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RESUMEN 

La globulina transportadora de testosterona y estradiol (SHBG) es una 

glicoproteína dimérica que pertenece al grupo de las B·globulinas y' es sintetizada en 

el hígado, de donde es secretada a la circulación general, para unir y transportar a las 

hormonas asteroides testosterona y estradiol. 

A partir de la identificación de esta proteína en 1966, se han estudiado sus 

características fisicoquímicas y funcionales, además de su estructura molecular; sin 

embargo, queda mucho por comprender acerca de su significado biológico en la 

fisiología de las hormonas sexuales. 

La existencia de polimorfismos genéticos en las proteínas, es un fenómeno ya 

conocido; en los seres humanos so encuentran varios ejemplos como los del sistema 

de antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad IHLA) o los de los grupos 

sanguíneos ABO. 

El objetivo do este trabajo fue la identificación de las variantes polimórficas de 

la SHBG, además del desarrollo do las estrategias para el estudio genético de las 

causas de este polimorfismo. 

Para la identificación de las variantes polimórficas de la SHBG en suero do 

individuos mexicanos, las muestras de suero se analizaron por medio de un sistema 

de isoolectroonfoque en goles de poliacrilamlda en un límite de pH establecido de 3 a 

1 O. Esta Identificación, posterior a su análisis por carga, se realizó por medio de la 



utilización de anticuerpos específicos después de la transferencia de las proteínas a 

filtros de nitrocelulosa. 

El estudio genético de las causas del polimorfismo estructural se llevó a cabo 

principalmente por la obtención de porciones específicas del ADN genómico por medio 

de iniciadores específicos a tos marcos de lectura del gen de SHBG en sujetos 

normales y portadores heterocigotos de la variante. 

Como conclusión, se demuestra la existencia do variantes genéticas 

estructurales de la SHBG, la cual es codificada por un sistema bialélico de genes que 

se expresan de manera codominante. Además se estableció el método fundamental 

p·ara el estudio do las bases genéticas responsables del polimorfismo estructural de 

esta proteína. 
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INTRODUCCION 

Las hormonas esteroldes, producto de síntesis do los diferentes órganos 

esteroidogénlcos, son secretadas a la circulación general o al sistema linfático para sor 

transportadas y captadas por sus respectivos tejidos blanco. Estos compuestos 

químicos de pequeño peso molecular y de naturaleza llpofílica, son transportados en 

medios acuosos gracias a su interacción con componentes proteínicos del plasma que 

forman complejos esteroldo-proteína. 

Por lo general, los efectos biológicos de las hormonas asteroides están 

relacionados con la regulación y la activación do procesos de transcripción de 

segmentos especrticos del ADN, con la consecuente síntesis de ARN mensajeros y su 

traducción e proteínas. Estos efectos, do regular o modificar las funciones de una 

célula, son procedidos por diversos sucesos que ocurren en diferentes sitios de la 

economra celular y quo comprenden desde la síntesis de las hormonas esteroldes, su 

transporte y distribución sanguínea, hasta su interacción con receptores específicos 

o elementos transreguladores localizados en el interior de la célula. 

Como so mencionó, una vez que las hormonas asteroides son secretadas a la 

circulación general, interactúan con protelnas especificas a manera de complejos, para 

ser incorporadas y transportadas a sitios específicos de la econt'mía celular. Hace más 

de 60 años so sabe que moléculas o sustancias da bajo peso molecular como los 

Upldos, ácidos biliares, hormonas asteroides, pigmentos y colorantes, asf como 
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algunos fármacos, Interactúan con la fracción de la albúmina del plasma 1 • Esta 

proteína, que representa cerca del 60% del total de las proteínas circulantes, además 

de funcionar como regulador de la presión osmótica del plasma, sirve como 

transportador de compuestos u hormonas como las arriba señaladas. La albúrnlmi se 

caracteriza por poseer múltiples sitios de unión, de afinidad variable por diforontes 

compuestos. La afinidad de esta proteína por las hormonas esteroidos es dol ordon de 

1 x 103 a 104 M 2, la cual es considerablemente menor si se le compara con la que 

caracteriza a las proteínas que reconocen de forma específica las diferentes hormonas 

asteroides. En 19663 se tuvo la primera prueba para identificar una proteína especifica 

del plasma que reconoce y une a la tostostorona y el estradiol. En estos estudios, y 

utilizando técnicas de electroforesis, fue posible demostrar un componente proteínico 

del plasma perteneciente a la fracción de las l?.·globulinas con la capacidad de unir a 

la testosterona de manera espec(fica. Posteriormente, Rosembaum y colaboradores4 , 

informaron la capacidad de esta proteína de reconocory unir con alta afinidad, además 

de la testosterona, a otras hormonas asteroides con actividad ostrogénica (ostradiol). 

Estas observaciones dieron lugar a que a esto componente del plasma se le 

denominara globullna transportadora de testosterona y estradlol, a la que para fines 

prácticos y de presentación, en el curso do osto trabajo llamaremos SHBG. 

Estructura de la SHBG 

Después del descubrimiento original de la presencia de la SHBG on el plasma 

del ser humano, en la actualidad existe un gran número de informes sobre su 
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distribución en diferentes especies de aves y mamíferos' y otros relacionados con la 

caractorlzación de esta proteína utilizando diversas técnicas y procedimientos para su 

análisis, Incluidos su aislamiento y purificación'. En los estudios Iniciales sobre la 

caracterización flslcoqufmica de la SHBG, los resultados fueron contradictorios y de 

difícil Interpretación. Sin embargo, en el decenio de 1980, varios grupos de 

investigadores, utilizando sistemas de cromatografía do afinidad, y los sistemas 

preparativos en cromatografía de alta resolución hicieron posible obtener la SHBG con 

un elevado grado de pureza, y la descripción de sus propiedades fisicoqufmlcas. El 

peso molecular de la SHBG calculado por cromatografía es de 93 400', el cual es muy 

similar al obtenido por electroforesis en galos de poliacrilamida (94 000 • 98 000)'. 

La presencia de agentes reductores de enlaces disulfuro en sistemas analíticas 

(electroforesis en geles desnaturallzantos do poliacrilamlda) provoca la disociación de 

la SHBG en dos componentes que presentan pesos moleculares diferentes de 

aproximadamente 53 000 y 46 000. denominados protómeros pesados (H) y ligeros 

(Ll, respectivamente'. Estos hallazgos Indicaron la presencia de subunldades en su 

estructura, que hacen pensar que la molécula de esta prote(na es un homodfmero 

constituido por una mezcla compleja de dímeros híbridos a base de combinaciones 

entre el protómero H y ol L, los cuales generan diferentes combinaciones moleculares 

entre ambas: H:H; L:H; L:L. Estudios posteriores10 indicaron que el protómero Lera 

el producto de la hidrólisis limitada de la subunidad H, generado en los procedimientos 

de aislamiento durante su purificación. Sin embargo, por el análisis de la secuencia de 

aminoácidos" y del cADN estructural de la SHBG" se ha podido establecer que las 

5 



secuencias primarias de ambas cadenas son Idénticas y que la subunldad H y la L 

provienen de un mismo gon estructural13
. La diferencia en el peso molecular entre 

ambos constltuyontos se debe probablemente a la adición diferencial de carbohidratos 

como modificación postraduccional do un precursor común 14
, Estudios rocicntes11 

sobre la secuencia do aminoácidos de la SHBG, la cual so observa en la figura 1, han 

demostrado que en su estructura Intervienen 373 aminoácidos, dos puentes disu\furo 

localizados probablemente on los residuos do cisterna 332-361 y 163-187 y tres 

cadenas de oligosacáridos: una en el residuo de treonina 7 y dos en los residuos de 

asparagina 351 y asparaglna 367 respectivamente. En fecha reciente, so ha clonado 

ol gen que codifica para la SHBG, y se conocen su secuencia y algunas de sus 

características. La obtención del cADN do la SHBG ha permitido Identificar a la reglón 

complota que codifica para la SHBG, constitufda por ocho axones, distribuidos a lo 

largo de 3.2 kllobases del ADN genómico". Por otra parte, el producto de 

transcripción obtenido do ARN total do hígado ha sido Identificado por estudios de 

hibridación al cADN y se demostró un peso aproximado de 1.tl kilobasos". 

Propiedades !lslcoqufmlcas de la SHBG 

Las hormonas asteroides derivadas de los núcleos básicos como el androstano 

y el estrano (testosterona y estradiol respectivamente) representan los llgandos 

principales de la SHBG. Los resultados de analizar las características estructurales de 

los asteroides han permitido conocer el tipo y posición espacial do los grupos 

funcionales que son importantes para conservar, aumentar o inhibir su interacción can 
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el sitio activo (sitio de unión) de la SHBG. La afinidad relativa de la testosterona por 

la SHBG es cerca de dos veces mayor que la observada para el estradlo117• La 

presencia de cambios estructurales o sustituciones en los anillos A y D de la molécula 

de testosterona reporcuton de manera Importante en su interacción con la globullna 

transportadora. La configuración planar del anllio A y la presencia de un grupo 

hidroxilo en posición 17-B en el anillo D, son indispensables para la unión de la 

testosterona al sitio activo de la SHBG. La reducción de la doble ligadura del C-4 del 

an111o A en posición 5-a, así como la sustitución en orientación a por grupos metilo o 

hidroxilo en los átomos C-1 O v C-17, respectivamente, aumenta la afinidad de la 

testosterona por el sitio activo de la globulina18
• Las características de afinidad do la 

SHBG por sus ligandos son similares a las observadas para los receptores 

intracelulares de estas mismas hormonas (Kd 1 X 10·9 M). Sin embargo, a diferencia 

del receptor Intracelular, la SHBG se caracteriza por su elevada velocidad de 

disociación al igual que la vida media de disociación del asteroide, la que a 37°C es 

del orden de segundos 19
• Esta característica propia de las globulinas transportadoras, 

condiciona la existencia de dos fracciones de asteroides drculantes: la fracción unida 

y la fracción libre (no unida o disociada). 

Regulación hormonal 

El sitio de s!ntesis de la SHBG es el h!gado, donde se forma un transcrito de un 

peso aparente de 1.6 kllobasos12·20 • Las concentraciones circulantes de esta proteína 

varían de acuerdo con la edad y sexo de los individuos, as( como en ciertos estados 
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fisiopatológicos. En rechln nacidos, la concentración de la SHBG es similar en uno y 

otro sexo, cuyo valor es casi la mitad de lo obsorvado on el adulto norma121 • En la 

mujer eri edad reproductiva, la concentración de la SHBG es aproximadamente dos 

voces mayor que en el varón adultoª·22, y alcanza valores máximos durante el 

embarazo 23
·
24

• La administración exógena de hormonas asteroides produce cambios 

muy importantes en la concentración circulante de la SHBG. El uso farmacológico de 

compuestos naturales o sintóticos de actividad estrogénica aumenta significativamente 

las concentraciones en plasma de la SHBG 25
; se observa el efecto centrarlo con el uso 

do compuestos con actividad androgónica". El hiportiroidismoy algunas enfermedad os 

que afectan la función hepática so acompañan de aumentos significativos de la 

SHBG27 • Por otra parte, enfermedades caracterizadas por aumento en andrógenos 

circulantes se relacionan con disminución en las concentraciones de la SHBG 26
• 

Significado biológico de la SHBG 

Debido a las propiedades fisicaqufmicas que caracterizan la interacción de las 

hormonas asteroides con el sitio activo de la SHBG, a esta proteína se le han conferido 

las funciones de transportador o amortiguador sangufneo26• A este respecto, Ja 

formación de complejos esterolde-protefna, ocasiona una poza circulante de asteroides 

biológicamente inactivos". Esta fracción está en relación con la porción del asteroide 

unida a la SHBG, que no es accesible a su captación por tejidas blanco especfficos o 

a la acción de enzimas y agentes químicos que lo biotransformen a otros motabolitos 

con mayor o menor actividad biológica30• Estas observaciones indican qua Ja fracción 
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libre de los estarcidos representa la porción del asteroide circulante donde reside su 

actividad biológlca25
• Sin embargo, estudios recientes sobre el papel biológico do la 

SHBG indican una participación mas activa en los mocanismos causantes del efecto 

biológico do los asteroides que la simplo función de transportador sanguíneo. 

