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RESUMEN

ta Globulina Transportadora de Hormonas Sexuales (SHBG) es una
glicoproteina dimérica, del grupo de las f-globulinas, que es sintetizada en el
higado y secretada a la circulacién general. en donde une y transpoita a las
hormonas esteroides testosterona y estradiol. Esta proteina ha sido purificada a
partic de suero de mujeres embarazadas, y sus catacteristicas fisicogulmicas y

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

ostudiar para comprender cf significado biolégice complete de la SHBG, va que <o
le ha asignado mds de una funcién bioldgica impotante dentro de la fisiologia de
las hormonas sexuales, como son la de transporte y proteccién de las hormonas
esteroides, amortiguador de las concentraciones de hormona libre en el plasma,
agente regulador del balance andrégenos-estrégenos, vector diferencial de las
hormonas testosterona y estradiol en los diferentes érganos y tejidos, transportador
especifico de dichas hormonas a sus células blanco via un receplor especifico de

membrana, y alguna funcién biolégica independiente de las hormonas esteroides

pero influenciada por éstos.
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Actualmente se flevan a cabo miltiples estudios para profundizar en el
conocimiento de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la hSHBG
utilizando diferentes enfoques, como los andlisis de sus homologfas con otras
pratelnas de funcién canocida, los estudios clinicos en los que se asocia alguna
patologfa con cambios en fa estructura 6 concentracion de la hSHBG, 6 los estudios
a nivel de biologia molecular con los ¢cDNAs de la hSHBG. £n el presente trabajo,
la herramienta que se wtilizé para ampliar el conocimiento sobre ta hSHBG fue el

estudio de mutaciones ¢ variantes genéticas en dicha molécula.

La existencia de polimorfismo genético en las proteinas es un fenémeno
ampliamente distribuido en los seres vivos, encontrandose en los seres humanos
gran cantidad de ejemplos, como los polimorfismos encontrados en el sistema de
antigenos de histocompatibifidad (HLA), en los grupos sangufneos ABO, en el
sistema Rh de la sangre, en los sistemas enzimdlicos {isoenzimas), as{ como en
algunas protefnas transportadoras, coma la Glabulina Transportadora de

Corticoesteroides (CBG), y la Globulina Transportadora de Tiroxina (TBG).

El objetivo del presente trabajo fue el establecimiento de la existencia
de polimorfismo gendtico de la molécula de la Globulina Transportadora de
Hormonas Sexuales en el suero de una muestra representativa de la poblacion
mexicana, desde el punto de vista de sus propiedades de carga en un sistema de
isoelectroenfoque, asi como las bases de su transmisién genética y sus

repercusiones en las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la hSHBG.

La basqueda de las variantes genéticas se llevé a cabo mediante el

sometimiento de las muestras de suero desializadas a un sistema de
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isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida en tubo y en placa. Por medio del
sistema de isoelectroenfoque en tubo fueron analizadas 250 muestras de suero de
individuos adultos mexicanos de ambos sexos, sometidas previamente a un
tratamiento con neuraminidasa con el objeto de eliminar los residuos de 4cido
sidtico de 1a molécula de la hSHBG. Sin embargo, por medio de esta metodologfa
no fue posible demostrar la existencia de variantes genéticas en el punto
isoeléctrico de la hSHBG, por lo que se ulilizé ol sistema de isoelectroenfoque en

placa seguido de inmunotransferencia a papel de nitroceluiusa.

Por medio del isoelectroenfoque en placa fueron analizados 110 sueros
de individuos adultos mexicanos correspondientes a 55 matrimonios, también
previamente tratados con neuraminidasa, y en oste caso se pudicron detectar dos
fenotipos diferentes en el patién de bandas de la hSHBG: uno que fue
denominado silvestre, encontrado en el 95.45% de los casos, caracterizado por la
presencia de dos bandas de inmunotincion claras y bien definidas, con puntos
isoeléctricos de 6.50 y 6.63, y el otio, denominado variante, encontrado en el
4.55% de los casos, presentando un patrén de 4 bandas con puntos isoeléctricos

de 6.50, 6.63, 6.70 y 6.76.

stos patrones de bandas se encontraron genélicamente determinados,
ya que se encontraron también en la descendencia de 4 matrimonios estudiados,
2 de ellos en los que un miembro de la pareja presenté el patrén variante de 4
bandas, y 2 de cllos en los que ambos padres presentaron el patrén silvestre. Cabe
seialar que el patrén variante s6lo se encontré en los descendientes de sujetos con

este mismo patrén, 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 RSHBG se encuentra codificada por un gen autosémico constituldo
par dos alelos codominantes, que fueron denominados G° y GH. €l alelo G°
codificarfa para las dos bandas con puntos isoeléctricos de 6.50 y 6.63, y el alelo
cH, para las dos bandas con puntos isoeléctricos de 6.70 y 6.76. De esta manera,
el fenotipo silvestre representarfa al genotipo G3GS, y e fenotipo variante estarfa
codificado por el genotipo GSGM. Existirla entonces un tercer genatipo GHGH, cuyo
fenotipo corresponderia a las dos bandas mds bdsicas Gnicamente, pero

desafortunadamente no fue encontrado en la poblacién estudiada.

Fueron calculadas las frecuencias génicas para cada uno de los alelos,
asf como fas frecuencias observadas y esperadas para cada uno de los fenctipos de
acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg. Al comparar los resultados por medio de
una prueba de X2, se encontré que la poblacién estudiada se encuentra en
equilibrio génico, ya que las frecuencias observadas concordaron con las esperadas,

con una p>0.8<0.9,

Por otra parte, se midieron lus constamtes fisicoquimicas (constante de
afinidad, constante de disociacién, velocidad de disociacién y tiempo medio de
disociacién) asi como las concentraciones circulantes de Ta hSHBG en sujetos con
el fenotipo silvestre y con el fenotipo variante, y en ninguno de los casos se
encontraron diferencias significalivas entre los valores encontrados para cada uno
de los fenotipos. Estos resultados permitieron sugerir que, aparentemente, el
cambio en la molécula de la hSHBG del fenotipo vatiante no afecta el
funcionamiento de la molécula, por lo que se podria decir que se trata de un

cambio neutre desde el punto de vista de la eficacia bioldgica de la hSHBG.
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Las muestras de suero con fenotipo silvestre y variante fueron también
sometidas a anélisis por medio del sistema de 55-PAGE (Steady-State
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) y de gréficas de Ferguson, y en ambos casos
pudo observarse que la molécula de la hSHBG desializada de fenotipo vasiante

posee una carga diferente de la de fenetipo silvestre.

En conclusién, en el presente trabajo se demostré la existencia de
polimorfismo genético en la molécula de la Globulina Transportadora de Hormonas
Sexuales humana en la poblacién mexicana, ¢l cual, aparentemente, no se
acompana de alteraciones en las caracterfsticas de uni6n a andrégenos de la
hSHBG ni en sus concentraciones circulantes. Ademds, se sugirié que la motécula
de la hSHBG ests codificada por un gen seguramente autosémico constituido por

dos alelos codominantes.

finalmente, en este trabajo se propuso que la existencia de variantes
genéticas de 1a hSHBG se debe muy probablemente a una mutacidn ocurida en
el gen que codifica para dicha proteina (originando al alelo ¢l que provoca la
sustitucién de un aminodado cargado de la cadena pulipeptidica de la molécula,
y que es responsable de la aparicion de las dos bandas adicionales en el fenotipo

variante.
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INTRODUCCION

Las hormonas esteroides son moléculas de naturaleza lipofflica que se
encuentran ampliamente distribuidas tanto en el reino animal como en el vegetal,

en donde llevan a cabo diversas e importantes funciones.

Estas harmanas con sintotizadas en las células cstersidogénicas que,
generalmente, se encuentran apartadas de sus células blanco, par la que las
hormonas esteroides deben ser transportadas a través de la circulacién para poder
llevar a cabo su funcién biologica. [xisten en el torrente circulatorio moléculas
proteicas especificas que son las encargadas de favorecer la solubilidad de fas
hormonas esteroides en fluidos bioldgicos, facilitando asi su transporte hasta las

células blanco (1),

Los primeros tepostes acerca de estas moléculas datan de 1926, cuando
Benhold (2) describié que algunos componentes de la sangre de bajo peso

molecular, como lipidos, dcidos biliares, hormonas esteroides, algunas drogas,
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bilirrubina y colorantes son transpoitados por la circulacién unidos a proteinas
plasméticas. La mayor parte de este transporte es llevado a cabo por la albamina,
que posee una gran capacidad de adsorcién debido a su superficie polivalente, y
una capacidad de unién casi ilimitada, ya que una sola molécula de albidamina
puede unir varios ligandos de bajo peso molecular simultdneamente. Sin embargo,
a excepcion de los dcidos grasos y la bilirrubina (3), la mayorfa de los ligandos
poseen una baja afimidad por los sitios de wnién de la albimina, por lo que la

unién a ésta resulta ser débil y poco especifica.

Por otro lado, el plasma conticne también otras proteinas que, a
diferencia de la alblmina, se encuentran en bajas concentraciones y poseen un
s6lo sitio de unién especifico y de alta afinidad por sus ligandos (4). La primera de
ellas en ser descrita fue la Globulina Transportadora de Hormonas Tiroideas
{THBGC), por Gordon y colaboradores en 1952 (5), y a partir de entonces se han
descrite una gran varicdad de proteinas transportadoras plasméticas, como la
Globulina Transportadora de Cotlicosteroides (CBG) ¢ Transcorting, descrita por
Daughaday ¢a 1956 () y Buzh en 1957 (7) v rue pasee una alta afinidad por
corticosteraides y progesterona, v la Clobulina Yransportadora de Hormonas

Sexuales (SHBG), que une con alta afinidad estradiol y testosterona.

ta existencia de una proteina plasmdtica con capacidad de unir
testosterona fue deserita primeramente en 1958 por Daughaday a partir de sus
experimentos con plasma humano (8), y finalmente confirmada en 1966 por
Mercier-Bodard y colaboradores (9) gracias a la separacién electroforética de una
A-globulina con capacidad de uni6n a testosterona diferente de la albamina y de

la CBC.
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Investigaciones posteriores indicaron que esta proteina une también
estrégenos, aunque con uvna menor afinidad (10,11), que es diferente a la CBG
(12), y que presenta una mayor afinidad por la Su—dihidrotestosterona que por la
testosterona (13,14). Como consecuencia, esta proleina ha sido denominada con
varios nombres, como fi—Globulina Transportadora de Esteroides (SBAC), Globulina
Transportadora de Testosterona y Estradiol (TeBG), Globulina Transportadora de

Hormonas Sexuales (SHBG) y Protefna Transportadora de Esteroides (SBP).

Purificacién, Propiedades Moleculares y Composicién.

Debido a que las mayores concentraciones de la SHBG se encuentran
normalmente en la circulacion de mujeres embarazadas, el plasma de éstas es el
material del que generalmente se parte para purificarla, aunque también se ha
utilizado la fraccion 1V de Cohn del suero, el suero de mono, conejo, mandril (15),

bovinos y bisonte (16).

Se han utitizado diferentes métodos para la purificacion de la SHBG,
todos ellos basados en sus propiedades de union a andrégenos, con ¢l objeto de
mantener fa capacidad de la SHBG de unie esteroides (17). Algunos de ellos son
la precipitacién con sulfato de amonio seguida de filtraciéon en gel,
isoelectroenfoque y cromatografia de afinidad con el andrégeno conjugado (18), 6
electroforesis en geles preparativos {19), cromatografia de afinidad y filtracién en
gel (20), y mds recientemente, métodos basados en la utilizacion de anticuerpos

monoclonales (21),
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La SHBG ha podido ser purificada hasta una aparente homogeneidad
(18,22,23,24), y se han hecho maltiples esludios para conocer su estructura y
propiedades moleculares, Se sabe con exactitud que se trata de una glicoprotelna
dimérica, del grupo de las #-globutinas (16,25,26,27), que posee un sélo sitio de
unién al esteroide por molécula (28). Bl peso molecular de fa molécula completa
varfa de 72,950 d en el conejo (23), hasta 98,000-115,000 d en el humano (29),

dependienda los valotes exactos del método utilizade para su determinacion,

Varios estudios han demostrado que, después del andlisis electroforético
bajo condiciones desnaturalizantes, la molécula de 1a SHBG se disocia en dos
subunidades, una pesada 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 tamaio de la SHBG es notablemente sinilar a la observada en
otras protefnas extracelulares que unen andrégenos, como la Protefna

Transportadora de Andrégenos (ABP) de fa rata (30,31,32) y del conejo (33).

Aunque algunos autotes han propuesto que las dos subunidades en que
se disocia la molécula de SHBG son dus piotdmeros diferentes (15,26,34,35),
estudios recientes de secuenciacion de aminodcidos (26,36,37,38) y con el cONA
de la SHBG (39,40) senalan que las secuencias primarias de las dos subunidades

son idénticas (26,36,38,41,42).

La heterogencidad de tas subunidades de la molécula de la SHBG
encontrada en geles desnaturalizantes de poliacrilamida desaparece con la
climinacién total de los carbohidratos presentes en la molécula (41), por lo que se

ha sugerido que la existencia de las dos subunidades de distinto peso molecular
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de la SHBG se debe a que presentan diferencias en las cadenas de oligosacaridos
unidas a éstas (26,3B). Sin embargo, aun no ha sido esclarecida la razén funcional

de la existencia de estas diferencias entre as subunidades.

Como se sehaléd anteriormente, preparaciones de elevada pureza de la
SHBG han sido sometidas al andlisis de su secuencia de aminoicidos y a otros
estudios quimicos directos, y se ha encontrado que cada una de sus subunidades
estd compuesta por 373 aminodcidos, dando un peso molecular aproximado de
40,000 d, y que presenta dos puentes disulfuro y tres cadenas de oligosacaridos
en su estructura. La secuencia de aminodcidos encontrada estd representada en la

Figura I,

Una de las tres cadenas de oligosacdridos de la molécula de la SHBG
se encuentra unida al grupo hidroxilo de la treonina que se encuentra en posicién
7 (O-linked), y las otras dos estdn unidos al nitiégeno amidico de una aspargina

en posicién 351 y de una aspargina en posicion 367 (N-linked) (36,43).

Estudios detallados del contenido de carbohidratos de la SHBG han
revelado una heterogeneidad considerable en el contenido de residuos de acido
sidlico y fucosa de diferentes preparaciones, y se han reportado diversas
proporciones de éstos en la molécula, como 34.4% 120y, 32.1% (18), 18% (19,
7.7% (26), 11-12% (30,43), 14% (40), 20-30% (49, tntre los azicares que
componen las cadenas de oligosacdridos de la SHBG se encuentran la fucosa,
manosa, galactosa, N-acetilglicosamina, N- acetilgalactosamina, N-acctilactosamina,
acido sidlico, siendo éste Gltimo el que se encuentra en uha Mayor proporcion (un

tercio de los carbohidratos totales (34). Los dos puentes disulfiuro se encuentran
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Figura L-Esttuctura primaria del precursor de 1a SHBG humana. Los sitios de
unién de las cadenas de oligosacdridos se encuentran sefalados por
cuadrados, indicando el negro la cadena unida por un enlace glucosidico a
la treonina, y los blancos, las cadenas unidas por un enlace glucosilamina a
la asparagina. Ei péptido sehal estd constitufdo por 29 aminodcidos al inicio

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

dos estructuras en forma de asa (36) (Figura T).

