u tr.1ns entre los anilos A y B del csteroídc (57). Oc acuerdo 

con estos d.:ttos se h.i pruptH.:~lu yu1.: l.t CJ.ra /J del c::.tC'roide intt>ractúa 

eficientemente LU!l L'i ,¡lio tH.:.tivo de l.i SI me, con fuertes atraccio/lC'S por el C3 y 

C17/J. 

lai características fisicoqufniicas de l.1 SHBG humana se muestran en la 

Tabla ll. 
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Peso Molecular 

Stokes Radius 

Radio Molecular 

Actividad Específica de Unión 

Constante de Disociación Aparente 

Constantes de Afinidad,, 37"C 

Temperatura de Máxima Afinidad 

Punto lsoeléctrico 

Vida Media 

T emper.1tur.1 de Desnaturalizoción 

pH Óptimo de Umon al lstero1de 

90,000-120,000 d 

38-41.s A 

2-3 nm 

12 .9 ± 1 .8 nmol/rng de proteína 

1.94 :!: 0.95 X 10 'I /vi 

IJ -1 
0.99 x 1 O M par.1 5aDHT 

0.35 x 10
9 ¡\f 1 

para testosterona 

0.22 x 10'' ~r 1 para estradiol 

4°C 

5-6 

5 días 

60"C 

5-10 

Tabla 11.· Clíactcrísticas risicoquírnicas de la SHBG Humana. 
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Síntesis y Localización Cromosómica del Gen para la SHBG. 

Aunque desde su descubrimiento se pensó que la SI IBG era sintetizada 

por el hígado, no fue comprobado sino hasta varios años después cuando Khan y 

colabmadorP~ ((14\ dP~cril.1 i•_>rrJ11 IJ síntesis 1' ~ccrccijn de l.l SI IBG pur Id líned tle 

células hepáticas humanas transformadas HepG2. fsto ha sido corroborado 

recientemente con la oUtcnción de los cDNAs que codifican p.ira la molécula de 

la SHBG a partir de bancos de c[)N,\, de hígado humano (39,40,651. 

Recicnlcmcnte, Bérubc y colaboradores (66) hicieron un estudio de 

hibridiz.Kión de cromosomJs mctJf,iskos hum.mm in s1tu con un.i sonda de cDNA 

para la SI IBG, y encontraron que el gen que couifica 1w,1 la molécula de la SHBG 

s~ localu.i en el hrazo corto del crornosom.1 17. 

011lo¡;cnia y Rc¡;ulacitin f-iormonal. 

1 .1 ontogcniJ de 1.-i SI HJG humana hJ sido ampliamente estudiada. Se 

sabe que l.'11 el recién nacido se encuentran niveles bajos de esta proteína 

(.lpro\im.1d.:llticntc !J m¡t.1d quL' L'n el udullu), !>l•guiJus por Llll 111cremcnto hasta 

nivdt•s rt•l.itivc1111Pnle .ihos Pn ,irnbos se\os durantC' IJ infancia (C17). [n la pubert.id, 

los niveles de l;i SI IBG disminuyen, sol>rP todo en los vJrones, Sl'gur.uncnte debido 

a 1~1 influe1ic1.1 que los andrógenos lesticul.uC's tienl·n sobre l.i síntesis de lo SHBG 

(63). l n las mujeres adult.u, las cot1C('rltracio11e> de l.:i SI IBC so11 de casi el doble 

que en los varone<;, vJrí.in poco durante rl cklu ITlf'nstru.11 y aumentan 
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notablemente durante el embarazo (62). [n la menopausia, las concentraciones de 

la SHBG disminuyen hasta los niveles encuntr.:idos en los varones de la misma edad 

(4). 

Es importante se1idlar que la SI lllG ha sido detectada también en suero 

fetal masculino, femenino y en Uquido amniótico (68,69, 70,71 ), por lo que se 

p1wdP suponN que juega un papel importan!(• dur.1nt() el desarrollo fetal. 

E.xi~tcn en la literatura gran cJntidad de informes acerca de la influencia 

de diversas substancias sobre las concentraciones plasrn.itic.15 de la 51-tBG. Estos 

datos se cnnu.•ntran resumidos en la labl,1 111. 

Métodos de Cuantificación y Concentraciones Circulantes, 

1\ p.Htir df' la descripción de l.1 ('\istPl1CÍ1l de l.l SI me en el suero se 

han reali1.1do múltiples estudios acerca de> l.i c•structur.1 y función de esta proteína, 

llevando consigo el dcsJrrollo de vcui.1s t(•c11ic.1s p.11.1 su cuant1t1cac1on. Los 2 

métodos m.is ampliamente utilizados son: 

.11.- 11 an."1\isis de s.itur.1ci6n tfo sitios e'ipecílicos. de unión de la SHBG 

con Sa-J1hidrot('Stoslerona 6 lcstostcrorl<l ni.uc.1dd~ r.HÍi..Jdi-...1111L·11l1..\ :>t:guidu de la 

scp.1ración y medid.i del esteroidr C'spedfic.1mcntL• unido. Debido a qw:~ la SHIJG 

posC'c un sólo sitio de unión por rno!Pcul,i, IJ conccntr.ición del csteroide 

especific.1111e11te unido es igual ,11 de la SI tBG, Pn rondiooncs de saturación, lo 

que se logra 11tili1ando un exceso de la hormo11.1 m.irc.ida. [ste exceso debe 
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Aumentan la SHBG: 
Incrementos de hormonas tiroideas 

Incrementos de estrógenos: 

Embarazo 

t=asc \úleJ Je! cidu menstrual 

Estrógenos exógenos 

Cirrosis hep.ltica 
l·cnitoínJ lDi:.:rntinJ) 

Tamoxiíén 

Estrés prolongado 
Carcinoma de próstata 

Anorexia nervosa 

Envejecimiento en los varones 

Pubertad rclJrdada en nifms 

Hipogonadismo en VJ.roncs 

Gi11ccorn.1sti.1 

Síndrome de fominización testicular 

Síndrome de T urncr 

[nfcrmcdacl hcp.,tica crónica 

fallo renal crónico 

Disminuyen la SHBG: 
Obesidad 

Síndronw~ df' .indro¡;cniLdCión en mujeres (PCOS, hhsulismo,acné) 
1 estostcron,1 cxógenJ en varones normales e hipogoná.dicos 

Hiperprolactincrnia 

Incrementos de la hormona de crcdmicnto 

Menopausia 

Agentes progestac1onales 

Oanazol 
Glucocorticoides 

Acromf'galiJ. 

Síndrome de Cuslling 

Síndrome nefrótico 

A{',1ffi.il!lobulinemia 

Tabla 111.- Factores que Afectan IJs Concentraciones Pl•smáticas de la SHBG 
(29, 55, 72·74). 
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entonces ser separado del complejo proteína esteroide, para lo cual se han 

utilizado varios métodos, como filtración en gel, adsorción con carbón-dextrán, 

electroforesis en agarosa 6 acrilamida, precipitación con sulfato de amonio, unión 

a concanavalina-A, cromatografía con DEAE celulosa, gradientes de sacarosa y 

diálisis al equilibrio y de ílujo (4,75). 

Cuando estos procedimientos se utilizan para determinar las 

conccntracioncs molarC's de los sitios de unión se obtienen valores fácilmente 

reproducibles, pero se encuentran grandes variaciones en éstos entre los diferentes 

análisis (en un rango de 2 a 3 veces). fsto puede deberse a diversas causas, como 

a las diferentes sensibilidades de cada uno de los análisis, la falta de 

estandarízación con lt1 Sl lílG pura, la inadecuacb corrección con la unión no 

espccííica y a otras proteínas transportadoras, y varías razones técnicas que tienen 

que ver con los métodos usados pJra la separación del cstcroidc no unido (75). 

bl.- U radioinmunoensayo, con el que se valora la concentración de la 

SHBG por medio de la competencia de una cantidad constJtHe Je p11..1te:fna 

marcada radiactivamcnte con cantidades variables de \J mbm.i p1otc(na no 

marcada por los sitios de unión de un anticuerpo específico. [ n este caso, la 

separacién de l,1 proteína unid.1 de IJ libre 'e lleva a cabo mediante la 

precipitac10n del co111plt .. ·io protcfna·anticucrpn cnn un segundo anticuerpo 

específico contra el primero. Utilizando esta tónica se han obtenido valores 

discrepanles entre los diferentes autorcs1 scgur.imente por probll'm,1s técnicos en la 

estandarización del método. Sin embargo, puede considcr.use como el método más 

aconwjable p.ira la cuantificación de la 51\BG ya que l"º'enta ah.1 sensibilidad y 

especificidad, conjuntamente con uniones no especlí1Cas bajas (75). Esto ha 
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permitido la detección de la hSHBG en varios fluidos corporales en donde las 

concentraciones de la proteína son mucho más bajas que las que se encuentran 

en el suero ó en el plasma, como en Hquido amniótico, fluido folicular ovárico, 

fluido mamario y saliva (76). 

En la tabla IV se muestran las concentraciones plasmáticas de la SHBG 

obtenidas por medio de rad1ommunoensdyo en pla:;ma de hombres normales, 

mujeres normales y mu¡eres embarazadas (75). 

Distribución en los Vertebrados. 

Hasta el momento se han hecho pocos e~ludios acerca de la 

distribución de la SHBG en las especies animales (1,71,77,78). Concret.1mente, 

estos trabajos se han centrado en l.1 búsqucclt1 de l~l existencia de la molécula de 

la SHBG en especies de vertebrados, y ha sido encontrada en primates (humanos, 

monos), lagomorfos (conejos), carnívoros (perros, gatos), artiodáctilos (cabras, 

ovejas, bovinos), reptiles (víboras l, .rnfihios (r,m.is, ajolotes, salamandras,, pect!::. 

(carpas), rayas, pleurodclos y lampreas. Sin embargo, no se h..1 detectado en aves, 

burros ni en roedores lrJt.15, r.itoncs, lh1mstcrs, cobayos). 

Aparentemente, la SHBG es una molecula que lia >ufrido poca presión 

de selección a lo largo de la evolución de la< vertebrados, y.1 que, aunque en todas 

las especies estudiadas se trat.1 de una glicoprotefna grande ( de 80,000 a 90,000 

d de peso molecular) constituíd.1 por subunidades y que presenta una mayor 

afinidad por andrógenos que por estrógenos, las afinidades de las SHBGs de los 

diferentes grupos por dichos csteroide5 Varían dentro de> un rango bastante amplio. 
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SHBG (pmol/ml) 

Sujetos X± DE Rango n 

Hombres 18 ± 9 9-38 12 

Mujeres 54 ± 13 39-77 8 

Mujeres embarazadas 

10-1 5 semanas 115 ± 48 52-168 4 

20-25 semanas 212 ± 35 172-259 4 

35-40 semanas 374 ± 55 322-456 6 

Tabla IV.- Concenlracinne~ PJ,1,.m.ilir.1'> dP J.1 SHBG Pn Hombres Normales, 
Mujeres Normales y Mujeres Embarazadas Obtenidas por Radioinmunoensayo 
(75). 
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Por ejemplo, en los humanos y otros primates, la SHBG une a andrógenos y 

estrógcnos, micnlras que en otros animales, como C'n los perros, gatos y conejos, 

une principalmente a andrógenos (76). Además, comparten pocas determinantes 

antigénicas. ya que, por ejemplo, los anticuerpos generados contra la SHBG 

humana reaccionan contra otras SHBGs de primates, pero no contra las de perros, 

gatos, ovejas. cabras ó vacas (71 ). 

Homologías con Otras Proteínas. 

la secuencia de aminoácidm de la molécula de la SHBG ha sido 

comparada con la de otras proteínas, y se ha encontrado que presenta un 68% de 

homologí.1 con la secuencia de la Proteína Transportadora de t\ndrógenos (ABPl 

(79). Ha sido sugerido incluso que la SHBG y la ,\BP son productos de un mismo 

gen. 

Por otro lado, la molécula de la SHBG presenta un grado de homología 

limitado con la porción c,1rhoxilo terminal trcs1duos L•,9-ú35i Jt: 1.i protctna S 

humana y bovina (80). La proteína S es un,1 protcínd úepcndlcntc de la vitamina 

K que interactúa a manera de cofactor con la proteína C activada en la regulación 

de la coagulación sanguínea (81 ). Es por dcm.ls interesante que la SHBG y la 

protclna S e~lL·n c:>tructura!rncntc rf?'l,1rinnad.1s. es.peciJ\rnente por la conexión que 

existe entre los esteroides sexuales y los dcsórclc>nes de la coagulación sanguínea, 

como la trombosis y la arterioesclcrosis (821. Por olra pJrte, no se ha encontrado 

ninguna hornologí.1 en la secuencia de Jminoácidos de la SHBG con respecto a la 

de la Glohulin.1 lran<>portadora de CortC>costcroidcs human.1, al receptor de 

cstrógenos y glurocorticoidcs, a la albllmina. a !J proteína transportadora de la 
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vitamina D, y a la a-fctoproteína, lo que permite concluir que las proteínas 

transportadoras de esteroides extracelulares (SHBG y ABP) no están 

filogenéticamente relacionadas con este tipo de moléculas y que pertenecen a un 

grupo de prolelnas con funciones y orlgenes completamente diferentes (79). 

Biología Molecular de la SHBG. 

Recientemente se han obtenido cDNAs de la SHBG humana por 

métodos inmunoquímicos (65), 6 por hibridaciones con los cDNAs de la ABP de 

la rata (39,401. y han sido utilí10dos para describir el gen de la SHBG, obtener la 

secuencia de aminoácidos de la proteína, raslrcar la srntesis de la SHBG en otros 

órganos y estudiar sus homologías con olrJs proteí11.1s. 

Por an.\lisis de la secuencia del gen de la Sll8G se ha encontrado que 

la región completa que codifica para el precursor de la SHBG está constitufda por 

8 exones, que se encuentran distribuidos a lo largo de 3 .2 kilobases del DNA 

gcnómico. LI RNt\ men.;ajero, qut• se ha encontrado C'n el hígado, es poco 

abundante y mide 1.6 kilobases (83). 

Papel Biológico. 

las hormonas estcroidcs circul.m en form.i libre y unida a proteínas del 

plasma. La fracción libre es muy peque1ia, representando del 1 al 3% del esteroide 

total. La mayor 1mte circula unida a proteínas, de manera que el 32% del esteroide 

se encuentra unido a albúmina y el resto, 65'}{,, a la fracción de las globulinas 
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plasmáticas representadas principalmente por la SHBG. Esto hace evidente que la 

SHBG juega un papel muy importante transportando esteroides en fluidos 

extracelulares, pero su significado biológico permanece aún en gran medida 

desconocido. 