Pardridgo y colaboradores31 han demostrado que la porción unida de los 

asteroides a proteínas transportadoras del tipo do la SHBG representa una fracción del 

asteroide con importantes funciones biológicas. Estos autores postulan que el 

mecanismo de difusión de una hormona asteroide a un órgano blanco dopando de por 

lo menos tres factores: el tiempo de tránsito capilar, la velocidad de disociación 

unidireccional del complejo proteína-receptor y la permeabilidad de la membrana a 

cada uno de los asteroides. Esta relativamente nueva alternativa basa sus principios 

en las propiedades físicas y dinámicas del tránsito capilar que caracterizan a ciertos 

órganos y tejidas estcroide dependientes. El tiempo de tránsito capilar depende de la 

longitud y el volumen del capilar, así ,como do la velocidad dol flujo sanguíneo, e 

implica, por otra parte, el tiempo de exposición de las proteínas plasmáticas, el cual 

está Inversamente relacionado con la velocidad del flujo sanguíneo. Existen diferencias 

importantes entre órgano y órgano¡ por ejemplo, el tiempo de tránsito capilar on al. 

cerebro es de aproximadamente un segundo, y de dos a tres en los capilares 

mesentéricos, y un poco mayor (cinco segundos) en los espacios sinusoidales del 

hígado, Lo más importante en estos estudios es la correlación que existe entre el 

tiempo de tránsito capilar en un órgano dado, con la velocidad de disociación del 

complejo proteína-asteroide. De esta manera, si la velocidad de disociación do un 
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asteroide a 37°C es igual o mayor de cinco segundos, su captación por el tejido 

cerebral será más dilfcil que a nivel de los sinusoides hepilticos, en donde el tránsito 

capilar es manar. Para la SHBG estas observaciones indican una función relacionada 

con la descarga vectorial selectiva de sus llgandos a sitios específicos de la economía. 

Otro de los aspectos recientes, en cuanto a las propiedades biológicas de la 

SHBG, es su capacidad de interactuar do manera especmca con receptores de 

membrana localizados en un número Importante de tejidos tales como los de la 

próstata, el endomotrio y la placontau35
• Las constantes fisicoquímlcas que 

caracterizan esta interacción son diferentes de las que se han descrito para otras 

protelnas. Las velocidades de asociación y disociación de la SHBG del sitio activo de 

la membrana son maneros que las observadas para otros Jigandos32
•
33

• Por otra parte, 

esta asociación de la SHBG y la membrana da por resultado la estimulación de la 

adenilatoclclasa y la acumuláclón de AMP clcllco a nivel Intracelular. El sitio de 

interacción de la SHBG con la membrana es independiente del sitio de la unión de las 

hormonas esteroides. Un hecho interesante es que la ocupación del sitio activo de la 

SHBG por una hormona asteroide imposibilita a esta proteína para Interactuar con la 

membrana celular, asto hace pensar en que hay interrelaciones de tipo alostérico entre 

ambos sitios activos. Sin embargo, la interacción del asteroide con la SHBG, unida 

previamente a la membrana, es necesaria para la activación de la adenilatociclasa y 

el aumento consecutivo del AMP cíclico, situación que depende do la actividad 

biológica de los ligandos naturales de la SHBG3ª. Estas observaciones son importantes 

dentro de los mecanismos causantes del efecto de las hormonas asteroides a nivel de 
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sus respectivos órganos blanco, ya que ofrecen un mecanismo de acción adicional que 

no requiero la participación do receptores intracelulares para el efecto hormonal. 

Heterogeneidad moleculnr y polimorfismo estructuraJ 

En la actualidad se conocen la estructura, sitio de síntesis y regulación hormonal 

da la SHBG; sin embargo, sus consecuencias e Importancia biológica en el ser humano 

son 'motivo de estudio por varios grupos de investigación. La falta de información 

sobro la presencia de mutaciones o deficiencia de esta protefna en el ser humano, ha 

dificultado la doscrlpclón de muchas de sus funciones biológicas. Es interesante 

señalar que la rata representa una especie caracterizada por ausencia de SHBG en la 

circutadón37
; sin embargo, la falta do manifestaciones físicas causadas por la 

deficiencia de esta proteína, indica que en esta especia, existen otras proteínas como 

la albúmina que sustituyen las funciones atribuibles a la SHBG. 

Como so señaló en párrafos anteriores, la SHBG es una glicoprotofna que en su 

estructura contione entre 18 y 35% de carbohldratos. El análisis de esta proteína por 

técnicas de isoefectroenfoque domuestra la presencia de varias formas moleculares 

(heterogeneidad) lo cual es atribuible a su elevado contenido de ácido siálico 

(aproximadamente 30% dol contonido total de carbohidratosl'º· 11 ya que la hidrólisis 

enzimática de estos residuos de azúcar casi siempre da por resultado la desaparición 

del tipo heterogéneo9
· 
10

•
37

• Esta caractorística estructural, propia de las glicoprotelnas, 

es posterior a la adición y remoción de carbohidratos de la molécula de SHBG, corno 

parto de tas modificaciones postraduccionales que sufre una proteína durante su 
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síntesis Y posteriormente su secreción a través de las membranas del rotlculo 

endoplásm\co y de ninguna manera representa altoracionos o modificactonos on la 

estructura primaria de la proteína. La remoción do residuos de ácido slálico de la SHBG 

no modifica las constantes fistcoqufmicas do unión por sus llgandos hestosterona y 

estradlol); sin embargo, este tratamiento sr obstaculiza algunas de sus propiedades 

biológicas y disminuye su vida media circulante. 

Por otra parte, la modificación en la estructura primaria y por tanto, en la 

generación de diferentes moléculas o variantes de una misma proteína se conoce 

como polimorfismo estructural. Esto generalmente obedece a cambios en la estructura 

de la proteína debidos a delaciones o mutaciones puntuales que ocurren en el gen 

estructural y que conducen a la s[ntesls de productos de transcripción con 

características y estructura diferentes del producto de transcripción normal. Por otra 

parte, existen mecanismos causantes de la producción de múltiples proteínas por 

modificaciones del producto de transcripción primario. Estos cambios son el resultado 

do empalmes alternativos en el ARN mensajero, que, dependiendo de las posibilidades 

de ellos, explicaría cómo un solo gen tiene la facultad de producir diferentes proteínas. 

En los seres humanos so conocen numerosas proteínas potimórficas, como las 

hemoglobinas, los antígenos mayores de hlstocompatibllidad y algunas enzimas y 

protelnas transportadoras del plasma. ir. este respecto se han descrito variantes 

genéticas para la globullna transportadora de cortlcosteroides (CBG)39 y para la de 

tlroxlna ITBG)40
• En ambos casos, la identificación de variantes se realizó por el 

análisis de las propiedades de carga de la proterna por técnicas de isoelectroenfoque. 
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Para el caso de la TBG, la naturaleza del polimorfismo estructural roside en el cambio 

de un aminoácido en la cadona polipeptídica41 , que representa un tipo de herencia 

ligado al cromosoma X. Esta mutación se debe a un solo cambio de bases en el codón 

que codifica para el aminoácido número 171, y ocasiona la sustitución de ácido 

aspártico por asparagina. 

Existen algunos informes en la literatura en cuanto a la descripción do variantes 

polimórficas de la SHBG. Luckock y Cavalli-Sforza42
, describieron cuatro variantes 

genéticas de la SHBG, dopondiendo de su movilidad en geles nativos de poliacrilamlda. 

Estos autores establecieron qua los fenotipos encontrados corresponden a productos 

de genes autosómicos y a la participación de tres alelos. Este estudio y otros similares 

no establecen las bases de las variantes encontradas ni la participación de 

mecanismos a nivel traduccional (glicosilación) que pudieran participar en la 

generación de variantes encontradas. 

lnvcstigllciones recientes realizadas en el Departamento de Biología do la 

Reproducción del Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán en sujetos 

mexicanos han demostrado por técnicas de lsoelectroenfoque, que hay variantes do 

carga de la SHBG. En ol presente trabajo de Tesis se presentan los estudios de 

identificación de las variantes de esta proteína, y las estrategias para el estudio 

genético de las causas del polimorfismo estructural. 
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JUSTIFICACION 

En los seres humanos se conocen numerosas prote!nas polimórficas, como las 

hemoglobinas, los antígenos mayores de histocompatibilidad y algunas enzimas y 

proteínas transportadoras en el plasma. Además, se han descrito variantes genóticas 

para algunas globullnas, como la transportadora de corticosteroides (CBG) y la de 

tlroxlna ITBG). En estos estudios no so ostablocen las bases de las variantes 

encontradas, ni los mecanismos que pudieran participar a nivel traducclonal, como la 

gllcosllaci6n de astas proteínas, en la generación do las variantes encontradas. 

Actualmente, se conocen la estructura, sitio de síntesis y regulación hormonal 

da la SHBG, además de ciertas caracterlsticas a nivel del gen que la codifica; sin 

embargo, no so conocen con certeza las consecuencias e Importancia biológica en el 

ser humano. Algunos estudios realizados recientemente sobre el papel de la SHBG 

Indican que tiene una participación más activa en el efecto biológico do los asteroides 

quo su simple función de transportador sanguíneo. La falta de información sobre 

algunas características tales como la presencia de mutaciones o la deficiencia de esta 

proteína on el ser humano, ha dificultado la descripción do muchas do las posibles 

fun~lones biológicas. 

Por estas razones, es importante presentar un trabajo en el cual se identifiquen 

las variantes de esta proteína, y además se muestren estrategias para el estudio 

genético de las causas del polimorfismo estructural. 
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OBJETIVOS 

1. Establecer la existencia del polimorfismo genético do la molécula de 

SHBG por medio de sus propiedades de cal'ga en un sistema de electroenfoque en 

muestras representativas de la población mexicana y establecer las bases de su 

transmisión genética. 

2. Determinar las reporcuslones de este polimorfismo en sus propiedades 

fislcoquímlcas y funcionales. 

3. Estandarizar las condiciones necesarias para un ensayo que permita 

conocer la existencia do diferencias a nivel del gen estructural on la secuencia 

codificante para SHBG, responsables de la presencia de variantes genéticas de esta 

proteína. 

15 



HIPOTESIS 

La presencia de formas moleculares diferentes de la globullna 

humana transportadora de asteroides sexuales resistentes a la digestión enzimática 

de los residuos de ácido siállco con neuramlnldasa representan variantes polimórficas 

del gen estructural. 
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MATERIAL Y METODO 

MATERIAL 

Los asteroides no radiactivos se obtuvieron de Storaloids lnc. (Wilton, NHI cuya 

pureza química se analizó por cromatografía en papel y recristalización, hasta obtener 

actividades especíricas constantes. La 1,2-3H-testosterona (3H-T) con actividad 

especifica de 40-60 Ci/nmol y la 1,2-3H-dihidrotestosterona (3H-DHT) con actividad 

específica de 40-60 Ci/nmol se obtuvieron de Du Pont NEN Research Products 

(Bastan, MA). Ambos asteroides radiactivos se purificaron antes de su utilización por 

cromatografía en Sephadex LH-20, usando como solvente cloroformo:etanol 25:2. Do 

BID RAD Laboratories (Richmond, CA) se obtuvieron acrilamlda, N,N'­

dialiltarrardiamlna (DATO), N,N'-metilenbisacrilamlda (Bis), N,N,N',N'­

totramotiletilendiamina (TEMED), azul de Coomassle R-250, porsulfato de amonio, 

sulfato dodocllico de sodio (SOS), affi-gel blue, papal de nitrocelulosa, estándares de 

punto lsocléctrico, y los anfolitos. La albúmina sérlca bovina (ASB), Tris, glicina, ácido 

glutámico, Tween-20, glicerol, Neuraminidasa lipa X, inhibidor de Tripsina lipa 1-S, 

Protelnasa K, EDTA, Ficoll 400, fono!, acetato de sodio y aceite minero! se obtuvieron 

de Sigma Chemlcal Co. (St. Louis MO). Los oiigonucleótldos complementarios a las 

cadenas 5',3' de cada uno de los ocho axones del gen do la SHBG fueron sintetizados 

y proporcionados por ol Centro de Investigación Biomédica del Consejo de Población 

de la Ciudad de Nueva York, Nueva York, EUA. Los reactivos para la reacción en 
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cadena de la polimerasa (PCR), así como la polimorasa del ADN derivada do Thermus 

~ (Ifil¡ polimerasa) se obtuvieron de Perkin Elmer Cetus (Norwalk,CT). Los 

reactivos· para la secuonciación de AON se obtuvieron do Unitod States Biochemical 

Corporation (Cleve)and,OH). Todos los demás reactivos y sustancias químicas que se 

utilizaron en este estudio fueron de un elevado grado de pureza. El cADN que codifica 

para la SHBG fue proporcionado por el Dr. G.L. Hammond (Univorsity of Wostern 

Ontarlo, London Ontario, Canadá). Este cADN ha sido amplificado en el plásmido 

BR322 en nuestro laboratorio en dos fragmentos f!;Qfil 5' (0.64 kb) y 3' (0.55 kb), 

respectivamente 15• El anticuerpo anti-SHBG humana fue generosamente donado por 

el Dr. C. Wayno Bardln, Director del Centro de Investigación Biomédica del Consejo 

de Población de la Ciudad de Nueva York, NY. 