La diferente glicosilacién de las subunidades de la molécula de 1a SHBG
ocasiona su estructura dimérica asf como la presencia de microheterogeneidad por
carga. Cuando la SHBG se analiza por Wenivas de iscelecticenfoque se gbserva
una serie de bandas (desde 3 hasta 7, segun los diferentes autores) localizadas en
un rango de pH cntre 5 y 6 aproximadamente (26,34,41,59). la
micraheterogencidad por carga de la molécula de la SHBG parece estar
relacionada con la presencia de cantidades variables de residuos de 4dcido sidlico
en ella, ya que su eliminacién por medio del tratamiento con neuraminidasa y/o
una combinacién de N-y O- glicanasas reduce notablemente el nimero de bandas
que se observan en el isoelectroenfoque e invariablemente provoca un cambio en
su punto isoeléctrico a valores mds bésicos (15,26,34,41,50), Sin embargo, adn
después de una aparente desglicosilacién total de la molécula, se siguen

detectando variantes de pH cuyo origen ain no ha sido identilicado (413,

Las variaciones en la compesicién de carbohidratos de la SHBG intra e
inter individuos sugiete la existencia de grupos de moléculas de la SHBG con
carbohidratos especiflicos que sean funcionalmente importantes y/o reflejen
diferencias en el estatus fisiolégica (17). Sin embargo, ain se sabe muy poco acerca
de la importancia de los carbohidratos para fa actividad funcional 6 cf metabolismo
de la SHBG. Algunos autores (44,51} han encontrado que la eliminacién de
residuos de dcido sidlico de la molécula no afecta a los determinantes antigénicos
ni al sitio active de unidn a esteroides, ya que la SHBG desializada mantiene su

capacidad para wnir tanto anticuerpos especiiicos como a la testosterona (34,50).

INTRODUCCION 14



Sin embargo, la eliminacién del 4cido silico de la molécula de la SHBG aumenta
su captacién y su catabolismo por el higado y, por consiguiente, el del esteroide
unido a ella, Este fenémeno ha sido descrito para olras protefnas, como las
gonadotropinas, inmunoglobulinas, haptoglobina (52), pero el significado biolégico
de este fenémeno adn no sc conoce, ya que las glicoproteinas existen normalmente

en la circulacién en su forma sializada.

Por atro lado, los carbohidratos participan de manera importante en las
interacciones de las harmonas con las células blanco, por lo que es posible que
influyan de alguna manera en la unién de la SHBG a sus receplores especificos de
membrana, que han sido recientemente identificados (53,54) y caracterizados

(55,56}

Los altimos 35 aminodcidos del extremo carboxilo terminal son
predominantemente hidrofilicos, ademds de que posee las dos cadenas de
oligesacdridos, por lo que seguramente forma parte de la superficie de la molécula.
La region del extremo amino terminal es también hidrotilica, pero en un menot
grado, sobre todo debido a la presencia de la cadena de oligosacaridos del residuo

Thr-7 (36).

Lta molécula de la SHBG posee tres zonas atcadamente hidrofsbicas,
de 9 a 13 aminodcidos cada una, entre los residuos 141-149, 269-277 y 298-311,
compuestas en un 50% por residuos de leucina, Entre los residuos 267 y 281 se
encuentra un patrén poco usual de residuos de leucina alternados
LOLPLVLGIPLQLKL (Figura 1), que provoca que entre los residuos 269 a 275 se

forme una estructura 3 plegada con cuatro residuos de leucina en uno de sus lados,
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y entre los residuos 277 a 290, un segmento de a hélice con tres residuos de
leucina en una de las caras de la hélice. fsta estuctura tiene ef potencial de formar
un “sandwich de esteroide®, por lo que podrfa ser un buen candidato para el sitio

de unién de la proteina al esteroide (36).

En realidad se sabe muy pocs acerca de la compesicién molecular del
sitio de uni6n al esteroide ¢ de como se forma por la asociacién de las dos
subunidades, Se han hecho varios estudios de localizacién con fragmentos de
péptidos fotomarcados. Algunos autores han identificado (39,45) los residuos
marcados en una regién cercana al extremo carboxilo terminal, mientras otros
senalan a la Met-139 como el residuo fotomarcado (46). Aunque fa razén de esta
discrepancia ain no se conoce, se puede argumentar que es posible que la regién
de unién al esteroide involucre interacciones de varias regiones de una 6 ambas

subunidades (171,

Ademds de unir esternides la SHBG interactia con receptores
especliicos en la membrana plasmdtica de las céiutas blanco. A este respecto, la
SHBG se compoita came una protefna alostérica, ya que la unién de la proteina
a un esteroide inhibe la unidn de ésta a su receptor. Si la SHBG no unida se une
a su receptor y después se une a clla el esteroide apropiado, se produce la
activacién de la adenilato ciclasa con el consiguiente aumento del AMPc
intracelular (47,48). Estos tesubtados senalan la presencia de una regién dentro de
la molécula de la SHBG especifica y Gnica para su unién al receptor.
Recientemente, Khan y colaboradores (49) identificaron esta region en la porcién
amino terminal de 1o molécula, del aminodcido 48 al 57, regidn que es

predominantemente hidrofilica y se encuentia en la parte exterior de la molécula.
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Es interesante observar que esta region se encuentra altamente conservada en la
SHBG humana, la SHBG de conejo, la ABP de 1a rata y la protefna S del humano

y del bovino.

Especificidad y Caracteristicas Fisicoquimicas.

La SHBG en el humano fue descubienta debido a su doble afinidad por
testosterona y estradiol; sin embargo, existen grandes variaciones en las
catacter(sticas de unién a esteroides entre las diferenles especies (57). En la mayorla
de los mamfferos, la SHBG une preferentemente andrégenos, pero en primates y
en murciélagos, posee un sitio dnico de alla afinidad para andrégenos y estrogenos
biolGgicamente activos (17). En general, entie los andrégenos existe una aparente
relacién entre la actividad bioldgica in vivo y su habilidad para unitse a fa SHBG,
de manera que los andrégenos con mayor polencia biolégica se unen mds
eficientemente a la SHBG que los de menor actividad (63). A este respecto, Petra
y culabutadores cstudiaren, para el caso del humann v del conejo, las
catacteristicas fisicoquimicas y de unién de Ja SHBG por diferentes esteroides,
encontrando el siguiente patrén de afinidad:

DHT > Testosterona > 178estradiol > Progesterona.

£n diversos estudios relacionados con la afinidad de varios esteroides a
la SHBG (58-62) se ha encontrado que une pobremente a pregnanos y corticoides,
y que su afinidad por androstanos y estranos depende de su cstiuctura (1), La
afinidad selativa de algunus esteroides por fa SHBG se encuentra resumida en la

Tabla 1,
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COMPUESTO AFINIDAD
RELATIVA®
Testosterona 100
Sa-dihidrotestosterona 240
Su-andsostan-3f3,178~diol ’ 141
Sa—androstan-34,178-diol 98
17f-estradiol 28
Progesterona 5
17f-hidroxi-17a —metil-4-androsten-3-ona 65
19-nortestosterona 18
17a-hidroxiandrost-4-en-3-ona 5
6z-metif-173-hidroxi-Sc-androstan-3-ona 189
7a-metil-17-hidroxiandrost-4-en-3-ona 100
6f3-metil- 178 —hidroxi-5¢~androstan-3-ona 48
170 —etil-1 7[{—-llldrOXI-Ad-dlldlusl\:ll-:i«ul'm A6
9 a-tluoro-11,1 7{]-dihidroxi-A4-androslcnd-ona 28

*valores obtenidos con ef método de carbén-dextrdn,

Tabla L- Afinidad Relativa de Algunos Esteroides por la SHBG (1).
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La unién 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 17ghidroxilo det anillo D son necesarios para la unién (63). Cunnigham
y colaboradores (58) estudiaron cerca de 200 esteroides de diversa estructura
analizando los cambios en la afinidad causados por la adicién de diferentes grupos
funcionales en varias posiciones de la molécula del esteroide, encontrando que
algunos cambios, como la reduccion D' en posicion Sf del dobie enlace, la
presencia de grupos 108-metil 6 grupos 178-etinil, aumentan su afinidad por la
SHBG. Sustituciones alquilo en los carbonos C2, C6, C7 y C178 frecuentemente
reducen su atinidad por la SHBG, y sustituciones polares, como halégenos en el
C2 y/o grupos hidroxil en el C11, invariablemente disminuyen su afinidad. Sin

embargo, la reduccion del grupo 3-cetona a 3f- hidroxil no la afecta.

Se ha encontrado también que para obtener una unién de alta afinidad
es necesaria la presencia de un grupo 178- hidroxilo libre en esteroides C18 6 C19,
y una orientacién planar trans entre los anilos A y B del esteroide (57). De acuerdo
con estos datos se¢ ha propuesto que la cara 2 de! csteroide interactda
eficientemente con ol sitio activo de la SHBG, con fuertes atracciones por el C3 y

C178.

Las caracterfsticas fisicoquimicas de la SHBG humana se muestran en la

Tabla 11.
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Peso Molecular

Stokes Radius

Radio Molecular

Actividad Espoc(fica de Unién
Constante de Disociacién Aparente

Constantes de Afinidad a 37°C

Temperatura de Méxima Afinidad
Punto Isoeléctrico

Vida Media

Tempetatura de Desnaturalizacion

pH Opbmo de Union al Lsteroide

90,000-1 20,006 d

38-41.5 A

2-3nm

12.9 = 1.8 nmol/mg de proteina
1.94 = 0.95x 107 m

0.99x 10% M para SeDHT
0.35 x 10% M™" para testosterona
0.22 x 107 a1 para estradiol
qC

5-6

5 dias

60°C

5-10

Tabla 1L.- Caracteristicas Fisicoquimicas de la SHBG Humana,
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Sintesis y Localizaci6n Cromosémica del Gen para la SHBG,

Aunque desde su descubrimiento se pensé que la SHBG era sinletizada
por el higado, no fue comprobado sino hasta varios afos después cuando Khan y
colaboradores i64) describisron by sfitesis y secrecidn de la SHBG puor la linea de
células hepdaticas humanas transformadas HepG2. Fsto ha sido corroborado
recientemente con ia obtencién de los cDNA; que codifican para la molécula de

la SHBG a partir de bances de ¢DNA; de higado humano (39,40,65;.

Recientemente, Bérube y colaboradores (66) hicieron un estudio de
hibridizacion de cromosomas metafsicos humanos in situ con vna sonda de cDNA
para la SHBG, y encontraron que el gen que eodifica para la moléeula de 1a SHBG

se localiza en el brazo corto del cromosoma 17.

Ounlogenia y Regulacion Hormonal.

La ontogenia de la SHBG humana ha sido ampliamente estudiada. Se
sabe que en cl recién nacido se encuentran niveles bajos de esta proteina
(aproximadamente fa mitad que eo ol adullul, seguidos por un mcremento hasta
niveles relativamente altos en ambos sexos durante la infancia (67). £n la pubertad,
los niveles de la SHBG disminuyen, sobre todo en los varones, seguramente debido
a la influencia que los andrégenos testiculares tienen sobre la sintesis de la SHBG
(63). In las mujeres adultas, las concentraciones de fa SHBG son de casi el doble

que en los varones, varfan poco durante el ciclo menstrual y aumeptan
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notablemente durante el embarazo (62). En la menopausia, las concentraciones de
la SHBG disminuyen hasta los niveles encontrados en los varones de 1a misma edad

).

£s importante senalar que {a SHBG ha sido detéctada también en suero
fetal masculino, femenino y en liquido amnidtico (68,69,70,71), por o que se

puede suponer que juega un papel importante dutante el desarrollo fetal.

Existen en la literatura gran cantidad de informes acerca de la influencia
de diversas substancias sobre las concentraciones plasmadticas de la SHBG. Estos

datos se encuentran sesumidos en la Tabla II,

Métodos de Cuantificacién y Concentraciones Circulantes.

A pattir de la descripcion de la existencia de la SHBG en el suero se
han realizado muiltiples estudios acerca de la estructura y funcion de esta protelna,
flevando consigo ¢l desarrollo de varias técnicas para su cuantiticacion. Los 2

métodos mis ampliamente utilizados son:

a).- Ll andlisis de saturacién de sitios especiticos de union de la SHBG
con Se-dihidrotestosterona 6 testosterona marcadas radiactivamente, seguido de la
separacion y medida del esteroide especiticamente unido. Ocbido a que fa SHBG
posec un sdlo sitio de union por molécula, la concentracion del esteroide
especificamente unido es igual al de la SHBG, en condiciones de saturacién, lo

que se logra utitizando un exceso de fa hormona marcada. Este exceso debe
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Aumentan la SHBG:
Incrementos de hormonas tiroideas
Incrementos de estrégenos:
Embarazo
Fase litea del ciclo menstrual
Estrégenos exégenos
Cirrosis hepitica
enitoina (ilantina)
Tamoxifén
Estrés prolongado
Carcinoma de préstata
Anorexia nervosa
Envejecimiento en los varones
Pubertad retardada en nifios
Hipogonadismo en varones
Cinecomastia
Sindrome de feminizacién testicular
S{ndrome de Turner
Enfermedad hepdtica crénica
Fallo renal cronico
Disminuyen la SHBG:
Obesidad
sindromes de androgenizacion en mujetes (PCOS, hissutismo,acnéy
Testosterona exégena en varones normales e hipogonadicos
Hiperprolactinemia
Inctementos de 1a hormona de crecimiento
Menopausia
Agentes progestacionaics
Danazol
Glucoconicoides
Acromegalia
Sindrome de Cushing
Sindrome nefrdtico
Agamaglobulinemia

Tabla 11.- Factores que Afectan las Concentraciones Plasmiticas de la SHBG
129, 55, 72-74).
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entonces ser separado del complejo proteina esteroide, para lo cual se han
utilizado varios mélodos, coma filtracién en gel, adsorcién con carbén.dextedn,
electroforesis en agarosa ¢ acrilamida, precipitacién con sulfato de amonio, unién
a concanavalina-A, cromatografia con DEAE celulosa, gradientes de sacarosa y

didlisis al equilibiio y de flujo (4,75).

Cuando estos procedimientos se utilizan para determinar las
concentraciones molares de los sitios de unién sc obtienen valores ficilmente
reproducibles, pero se encuentran grandes variaciones en éstos entre los diferentes
anilisis (en un rango de 2 a 3 veces). Esto puede deberse a diversas causas, como
a las diferentes sensibilidades de cada uno de los andlisis, la falta de
estandarizacion con la SHBG pura, la inadecuada correccién con la unién no
especifica y a otras protelnas transporntadoras, y varias razones técnicas que tienen

que ver con los métodos usaclos para fa separacion del esteroide no unido (75).

b).- 1 radicinmunoensayo, con el que se valora la concenlracién de la
SHBG por medio de la competencia de una cantidad constante de pioteina
marcada radiactivamente con cantidades variables de fa misma proteina no
marcada por los sitios de unién de un anticuerpo especifico. En este caso, la
separacién de la proteina unida de la libre se Hleva a cabo mediante la
precipitacion del complejo protelna-anticuerpo con un segundo anticuerpo
especifico contra ¢l primero. Utilizando esta ténica se han obtenido valores
discrepantes entre los diferentes autores, seguramente por problemas técnicos en la
estandarizacién del método. Sin embargo, puede considerarse como el método mds
aconsejable para fa cuantificacién de la SHBG ya que ptesenta alla sensibilidad y

especificidad, conjuntamente con uniones no especilicas bajas (75). Esto ha
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permitido la deteccién de 1a hSHBG en varios fluldos corporales en donde las
concentraciones de la protefna son mucho méis bajas que las que se encuentran
en el suero 6 en el plasma, como en liquido amnitico, flufdo falicular ovarico,

fluldo mamario y saliva (76).

En la tabla 1V se muestran las concentraciones plasméticas de la SHBG
obtenidas por medio de radioinmunoensayo en plasma de hombres narmales,

mujeres normales y mujeres embarazadas (75).

Distribucién en los Vertebrados.

Hasta el momento se han hecho pocos estudios acerca de fa
distribucion de la SHBG en las cspecies animales (1,71,77,78). Concretamente,
estos trabajos se han centrado en la huisqueda de la existencia de la molécula de
la SHBG en especies de vertebrados, y ha sido encontrada en primates (humanos,
monos), lagomorfos (conejos), carnivoros (perros, gatos), artiodéctilos (cabras,
ovejas, bovinos), reptiles (viboras), anfibios (ranas, ajolotes, salamandras), peces
(carpas), rayas, pleurodelos y lampreas. Sin embargo, no se ha delectado en aves,

burros ni en roedores (ratas, ratones, hamsters, cobayos).