Con el transcurso del tiempo y la obtención de mayor información, se 

le han ido asignando diversas funciones a la SHBG: 

al.- Ha sido sugerido que además de transport.u hormonas esteroides 

en la sangre, la SHBG funciona también como protección de dichas hormonas, ya 

que las que se encuentran unidas a la Sl-IBG no están expuestas a ataques 

enzimáticos, a absorción inespccffica en vasos sanguíneos y linfáticos, a un excesivo 

metabolismo en el hígado ó a excreción renal (4). 

b>.- También se le ha asignado una función reguladora. En lo que se ha 

llamado la hipótesis de l.1 hormona libre, Sanberg y Slaunwhite en 1959 (84) 

propusieron que únicJmentc IJ hormona esteroide libre puede pasar desde los 

Cijpila1u :.0Jr1¡;ufr1l:Ui h,11..¡d el i11t1.:1iu1 dt..• lt1) Lt'.:·luld) fJ•Hd i11iLidf Ufld lt:)pue!ild 

biolligicJ ó ser mctabolizada, por lo que la SI IOG funciona como un rcscrvorio de 

hormona in.1ctiva que puede ser liberada por simple disociación. La SHBG 

participaría también como un amortiguador cstabiliz,mdo las concentraciones de 

hormona libre en el plasrn.1 (85), y como economizador, ya que al proteger a las 

hormonas estcroidcs de su met.1bolismo, disminuye la velocidad de producción 

requerid.i para mantener un determinado nivel de hormona libre. 
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Esta hipótesis ha sido apoyada por toda una serie de observaciones, 

como el hecho de que los niveles plasmáticos de andrógenos se elevan durante el 

embarazo sin observarse signos clínicos de virilización, esto debido a que los 

niveles de la SHBG aumentan también neutralizando los efectos biológicos de los 

andrógenos (86). Sin embargo, ha sido tambi{;n mofr·iO de extensos debates, 

llegando a la conclusión de que mantener una concentración constante de 

cstcroidcs en el suero no es la única función df! la SHílG. 

c).· Anderson y colaboradores (63,87) han propuesto que la SHBG 

funciona como agente regul.:idor del balance andrógcnos-cstrógenos. Estos autores 

establecen que los cambios en l.is concentraciones dt.• la SI IBG producen una 

alteración mayor en el porce11t.1je de testosterona libre que de estradiol, ya que el 

cstradiol se une mejor que la testosterona a la albúrnin.1, y 1.:i testosterona se une 

mejor a la SHOC que el cstradiol. Este modelo se encuentra esqucmJtizado en la 

f"igura JI, y predice que, si tocJos los dcrn,i.:; ÍJClOll'S ~e 111.Jlllic.·ncn iguales, la 

relación de testostcrona/c~tradml libres se alter.1 al carnbi.ir l.1s concentr.1cioncs de 

l.1 SHBC. Ya que los estr6genos estimulan y los andrógl'noc. inhibc-n la producción 

de la SHBG, si la producción de cstrógenos aument.1 (r\), el estradiol libre clUmenla 

y estimula la producción dP la SHBG; esto provoca una disminución en la 

testosterona lilire, ir11..-lin.rndo f'I hal.incc en iavor de los eslrógcnos. Por otro lado, 

el aumento en la producción de testosterona (C), amplilica su propio efecto 

causando la disminución en l.1 concentración de la ~f IBG y el aumento en la 

cantidad de testosterona libre relativo al estradiol. Cu,ilquier factor que Jltcre la 

concentración de la SHBG moverá el Ual.1nce en favur de la testosterona 6 el 

estradiol, dependiendo de l,1 dirección del cambio en la concentración de la 

51-IBG. 
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TetiloalotOllllliibre Eatradiol Ubre 
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TOfiln1<tnmm1 - 6 SHBG Ott.11uouye SHBG 

Figura 11.- Papel que ¡uega l,1 SHBG como tcgulador de las concentraciones 

relativas de lestosle1011J y e;lradiol libres. A.- Aumenta la producción de 

estradiol; el eslradiol lib1e aumenta y, al estimular Ja producción de la SHBG, 

provoca una <lisminución en la testosterona libre. [sta es la situación de una 

mujer adulta normal. B.· Balance. C.- Aumenta la producción de andrógenos; 

la testosterona libre Jument.J y el efecto es amplificado por una disminución 

de la SHBG, que inclina el balance en favor de Ja testosterona. Esta es Ja 

situación de un varón adulto normal {55). 
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dl.- William Pardridge, en 1981 (88), desarrolló una hipótesis en la que 

propone que la SHBG, al igual que la CBG, se encuentra sometida a diferentes 

fuerzas en la microcirculación que promueven la disociación de los esteroides 

unidos a ella. Estas fuerzas no se encuentran distribuidas uniformemente en la 

microcirculación de todos los órganos, lo que proporciona un mecanismo por el 

cual cada tejido específico obtiene la cantidad de esteroide necesario par a él. 

Propone que las hormonas esteroides, al igual que las hormonas 

tiroideas y otras hormonas y metabolitos que tienen una vida media en el plasma 

de minutos a horas, entran a los tejidos por medio de un mecanismo al que llamó 

del intermediario libre. En cstC' mecanismo intervienen 3 factores que regulan el 

transporte de las hormonas unidas .i proteínas: el tiempo de tránsito capilar, la 

velocidad de disociación unidireccional y el producto obtenido de la permeabilidad 

de la membrana por el área de la supt_•riicie en cuestión. 

(1 tiempo de tránsito capilar implica el tiempo de exposición de las 

fJfuleÍfld~ pld~m.HiL1H d Ufld Lit.'lld 111ernÜ1dlld LiulúgiLd, e::.ld i11vef!>dlllt'i1le 

relacion.ido con lJ. velocidad de fluju ~.mguíneo, y es fundón de IJ. longitud y et 

volúmen del capilar y de la velocidad del plasma. Existen diferencias considerables 

de órgano a órgano con respecto J la duración del tiempo ck~ tr.insito capilar, 

siendo de aproximadamente 1 segundo en el cerebro 6 músculo esquelético, de 2 

a 3 segundos en capilarc>s mesentéricos y de 5 segtJndos en los espacios 

sinusoidales del hígado. 

La velocidad de disociación de las hormonas c>>tcroidcs de sus proteínas 

transportadoras es muy vari.1ble; C"n gcnc>ral, la disociación de la albúmina es 
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bastante rápida, mientras que la disociación de globulinas es típicamente un 

proceso lento. Sin embargo, lo importante es relacionar la velocidad de disociación 

con el tiempo de tránsito capilar del órgano en cuestión, ya que por ejemplo, la 

disociación del estradiol de la SHBG es un proceso relativamente rápido 

comparado con el tiempo de tránsito capilar en el hígado, pero es lento 

comparado con el tiempo de tránsito en el cerebro. 

la permeabilidad de la membrana es otro factor muy importante, ya 

que entre mayor sea ésta, mayor será la tendencia del csteroide que se disocia a 

pasar a través de- IJ membrana. 

De Jcut•rdo con todo lo expuesto, la tracción de hormona libre in vitro 

es diferente de la fracción libre aparente in vivo, la cual se vé aumentada en 

proporción a los aumentos en los tres factores mC'ncion.1dos. anteriormente. Esto 

hace que, entre tnJ)'Oí sea el tr.msportc de hormona unida a proteínas, mayor sea 

la fracción libre ap.ircntc in vivo del lig.mdo. Todo esto ocasiona que exist,1 una 

toma diforcnrial de las hormonas esleroidr.s c_>n los difcrcnlcs órg.:mos. Por ejemplo, 

la testosterona y el estradiol unidas a la SHBG no pasan la barrera 

hematoencefálica del cerebro, ya que la velocidad de disociación es lenta 

comparada con el tiempo de tránsilo del plasma en el cerebro, cosa que no sucede 

con Ja unirla .1 albúmina, que liene unJ rápida velocidad de disociación. [n 

cambio, el estradiol unido a la SI IOG sí es trdnsportddo hacia el hígado, >'ª que su 

velocidad de di;ociación es mayor que el tránsito capilar. a diferencia de la 

leslosterona, cuya vclocicfad de disociación es lenta con respecto al tiempo de 

tránsito capilar en el hígado. 

INl~OOUCCIÓN lJ 



Esta hipótesis define a la SHBG como un transportador de hormonas 

esteroides, que participa como un vector diferencial de las hormonas en los 

diferentes órganos y tejidos, de acuerdo con las necesidades y funciones 

particulares de cada uno de ellos. 

e).- ld posibilidad de que la ~HHG funcione no únicamente como un 

transportador y rcservorio de hormonas cstcroidcs ha sido fuertemente apoyada por 

estudios bioquímicos recientes, como los de Cooper y Waites (89), que reportan 

una mayor acumulación de testosterona en el Jumen del epidfdimo de la rata al 

ser perfundidos con teslostcrona radiactiva y SI rnc, comparada con la que se 

obtiene perfundiencJo testosterona radiactiva únicamente, sugiriendo que de alguna 

manera la SHBG fJvorecc la cntrad.i del estcroide a las células. Ha sido 

desmostrado también que l.i SHBG inter<ictúa directamente con diferentes 

componentes celulares (56), y se ha dcscritn la loc,1li1cición intracelular de la SHBG 

en célul.is de carcinoma humano f..\Cí7 in \itro (79}, y en algunas células blanco 

de andrógenos, corno célul.ls de próst.ita, dP Sertoli. f'pidirn,1ri.lco y PcopPrmíltozoides 

(90,911. 

D.1tos recientes de varios labor11torios sugieren la existencia de 

rcceptorPs cspcdíicos par,1 la SHBG en l.i mPrnhr.:rna de las células blanco, como 

en células de emJomctrio decidual hunhlrlO (C,3), y en próstata¡ humanas (54,56). 

Como iue mencionado anteriormente, l.1 SHBG funciona como una proteína 

alostérica con sitios de unión par.i el estc>roic.Je y para rl receptor, que sufre un 

cambio conform.u:ional cuando el csteroide ocupa su sitio de unión de manera que 

el sitio .1ctivo p.:ir.i el receptor qued.l cnmasc.uado, impidicnc.Jo que la SHBG se 
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una a éste. Por el contrario, si la SHBG no unida se une a su receptor, sr mantiene 

su capacidad de unir esteroidcs. 

Se han hecho múltiples estudios acerca de lo que sucede una vez que 

la SHBG se une a su receptor, y se han propuesto varias hipótesis. Una de ellas 

propone que la SI IBG es necesaria para alguna función biológica intracelular, por 

lo que es internalizada vía su receptor. Alguna de éstas funciones podría ser la de 

proteger al esteroide de la degradación enzim.ítica intracelular, ó también podría 

tratarse de un transporte específico de estcroides a l.1s células blanco. Aunque los 

estcroidcs son moléculas liposolublcs, por lo que atraviesan la membrana 

plasmática por simple difu~ión, la participación Jctiva de un complejo acarreador

proteínc1-csteroide proporcíut1.1 c1 l,1 c(·lul.1 lJJjnco tHIJ especificidad hacia el 

esteroide que 110 se dá en el caso de la difusión. [sto podría explicar por qué 

ciertos dcsórd('nes .rndrogénicos se correlJcionan con la concentración de 

andrógenos libres, ya que el conlC'nido de f>stos rn C'I suero podría representar al 

csteroide disponible para unJ acción no cspecíflcJ 6 palológica, debido a que no 

existen mecanismos de regulacwn de la d11us1on como los que existen para los 

receptores, como la regulJción lMIJ de recPptorPs después de la estimulación 

(54,92). Esta hipótesis no ha sido recha1Jtb, pero rxisten todavía dudas con 

respecto a la importancia cuantitativa de la C'lltracfa de estcroidc acoplado el la 

SHBG en comparación con la rnlr.1da de t~stProide no unido 155). 

La internalización de la SllBG a la célula podría también estar 

involucrada con la subsecuente unión del csteroi<lt> a su receptor intracelular. Otra 

posibilidad podría ser que tuviera alguna función biológica independiente de las 

hormonas estcroidcs pero que fuera influenci.1da por éstos. Como y.i fue 
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mencionado anteriormente, se ha encontrado que la unión de la SHBG a su 

receptor, con la subsecuente unión Uel esteroide a su sitio de unión, provoca la 

activación de la adelinato ciclasa membrana!, aumentando la concentración de 

AMPc intracelular (55). La intemidad de esta acumulación depende de la afinidad 

del csteroide unido a la SHBG, de manera que la 5a-DHT, que tiene una alta 

afinidad por la SHBG, provoca un aumento mayor que el estradiol, que tiene una 

menor afinidad. Este mecanismo podría implicar un modo adicional de acción de 

las hormonas cstcroidcs, que no requiere qlle el cstero1dc interactúe con su 

receptor intracelular1 confiriendo otra función a la SI WG. 

Actualmente se hacen múltiples estuJios p.ird profundiLar en el 

conocimiento de las propiedades fisicoqufmicas y funcionales de la hSHBG, 

utilizando diferentes cnioque!'>, como los ~málisis de sus homologías con otras 

protefn.1s de función conocida, los estudios clínicos en los que se asocia alguna 

patología con cambios en la eslructura ó concC"ntración de la hSHBG, 6 los estudios 

a nivel de biología molrcular con los cDNAs de la hSHBG. In el presente traba¡o, 

la herramienta que se utilitó para ampliar el conocimiento sobre la hSHBG íue el 

estudio de mutaciones ó vJriantcs genéticas en diclh1 molécula. 

A la presencia simultánea de dos o rnJ.s Íenutipu~ Uifercnle:io de una 

misma cahKtcrística en un.i población, en proporciones tales que el más raro de 

ellos se encucntr.1 con una frecuencia mayor .11 1%, se le denomina polimorfismo 

genético (93). Con el estudio de las poblaciones se ha hecho evidente que el 

polimorfismo es u11 fenómeno ampliamente distribuído en los seres vivos; de 
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hecho, se ha encontrado que las poblaciones son polimórficas para la mayorla de 

los loci génicos (94). 

Algunos polimorfümos son más aparentes que otros. Tal es el caso de 

los polimorfismos para el color de los ojos y del cabello en los humanos, el 

melanismo industrial encontrado en la polilla moteada Biston betularia l., el 

polimorfismo cromático de la concha del caracol de tierra Cepaea nemoralis, las 

diferentes morfologlJs de las hormigas (voladora., soldados), etc. Sin embargo, 

existen variantes genéticas a nivel molecular que no son tan evidentes y para cuya 

identificación se requiere de técnicas especiales, corno pruebas enzimáticas y 

elcctroíoréticas. E xistcn infinidad de ejemplos de estas últimas, como son los. 

polimorfismos cromosómicos (v~1riacioncs en la morfologf.-i y tamJño de algunos 

segmentos cro1110~6111ico!'>); el sistema de .1nllgPnos l \l A, codificado por cuatro loci 

(0-8-C-A) con numerosos alelos en cada uno de ellos; el sislrllhl Rh en l.1 sangre, 

constitufdo por trps alt>lns COrtcd(•; los polimorfir,mm Pn1ini.1ticos (prC'scncia de 

isoeniimas), corno el caso de l.i. csturasa-G de la Drosophila 1JJC'/.1nogastcr, 

determinada por dos alelos; d polimorfismo en los grupos sanguíneos ABO, con 

sus tres alelos Ir\, 15 e le.,; lo.l vanac1011 cncontrc.1JJ Jí1~dtJHicr,tc en !J !:.l'C!..l{'nda fip 

nucleótidos del DNA por medio de e11Li111.i.s úe restricción; y las vari.1nles grnéticas 

encontradas en .1lgunas proteínas transportadoras, como la Globulina 

Transportador.i de Corticocsteroidcs (C13Gl, y la Globuhn.i Transpo1lddora de 

Tiroxin~ <TBCl (')•1-C\C\). 

En lo que respecta a la 1 BG, se han descrito casos de concentraciones 

séricas mayores o menores que lo normal y por lo menos 5 variantes que 

involucran cambios de un aminoácido en la cadena polipcptídica de la proteína y 
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que presentan un patrón de herencia ligada al cromosoma X. Estas variantes 

afectan en diferentes grados a la función de la lBG. La más ampliamente estudiada 

ha sido la denominada TBG-5, que fue detectada por medio de isoclcctroenfoque 

en sujetos de ra¿a negra de los (stados Unidos, Centro América, Africa y Oceanía 

(97). [sta variante se c.-iractcriza por una movilidad electroforética mcls lenta 

(TBG-Slow) y un movimiento hacia el cátodo en PI punto isoc-léctrico de las 

1soíormas cncontrJÜJ!io nur111.Jlt11e11lc. 

La molécula de 1 BG-S PS ligerarnenlc 111.is tNmol.1hil que la normal, por 

lo que los sujetos que l.i poset•n presentan co11ct>ntranones en suero de la TBG 

m.ls bajas C>n promC'dio ;. por lo l.inlo, menores co11centr<1citmes de T .i. Se ha 

reportado que l.1 f'Xistencü dC' esta variante se d~be a una sustitución en el codón 

para el amino.leido N11 171 tle la protcfna madura, d.rndo como resultado el 

cambio del .ícido asp.htico (.imino.'icido con c.irgJ neg,1t1va1 por la asparagina 

(amino.írido nc•utrol. 

t n cuanto a 1,1 Llil~. se h,m desuno tJ111bié11 L.bos Lllfl cu11u•11lJJLiu11t':, 

circulantes alter.id,1s, .tsi romo vc11i.mll'S gern:·llLdS L1HtldL·111<1d.1> pl)r un c,m,Uio en 

el punto isoeléctrico cuando son somctid.1s a un sistl'rn.1 de isoelcctrocnfoque 

dcspuc"•s del trat.11rnento rnn lll'lH.lllliniddsa. Sl• sJbe qu(' est.b 1110\é-culas presentan 

una .1finulad por <'1 cortisol rnerwr J l.1 normal, pero l.1 c.1u'.>.1 de la existencia de 

estas variantes J(rn 110 c,e lllllcKP (~l8,9(J). 