Las muestras de sangre utilizadas en esto estudio se obtuvieron, previa 

información y consentimiento, do 360 Individuos adultos do uno y otro sexo, 

residentes de la Ciudad de México. Las muestras se centrifugaron a 1 500 rpm 

durante 15 minutos y el sobrenadante se almacenó a -BOºC hasta su procesamiento. 

METO DO 

1. Preparación de las muestras previa al lsoeJectroenfoque 

A cada muestra de suero se le realizó el siguiente tratamiento, con la finalidad 

de analizarlas en sistemas de lsoelectroenfoque en galos de pollacrilamida: la 

eliminación de asteroides endógenos de las muestras de suero se llevó a cabo por 

medio del tratamiento por adsorción a carbón activado Norit-A a razón de 1 mg de 
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carbón por mililitro de la muestra38 • El tratamiento se realizó por incubación en 

agitación continua durante una hora a 4°C. Al finalizar el periodo de incubación, las 

muestras se centrifugaron a 3 000 rpm durante 15 minutos y los sobrenadantes se 

almacenaron a -SOºC hasta su posterior procesamiento. La albúmina presente on el 

suero fue removida mediante resinas de afinidad (alfi-gel blue) a razón de 1 mi de la 

resina por cada 0.6 mi de suero. Las incubaciones se realizaron en tubos siliconizados 

durante una hora a 4°C en agitación continua. La muestra (soorenadante) se obtuvo 

por centrifugación a 3 000 rpm durante 15 minutos. La eliminación de residuos de 

ácido slálico por medio de su hidrólisis enzimática se realizó por la incubación de cada 

muestra en presencia de 0.05-0.5 unidades de Nauraminidasa Tipo X en solución 

amortiguadora de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.0. Al final de la Incubación se añadió 

0.1 mi de solución do Tris, pH 7.4, glicerol 10% (sol. TG) en presencia do azida de 

sodio 0.2% y estas muestras se centrifugaron a 3 000 rpm durante 20 minutos a 

4°C. Los sobrenadantcs obtenidos fueron guardados en alícuotas a -80°C. Los 

estudios testigo para valorar la posibilidad de degradación en la proteína durante el 

proceso experimental se realizaron en presencia de lnhibldores de proteasas (0.001 

mg de inhibidor de Tripsina Tipo 1-SI durante toda la preparación del suero, y se valoró 

el efecto sobre la. capacidad de unión de andrógenos durante varios ciclas de 

congelación-descongelación de las muestras. 

2. lsoelectroenfoque en geles de pollacrilamlda en placa 

Para la identificación de las variantes palimórficas de la SHBG en suero de 
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individuos mexicanos, las muestras ya preparadas se analizaron por un sistema do 

lsoeloctroenfoque que se llevó a cabo en geles de poliacrllamida en placa do 11 X 12 

cm prefabricados por LKB IUppsala, Suecia) con un límite de pH de 3 a 1 O. So 

aplicaron las muestras y se hizo el corrimiento de los goles do acuerdo con las 

especificaciones de la casa manufacturera. El isoelectroonfoque so realizó a 4ºC en 

un aparato LKB 2117 Multiphor utilizando corriente constante 50 mA, hasta alcanzar 

un total de 1 500 voltios. Al final del análisis se transfirieron las proteínas o papel de 

nitrocelulosa. So utilizaron marcadores adecuados de punto isoeléctrico. El perfil do 

pH se obtuvo en fragmentos do 5 IT.m del gel, eluidos en 2 mi de agua destilada a 

temperatura ambiente durante dos horas en agitación continua, utilizando un 

minlelectrodo de pH. 

3. Transferencia de protefnos separadas por isoeloctrocnfoque a papel de nitrocelulosa 

Para la Identificación do la SHBG, las proteínas del suero separadas por 

isoolectroenfoque1 se transfieran a filtros de nitrocelulosa para su posterior incubación 

r.on el antisuoro especifico anti~SHBG. Para este caso, so equilibró el gel en presencia 

do 100 mi de ácido acético al 0.7% durante 30 minutos a temperatura ambiento. 

Posteriormente, se colocaron dos piezas de nitrocelulosa cortadas de acuerdo con las 

dimensiones del gel, as( como tres hojas de papel filtro previamente equilibradas en 

ácido acético, seguidas de varias tiras de papel secante. En la parte superior se colocó 

presión con un peso aproximado de 0.5 kg. y todo el sistema bajo una atmósfera 

húmeda durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de este periodo, la 
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porción del filtro de nitrocelulosa en contacto directo con el gel se despegó y equilibró 

en solución amortiguadora do Tris 0.05 M, pH 7.4, NaCI 0.15 M (solución Tris-salina), 

procedimiento que so repitió durante tres ocasiones a temperatura ambiente y en 

agitación continua. Finalmente el filtro se incubó en presencia de albúmina al 5% en 

solución Tris-salina. Al finalizar este lapso, los filtros de nitrocelulosa se lavaron en 

varias ocasiones en solución Tris-salina y so incubaron on presencia del antisuero antl­

SHBG a una dilución final de 1 :100 durante 24 horas a temperatura ambiente. El 

exceso de anticuerpos no unidos a la SHBG se eliminó por medio de lavados repetidos, 

y los complejos antígeno-anticuerpo se Identificaron con anti-lgG do conejo marcada 

con peroxldasa. los complejos inmunitarios se pudieron ver por medio de tinción para 

peroxidasa, utilizando diaminobonzidina y peróxido do hidrógeno. 

4. Sistemas de saturación para el estudio de las capacidades de unión do la SHBG por 

hormonas esteroides 

Para este caso se utilizaron asteroides radiactivos como la 3H-DHT, los cuales 

son ligados, con elevada afinidad, al sitio activo de la SHBG. Las incubaciones se 

realizaron en tubos de diálisis de 12 X 75 mm en presencia de suero y 

concentraciones variables del andrógeno. Cada tubo contiene 1 nM de la 

dihidrotostosterona radiactiva, y cantidades crecientes (1-40 nM) del andrógeno no 

marcado radiactivamente. La incubación se llevó a cabo en un volumen final de 0.2 

mi utilizando solución amortiguadora TG y cantidades adecuadas de la muestra, 

durante una hora a 4°C. La separación de la fracción unida y la libre se realizó 
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mediante la adición de 0.8 mi do carbón·dextrán (250 mg do carbón y 25 mg do 

dextrán T-70 en 100 mi do TGI. seguido por centrifugación a 3 000 rpm durante 30 

minutos.' Se decantaron los sobrenadantes en frascos de conteo, con 5 mi de solución 

do centelleo líquido. La unión especffica so valoró por incubaciones en paralelo, con 

un exceso de DHT no radiactiva (100X). La unión específica es ol resultado de 

sustraer la unión no específica a la unión total. El contenido do radiactividad so 

Investigó en un espoctrofotómetro de centelleo líquido (Packard) con una eficiencia 

para tritio de 52 %. 

5. Extracción de ADN de sangre perifórica 

La obtención de ADN a partir de muestras de sangre total se realizó de acuerdo 

con el método descrito por Signar y colaboradores''. Se mezclaron las muestras de 

sangre (5 mil con 8 mi de agua bldestilada y se centrifugaron a 1 O 000 X g durante 

20 minutos a 4 ºC. El precipitado se resuspendló en 8 mi de Non id et P40 al O. 1 % 

(v/v) y se centrifugó do manera similar a lo descrito anteriormente. El precipitado final 

se rosuspendió en 16 mi de solución de llsls (Tris-HCI 0.01 M, NaCI 0.4 M, EDTA 

0.002 M, pH 8.2, SOS 0.5%) con 125 µg/ml de Proteinasa K y se Incubó durante 16 

horas a 37ºC. Al finalizar este periodo se añadieron 4 mi do solución saturada de 

NaCI, se mezcló vigorosamente durante 15 segundos y se centrifugó a 1 000 X g 

durante 15 minutos a 20ºC. Se transfirió el sobrenadante, y se precipitó el ADN 

mediante la adición de dos volúmenes de etanol absoluto a una temperatura de -20°C. 

El ADN se obtuvo por medio de una varilla de vidrio para y se transfirió a tubos con 
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0.5 mi do Tris-HCI 0.01 M, EOTA 0.002 M pH 7.5, y se almacenaron a -20ºC. El 

grado de pureza de cada uno de los AON se valoró por la relación 00260/00 260 , 

obtenida por lectura on espoctrofotómetro, el cual mide la cantidad de radiación UV 

absorbida por las bases o por proteínas. La lectura a 260 nm permite calcular la 

concentración de ácidos nucleicos en la muostra. Una 00 do 1 (UOO) corresponde a 

50 µg/ml para AON de cadena doble, 40 µg/ml de AON do cadena soncilla y ARN, y 

20 µg/ml para oligonucleótidos de cadena sencilla. La lectura a 280 nm indica la 

presencia de proteínas o de fenal como contaminantes en la muestra. El radio entre 

las lecturas a 260 nm y 280 nm (00 260/00,80) da una estimación do la pureza del 

ácido nucleico. Las preparaciones puras de ADN y ARN tienen valores 00260 /00,., de 

1.8 y 2.0 respectivamente50
• 

6. Reacción en cadena de la pollmerasa lPCR) 

Esta metodología tiene la capacidad do generar el enriquecimiento selectivo de 

una secuencia especrtica de o\igonucloótidos del AON para su posterior estudio o 

manipulación ana\ftica. La amplificación de segmentos del ADN involucra el diseño de 

dos oliganucleótidos que delimiten las porciones del ADN que van a ser amplificadas 

(fig. 2). Estos oligonucleótidos se hibridan de manera opuesta a ambas cadenas do las 

secuencias quo van a ser amplificadas y so orientan en tal forma que la sfntesis del 

ADN por la polimerasa, se lleva a cabo en la reglón ubicada entre los oligonucleótidos. 

Por otra parte, los productos da síntesis son complementarios y con la capacidad de 

unir o hibridar a las secuencias de o\igonucleótidos que delimitan al ADN generando, 
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por tanto, la acumulación exponencial de los fragmentos o secuencias blanco que van 

a ser amplificadas. Esta reacción se lleva a cabo en ciclos que consisten cada uno on 

una fase ºde desnaturalización por calor del ADN, on otra do hibridación o alineación 

de los oligonucleótldos y por último, la faso do síntesis del ADN por acción de la 

polimerosa. En la actualidad, este procedimiento es de mayor simplicidad y eficiencia 

que el descrito lnlcialmento44, debido a la identificación y aislamiento do una ADN 

polimerasa a partir de 1a bacteria termofílica Thermus aguaticus (Tu.g), que tiene la 

propiedad de conservar su actividad en Incubaciones prolongadas, a temperaturas del 

orden de los 95ºC45
• Esta característica do conservar la actividad durante las 

condiciones do la reacción de la polimcrasa, permite la utilización de una sola dosis do 

la enzima, sin la necesidad de su adición en cada uno de los ciclos de amplificación. 