Aparentemente, la SHBG es una molecula que ha sufiido poca presién
de seleccién a lo largo de la evolucion de los vertebrados, ya que, aunque en todas
las especies estudiadas se trata de una glicoproteina grande ( de 80,000 a 90,000
d de peso moleculan constituida per subunidades y que presenta una mayor
afinidad por andrégenos que por estrogenas, las afinidades de las SHBGs de los

diferentes grupos por dichos esteroides varian dentro de un rango bastante amplio.
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SHBG (pmoclml)

Sujelos X+ DE Rango n
Hombres 8=x9 9-38 12
Mujeres 54 %13 39.77 8
Mujeres embarazadas

10-15 semanas 115 + 48 52-168 4

20-25 semanas 212 = 35 172-259 4

35-40 semanas 374 % 55 322-456 6

Tabla IV.- Concentraciones Plasmdticas de la SHBG en Hombres Nonmales,
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 andiégenos y
estrégenos, mientras que en otros animales, como en los persos, gatos y conejos,
une principalmente a andrégenos (76). Ademds, comparten pocas determinantes
antigénicas, ya que, por ejemplo, los anticuerpos generados contra la SHBG
humana reaccionan contra otras SHBGCs de primates, pero no contra las de perros,

gatos, ovejas, cabras 6 vacas (71).

Homologias con Otras Proteinas.

La secuencia de aminodcidos de 1a molécula de la SHBG ha sido
comparada con ia de otras proteinas, y se ha encontrado que presenta un 68% de
homologia con la secuencia de la Protelna Transportadora de Andrégenos (ABP)
(79%, Ha sido sugerido incluso que la SHBG y la ABP son productos de un mismo

gen.

Por otro lado, la molécuta de la SHBG presenta un grado de homologfa
limitado con la porcién carboxilo terminal tresiduos 249-035) Je la proteina S
humana y bovina (80). La proteina § es una proteina dependiente de la vitamina
K que interactda a manera de cofactor con la proteina C activada en fa regulacién
de la coagulacidn sanguinea (81). s por demds interesante que la SHBG vy la
proteina S eslén estructuralmente relacionadas, especialmente por la conexién que
existe entre los estetoides sexuales y los destrdenes de la coagulacién sanguinea,
como la trombosis y la anterioesclerosis (82). Por olra paste, no se ha encontrado
ninguna homologla en fa sccuencia de aminodcidos de la SHBG con respecto a la
de fa Globulina Transportadora de Cortecosteroides humana, al receptor de

estrégenos y glucocosticoides, a la albimina, a la proteina transportadora de la
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vitamina D, y a la a—{etoproteina, lo que permite concluir que las protefnas
transportadoras de esteroides extracelulares (SHBG y ABP) no estén
filogenéticamente relacionadas con este tipo de moléculas y que pertenecen a un

grupo de protefnas con funciones y orfgenes completamente diferentes (79).

Biologia Molecular de la SHBG.

Recientemente se han obtenido ¢cDNAs de la SHBG humana por
métodos inmunoquimicos (65), 6 por hibridaciones con los ¢cDNAs de la ABP de
la rata {39,40), y han sido utilizados para describir ¢l gen de la SHBG, obtener la
secuencia de aminodcidos de la protefna, rastrear la sintesis de la SHBG en otros

6rganos y estudiar sus homologfas con otras proteinas.

Por andlisis de a secuencia del gen de la SHBG se ha encontrado que
la regién completa que codifica para el precursor de la SHBG estd constitulda por
8 exones, que se encuentran distribuidos a lo largo de 3.2 kilobases del DNA
genomico. £l RNA mensajero, que se ha encentrado en el higado, es poco

abundante y mide 1.6 kilobases (83).

Papel Biol6gico.

Las hormonas esteroides circulan en forma libre y unida a protefnas del
plasma. La fraccién libre es muy pequeia, representando del 1 al 3% del esteroide
total. La mayor parte circula unida a proteinas, de manera que el 32% del esteroide

se encuentra unido a albamina y el resto, 65%, a la fraccién de las globulinas
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plasméticas representadas principalmente por la SHBG, Esto hace evidente que la
SHBG juega un papel muy importante transportando esteroides en fluidos
extracelulares, pero su significado biolégico permanece adn en gran medida

desconocida,

Con el transcurso del tiempo y la obtencién de mayor informacién, se

le han ido asignando diversas funciones a la SHBG:

a).- Ha sido sugerido que ademds de transportar hormonas esteroides
en la sangte, Ja SHBG funciona también como prateccién de dichas hormonas, ya
que las que se encuentran unidas a la SHBG no estén expuestas a atagues
enzimdticos, a absorcién inespecifica en vasos sangufneos y linfaticos, a un excesive

metabolismo en el higade 6 a excrecién renal (4).

b.- También se fe ha asignado una funcién reguladora. En lo que se ha
Hamado la hipétesis de la honmona libre, Sanberg y Slaunwhite en 1959 (B4)
propusieron que dnicamente la hormona esteroide libre puede pasar desde los
capilares sarguiness hacia o wteiior de las (Elulas para dniciar una respuesta
biolAgica & ser metabolizada, por fa que fa SHBG funciona como un reservorio de
hormona inactiva que puede ser liberada por simple disociacién. La SHBG
participarfa también como un amortiguador estabilizando las concentraciones de
hormona tibre en el plasma (85}, y como economizador, ya que al proteger a las
hormonas esteroides de su metabolismo, disminuye la velocidad de producci6n

requerida para mantener un determinado nivel de hormona libre.
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Esta hipétesis ha sido apoyada por toda una serie de observaciones,
como el hecho de que los niveles plasméticos de andrégenos se elevan durante el
embarazo sin observarse signos clinicos de virilizacién, esto debido a que los
niveles de la SHBG aumentan también neutralizando los efectos bialégicos de los
andiogenos (B6), Sin embaigo, ha sido también motivo de extensos debates,
ltegando a la conclusién de que mantencr una concentraciéon constante de

esteroides en el suero no es la tnica funcién de la SHBG.

©).- Anderson y colaboradores (63,87) han propuesto que fa SHBG
funciona como agente regulador del balance andrégenos-estrégenos. Estos autores
establecen que los cambios en las concentraciones de la SHBG producen una
alteracién mayor en el porcentaje de testosterona libte que de estradiol, ya que el
estradiol se une mejor que la leslosterona a la albimina, y la testosterona se une
mejor a la SHBG que el estradiol. Este modelo se encuentra esquematizado en la
Figura I1, y predice que, si todos los demds factoies se mantienen iguales, la
relacion de testosterona/estradiol libres se altera al cambiar las concentraciones de
fa SHBC. Ya que los estrégenos estimulan y fos andeégenos inhiben la produccién
de 1a SHBG, si la produccion de estiégenos aumenta (A), el estradiol libre aumenta
y estimula la produccién de la SHBG; esto provoca una disminucién en la
testosterona libre, inclinande el balance en favor de los estrogenos. Por otro lado,
el aumento en la produccién de testosterona (C), amplifica su propio efecto
causando la disminucion en la concentracion de fa SHBG y el aumento en ia
cantidad de testosterona libre relativo al estradiol. Cualquier factor que altere la
concentracién de la SHBG moverd el balance en favor de la testosterona & el
estradiol, dependiendo de la direccién del cambio en la concentracién de la

SHBG.
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Tesioslorona kive Esvradiol Librg

A
[PUREEISS (112
Aumenla SHBG
B
C

Testostmeona —gp A
Dy SHAG SHBG

Figura 1L.- Papel que jucga la SHBG como regulador de las concentiaciones
relativas de testosterona y estradiol libres. A.- Aumenta la produccion de
estradiol; el estradiol libre aumenta y, al estimular la produccién de la SHBG,
provoca una disminucién en la testosterona libre. [sta es la situacién de una
mujer adulta normal. B.- Balance. C.- Aumenta la produccién de andrégenos;
la testosterona libre aumenta y el efecto es amplificado por una disminucién
de la SHBG, que inclina el balance en favor de la testosterona. Esta es la
situacion de un varén adulto normal (55).
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db.- William Pardridge, en 1981 (88), desarrollé una hipétesis en la que
propene que la SHBG, al igual que la CBG, se encuentra sometida a diferentes
fuerzas en la microcirculacién que promueven la disaciacién de los esteroides
unidos a ella. Estas fuerzas no se encuentran distribuidas uniformemente en la
microcirculacién de todos los érganos, lo que proporciona un mecanismo por cl

cual cada tejido especifico obtiene la cantidad de esteroide necesario para 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 llamé
del intermediario libre. En este mecanismo intervienen 3 factores que regulan el
transporte de las hormonas unidas a protefnas: el tiempo de wdnsito capilar, la
velocidad de disociacién unidireccional y el producto obtenido de la permeabilidad

de la membrana por el drea de la superficie en cuestion.

El tiempo de trinsito capilar implica el tiempo de exposicién de las
proteings plasaidlicas o ung cierls tiembiang bivldgice, eld inversaniente
relacionado con la velocidad de flujo sanguineo, y es funcidn de la fongitud y ol
volimen del capilar y de la velocidad del plasma. Existen diferencias considerables
de drgano a Grgano con respecto a la duracién del tiempo de trénsita capilar,
siendo de aproximadamente 1 segundo en el cerebro 6 masculo esquelético, de 2
a 3 segundos en capilares mesentéricos y de 5 segundos en los espacios

sinusoidales del higado.

La velocidad de disociacion de las hormonas esteroides de sus protefnas

transportadoras es muy variable; en general, la disociacién de la albamina es

INTRODUCCION 12



bastante rdpida, mientras que la disociacién de globulinas es tfpicamente un
proceso lento. Sin embargo, lo importante es relacionar la velocidad de disociacién
con el tiempo de trdnsito capilar del érgano en cuestién, ya que por ejemplo, la
disociacién del estradiol de la SHBG es un proceso relativamente répido
compatado con el tiempo de transito capilar en el higado, pero es lento

comparado con el tiempo de trdnsito en ef cerebro.

la permcabilidad de la membrana es otro factor muy importante, ya
que entre mayor sea ésta, mayor serd la tendencia del esteroide que se disocia a

pasar a través de la membrana.

De acuerdo con todo lo expuesto, la fraccién de hormona libre in vitro
es diferente de la fraccién libre aparente in vivo, la cual se vé aumentada en
proporcién a los aumentos en los tres factores mencionados anteriormente. Esto
hace que, entre mayor sca el transporte de hormona unida a proteinas, mayor sea
fa fraccién libre aparente in vivo del ligando. Todo esto ocasiona que exista una
toma diferencial de las hormonas esteroides en los diferentes drganos. Por ejemplo,
la testosterona y el estradiol unidas a la SHBG no pasan la barrera
hematoencefédlica del cerebro, ya que la velocidad de disociacion es lenta
comparada con el tiempo de trinsito del plasma en el cerebro, cosa que no sucede
con la wunida a albimina, que tiene una ripida velocidad de disociacién. [n
cambio, ¢l estradiol unido a fa SHBG si es transportado hacia el higado, ya que su
velocidad de disociacion es mayor que el trdnsito capilar, a diferencia de la
testosterona, cuya velocidad de disociacién es lenta con respecto al tiempe de

trénsito capilar en el higado.
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Esta hipétesis define a la SHBG como un transportador de hormonas
esteroides, que participa como un vector diferencial de las hormonas en los
diferentes Srganos y tejidos, de acuerdo cen las necesidades y funciones

particulares de cada uno de ellos.

eh.- La posibilidad de que la SHBG funcione no Onicamente como un
transportador y reservorio de hormonas esteroides ha sido fuertemente apoyada por
estudios bioquimicos recientes, como los de Cooper y Waites (89), que reportan
upa mayor acumulacién de testosterona en ol lumen del epididimo de la rata al
ser perfundidos con testosterona radiactiva y SHBG, comparada con la que se
obtiene perfundiendo testosterona radiactiva Gnicamente, sugiriendo que de alguna
manera la SHBG favorece la entrada del esteroide a las células. Ha sido
desmostrado también que la SHBG interactua directamente con diferentes
componentes celulares (36), y se ha descrito la localizacién intracelular de la SHBG
en células de carcinoma humano MCE7 in vitrio (79), y en algunas células blanco
de andrdgenos, como células de prostata, de Sertoli. epidimarias y espermatozoides

90,91,

Datos recientes de varios laboratorios sugieren fa existencia de
receptores especificos para la SHBG en la membrana de las células blanco, como
en células de endometrio decidual humano (53), y en préstatas humanas (54,56).
Como fue mencionado anteriormente, la SHBG funciona como una proteina
alostérica con sitios de unidn para el esteroide y para el receplor, que sufre un
cambio conformacional cuando el esteroide ocupa su sitio de unién de manera que

el sitio activo para el receptor queda enmascarado, impidiendo que la SHBG se
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una a ésle. Por el contrario, si la SIHBG no unida sc une a su receptor, sf mantiene

su capacidad de unir esteroides.

Se han hecho mdltiples estudios acerca de lo que sucede una vez que
la SHBG se une a su receptor, y se han propuesto varias hipétesis. Una de ellas
propone que la SHBG es necesaria para alguna funcién biolégica intracelular, por
lo que es internalizada via su receptor. Alguna de éstas funciones podrfa ser la de
proteger al esteroide de la degradacién enzimdtica intracctular, 6 también podria
tratarse de un transporte especifico de esteroides a las células blanco. Aunque los
esteroides son moléculas liposolubles, por lo que atraviesan la membrana
plasmitica por simple difusion, la participacién activa de un complejo acarreador-
protefna-esteroide proporciona a la célula blanco una especificidad hacia el
esteroide que no se dd en el caso de la difusion. [sto podia explicar por qué
ciertos desérdenes androgénicos se correlacionan con la concentracién de
andrégenos libres, ya que el contenido de éstos en el suero podria representar al
esteroide disponible para una accién no especifica ¢ pateldgica, debido a que no
existen mecanismos de regulacion de la ditusion como [os que existen para los
receptores, como la regulacion baja de receptores después de la estimulacién
(54,92). Esta hipétesis no ha sido rechazada, pero existen todavia dudas con
tespecto a la importancia cuantitativa de la entrada de esteroide acoplado a fa

SHRBG en comparacién con la entrada de esteroide no unido (55).

La internalizacién de la SHBG a la célula podria también estar
involucsada con la subsecuente unién del esteroide a su receptor intracelular. Otra
posibilidad podria ser que tuviera alguna funcién biolégica independiente de las

hormonas esteroides pero que fucra influenciada por éstos. Como ya fue
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mencionade anteriermente, se ha encontrado que fa uni6én de la SHBG a su
receptor, con la subsecuente unién del esteroide a su sitio de unién, pravoca la
activacién de la adelinato ciclasa membranal, aumentando {a concentracidn de
AMPc intracelular (55). La intensidad de esta acumulacién depende de la afinidad
del esteroide unido a la SHBG, de manera que la 52-DHT, que tiene una alta
afinidad por la SHBG, provoca un aumento mayor que el estradiol, que tiene una
menor afinidad. Este mecanismo podrfa implicar un modo adicional de accién de
las hormonas esteroides, que no requiere que el esteroide interactie con su

receptor intracelular, confiriendo otra funcién a la SHBG.

Actualmente se hacen multiples estudios para profundizar en el
conocimiento de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la hSHBG,
utilizando diferentes enfoques, como los andlisis de sus homologias con otras
protefnas de funcion conocida, los estudios clinicos en los que se asocia alguna
patologfa con cambios en la estructura 6 concentracion de la hSHBG, 6 los estudios
a nivet de biologia molecular con los cDNAs de la hSHBG. £n el presente trabajo,
la herramienta que se utiliz6 para ampliar el conocimiento sobre la hSHBG fue el

estudio de mulaciones 6 variantes gendticas en dicha molécula.