La cxistl'11ci.1 dL• v.iri.111ll'S geni·tic.1s de la moh.'.•n1l.1 de la hSI ·\BG ha sido 

t.u11bíén estuUiad.1, <1 \istie11du .1 l.1 focha dos rc•portes .1 t~stP rt">¡wcto. [n el primero 

de ellos, Ahrent.5('11 y coL1bnr.ulorPs t100) describen l'I c,1c.n lh· la ausencia total de 
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la hSHBG circul.mte en 2 st1jctos femeninos pertcnccicnlcs a la misma familia. En 

el estudio clínico, una de las sujetos presentó un ligero hirsutismo, obesidad y 

amenorrea de O meses, y la otra, no presentó ningún cuadro clínico caractcrfslico 

y un embarazo normal de 20 scm.inas. 

Los nivrlt•s dr andrógenos circulantes de estas sujetos se encontraron 

dentro de los límites normales, presentando únicamente una elevación en el 

porcentaje de testosterona libre con rcspcctn d la total. 

(stos .rntürPs ck·scribP11 quP en el estudio íarniliar no se encontró otro 

sujeto con la .iusenci,1 tut.il d(• l.1 hSi IBG. UnicamenlP, 1.is concentraciones 

circul.:intcs de la hSHBG "" L'I p.idrt• y l.1 abucl.1 malNnd se cncontrcHOll en los 

límites inferiores de los v.1lort•s normales. [n este trah.ijo se sugiere que la 

dcficicncia c..lr. la h51 IBC es un.1 c,u.ictcrístic.1 gcnCticarncnte determinada. 

[n el '>t•gundo rt'IHHll', lucl-.ock y C.walli-Sfor1.i (101) c.Jcscriben la 

e\istencia de 4 v.u1.rntl'-. genl·t1t,1s de la hSHBG, l'IK·ont1.u.J.1s por medio de la 

cll'ctroforesis en gelt•s n.lli\'ns de poli.Krilarnida de l.1 hSI IBG unida in vitro a 

testosterona ma1c ,1d,, c1111 
1 ·'c del suero de los sujc>to" de estudio, con la 

subsC>cuenlC' exposición a u11.i pi.Ka de rayos X durante l meses. Las variantes 

identificad.is fuC>ron l.1s sigl11Pnt<»;: l,1 normal, la variante il•nt.1 \Lun Ulhl muvilid.ld 

c\cctroforétic.1 nwnor .1 b 11or rn.1\), l.1 v.1ri.rnte ,111ch.1 <que corre como un.1 banda 

.mcha que ,1h.irc.i de-;d(' 1.1 b.rnd,1 ll'nt.1 h,1s.t.1 l.1 normah, y l.t v.uiante ausente. 

los autorPs rngil~H·n quC" estos ícnolipos son el resultado de las 

combinaciones dt.• trrs alelos, dC'sign.1dos como N, S y O, siendo N y S 
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codominantes y O reccsivo. De esta manera, el genotipo NN y NO produce un 

fenotipo normal; el SS y SO produce un fenotipo lento; el NS, un fenotipo ancho, 

y el 00 corresponde al ausente. Al hacer el estudio familiar, los autores concluyen 

que los fenotipos de la hSI IBG son el producto de la herencia mendeliana simple 

de un gen autnsórnico triall!lico. 

En el presente trabajo se estudió la presenctd Je ... ~riuntci genéticas de 

la hSHBG, ulilizando para su identificación el sistema de isoclectrocnfoque. 
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OBJETIVO 

El presente trabajo tuvo como obíetivo el C'stablccimiento de la 

existencia de polimmfic;mo genético de la molécula de la Globulina Transportadora 

de Hormonas Sexuales en el suero de una muestra representativa de la población 

mexic<1na, des<le el punto de vista dí' sus propicd,1dPs de c-.uga en un sistema de 

isoelectroenfoque, asi como las bases de su transmisión genética y sus 

repercusiones en l~1s propicd,Hlcs fisicoquímicas y iuncionalcs de 1.i hSHBG. 
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MATERIAL. 

Los csteroidcs no radi.:ictivos fueron obtenidos de Steraloids lnc. (Wilton 

N.H.J, y su pu1~i.d qutmica fue C!.tJbl{'óda pnr nomatograffa en papel y 

recris.lalilación. Los cstcroidcs r.1diactivos fupron obtenidos de Du Pont NEN 

Rcsearch Products (Boston, Mass); la 1,2-1H-testostcrona (3H-Tl utilizada tuvo una 

actividad especifica de 4U-u1J Ci/mmul, y lo 1,2- 111-dihidrotc>tosterona (3H-OHTl, 

de 40-60 Ci/mmol. Amb."tS fueron purificad.is antes de su utilización por 

cromatografía en Scphadex Ll-t-20 con cloroformo: etanol 25:2. La acrilamid.:i, 

N,N'- dialilt.11t.irdi.1rnida lDAlD), N,N'-rnetilcnbisacrilamida (bis), 

N,N,N',N'-tetrametilctilcnediarnina lll MllJl, azul brillante de Coomassie R-250, 

pcrsulfato de amonio, sulfato salicílico de sodio (50Sl, affie-gel blue, papel de 

nitrocelulosa, estámJJres de punto isocléctrico y las arníolinas se obtuvieron de Bio 

Rad lauoratories (Rich111ond, C1lif.l. La albúmina séríca bovina lASB), tris, glicina, 
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ácido glutámico, Tween 20, glicerol, neuraminidasa tipo X y el inhibldor de tripslna 

tipo 1-S fueron obtenidos de Sigma Chemical Co (St Louis, Mo.). 

Las muestras de sangre fueron obtenidas de 360 individuos adultos 

mexicanos de ambos sexos, residenles en la Ciudad de México. Se dejaron 

coagular durante un par de horas a tcmpcrJtura ambiente, y el suero fue separado 

por centrifugación a 1500 rpm durante 15 minutos y guardado en alícuotas a -BOºC 

hasta su utilización. 

El anticuerpo anti hSHBG utilizado fue generado en conejo utilizando 

hSHBG purificada a partir de líquido amniótico 175), y donado por el Dr. C.W. 

Bardin del Population Cou11cil Cenler for Biomt"dic.tl Rese.irch de NuevJ York. [ste 

anticuerpo es monoespecífico para la hSHBG. 
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MÉTODOS 

1 ).- Preparación de las Muestras de Suero. 

Antes de su utilización en los t'xpcrimentos llevados a c.ibo en este 

estudio, las muestras de suero fueron sometid.1s a diferentes tratamientos: 

a).- Eliminación <le los E stC'roidcs Endógenos.- La remoción de los 

esteroides endógenos presentes en el suero se llevó .t e.iba medi.1nte l.:i incllbación 

de las mucstr.1s de> suero con carbón activado Noril-A, en una relación de 1 mg 

de carbón por mi de suero dmantC' 1 hora .1 ·tºC con agitación manual. Al final 

de la incubación las mucstrJs fueron centrifug.idas .1 3000 rpm dur,rntc 30 minutos, 

y los sobrcnadantes obtenidos se guardaron en alícuotas a -80 11C hasta su 

utilización. 

b).-tlimirMción de la r\lbúmin.1.- C1si todcl l.1 .1lb(1mina presente en las 

muestras de suero fue clirninada por medio de la utilización de affi-gel blue. 

Primeramente, el att1-gcl Ulue íue l.iv.tdo exhJu~tiv.HllL'ntL· y l'quilibrado con un 

amortiguador cfo tris 0.02M, glicerol 10% pH 7..1 CIG buffer). Después, se 

incubaron el .:iffi-gel hluc y PI surro en una rC'l.1ci611 de 0.6 mi de suero por C.lda 

mi del gel dur.lnte 1 hr a ·l"C con agitación ni.1nual, en tubos de polipropilcno de 

12 x 75 mm (l .1kon, Osnard, C.lliU. Al fintll dl• l.1 i11cuhación los tubos fueron 
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centrifugados a 3000 rpm durante 20 min, y los sobrenadantes obtenidos fueron 

guardados en allcuotas a -BO"C hasta su uso. 

e).- lratamicnto con Neuraminirfa~a.- Este tratamiento fue utilizado para 

eliminar los residuos de .'icido siálico presentes en la molécula de la hSHBG, 

rcsponsJblcs de gr.:m parte de la m1crohcterogcncidJ.d ub~ctvJ.Ja en é:i.ld, Se i:i:: ... 6 

a cabo mediante el método descrito por Van Baclcn y colaboradores (99), según 

el cual las mucstr.1s Uc !.uero fueron aju:Jtadas a pH 5.8 con l-ICI 1 N e incubadas 

con 0.05-0.S unidadC's de neuraminid.isa tipo X (dduída en un amortiguador de 

acetato de sodío O.OSM pi 1 5.8) por cad.i 0.2 rnl de suero. Al final de la 

incubación se ai1.idieron 0.1 1111 de TG ht1fíer con .11ida de sodio 0.2% y se 

centriiug6 a 3000 rpm durante 20 min .1 ·tºC. tos sobren..id.mtes obtenidos fueron 

guardados en alícuot.1s a -UOºC. 

P.HJ desc.utclr l~-i pn!'>ibiliJJd de dpgradación dP las muestrJs dur~rnte 111 

11t.!\J1Jl\linid,\s1\ 11il.:idic11úa 0.001 mg dr un inhibidor de> lrip .. in,1 tipo 1-S, diluídc1 en 

un amortiguador d<.-. .1cet.1to dt• sodio O.OSM, cloruro de sodio 0.17M y azida de 

sodio 0.02%. 

Con el objeto de .mJliZJr 101 efectos de la congel.1ción y descongelación 

ele l.is mucstr.:ts dur.mte los trat.1mic>ntos descritos y los subsiguientes experimentos, 

se sometieron muestr,1s de SU<.'ro .:i 10 ciclos de congel.1ción y descongel.1ción y se 

.:m..lli1ó su 11Cli\id,1d por rrn•Jio de ensayos dP un Y.ólo punto. 
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2).- Desarrollo de Sistemas de Unión Para la Determinación y 

Cuantificación de la hSllBG. 

La determinación y cuantificación de la hSHBG, asl como la obtención 

de sus constantes fisicoqu!micas (consta11tc J~ afinidad, coi1stante de disociación y 

número de sitios de unión), se llevó .1 cabo por los siguiC'nlcs métodos: 

.1).- [nsayo de un Sólo Punto.- la detNmin11ción de la presencia de la 

hSHBG en las mueslras se llevó a caho par (~!ole rnl•todo: se incul.Mron 0.2 rnl de 

cada muestra (suero trat.H1o con carbón ó eluatus de gelc~ de isoelcctrocnfoquc) 

con 1 x lff
11

M cit.~ Su-dihidmtl'slo~terona mMLJda con tritio ( \H-01 IT) durante 1 

hora a OºC. P.1ralcl.imcntc en uno dC' los tubos se a1iadió un exceso de 200 ng de 

OHT no marcada y se incubó de igual manera para cakul.u l.i unión 110 t•!opcdfica. 

la separación de !os f''.>ll'roides \1brl~s de los unidos .t 1.1 hS• ~BG SC' llevó J. cabo 

mediante l.i .Jlhci/,n de O.B mi dL· un.i sus¡wrbÍÓll dt.~ 2 r1!J mg Je cürbón activado 

Norit-1\ y 25 mg dl' dt.•\.tr .. 1n 1-70 en 100 mi de? TG-bul1t~r, y l.1 centrifugación a 

JOCO rpm th1r,"'tP 15 min .i ·1"C. los sohrenad.intf's fUL'fnfl <lecant,1dos en vi.i\cs 

de centelleo y l,1 n1,ml1fic.ición de l.i r .. uJi.ictiviJ.id se 11C'vf:i i1 cabo mediante l.1 

adición de 5 mi de lnst.1gcl como solución de cc11tPlk·o y la ut1\i1ación dl• un 

contador P.1d ... Hd 1ri C.ub lnn. la prcs.encia de \,1 h51 lBG en 1.is muestras se 

traduce en l .. 1 obtención dt• Ulhl unión cspccífic.1 signihL·,1tiv,1, rcsullado de la resta 

de la unión no (•s¡wclfica ,, 1.i unión total olnt_•niJo.l de! .::nnt.adr.1r 

muestras, 

bL- An.ílisis de S.1tLH.1ci6n.- La cu.1ntific.ición de \a hSHBG en las 

l.1 <lc·tNmin.Kión de las constantes dt' .lli111dtld y \,1s constantes de 

disociación, se llv\'Ó a cJho por el análisis de s,1\ur,K1ún usando el ensayo de 
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carbón-dextrán descrito por Larrea y colaboradores (102): se incubaron 0.2 mi de 

suero tratado con carbón y diluldo 1 :10 en TG buffer con 0.2 prnol de 1H-DHT 

y cantidades crecientes de D~ IT no radiactiva para ohtPncr una concentración final 

de 1-40 x 1 ff9M. la unión no específica íue determinada en un tubo con la 
3H-DHT mjs un exceso de 200 ng dP IJHT no m.irc.ula. Después de 1 hora de 

incubación a O"C, se separó el cstcroide libre del unido a la hSI lBG por medio 

de la adición de 0.8 mi de una suspensión de 250 rng de carbón activado Norit-A 

y 25 mg de dextrán 1-70 en 100 mi de TG bufier. y la centrifugación a 3000 rpm 

durantl• 15 min. los sobrenad.:mtes se deccml.uon t'!l vi.1lcs de CC'ntcllco, se les 

ariadió 5 mi de lnstagcl y se contaron en un co111.1dor Ptlckard lri-C.ub 300. los 

result.1dos obtC>nidos se graíicJron y .:rnali1.uon por medio del método de Scatchard 

1103), con el que se obtiPrte lm.i rPcta cuy .. 1 pendiente l'S igual a la const.mte de 

.1fi11idJd Je l..i hSI ll3G, el invcr:.o de la pendiente rt'pa'$C'llt,\ ,, la comtant(' df' 

disociación, y el punto en el que la recta cru1a al f'ie de las abscisas indica el 

mjmcro de sitios de unión de l.1 h51 IBG, y como Pst.1 pos('P un sólo sitio de unión 

al cstcroide por molécula, reprC'Sf.•nt~1 la co11cN\traci6n de l,1 hSI llJG en la muestra. 