6.1 Amplificación de los exonas del gen de la SHBG a partir de ADN genómico: 

La amplificación de los marcos de lectura (axones) del gen de la SHBG (n = 8) 

se llevó a cabo en tubas do mlcrocentrffuga que contenían los siguientes 

constituyentes: solución amortiguadora de pollmerasa (1 X = Trls-HCI 0.01 M, pH 8.3, 

KCI 0.05 M, MgCI, 0.0015 M, gelatina 0.001% lw/v)). nucleótidos (dCTP, dGTP, 

dTTP, dATP) 0.2 nm, oligonucleótidos (dependiendo da cada exon) 4 nm de cada uno, 

1 µg del ADN genómico y la ADN Il!!I polimerasa 2.5 unidades en un volumen final 

de la reacción de 50 µI. A cada tubo de reacción se le añadió 0.1 mi de aceite mineral 

can la finalidad de reducir la evaporación y condensación durante los ciclos de 

amplificación. Un ciclo típico de amplificación consistió en (ver detalles para cada exon 

en la sección de resultados): fase de desnaturalización a 95°C durante dos a cuatro 
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minutos; fase de hibridación de los oligonucieótidos a 60°C durante tres a sois 

minutos y la fase de extensión de la polimerasa a 72ºC durante cuatro a siete minutos 

realizándose por lo general de 30 a 40 ciclos. La temperatura en la fase de hibridación 

de los oligonucieótidos (parámetro importante en la especificidad de la reacción) 

dependo de la proporción do bases G,C,T y A existentes en cada uno de ellos. La 

temperatura aproximada en esta fase se calculó, para cada uno, mediante la siguiente 

fórmula: 

4(G + CJ + 2(A + T) ~ temperatura ºC 

7. Manejo de la copla complementaria del ADN que codifica a la SHBG humana 

7 .1 Transformación de Eschorichla col!: 

La transformación se realizó con los fragmentos de restricción~¡ 5' y 3' del 

cADN""'. Las células de .fu!;Q!j pueden ser transformadas por diversos métodos, pero 

la eficiencia de la transformación depende del tamaño del vector. Las técnicas de 

transformación se basan principalmente en el uso de sales como cloruro do calcio o 

cloruro de cesio, las cuales, en las condiciones adecuadas de temperatura y pH, 

debilitan la pared celular de las bacterias y las vuelvan competentes para introducir un 

ADN extraño presente en el medio, por la acclón de un choque térmico, de tal manera 

que se producen células transformantes que son seleccionadas de acuerdo con las 

caractcrfsticas que les confiere el vector introducido. En este experimento se 

cultivaron células de .t&Q]i DH5a en medio estéril LB (peptona 1 O g/L, extracto de 

levadura 5 g/L y NaCl 10 g/L, pH 7.5) durante 18 horas a 37°C. Posteriormente se 
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tomó un lnóculo para obtener un cultivo en fase logarltmlca en 100 mi de medio LB 

hasta alcanzar una densidad óptica entre 0.4 - O. 5 U a 550 nm. Las cólulas se 

centrifugaron a 2 500 X g durante 15 minutos a 4ºC; el precipitado celular se 

resuspendió en CaCl2 0.1 M en la mitad del volumen original y se Incubó durante 30 

minutos sobre hielo. Al cabo do este periodo, las cólulas se centrifugaron y el 

precipitado se resuspendió en 1 /1 O del volumen original en CaCl2 0.1 M con la 

finalidad de aumentar la competencia celular. La transformación de fuJ;º1i con los 

cADN se realizó en tubos estériles, mezclando 0.1 µg de cada fragmento del plásmido 

BR322 por cada 0.2 mi de células competentes e Incubando 40 minutos sobre hielo. 

Postorlomento la mezcla se calentó a 42 ° C durante dos minutos, al cabo do los cuales 

se agregan 2 mi de modio LB, se incubó a 37°C durante dos horas permitiendo do 

esta manera el crecimiento celular, y la expresión del gen de resistencia a amplcillna. 

Las ctllulas se sembraron sobre la superficie de cajas de Petri que contienen 

agar/medio LB en presencia o ausencia de antibiótico y se dejaron crecer a 37°C. 

Después de 12 a 16 horas, se seleccionaron las colonias resistentes a la amplcllina. 

7.2 Obtención del ADN: 

Las colonias resistentes a la amplciiina (una por análisis) se Inocularon en 5 mi 

do medio LB esttlril lncubándose durante 16 a 18 horas. Las ctllulas so obtuvieron por 

centrifugación en una mlcrocentrffuga y se resuspendieron en 0.1 mi de solución GTE 

(glucosa 0.05 M, Tris 0.025 M, pH 8.0, EDTA 0.01 M) durante cinco minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente so añadieron 0.2 mi de una solución de NaOH 

0.2M y SOS 1 % (w/v) y se Incubaron sobre hielo durante cinco minutos. Al finalizar 
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este lapso se añadieron 0.15 mi de una solución de acetato de potasio 5M, pH 4.B, 

se mezclaron vigorosamente y se colocó cada preparación sobre hielo durante cinco 

minutos. Después se centrifugó, y se obtuvo el sobrenadante, el cual se mezcló con 

O.B mi de etanol absoluto. Al cabo de dos minutos, los ácidos nucleicos fueron 

precipitados por centrifugación durante 1 O minutos a temperatura ambiente. El 

precipitado se lavó con 1 mi do etanol al 70%, y resuspondió en 0.03 mi de solución 

TE (Trls-HCI 0.01 M, pH B.O; EDTA 0.001 M). Posteriormente se almacenó a -20°C. 

Los cADN as( obtenidos so utilizaron como sondas para la Identificación do secuencias 

especificas del gen do la SHBG en estudios posteriores de hibridación. 

7 .3 Digestión del plásmldo con .!;&Q!ll: 

El ADN plasmfdico que contiene los cADN de la SHBG fue digerido con fl;QBI 

(Pharmacia LKB Biotochnology) de la siguiente manera: so trató 1 µg de ADN en 

pr~sencla de 25 unidades de ~I en un volumen final de 15 µI de solución 

amortiguadora (Trls-HCI 0.01 M, pH 7 .5; NaCI 0.1 M; MgCl2 0.01 M; B-ME 0.001 M; 

100 µg/ml de albúmina sérica bovina) durante tres horas a 37°C. Los productos de 

la reacción se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1 % en solución TBE 

(1x: Tris baso 10.B gil; ácido bórico 5.5 gil; EDTA 0.5 M 4 ml/I pH 8.0), el ADN se 

identificó por tinción con bromuro de etidio (0.5 µg/ml de agua bidestilada durante 10 

a 30 minutos). Las bandas de ADN identificadas se fotografiaron y cortaron del gel de 

agarosa para su eloctroelución posterior. 
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8. Recuperación de fragmentos de ADN en geles de agarosa por electroeluclón 

La recuperación del ADN de los geles de agarosa so realizó por olectroelución48 

de la siguiente manera: las piezas do los geles que contonfan ol ADN fueron 

depositadas en bolsas do diálisis on presencia de 0.5 mi do TBE 0.25X estéril 

previamente tratadas con bicarbonato de sodio al 2% y EDTA 0.001 M. Para la 

electrooluclón del ADN so colocaron las bolsas de diálisis selladas en una cámara do 

electroforesis submarina con TBE 0.25X a 80 voltios durante dos horas. El ADN 

electroeluldo se transfirió a tubos de centrifuga, so añadió 0.5 mi do fenal saturado 

con TE y se agitó para extraerlo. La muestra se centrifugó y el ADN de la fase acuosa 

se extrajo con éter. posteriormente se precipitó por la adición da acetato do sodio 3M 

pH 5.0 (1/10 del volumen), y etanol absoluto a -20ºC (1.5 volúmenes). Se agitó la 

mezcla y se dejó a -20ºC durante 16 horas. Se centrifugó a 4ºC a 10 000 rpm 

durante 15 minutos, se lavó con etanol 80%, y se resuspendló en 15µ1 do solución 

TE para almacenar el ADN obtenido a -20ºC. 

9. Preparación de la sonda radiactiva 

Los cAON obtenidos como se señaló en párrafos anteriores, se marcaron con 

(a-32PJdCTP, utilizando un estucha comercial para marcaje do oligonucleótldos 

distribuido por Pharmacla LKB Blotechnology AB. La Incorporación del nucloótido 

radiactivo se realizó por la técnica de random prlrner47 que consiste en la 

desnaturalización (95°C durante tres minutos) de la molécula lineal do ADN para 

posteriormente Incubarla en presencia de los nucleótldos dA TP, dGTP y dTIP, además 
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de dCTP" en presencia de oligonucleótidos de seis bases (hexámeros), y una ADN 

pollmerasa (fragmento de Klenow). Los hexámeros se hibridlzan al azar a lo largo del 

ADN iniciando la síntesis de la doble cadena, la cual queda uniformemente marcada. 

La reacción se llevó a cabo a 37ºC durante una hora, al término de la cual, se detuvo 

con. EDTA y aforó a 0.150 mi con TE. El producto do la reacción se separó de la fase 

libre en columnas do Sephadex G-50 y se almacenó a -20ºC. 

10. Dot blot 

El ADN se desnaturalizó en 1 O µI de agua estéril a 95°C durante cinco minutos 

y se colocó en hielo. Se agregaron 40 µI do SSC 20X (1 X: NaCI B. 7 g/I, cltrnto de 

5odlo 4.4 g/I, pH 7.0). El aparato de dot blot con el papel de nitrocelulosa previamente 

equilibrado en SSC 20X, se conectó al vacío y se lavó cada pozo con 0.1 mi de SSC 

20X. So depositaron las muestras en los pozos, y éstos so lavaron nuevamente con 

0.1 mi de SSC 20X. So secó el papal do nitrocelulosa al vacío a BOºC durante dos 

horas, para postoriormonte realizar experimentos de hibridización. 

11. Hibrldizaclón 

Con la finalidad de locallzar el ADN correspondiente al gen de la SHBG, so 

realizaron estudios de hibridización con la sonda radiactiva de la siguiente manera: el 

filtro de nitrocelulosa fue incubado en solución de prehibridlzación (200 µl/cm2) 

(Formamlda 50%, SOS 0.2%, EDTA 10 mM, solución Denhardt4X (Ficoll 400 20 g/I, 

polivlnilpirrolidona 20 g/I, ASB 20 g/11, amortiguador de fosfatos 120 mM (NaH,PO, 
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0.5 M, Na,HP04 0.1 M, pH 6.5); SSC 2X, AON desnaturalizado de esperma do salmón 

10%) durante cuatro a 16 horas a 37ºC. Después do esto tiempo, so descartó la 

mitad da la solución y se agregó la sonda do SHBG proviamento desnoturalizada. Se 

incubó a 42°C durante 16 a 20 horas; se lavó dos voces con 250 mi do SSC 2X, y 

una durante 30 minutos con 150 mi do SSC 0.1 X, SOS 0.1 % a 50ºC cambiando la 

solución dos veces. El papel de nitrocelulosa se secó y expuso a placas de rayos X. 

12. Clonación de pSHBG en M13 

Para llevar a cabo la socuenciación dol ADN corrospondiente a los ocho axones 

del gen codificanto para hSHBG, se necesitó un vector de clonación, para lo cual se 

eligió el Ml 3 mpl 8 y mp1950•57 , y se realizó lo siguiente: 

12.1 Digestión del vector M13 con fün¡¡J: 

Con la finalidad de producir extremos rasos en los cuales fuera introducido el 

inserto, se realizó la digestión con una enzima que produce esto tipo do extremo: se 

Incubaron 2 µg del vector (mp18 y mp19) con la enzima fu:mll en 20 µI de reacción 

con solución 10X (Tris-HCI 10 mM pH 8.0; 60 mM NaCl, 10 mM MgCI2, 1mM B-ME, 

100 mg ASB/ml) durante dos horas a 30°C.La reacción so dotuvo con EDTA 0.25 M 

(3 µIJ y se aforó a 50 µI con TE, para después extraer con 25 µI de fenal y 25 µI do 

cloroformo:alcohol lsoamíllco 24: 1. Se centrifugó a 1 O 000 rpm durante ocho minutos 

a 4ºC y se recuperó la fase acuosa. Se agregaron 5 µI de acetato de sodio 3M y 

etanol 100% (dos volúmenes), para precipitar a ·20ºC por 16 horas. Se lavó con 

etanol 80% y se resuspendió en 49 µI de Tris-HCI 50 mM pH 8.0). 
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12.2 Desfosforilaclón del vector: 

Para evitar Lm alto porcentaje de autoligaclón del vector, se trató con fosfatasa 

alcalina bacteriana (BAP), qua ramuavo los fosfatos 5' necesarios para la formación 

de los enlaces fosfodiéster por la enzima T4 ligasa. Se tomaron dos testigos, uno para 

medir la eficacia de ligación y otro para medir la inespecificldad por vaciar no digerido. 

