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RESUMEN

La globulina transportadora de testosterona y estradiol (SHBG) es una
glicoproteina dimérica que pertenece a! grupo de las R-globulinas y es sintetizada en
el higado, de donde es secretada a a circulacién general, para unir y transportar a las
hormonas esteroides tastosterona y estradiol.

A partir de la identificacién de esta protefna en 1966, se han estudiado sus
caracteristicas fisicoquimicas y funcionales, ademds de su estructura molecular; sin
embargo, queda mucho por comprender acerca de su significado bioldgico en la
fisiologia de las hormonas sexuales,

La existencia de polimorfismos genéticos en las proteinas, es un fendmeno ya
conocido; en los seres humanos se encuentran varias ejemplos como los del sistema
de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) o {os de los grupos
sanguineos ABO.

El objetivo de este trabajo fua |a identificacién de ias variantes polimérficas de
la SHBG, ademds dcl desarrollo de las estrategias para el estudio genético de las
causas de oste polimorfismo.

Para la identificacion de las variantes polimdrficas do la SHBG en suero de
individuos maxicanos, las muestras de suero se analizaron por medio de un sistema
de isaslectroanfoque en geles de poliacrilamida en un limite de pH establecidode 3 a

10. Esta identificacién, posterior a su anélisis por carga, se realizé por medio de la



utilizacién de anticuerpos especificos después de la transferencia de las protelnas a
fiitros de nitrocelulosa,

£l estudio genético de las causas de! polimoerfismo estructural se llavé a cabo
principaimente por la obtencién de porciones especificas del ADN genémico por medio
de iniciadores especificos a los marcos do lectura del gen de SHBG en sujetos
normales y portadores heterocigotos de la variante.

Como conclusién, se demuestra fa existencia de variantes genéticas
estructurales de la SHBG, la cual es cedificada por un sistema bialélico de genes que
se axpresan de manera codominante. Ademds se establecié el método fundamental

para el estudio de las bases genéticas responsables de! polimorfismo estructural de

osta proteina.



INTRODUCCION

tas hormonas asteroides, producto de sintesis do los diferentes 6rganos
esteroidogénicos, son socretadas a la circulacidn general o al sistoma linfatico para ser
transportadas y captadas por sus respectivos telidos blanco. Estos compuestas
qufmicos de pequeiio peso malecular y da naturaloza lipofilica, son transportados en
madios acuosos gracias a su interaceién con componentes proteinicos del plasma que
forman complejos esteroide-proteina.

Por i general, los efectos biolégicos de las hormonas esteroides estan
relacionados con la regulacién y la activacién de procesas de transcripcidén de
segmentos especificos def ADN, con la consacuente sintesis de ARN mensajeros y su
traduccidn a proteinas. Estos efectos, de regular o modificar {as funciones de una
céluta, son precedidos por diversos sucesos que ocurren en diferentes sitios de la
sconomfa celular y que comprenden desde ia sintesis de las hormonas esteroldes, su
transporta y distribucién sanguinea, hasta su interaccin con receptores especificos
o elementos transreguladores localizados en el interior de la célula.

Como se menciond, una vez que las hormonas esteroidas son secretadas a la
circutacion general, interactian con proteinas especificas amanera de complejos, pata
serincorporadasy transportadas a sitios especificos de la economia gelular. Hace mas
de 60 afios se sabe que moléculas o sustancias de bajo peso molecular como los