3).- lsoclcctrocnfnquc. 

fn este estudio SC' util11arun dos sistemas de isoelcctroenfoque: en tubo 

y en placa. 

o).- lsodectrocnfoquc en luUo.- (1 isoclcctrocnfoquc en tubo se llevó a 

cabo en geles de poli.K1il.1mid.1 en form.J de tubo d(• 0.5 x 1 O cm, conteniendo 

un 6% de .1mfolinas p.ua cst.:iblccer un rango de pH df.' 3 a 10. l.n cada uno de 

ellos se Uepositaron 0.2 mi de suero tr.:it.:ido ó no con affi-gel blue y/o 
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neuraminidasa y fueron sometidos a una diferencia de potencial de 100 V durante 

1 hr y a 200 V durante 20 lirs. a 4ºC. Al cabo de este tiempo los geles fueron 

sacados de los tubos y congelados a -80"C hasta su utilización. Como solución 

amortiguadora del ánodo se utilizó acido glutámico O.OSM, y para el cátodo, tri• 

base O.OSM. Cada uno d(' los geles congelados fuc>ron cortados en fragmentos de 

2 mm, elurdos en 0.5 mi de IG butlcr dur.rntc 18 tus a 4"C con agitación, y la 

presencia de la hSHUG en cad.l uno de los sobrcn.ldantcs se determinó por medio 

<le '..'f!S:J)'U d'! u11 ~1'.111_1 por1!(1 P,tr.1 L1 nhtPncitin drl r.rngn dr pi 1 e~t.iblC'cido a lo 

largo de los gelcc;, en uno dt> los tubos de cacll f..'xperirnento no se corrió ninguna 

muC'stra, se cortó en ir.1gnw1110.; dt> 5 mm y cada uno Sl' eluyó en !. mi de .1gu.1 

destilada clesioni1.id,1. Al cabo dC' 2 hrs df' incub.ictón .l tt..•111pL·rdtur.1 ambiente con 

Jgitación, se midió el pi 1 de rada uno dL~ los sobrC'nadantes. Ln cdda experimento 

se corrió también un gel con est.ind.ues de punto isoel(•ctrico Bio-R.ld lab. 

b).- lsoelectroPnloquP t'll Pl.K.l.- ( 1 1so1•lectroe11fuquc> t'n pl.ica se llevó 

u c.1ho C'll geles de poli.icr1l,1mid.1 dP 11 x 12 cm prC'fabricados por L¡...:(3 <Uppsala, 

SueciJ) con un rango lh:' pH est.1b1L•cido dP 3 ,1 10. 1 a solución amortigu~1dora 

utilizada ¡Mrd el c,\toUo fue hidróxido de sodio 1,\1, r p.ira el Jnodo, ácido 

fosfórico 1M. [n cada carril se .1p!Karon dl' .!O .1 40 1d dt• l.i~ muestras de suero 

tratadas ó no con .11fi-g0I hluP )'/o 11eur.1111inid.1s.i. o;e corrit>ron en un .iparc1to l.KB 

]117 MulliphPr .1plic,111d11 un,1 e orru·111f• co11i;,t.111lt' dr ~O mA h.1st.1 alean; ar un 

volt.1je de 1500 V, a 4"C. 1\I fm,11 dL' 1~1 corrida f,1s muPst1.1s lucrnn tr.rnsforid.i!:. .1 

pJpel de nitrocelulosa. Un e.mil t•fl L'i que 110 st.~ cnlocó nmgun.i muestra st.~ lJt11i16 

para medir el gradiente ele pi 1 (•st.1li\Pndo Pll PI gel. Lort.mdo l1,1gmentos de 5 

mm, cluyénc.Jolos l'íl 2 mi dP .1gu.1 dt•\td.id.i dc:s1oru1.ld.1 .1 tempPratura onibiente 

clur.mte 2 hrs con agit.icíú11, )' midit•1Hhl PI pi 1 en cad.1 uno dL~ lns sobrc>nad.1ntcs . 
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En uno de los experimentos, uno de los carriles en el que se había 

corrido una muestra de suero fue cortado en fragmentos de 5 mm, cluído en 0.5 

mi de TG buffer .1 4"C durante 18 hrs en agitación, y la presencia de la hSHBG 

en cada uno de los sobrenadantes se determinó por medio de ensayo de un sólo 

punto. 

4).- lnmunotransfcrencia. 

Con el ohjcto de observar cspecífic.mwntc las bandas correspondientes 

a la molécula de l.i liSI IBG sometida a isocle>ctroenfoquc en pi.Ka, IJs proteínas 

del gel fueron tr.rnsferidas .1 papel de nitrocelulosa y reveladas co11 un anticuerpo 

específico .rnti-hSI IBG. 

l..J tr.1nsfcrcncia a papel se llPvó .1 cabo por difusión de las proteínas 

del g<'I al p.1pel, par.1 lo cual se montó el siguiente sistema: en un recipiente se 

coloc.uon 3 hojas de pJpcl filtro VVJtman Nº 2 clL'I t.1maím del gel, previamente 

rc111oj.id,15 c11 un amortiguador dc> tris 0.02M, N..iCI JM pH / .!:> tbuiíer Je 

transforcncia). tncim.i se colocJ.ron 3 hojas de papel hllro VV.1l11i.rn N" 2 ~L·c.1s, y 

encima, PI p.1pel de nitrocelulosa, t.imbién del tamaño del gel, previamente 

remojado e11 1111 .1111nrti~l1.1dor de tris 0.0lM, NaCI 0.91Y., tbuHN clc l..1.vJdo). 

lJcspuC!'> se pu:,u L·I gd, quit.mdo tod.1s !.ls bwh11j.1" f•xio;tpntes enlrc éste y el p~1pcl 

de nitrocclu\os.1, )' lill..Jlmente sP colocó un vidrio y un 1n.1tr.'i1 de 250 mi lleno de 

agu,1. la tr.m!:ih•u•nci.1 transcurrió dur.mtc 18 l11s a temperatura ambiente y en 

atmósfera húrn1~d.i. 
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Al finalizar la transferencia, se incubó el gel pegado al p.ipel en un 

amortiguador de tris 0.02M, NaCI 0.5M, tween 20 0.05% pi! 7.5 (buffer de 

separación), con .1gitación durante 30 min, y se separJ.ron manualmente retirando 

el resto de gel adherido ,11 papel con una tarjeta de pl.lstico. Para tapar todos los 

sitios activos restantes del papel de nitrocelulosa, <>stc se incubó en un 

amortiguador de tris 0.01M, twccn 20 0.1'>.'1, thimcrosal 0.01%, NaCI 0.9%, 

albúmina sérK..l bü~;n.:1 3'; .. pi 1 7 A \!JuiÍL·r de bfoquco¡ dur.rntc 5 tus a temperatura 

ambiente, al final de> las cu.ilcs se lavó el papel P\haust1varnc11tc con buffer de 

IJvado. U p.i¡wl sp colocó l'll lHl.l bol5.1 de pl.istico spJl.1da con el anticuerpo anti 

hSHBG gcncr,1do en conej\J, dduído 1:100 en un .11nofliguador de tris 0.01M, NaCI 

O.CJ•:{,, l\veen 20 O. J·~ ... ll11r11t•ruc;al 0.01%, .ilbürnin,1 sC:•rica bovina 1'}{, pH 7.4 <buffer 

para primer .mt1cuerpo), y w incubó dur,inte 18 hrs .1 lcrnperatur.i arnbicnle y en 

ag11.:ic1ón. Al finali1Jr /,1 inc11b.1ción, se IJvó l'I gl'l v.1ri.1s \'L'ces con el buffer de 

lavado y se incubó 1 hr m.is con el lmffer de Uloqueo. Dc~puC·~ de ser lavado, el 

p.1pcl ~e colncc'l l'll otr.1 holi;;.1 df' pl.hlicn sf'll,1d.i con pf .m!ÍlUC'rpo .rnli lgC de:> 

conejo rnarc.ldo c~m fH.'fO\id,i'i.l diluído 1 :200 l'fl un .11nurt1gu.1dm de tris 0.01 M, 

N,1CI 0.9%, l\\('(•/l 20 0.1'.!,,, thinwroi;;,11 0.01'~;. pi 1 7.-1 llJUlier pJra s<•gunrln 

.mtü.:ut•rpo) y 5.1...' i11cul1ó durante 4 hrs J lcmprrdlur.1 .imbicnte con agitación. Se 

lavó exhausllvJmPntr con huifcr de IJva:Jo, y f,1<; h.111d,1s se rcvcl,uon con una 

solución de 15 mg dP .l-3' diaminolH•ncidina y 10 ,1'1 dt• pcrÓ\ido de hidrógeno 

en 50 mi dl• bulicr dp 1.lV.ido. 

5).· An.llisis de 1.1' Mue•tras de Suero de la Población. 

las 360 rnuestr.1s de suero de la pal.ilación luernn tr~1tad.1s con affi·gcl 

bluc y rn ... •urJr11ínid.is.1 y snnwtidas .1 isoelectrm•nloquf• en tubo y rn placa. 
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Por medio de isoelectrocnfoque en tubo fueron analizadas 250 muestras 

de suero de individuos adultos mexicanos de ambos sexos y, como fue mencionado 

anleriorrnenle, el patrón de corrimiento de la hSHBG se observó cortando los geles 

en fragmentos de 2 mm, eluyéndolos en TG bufíer y realizando ensayo de un sólo 

punto en cada uno de los sobrenadantcs. 

Las rnuestrus que fueron sometidas a isoelcctrocntoque en placa fueron 

las de 11 O individuos adultos mexicanos (55 matrimonios) y, como se señaló en el 

inciso anterior, fueron posleriomente .rnaliz.1das por inmunotransfercncia. 

Los rc>sullados ohll"'nidm en este estudio fueron .inaliz.idos desde el 

punto de vista genéliLo p.tr.1 encontr.u el modo dt> tfanc,nlisión de los ienolipos 

encontrados. y por nwdio Je la ley de 1 i.irdy-\Veinberg pJr.1 averiguar si la 

población se t•ncontr.ib,1 en equililmo génico. 

Se dice que tma pobl,1c1l)n est.1 en equilibrio génico cuando las 

írecuenLiJ> dt> lt)S hu111u(iw1tos y de lo., hPterocigotos v.rn de acuerdo con iJ ley 

de 1 tafdy-\VPinlierg. hta k•y dt>notJ .1 la írecuenci.i de c,ul,1 uno <le los dlt.>lm, Je 

un sistem.1 cnn,tituido por dos dl' Piios, como p y q, y establece que su 

JistriLución l'll un.1 polil.1ció11 l'll equilibrio obcdccP a la siguiente ecuación 

malem.'.ll1ca: lp+4¡' ~ p1 t 2pq + q1 )' p + q = 1, de m.rner.1 que la 

frecuencia de un homociglllo debe "t.'r igu.il .1 p1, del otro homocigoto, ,l q 2, y del 

hl•tcrocigoto, .i 2pq. t .1 pllhl.1ció11 <;(' encucntr.1 C'I\ equilibrio si l.1s diferencias C'fltrc 

lo ol>SL't\·.irl11 '''-Pt•riml'nta\mP11tP y lo L•sper.1do de .1cucrdo .1 la ley de 

1-lardy-\\leinht•r~ son t'"plic.ibles por el .l/Jr, para lo cu.il se aplic.1 una pruebJ de 
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x2. De lo contrario, se dice que la población no se encuentra en equilibrio génico 

(94,95, 104). 

6).- Estudio Familiar. 

De acuerdo con los resultd<los obtenidos en el an.ílisis de las muestras 

Üt! !lucro de !.l pcUlJcif1n. '>C estudió lc1 descendencia de 2 matrimonios en los que 

uno de los miembros de la pareja presentó el fenotipo var1.1ntc de la hSHBG, y de 

2 matrimonios en los que ambos slijetos presentaron el fenotipo silvestre de la 

hSHBG. 

LI suero de los hijos de estas parejas fuP tr.1t.1do igualmente con affi-gel 

bluc y ncuraminidasa y sometido a isoelectrocntoquc en p1Jca e 

inmunotransfercnciJ. 

7).- Propiedades fisicoquímicas de las Variantes de la hSllBG. 

a) .. Consldllle tle ,\finid .. ul, Cnmt.1nl<• dP IJi!>nd.1ción y Número de 

Sitios de Unión.- L~1 determinación de las const.rntcs de> afinidad, constantes de 

disocí.1ción y nl1mcro cJe sitios clr unión Sí' llL•\l1 .l c..ibo mediante an.~lisis de 

satur.1ción a 4°C: y a 2BºC, en sueros dr su1No:1 que prcsL'ntaron el fenotipo 

silvt.•!>lre y de sujetos que pu•si:>nt.uon el fonotipo .._ ,ui,rnte de la hSHBG. 

b).· Velocid.td de Disocia1.:1ón y l il'mpo MPdio de Disociación.- Se 

estudió también la velocidad de Uisoci.K1ón y el tic.·mpo 111Pdil) de disociación del 
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complejo hSHBG-tcstosterona en sueros de su¡ctos con el fenotipo silvestre y el 

variante de la hSHBG. [!tlo se llevó a c.ibo de la siguiente manera: las muestras 

de suero fueron primeramente trdladas con cJrbón y dilufdas 1:10 con TG buffer, 

y después mcubadas con c.mtidadcs s.Jt11ran1rs de testosterona marcada con tritio 

(1 x 1 o· 9M} durante 1 lu a 4nc y a 28"C. para ocupar todos los sitios de unión 

de l.i h5l lílC. Al íinali1ar P'ila incubación, se hicieron incubaciones scriJdas 

durante O min, 3 min, 5 min, 1 O min, 15 rnin, 20 min y 30 rnin con un exceso 

de 1000 veces <le testosterona no marcada r,1diactivamcnte, a 4°C y 28ºC también. 

Al finaliL<H los til'mpos de incubación, se af1adiC'ron 0.8 mi de una suspensión de 

250 mg de carbón .Ktiv.1do Norit-r\ y 15 mg de dextr.'in en 100 mi de lG blJfícr 

a cada tubo, se cl'nt1ifugó .1 3000 rpm Ju1JnlP 15 min y se determinó la 

radiactividad en p\ sobren.uJ.mtl' por mt·dio dC' co111C•o con lnstagcl en un contador 

Packard Tri·CJrb 300. 

Los resultddos obtenidos se gr.ificJron como el logaritmo natural de l,1s 

cuentas por minuto unidas cspccífícamentc contr.i el tiempo de incubación con el 

exceso de testosl('fOlh\ no 111Jrc.1da. De rc¡l,1 nti1ne1.1 se ol>t1cnc UllJ 1t:d.1 ~uy.:i 

pendiente representa 1.1 velorid.1CI de disociación del comple10 hSHBG·te-:.tosterona, 

y el punto en el <!je del liPrnpo de incub.1ció11 flUC corresponde .1 la mit,1d clc>I 

v,1lor máximo obtenido C'n el Pjc de l.1 unión espccítica, inUica el tiempo mecho 

de disociación (liempo en l'i 4uc :;0 di:;odJ !.\ mit.1d dPI complejo). 
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8),· Análisis de las Muestras por Medio de SS-PACE y Gráficas de 

Ferguson. 

Oc 50 a 70 ¡11 de suero tratado con carbón, affi-gcl blue y/o 

ncuraminidasa fueron sometidos a SS-PACE (Stcady-Stjtc Poliacrylamide Gel 

Electrophorcsisl, )'al sistema de grMicas de Fcrguson (105,1061. 

El SS-PAGI sP llevó t1 caho de la siguiente mJnera: se utilizaron geles 

de poliacrilamid.1 al 6% <gel de resoluciónl en tubos de vidrio de 10 x 0.6 cm, con 

1 cm de gel conce11trt.1dor lpoliacrilamida al 2.5%). [n el gel de rPsolución se 

incorpor.iron 2 pmol dP :,u-d1hidrotestosterontl marcJda con tritio 11H-DHT) por 

cada mi de gPI, }" en el gel Lüll(clllrJ<for, '.:i p111ol Je 111-DI 11 pur 1111 dt' gel. PdriI 

el caso de los tubos ptir.1 l,1 unión no espcdlicJ, en el gel de resolución se af1adió 

t.1mbic''n un l'\Ceso dL• 100 \'l'Cí'S de lJHl no marcada radit.1cl1\..JlllC'nte. Las 

muestras SP corriPron .1 1 111Amp por tubo durante el gel concentrador, y J 2 rnArnp 

por tubo d1ir.rntc el gl•I de resolución. Ltl solución amortiguJdor.i utili1ada en este 

~i::ilelllcJ fue trh iM:>L' U.Utl.'1/\1, !~i1c111,1 U.Uj,'\1 pt-i 8.J. 

CU,llldl> l'J Ííl'lllP dí' nHrimiento llegó ,11 fin.il cJcl gel efe rp~olución, Jos 

geles fw.-ron sacados de los tubos y congdados .1 ~BO"C. Posteriormente, fueron 

cortJdos en fr.1e;rr~cntos de ~.5 mm ;. ..:unt.ldos. en un ..:ünt.hf1)r de LL'lllelleo 

PJckJrd Tri·CJrb 300, 11tili1.rndo 5 mi de lnstagel corno solución ccntellcadora. los 

resultados tuPron gr.tíicados como cucnt.:is por minuto 0Utenid.1s en e.ida fracción 

contra el 11lrn1ero de l.1 fr.1cn611. 
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Para las grMicas de Fcrguson se utilizó c>I mismo sistema de SS-PAGE, 

pero en este caso cada muestra fue corrida en geles con diferentes concentraciones 

de acrilamida: 5%, 6%, 7.5%, 8.5% y 10%. los resultados se graficaron como 

cuentas por niinuto obtenidas en cad,, ir.ic.t.iún lülllrJ el número de la fracción. 

Para linealizar los datos, los resultados se graficaron taml>il-n como el logaritmo 

base 10 Gel Rf (nÚ!J1Pl(1 d" l,i ír,1n~iñn rn la que s.11<.• ('!punto máximo de la curva 

entre el número de íraccioncs tot,1les) contra b concentración de acrilamida del 

gel. 