La reacción se hizo en tubos do microcontrífuga con 50 U do BAP. Sa incubó 40 

minutos a 65°C. Se extrajo con fenal/cloroformo dos veces, se precipitó con etanol 

a -20°C durante 16-20 horas y sa rosuspandió en 10 µIdo TE. 

12.3 Llenado de los extremos 3' del ADN inserto: 

Como no todos los productos del PCR se encuentran con extremos rasos, se 

deben tratar con la enzima Poi 1 o fragmento de Klenow, que permite el "llanada" de 

los extremos que hayan quedado incompletos. Esta reacción se llevó a cabo de la 

siguiente manera: se incubó 1 µg do Inserto con 1 U de pollmerasa 1 en un 

amortiguador do reacción de polimerasa 1(Tris-HCI100 mM pH 8.0, MgC12 100 mM, 

NaCI 300 mM) 4µ1 do una mezcla de dNTPs 10 mM a temperatura ambiente (22ºC) 

durante 15 minutos, y se extrajo con fanal/cloroformo dos veces. El ADN so precipitó 

con acetato de sodio 3M y etanol absoluto, y so resuspendió en TE, para almacenarlo 

a -20ºC. 

12.4 Ligación del inserto al vector M13: 

Esta reacción se realizó para formar un enlace fosfodiéster entre el hidroxilo 3' 

do un fragmento de ADN y el fosfato 5' de un segundo fragmento de ADN. La enzima 

usada fue la T4 ADN ligasa, la cual requiere de la proximidad entre los dos extremos 
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a unir para formar el enlace fosfodiéstcr, por lo que su eficiencia depende do la 

concentración del ADN y del vector, que do be encontrarse en una relación molar do 

1 :2. Para esta reacción se emplearan 2 fM do vector 14 IM de extremos) y 4 fM del 

DNA inserto (8 fM de extremos), para que so tuviera la relación de 1 :2. La reacción 

se llevó a cabo de la siguiente forma: se tomaran 1 O ng do vector para 0.6 a 0.9 ng 

do cada Inserto (ver concentración para cada cxon en la sección do resultados) en un 

amortiguador do reacción de la T4 iigasa 5X (Tris-HCI 250 mM pH 7.6, MgCl2 50 mM, 

polietilenglicol 8 000 25% (w/v), ATP 5mM, dltlotreltol 5mM) y se incubó con 1 U de 

T4 ligasa a 15ºC durante cuatro a ocho horas. La reacción se detuvo con 2 µI do 

EDTA 0.25 M y se aforó a 25 µI con agua estéril. Se almacenó a -20°C. 

12.5 Preparación de bacterias competentes: 

[i método de transformación empleado en esta parte del trabajo fue el siguiente: 

se inocularan 3 mi de medio YT (Peptona 140 8 gr/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCI 

5 g/L, pH 7.5) con una colonia aislada de~ JM 101. Las bacterias se dejaron 

crecer 16 horas a 37ºC en agitación y se inoculó una alícuota (dilución 1:1 000) en 

medio YT (0.3 mi de medio por cada transformación) y se dejó crecer a 37°C hasta 

que la densidad óptica alcanzó do 0.4 a 0.5 U a 550 nm. Se colocó el cultivo en hielo 

durante 20 minutos y se centrifugó a 3 000 rpm a 4°C durante 15 minutos. El 

precipitado se resuspendió on la mitad del volumen original con CaCl2 50 mM, Tris-HCI 

10 mM pH B.O, y se Incubó en hielo 30 minutos. Se centrifugó de nuevo, y so 

resuspendló en 1 /1 O del volumen original en la misma solución. Las bacterias 

competentes pueden almacenarse a 4ºC durante ocho a 16 horas. 
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12.6 Transformación: 

Se allcuotaron O. 3 mi de bacterias competentes a cada tubo de muestra, y se 

les agregaron do 2 a 3 ng de plásmido con el inserto. Se agitaron suavemente, y se 

Incubaron en hielo durante 30 minutos. Al terminar esta incubación, se les dió un 

choque do calor a 42°C durante dos minutos. Estas células se vaciaron on tubos 

precalentados a 42 ºC con agar superior YT (Peptona 140 8 o/L, extracto do levadura 

5 g/L, NaCI 5 g/L,pH 7.5 y agar selecto 12 g/L). Se dejaron crecer a 37ºC durante 16 

a 24 horas, al término de las cuales so identificaron las bacterias recombinantes. 

12.7 Elección do rocomblnantes: 

Las bacterias se hicieron crecer en un medio con IPTG (isopropiltio-beta­

galactósido) el cual induce la actividad B-galactosidasa en las bacterias, y con X-gal 

(6 bromo-4 cloro-3 indolil·B·D-galactósido), que es el sustrato histoqulmico necesario 

para la B-galactosldasa". Esta actividad se evalúa por el desarrollo de color debido a 

la hidrólisis en el ensayo en placa de ful;Qli, que da un precipitado azul. La interrupción 

del gen lac para el fragmento a de la B·galactosidasa evita la a-complementación y por 

tanto no es codificado por el genoma bacteriano, lo que da lugar a placas blancas, que 

son producidas por las bacterias recombinantes. Estas colonias so picaron con un asa 

estóril y se inocularon en 5 mi de medio YT, para infectar las células huésped que se 

han crecido con anterioridad en este medio. So incuban solamente do seis a ocho 

horas a 37ºC para evitar que el crecimiento supere la fase logarítmica por incubación 

prolongada. De esta forma se liberan al medio los fagos de cadena sencilla con el 

inserto. Se centrifugaron en tubos do microcentrffuga, y se recuperó el sobrenadante, 
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en donde se encuentra el ADN de cadena sencilla. Se agregaron 0.3 mi de PEG·NaCI 

Jpolietilenglicol (PEG-6 000) 20%, NaCI 2.5 MI para procipitar el ADN, se agitó 

suaveme.nte e incubó a temperatura ambiento durante 15 minutos, y so centrifugó a 

11 000 rpm durante 1 O minutos. El precipitado se rosuspendió en 0.1 mi do TES (Tris· 

HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 10 mM, EDTA 0.1 mM) y se extrajo con fenal/cloroformo. 

Se precipitó con acetato de sodio 3M pH 5.0 y etanol absoluto. El precipitado se 

resuspendló en TE y se almacenó a ·20ºC para posteriormente identificar las bacterias 

que poseen ol fragmento por medio de experimentos do hibridización con la sonda de 

SHBG en un dot blot, y realizar la secuencia de este ADN do cadena sencilla. 

13. Secuenclaclón del ADN 

El análisis de secuencia se basó en el método de Sanger"·", que consiste en 

la Incorporación al azar de análogos de los deoxlnucleósidos trifosfatos (dNTPl en una 

cadena de ADN en crecimiento sintetizada por el fragmento de Klonow. Estos 

análogos son llamados dldeoxinucleósldos trifosfatos (ddNTP) debido a que so les ha 

eliminado el grupo 2'-0H del extremo 3' de la molécula de la rlbosa. La Incorporación 

do un ddNTP en la cadena de ADN provoca la Interrupción de la síntesis debido a que 

falta el grupo hidroxilo 3' necesario para la formación del siguiente enlace fosfodiéster. 

Por esto.los ddNTP se conocen como terminadores de cadena~ 

Esta interrupción en la reacción de secuencia es específica debido a que hay 

cuatro ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTPI que se utilizan en cuatro reacciones 

por separado, cada una contiene sólo uno de estos ddNTP y los cuatro dNTP, lo que 
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provoca la distribución al azar de las interrupciones en la cadena y la determinación 

de la secuencia completa del ADN. Cada cadena sintetizada es terminada con un 

ddNTP especifico a una distancia de acuerdo con la secuencia del ADN templado. 

La síntesis del ADN so inicia por medio de una secuencia de 17 nucleótidos 

complementaria n la región del sitio múltiple de clonación en el vector. La polimorasa 

comienza la síntesis a partir del extremo 3' de la secuencia del oligonucleótido y sigue 

en dirección 5'-3'. De esta forma so obtiene la secuencia complementaria do cualquier 

inserto prosento on ol vector de clonación. Los fragmentos obtenidos tienen el 

extremo 5' en común, y cada uno termina en posiciones específicas do acuerdo con 

la Incorporación do los ddNTP. Para detectarlos, los fragmentos se marcan 

radiactivamento por la incorporación de dCTP32 durante la síntesis. 

La enzima que se utiliza en la reacción es el fragmento de Klenow, porque no 

poseo actividad exonucleasa 5'3', por lo que no provoca la degradación del extremo 

5' común donde se une la secuencia do 17 bases, y evita la formación de fragmentos 

do tamaño uniforme que impedirían la correcta Interpretación de la secuencia. 

Los fragmentos se desnaturalizan a 95 ºC y so corren en un gol desnaturalizantB 

do poliacrilamida. La secuencia so obtiene en una autorradlograffa del gel, y se 

interpreta !oyendo las bandas en las cuatro líneas que corresp.:>nden a cada nucleótido, 

donde las bandas de mayor migración representan los fragmentos más cortos por lo 

que so comienza leyendo las bandas de la parte inferior de de la placa hacia arriba. 

Para estandarizar la técnica de sccuenciación se realizó la siguiente reacción con el 

material proporcionado en el ostuche comercial: se Incubaron 3 ng del ollgonucleótido 

35 



con la secuencia Iniciadora do 17 bases (5' -GTITTCCCAGTCACGAC-3') y al ADN 

testigo (1 µg) en un amortiguador (5X:Tris-HCI pH 7.5 200mM, MgCI, 100mM, NaCI 

250 mMi en un volumen final de 10 µI durante dos minutos a 65°C y so dejó que 

bajara la temperatura lentamente para permitir la hlbridlzación del iniciador con el 

ADN. A la reacción se lo agregó 1 µI de DTI lditiotreitoi) 0.1 M, 2µ1 do la dilución dol 

amortiguador de reacción 5X, 1 O mCi de dCTP32 , 2 µI de dilución de enzima y 

amortiguador de manganeso llsocitrato de sodio 0.15 M y MnCl2 0.1 M) en un 

volumen final do 16 µl. Se mezcló e incubó cinco minutos a temperatura ambiente, al 

término de los cuales se allcuotaron 3.5 µI de esta reacción a cada tubo con 2.5 µI de 

amortiguador de terminación de cada nucleótldo !NaCI 50 mM, 80 µM de cada dNTP 

y BµM del ddNTP ospecffico). Se Incubaron a 37°C durante cinco minutos y se detuvo 

la reacción con 4 µI de solución de depósito (formamlda 95%, EDTA 20 mM, azul de 

bromofenol 0.05% y xllencianol FF 0.05%). Se desnaturalizaron a BOºC y se 

depositaron 3µ1 en el gel, que había sido corrido previamente hasta alcanzar alrededor 

de 50°C. Después de depositar la muestra se corrió a 2 800 V durante dos a tres 

horas. Al terminar la electroforesis re lavó el gel con un litro de solución de lavado 

(metanol 5%, ácido acético 5%). Posteriomente so enjuagó con agua dostilada y se 

secó durante dos horas. El gel seco se expone a placas para rodiografía KODAK XO 

MAT durante 72 horas para obtener la autorradlografía. 
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RESULTADOS 

1. Identificación y descripción de variantes genéticas de la SHBG 

Con la finalidad de idontificar variantes estructurales do la molécula de la SHBG, 

se procedió al análisis de muestras de suero de individuos mexicanos de uno y otro 

sexo por sistemas de isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. Para ello, la 

albúmina presento en las muestras fue removida por cromatografía de afinidad en affi­

gel bluo y sujetas a tratamiento enzimático con neuraminldasa. Los resultados de este 

análisis se muestran de manera represontativa en la figura 3. La Identificación de la 

SHBG del total de proteínas separadas por este método se realizó por el análisis de su 

actividad biológica posterior a su eluclón del gel do poliacrilamida. Como puede 

observarse, la actividad de unión a 'H-DHT se localizó on un solo pico do actividad con 

un punto isoelóctrico aparonto entre 5.4 y 5.85. La aolclón de DHT no radiactiva al 

sistema de análisis de la actividad biológica, rosultó on la Inhibición de la unión de la 