lipidas, dcidos. biliares, hormonas esteroides, pigmentos y colorantes, asi como



algunos farmacos, Interactdan con la fraccién de la albimina del plasma'. Esta
protalna, que representa cerca del 60% del total de las protalnas circulantes, ademas
de funcionar como regulador de la presién osmética del plasma, sirve como
transportador de compuestos u hormonas como las arriba sefaladas. La albdmina se
caracteriza por poseer multiples sitios de unién, de afinidad variabls por diferentes
compuestos. La afinidad de esta protelna por las hormenas esteroides es dsl orden de
1 x 10 a 10* M?, 1a cual es considerablemente menor si se le compara con la que
caracteriza a las protelnas que reconocen de forma especiiica las diferentes hormonas
esteroides. En 1966 se tuvo la primera prueba para identificar una proteina espacifica
del plasma que reconoce y une a la testosterona y el estradiol. En estos estudios, y
utilizando técnicas de electroforasis, fue posible demostrar un componente proteinico
del plasma pertensciente a la fraccién de las R-globulinas con la capacidad de unir a
Ia testosterena de manera espaclfica. Posteriormante, Rosembaum y celaboradores®,
informaron la capacidad de esta protefna da reconocer y unir con alta afinidad, ademds
de Ja testosterona, a otras harmonas esteroides con actividad estrogénica (estradiol).
Estas observaciones dieron lugar a que a este componente del plasma se le
denominara globulina transportadora de testostercna y estradiol, a 1a que para fines

practicos y de presentacién, en el curso de oste trabajo llamaremos SHBG.

Estructura de la SHBG
Daspuds del descubrimiento original de la presencia ds la SHBG en el plasma

del ser humano, en la actualidad existe un gran ndmero de informas sobre su



distribucién en diferentes especies de aves y mamiferos® y otros relacionados con la
caracterizacidn de esta protefna utilizando diversas técnicas y procedimientos para su
andlisis, Incluidos su aislamiento y purificacién®. En los estudios iniciales sobre la
caractarizacion fisicoquimica de la SHBG, los resultados fueron contradictorios y de
diflcll interpretacién. Sin embargo, en el decenio de 1980, varios grupos de
investigadores, utilizando sistemas de cromatografia do afinidad, y los sistemas
preparativos en cromatografla de alta resolucién hicieron posible obtener ta SHBG con
un elevado grado de pureza, y la descripcién de sus propiedadas fisicoquimicas. El
peso motecular de ta SHBG calculado por cromatograffa as de 93 400°, el cual es muy
similar al obtenido por clectroforasis en geles de poliacrilamida (94 000 - 98 000)"
La presencia de agentes reductores de eniaces disulfuro en sistemas analiticas
{electroforasis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida) provoea la disociacién de
la SHBG en dos componentes que presentan pesos moleculares diferentes de
apraximadamente 53 000 y 46 000, denominados protémeros pasados (H) y ligeros
(L}, respectivamente®, Estos hallazgos Indicaron la presencia de subunidades en su
astructura, que hacen ponsar que la molécula de esta protslna es un homodimero
constitufdo por una mezcla compleja de dimeros hibridos a base de combinacionss
entra ef protdmero H y ol L, los cuales generan diferentes combinaciones moleculares
entre ambas: H:H; L:H; LiL. Estudios posteriores'® indic.aron que el protémero L ara
el producto de la hidrélisis limitada de la subunidad H, generado en los procedimientos
de aislamiento durante su purificacién. Sin embargo, por el anélisis de la secuancia de

amino&cidos' y dol cADN estructural de la SHBG'? se ha podido establecer que las



secuencias primarias de ambas cadenas son idénticas y que fa subunidad Hy la L
provignen de un mismo gon estructural'®, La diferencia en el peso molecular entra
ambos ¢onstituyantes sa debe probablemente a la adicién diferencial de carbohidratos
como modificaclén postraduccional de un precursor comin'®, Estudios recientes™
sobre la secuencia de aminodcidos de la SHBG, la cual se observa en la figura 1, han
demostirado qﬁe en su estructura intervienen 373 aminoécidos, dos puentes disulfurc
localizados probablemente en los residuos de cistefna 332-361 y 163-187 y tres
cadenas de oligosacéridos: una en el residuo de treonina 7 y dos en los residuos de
asparagina 351 y asparagina 367 respectivamante. En facha reclente, se ha clonade
el gen que codifica para la SHBG, y se conocen su secuencia y algunas de sus
caracteristicas. La obtencién del cADN de la SHBG ha permitido identificar a la regién
completa que codifica para la SHBG, constitulda por ocho exones, distrll;uidos alo
largo de 3.2 kilobases dal ADN genémico's. Por otra parte, el producto de
transcripeién obtenido de ARN tetal de higado ha sido identificado por estudios de

hibridacién al cADN y se demostré un peso aproximado de 1.9 kilobases'®.