A la presencia simultanea de dos o mds fenotipos diferentes de una
misma caracteristica en una poblacién, en proporciones tales que el mds raro de
cllos se encuentra con una frecuencia mayor al 1%, se le denomina polimorfismo
genético (93). Con ¢l estudio de las poblaciones se ha hecho evidente que el

polimorfismo es un fenémeno ampliamente distribuido en los seres vivos; de
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hecho, se ha encontrado que las poblaciones son polimérficas para fa mayoria de

los loci génicos (94},

Algunos polimorfismos son mds apasentes que otros. Tal es ¢l caso de
los polimorfismos para el color de los ojos y del cabello en los humanos, el
melanisimo industrial encontrado en la polilla motcada Biston betularia L., el
polimorfismo cromético de la concha del caracol de tierra Cepaea nemoralis, las
diferentes morfologlas de las hormigas (voladoras, soldados), etc. Sin embargo,
existen variantes genéticas a nivel molecutar que no son tan evidentes y para cuya
identificacién se requiere de técnicas especiales, como pruebas enzimdticas y
electroforéticas. Existen infinidad de ejemplos de estas Gltimas, como son los
polimorfismos cromosémicos (variaciones en la morfologia y tamano de algunos
segmentos cromaosbimicos); el sistema de antigenos HIEA, codificado por cuatro loci
(D-B-C-A) con numerosos alelos en cada uno de ellos; ef sistema Rhv en la sangre,
constituido pot tres alelns CDE/ede; los polimorfismos enzimdticos (presencia de
isoenzimas), como el caso de la esterasa-6 de la Drosophifa mefanogaster,
determinada por dos alelos; o polimorfismo en los grupos sanguineos ABO, con
sus tres alelos 17, Pe lo; la variacion encontradd diedarmente en a secuencia de
nucledtidos del 1DNA por medio de enzimas de restriccion; y as variantes genéticas
encontradas en algunas proteinas transportadoras, como la Globulina
Transportadora de Corticoesteroides (CBG), y la Globulina Transpoitadora de

Tiroxina (TBQ) (94.99).

En lo que respecta a la TBG, se han descrito casos de concentraciones
séricas mayores o menores que lo normal y por fo menos 5 variantes que

involucran cambios de un aminodcido en la cadena polipeptidica de 1a proteina y
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que presentan un patrén de herencia Iigada al cromosoma X. Estas variantes
afectan en diferentes grados a la funcién de la TBG. La més ampliamente estudiada
ha sido la denominada TBG-S, que fue detectada por medio de isoclectroenfoque
en sujetos de 1aza negra de los Estados Unidos, Centro América, Africa y Oceanfa
(97). Esta variante se caracteriza por una movilidad electroforética més lenta
(TBG-Slow) y un movimiento hacia el cdtodo en el punto isoeléctiico de las

|sof0mms encontradas YIUIHIdiFI!L‘IIlL‘.

La molécula de 18G-S es ligeramente mdas termolibil que fa nonmal, por
lo que los sujetos que la poseen presentan concentraciones en suero de la TBG
mds bajas en promedio y, por lo tanto, menores concentraciones de T4, Se ha
repostado que la existencia de esta vaniante se debe a una sustitucién en el codén
para el aminodcido N* 171 de la proteina madura, dando cemo resultado el
cambio del dcido aspdrtico (aminodcido con carga negatival por la asparagina

{aminodcido neutre).

tn cuanto a 1y LB, se han descrito también wasos con cuncentidciones
circulantes alteradas, asi como vatignles genclicss caractenzadas por uiv cambio en
el punto isoeléctrico cuando son sometidas a un sistema de isoelectroenfoque
después del tratamiento con neuraminidasa. Se sabe que estas moléculas presentan
una afinidad por el cortisol menor a la normal, pero la causa de la existencia de

cstas variantes aln no se conoce {(98,99),

La existencia de vaniantes genéticas de la molécula de ta hSHBG ha sido
también estudiada, existiendo a la fecha dos reportes a este respecto. En el primero

de cllos, Ahrentsen y colaboradores (100 describen ef caso de la ausencia total de
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la hSHBG circulante en 2 sujetos femeninos pentenccientes a la misma familia. En
el estudio clinico, una de las sujetos presenté un ligero hirsutismo, obesidad y
amenorrea de B meses, y la otra, no presentd ningGn cuadro clinica caracteristico

y un embarazo normal de 20 semanas.

Los niveles de andrégenos circulantes de estas sujetos se encontraron
dentio de los limites normales, presentande dnicamente una elevacién en el

porcentaje de testosterona libre con respecto a la total.

[stos autores describen que en el estudio familiar no se encontré otro
sujeto con la ausencia total de la hSHBG. Unicamente, las concentraciones
circulantes de la hSHBG en el padie y la abuela malerna se encontraron en los
limites inferiores de los valores normales. En este trabajo se sugiere que la

deficiencia de la hSHBC cs una catacteristica genéticamente determinada.

tn el segundo reponte, luckock y Cavalli-Sforza (101) describen ia
existencia de 4 vanantes gendticas de la hSHBG, enconttadas por medio de la
electroforesis en geles nativos de poliacrilamida de la hSHBG unida in vitso a
testosterona marcada con C del suero de los sujetas de estudio, con la
subsecuente cxpus.(i(m a una pl.\c.‘s de rayos X durante 2 meses. Las variantes
identificadas fueron las siguientes: la normal, la vanante fema (con una movilidad
clectroforética menor a la normaly, la varante ancha {que corre como una banda

ancha que abarca desde la banda lenta hasta la normal), y la variante ausente.

Los autores sugieren que estos fenolipos son el resultado de las

combinaciones de tres aletos, designados como N, § y O, siendo Ny §
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codominantes y O recesivo. De esta manera, el genotipo NN y NO produce un
fenotipo normal; el $S y SO produce un fenotipo lento; el NS, un fenotipo ancho,
y el OO corresponde al ausente. Al hacer el estudio familiar, los autores concluyen
que los fenatipos de la hSHBG son el producto de la herencia mendeliana simple

de un gen autnsémico trialélico.

En el presente trabajo sc estudio la presencia de variantes genélicas de

ta hSHBG, utilizando para su identificacién el sistema de isoelectroenfoque.
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OBJETIVO

£l presente trabajo tuve como objetivo el establecimiento de la
existencia de polimarfismo genético de fa molécula de la Globulina Transportadora
de Hormonas Sexuales en el suero de una muestra representativa de la poblacién
mexicana, desde el punto de vista de sus propicdades de carga en un sistema de
isoelectroenfoque, asi como las bases de su transmisién genética y sus

repetcusiones en las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la hSHBG,
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL.

Los esteroides no radiactives fueron obtenidos de Steraloids tne. (Wilton
N.H.}, y su puresa gulmica fue edtablecida por cromatograffa en papel y
recristalizacion. Las esteroides radiactivos fueron obtenidos de Du Pont NEN
Research Products (Boston, Mass); la 1,2-H-testosterona (CH-T) utilizada tuvo una
actividad especifica de 40-00 Cifmmal, y la 1,2~3Ii-dihidrotesloslcrona CH-DHT),
de 40.60 Ci/mmol, Ambas fueron purificadas antes de su utilizacién por
cromatografia en Sephadex LH-20 con cloroformo: etanol 25:2. La acrilamida,
N,N’- dialiltartardiamida (DATD), N,N'-metilenbisacrilamida (bis),
NN NN tetrametiletitenediamina (YTMED), azul brillante de Coomassie R-250,
persulfato de amonia, suliato salicilico de sodio (SDS), affie-gel blue, papel de
nitrocelulosa, estandares de punto isocléctrico y las amiolinas se obtuvieron de Bio

Rad laboratories (Richmond, Calif). La albimina sérica bovina (ASB), tris, glicina,
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4cido glutdmico, Tween 20, glicerol, neuraminidasa tipo X y el inhibidor de tripsina

tipo |-5 fueron obtenidos de Sigma Chemical Co (St Louis, Ma.),

Las muestras de sangre fueron obtenidas de 360 individuos adultos
mexicanos de ambos sexos, residentes en la Ciudad de México. Se dejaron
coagular durante un par de horas a temperatura ambiente, y el sucro fue separado
por centrifugacién a 1500 rpm durante 15 minutos y guardado en alicuotas a -80°C

hasta su utilizacién.

El anticuerpo anti hSHBG utilizade fue gencradoe en canejo utilizando
hSHBG purificada a partir de liquido amnidtico (75), y donado por el Dr. C.W.
Bardin del Population Council Center for Biomedical Research de Nueva York. Este

anticuerpo es monoespecifico para la hSHBC.
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METODOS

1).- Preparacion de las Muestras de Suero.

Antes de su utilizacidn en los experimentos lievados a cabo en este

estudio, las muestras de suero fueron sometidas a diferentes tratamientos:

a).- Lliminacién de los Esteroides Endégenos.- La remocion de los
esteroides endégenos presentes en el suero se llevd a cabo mediante 1a incubacitn
de las muestras de suero con carbon activado Norit-A, en una relacién de 1 mg
de carbén por ml de suero durante 1 hora a 4°C con agitacién manual, Al final
de la incubaci6n las muestras lueron centrifugadas a 3000 rpm durante 30 minutos,
y los sobrenadantes obtenidos se guardaron en alicuotas a -80°C hasta su

utilizacién.

b).-Eliminacion de fa Albamina.- Casi toda la albimina presente en las
muestras de suero fue eliminada por medio de {a utilizacidén de affi-get blue.
Primeramente, ¢l atti-gel blue fue favado exhaustivamente y equilibrado con un
amortiguador de tris 0.02M, glicerol 10% pH 7.4 (1G bulfer). Después, se
incubaran el affi-gel blue y el suero en una telacion de 0.6 ml de sucro por cada
ml del gel durante 1 hr a 4°C con agitacién manual, en tubos de polipropileno de

12 x 75 mm (Falcon, Qsnard, Calif.). Al final de la incubacién fos tubos fueron
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centrifugados a 3000 rpm durante 20 min, y los sobrenadantes obtenidos fueron

guardados en allcuotas a -80“C hasta su uso.

c).- Tratamiento con Neuraminidasa.- Este tratamiento fue utilizado para
eliminar los residuos de dcido sidlico presentes en la molécula de [a hSHBG,
tesponsables de gran parte de la microheterogeneidad obsesvada en ésta, Se flevd
a cabo mediante el método descrita por Van Baelen y colaboradores (99), segin
el cual las muestras de suero fueron ajustadas a pH 5.8 con HCl 1 N e incubadas
con 0.05-0.5 unidades de ncuraminidasa tipo X (dilufda en un amortiguador de
acctato de sodio 0.05M pH 5.8) por cada 0.2 m! de suero. Al final de la
incubacién se anadieton 0.1 ml de TG bufier con azida de sodio 0.2% y se
centrifugd a 3000 rpin durante 20 min a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos fueron

guardados en alicuotas a -BO°C.

Para descartar 1a posibilidad de degradacidn de las muestras durante ta
incubacion, en unu de tus eaporimenios se trataion 0.2 ml de suera con
newraminidasa afadienda 0.001 mg de un inhibidor de tripsina tipo 1-§, diluida en
un amortiguador de acetato de sodio 0.05M, doruro de sodio 0.17M y azida de

sodio 0.02%,

Con el objeto de analizar los efectos de la congelacién y descongelacién
de fas muestras durante los tratamientos descritos y los subsiguientes experimentos,
se sometieron muestias de suero a 10 ciclos de congelacidn y descongelacién y se

analizé su actividad por medio de ensayos de un sélo punto.
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2).- Desarrollo de Sistemas de Uni6n Para fa Determinaci6n y
Cuantificaci6én de la hSHBG.

La determinacidn y cuantificacion de la hSHBG, ast como la obtencién
de sus constantes fisicoquimicas (constante de afinidad, coistante de disociacién y

nomero de sitios de unidny, se llevé a cabo por fos siguientes métodos:

a).- Ensayo de un Sélo Punto.- La determinacion de la presencia de la
hSHBG en las muestras se llevd a cabo por éste mGtodo: se incubaron 0.2 ml de
cada muestra (sueto tratado con carbén 6 cluatos de geles de isoclectroenfoque)
con 1 x 107°M de Sa-dihidiotestosterona marcada con titio (“H-DHT) durante 1
hora a 0°C, Paralelamente en uno de los twbos se anadié un exceso de 200 ng de
DHT no marcada y se incubd de igual manera para calcular 1a unidn no especfica.
La separacion de los esteroides Wibres de los unidos a la hSHBG se llevé a cabo
mediante la adicion de 0.8 mlb de una suspension de 50 my de carbén activado
Norit-A y 25 mg de dextrdn 1-70 en 100 mi de 1G-butfer, y fa centiiffugacion a
3000 rpm durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes fucron decantados en viales
de centelleo y la cuanlificacion de la radiactividad se llevd a cabo mediante la
adicion de 5 mi de Instagel como solucién de centelloo vy la utilizacion de un
contador Packard i Carh 300, La presencia de fa hSHBG en las muestias se
traduce en la obtencidn de una unién especifica signiticativa, resultado de la resta

de la unitn no especilica a la union total obienida Je! contador

by.- Andlisis de Saturacidn.- La cuantificacidn de fa hSHBG en las
muestras, y la determinacion de fas constantes de afindad y las constantes de

disociacion, se evd a cabo por el andlisis de saturacion usando el ensayo de
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carbén-dextrdn descrito por Lariea y colaboradores (102): se incubaron 0.2 ml de
suero tratado con carbén y ditufdo 1:10 en TG buffer con 0.2 pmol de YH-DHT
y cantidades crecientes de DHT no radiactiva para obtener una concentracion final
de 1-40 x 107M. La unién no especliica fue determinada en un tubo con la
IH-DHT més un exceso de 200 ng de DHT no marcada, Después de 1 hora de
incubacién a 0°C, se separd ¢ esteroide libre del unido a la hSHBG por medio
de la adicion de 0.8 ml de una suspension de 250 mg de carbén activado Norit-A
y 25 mg de dextran 1-70 en 100 ml de TG buffer, y la centrifugacién a 3000 rpm
durante 15 min. Los sobrenadantes se decantaron en viales de centelleo, se les
anadié 5 ml de Instagel y se contaron en un contador Packard Tri-Carb 300. Los
resuitadas obtenidos se graficaron y analizaron por medio del método de Scatchard
(103), con el que se obtiene una recla cuya pendiente es igual a la constante de
afinidad de la hSHBG, ol inverso de la pendiente representa a la constante de
disociacién, y el punlo en el que la recta cruza al eje de las abscisas indica el
nimero de sitios de unisn de la hSHBG, v come ésta posee un salo sitio de unién

al esteroide por molécula, representa la concentracion de la hSHBG en la muestra.

3).- tsoelectroenfoque.

fo este estudio se wtilizaron dos sistemas de isoelectroenfoque: en tubo

y en placa.

a).- Isoclecioenfoque en Tubo.- £l isoelectroenfoque on tubo se llevs a
cabo en geles de poliaciilamida en forma de tubo de 0.5 x 10 ¢m, conteniendo
un 6% de amfolinas para establecer un rango de pH de 3 a 10. £n cada uno de

ellos se depositaron 0.2 ml de sucio tratado 6 no con affi-gel blue y/o

MATERIAL Y AP EODOS a



neuraminidasa y fueron sometidos a una diferencia de potencial de 100 V durante
1 hrya 200 V durante 20 hrs. a 4°C. Al cabo de este tiempo los geles fueron
sacados de los tubos y congelados a -80"C hasta su utilizacién. Como solucién
amorliguadora del dnodo se utilizé acido glutdmico 0.05M, y para el cétodo, tris
base 0.05M. Cada uno de los geles congelados fueton cortados en fragmentos de
2 mm, eluidos en 0.5 ml de |G bulter durante 18 hrs a 4°C con agitacion, y la
presencia de la hSHBG en cada uno de los sobrenadantes se determind por medio
de ensayo de un sélo punte Para da abtencidn del rangn de pH establecido a lo
largo de los geles, en uno de los tubos de cada experimento no se corrid ninguna
muestra, se cortd en fragmentos de 5 mm y cada uno se eluyé en 2 ml de agus
destilada desionizada. Al cabo de 2 hrs de incubacién a temperatura ambiente con
agitacion, se midié el pH de cada uno de los sobrenadantes. En cada experimento

se corrié también un gel con estindares de punto isoeléctrico Bio-Rad tab.

b).- Isoelectroenfoque en Placa.- Bl isoclectroenfoque en placa se llevd
a cabo en geles de poliacrilamida de 11 x 12 em prefabricados por LKB (Uppsala,
Suecia) con un rango de pH establecido de 3 a 10. 1a solucion amortiguadora
utilizada para el citodo fue hidioxido de sodio 1M, y para el dnodo, dcido
fosforico 1M. En cada caril se aplicaron de 20 a 40 ul de las muestras de suero
tratadas 6 no con affi-gel blue y/o neuraminidasa, se corrieton en un aparato LKB
2117 Multiphor aplicandn una cormente constante de 50 mA hasta alcanzar un
voltaje de 1500 V, a 4°C. Al final de la corrida fas muestias fueron transferidas a
papel de nitrocelulosa. Un carril en ¢l que no se colocd minguna muestra se utiizé
para medir el gradiente de pH establecido en el gel. cottando fragmentos de 5
mm, eluyéndolos en 2 mi de agua destilada desionizada o temperatura ambicnte

durante 2 hrs con agitacion, y midiendo el pt en cada uno de los sobrenadantes.