DHT radiactiva al sitio activo de la SHBG. El tratamiento con neuraminidasa, causó 

alteraciones do las propledados do carga de la proteína caracterizadas por el cambio 

en el punto lsoeléctrico de la SHBG de 5.5 a 6.9 aproximadamento. Estos resultados 

permiten concluir que el sistema de análisis para ta identificación de variantes 

moleculares de la SHBG, así como el manejo y tratamiento químico y enzimático de 

las muestras de suero no modifican de manera aparonte las propiedades IJlológicas (de 

unión a andrógenos) de la SHBG. 
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Para el estudio y descripción de las variantes en suero de la SHBG en una 

muestra de la población mexicana, se procedió al análisis de 1 1 O muestras de suero 

de individuos sanos de uno y otro sexo. La presencia de variantes de la SHBG en la 

población estudiada se llevó a cabo por lsoelectroenfoque de las muestras, previa 

separación de residuos do ácido siálico, e Identificación de la SHBG por inmunotinclón 

con anticuerpos específicos. Con este análisis fue posible la Identificación del fenotipo 

más frecuente de la SHBG en la población estudiada. Este se caracterizó por la 

presencia de dos bandas por lsoelectroenfoque bien definidas y con un punto 

lsoeléctrico aparente de 6.50 y 6.63, respectivamente (fig. 4). Por otra parte, permitió 

identificar, en cinco muestras de las 110 estudiadas, un fenotipo por electroenfoque 

de cuatro bandas caracterizado por dos bandas adicionales hacia el cátodo del gel con 

puntos lsoeléctrlcos aparentes do 6. 70 y 6. 76 respectivamente (fig. 41 

Ambos fenotipos de la SHBG so encontraron en muestras de suero 

independlontomonto del sexo y edad do los Individuos. De manera similar, estos 

fenotipos se mantuvieron sin cambios bajo diferentes condiciones experimentales 

como variaciones de las concentraciones de la enzima utilizada o alterando el tiempo 

y sitio da colocación de las muestras en el isoelectroenfoque. 

2. Estudio familiar 

Con el fin de establecer si los fenotipos encontrados representan variaciones en 

la proteína transmisibles genéticamente, se estudió la descendencia familiar de sujetos 

caracterizados por la presencia de SHBG de dos bandas, así como de personas 
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caracterizadas por la de cuatro bandas. Los resultados de estos estudios (fig. 5), 

demostraron quo familiares do los sujotos con SHBG de dos bandas presentaron 

únicamente el patrón caracterizado por dos bandas. Por otra parte, el estudio de 

descendientes portadoras dol patrón de cuatro y dos bandas demostraron que 50% 

do la dosccmdencla do esta familia tuvo al patrón do cuatro bandas. Con estos 

resultados se comprobó la presencia de las variantes en una misma familia y la 

transmisión genética de los fenotipos encontrados. 

3. Análisis genético 

Por los estudios de población y familiares se puedo sugerir la presencia de un 

sistema de segregación autosómico con la participación de dos alelos que se expresan 

de manera codomlnante. Así, es posible establecer un sistema para la SHBG 

constituido por dos alelos denominados SHBG-1 y SHBG-2. El alelo SHBG-1, 

codificaría para el fenotipo más frecuente o silvestre (95.45%), y el alelo SHBG-2 para 

las dos bandas adicionales prosontes en el fenotipo de cuatro bandas. De esta forma, 

al fenotipo menos común que representa el patrón de cuatro bandas, estaría 

representado por el genotipo SHBG-1,214.55%). Existe, sin embargo, la posibilidad 

real de otro fenotipo ropresontado únicamente por la prosoncla do las dos bandas 

adicionales en ol isoelectroenfoque. Este fenotipo correspondería al fenotipo SHBG-

2,2, el cual no fue posible identificar en el presente estudio. El cálculo de la 

frecuencias génicas derivadas de los fenotipos encontrados en la población estudiada 

y comparada con la frecuencia génica esperada y expresada de acuerdo con la ley do 

39 



Hardy~Welnberg se muestra en la tabla 1. Como puede observarse, la frecuencia 

génica observada para la variante SHBG-1,2 no mostró diferencias ostadísticamonto 

signiflcailvas (X2 =0.0027;p>0.80) con la frecuencia génica esperada para este 

fenotipo en la población estudiada. Por otra parto, la frecuencia esperada para la 

variante SHBG-2,2, de acuerdo con los fenotipos encontrados es de aproximadamente 

0.50%1 que equivale a 1 en 2 000 individuos (q2 = 0.0005). 

4. Caracterización de la propiedades flslcoqufmlcas de las variantes 

La repercusión de las variantes de carga sobro las características y propiedades 

de unión de la SHBG se llevó a cabo por análisis de saturación utilizando como 

ligandos radiactivos a la 'H-DHT y 'H-T. Estos estudios se realizaron a dos diferentes 

temperaturas (4ºC y 28ºC respectivamente) utilizando tanto los sueros de individuos 

con el patrón normal como con el variante. Al obtenerse las diferentes constantes de 

afinidad de las dos variantes fenotípicas de la SHBG, representadas como la constante 

de asociación y disociación y el número de sitios de unión, éstas no mostraron 

diferencias con significado estadístico lndopendientemonte de la temperatura 

estudiada (fig. 6). Por otra parte, la determinación de la velocidad (K-1) y vida media 

de disociación (t112
) de 'H-T del sitio activo de la SHBG variante y silvestre so 

muestran en la figura 7. Como puede observarse, independientemente de la 

temperatura, la velocidad y vida media de disociación de la SHBG variante y silvestre 

no mostraron diferencias que fueran estadísticamente significativas (p>0.05). 
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5. Estudios a nivel molecular 

Los resultados de los estudios arriba mencionados Indican la existencia de 

variantes moleculares do la SHBG, debida probablemente a mutaciones genéticas o 

modificaciones a nivel estructural. Los estudios familiares indican que las 

modificaciones ostructuralos do la molécula de la SHBG son probablemente posteriores 

a mutaciones localizadas a nivel del gen ~ue codifica para esta proteína. Con el fin de 

investigar esta posibilidad, parto de los objetivos de esta tesis fue la estandarización 

do métodos contemporáneos en biología molecular para ser utilizados en el estudio de 

mutaciones a nivel genético tomando como modelo oxperlmental las variantes 

genéticas de la SHBG. 

El enfoque experimental que se consideró más adecuado para conocer las 

causas y origen del polimorfismo genético de la SHBG fuo la obtención de secuencias 

especificas del ADN genómlco que codifican para la SHBG y su análisis por diferentes 

sistemas que lnvolucrarlan, en estudios futuros, la determinación de puntos de 

mutación por análisis do la secuencia de oligonucleótldos. 

5.1 Extracción del ADN genómico a partir do sangre periférica: 

Con el objeto de estudiar a nivel genético las posibles modificaciones causantes 

de la presencia de variantes estructurales de la SHBG, se procedió a obtener el ADN 

de sangre periférica de personas normales y portadoras de la variante. En la tabla 2 

se muestran la concentración y pureza de los ADN obtenidos de los diferentes sujetos 

estudiados. Como puedo observarse, y a Juzgar por las relaciones de lecturas a dos 

diferentes longitudes de onda (260/2801, las cuales fueron en su mayoría cercanas a 
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1.8, asf como su análisis electroforético en geles de agarosa (fig. 81, los ADN 

obtenidos fueron adecuados y do buena calidad. 

5.2 Amplificación de las secuencias codificadoras del gen de la SH8G: 

Los axones del gen de SH8G se obtuvieron a partir de los ADN genómicos 

ejemplificados on la tabla 2 utilizando la reacción en cadena do la polimerasa. Para 

esta finalidad se diseñaron y sintetizaron 16 cadenas de oligonucloótidos que 

delimitaran las secuencias que comprometen a cada exon del gen do la SH8G (fig. 8). 

Cada ciclo de amplificación se caracterizó por tres etapas o fases realizadas a 

diferentes temperaturas y tiempos. La primera fase de desnaturalización del ADN se 

llevo a 95°C. La segunda fase, que consistió en la hibridación do los oligonucloótidos 

a ambas cadenas del ADN, se llevó a cabo dependiendo del número de citosinas y 

guaninas presentes, las cuales se pueden observar en la tabla 3. La tercera y última 

faso, llamada faso do alargamiento enzimático del ADN, se hizo en todos los casos a 

72ºC por ser la temperatura óptima de la Iru¡ polimerasa. En la tabla 4 se muestran 

las condiciones ideales para la amplificación, po .. rc.:rcclón en cadena do la polimorasa, 

de segmentos ospecfflcos del ADN utilizando los oligonucleótidos señalados en la 

figura 2. Como se observa en la figura 9, la mayor parte de las porciones del ADN que 

so Iban a analizar fueron amplificados por esto mótodo a excepción de la 

correspondiente al exon 2. Para obtener esta reglón del ADN, se utilizaron los 

oligonucleótidos complementarios que delimitan a los axones 1 y 3. Las condiciones 

de la reacción Incluyeron una temperatura de hibrldización do 64ºC y tiempos 

similares a Jos descritos en la tabla 4. Como se observa en la figura 1 O, la reacción 
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de amplificación enzimática delimitada por los oligonucleótldos 1 y 3 resultó en un 

producto con peso molecular similar al esperado (806 pbl, demostrando que bajo 

estas condiciones fuo posible obtener la región del ADN correspondiente al exon 2 del 

gen de la SHBG. 

Con este mótodo so procedió a obtener las regiones codificadoras del gen de 

la SHBG da sujetos normales y portadores da la variante. En la figura 11 se muestra 

el análisis en electroforesis en geles de agarosa de cada uno de los oxones de los ADN 

estudiados. Como puedo observarse, la movilidad olectroforétlca corrosponrllente a 

cada uno de los exones estuvo do acuerda con el peso molecular esperado que se 

muestra en la tabla 5, sin que exista ninguna diferencia entre sujetos normafes v 

portadores de la variante do SHBG. 

5.3 Hlbrldlzaci6n de los axones de SHBG con la sonda especfflca: 

Para establecer la especificidad de las porciones del ADN amplificadas por la 

reacción en cadena de l;:, polimornsa, so procedió a hlbridlzar los productos de la 

reacción utilizando los fragmentos fu;Q!ll 6',3' del cADN marcadas previamente con 

dCTP". En la figura 12 se muestran los fragmentos amplificadas e hibrldlzados al 

cADN. Como se puede observar, todos mostraron complemontarldad a la sonda 

utilizada, demostrando su identidad as1ructural en relación a las secuencias que 

caracterizan al gen de la SHBG. 

5.4 Clonación en M13: 

Coma se señaló en la sección de material y método se utilizó al bacteriófago 

M13 como vector de clonación para obtener cadenas sencillas de ADN, y 
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secuenciarlas por el método de terminación de cadena utilizando los 2',3'· 

dideoxinucleósido 5'·trifosfato (ddNTP) da cada una do las bases en el ADN. 

En la figura 13 so puede observar el vector tratado con fosfatasa alcalina 

bacteriana (BAP) y extraído con fenal/cloroformo. Despuós del tratamiento dol ADN 

Inserto con la enzima poi 1 con el propósito do llenar los extremos incompletos, se 

procedió a la ligación del vector y el inserto. Las concontraciones necesarias para la 

ligación de cada Inserto se pueden observar en la tabla 6. 

La transformación so realizó aprovechando las características de permeabilidad 

en la membrana de la bacteria huésped, provocadas por el choque térmico y la 

salinidad del cloruro da calcio, y so Introdujeron los vectores de clonación M13 mp18 

y mp19, los cuales son complementarlos uno del otro lfig. 14). Estas bacterias se 

sembraron en medio de cultivo para permitir su crecimiento, tanto de las que tomaron 

el Inserto (recombinantes), como de las qua no lo hicieron. Estas últimas se 

Identificaron en los experimentos testigo por la coloración azul que presentaron las 

colonias, dada por la actividad de la enzima l!·galactosldasa de la bacteria sobre el 

sustrato X-gal, en diferentes porcentajes según el tipo de testigo, los cuales pueden 

observarse en la figurn 15. El testigo número 1, que es ol vector digerido con la 

endonucleasa y sometido a la reacción de ligación, determina la máxima eficacia de 

ligación y debe mostrar un 50% o menos de colonias azulas. El testigo número 2 es 

el vector digerido, tratado con BAP y sometido a ligación, y muestra la eficacia al 

tratamiento con BAP. El número de colonias azules debe ser do 1 % hasta de 10% 

dependiendo del éxito de este tratamiento. En el testigo número 3 se utiliza el vector 
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en forma replicativa sin haber sido tratado con la ligasa, este testigo determina la 

máxima eficacia de transformación y debe mostrar un 100% de placas azules. El 

testigo número 4 es ol vector digerido con la endonuclcasa sin tratarse en la reacción 

de ligación, y determina el fondo del experimento debido a vector no digerido, el 

número de colonias mostradas en oste experimento testigo debe ser menor de 1 %. 