Ba¡o estos dos sistern.is se .111ali1.iron muestrJ!'> úc suero de sujetos con 

el fenotipo silvestre y de sujetos con el fenotipo variante de la hSHBG. 

9).- Métodos Estadísticos. 

los métodos qut• Ú1L•ron utili1.1dos p.u.1 anali1<ir estadísticamente los 

rrsullados dP este traba¡o fueron: l.i prud.M de l de S!udel!l, p.1r.::. l.l .::omp.1rJci6n 

de las constantes lisicoquí111ic.1:. de \,, 1null.·cul<.1 dl• l.\ hSI H3G con fenotipo silvestre 

y variante, y la prueba de X1 p.ir.1 establecer el equilibrio génico de la población 

estudiada de acuerdo a la ley cJp H.irdy-\Vcinherg. 

MAllMtAl YM(lonos 
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RESULTADOS 

1 ).· lsoclcclrocnfoque en Tubo. 

Cuando las muestras de suero fueron trutadas con aifi-gcl bluc y 

sometidas a isoclcctrocníoque en tul.Jo, se obtuvo un piUJ de unión en el ensayo 

de un sólo punto de los fr.ig1m;nlo!'.t del gpl, comu el 4ue se muestr.1 en la figura 

1. Este pico se encontró localizado en un r<lngo Je pH entre 5.4 y 5.85, y 

desapareció cuando Pll el ensayo de un sólo punto se afiadi6 un C''\ccso de 

Sa-dihidrotPstostcrona no marcada radiactiv.1mt~ntP. lo que confirmó que 

efectivamente se tr.1ta de l,1 molécul.l de la hSt 1BG. 

ln la íigur.1 l se muestra tambil•n el píen de unión obtenido después 

del an.1lisis por ens.1yo Je un sólo punto de los ir,\grnentos de gel del 

isoclcctrocnfoque de una nnicstr.i de suero tratad.1 con JÍÍi-gcl bluc y 

nc>uraminidasa. rn C'~tl' caso, c>I pico de unión encontró s11 nt.l.ximt> a un pi i de 
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Figura 1.- Perfil de unión del i!ioclectrocnfoque pn tubo de una muestra de suero 
tratada ( o J y no tratJd.1 ( • ) con neur.iminid.1<o,1, obtenido por medio de ensayo de 
un sólo punto de los rluatos de los frJgm<'nlos de \os. ge-les. ll priml"r pico corresponde 
a la hSI IOG flJlÍV.l, y PI segundo, .1 1.1 hSI me cJpc,j,1\i1adJ. l O) clStcriscos reprcscnt~1n las 
cuentas por minuto obtt>nidJs p.ua la unión no l'SJ>PCífica, es decir, cu.111do los cluatos 
fueron incub.1do.., t.1mhién con u11 cxcC'so de DH 1 no radiactivJ. 
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6.9, y también fue desplazado por un cxcc<o de lJH T no marcada, lo que permitió 

afirmar que corresponde a la hSHBG dcsializada. [stos resultados no se alteraron 

cuando la cJcsialización de la mo\écul.1 de la hSHOG se llevó a cabo en presencia 

de un inh1bidor de t1ipsinJ, ~omo se mue~t1.1 f>n la íigur.i 2. 

lstos 1e~u:t.1Jo:; dcm'.!e~l.r.111 quf' el tratamiento con neuraminidasa 

cambia el punto i<acléctrico de la molócu\,1 de la hSHBG hacia un pH rnás básico, 

pasándolo de 5.4·5.85 i1 Íl.9, en promedio, dl'hido J Id eliminación de residuos de 

ácido siálico de l.1 proteína. r\Jcm.1,s, reduce \,1 rnicroheterogenei<lad propia de la 

molécula <le la llSI IBG, qul' ~t· h,Ke evidente por la dismin\Jf .. :i6n en el área de 

enfoque e.Je la proteína después del tratJ111ienlo con ncuraminidasa. Por otro lado, 

sugieren t.unlJién quC' ni el tr.\l.1miC'11to con ncur.iminiddsd 11i t.•I procedimiento de 

isoclectroC'nfnque Jlter.rn f'I sitio ele unión a t~steroídes de la hSI H3G, ya que 

sicmprc se oblit>rw un ¡iico ele unión .1 ltl-Dlll. 

lP. ·.-J'l' Hnn rlP l<h i'>1H·lt~ctr0p11foques en tubo l1UC se llevaron a cJbo 

se utili1ó uno <IP los gl'il'S p.;ira meJir el r.ingn de pi\ est,1blecido por las .1mfolinas. 

[n la 1 igura 3A Sl' muestra dicho gr.1d1enll' dL• pi 1 con L:is desviaciones cst.índar 

de cada punto y l'fl la JB, el cnl'li1._iPnlP dr vari.1dón obtC"nido para c..1d.1 valor de 

pH medido. las lh·ch,1s SC'i1.1\.m \J /OllJ dC' pH dondt? se enconlr.lfon los picos de 

la hSHBG y, como puC'de ohsf>rv.:uc.c, s<• loc.1h1.iron C'll un Jw.1 di.? pi 1 de poca 

vari.1ción intPrcn<;,1yo. 

Aunqut> p\ isoelectroenfoq1u· en tubo demostró ser un método 

adecuado parJ el C'studio del punto isoeléctrico de la molécul.1 de la hSl IOG, el 

análisis dp las 2'i0 nwestr.1s dt" suero de '" pobl.ición por medio dP esta 
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figura 2.~ P('rfil dt> unión del isol'le1.-1roenlo<¡ut> (.'11 tubo ele url.l muestra de suero 
tr11t.:id.:i con neur.lminidtls.J en prcsPnd.1 ( o ) ó ausencia t • ) de 0.001 rng de un 
inhil>iclor de> tripsin.1 tipo 1-S. obtenido por 11wd10 de C>nsayo de un sólo punto de los 
cluatos de los fragmentos de los geles. 
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figura J.- Al.- Gradiente de pH obtenido en el isoelectroenfoquc en geles de 
poliacrilamida en tubo. En cad,1 punto se representa el promedio y la desviación 
cst.lnd.u de 20 diferentes isoelcctrocnfoqucs. B) .• Curva obtenida al graficar el 
codiciente cle variación par.1 c,1da VJlor dl• pt 1 rncdido en los isoe\cctrocnfoqucs. 
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métodologfa no logró demostrar la presencia de ninguna variante genética en el 

punto isocléctrico de la hSHBG desiali1ada, por lo que se decidió utilizar el 

método de i!toC'lectrocnfoquc en placa seguido de inmunotram.fcrcncía a papel de 

nitrocelulosa. 

2).- lsoclcctrocnfoc¡ue en Placa e lnmunotransferencia. 

Por medio de esta rtlf'todologfa fueron .rnJ!izados 11 O sueros tratados 

con carbón, Jffi·gel Ulue y ncuraminidasJ. dC' individuos Jduhos mexicanos, que 

corresponden ,1 SS matrimonios. l n este tipo cJp .1rh11isis se obtuviC'ron bandas (Je 

inmunotinción. [n 105 de los t-.1sos estudiados (95.itS•J\,) se observaron 2 bandas 

bién definidas con un punto isocléctrico de 6.50 y '1.ü3, como se muestra en IJ 

Figura 4, mientras que c•n 5 de las muestras (4.55'X1), S(' t'nc:ontró un patrón de --1 

b.-imJ.1s, siendo dos de ell,1s !.is mism.:is 'llW en los c.1st)S .rnlcriorcs, y las ,)tras dos, 

b.rndas que presC'nl.iron llll punto i:.ol'li>ctrico 111.is b,hico, de 6.70 y G.76 ffigura 

4). 

ble p.ltrón Je culfimit.•ntu se encontró f.mln en hornbrt:>s como rn 

mujeres e incJependit:>ntenwntP <k• la ed..id de los individuos. Por otra parte, se 

mantuvo t.•n ex¡wrinwntoc; rí'pl't1do~ de l.1S mism.1s mut·:.11.J\i, y no se vió JlterJdo 

aún cu.indo se Cdmhi,uon l.is l·n11dirioncs dC' los experimentos, como ..iumentando 

la rantid.id clt~ ncuraminid.1s.1 en <'I tratamiento Je desi.1li1dción, invierticndo el 

sitio dc> colocación (k• l,1r, 111tw~1r.1s en el isoelectrol•nfoquc, ó cambiando el tiempo 

de (~stf', como S(' muestra en l.1 rigura 5. 

. .. 
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Figura 4.- Patrones de bandJs ol.Jtenidos c11 PI isoclectrocnfoquP en geles de 
poliacrilamida en placa seguido de inmunotransfl'rcncia J papel de nitrocelulosa de 
muestras. de suero dcsi.:ili1adJ!>. [n A se flllJL>~trJ l'I p.1trón <le b.incJas de la hSHBG 
obtcniclo en el 95.45'~-~ de los c.1sos, tlcnorninddo fenotipo silvestre. [n B se muestra el 
fenotipo variante, encontrado en el ·1.55'}{, de los casos. 
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Figur3 5.- Pal1<Hl<'' de b.111d." oblcnidos en el i">elcclrocnloquc en gelc' de 
poliacrilamicfa en pl.ic.1 e inmunotransícrenciJ a p~1pPI de nitrocelulosa de muestras de 
suero dcsializad,1s que presentaron el fenolipo silvestre• y í'I variante de la hSI IBG. En 
!.is lírll'.1S 1 y 2 <,1• 11111Pstr.m las b.mcl.1s de la hSI IBG de fenotipo silvestre y variante 
desiali1.1das con 0.05 U df' 1wur,m1inidasJ. l n l.i~ 1í1w,1s 3 y 4 se muestra el patrón de 
b.md.is dl• l,1<io 1111--m.1., m11l'slr.1s, pem de!ii.1li1.1dJs con 0.5 U de neuraminidasa. tn las 
lí1w.1~ 5 y b, d p.1trün Je liJndJs ohtl'nido al depo..,1t.11 IJ nn1t•stra de suero en el 
P\tremo ,rnúdico dt'I gel, c·n lug.11 dt• rn el c.1tódKo. 1 n las líneas 7 y 8 se muestra el 
111isflll) ¡i.1tr1'm ol1IL'fli1ln .il nJrrer el i-.odl'rlroenfoqu<' dur,1nlL• 18 hrs en lugar de ·I hrs. 
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Como fue mencion.lCJo en l.i sección de Material y Métodos, en uno de 

los isoelrctro<:'nfoqucs Pn placa se utilizó uno de los carriles pard cortdrlo en 

fragmentos de 5 mm, eluirlo en 0.5 mi de 1 G bufll'r y analizarlo por medio de 

ensayo de un sólo punto; los demás carriles se inmunotransfiricron y revelaron en 

la forma descrita anteriormente. rn la íigur.1 6 se muestran los resultados 

obtenidos, demostrándose qu<' se encuentr.i un pico de unión a 

Su-dihidrotestostcrona en la misrn,1 región del gt:I en f,1 que se encuentran las 

bandas de innwnotinción correspondientes a la rnolécul.i de la hSHOG. La unión 

de l,1 molécuta obscrv.1d.1 t.111to a un .mticu(•rpo específico contra l.:i hSHBG como 

a Sa-dil11drotc•stostcro11a permite Jlirn1.u que la 1110/l·culJ que se eslcl estudiando 

se tr.itJ cfcctivJnWlllC <lf' la hSI H3C. 

[n l.1 rigurJ 7' se nrncs1r.1 l.1 gr«Hi(.J ckl gr.1dit•t1ll' de pt l ol.>teniUo en 

los isoclcctroenfoqu<•S t'll pl,H"a lll'v.1dos a cJho, .:hí como l.1 del cucflciC'nte de 

variJción fldr,1 cad<l uno de los pi 1 1tH.•d1dos. l.1s ilcd1.1s sefhll.rn IJ zona de pi 1 

donde cnfoc.Jron l.1s b.rndas dP la h~l IBG y. como en el cJso d<.'I isoeleclrocnfoquc 

en tubo, éslds se loc.1li1aron ('11 un ,lfpa dC' pi f de por.1 variJción intercnsayo. 

J).· [studio familiar. 

Con el objeto <le d<'moslr.ir si f'I patrón de ·1 b,rnd,1s encontrado cm los 

ind1v1duos de este .:stud10 reprPsf'nlab.:i una variante genética dentro de la 

pobl,Kión y, por lo 1.11110, cr.i hPr<.>d.1hle, se estudió la descendencia de 2 de los 

individuos que prl'scntaron este patrón, y de l. que presentaron el p.-itrón silvestre 

de 2 b.rnd.is. 
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Figura 6.- A).· Pt•rfil de unión del isocll'ctroL0 11foque en geles de poliacri\Jmida C'n plac.1 
de la hSHBG Ucsializada, obtenido por medio de ensayo de un sólo punlo de los 
cluatos de los fr,1gmentos del gel. B>.- Patrón de b.md,15. obt('nido por isoelectrocnioquc 
en geles de poli.icril.1mida l'll pl.1ca f' inmtrnotransfcrenu.i .1 papel de nitrocelulosa, de 
la misma muestra que en A. 
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Figura 7.· Al.-Gr.idiente de pt 1 obtenido en el isoC'lcctrocnfoquc en geles de 
poliacrilarnicl,1 en placa. [n cadJ punto se rcprcscntJ el promedio y la desvi.ición 
estándar dr 20 isoclectrocnfoqucs cl1fNcnll•s. Bl.- Curva obtenida al grafic.u el 
coeficiente de variación obtenido pard c.HIJ uno de ll)s v.1lorcs de pH medidos. 
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[n la figura 8 se muestra el estudio de la Familia N" 1, en el que la 

madre presentó el patrón variante de 4 bandas y el padre, el patrón silvestre de 2 

bandas. Corno puede obscrvMse, la mitad de la dcsccdcncia de esta familia 

presentó el patrón variante de 4 bandas. 

El estudio de l.l r arnilia Nº 2 se muestra en la íigura 9. En este caso, 

el patrón de 4 bandas se presentó en el padre y en uno de los hijos. 