AMATTRIAL Y A EOLIOS S0



En uno de los experimentos, uno de los cariiles en el que se habla
corrido una muestra de suecro fue cortado en fragmentos de 5 mm, elufdo en 0.5
ml de TG buffer a 4°C durante 18 hrs en agitacion, y la presencia de la hSHBC
en cada uno de los sobrenadantes se determiné por medio de ensayo de un sélo

punto,

4).- lnmunotransferencia.

Con el objeto de observar especilicamente las bandas correspondientes
a la molécula de 1a HSHBG sometida a isoeleckoenfoque en placa, las proteinas
del get fueron transferidas a papel de nitrocelulosa y reveladas con un anticuerpo

especifico anti-hSHBG,

La transferencia a papel se llevé a cabo por difusion de las proteinas
del gel al papel, para lo cual se montd el siguiente sistema: en un recipiente se
colocaron 3 hojas de papel filtto Watman N® 2 del tamanoe del gel, previamente
remojadas en un amortiguador de tris 0.02M, NaCl 3M pH /.5 (buffer de
transferencia). Encima se colocaron 3 hojas de papel fillrto Watman N 2 secas, y
encima, ol papel de nitrocelulosa, también del tamafio del gel, previamente
remojado en un amortiguador de tis 0.01M, NaCl 0.9% (butfer de lavado).
Despuds se pusu ol pol, quitando tadas las burbijas existentes entre éste y el papel
de nitrocelulosa, y tinalmente se colocd un vidrio y un matidz de 250 md lleno de
agua. La transferencia transcurrid durante 18 hrs a temperatura ambiente y en

atmdsfera hameda,
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Al finalizar la transferencia, se incubd el gel pegada al papel en un
amortiguador de tris 0.02M, NaCl 0.5M, tween 20 0.05% pH 7.5 (buffer de
separacién), con agitacién durante 30 min, y se separaron manualmente retirando
el resto de gel adherido al papel con una tarjeta de pldstico. Para tapar todos los
sitios activos restantes del papel de nitrocelulosa, éste se incub6 en un

amortiguador de tris 0.01M, tween 20 0.1%, thimerosal 0.01%, NaCl 0.9%,

albdmina sérica bovina 3% pHi 7.4 ibuifer de bloqueoy durante 5 hrs a temperatura
ambiente, al final de las cuales se lavé el papel exhaustivamente con buffer de
lavado. £ papel se colocd en una bolsa de plistico seflada con el anticuerpo anti
hSHBG generaclo en concjo, diluido 1:100 en un amostiguador de tris 0.01M, NaCl
0.94%, tween 20 0.1%, thimerosal 0.014%, albdmina sénca bovina 1% pH 7.4 (buffer
para primer anticuerpol, y se incubd durante 18 his a temperatura ambiente y en
agitacion, Al finalizar la incubacion, se lavé ef gel varias veces con el buffer de
lavado y se incubé 1 hr mds con el butfer de bloqueo. Después de ser lavado, el
papel se coloch en atra bolsa de plistico sellada con el anticuerpo anti 1gG de
conejo marcado con perenidasa diluide 1:200 en un amortiguador de tris 0.01M,
NaCi 0.9%, tveen 20 0.1%, thimerosal 0.01% plt 7.4 (buffer para segundo
anticuerpol y se incubd durante 4 hrs a temperatura ambiente con agitacién. Se
lavé exhaustvamente con huffer de lavado, y fas bandas se revelaron con una
soluctén de 15 mg de 3.3 diaminobencidina y 10 ul de peréxido de hidrogeno

en 50 ml de buifer de lavardo.

5).- Andlisis de las Muestras de Suero de la Poblacion.

Las 360 muestras de suero de la poblacién fueron tratadas con affi-gel

blue y neuraminidasa y sometidas a isoelectroenfoque en tubo y en placa.
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Por medio de isoclectroenfoque en tubo fueron analizadas 250 muestras
de suero de individuos adultos mexicanos de ambos sexos y, como fue mencionado
anteriormente, el patrén de corrimiento de la hSHBG se observé cortando los geles
en fragmentos de 2 mm, eluyéndolos en 1CG buffer y realizando ensayo de un sélo

punto en cada uno de los sobrenadantes.

Las muestras que fueron sometidas a isoelectroentogue en placa fueron
las de 110 individuos adultos mexicanos (55 matrimonios) y, como se sefal6 en el

inciso anterior, fueron posleriomente analizadas por inmunotransferencia.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron analizados desde el
punto de vista gendtico para encontrar el modo de transmision de los fenotipos
encontrados, y por medio de la ley de Hardy-\Weinberg para averiguar si la

poblacién se encontraba en equilibnio génico.

Se dice que una poblacion estd en equilibrio génico cuando las
frecuencias de los hothovigotos y de los heterocigotos van de acuerdo con fa ley
de Hardy-Weinberg. [sta ley denota a la frecuencia de cada uno de los alelos, de
un sistema constituido por dos de ellos, como p y q, y establece que su
distribucion en una poblacién en equilibrio obedece a la siguiente ecuacién
matematica: (p+q)" = p" + 2pg + q} y p+ q =1 de manera que fa
frecuencia de un homocigoto debe ser igual a p", del otro homacigoto, a q2, y del
heterocigoto, a 2pa. ta poblacion se encuentia en equilibrio si las diferencias entre
lo obsctvada experimentalmente y lo esperado de acuerdo a la ley de

Hardy-Weinberg son explicables por el azar, para lo cual se aplica una prueba de
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X2, De lo contrario, se dice que la poblaci6n no se encuentra en equilibrio génico

(94,95,104).
6).- Estudio Familiar.

De acuerdo con los resultados oblenidos en el andlisis de las muestras
de suero de 2 peblacién, se estudid la descendencia de 2 matrimonios en los que
uno de los miembros de la pareja presento el fenotipo variante de la hSHBG, y de
2 matrimonios en los que ambos sujetos presentaron el Tenotipo silvestre de la

hSHBG.

L1 suero de fos hijos de estas parejas fue tatado igualmente con affi-gel
blue y neuraminidasa y sometido a iscelectroentfoque en placa e

inmunntransfemncia.
7).- Propiedades Fisicoquimicas de las Variantes de fa hSHBG.

a).- Constante de Afinidad, Canstante de Disociacién y Namero de
Sitios de Unién.- La determinacidn de las constantes de afinidad, constantes de
disociacion y namero de sitios de union se llevd a cabo mediante andlisis de
saturacion a 4°C y a 28°C, en sucros de sujetos que presentaron el fenotipo

silvestre y de sujetos que presentaron el fenotipo variante de fa hSHBG.

b).- Velocidad de Disociacion y Tiempo Medio de Disociacién.- Se

estudid también la velocidad de disociacian y el tiempo medio de disociacién del
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complejo hSHBG-testosterona en sueros de sujetos con el fenotipo silvestre y el
variante de la hSHBG. Esto se llevd a cabo de la siguiente manera: las muestras
de suero fueron primeramente tatadas con carbén y dilufdas 1:10 con TG buffer,
y después incubadas con cantidades saturantes de testosterona marcada con tritio
(1 x 10°M) durante 1 hr a a°C y a 28°C, para ocupar todos los sitios de unién
de la hSHRG. Al finalizar esta incubacién, se hicieron incubaciones seriadas
durante O min, 3 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min y 30 min con un exceso
de 1000 veces de testosterona no marcada radiactivamente, a 4°C y 28°C también,
Al finalizar los tiempos de incubacion, se apadieron 0.8 ml de una suspension de
250 mg de catbon activado Norit-A y 25 mg de dextrdn en 100 ml de TG buffer
a cada tubo, se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min y se determind la
radiactividad en el sobrenadante por medio de conten con Instagel en un contador

Packard Tri-Carb 300.

Los resultados ebtenidos se graficaron como el logaritmo natural de las
cuentas por minuto unidas especificamente contra ¢l tempo de incubacién con el
exceso de testosterona ho marcada. De esta manera se obliene una fecta cuya
pendiente representa la velocidad de disociacion det complejo hSHBG-testosterona,
y el punto en el cie del iempo de incubacion que corresponde a la mitad del
valor mdximo obtenido en el eje de la union especifica, indica el tiempo medio

de disociacién fliempe en of que se disocta la mitard del complejo).
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8).- Andlisis de las Muestras por Medio de SS-PAGE y Gréficas de

Ferguson,

De 50 a 70 ul de suero tratado con carbén, affi-gel blue y/o
neuraminidasa fueron sometidos a $5-PAGE (Steady-Stite Poliacrylamide Gel

Electrophoresis), y al sistema de grificas de Ferguson (105,100),

El S5-PAGL se llevd a cabo de la siguiente manera: se wtilizaron geles
de poliaciilamida al 6% (gel de resoluciém en tubos de vidrio de 10 x 0.6 cm, con
1 cm de gel concentrador tpoliacrilamida al 2.5%) €£n el gel de resolucién se
incorporaron 2 pmol de Sa-dihidrotestosterona marcada con tritio GH-DHT) por
cada ml de gel, y en o gel concentrador, 5 pmal de H-DHT por il de gel. Para
el caso de los twbos para la unién no especifica, en el gel de resolucion se anadis
también un exceso de 100 veces de DHT no marcada radiactivamente. Las
muestzas se cortieron a 1 mAmp por twbo durante el gel concentrador, y a 2 mAmp
por tubo durante ¢l gel de resolucién, La solucidn amortiguadora utilizada en este

sisletiid fue s Dase GUUDA, gilciia V.USAM pH 8.4,

Cuando el rente de corrimiento llegé al final del gel de resolucién, los
geles fueron sacados de los tubos y congelados a -80°C. Posteriormente, fueron
cortados en fragmentes de 2.5 mm y contados en un contador de centelleo
Packard Tii-Carb 300, utilizando 5 ml de Instagel como solucion centelleadora. Los
tesultados fueton graficados como cuentas por minuto obtenidas en cada fraccién

contra el namero de la fraccidn,
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Para las gréficas de Ferguson se utilizé el 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 minuto obtenidas en cada fraccion contra el nimero de la fraccion.
Pata linealizar los datos, los resultados se graficaron también como el logatitmo
base 10 del Rf (ndmero de la fraccion enla que sale of punto méximo de la curva
entre el ndmero de fracciones totales) cantra la concentracién de acrilamida del

gel.

Bajo estos dos sisternas se analizaron muestras de suero de sujetos con

el fenotipo silvestie y de sujetos con el fenotipo variante de la hSHBG.

9).- Métodos Estadisticos.

Los métodos que tueton utilizados para analizar estadksticamente fos
resultados de este trabajo tucton: la prueba de « de Swdeid, para la comparacién
de las constantes fisicoquimicas de fa molécula de fa WSHBG con fenatipa silvestre
y variante, y la prueba de %7 para establecer cf cquilibrio génico de la poblacién

estudiada de acverdo a la ley de Hardy-\Weinberg,
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1).- Isoclectroenfoque en Tubo.

Cuando las muestras de suero fueron tratadas con affi-ged blue y
sometidas a isoelectroenfoque en tube, se obtuve un pico de unidn en el ensayo
de un sélo punto de los fragmentos del gel, como el que se muestra en fa Tigura
1. Este pico se encontié localizado en un rango de pH entie 5.4 y 585, v
desaparecié cuando en el ensayo de un sélo punto se anadié un exceso de
sa-dihidrotestosterona no marcada radiactivamente. 1o que confirmé que

efectivamente se trata de la molécula de fa hSHBG,

tn la Figura 1 se muestra también ol pico de unidn obtenido después
del andlisis por ensayo de un sélo punto de los fragmentos de gel del
isoelectioenfoque de una muestra de suero tratada con affi-gel blue y

neuraminidasa. Fn este caso, el pico de union encontrd su mdximo a un pH de
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Figura 1.- Perfil de unién del isoelectroenfoque en tubo de una muestra de suero
tratada { 0 ) y no wratada { @ ) con neuraminidasa, obtenido por medio de ensayo de
un séio punto de los eluatos de los fragmentos de los geles. £l primer pico corresponde
a la hSHBG nativa, y el segundo, a la hSHBG desializada. Los asteriscos representan las
cuentas por minuto obtenidas para la unién no especifica, es decir, cuando los eluatos
fueron incubados también con un exceso de (3HT no radiactiva.
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6.9, y también fue desplazado por un exceso de DHT no marcada, lo que permitié
afismar que corresponde a la hSHBG desializada. £stos resultados no se alteraron
cuando la desializacién de 1a molécula de la hSHBG se llevé a cabo en presencia

de un inhibidor de uipsing, cono sc muestra en la Figura 2,

Estos resuliados demuestraan que el tratamiente con neuraminidasa
cambia el punto isoeléctrico de la molécula de 1a hSHBG hacia un pH mds basico,
pasdndolo de 5.4-5.85 a 6.9, en promedio, debido a la eliminacién de residuos de
acido sidlico de la proteina. Ademds, reduce la microheterogeneidad propia de la
molécula de la hSHBG, que se hace evidente por la disminucién en el dica de
enfoque de la proteina después del tratamiento con neuraminidasa. Por otro lado,
sugieren también que ni el tratamicnto con neuraminidasa ni el procedimiento de
isoclectroenfoque alteran ¢l sitio de union a esteroides de la hSHBG, ya que

sicmpre se obticne un pico de union a DT

n cada una de los isuelectioenioques en tubo que se Hevaron a cabo
se utilizd uno de los geles para medir el rango de pii establecido par las amfolinas.
En la Figura 3A se muestra dicho gradiente de pH con las desviaciones estandar
de cada punto y en la 3B, ¢l coeficionte de variacion obtenide para cada valor de
pH medido. Las Nechas senalan W zona de pH donde se encontragon los picos de
la hSHBG y, como puede observarse, se localizaron en un diea de pHl de poca

variacién interensayo.

Aunque el isoclectroenfoque en tubo demostré ser un método
adecuado para el estudio del punto isocléctrico de la molécula de la hSHBG, ef

andlisis de las 250 muestras de sueto de la poblacion por medio de esta
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Figura 2.- Periil de union del isoclectroentoque en tubo de una muestra de suero
tratada con neuraminidasa en presencia (0 ) 6 ausencia + @} de 0.001 mg de un

inhibidor de tipsina tipo 1-5. obtenido por medio de ensayo de un s6lo punto de los
eluatos de los fragmentos de los geles.
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Figura 3.- A).- Gradiente de pH obtenido en el isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida en tubo. [n cada punte se representa el promedio y fa desviacion
cstandar de 20 diferentes isoclectroenfoques. B)- Curva obtenida al graficar el
coeficiente de variacién para cada valor de pH medido en los isaelectroenfoques.
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métodologfa no logré demostrar la presencia de ninguna variante genélica en el
punto isoeléctrico de la hSHBG desializada, por lo que se decidié utilizar el
método de isoelectioenfoque en placa seguido de inmunotransferencia a papel de

nitrocelulosa.