Se seleccionaron las recombinantes y con éstas so inocularon los medios de 

cultivo para infectar a las cólulas huésped, que se l 1icieron crecer para postorlormente 

recuperar ol ADN do cadena sencilla por medio de precipitación con PEG. 

5.5 Estandari•eclón del método de secuencia de ADN: 

la Identificación de cambios o puntos de mutación en las diferentes secuencias 

codificadoras del gen de la SHBG requiere de técnicas que permitan la secuenclación 

de las bases que componen al ADN. los experimentos iniciales nos han permitido 

obtener con éxito la secuencia del vector de clonación M13 sin el inserto del ADN. 

Estos primeros resultados se observan en la figura 16, donde pueden leerse con 

claridad aproximadamente 200 bases que corresponden a la secuencia esperada. 
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DISCUSION 

El objotivo principal do esta tesis fue la descripción y caracterización de 

variantes estructurales de la globullna transportadora 011 sangre de las hormonas 

sexuales como la testosterona y el ostradiol. El escaso conocimiento del significado 

fisiológico, asl como In falta de información sobre la deficiencia heredada de esta 

proteína y de la presencia de variantes estructurales en sores humanos, hacen 

Importante el planteamiento do los objetivos de este estudio. 

Por lo general la naturaleza heterogénea de la protelnas obedece a mutaciones 

en sus genes codificadores. Estas mutaciones consisten, en la mayorla de los casos, 

en la simplo sustitución da una base o nuclaótido del ADN, que da por resultado el 

cambio o ausencia do uno o varios aminoácidos en la estructura primaria de la 

proteína. Estas mutaciones son do graves consecuencias en organismos haploldes; sin 

embargo, cuando sucede en organismos dlploides, en los cuales la mutación toma 

lugar en uno da los dos locl genéticos, puede resultar benéfico a la especia animal de 

la que se trate. Este fenómeno se conoce con el nombro de polimorfismo en equlibrio. 

Sin embargo, según las leyes mendelianas de la herencia, los descendientes de dos 

organismos portadores (heteroclgotos) del polimorfismo en equilibrio dará por 

resultado un número importante de individuos homocigotos al gen mutado 

caracterizados por la pérdida de su(s) función{es) que fue o fueron adquiridas por un 

fenómeno de selección natural. 
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En el organismo heterocigoto, la mutación genética le confiere la propiedad de 

exprosar un "nuevo gen" además de tener los productos de transcripción, aunque en 

menor proporción, del locus alelo del gen mutado. En la población estos cambios 

provocan efectos relacionados con la eficacia biológica, y dependiendo de ésta 

condicionan la permanencia o desaparición (selección natural de la expresión y 

funciones de los productos de estos genes. Esta propiedad, de "adicionar nuevos 

genes" a la estructura genética de un individuo, representa uno do los mecanismos 

involucrados en los fenómenos de ovolución y desarrollo que ocurren a nivel 

molecular. 

En el sor humano existo un número importante do proteínas que representan 

ejemplos de polimorfismo estructural. El sistema mayor de ant!genos leucocitarias, los 

grupos sanguíneos, lsoenzimas y las globulinas transportadoras de glucocorticoidos 

y tiroxina son algunas de las más importantes. En estas últimas las variantes genéticas 

son el resultado de la sustitución de un aminoácido en la cadena pollpeptídica que le 

confiere a la proteína propiedades flsicoquímicas y biológicas diferentes a las de la 

molécula nativa. Los cambios en las propladades fisicoqufmlcas de una proteína 

permiten su identificación cuando son objeto do análisis utilizando técnicas 

apropiadas. En ausencia de preparaciones de alta pureza química de una proteína, la 

identificación de cambios a nivel de su estructura primaria puede realizarse por medio 

de técnicas que permitan la separación de moléculas que difieran tanto en peso 

molecular como en sus propiedades de carga. A este respecto, el isoelectroenfoque 

como sistema analítico tiene la propiedad de discriminar proteínas caracterizadas por 
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diferencias en sus propiedades de carga a pesar de tener pesos moleculares idénticos. 

En esta tesis se utilizó el isoelectroenfoque como sistema de análisis, con el fin do 

separar IBs variantes de carga molecular de la globulina humana transportadora de 

testosterona y estradiol, y la transferencia de proteínas a filtros do nitrocelulosa para 

su identificación posterior con anticuerpos específicos. Con este mótodo so analizaron 

11 O sueros de individuos adultos mexicanos que correspondieron a 55 matrimonios. 

Es Importante mencionar que la SHBG, por su contenido do carbohldratos, os 

una proteína do naturaleza heterogénea que muestra múltiples especies cuando es 

analizada mediante sistemas de electroenfoque. Esta característica de las 

glicoprotoínas que impide naturalmente la Identificación de variantes genéticas, en la 

mayoría de los casos es secundaria a la adición de manera diferencial de residuos do 

ácido siálico, que confiere a la molécula un mlmero variable de cargas negativas. El 

tratamiento onzlmátlco do la proteína con ncuraminidasa elimina la mayor parte de los 

residuos de ácido neuramínico, lo que en su análisis posterior por lsoolectroenfoquo 

da por resultado la disminución considerable de espacios moleculares. En esto estudio, 

y previa separación por isoolectroenfoque, las muestras de suero fueron tratadas 

enzlmáticamente con neuraminidasa. La evaluación de la eficacia del tratamiento 

enzimático de las muestras de suero se realizó en todos los casos mediante el análisis 

del punto isoeléctrico da la SHBG por técnicas de electroenfoque en geles de 

pollacrilamlda. La hidrólisis enzimática de los residuos del ácido siálico confirió a la 

molécula de la SHBG un punto isoeléctrlco más básico (6.9 ± 0.4) que al obtenido con 

la molécula nativa (5.4-5.85). Estos resultados preliminares nos permitieron evaluar 
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el tratamiento enzimática, y por otra parte uniformar los tipos de electroenfoque do 

la SHBG en la población estudiada. La ausencia de bandas y picas do actividad en el 

electraonfoque, ubicadas entre las áreas do pH de 5.85 y 6.5 en las muestras tratadas 

enzimáticamente, indicó que el tratamiento enzimático realizado fue uniforme y 

completo on todas las muestras estudiadas. 

Con este método se procedió al estudio sistemático de 110 sujetos de uno y 

otro sexo. El análisis do las muestras dtJ suero se realizó utilizando isoelectroenfoquo 

en geles da poliacrilamida en placa, para estudiar en un solo análisis el mayor número 

posible de muostras de suero. Los resultados obtenidos demostraron ta existencía de 

dos fenotipos de la SHBG, el más frecuente (95.45% do las sujetos) caracterizado par 

das bandas inmunorreactivas con puntos isocléctricos aparentes de 6. 50, 6. 63, 6. 70 

y 6. 76, respectivamente, presento on ol 4.55% de los individuos. Estos fenotipos so 

encontraron bajo diferentes cundlciones experimentales, incluida la incubación con 

cantidades variables de la enzima. Estos resultados permitieron establecer que hay 

variantes polimórficas de la SHBG on la población estudiada. El análisis de muestras 

do suero provenientes do familiares de los sujetos afectados demostró la ocurrencia 

familiar y la posibilidad de la participación da bases genéticas on la transmisión de los 

fenotipos encontrados. El anélisis del tipo da transmisión de los fenotipos de la SHBG 

concuerda con un sistema mendeliana autosómico, con la participación de los alelos 

que se expresan de manera codominanto. Estos resultados están de acuerdo con ta 

reciente demostración sobre la localización del gen de la SHBG en los brazos cortos 

del cromosoma 1752
. Por otra parte, los resultados de estos estudios, nos permiten 
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sugerir por vez primera, que existe un sistema de genes polimórficos responsables de 

los fenotipos encontrados en este estudio. El patrón de dos bandas presente en la 

mayoría ·do los sujetos estudiados corresponde al fenotipo silvestre o al estado 

homoclgoto normal (SHBG-1,1). De manera similar. el patrón de cuatro bandas 

constituido por las dos bandas do! fenotipo silvestre mas las dos bandas adicionales 

on el polo catódico del isoelectroonfo~ue corresponde al estado heteroclgoto (SHBG-

1,2) el cual representó el 4.55% do los casos. Desafortunadamente no fuo posible 

identificar el fenotipo caracterizado por el estado homocigoto a la variante, el cual 

estaría constltuído únicamente por dos bandas catódicas observadas en los 

heteroclgotos (SGBH-2,2). Es interesante mencionar que el cálculo de las frecuencias 

génicas encontradas para el locus genético polimórfico constituido por dos alelos no 

lue diforente, desdo el punto de vista estadístico, del cálculo de las frecuencias 

génicas esperadas (X'= 0.059, P > O.B < 0.9). Estos resultados establecen el equilibrio 

genético de nuestros hallazgos y nos permiten descartar razonablemente Interferencias 

en la población estudiada sobre los resultados obtenidos. Como se mencionó antes, 

en este estudio no fue posible Identificar el fenotipo SHBG-2,2 constituido sólo por las 

dos bandas con puntos lsoeléctricos de 6. 70 y 6. 76 respectivamente. Esto se debió, 

tal vez, a la baja probabilidad de identificar este fenotipo (q 2 = 0.0005) que de 

acuerdo con la frecuencia génica observada para el alelo SHBG-2 (q = 0.0227) su 

incidencia observada fue de aproximadamente 1/2000 Individuos. Sogún estos 

resultados, y si tomamos en consideración que por polimorfismo genético se entiende 

la presencia de dos o más alelos en una población ostudiada cuya frecuencia del más 
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raro es mayor de 0.01 y menor de 0.05, el presente estudio demuestra por primera 

vez la existencia de gonos polimórficos do la SHBG humana. 

Como resultado de este polimorfismo hay quo esperar que haya alteraciones de 

las funciones de la SHBG. El estudio de algunas de las propiodades fisicoqulmicas de 

esta proteína, como la estimación do sus carncterísticas do afinidad por andrógenos 

no mostraron diferencias significativas con las obtenidas con la proto{na nativa. Estos 

resultados Indican quo la mutación en la molécula do la SHBG como causa de la 

variante encontrada no afectó do manera importante el sitio activo de unión de los 

andrógenos. Por otra parte, no podemos descartar la posibilidad de alteraciones en 

otras funciones de la proteína, las cuales no se han descrito, o de difícil extrapolación 

de los resultados obtonidos en este estudio. 

En la literatura existen Informes relacionados con de variantes estructurales de 

la SHBG utilizando sistemas de análisis diferentes a los descritos en esta estudio. Las 

Investigaciones da Luckock y Cavalli·Sforza" y do Ahrcntson y colaboradores54 lndlcan 

la existencia da variantes genéticas da la SHBG de acuordo con su movilidad 

alactroforótica en goles nativos de pollacrilamlda y por las propiedades da unión a los 

andrógenos, respectivamente. En estos informes se señala la presencia de un sistema 

genético autosómlco constituido por la participación da tras alelos, qua por los 

fenotipos encontrados, dos de ellos serían codomlnantcs y uno recesivo. Estos 

estudios son de difícil interpretación ya que por las técnicas utilizadas no se puede 

descartar del todo la presencia de artefactos experimentales secundarlos a la 

disociación y pérdida del andrógeno, utilizado como marcador, durante el 
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procedimiento de electroforesis. Por otra parto, estos estudios han sido do poco 

significado y penetrancla on la comunidad clentllica, muy probablemente debido a las 

llmltantes metodológicas descritas antes. Es Interesante mencionar que en estos 

informes sobre la presencia de variantes do la SHBG, existen individuos caracterizados 

por la deficiencia do esta proteína en sangro. A este respecto, en un número 

Importante de individuos Hammond y colaboradores58 analizaron la presencia de la 

SHBG por mótodos lnmunorrad\ométricos sin encontrar un solo caso de deficiencia en 

más de un millón do personas estudiadas. Esta investigación demuestra la baja 

incidencia de mutaciones en el gen de la SHBG responsables de alteraciones, o de la 

deficiencia do asta protefno en la especie humana. 