En el .1njlisis de las 2 familias (f.imilia Nº 3 y íamilia Nº 4) en l.is que 

ambos pJdres fHCsPnt.uon el patrón dP 2 b.rndas se encontró que toda la 

dcsccndcnda prcsPntó t.unhic'•n dicho patrón. en decir, qut:> en ningún caso en el 

que los f)Jdres present.1ran el patrón de 

con el p.1trón úc> ·1 lMnd.1s (f igurt.1 10J. 

hand,1~ :.L' c1icontró un <lescendierite 

Despué;; <lt_d .rn.'tl1sis g<•ri{·lKn de lns rernlt.1dos obtenidos se pudo 

sugerir que- l.1 ~cgrq;.Kión de los f~·notipos de l.1 hSI IBG corrPspondc posiblemente 

a un sisf Prn,1 dP dos ,1lelo~ rndomin.rn!Ps ,wtosc1micos, que fueron denominados 

c5 y e". ll illC"lo G'..i codifirarí.i pM.i l,1s dos IJ.md.i'.:> COI\ punlos isoeléctricos de 

6.50 y b.63, y L•I .tll'lo c 11 codificaría p.Htl l.is dos IJ.rnd.ls con puntos isocléctricos 

de 6.70 y b.76. De C'.>l,1 t11t1ner.1, el fonotipn silvl'stre ó m.\s frecuente, que fHCSl'flla 

el pJtrón d(' 2 b.1nd.1::., C!"ttarfJ rcprc:;cnl.111~) p.-.r d g0notipo eses, t•I Ít.•nutipu 

v.ui.rnte {1 IHl'llos lrt•t-Ul'lllt>, que prt•w11l,1 el pt1l11'111 de 4 b.md.is, correspondería al 

genotipo G5G11 . 1 \'ideflll'llll'fll<', l'\i~lirí,1 llll ll'fCl'f gpnotipo G11Glf al que 

corrcspondt>rí.1 .ti lt•nntipn lh~ l.1s 2 b.111d.1.:, 111,).:, h.hit .1s Unic,rnu•ntc (presentes en 

el palrón de 4 b.rnd.1s). Sin t•mbargo. Psh• c,1.:,0 110 ÍllL' enconlrado en la población 

e.Je este estudio. 
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Figura o ... A).- Patrón dl' h.111d.1s obtenido en rl isoe!Pctroenfoque en plac.i y la 
inmunolransícrcnd.i a p.1p('I dt• 111troceluJo.,.i de l.1s mul•i,lr.1<> de suero dcsi.iliL11das de 
la familia Nº 1. l.is líneas 1 y 2 corre'>ponden .1 los sueros de los pt1drC's, y Uc l.1 3 a l.i 
1 O, a los sueros de lus hij1Js. Bl.- f squL~m.1 de \J tr.rnsrnisión cJe los lenottpos sih:estre y 
variante en la f arnili.1 Nn 1. L n'.t drculos representan d l.ls mujert·s, y los cu.Hlrados, a los 
hombres. U color h\.mn1 indiL.l PI ienotipo silvL·~trP, y el bl.rnco-negro, C'I ícnotipo 
variante. 
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figura 9.· Al.· Patrón de bandas obte11íd0 en el i<oelcLl!oenfoquc en placa y la 
inmunotransforencia a papel de nitrocelulosa de las mufitras úe suero dcsializdJils de 
la Familia Nº 2. Las lfncas 1 y 2 corresponden a los sueros de los padres, y del 3 al 7, a 
los sueros de los hijos. BL· hqucma de la transmisión de los fenotipos silvestre y 
variante en l.i familia Nn 2. Los círculos. rqncscntJn a las rnu¡eres, y los cuadrados, a los 
hombres. [I color blanco indica el fenotipo silvestre, y el blM1Co-ncgro, el fenotipo 
variante. 
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Figura 1 O.· Al.- Patrón de band.is olllenido en el isoelectroenfoque en placa e 
inrnunotransfercncia a papel de nitrocelulos.1 de las muestras de suero desializadas de 
la Familia N" 3. lJs líneas 1 y 2 representan a los sueros de los padres, y del 3 al 7, a los 
sueros de los hijos. B).- ( squcma de la transmisión dC'I fenotipo silvestre en la Familia 
Nº 3. Los círculos representan a las mujeres, y lns cuadrados, a los hombres. El color 
bl.mco indic.1 el fenotipo silvestre. 
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Fueron calculadas las frecuencias génicas de los alelos y de los fenotipos 

encontrados en la población estudiada, así corno l..is frecuencias esperadas para los 

fenotipos de acuerdo a la ley de Hardy-Weinbcrg. Los resultados se muestran en 

la Tabla 1. Como puede observarse, al comparar las frecuencias observadas con las 

esperadas por medio de una prueba de X2, se obtuvo un valor de 0.058 que, para 

un grado de liherttid, corr('sponde a una p>0.80<0.90. Esto indica que las 

diferencias encontradas se deben únicamente al azar, por lo que se puede decir 

que la población estudiada se encuentra en equilibrio génico ó de 

Hardy-\Veinberg. Por otra parte, se encontró una explicación al hecho de no haber 

encontrado el fenotipo GHGH, ya qlJC su irecuencia génica esperada es de 0.05 1
}{,, 

que implica que se encuentra c-n 1 de cada 2000 individuos. 

4).- Propiedades fisicoquírnicas de las Variantes de la hSHBG. 

C,1bc scf1al.-ir que J.1s seril's de rongl'laci6n y descongelación succ>sivas 

a lac; f1UP se sornc>ticron algunas mucstr.1s ele suero en el estudio, que se scil..ila en 

la sección 1c de Material y Mc'.·lodos, no alter.uon las propiedades de unión el la 

Sr1-dihidrotcstosterona de la molécula de IJ hSI iBG, como se muestra en la Figura 

11, ya que l.J unión de las mucstrJs cxpcriml'nt.iles ful' práctk.imcntc.-> igtMI a la dr> 

las mucstr.ls control, que sólo h.1bí.111 sido dC>scongcl.idas una vez. 

Se llevaron .l cabo .1ntilisis de satur.ición el 4ºC y a 28ºC con sueros 

de 4 individuos que prcscnt.uon el fenotipo silvestre de 2 bandas de la hSHBG y 

de 5 individuos con el fenotipo de 4 bandas. Al representar los datos por medio 

de gr.~ficas de Scalch.:mJ pudieron obtenerse las constantes de .1finidad, constantes 

de disociación y d número tfp sitios de uni6n (conc('ntr.Kión) de la molécula de 

~t~Ul IAIXJ" 7·1 



Fenotipo Genotipo Fenotipos Fenotipos 
ob.sc:v.:idos esperados• 

Nº % Nº % x2 p 

Silvestre c5es 105 95.45 105.05 95.50 0.000023 

Variante eSell 5 4.55 4.8B 4.44 0.00295 

Variante e11e11 o o 0.056 0.051 0.056 >O.B<0.9 
~· -·-.. 

Total 110 100.0 110.0 100.0 0.058973 

• De acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg (írecuencia esperada de e5e5=p2; 

frecuencia esperada de G5G";;:;;:2pq; frecuencia C'Sperada de CHG11 =q2). 

Aidv:, Ni'unero de alelo> frecuencia de los 
--·"- ---- alelos Silvestre Variante Variante Total 

eses eSc11 c"eH 
----- -------es 210 5 o 215 P=215/220=0.97727 

e" o 5 o 5 q = 1-p =0.022727 

Tahla 1.· írecuenci.1S génicas observadas y esperadas para los alelos y los fenotipos 
encontrados en l.1 población. 
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figura 11.- Porcentaje de unión de la 111-DH l .1 l.1 hSI IBG a través de 10 ciclo• de 
congelación y descongelación de las rnucstr.:is dP suero. E-[xperimC'nlal; C-Conuot 
(muestras descongeladas una vez sol.uncntel. 
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la hSH BG en estos sueros. En la íigura 12 se muestran las grjflcas de Scatchard 

representativas de 2 individuos, uno con el ícnotipo silvestre y el otro con el 

variante, obtenidas de an.ilisis de saturación llevados a cabo a 4ºC y 2BºC. Así 

mismo, en la Tabla 2 se encuentran las comtantes de afinidad y de disociación y 

el número de sitios de unión de los sueros analizados. Como puede observarse, no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas en ninguno de los tres 

parámetros cstudi.:idGs entre !es imJiv!duc1s con d fC>notipo silvp<;,trC' y el variante. 

tanto a 4°C corno a 28ºC. 

Otros paránwlrm iisicoquímicos que fueron medidos tJrnbién son la 

velocidad de disociación IK-ll y el tiempo medio de disociación lt1ol del complejo 

hSHBG-testostcrona de IJs mismJs muestras con fenotipo silvestre y variante, y, en 

ninguna de las dos condiciones expcrimf'nlalcs utilizadas (a 4ºC y ,1 28ºC}, se 

encontraron clifcrl'nci.1s e-:t.1dísticamcnte significJ.tivas entre los dos fenotipos 

encontrados. Estos resultados se encuentr.m esquematizados en la Figura 13, y 

resumidos en la l.1bl.1 3. 

5).- i\njlisis de las Muestras por Medio de SS-PAGE y Gráficas de 

Fcrguson. 

En el siqem.1 de S'i-PAC.F IStcady-State Polyacrvlamide Gel 

Electrophorcsis) el l'!ltcroide marcado radíactivamcntc que funciona como ligando 

de la hSHBG par.1 poder ser identificada después (Su- dihidrolestosterona marcada 

con tritio), es incorpor.1do al gd anlf'S de su polimerización, de manera que la 

proteína, durante l.1 electroforc>sis, se va uniendo al csteroide y migra 

conjuntamente con él, ohl<•ni(•ndose un pico de radiactividad en el fragmento de 
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figura 12.- Cr.Hkus Ue Scatch.Hd obtenidas con muestr~1s de suero que presentaron el 
fenotipo silvestre (A y Bi y el fenotipo variante IC y DI de la hSHBG, llevados a cabo a 
4ºC y a 28ºC. Cicla punto rcprcsc:>nta C'I promedio dl' tres determinaciones. 
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Fenotipo 

hSHBG Sexo M"' 

Silveslre 

1 11 2.4x109 

2 M 1.0x109 

3 M 2.0xlO' 

4 H 1.0x109 

X±DE l.6x10'' 
±0.71 

·------
VariJnte 

1 M 1.lx109 

2 M 2.ox10" 

3 11 2.ox10'' 

.¡ H 1.0x10'' 

5 H 1.7x10'' 

X±DE l 1.56x10'' 
i ±0.48° 

ESTA TESIS 
SALIR DE lA 

NO DEBE 
BIBLIOTECA 

4ºC 2BºC 

M pmoVml M-1 M pmol/ml 

4.16x10·10 22 1.2x109 8.3x10·10 15 

10.ox10· 10 43 1.5x10'' 6.6x10·10 48 

5.0x10·10 40 2.0x109 5.ox10·10 38 

10.ox10·10 16 1.0x10'1 1ox10·10 26 

7.29xlff1 30.25 1.4x10 'l 7.47x10· 10 31.75 
± 3.14 ±13.27 ±0.'13 ±2.15 ±14.33 

9.09x10· 10 50 1.5x1n'' 6.6x10' 10 54 

5.0xlff 10 38 1.7x10'' 5.8x10'1º 42 

s.ox10· 10 H J.!jx1011 6.6x10· 10 16 

lOxl0. 10 9 1.3x10'' 7.6x10· 10 10 

5.8x10'10 17 1.5x109 6.6x10·10 15 

6.q ... 11:r10 ~~.G 1.Sx IU 
.. 

b.6x10· 10 27.4 
±2.36" ±17.5" ±0.1·1· ±0.64. :!: 19.·11 • 

• Diferencia estadísticamente no signific.1tiva (p>0.5). 

Tabla 2.- Conslanles de Jsociadón (M'1), conslanles de disociación (M) y 
concentraciones (prno//mf) de Ja hSHBG con ÍC'notipo silve>-.tr(' )'variante. 
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figura 13.- R<'prcscnl.ición gráfica de la vclocid.1d de disociación del complejo 
hSHBG-tcstostcranJ en muc.'.itr.1~ de suero con fenotipo silvestre (A y BJ y con fenotipo 
variante (C y 0), J 4ºC y .1 28ºC. CadJ punto representa el promedio obtenido de tres 
determinaciones. 
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Fenotipo 4ºC 26°C 

hSHOG K·l (min.1) l112!min) K-1 (min.1) t112(min) 
------

Silvestre 0.0342:!:0.0017 20.13:!:1 .29 0.250:!:0.02·1 2.6+0.26 

Variante 0.0320:!:0.004º 20.58:!:0.56º 0.250±0.04)• 2.9+0.58° 

•Diferencia estadísticamente no significativa Cp>0.5). 

Tabla J .• Velocidad de disociación (K-1) y tiempo medio de disociación (t112I de la 
hSHBG de fenotipo silvestre y variante. 

RIMJI IMXJ~ ., 



gel en el que se localiza la proteína unida a la 1H- DHT. Por este método pueden 

detectarse uno 6 varios componentes de la muestra que unan al esleroicJe marcado 

pero que tengan diferentes movilidades electroforéliras, e incluso calcular su 

concentración y velocidad de disociación cuando c>n el sistema se alcanza un 

equilibrio entre los sitios de unión y el ligando (cuando la velocidad de asociación 

y de disociación se hacen iguales). 

Por medio de este sistema fueron analizadas 4 muestras de suero de 

individuos con el fenotipo silvestre y 4 con el fenotipo variante de la hSHBG, y los 

resultados obtenidos se encuentran ejemplificados en las Figuras 14 y 15. En la 

Figura 14 se muestran las gráficas obtenidas al utilizar un suero con fenotipo 

silvestre (a) y uno con fenotipo variante (b) tratados con carbón y affi-gel blue. 

Como puede observarse, -;e encuentran constituídas por tres picos de unión cJlmde 

el primero corresponde a la molécula de la hSHBG, el segundo, a la molécula de 

la Globulina lransportaclora de CorticostProides (hC8G), y el tercero, a l.i molécula 

de albúmina, de acuerdo con el trab.1jo de Riuén y col.1boradorcs (105). Además, 

en la Figura 1 •k se muestra la curva obtenida al sornetcir a SS-PACE una muestra 

de alUúmin.1 pura, cuyo máximo corrcspondc con f'I tNcPr pico de l.lS gráficas 

obtenidas con suero. Por otra parte, al afladir un exceso de LJHl no marcada en 

el gel, se obtuvo únicamente el pico de unión correspondiente a la alblm1ina, ya 

que tanto la hSHBG corno la hCBG presenlan una unión cspcclíica a la DHT, y 

por lo tanto, son de~pldLJJ.:t> por un exceso del ligJndo no m;ucado ffigur.1 14d\, 

al contrario de lo que sucede con la .llbúmi11.1, cuyJ unión es inespccffica. En la 

Figura 14e se muestra la grMica oUtC>nida al cont.u la radiactividad de los 

fragmentos de un gel l'll el que no se corrió ninguna muestra. 
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Figura 14 a).-Perfil de radiJctividad obtenido al someter a SS-PAGE Lma rnuestr.1 de 
suero no desializada con el fenotipo silvestre. b).· SS-PAGE de una muestra de suero no 
dcsializada con fenotipo v<uiante. e).- SS-PAGE de una muestra de albúmina sérica 
bovina pura. d).~ SS-PACE de una muestra de suero no dcsializada, en el que se 
incorporó un exceso de DHT no r.1diactiva en el gel <le resolución (Unión no 
Espec(fica). el.- Gráfica obtenida de un gel de SS-l'AGE en el que no se depositó 
ninguna muestra. 1-hSI IBG; ll·hCBG; lll- hAlh. 
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Figura 15.- Perfiles de radiactividJd obtenidos Ji someter a 55-PAG[ muestras de suero 
desializadas con fenotipo silvestre (al y con fenotipo variante (bJ. 1-hSHBG; 11- hCBG; 
111-hAlb. 
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En e•te caso, los pico< correspondientes a la hSHBC de las mue•tras de 

suero con fenotipo silveme y variante tratadas con ca1bón y affi-gel hlue (no 

desializadas) tuvieron •u• m.lximos en la misma fracción del gel (al igual que los 

picos correspondiente• a la hCOC y la hAlb.I, por lo que no •e encontraron 

diferencias entre la hSHBG silvesllc y la hSHBG variante, no dcsializadas. 

En la figura tS se Hhh:!3"tr.:m IJs grMicas obtenidas al someter a SS·PAGE 

muestras de suero con fenotipo silvestre y fenotipo variante tratadas con carbón, 

affi·gel bluc y ncuraminid.1Sa. Como puede observarse, se encuentran constituidas 

también por 3 picos de unión, pC'ro los máximos correspondientes a la hSHBG y 

a fa hCBG se encuentran m,ís ccrc.1 del inicio del gel, ya que el tratamiento con 

ncur.1mlnidasa altera las propieda<l<'s de carga de ambas moléculas debido a la 

eliminación de rc!'.iduos de .~ciclo siálico. (1 pico corrcspu11dicntc a la albúmina no 

se altera, ya que é~ta no sr encuentra glicosilada. 

[n este c..iso, la hSt IBG dd suero con fenotipo variante presentó una 

menor mov1üd,,J dc.:d;cfcrétir ,1 con respecto a la del suero con fenotipo silvestre, 

variación que no se cncontrú p,1r.i '-'I e.isa de la hCBG ni de la aUnímina. Debido 

a ésto, se pmfundizó eSle estudio con la utilización de las g1áficJ< de rerguson. 

Como '-1':' rxplica 1..'ll la sección de Material y Métodos, para la obtención 

de las gráficas de ícrguson t;(' 11tili1a el mismo sistema del SS.PAGI:, pero conicndo 

cada muestra en geles con dilcrentL's conccntrnciones de acrilamida. Los resultados 

obtenidos se gr.lfic.m como el logaritmo base 10 del Rf (número de fracción en 

que s.1le el pico entre el núnll'ro df' fracciones totales) contra la concentración de 

acrilamida en el gel, rcsuh.mdo de> esta manera una recta caractcrrstica de cada 
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protelna, que es un rcílejo de su carga (expresándose como movilidad relativa a 

una concentración de acrilamida de 0%) y de su peso molecular (expresado como 

coeficiente de retardo relativo). Con este método pueden identificarse proteínas 

diferentes con el mismo reso molecular pero con diferente carga, y viceversa (si 

las rectas obtenidas de dos protelnas cruzan el eje de las y en el mismo lugar 

significa que dichas protc[nas tienen la misma carga; si las protc(nas tienen el 

mismo peso molecular, las rectas deben ser paralelas). 