2).- Isoelectroenfoque en Placa e Inmunotransferencia,

Por medio de esta metodologfa fueron analizados 110 sueros tratados
con carbén, affi-pel blue y neuraminidasa de individuos adultos mexicanos, que
corresponden a 55 matrimonios. Ln este tipo de andlisis s obtuvieron bandas de
inmunotinciéon, En 105 de los casos estudiados (95.45%) se observaron 2 bandas
bien definidas con un punto isoeléctrico de 6.50 y 6.63, como se muestra en la
Figura 4, mientras que en 5 de las muestras (4.55%), se encontrd un pattén de 4
bandas, siendo dos de ellas las mismas que en los casos anteriores, y las otras dos,
bandas que presentaron un punto soeléctrica mds bisico, de 6.70 y 6.76 (Figura

4}

fste patrén de cortimicito se cncontrd tanto en hombres come en
mujeres ¢ independientemente de la edad de los individuos. Por otra parte, se
mantuvo en experimenitos repetidos de fas mismas muestias, y no se vié alterado
atn cuando se cambiaron tas condiciones de los experimentos, como aumentando
la cantidad de neuraminidasa en el tratamiento de desializacién, inviertiendo el
sitio de colocacidn de las muestias en el isoelectroenfoque, 6 cambiando el tiempo

de éste, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 4.- Patrones de bandas abtenidos en el isoclectroenfoque en geles de
poliacrilamida en placa seguido de inmunotransferencia a papel de nitrocelutosa de
muestras de suero desializadas, En A se muestra el pation de bandas de la hSHBG
obtenido en el 95.45% de los casos, denominado fenotipo silvestre. £n B se muestsa el
fenotipe variante, encontrado en el 4.55% de los casos.
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Figura 5.- Paliones de bandas obtenidoes cn ¢l isoclectroenfoque en geles de
poliacrilamida en placa e inmunotransferencia a papel de nitrocelulosa de muestras de
suero desializadas que presentaron el fenolipo silvestre y el variante de la hSHBC. En
las lineas 1y 2 s muestran las bandas de la hSHBG de fenotipo silvestre y variante
desializadas con 0,05 U de neutaminidasa. En las fineas 3 y 4 se muestra el patrén de
bandas de las mismas muestras, pero desializadas con 0.5 U de neuraminidasa, £n las
lineas 5y 6, el patron de bandas ebtenido al depositar la muestra de suero en el
extremo anadico del gel, en lugar de en el catédico. tn las lineas 7 y 8 se muestra el
mismo patron obtenido al correr el isoclectroenfoque durante 18 hes en lugar de 4 hrs.
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Como fue mencionada en la seccién de Material y Métodos, en uno de
los isoelectroenfoques en placa se utilizé uno de los cariles pare curtarlo en
fragmentos de 5 mm, eluirlo en 0.5 ml de TG bufler y analizarlo por medio de
ensayo de un sélo punto; los demds carriles se inmunotransfirieron y revelaron en
la forma descrita anteriormente. En la Figura 6 se muestran fos resultados
obtenidos, demostrindose que se encuentra un pico de unién a
Sa-dihidrotestosterona en fa misma regién del gel en la que se encuentran las
bandas de inmunotincién correspondientes a la molécula de la hSHBG. La unién
de la molécula observada tanto a un anticuerpo especilice contra la hSHBG como
a Se-dihidiotestosterona permite atirmar que la molécula que se estd estudiando

se trata efectivamente de la hSHBG.

tn la Figura 7 se nuestra la gridfica del gradiente de pH obtenido en
los isoclectroenfoques en placa Bevados a cabo, asi como la del coceficiente de
variacion para cada uno de los pH medidos. Las flechas seaalan la zona de pti
donde enfocaron las bandas de fa hSHBG y. como en el caso del isoelectroenfoque

en tubo, éstas se localizaron en un drea de ph de poca varacion interensayo.

3).- Estudio Familiar.

Con el objeto de demastrar si el patién de 4 bandas encontrado en los
indiiduos de oste estudio representaba una variante genética dentro de la
poblacion y, por lo tanto, era heredable, se estudi6 la descendencia de 2 de los
individuos dque presentaron este patran, y de 2 que presentaron el patrén silvestre

de 2 bandas.

RESUL ALY I



A 1000 ~

2 800

bl

.g

o

0=J

€ 6004

-

[3

13

H E

o

g

" 4u0

c

©

3

3 4
200

VAN

B

Cdtods
+

Figura 6.- A).- Perlil de union del isvelectroenfoque en geles de poliacrilamida en placa
de la hSHBC desializada, obtenido por medio de ensayo de un solo punto de los
eluatos de los fragmentos del gel. By.- Patrén de bandas abtenido por iseelectroenioque
en geles de poliacrilamida en placa e inmunotransferencia a papel de nitrocelulosa, de
la misma muestia que en A.
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Figura 7.- AL-Cradiente de pH obtenido en ¢l isoclectroenfoque en geles de
poliacritamida en placa. En cada punto se representa el promedio y la desviacion
ostindar de 20 isoclectroenfoques diferentes. Bl.- Curva obtenida al graficar el
cocficiente de variacion obtenido para cada uno de lus valores de pH medidos.
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fn 1a Figura B se muestra ¢l estudio de la Familia N® 1, en el que la
madre present6 el patrdn variante de 4 bandas y el padre, el patrén silvestre de 2
bandas. Como puede observarse, la mitad de la descedencia de esta familia

presenté el patrén variante de 4 bandas.

tl estudio de la Familia N* 2 se muestra en la Figura 9. En este caso,

el patrén de 4 bandas se presentd en el padre y en uno de los hijos.

En el andlisis de las 2 {amilias (Familia N® 3 y Familia N® 4) en las que
ambos padres presentaron el patrén de 2 bandas se encontré que toda la
descendencia presentd también dicho pation, en decw, que en ningdn caso en el
que los padres presentaran el patrén de 2 bandas se enconltd un descendiente

con ¢l patrén de 4 bandas (figura 10), .

Después del andlisis gentlico de los resultados obtenidos se pudo
sugerir gue la segregacion de los fenolipos de la hSHBG corresponde posiblemente
a un sistema de dos alelos codominantes auwtosamicas, que fueron denominados
ct y ¢t alelo G¥ codificaria para fas dos bandas con puntos isoeléctricos de
6.50 y 6.63, y el alelo M codificaria para fas dos bandas con puntos isocléctricos
de 6.70 y 6.76. De esta manera, el fenolipo silvestre 6 mds frecuenle, que presenta
el patrén de 2 bandas, estarfa representado por ol genotipo &GS, o fenulipo
vartaple & menos frecuente, que presenta el patron de 4 bandas, corrcsponderfa al
genotipa GG Fvidentemente, existitia un tercer genotipo et al que
carresponderia al tenotipo de las 2 bandas mds hdsicas Gnicamente {(presentes en
el patrén de 4 bandas). Sin embargo, este caso no fue encontrado en la poblacién

de este estudio.
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Figura 8.~ A)l- Patron de bandas obtenido en el isoclectioenfoque
inmunolransferencia a papel de nitrocelulosa de las muestras de suero desializadas de
la Familia N® 1, Las lincas 1y 2 corresponden a los sueros de los padres, yde la 3 ala
10, a los sucros de los hijus. B).- Esquema de la transmision de los fenotipos silvestie y
variante en la Familia N® 1. Los circulos representan a las mujeres, y fos cuadrados, a los
hombres. £l color Blanco indica el fenotipo silvestre, y el blanco-negro, el fenotipo

variante,
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Figura 9.~ AL- Patrén de bandas oblenido en el isoelectioenfoque en placa y la
infunotransferencia a papel de nitrocelulosa de las muestias de sucro desializadas de
la Familia N° 2. Las lineas 1 y 2 correspanden a fos sueros de fos padies, ydel 3 al 7, a
fos sueros de los hijos. Bh- Esquema de la transmision de los fonolipos silvestre y
variante en la Familia N@ 2. Los circulos representan a fas mujeres, y los cuadrados, a los
hombres, [t color blanco indica el fenotipo silvestre, y el blanco-negro, el fenotipo
vatiante.
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Figura 10.- A).- Patrén de bandas obtenido en el isoelectroenfoque en placa e
inmunotransferencia a papel de nitrocelulosa de las muestras de suero desializadas de
la Familia N° 3. Las lincas 1y 2 representan a los sueros de los padres, y del 3 al 7, a los
sueros de los hijos. B).- Lsquema de la transmision del fenotipo silvestre en la Familia
N© 3, Los circulos representan a las mujeres, y los cuadrados, a los hoembres, El color
blanco indica el fenotipa silvestre.
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Fueron calculadas las frecuencias génicas de Jos alelos y de los fenotipos
encontrados en la poblacién estudiada, asf como las frecuencias esperadas para los
fenatipos de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg. Los resultados se muestran en
la Tabla 1. Cemo puede observarse, al comparar las frecuencias observadas con las
esperadas por medio de una prueba de X?, se abtuve un valor de 0.058 que, para
un grado de libertad, corresponde a una p>0.80<0.90. Esto indica que las
diferencias encontradas se deben Gnicamente al azar, por lo que se puede decir
que la poblacién estudiada se encuentra en equilibrio génico 6 de
Hardy-Weinberg. Por otra parte, se encontré una explicacién al hecho de no haber
encontrado el fenotipo chah, ya que su frecuencia génica esperada es de 0.05%,

que implica que se encuentra en 1 de cada 2000 individuos.

4).- Propiedades Fisicoquimicas de las Variantes de la hSHBG.

Cabe senalar que las series de congelacién y descongelacion sucesivas
a las que se sometieron alpunas muestras de suero en el estudio, que se sefiala en
la seccidn 1¢ de Material y Métodos, no alteraron las propiedades de union a la
Sa-dihidrotestosterona de la molécula de la hSHBG, come se muestra en la Figura
11, ya que la uni6n de tas muestras experimentales fue practicamente igual a la de

las muestras control, que sélo habian sido descongeladas una vez.

Se llevaron a vabo andlisis de saturacién o 4°C y a 28°C con sucros
de 4 individuos que presentaron el fenotipo silvestre de 2 bandas de la hSHBG y
de 5 individuos con el fenotipo de 4 bandas, Al representar fos datos por medio
de grdficas de Scatchard pudieron obtencise las constantes de afinidad, constantes

de disociacién y el nidmero de sitios de unidn (concentracién) de la molécula de
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Fenotipo Genotipo Fenotipos Fenotipos
obsenvados esperados*
Ne % Ne % x2 P
Sivesie | G°G® ]10s 95.45 {105.05 95.50 [0.000023
Variante | G°G" 5 4.55 488  4.44 [000295
varante | GM'a!' | o 0 0.056  0.051]0.056 >0.8<09
Total 110 1000|1100 1000 0058973

* De acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg (Frecuencia esperada de GSGS=p2;

frecuencia esperada de ¢! ‘=2pq; frecuencia esperada de cl'cl=q

3,

Aielus Nimero de alelos Frecuencia de los
Silvestre Variante | Variante Tolal alelos
CSGS CSC“ GHGH -
Gt 210 5 0 215 P=215/220=0.97727
! 0 5 5 q=1-p=0.022727

Tabla 1.- frecuencias génicas observadas y esperadas para los alelos y los fenotipos
encontrados en la poblacién.
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figura 11.- Porcentaje de unién de la }1-DUT a fa hSHBG a través de 10 ciclos de
congelacién y descongefacion de las muestias de suero. E-Experimental; C-Control
(muestras descongeladas una vez solamente).
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la hSHBG en estos sucros. En la Figura 12 se muestran las gréficas de Scatchard
representativas de 2 individuos, uno con el fenctipo silvestre y el otro con el
variante, obtenidas de anilisis de saturacién llevados a cabo a 4°C y 28°C. Asf
misma, en la Tabla 2 se encuentran las constantes de afinidad y de disociacién y
el ndmero de sitios de unién de los sueros analizados. Como puede ohservarse, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los tres
pardmetros ostudiades entre los individuos con ¢l fenotipo silvestre v el variante.

tanto a 4°C como a 28°C.

Otros pardmelios fisicoquimicos que fueron medidos también son la
velocidad de disociacion (K-1) y el tiecmpo medio de disociacion (t1/2) del complejo
hSHBC-testosterona de fas mismas muestras con fenatipo silvestre y variante, y, en
ninguna de las dos condiciones experimentales utilizadas (a 4°C y a 28°C), se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos fenotipos
encontrados. [stos resultados se encuentran esquematizados en la Figura 13, y

resumidos en la Tabla 3.

5).- Anilisis de las Muestras por Medio de SS-PAGE y Grificas de

Ferguson,

En el sistema de SS-PAGE (Steady-State Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) el esteroide marcado radiactivamente que funciona como ligando
de la hSHBG pata poder ser identificada después (5u- dihidrotestosterona marcada
con tritio), es incorporado al gel antes de su polimerizacién, de manera que la
proteina, durante la electroforesis, se va uniendo al esteroide y migra

conjuntamente con él, obteniéndose un pico de radiactividad en el fragmento de
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Figura 12.- Grdficas de Scatchard obtenidas con muestras de suero que presentaron el
fenotipo silvestre {A y B} y el fenatipo variante (C y D) de la hSHBG, Hlevados a cabo a
4Cy a 28°C. Cada punto repiesenta el promedio de tres determinaciones.
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ESTA TESIS No DEBE

SALR DE tA BIBLIOTECA

Fenolipo 4°C 28°C
hSHBG | Sexo Mm? M pmol/ml M M pmol/ml
Silvestre
1 | 2ax10? adex10® 22 1.2x10” 83x107"° 15
2 M L1ox0” 100x10"° 43 1.5x107 6.6x10°70 a8
3 M | 2.0x10° 5.0x10710 40 2.0x107 s5.0x107° 38
4 H | 1.ox107 100x10™" 16 1.0x107 10x10'" 26
X+DE 1.6x10°  7.29x107 3025 | 1.4x10% 7.47x107° 3175
2071 +3.14 21327 | =043 %215 %14.33
Variante
1 M | 1ax10? 9.09x10™ 50 1.5x10% 6651010 54
2 m | 20x107 sox0'® 38 1.7x10” s58x1070 42
3 1| 206107 s.ox107° 14 1.5x10” 6.6x107 16
4 H | 1.0x10"  10x107 9 1.3x10” 7.6x1077 10
5 H | 1rxo? sexio? 17 15x10” 666107 15
X=DE 1.56x10° 69«10 266 [ 1sxiu” 6.6x107C 274
+0.48*  £2.38* 175 | £0.14*  £0.64" *19.41s

* Dilerencia estadisticamente no significativa (p>0.5).

Tabla 2.- Constantes de asociacién (M), constantes de disaciacién (M) y
concentraciones {pmol/ml) de la hRSHBG con fenotipo silvestre y variante.
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Figura 13.- Representacion gréfica de la velocidad de disociacion del complejo
hSHBG-testosterana en muestras de sucro con fenctipo sitvestre (A y Bl y con fenotipo
variante (C y D), a 4°C y a 28°C. Cada punto representa el promedio obtenido de tres
determinaciones.
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Fenotipo 4°C 28°C

hSHBG K-1 (min™) ti/2(min) K-1 {min™") t1/2{min)
Silvestre 0.0342x0.0017 20.13%1.29 0.250x0,024 2.6+0.26
Variante 0.0320+0.004* 20.58x0.56* 0.250+0.043* 2.9+0.58"

*Diferencia estadisticamente no significativa (p>0.5).

Tabla 3.- Velocidad de disociacién (K-1) y tiempo medio de disociacién (tij2) de la
hSHBCG de fenotipo silvestre y variante.
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gel en el que se localiza la protefna unida a la >H- DHT. Por este método pueden
deteclarse uno 6 varios componentes de la muestra que unan al estercide marcado
pero que tengan diferentes movilidades electroforéticas, e incluso calcular su
concentraci6n y velocidad de disociacion cuando en of sistema se alcanza un
equilibrio entre los sitios de unidn y el ligando (cuando la velacidad de asociacién

y de disociaci6n se hacen iguales).