Se desconoce la naturaleza del polimorfismo genético en esta estudio; sin 

embargo, las mutaciones en el gen estructural, como causa do las variantes de carga 

observadas por lsoelectroenfoque, son, a nuestro juicio, las posibilidades más viables 

y motivo también de estudio en la presente tesis. 

Como se mencionó anteriormente, la SHBG es una globulina en cuya estructura 

primaria participan oligosacárldos de diferentes tipos. En términos generales, la SHBG 

contiene tres cadenas de carbohidratos localizadas en los aminoácidos treonlna 7, 

asparaglna 351 y asparagina 367. La estructura química de la SHBG consiste en dÓs 

componentes o protómeros con pesos moleculares y proporciones diferentes. Estos 

constituyentes de la proteína provienen de un precursor común de 373 aminoácidos 

cuya síntesis se encuentra codificada por un solo gen. La presencia de subunidades 

en la SHBG obedece a la adición variable de carbohidratos durante su síntesis, que da 

52 



por resultado diferencias en el contenido de azúcares en su estructura. A este 

respecto, una de las posibilidades para la presencia de variantes genéticas de carga 

de la SHBG es la mutación en sitios específicos de glicosilaclón, que origina fa 

remoción o generación de cadenas de oligosacáridos. 

Por el análisis de la estructura primaria de la SHBG existen sitios potenciales de 

mutación, los cuales podrían originar secuencias blanco para la acción de 

glicotransfarasas y generar cadenas adicionales de oligosacáridos. Con el objeto de 

Investigar astas posibilidades el presente trabajo de tesis se dedicó al estudio de las 

variantes de la SHBG, su estructura y secuencia. Esto se llevó a cabo principalmente 

por la realización de técnicas básicas utilizadas en la extracción, purificación, 

identificación y caracterización de ácidos nucleicos, así como las involucradas en el 

manejo de sondas, incluyendo técnicas de marcaje, clonación e hibridación. También 

se consideraron las relacionadas con la secuenciaclón de regiones específicas de 

oligonucleótidos obtenidas por amplificación enzimática utilizando la reacción en 

cadena da la pollmerasa en el ADN genómico. Los resultados obtenidos nos 

permitieron obtener fragmentos espaclficos del ADN, de sujetos normales y portadores 

heterocigotos de la variante, correspondiendo a cada una de las secuencias 

codificadoras del gen da fa SHBG. Estudios de hibridación de cada uno de los 

productos de la reacción con el cADN de SHBG comprobó de manera satisfactoria la 

especificidad de la reacción y permitió la identificación de estas secuencia génicas 

obtenidas. Este método representa el paso inicial fundamental para el estudio y 

comprensión de los mecanismos causantes del polimorfismo estructural do la hSHBG. 
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Por otra parte, nos permitirá obtener suficiente material genético para su utilización 

en estudios posteriores de secuenciación, .;,utagénesis dirigida y estudios de expresión 

del gen para conocer y delinear las implicaciones funcionales de la SHBG y sus 

variantes moleculares en el sor humano. Este esfuerzo realizado para el 

establecimiento de Infraestructura tecnológica en Biología de la Reproducción ha sido 

fundamental y de gran beneficio para el desarrollo de proyoctos y programas presentes 

y futuros do investigación de nuestro grupo. 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo se demuestra la existencia de variantes genéticas 

estructurales de la molécula de SHBG en el ser humano. 

Los resultados obtenidos demostraron por vez primera, la participación 

de un sistema blalélico de genes que codifican para la SHBG que se expresan de 

manera codominante. 

Por último, se estableció el método fundamental para el estudio da las 

basas genéticas responsables del polimorfismo estructural da la SHBG. 
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Figura 1: Estructura primaria del precursor de la SHBG. Los sitios de unión do 

las cadenas de oligosacáridos se encuentran señalados por cuadrados; el nogro indica 

la cadena unida por un enlace glicosfd!co a la treonlna, y los blancos, las cadenas 

unidas por un enlace glucosamina a la asparagina. El péptido señal está constituido 

por 29 aminoácidos al inicio de la figura. 
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Figura 2: Perfil de unión del isoelectroenfoque en tubo de una muestra de suero 

tratada{•} y no tratada {al con nouraminidasa, obtenido por medio de ensayo de un 

solo punto de los eluatos do los fragmentos de los geles. El primer pico corresponde 

a Ja SHBG nativa, y el segundo, a la SHBG dosiallzada. 
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Figura 3: Patrones de bandas obtenidos en el isoelectroenfoquo en geles de 

pollacrllamlda en ·placa seguido de lnmunotransferencia a papel de nitrocelulosa de 

muestras de suero desializadas. En la líneas 1 y 2 se muestra el patrón de bandas de 

la SHBG obtenido en el 95.45% de los casos, denominado fenotipo silvestre. En la 

línea 3 se muestra el fenotipo variante, encontrado en el 4.55% de los casos. 

66 



Figura 4: Al Esquema de la transmisión de los fenotipos silvestre y variante. Los 

círculos representan a las mujeres, y los cuadros a Jos hombres. El color blanco indica 

el fenotipo silvestre, y el blanco-negro, el fenotipo variante. BI Patrón de bandas 

obtenido en el isoelectroenfoque en placa y la inmunotransferencia a papel de 

nitrocelulosa de las muestras de suero dosializadas. Las líneas superiores corresponden 

a Jos sueros de los padres y las inferiores a los de los hijos. 
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Figura 5: Gráficas da Scatchard obtenidas con muestras da suero que 

presentaron el fenotipo silvestre (A y 8) y el fenotipo variante (C y D) de la SHBG, 

llevados a cabo a 4'C y a 28'C. Cada punto representa el promedio de tres 

determinaciones. 
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Figura 6: Representación gráfica de la velocidad de disociación del complejo 

SHBG·testosterona en muestras de suero con fenotipo silvestre (A y B) y con fenotipo 

variante (C y D), a 4°C y a 28ºC. Cada punto representa el promedio obtenido de tres 

determinaciones. 
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Figura 7: Análisis electroforético en agarosa 1 % que muestra los ADN 

genómicos obtenidos a partir de sangre periférica de los sujetos normales y portadores 

de la variante. 
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Figura 8: Secuencias y sitios de hibridización de los oligonucleótidos utilizados. 

Estos sitios de hibridización delimitan las secuencias de cada exon del gen de la 

SHBG. 
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Figura 9: Análisis electroforético en agarosa al 1 % de los axones estudiados. 

La movilidad electroforética corresponde al peso molecular esperado para cada uno de 

los fragmentos. 
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Figura 10: Análisis electroforético en agarosa 1 % del producto de PCR del exon 

2 delimitado por los oligonucleótidos 1 A y 3F. El peso molecular del fragmento 

obtenido corresponde al esperado (806 pb). 
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Figura 11: Análisis electroforótico en agarosa al 1 % de cada uno de los axones 

estudiados, La movilidad electroforética no presenta ninguna diferencia entre sujetos 

normales y portadores de la variante. 
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Figura 12: Hibridización de los ocho fragmentos amplificados del ADN de 

individuos normales y portadores de la variante al ADNc. Todos muestran 

complementaridad a la sonda utilizada y demuestran su identidad estructural en 

relación con las secuencias del gen de la SHBG. 
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Figura 13: Análisis electroforéttco en agarosa al 1 % de los vectores de 

clonación M13 mp18 y mp19 tratados con fosfatasa alcalina bacteriana IBAP). El peso 

molecular es de 7253 pb. 
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REGION DE CLONACION MULTIPlE 

Ml3mpll! 

Slnl&1l1de 
Ot~A 

ACQAA T TCOAQCTCGQ T ACCCGGGGA TCCTCT AOAGTCQACCTGCAOGCA TGCAAQCT TGGCAC TO 

L..__l_-1_1 -1-ll 1 11 1 
&oAI 5111 Kpnl~BamHI 

x,,.., 
~, l,_ ... 1-,-.-, ~-,.-,-, ~1-",,,.-,,,~ 

""'' ""'' Sinltsl1 de 
DNA 

ACGCC~AOCTTGCATGCC TGCAOGTCGAC TCT AGAOGA TCCCCOGOT 1\CCGAOCT r.:OAA TTCAC TO 

1 1 1 u 111111 1 1 
Hlndllt Sphl Pul Xbal OamHI~ Kpnl Ssll EecRI 

Aee 1 Xma 1 
Hlnc 11 

Figura 14: Mapa del vector de clonación M13 que muestra las regiones 

múltiples de clonación en mp18 y mp19. 

77 



Figura 15: Experimentos testigo de la eficacia de transformación de E.coli dada 

por la coloración azul de las colonias. El testigo número 1 demuestra la eficacia de 

ligación; el número 2 la eficacia del tratamiento con BAP; el número 3 la eficacia de 

transformación y el número 4 el fondo del experimento por vector no digerido. 
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Figura 16: Secuencia del vector de clonación M13 obtenida por el método de 

Sangerss.59 
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Genotipo Fenotipos Fenotipos X' p 

observados esperados• 

No. % No. % 

hSH8G·1.1 105 95.45 105.05 95.50 

0.000023 

hSHBG·1,2 5 4.55 4.88 4.44 0.00272 

hSH8G·2,2 o o 0.056 0.051 0.0567 >0.8<0.9 

110 100 110 100 0.05944 

• De acuerdo a la ley de Hardv·Weinberg (frecuencia esperada do hSHBG· 1, 1 = p2
; 

frecuencia esperada de hSHBG·1,2=2pq; frecuencia esperada de hSHBG·2,2=q7 i. 

Tabla 1: Frecuencias génicas observadas y esperad•s para los fonotipos 

encontrados en la población. 
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Muestra Concentración Pureza 

µg/ml 260 nm/280 nm 

99 156 1.7 

100 131 1.6 

103 145 1.7 

104 129 1.8 

105 245 1.6 

107 103 1.7 

108 71 2.3 

109 20 1.8 

Tabla 2: Concentración y grado de pureza de los ADN obtenidos a partir de 

sangre periférica de los diferentes sujetos estudiados. 
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exon "'°"""""'"" cadena CG AT Temperatura 
•e 

A 3'· 5' 13 66 
B 5'. 3' 13 66 

2 e 3'· 5' 9 11 56 
D 5'. 3' 13 7 66 

3 E 3'. 5' 12 6 64 
F 5'. 3' 10 10 60 

G 3'. 5' 13 66 
H 5'. 3' 12 64 

3'· 5' 14 70 
5'. 3' 15 70 

K 3'. 5' 6 12 56 
L 5'· 3' 12 6 64 

M 3'. 5' 12 64 
N 5'. 3' 11 62 

o 3'. 5' 4 16 46 
p 5'. 3' 10 10 60 

Tabla 3: Características do los oligonucleótidos complementarios a ambas 

cadenas del ADN. Se muestra la proporción de bases púricas y pirimldicas presentes 

en cada oligonucleótido, además de las temperaturas da hibridización. 
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Exon OllgonucleOtido Pb Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 
Desnaturalización Hibridación Slntesis 
3minutos 4 minutes 5 minutos 

A-B 246 63ºC 

B·E 606 56ºC 

E·F 310 63'C 

G-H 275 62'C 

95ºC 72ºC 
1-J 277 66ºC 

K·L 266 60ºC 

M-N 338 63'C 

0-P 254 sa·c 

Tabla 4: Condiciones Ideales da amplificación para cada uno da los ocho axones 

del gen qua codifica para la SHBG. 
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Exon pb PM 

1 246 162 360 

2 806 531 960 

3 230 151 800 

4 275 181 500 

5 277 182 820 

6 266 175 560 

7 336 221 760 

8 254 167 640 

Tabla 5: Peso molecular y tamaño esperado para cada exon. 
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Exon ng/llgación 

1 0.65 

2 2.00 

3 0.60 

4 0.73 

5 0.73 

6 0.70 

7 0.89 

8 0.67 

Tabla 6: Concentraciones necesarias de cada Inserto do acuerdo a su poso 

molecular, para la reacción de ligación al vector M13. 
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