En este estudio se analizaron 3 muestras de suero de individuos con el 

fenotipo silvestre y 3 con el fenotipo variante de l.1 hSI IBG, y las gráficas obtenidas 

se encuentran c¡emplificJd.i.s en las Figuras 16 a 21. 

En las figurJs 16 y 17 se mucstr.i.n las grMicas obtenidas al someter al 

sistema de SS-PAGE con diferentes COllCcntr.ic1on(•s de JrcilamidJ en el gel (5%, 

6%, 7.5%, 8.5% y 10'.~íil, muestras de suL•ro con p\ lt.>notipo silvestre <íigur.i 16) y 

PI variante (rigur.1 17) tr.ll.idas con carbón y .:ifli-gel blue. Corno puede observarse, 

la movilidad electroíoróticJ dt~ los picos v.1 dísrninuyt:>ndo al aunH ... 'llldl ltt 

concentración de acril.1mida. [n este caso, los picos obtenidos para ~1 c •. ho dd 

fenotipo silvestrt• y p.lril el VJri.inte fueron pr.lctic.unente iguJ!cs, lo cual puede ser 

observado gráficamente Pl1 la íigur.i 18, dondt~ se muestra que las gráficas de 

Fcrguson obtenidas para cada una Ue Id) mulé.:uL1s d,~¡ ÍPnntipo silvestre fueron 

iguales a las del fenotipo vMiantc. lsto !>ig11if1c,1 c.¡uc ambas moléculas, no 

dcsializadas, tienrn la misma cMga. 

[n las 1 igura<; 19 y 20 se mucslran l.1s gr.'1l1cas obtenidas de sueros con 

fenotipo silvestre y v.iriante trnt.1das con carbón, afti-gr!I blue y ncur.1minidasa. [n 
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Figur.-i 16.- Perfiles <le rad1activid.1d obtenidos al sometc-r ,, SS-PAG[ una muestra de 
suero no dcsializada con fenotipo silvestre, utiliz • .llldo diferentes concentraciones de 
acrilamida en el gel: 5% (a), 6% (u), 7.5% lcl, 8.5% (dl y 10% (el. 1-hSHBG; 11-hCBG; 
111-hAlb. 
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figura 17.· Perfiles de radiactividad obtl•nidos .ti someter a SS·PAGE una muestra de 
suero no <lesia1izada con fenotipo variante>, utilizando diferentes concentraciones de 
acrilamida en el gel: 5% (al, 6% (bl, 7.5% le), 8.5% id) y 10% (e). 1-hSHBG; 11-hCBG; 
lll-hAlb. 
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Figura 18.-Gráficas de ferguson obtenidas para la hSHBG (a), la hCBG (b) y la hAlb (e) 
de muestras de suero no desializadas can fenotipo silvestre ( o ) y fenotipo variante 
( + ). * ·coincidencia de o y + , Rf - número ele fracción en que sale el pico de la 
curva entrC" el número de fracciones totales. 
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este caso se observa que el pico correspondiente a la molécula de la hSHBG de 

la muestra desializada con fenotipo variante presentó en todos los casos una menor 

movilidad electroíorética con respecto a la molécula de la hSHBG del fenotipo 

silvestre, cosa que no sucedió para el caso de la hCIJG ni de la albúmina. [n la 

Figura 21 se muestran las gráficas de íerguson obtenidas en este caso, y cabe 

seflalar r¡ue en l;i'i rPcfa'i ohtr>nirlas para la hSHBG dr. ambos f1?nntipm varía el 

punto en que ambas rect.1s cruzan el eje de las y. Esto permite decir que, después 

del tratamiento con ncur.iminidasa, se hace evidente un cambio en las propiedades 

de cJrga de la proteína, es decir, que la molécula de l<1 hSHBG desializada del 

fenotipo silvestre y la del fenotipo variante son diferenlc'i rn cuanto a su carga. 

Esto no se presentó en C'I c.1so dt:> l.:i hCBG ni de la albl1mina. 

Al comparar las gráficas de rerguson de las muPstras sializadas y 

dcsi.1lizadas líigura 22) se confirma qu(' el trat.imiPnto con llC'UfJminidasa cambia 

la carga de las moléculas de Id hSHBG y dP l.1 hCBG, pero no de la albúmina ya 

que, como se mencionó JlllL•riormentc:>, ésta última no se encuentra glicosilada . 
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Figura 19.· Perfiles de radiactividad obtenidos al someter a 55-PAGE una muestra de 
suero desializada con ícnotipo silvestre, utilizando diferentes concentraciones de 
,1crilamida en el gel: 5% (a), 6% (b), 7.5')(, (e), 8.5% (u) y 10% (e). l-h5HBG; 11-hCBG; 
111-hAlb. 
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Figur> 20.- Pe1files de 1adiactividad obtenidos al someter a SS-PACE una muestra de 
suero desializada con fenotipo variante, utilizando diferentes concentraciones de 
acrilamida en el gel: 5% (a), 6% (u), 7.5% le), 8.5% (di y 10% (e). 1-hSHBG; 11-hCBG; 
1ll-hAlb. 
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Figura 21.- Gráficas de Ferguson obtenidas para la hSHBG (a), la hCBG (bi y la hAlb (c) 
de muestras de suero desializadas con fenotipo silvestre ( o ) y fenotipo variante 1 + ). 
*·Coincidencia de o y +. Rf·n<1mcro de fracción en que sale el pico de la curva 
entre el m.'1mcro de fracciones totales. 
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Figura 22.· Gri\ficas de Ferguson obtenidas para la hSHBG m, la hCBG (lll y la hAlb 
(111) de muestras de suero con fenotipo silvestre no tratada ( • ) y tratada ( + ). con 
neuraminidasa. Rf-número de fracción en que sale el pico de l,1 curva entre el número 
de fracciones totales. 
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DISCUSIÓN 

El presente trabajo tuvo (""Orno objetivo el establecimiento de la 

existencia de polimorfismo genético en la estructura de la molécula de la Globulina 

Transportadora de Hormonas Sexuales en una muestra representativa de la 

población mexicana, como una estrategia para alcanzar un conocimiento más 

profundo acerca de la estructura y función de la hSHBG. 

LI polirnorlismo genético en las proteínas de los seres vivos es un 

fenómeno ampliamente distribuído tanto en plantas como en ~1nimales, y es el 

resultado, en su mayor parte, d(' mutaciones en los genes originales para dichas 

proteínas. P,u.i r>I r;11:.n ccinnrln df' loo:; <;f'ír>'io humanm.. SP con!'.idf>ra que del 30 al 

80% de los loci génicos son polimóriicos en las poblaciones; la t,isa promedio de 

mutación por gen y por gc>ncr.ición es de 1ff5, de manera que si l.i población está 

conformada por 6,000 millones de individuos, en cad.i genercJción surgen un 

promedio ck• 120,000 mut.Kiones mwv..ls en cada locus de la humanidad (107). 
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[n la mayoría de los casos, las mutaciones consisten en la sustitución de 

un sólo nucleótido del DNA. Gran parte de estas mutaciones provocan la 

sustitución de un sólo aminoácido en la cadena polipeptfdica de la proteína 

codificada por el gen mutante. Sin embargo, en muchos de los casos se presentan 

mutaciones silencios.:\s debido a la ·degeneración" del código genético, es decir, 

que algunos aminoácidos pueden ser codificados por más de un triplcte; una 

mutación puede transformar un triplctc en otro que codiiiquc pdra el mismo 

aminoácido, de manera que la proteína producida por el gen mutado sea la misma 

que la codificada por el gen original. Este tipo de mutaciones, aunque alteran la 

secuencia de nuclcótidos de un determinado gen, no provocan ninguna 

consecuencia para el organismo. Tal es el caso también de las mutaciones que 

ocurren en las r<'giones del DNA que no se traducen, corno los introncs (94). 

Por otro lado, las mu1aciones que provocan cambios en las proteínas 

codificadas por el gen pueden producir cambios que conficr.1n una mayor 6 una 

menor eficacia biológica a sus port.:tdnrl's. Las mutaciones que confieren una mayor 

eficacia biológica pcrmanccl'n y se p1up<1gc..111 t.:n la pcbbciór., mi<.:>nt.r,"'\c; 'lllr li\c; que 

provee.in un cambio negJtivo th.!':u1¡Mn~c~n o se m.rnticnC'n con frf'nJC'ncias muy 

Lajas en las pablaciones, ambas por mc>dio clc selección natural. Sin embargo, la 

gran mayoría de los cambios mutacion.1\es a nivel molecular y ele los polimorfismos 

encontrarlo ... Pn las pobl~1ciones ll<lturales son simplemente neutros 6 

tldaptativamcntc c>quiv.ilentPc;, l ,1 sPlección natural no favorece, pero tampoco 

discrimina a las variantes nc>ulras, por lo que su destino en las poblaciones est.l 

determinado por el azar y su distribución se lleva a cabo por medio <le la deriva 

génica. P()r dicha razón, IJs pol.J\,icinnes pueden Jcurnular sin rPstricción alguna 

esas cantidades inmensas de vari.1hilid.uJ genética encontradas en <'llas. De hecho, 

la evolución molecular consistl' princíp.ilmentc en la sustitución gradu.11 de una 
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secuencia de aminoácidos por otra funcionalmente equivalente a la primera 

(108,109,110). 

Existen gran cantidad de ejemplos de proteínas humanas que presentan 

algún tipo de polimorfismo genético. Un caso muy representativo es el de Jos 

grupos sanguíneos, en los que se han encontrado 45 genes polimórficos que dan 

como resultado los diferentes tipos sanguíneos existentes en la población (111). 

Otro ejemplo muy característico es el del sistema de antígenos de 

histocompatibilidad (HLA), que se encuentra codificado por tres locus génicos 

constituídos ,1 su ve1 por un gran mjmcro de alelos (95). También pueden 

enconlrJrse muchos ejemplos de polimorfismos genéticos en las isocnzimas, en las 

mioglobinas, la antilromhin.i, y C'n li1c.; globulinJs transportJdoras del plasma, como 

la Gíobulina Transportadora de Corticosteroides (98,99) y la Globulina 

Transportadora de Tiroxina (97). Ln ambos casos se h.1n descrito variantes genéticas 

rcsult..ido de una sustitución de .imino.'icidos en la cadena polipeptfdica de la 

molécula, y que prc!ientan ningún 6 diferentes grados de alteración en el 

[I método comlrnmentP utilizado para la detección de variantes 

genéticas t'!o l.1 eleclroíorcsis de proteín.1s, con la que puedC'n detectarse cambios 

que afectan 1.i carea nrt.1 d<' l.1 prntPín.i ó su estructura sccundJriJ o terciaria, que 

son, en la mayoría tic los casos, cambios en IJ sccucndJ de Jlllino.'icidos de dicha 

proteína. l.a drtccción de un cambio en IJ secuencia de aminoácidos, implica la 

existcnciJ de v.ui.il>ilidad en el gen que la codifica, por lo que las técnicas de 

electroforesis permiten la detección de variantes alélicas en genes individuales (94). 
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En el presente trabajo el método que se utilizó para la identificación 

de las variantes genéticas de la hSHBG fue el isoelectroenfoque, que es un tipo de 

electroforesis que separa a las moléculas de acuerdo a su punto isoeléctrico. Esta 

metodología permite diferenciar moléculas con diferentes propiedades de carga 

<punto isoeléctrico) aunque sus pesos moleculares sean iguales o muy parecidos; 

un cambio pcqucf10, como la sustitución, adición 6 pérdida de un aminoácido, 

puede alterar la carga nct.1 de una moit!culJ ~in pwJoLir Liimb;o.; nvtJ.blcs en su 

peso molecular. Analizando el código genético y las propiedades eléctricas de los 

aminoácidos, se ha calculado que el 30% de las sustituciones en la secuencia de 

bases del DNA d5 como resultado un cambio en la carga de la proteína codificada; 

un sólo cambio en la carga de la molécula proUucc c.1111bios significativos en su 

posición de isoelectroenfoque (112l. 

Es importante señal.u qul' la.; técnicJ.s de obtención, almacenamiento 

y manejo de los sueros, así como los procedimientos par.l la eliminación de 

esteroides endógenos y de albúmina, el trat,1miento con neuriHninidasa, los análisis 

dt;.' unión y .i..1tUrJci6n, le::; r::.tudlo'.:. df' bs rr0pii::-d,1rlf><', íic;.irnri11fmic<1c; y Irte; técnicas 

de electroforesis e isoclC"CtrmmfoquP llr.vadoc; .i r.1ho en este estudio fueron 

adecuados en términos de la preservdción de la molécula de la hSHBG, ya que 

siempre se mantuvieron sus propiedades de u11ió11 .1 <.•stC:'roidcs }' su rC'conocimiento 

por anticuerpos específicos. 

Inicialmente fueron analizadJs 250 muestras de suero de individuos 

adultos mexicanos por mc>dio de l,1 técnica de isoc\ectrocnfoquc en tubo. Con este 

sistema fue posible analizar el punto isoeléctrico de l.1 molécula de la hSHBG, ya 

que en cada muestra se obtuvo un pico bién definido situado en una zona del gel 
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en la que el valor del pH presentó una baja variabilidad interensayo (figuras 1 y 

3}, y con puntos isoeléctricos semejantes a los anteriormente reportados. También 

pudieron apreciarse cambios gruesos en las propiedades de carga de la hSH BG 

como los provocados por el tratamiento con ncuraminidasa, que desplazó el pico 

de la hSHBG de un pH de 5.4-5.85 a uno de 6.9. En cuanto a la 

microheterogeneidad de la molécula, sólo pudo apreciarse que la curva de enfoque 

es más ancha en el caso de la hSHBG no tratadJ cun no::: •. ;raminidJsd con rc-spccto 

a la tratada. Sin embargo, por medio de este sistema no fue posible demostrar la 

presencia de vari.rntcs en la molécula de la hSHBG en los sueros analizados, por 

lo que el estudio fue continuado con la utiliz.1ción del sistema de isoelcctrocnfoquc 

en placa seguido de la transferencia de las proteínas a papel de nitrocelulosa, con 

su posterior rc-vc\ado por medio de inmunotinción. 

la técnica de isoelectroenfoque en placa e inmunotransferencia resultó 

ser adecuada par.i el an.i.lisis del punto isoeléctrico de l.1 hSHBG, ya que se 

obtuvieron bandas bién deiinidas localizadas en un área de pH con baja 

variabilidad intcrcnsayo \Figu1.t 71, npccb!m~nt" pru.1 las muestras de suero 

desializadas, ya que en el l:d50 Je la proteína n.lliva no desializada se obtuvo una 

franja amplia de varias bandas no claramente definidas. 

Por medio de cstJ m<'tnclologfa fueron .rn.:dizados 110 sueros de 

individuos adultos rnexicdnos, correspondientes a SS matrimonios, y se lograron 

identificar 2 fenotipos con distinto patrón de band.lS de isoelectroenfoque de la 

hSHBG (íigura 41: un fenotipo m.\s frecuente, al que se le denominó silvestre, 

encontrado en el 95.45% de los casos, que presentó 2 bandas claras y definidas 

con puntos isoeléctricos de 6.50 y 6.63; y un fenotipo menos frecuente, llamado 
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variante, presente en el 4.55% de los casos, en el que se observaron 4 bandas con 

puntos isoeléctricos de 6.50, 6.63, 6.70 y 6.76. En el fenotipo variante, las dos 

primeras bandas (m.\s .leidas) correspondieron a las encontr.1das en el fenotipo 

silvestre, y las otras dos se localizaron en un área de pH m.\s b.lsico con respecto 

a las anteriores, hacia el extremo catódico del gd. 

la hSHBG es unJ. g!icoprotcfna dim~rka constituída por dos 

subunidades de diferenlc peso molecular. Aparentemente, las 2 subunidadcs 

poseen la misma secuencia de an11noácidos, pero sus pesos varían debido a que 

se encuentran glicosíladas de manera diferente (41 ). Esto hace también que, al ser 

analizada por medio de isoelectrocnfoque, esta proteína presente 

microhetcrogencidad por carga, debida principalmente a una adición desigual de 

residuos de ácido si,\lico durante el proceso de glicosil.Kión (15,26,34,41,50). Es 

por esta razón que en el presente trabajo se utilizaron muestras de suero tratadas 

previamente con neuraminidasa (enzima que elimina los residuos de ácido siálico 

presentes en las glicoprotcínas), pJra potJcr apreciar mejor los cambios en las 

propiedades de carga intrínsecos de la molécula. 