Propledades fisicoquimicas de fa SHBG

Las hormonas asteroides derivadas ds los nicteos basicos como el androstano
y el estrano (testasterona y estradiol respectivamente) representan los ligandos
principaias de la SHBG. Los rasultados de analizar las caracter(sticas estructuralas de
los esteroldes han permitido conocer el tipo y posicién espacial do los grupos

funcionales qua son importantes para conservar, aumentar o inhibir suinteraccién con



el sitio activo (sitio de unidn) de la SHBG. La afinidad relativa de la testosterona por
la SHBG es cerca da dos veces mayor que la observada para el estradiol'?, La
presencia de camblos estructurales o sustituciones en los anillos Ay D de la molécula
de testosterona reporcuten de manera importante en su interaccién con la globulina
transportadora. La configuracién planar del anillc A y la presencia de un grupo
hidroxilo en posicién 17-& en el anitlo D, son indispensables para la unién de la
testosterona al sitio activo de fa SHBG. La reduccidn de la doble ligadura del C-4 def
anillo A en posicién B-a, as{ como la sustitucién en orientacién a por grupos matilo o
hidroxilo en los dtomos C-10 vy C-17, respectivamenta, aumenta la afinidad de la
testostarona por el sitio activo de 1a globulina'™. Las caracteristicas de afinidad de la
SHBG por sus ligandos son similares a las observadas para los receptores
intracelulares de astas mismas hormonas (Kd 1 X 10 M}, Sin embargo, a diferencia
dsl receptor intracelular, la SHBG se caracteriza por su elevada velocidad de
disociacién at igual que la vida media de disociacion del esteroide, 13 que a 37°C es
del orden de segundos'®. Esta caracteristica propia de las globulinas transportadoras,
condiciona la existencia de dos fracciones de esteroides circulantes: la fraccion unida

y ia fraccién libre {no unida o disociada).

Regulacién harmonat
El sitio de sintesis de la SHBG es el higado, donde se forma un transcrito de un
peso aparente de 1.6 kilobases'??. Las concentraciones circulantes de esta protefna

varian de acuerdo con la edad y sexo de los individuos, asl como en clartos estados



fisiopatolégicos. En recién nacidos, la concentracidn de la SHBG es similar en uno y
otro sexo, cuyo valor es casi la mitad de lo observado en el adulto normaf*'. &n la
mujer en edad reproductiva, la concentracién de la SHBG es aproximadomente dos
veces mayor que en el varén adulto™??, y alcanza valores maximos durante el
embarazo®™?*, La administracién exégena de hormonas esteroides produce cambios
muy importanfes an la concentracidén circulante de la SHBG. El uso farmacolégico de
compuestos naturales o sintéticos de actividad estrogénica aumenta significativamente
las concentracionas en plasma de fa SHBG?®; se observa el efscto contrario con el uso
de compuestos con actividad androgénica®. El hipertiroidismey algunas enfermedades
que afectan la funcién hepética se acompafian de aumentos significativos de la
SHBG?. Por otra parte, enfermadades caracterizadas por aumento en andrégenos

circulantes se relacionan con disminucién en las concentraciones de la SHBG,

Significado bloldgico de la SHBG

Debido a las propiedades fisicoquimicas que caracterizan (a interaccién de las
hormonas esteroides con el sitio activo de la SHBG, a esta proteina se le han conferido
las funciones de transportador o amortiguador sanguineo™. A este respecto, la
formacién de complejos esteroide-protelna, ocasiona una poza circulante de esteroides
bioldgicamsnts inactivos®®, Esta fraccién esta en relacién con la porcién del esteroida
unido a la SHBG, que no es accasible a su captacién por tejidos blanco especificos o
a la accién de enzimas y agentes quimicos gue lo biotransformen a otros metabelitos

con mayor o menor actividad bioldégica®, Estas observaciones indican que la fraccién



libre de los esteroides representa la porcién del esteroide circulante donde reside su
actividad biolégica?®. Sin embargo, estudios recientes sobre el papel bioldgico do la
SHBG indican una participacién mas activa en los mecanismos causantes del efecto
biolégico do los esteroides que la simple funcién de transportador sangufneo.
Pardridge y colaboradores®' han demostrado que la porcién unida de los