Por medio de este sistema fueron analizadas 4 muestras de suero de
individuos con el fenotipo silvestie y 4 con el fenotipe variante de la hSHBG, y los
resultados obtenidos se encuentran ejemplificados en las Figuras 14 y 15. En la
Figura 14 se muestran las gréficas obtenidas al utilizar un suero con fenotipo
silvestre (a) y uno con fenotipo variante (b) tratados con carbén y affi-gel blue.
Como puede observarse, se encuentran constituidas por tres picos de union donde
el primero corresponde a la molécula de la hSHBG, el segundo, a la molécula de
la Globulina Transportadora de Corticosteroides (WCBO), y el tercero, a la molécula
de albomina, de acuerdo con el trabajo de Rivén y colaboradores (105). Adems,
en la Figura 14c se muestra la curva obtenida al someter a SS-PAGE una muestra
de albimina pura, cuyo mdximo corresponde con el tercer pico de las graticas
obtenidas con sucro. Por otra parte, al afadir un exceso de DH1 no marcada en
el gel, se obtuvo unicamente el pico de unién carrespondiente a la albimina, ya
que tanto la hSHBG como la hCBG presentan una unién especifica a la DHY, y
por lo tanto, son desplazadas por un exceso det tigando no marcada (Figura 14d,
al contrario de lo que sucede con la albiming, cuya unién es inespecifica. En la
Figura 14e se muestra la gréfica obtenida al contar la radiactividad de los

fragmentos de un gel en el que no se corri6 ninguna muestra.
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Figura 14 a).-Perfil de radiactividad obtenido al someter a S5-PAGE una muestra de
suero no desializada con el fenotipo silvestre, b).- 55-PAGE de una muestra de suero no
desializada con fenotipo variante. c).- SS-PAGE de una muestra de albamina sérica
bovina pura. d).- $5-PAGE de una muestra de suero no desializada, en el que se
incorporé un excess de DHT no radiactiva en el gel de resolucién (Unién no
Especifica). e).- Grdfica obtenida de un gel de SS-PAGE en ¢l que no se deposité
ninguna muestra. I-hSHBG; 11-hCBG; tl- halh.
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Figura 15.- Petfiles de radiactividad obtenidos al someter a SS-PAGE muestras de suero
desializadas con fenotipo silvestre (a) y con fenotipo variante (b). I-h$HBG; 11- hCBG;
HI-hAlb.
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En este caso, los picos correspondientes a la hSHBGC de las muestras de
suero con fenatipo silvestre y variante \ratadas con carbén y affi-get blue (no
desializadas) tuvieron sus mdximos en la misma fraccién del gel (al igual que los
picos costespondientes a la hCBG y la halb.), por lo que no se encontraron

diferencias entre Ja hSHBG silvestre y la hSHBG variante, no desializadas.

En [a Figura 15 se muestzan las graficas obtenidas al someter a SS-PAGE
muestras de suero con fenotipo silvestre y fenotipo variante tratadas con carbon,
affi-gel blue y ncuraminidasa. Como puede observarse, se encuentran constituldas
también por 3 picos de unién, peta los méximos cotrespondientes a la hSHBG y
a fa hCBG se encuentran mds cerca del inicio del gel, ya que el tratamiento con
neurarrinidasa altera las propiedades de carga de ambas moléculas debido a la
eliminacién de residuos de dcido sidlico. £ pico carespondiente a fa albimina no

se altera, ya que ésta no se encueitra glicosilada.

En cste caso, la hSHBG del suero con fenotipo variante presenté una
menor moviidad electicierética von respecto a la del suero con fenotipo silvestre,
variacion que no se encontrdr para el caso de la hCBG ni de ia albéimina. Debido

a ésto, se profundizé este estudio con la wtilizacién de las grdficas de Ferguson.

Como se explica en {a seccién de Material y Métlodos, para la obtencibn
de las gréficas de Terguson se wtitiza el mismo sistema del 55-PAGE, pero corriendo
cada mucstra en geles con diferentes concentraciones de acrilamida. Los resullados
obtenidos se gratican como ¢l logaritmo base 10 del Rl (nimero de fraccién en
que sale el pico entie el nomero de fracciones totales) contra la concentracion de

acrilamida en el gel, resultando de esta manera una recta caracterlstica de cada
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protefna, que es un reflejo de su carga (expreséndose como movilidad relativa a
una concentracién de acrilamida de 0%) y de su peso molecular (expresado como
cocficiente de retardo relativo). Con este método pueden identificarse proteinas
diferentes con el mismo peso molecular pero con diferente carga, y viceversa (s
las rectas obtenidas de dos protefnas cruzan el eje de las y en el mismo lugar
significa que dichas protelnas tienen la misma carga; si las protelnas tienen el

mismo peso molecular, las rectas deben ser paralelas).

£n este estudio se analizaron 3 muestias de suero de individuos con el
fenotipo silvestre y 3 con el fenatipo variante de la hSHBG, y las gréficas obtenidas

se encuentran ejempliticadas en las Figuras 16 a 21.

En fas Figuras 16 y 17 se muestran las grdficas obtenidas al someter al
sistema de SS-PAGE con diferentes concentraciones de acrilamida en el gel (5%,
6%, 7.5%, 8.5% y 10%), muestras de sucro con el fenotipo silvestre (Figurta 16) y
el variante (Figura 17) tratadas con carbén y aiti-gel blue, Como puede observarse,
la movilidad electroforética de los picos va disminuyendo al aumentar lq
concentracion de acrilamida. En este caso, los picos obtenidos para el caso dol
fenotipo silvestre y para el variante fueron praicticamente iguales, lo cual puede ser
observado grificamente en la Figura 18, donde se muestra que las graficas de
Ferguson obtenidas para cada una de las moléculas del fenatipo silvestre fueron
iguales a las del fenotipo variante. tsto significa que ambas moléculas, no

desializadas, tienen la misma carga.

En las Figuras 19 y 20 se muestran las graficas obtenidas de suctos con
B! Bl

fenotipo silvestie y variante tratadas con carbén, affi-gel blue y neuraminidasa. €n
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Figura 16.- Petfiles de radiactividad obtenidos al someter a SS-PAGE una muestra de
suero no desializada con fenotipo silvestre, utilizando diferentes concentraciones de
acrilamida en el gel: 5% (a), 6% (b), 7.5% (c), 8.5% (d) y 10% (e} I-hSHBC; 11-hCBG;
il1-hAlb.
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Figura 17.- Perfiles de radiactividad obtenidos ol someter a $5-PAGE una muestra de
sueto no desializada con fenotipo variante, utilizando diferentes concentraciones de
acrilamida en el gel: 5% (a), 6% (b), 7.5% (c), 8.5% (d) y 10% (e). 1-hSHBG; 1I-hCBG;
11-hAlb.
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Figura 18.- Créficas de Ferguson obtenidas para la hSHBG (a), la hCBG (b} y la hAIb ()
de muestias de suero no desializadas con fenotipo silvestre { © )y fenotipo variante
(+). ¥ .coincidencia de © y + , Rf - namero de fraccion en que sale el pico de la
curva entre el nameto de fracciones totales.
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este caso se observa que el pico correspondiente a fa molécula de la hSHBG de
la muestra desializada con fenotipo variante present en todos los casos una menor
movilidad clectroforética con respecto a la molécula de la hSHBG del fenotipo
silvestre, cosa que no sucedié para el caso de la hCBG ni de la albimina. [n la
Figura 21 se muestran las grdficas de Ferguson obtenidas en este caso, y cabe
sefialar que en las rectas obtenidas para la hSHBG de ambos fenotipos varfa el
punto en que ambas rectas cruzan el eje de las y. Esto permite decir que, después
del tratamiento con neuraminidasa, se hace evidente un cambio en las propiedades
de carga de la proteina, es decir, que {a molécula de fa hSHBG desializada del
fenotipo silvestre y la del fenotipo variante son diferentes en cuanto a su carga.

Esto no se presenté en ol caso de la hCBG ni de la albimina,

Al comparar las grificas de Ferguson de las muestras sializadas y
desializadas (Figura 22) se confirma que el vatamiento con neuraminidasa cambia
la carga de las moléculas de la hSHBG vy de la hCBG, pero no de la albimina ya

que, como se menciond anteriormente, ésta oltima no se encuentra glicosilada.
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Figura 19.- Perfiles de radiactividad obtenidos al someter a 5S-PAGE una mucstra de
suero desializada con fenotipo silvestre, ulilizando diferentes concentraciones de
acrilamida en el gel: 5% (a), 6% (b), 7.5% (), 8.5% (d) y 10% (e). I-hSHBG; 1I-hCBG;
H-hAlb.
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Figura 20.- Peffiles de radiactividad obtenidos al someter a 55-PAGE una muestra de
suero desializada con f{enotipo variante, utilizando diferentes concentraciones de
acrilamida en el gel: 5% (a), 6% (L), 7.5% (), 8.5% (d} y 10% (e). I-hSHBG; 11-hCBG;
111-halb,
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Figura 21.- Grdficas de Ferguson obtenidas para fa hSHBG (@), 1a hCBG (b) y la hAlb ()
de muestras de suero desializadas con fenotipo silvestre { 0 ) y fenotipo variante { + ).
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Figura 22.- Créficas de Ferguson obtenidas para la hSHBG (D), 1a hCBG (Il y la hAlb
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DISCUSION

Et presente trabajo tuvo como objetivo el establecimiento de la
existencia de polimorfismo genético en la estructura de la molécula de la Clobulina
Transportadora de Hormonas Sexuales en una muestra representativa de la
poblacién mexicana, como una estrategia para alcanzar un conocimiento mds

profundo acerca de la estructura y funcién de la hSHBG.

t1 polimortismo genético en las proteinas de los scres vivos es un
fenémeno ampliamente distribufdo tanto en plantas como en animales, y es el
resultado, en su mayor parte, de mutaciones en los genes originales para dichas
protefnas. Para ol casa concreto de los seres humanos, se considera que del 30 al
80% de los loci génicos son polimériicos en las poblaciones; fa tasa promedio de
mutacién por gen y por generacion os de 107, de manera que si la poblacién estd
conformada por 6,000 millones de individuos, en cada generacién surgen un

promedio de 120,000 mutaciones nuevas en cada locus de la humanidad (107).
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En la mayorfa de los casos, las mutaciones consisten en la sustitucién de
un sélo nucleétido del DNA. Gran parte de estas mutaciones provocan la
sustitucién de un sélo aminodcido en la cadena polipeptidica de la proteina
codificada por el gen mutante. Sin embargo, en muchos de los casos se presentan
mutaciones silenciosas debido a la *degencracién® del cédigo genético, es decis,
que algunos aminodcidos pueden ser codificados por méis de un triplete; una
mutacién puede transformar un triplete en otro que codifique paia e mismo
aminodcido, de manera que la proteina producida per el gen mutado sea la misma
que la codificada por e gen original. Este tipo de mutaciones, aunque alteran la
secuencia de nucledtidos de un determinado gen, no provocan ninguna
consecuencia para el organismo. Tal cs el caso también de las mutaciones que

ocurren en las tegiones del DNA que no se traducen, como los intrones (94).

Por otro lado, las mutaciones que provocan cambios en las protefnas
codificadas por el gen pueden producic cambios que confieran una mayor 6 una
menor eficacia bioldgica a sus portadores. Las mutaciones que confieren una mayor
eficacia biologica permanccen y se prapagan en la poblacién, mientras que las que
provocan un cambio negativo desapatecen o se mantienen con frecuencias muy
bajas en las poblaciones, ambas por medio de seleccién natural. Sin embargo, la
gran mayoria de los cambios mutacionales a nivel molecular y de 1os polimorfismos
encontrados en las poblaciones naturales son simplemente neutros 6
adaptativamente equivalentes. ta seleccién natutal no favorece, pero tampoco
discrimina a las variantes neutras, por 1o que su destino en las poblaciones estd
determinado por el azar y su distribucidn se lleva a cabo por medio de la deriva
génica. Por dicha razén, las poblaciones pueden acumular sin restriccion alguna
esas cantidades inmensas de variabilidad genética encontradas en ellas, De hecho,

la ewolucién molecular consiste principaimente en la sustitucion gradual de una
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secuencia de aminodcidos par otra funcionalmente equivalente a la primera

(108,109,110}

Existen gran cantidad de cjemplos de proteinas humanas que presentan
algin tipo de polimorfismo genético. Un caso muy representativo es el de los
grupos sangulneos, en los que se han encontrado 45 genes polimérficos que dan
como resultado los diferentes tipos sanguineos existentes en la poblacién (111).
Otro ejemplo muy caracterfstico es el del sistema de antigenos de
histocompatibilidad (HLA), que se encuentra codificado por tres locus génicos
constitufdos a su vez por un gran nimero de alelos (95). También pueden
encontrarse muchos ejemplos de polimorfismos genéticos en Jas isoenzimas, en las
mioglobinas, la antitrombina, y en las globulinas transportaderas del plasma, como
la Globulina Transportadora de Corticosteroides (98,99) y la Globulina
Transportadora de Tiroxina (97). En ambos casos se han descrito variantes genéticas
resultado de una sustitucién de aminodeidos en la cadena polipeptidica de la
molécula, y que presentan ningin 6 diferentes grados de alteracién en el

funcionamicnto de dichas globubinas.

[t métedo comanmente utilizado para la deteccién de variantes
genéticas os la electroforesis de proteinas, con la que pueden detectarse cambios
que afectan la carga neta de Iy prateina 6 su estructura secundaria o terciaria, que
son, ¢n fa mayoria de los casos, cambios en la secuencia de aminodcidos de dicha
protelna. La deteccién de un cambio en la secuencia de aminoicidos, implica la
existencia de variabilidad en el gen que la codifica, por lo que las técnicas de.

electroforesis permiten la deteccion de variantes alélicas en genes individuales (94).
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£n el presente trabajo el método que sc utilizé para la identificacidn
de las variantes genéticas de la hSHBG fue el isoelectraenfoque, que es un tipo de
electroforesis que separa a las moléculas de acuerdo a su punte isoeléctrico. Esta
metodologfa permite diferenciar moléculas con diferentes propiedades de carga
{punto isoeléctrico) auncque sus pesos moleculares scan iguales o muy parecidos;
un cambio pequefio, como la sustitucién, adicion ¢ pérdida de un aminodcido,
puede alterar la carga neta de una moléeula sin producic cambios notables en su
peso molecular. Analizando el cédigo genético y las propicdades eléctricas de los
aminodcidos, se ha calculado que el 30% de las sustituciones en la secuencia de
bases del DNA di como resultado un cambio en la carga de la proteina codificada;
un s6lo cambio en la carga de la molécula produce cambios significativos en su

posicion de isoelectroenfoque (112).

Es importante senalar que las técnicas de obtencién, almacenamiento
y manejo de los sueros, asf como los procedimicntos para la eliminacién de
esteroides endégenos y de albimina, el tratamiento con neuraminidasa, los andlisis
de uniGn y saturacién, los cstudics de las propiedaces fisicanufmicas y las técnicas
de electroforesis o isoclectroenfoque llevados a cabo en este estudio fueron
adecuados en términos de la preservacién de la molécula de la hSHBG, ya que
siempre se mantuvieron sus propicdades de union a esteroides y su reconocimiento

por anticuerpos especificos.

Inicialmente fueron analizadas 250 muestras de suero de individuos
adultos mexicanos por inedio de la téenica de isoelectroenfoque en tubo. Con este
sistema fue posible analizar el punto isocléctrico de la molécula de la hSHBG, ya

que en cada muestra se obtuve un pico bién definido situado en una zona del gel
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en la que el valor del pH presenté una baja variabilidad interensayo (Figuras 1 y
3), y con puntos isoeléctiicos semejantes a los antesiormente reportados. También
pudieron apreciarse cambios gruesos en las propiedades de carga de la hSHBG
como los pravocados por el Lratamiento con neuraminidasa, que desplazé el pico
de a hSHBG de un pH de 5.4-5.85 a uno de 6.9. En cuanto a la
microheterogeneidad de la molécula, sélo pudo apreciarse que la curva de enfoque
es mds ancha en el caso de la hSHBG no wratada con negraminidaca con sespecto
a la tratada. Sin embargo, por medio de este sisteina no fue posible demostrar la
presencia de variantes en fa molécula de la hSHBG en los sueros analizados, por
lo que el estudio fue continuado con la utilizacién del sistema de isoelectroenfoque
en placa seguido de la transferencia de las proteinas a papel de nitrocelulosa, con

su posterior revelado por medio de inmunatincién.