La presencia de dos bandas en el isoeleclrocnfoque de la hSHBG 

desializadtl ~ilvcstre revela que existe microhctcrogcncidad en la Citrg.i de Id 

molécula aún después del tratamiento con neurarnínidílsJ. Aunque en el presente 

trabajo no fue cuantificada la fracción de ácido si,llico eliminado por el tratamiento 

con neuraminidasa, éste fue suficiente para reducir el número de bandas de 

isoelectroenfoque y aumentar sus puntos isocléctricos. De todas maneras, la 

presencia de las dos bandas podría atribuírsc a una deficiente desialización de la 
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molécula, lo que no es muy probable debido a qu" se encontraron aún utilizando 

mayores cantidades de neuraminidasa en el tratamiento <Figura 5). 

La presencia de varias bandas en el isoclectroenfoque de la hSHBG 

aún después de su aparente desialización ha sido también reportada en varios 

casos (34, 41, 36, 26), atribuyéndose a VJriaciones en otros carbohidratos o a 

cambios en la secuencia de aminoácidos de la molécula 1113). Debido a que 

actualmente es aceptado que la molécula de la hSHBG está compuesta por 2 

subunidadcs iguales, productos de un mismo gen, la presencia de IJs 2 bandas no 

podría deberse a difcrcnd..:is en la secuencia de aminoácidos de las subunidades. 

Sin embargo, sí podrí.i atribuirse a variaciones en los procesos postraduccionales, 

como la adición desigual de carbohidr.1tos, aparte del ácido si.11ko, durante la 

glicosilación de la molécula. Esta propuesta estaría apoyada por los trabajos de 

Cheng y colaboradores 1341 y de Danzo y colaboradores Mll, en los que se reporta 

que el tr.itarniPnlo cun otras glucosidasas, como la N·glican,1sa, aumenta el punto 

isoeléctrico de las bandas de la hSHBG desializada. las 2 bandas encontradas 

pnrfrí:m rPpr,.,Pnt.u .-.ntnnri>c; dno; Sfl.lF'-'" d~ rnol0cub$ de b hSHBC con diferente:; 

carbohidr,1to5 incorporMJos Pn su P~lruclura fllJ(' lf'lli confirieran diferentes 

propiedades de c.1rga. 

Otra explicación que podría darse para la presenci.1 de las 2 bandas es 

la variación en PI t~ontenido dc> amidas en las moléculas, como ha sido sugerido 

por Grimaldi y colaboradores (114) 6 la formación de grupos carboxilo a 6 fi libres 

de imidas cíclicas formadas por la unión Asn·Gly entre los residuos 20 y 335 de 

la mol«cula de la hSHBG 11151. 
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En cuanto al fenotipo variante encontrado en la población puede 

decirse que las dos bandas adicionales encontradas en este fenotipo no fueron el 

resultado de cambios en las propiedades de carga de la proteína durante el 

proceso experimental, ya que estuvieron presentes siempre en experimentos 

sucesivos y con muestras de suero obtenidas y tratadas en diferentes ocasiones. 

Tdmpv..:o se debieren J un 1_•lf.:•Cfrn(•nfnr¡ue inadecuado, ya qu~ se observaron bajo 

diferentes condiciones experimentales, como Jumentando el tiempo de 

isoclectroenfoquc 6 cambiando el sitio de aplicJción de l.is muestras (Figura 5). 

fueron descartadas tambi{•n alteraciones en la estructura de la molécula de la 

hSHBG corno rcrnllddo de la degradación de la protelna ya que, como se 

mencionó antcriormcntP, el fenotipo silvestre y el vJri,mtc fueron observados en 

experimentos rL'petidos y con muestras de suero ohtcrnd.is y trJtJdas en diferentes 

ocasiones; además, tanto el anlicucrpo como el 1igtl11do 15a- dihiclrotestostcrona 6 

tcstostcronJ) mantuvieron su capacidad de unión a IJ hSI IBG en todos los casos. 

La cleficiente desia\i1Jci6n de la hSHBG bajo l•1s condiciones experimentales 

utilizadas en rste estudio no fue tampoco la causa de la presencia de las dos 

bandas adilion.1h..•s en el fenotipo variJntP, ya q11f' c~st.is siempre estuvieron 

presentes, .lún en el caso de sueros tratJ<los con una mayor cantidad de 

ncuraminid<1sa <figura 5), y se observaron siempre en regiones m:is b:isicas del 

isoclcctrocnfoquc en rC'l.Kión a las Uandas del fenotipo :>ilvcstrc. 

Por otra p...trtc, la presencia del p.itrón de ·1 bandas resultó estar 

genéticamente dcll'rrninaclo, ya que se encontró en l...1 clcsccndcncia de dos 

matrimonios C'>ludl.1dos en los que uno de lo~ miC'rnbros de 1~1 pareja presentó el 

fenotipo vJri.mte lf íguras H y 9J. ln Jpoyo a L'~tas oU~L>rv.iciones, en el estudio de 

dos familiJs en las que ambos padres presentaron el f Pnotipo silvestre, siempre se 

encontró el patrón dc> 2 banJas en los hijos, sin evidc11cia en ningún caso del 
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fenotipo variante (Figura 10). Tanto el fenotipo silvestre como el variante se 

encontraron indistintamente en hombres como en mujeres e independientemente 

de la edad de los individuos. 

Finalmente, el patrón de bandas obtenido en el ·caso de la variante (dos 

bandas adicionales al patrón normal de dos bandas, con puntos isoeléctricos más 

básicos) hace pensar que la causa de la aparición de los bandas más básicas es un 

cambio en la estructura de la proteína que modifica las propiedades de carga de 

la molécula y que provoc~1 un corrimiento en el punto isoeléctrico de las dos 

bandas hacia valores de pH más básicos. Corno, además, se encuentra 

genéticamente determinado, este cambio en la estructura de la proteína se debe 

seguramente a una mutación en el gen de la hSI IBC 1originando al alelo GH), que 

dá como consecuencia la sustitución de algún arnmo,\c1do carg.1do en la cadena 

polipéptica de la proteína, hipótesis que ser.~ prob.1da en estudios posteriores al 

tratar de dcrnostr • .u un cambio en la secut>ncia de nucleótidos del alelo GH con 

respecto al alelo G 5
. 

Analizando todos estos datos desde el punto d~ vista genético se pudo 

sugerir que la molécula de la hSHBG se encuentra codificada por un gen 

autosómico constituído por dos alelos que se cxpres.m de manera codominante. 

Los alelos fueron denominados G5 y GH , siendo el alelo G5 el que codifica para 

las dos bandas con puntos isoeléctricos de b.50 y 6.63, y el alelo GH el que 

codifica para las dos bandas de puntos isoeléclricos de 6.70 y 6.76. De esta 

manera, el fenotipo silvestre tdos bandas) representa JI genotipo homocigoto c5c5, 

y el fenotipo variante tcuatro bandas), al genotipo lll'tcrocigoto G5GH. Como los 

alelos se cxprcsLtn de manera codominante, C'n los s11j('tns. con fenotipo variante se 
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encuentran las dos bandas del alelo original y las dos bandas del alelo mutante. 

Existe entonces un tercer genotipo, el homocigoto GHGH, cuyo fenotipo estaría 

constituído por las dos bandas más básicas únicamente. Desafortunadamente, este 

último fenotipo no fue encontrado en la población estudiada. 

La información básica que se obtiene de los an:ilisis electroforéticos de 

la variabilidad proteica son las frecuencias genotípicas ó las frecuencias génicas de 

cierto locus en una población determinada. Para el caso concreto de la población 

estudiada en este trabajo, el cálculo de las frecuencias génicas observadas y 

esperadas para cada uno de los fenotipos encontrados indicó que la población se 

encuentra en equilibrio génico de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg, ya que 

las frecuencias génic~1s observadas concordaron con las esperadas para un locus 

polimórfico constituido por dos alelos (X2 = 0.053, p>0.8<0.9, Tabla 1). Por otro 

lac.lo, también ofrcdó una explicación al hecho de no haber encontrado el fenotipo 

d 1GH en la población, y.1 que su frecuencia esperada es de 0.050, lo que implica 

una probab1hJdd Ue t!IKuntrar 1 :;ujctc {'f\ 2000 homoci~oto para IJ variante . 

Si el polimorfismo gcnNico se define como la presencia simultánea en 

una población de dos 6 más alelos de cu.ilquicr sistema, en IJ qL1c la frecuencia 

Uel más raro de ellos nn purdc explicarse por mutación recurrente, y su valor es 

superior a 0.01 6 0.05, según el criterio aplicado (95), entonces en el presente 

trabajo se estauleció la existencia de polimorfismo genético en la molécula de la 

hSHBG en la población mexicana, ya que se sugirió que el gen que codifica para 

dicha globulina está constituklo por dos alelos, el 111.ís raro de los cuales tiene una 

frecuencia de 0.022 7. 
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Aparentemente, el cambio en la molécula de la hSHBG existente en el 

fenotipo variante no afecta las propiedades fisicoqufmicas de la proteína, ya que 

tanto las constantes de asociación y disociación, como la velocidad de disociación 

y el tiempo medio de disociación de la molécula variante se encontraron dentro 

de los lfmites establecidos para el fenotipo silvestre en los dos sistemas 

experimentales utilizadu~ en c~te cstudiu HºC 1' 28ºCl (fablas 2 y 3}. las 

concentraciones circulantes de la hSHBC en los sujetos de fenotipo variante se 

encontraron también dentro de los valores normales (Tabla 2). Estos resultados, 

aunados a que no se C'llContró ninguna patología asociada a la presencia de la 

variante de la hSHBG, permiten suponer que se trata de un c.:unliio neutro desde 

el punto de vista de la eficacia biológica de la molécula de la hSI fBG. Sin 

embargo, resuharí.J de mucho inter{•s el an.llisis de l.1s propiedades de unión de la 

hSHBG de individuos homocigotos GHGH rara poder determinar si verderamente 

el cambio en l.i molécula no afecta sus propiedades biológica>, 6 si lo que sucede 

es que en el lw1erocigolo c 5cH éslC' no Sl' hace evidente debido a la presencia 

de las dos bandas normales. 

Una !'vidC?ncia adicional de la existencia dr polimorfismo estructural de 

la hSHBG resultó del ,111(ilisis por el método de gr5ficas de Ferguson de muestras 

de suero desi.11iz,1das de individuos con el fenotipo silvestre y el v.iri.mte. Con este 

método fue posible' apreci.ir que la molécula de la hSHBG silvestre y IJ variante 

presentan diferencias en sus propiedades de carga cuando son sometidas al sistema 

de SS~PAG[ bajo diferentes concentr.1cioncs Je acril.1mida ffigura 21 ). El 

tratamiento con neurarniriidasa fue fumfamcnt~1I p.ut1 apreciar las diferencias entre 

ambas moléculas debido, posiblrmcntl>, a que la siali1ación de las proteínas 

enmascara l.is difercnci~1s de carga no debidas .1 l.i desigual adición de ácido 

siálico. hto mir,1110 sucedió en el isocll'ctroenloqu(' rn pl.ica, y.-i que .11 an.-ilizar 
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sueros con fenotipo silvestre y variante no deslalizados por medio de esta 

metodología, se obtuvo una franja amplia de bandas en la que no se pudo apreciar 

ninguna diferencia entre ambas moléculas. 

la existencia de variantes genéticas de la hSHBG ya ha sido descrita por 

Lucl.o.:k ¡· Ca\'alli·5ft.,¡a 1101\ y por Ahrentsen y colaboradores (100\. Este estudio 

apoya y extiende las observaciones de estos autores. Sin embargo, en el trabajo de 

Luckock y Cavalli·Sforza se propone que la hSHBG l'stá codificada por un gen 

constituklo por tres alelos, dos de ellos codominantcs y uno rcccsivo, que provocan 

la existencia de ·I fenotipos tnorrnal, lento, ancho y ausente), cuando la molécula 

es analizada por medio de b electroforesis en geles nativos de muestras de suero 

marcadas in vitro con 14C.tcstostcrona. Sus resultados coincidcn adecuadamente 

con el sistema de herencia que proponen, ya que la pob\.1ci6n estudiada se 

encuentra en equilibrio de Hardy- \Vcinlwrg de acuerdo con los datos que 

obtienen. Sin embargo, se puC'den hacer la:-. siguientes observaciones: la actividad 

especifica de la 1 '1C·testostL•rona que ut1li1.iron luc muy baja y tuvieron que 

exponer poi l.ugos períodos de tif'mpo las pl,K.is iuwg1dfic.:Ji p.;rJ obsf!'Nar l.ic:, 

bandas en las autoradiogr.iHas, debido adem.1~ d que obtuvieron poca unión a la 

hSHBG, como ellos mismos scf1alan en el trabajo. Por otra parte, estos autores 

sometieron .1 la C'lcctroforesis muestras de suL•ro marc.1das in vitro con 

14C-tcstostcron.1; L·l L0mplc¡a cstNnulP·hSI IBG se encuentra en un equilibrio 

dinámico asociación-disoci,1ció11, y y.:i que, adP111/1c:,, \,1 14C·tcstoslcrona es una 

molécula que no tiene c.uga, es probable qtJc .11 terminar la electroforesis, la 

proporción de c~tcroidr unido a la hSl-IBG fuC'r a muy baja. Estas situaciones 

podríJn ho.bPr pmvocado l.1 obtención <le .utefJctos en las. autoradiograHas, que 

podrían confundirse con bandas {Ó con auscnci.l de bandas) y conducir a 

interpretaciones incorrPctas. 
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En el trabajo de Ahrentsen y colaboradores se reportan dos casos de 

ausencia de la hSHBG en la circulación y se propone que se trata de un carácter 

genéticamente determinado. Sin embargo1 los autores no proponen ninglrn tipo de 

herencia del gen de la hSHBG, y en el pedigrí de la familia estudiada se presentan 

individuos aparentemente homocigotos para el carácter variante (ausencia) 

descendientes de un progenitor heterocigutu .,. UíW h0madgot0 para C>I c.iráder 

silvestre, situación que no puede ser explicada por ningún patrón de herencia 

convencional. Por otra parte, existe un trabajo de Hammond y colaborndores (116) 

en el que reportan que, después del análisis de rn.ls de 1,000,000 de muestras de 

suero humano utiliz.indo un cnsdyo inmunor,1diométrico, no se encontró la 

ausencia de la hSI tBG en ninguna inucstr.:i. 

En conclusión, en el presente trabajo se demostró la existencia de 

polimorfismo genético en la rnoll•cula de la Globulina ·1ransport.adora de Hormonas 

Sexuales humana (•n la población mexicana. Aparentemente, la variabilidad 

encontrada no !>l' ..tLu111¡J.1ii.:i de J\!crJcic-n<:>~ ,,n PI hmdonarniento de l.i hSHBG, 

analiiado en función de sus car,1clt:>rí'ilif·,1~ dl' unión a JIHJrógenos y de sus 

concentraciones circulantes. Adem,í.s, se sugirió qur la molécula de Ja hSHBG está 

codificada por un gen autosómico cu11stituído por dos alelos codominantes. Es 

importante scf1.:ilar que la reciente demostración de que el gen de la hSHBG se 

localiza en el br.110 corto del cromosoma 17 (GG) apoya las observaciones de este 

trabajo sobre las características autosómiras de herencia involucradas en la 

transmisión genética de la hSllBG. 

íína\rnente, en este trabajo se propuso que la existencia de variantes 

genéticas de la molécula de la hSHBG se debe muy probablemente a una 
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mutación ocurrida en el gen que codiílca para dicha proteína (dando origen al 

alelo GH), Jo que provoca Ja sustitución de un aminoácido cargado en Ja cadena 

polipeptídica de la molécula, y que es responsable de Ja aparición de las dos 

bandas adicionales en el fenotipo variante. 
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