La técnica de isoclectroenfoque en placa e inmunatransferencia resulté
ser adecuada para el andlisis del punto isoeléctrico de ta hSHBG, ya que se
obtuvieron bandas bién definidas localizadas en un drea de pH con baja
variabilidad interensayo (Figura 73, cspecialmente para las muestras de suero
desializadas, ya que en el caso de la protefna nativa no desializada se obtuvo una

franja amplia de varias bandas no claramente definidas.

Pot inedio de esta metadologfa fueron analizados 110 suetos de
individuos adultos mexicanos, correspondientes a 55 matrimonios, y se lograron
identificar 2 fenotipos con distinto patrén de bandas de isoelectroenfoque de 1a
hSHBG (Figura 4% un fenolipo mds frecuente, al que se le denominé silvestre,
encontrado en el 95.45% de los casos, que prosentd 2 bandas claras y definidas

con puntos isoeléctiicos de 6.50 y 6.63; y un fenotipo menos frecuente, lamado
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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 ¢l fenotipo variante, las dos
primeras bandas (mds dcidas) correspondicron a las encontradas en el fenotipo
silvestre, y las otras dos se localizaron en un drea de pH més bdsico con respecto

a las anteriares, hacia el extremo catédico del gel.

La hSHBG es una gliceprotelna dimérica constitulda por dos
subunidades de diferente peso molecular. Aparentemente, fas 2 subunidades
poseen la misma secuencia de aminodcidos, pero sus pesos varfan debido a que
se encuentran glicosiladas de manera diferente (41). Esto hace también que, al ser
analizada por medio de isoelectroenfoque, esta protefna presente
microheterogeneidad por carga, debida principalmente a una adicién desigual de
residuos de dcido sidlico durante el proceso de glicosilacién (15,26,34,41,50). Es
por esta razén que en el presente trabajo se utilizaron muestras de suero tratadas
previamente con neuraminidasa ienzima que elimina los residuos de dcido sidlico
presentes en las glicoproteinas), para poder apreciar mejor ios cambios en las

propiedades de carga intrinsecos de la molécula.

La presencia de dos bandas en el isocleclroenfoque de la hSHBG
desializada silvestre revela que existe microheterogeneidad en la carga de la
molécula adn después del tratamiento con neuraminidasa, Aunque en el presente
trabajo no fue cuantificada la fraccién de 4cido sidlico eliminado por el ratamiento
con neuraminidasa, éste fue suficiente para reducir el nimero de bandas de
isoelectroenfoque y aumentar sus puntos isoeléctricos. De todas maneras, la

presencia de las dos bandas podrfa atribufrse a una deficiente desializacién de la
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molécula, Jo que no es muy probable debido a que se encontraron adn utilizando

mayores cantidades de neuraminidasa en el tratamiento (Figura 5).

La presencia de varias bandas en el isoelectroenfoque de la hSHBG
aan después de su aparente desializacién ha sido también reportada en varios
casos (34, 41, 36, 26), atribuyéndose a variaciones en otros carbohidratos o a
cambios en la secuencia de aminodcidos de la molécula (113). Debido a que
actualmente es aceptado que la molécula de la hSHBG estd compuesta por 2
subunidades iguafes, productos de un mismo gen, la presencia de las 2 bandas no
podrfa deberse a diferencias en la secuencia de aminodcidos de fas subunidades.
Sin embargo, si podria atribuirse a variaciones en los procesos postraduccionales,
como la adicién desigual de carbohidratos, aparte del icido sidlico, durante la
glicosilacién de la molécula. fsta propuesta estarfa apoyada por los trabajos de
Cheng y colaboradores (34) y de Danzo y colaboradores (41), en los que se reporta
que el tratamiento con otras glucosidasas, como la N-glicanasa, aumenta el punto
isoeléctrico de las bandas de la hSHBG desializada. Las 2 bandas encontradas
podifan reprosantac ontnneec dng gropns de molécutas de 1a hSHEC con diferentes
carbohidratos incorporados en su esiructura que les confirieran diferentes

propiedades de carga.

Otra explicacion que podria darse para la presencia de las 2 bandas es
la variacién en el contenido de amidas en las moléculas, como ha sido sugerido
por Grimaldi y colaboradores (114) 6 la formacién de grupos carbosile a 6 g libres
de imidas ciclicas formadas por la unién Asn-Gly entre los residuos 20 y 335 de

la molécula de ta hSHBG (115).
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En cuanto al fenolipo variante encontrado en la poblacién puede
decirse que las dos bandas adicionales encontradas en este fenotipo no fueron el
resultado de cambios en las propiedades de carga de la protefna durante el
proceso experimental, ya que estuvieron presentes siemple en experimentas
sucesivos y con muestras de suero obtenidas y tratadas en diferentes ocasiones.
Tampoco se debicron 2 un electraenfoque inadecuado, va que se observaron bajo
diferentes condiciones experimentales, como aumentando el tiempo de
isoelectroenfoque 6 cambiando ¢l sitio de aplicacién de las muestras (Figura 5).
Fueren descattadas también alteraciones en la estructura de la molécula de la
hSHBG como resultado de la degradacién de la proteina ya que, como se
menciond antetiotmente, ¢l fenotipo silvestre y el variante fueron observados en
experimentos repetidos y con muestras de sueto obtemdas y tratadas en diferentes
ocasiones; ademds, lanto el anticuerpa como el figando (5a- dihidrotestosterona &
testosterona) mantuvieron su capacidad de unién a la hSHBG en todos los casos.
La deficiente desializacién de la hSHBG bajo las condiciones experimentales
stilizadas en este estudio no fue tampoco la causa de la presencia de las dos
bandas adicionales en el fenotipo variante, yn que éstas siempre estuvieron
presentes, aan en el caso de sueros tratados con una mayor canlidad de
neuraminidasa (figwra 5), y se observaron siempre en regiones mds bésicas del

isoelectroenfoque en relacion a las bandas del fenotipo silvestre.

Por otra parte, la presencia del patrén de 4 bandas result6 estar
genéticamente determinado, ya que se encontré en la descendencia de dos
matrimonios cstudiados en los que uno de los miembros de la pareja presents el
fenotipo variante (Figuras 8 y 9. En apoyo a estas observaciones, en el estudio de
dos familias en las que ambos padres presentaron el fnnolipo silvestre, sicmpre se

encontrd el patron de 2 bandas en los hijos, sin evidencia en ningdn caso del
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fenotipo variante (Figura 10). Tanto el {enotipo silvestre como el variante se
encontraron indistintamente en hombres como en mujeres ¢ independientemente

de la edad de los individuas.

Finalmente, el pawén de bandas obtenido en el ‘caso de la variante (dos
bandas adicionales al patrén normal de dos bandas, con puntos isoeléctricos mds
bisicos) hace pensar que fa causa de la aparicién de las bandas mds basicas es un
cambio en la estructura de la protelna que modifica las propiedades de carga de
la molécula y que provoca un corrimiento en el punto isocléctrico de las dos
bandas hacia valores de pH mds bisicos. Como, ademds, se encuentra
genéticamente determinado, este cambio en la estructura de la protefna se debe
seguramente a una mutacién en ef gen de la hSHBG foriginando al alelo ch, que
dd como consecuencia la sustitucion de alglin aminoacido cargado en la cadena
polipéptica de la protefna, hipdtesis que serd prebada en estudios posteriores al
tratar de demostrar un cambio en la secuencia de nuclestidos del alelo GH con

respecto al alelo ol

Analizando todos estos datos desde el punto de visla genético se pudo
sugerir que la molécula de fa hSHBG se encuentra codificada por un gen
autosémico constituido por dos alelos que se expresan de manera cedominante.
Los atelos fueron denominados G y G, siendo ol alela G e que cadifica para
las dos bandas con puntos isoeléctricos de 6.50 y 6.63, y el alelo Gt el que
codifica para las dos bandas de puntos isoeléctricos de 6.70 y 6.76. De esta
manera, el fenotipo silvestre {(dos bandas) representa al genotipo homocigoto ¢S,
y el fenotipo variante (cuatro bandas), al genotipo heterocigoto cSct. como los

alelos se expresan de manera codominante, en los sujctos con fenotipo variante se

DISCUSION 104



encuentran las dos bandas del alelo original y las dos bandas del alelo mutante,
Exisle entonces un tercer genotipo, el homocigoto ctah, cuyo fenotipo estarfa
constitufdo por las dos bandas mas bdsicas tnicamente. Desafortunadamente, este

ultimo fenatipo no fue encontrado en la poblacién estudiada.

La informaci6n bésica que se obtiene de los analisis electrofurdticos de
la variabilidad proteica son las frecuencias genotipicas 6 las frecuencias génicas de
cierto focus en una poblacién detesminada. Para el caso concreto de la poblacién
estudiada en este trabajo, el cilculo de las frecuencias génicas observadas y
esperadas para cada uno de los fenotipos encontrados indicé que la poblacion se
encuentra en equilibrio génico de acuerdo con la ley de Hasdy-Weinberg, ya que
las frecuencias génicas observadas concordaron con fas esperadas para un locus
polimérfico constituido por dos alelos x? = 0.053, p>0.8<0.9, Tabla 1). Por otio
lado, también ofrecié una explicacion al hecho de no haber encontrado el fenotipo
ccHenta poblacién, ya que su frecuencia esperada es de 0,050, fo que implica

una probabiidad de euconirar 1 sujete en 2000 homaocigoto para la variante .

Si el polimorfismo genético se define como la presencia simultdnea en
una poblacién de dos 6 mds alelos de cualquier sistema, en la que la frecuencia
del mds raro de ellos na puede explicarse por mutacién recunente, y su valor es
superior a 0.01 6 0.05, segin el citerio aplicado (95), entonces en el presente
trabajo se establecié la existencia de polimorfismo genético en 1a molécula de la
hSHBG en la poblacién mexicana, ya que se sugirié6 que el gen que codifica para
dicha globulina estd constitufdo por dos alelos, el més raro de los cuales tiene una

frecuencia de 0.0227.
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Aparentemente, el cambio en la molécula de la hSHBG existente en el
fenotipo variante no afecta las propiedades fisicoquimicas de la protefna, ya que
tanto las constantes de asociacién y disociacién, como la velocidad de disociacién
y el tiempo medio de disociacién de la molécula variante se encontraron dentro
de los Iimites establecidos para el fenotipo silvestre en los dos sistemas
experimentales utilizados en este estudio (4°C y 28°C) (Tablas 2 y 3). Las
concentraciones circulantes de la hSHBG en los sujetos de fenotipo variante se
encontraron también dentro de los valores normales (Tabla 2). Estos resultados,
aunados a que no se encontré ninguna patologfa asociada a la presencia de la
variante de [a hSHBG, permiten suponer que se trata de un cambio neutro desde
el punto de vista de la eficacia biol6égica de la molécula de la hSHBG. Sin
embargo, resultaria de mucho interés el andlisis de las propiedades de unién de la
hSHBG de individuos homocigotos chet para poder determinar si verderamente
el cambio en la molécula no afecta sus propiedades biolégicas, 6 si lo que sucede
es que en el helerocigoto GG éste no se hace evidente debido a la presencia

de las dos bandas normales.

Una evidencia adicional de la existencia de polimorfismo estructural de
la hSHBGC tesultd del andlisis por ¢l método de grificas de Ferguson de muestras
de suero desializadas de individuos con el fenotipo silvestre y ol variante. Con este
método fue posible apreciar que la molécula de la hSHBG silvestre y la variante
presentan diferencias en sus propicdades de carga cuando son sometidas al sistema
de SS-PAGE bajo diferentes concentraciones de acrilamida (Figura 21). El
tratamiento con neuraminidasa fue fundamental para apreciar las diferencias entre
ambas moléculas debido, posiblemente, a que la sializaciéon de las protefnas
enmascara las dilerencias de carga no debidas o la desigual adicion de 4cido

sidlico. Esto mismo sucedié en el isoelectroentoque en placa, ya que al analizar
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sueros con fenolipo silvestre y variante no desializados por medio de esta
metodologfa, 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
tuchouck y Cavalli-Sforza (101} y por Ahrentsen y colaboradores (100). Este estudio
apoya y extiende las observaciones de estos autores. Sin embargo, en el trabajo de
tuckock y Cavalli-Sforza se propone que la hSHBG estd codificada por un gen
constituido por tres alelos, dos de ellos codominantes y uno recesivo, que provocan
la existencia de 4 fenotipos (normal, lento, ancho y ausente), cuando la molécula
es analizada por medio de la electroforesis en geles nativas de muestras de suero
marcadas in vitto con 'C-testosterona. Sus resultados coinciden adecuadamente
con el sistema de herencia que proponen, ya que la poblacién estudiada se
encuentra en equilibrio de Hardy- Weinberg de acuerdo con los datos que
obtienen. Sin embargo, se pueden hacer las siguientes observaciones: la actividad
especifica de la MC testosterona que utilizaron fue muy baja y tuvieron que
exponer pot largos periodos de tiempo las placas totogaficas para observar las
bandas en las autoradiogratfas, debido ademas a yue obtuvicron poca union a la
hSHBG, como ellos mismos seinalan on el trabajo, Por otra parte, estos autores
someticron a la electroforesis muestras de suero marcadas in vitro con
ViCestosterona; ol complejo esternide-hSHBG se encuentra en un equilibrio
dindmico asociacion-disociacion, y ya que, ademis, la HC.testosterona es una
molécula que no tiene carga, s probable que al terminar la clectroforesis, la
proporcion de esteroide unido a la hSHBG fuera muy baja. Estas situaciones
podrfan haber provocado la obtencion de artefactos en las autoradiografias, que
podrian confundirse con bandas (6 con ausencia de bandas) y conducir a

interpretaciones incorrectas.
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En el trabajo de Ahrentsen y colaboradores se reportan dos casos de
ausencia de la hSHBG en la circulacién y se propone que se trata de un catdcter
genéticamente determinado, Sin embargo, los auteres no proponen ninglin tipo de
herencia del gen de 1a hSHBG, y en el pedigrf de la familia estudiada se presentan
individuos aparentemente homocigotos para el cardcter variante (ausencia)
descendientes de un progenitor heterocigolo y uno hametigote para el cardcter
silvestre, situacidon que no puede ser explicada por ningin patrén de herencia
convencional. Por otra parte, existe un trabajo de Hammond y colaboradores (116)
en el que reportan que, después del andlisis de més de 1,000,000 de muestras de
suero humano utilizando un ensayo inmunoradiométrico, no se encontré la

ausencia de la hSHBG cn ninguna muestra.

En conclusién, en el presente trabajo se demostrd la existencia de
polimorfismo genético en la molécula de la Globulina Transportadera de Hormonas
Sexuales humana en fa poblacién mexicana., Aparentemente, la variabilidad
encontrada no se devinpaiia de alteraciones an el funcionamiento de la hSHBG,
analizado en funcion de sus caracteristivas de unién a andidgenos y de sus
concentraciones circulantes. Ademds, se sugirié que la molécula de la hSHBG ests
codificada por un gen autosémico constituido por dos alelos codominantes. Es
importante senalar que la reciente demostracién de que ct gen de la hSHBG se
localiza en e! brazo corto del cromosoma 17 (66) apoya las observaciones de este
trabajo sobre las caracteristicas autosémicas de herencia involucradas en la

transmisién gendlica de la hSHBG.

Finalmente, en este trabajo se propuso que ja existencia de variantes

genéticas de la molécula de la hSHBG se debe muy probablemente a una
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mutacién ocurrida en el gen que codifica para dicha proteina (dando origen al
alelo GM), 1o que provoca la sustitucién de un aminodcido cargado en la cadena
polipeptidica de la molécula, y que es responsable de la aparicién de las dos

bandas adicionales en el fenotipo vartante.
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