esteroides a protelnas transportadoras del tipo de la SHBG representa una fraccién del
esteroide con importantes funciones biolégicas. Estos autores postulan que el
macanismo de difusién de una honmona estercide a un érgano blanco depends de per
lo menos tres factores: el tiempo de transito capilar, la velocidad de disociacién
unidireccional del complejo protelna-receptor y la permeabilidad de Ja membrana a
cada uno de los esteroides. Esta relativamente nueva alternativa basa sus principios
en las propiedades fisicas y dindmicas del trdnsito capilar que caracterizan a ciertos
drganos y tejides esteroide dependientes. El tisampo de trdnsito capilar dapenda da la
longitud y el volumen del capllar, as!/como de la velocidad del flujo sangulneo, e
implica, por otra parte, el tiempo de exposicién de las protelnas plasmaticas, et cual
esté& inversamente relacionado con la velocidad del flujo sanguineo, Existen diferencias
importantes entre 6rgano y drgano; por ejemplo, el tiompo de transito capilar en ol
cerebro es de aproximadamente un segundo, y de dos a tres en los capilares
masentéricos, y un peco mavyor (cinco segundos) en los espacios sinusoidales del
higado, Lo mds importante en estos estudios es la correlacién que existe entre el
tiempo de trdnsito capilar en un érgano dado, con la velocidad de disociacién del

complejo proteina-esteroide. Do esta manera, si la velocidad de disociacién de un



esteraide a 37°C es igual o mayor de cinco segundos, su captacién por el tejido
cerebral sard mds dificil que a nivel de los sinusoldes hepaticos, en donde al trinsito
capilar es menor. Para la SHBG estas observaciones indican una funcién relacionada
con la descarga voctorial selectiva de sus ligandos a sitios especificos de la economia.

Otro de los aspectos recientes, en cuanto a las propiedadaes biologicas de la
SHBG, es su capacidad de interactuar de manera especifica con raceptores de
membrana localizados en un numero importante de tejidos tales como los de la
préstata, el endomotrioc y la placenta*?®s. Las constantes fisicoquimicas que
caracterizan esta interaccién son diferentes de las qua se han descrito para otras
protefnas. Las velocidades de asociacion y disociacién de la SHBG del sitio activo de
la membrana son menoros que las observadas para otros ligandos®233. Por otra parte,
esta asociacién de la SHBG y la membrana da por resuitado la estimulacion de la
adenilatociclasa y 1a acumulacién de AMP clclico a nivel intracelular. £} sitio de
interaccién de la SHBG con Ja membrana es independiente del sitio de la unidn de las
hormonas esteroides. Un hecho interesante es que la ocupacién det sitio activo de fa
SHBG por una hormona esteroide imposibilita a esta proteina para interactuar con la
membrana celular, esto hace pensar en que hay interrelaciones de tipo alostérico entre
ambos sitios activos. Sin embargo, la interaccién del asteroide con la SHBG, unida
pre\;iameme a la membrana, es necesaria para la activacién de 1a adenilatociclasa y
el aumento consecutivo del AMP ciclico, situacién que depende de la actividad
biolégica de los ligandos naturales de 1a SHBG, Estas observaciones son importantes

dentro de los mecanismos causantes del efecto de las hormonas esteroides a nivelde

10



sus respactivos drganos blanco, ya que ofrecen un mecanismo de accién adicional que

no requiere la participacién de receptores intracelulares para e! efecte harmonal.

Heterogeneidad molecular y polimortismo estructural

Enla actualidad se conocenla estructura, sitio de sintesis y regulacién hormonal
de la SHEG; sin embargo, sus consecuencias e importancia bioléglcaen el ser humano
son motivo de estudio por varios grupos de investigacién. La falta de informacién
sobre la presencia de mutaciones o dsficiencia de esta proteina en el ser humana, ha
dificultado la descripcidén de muchas da sus funciones blolégicas. Es interasante
sefialar que la rata representa una especie caracterizada por ausencia de SH8G en ia
circulacion®’; sin embargo, la falta de manifestaciones fisicas causadas por la
deficiencia de esta protelna, indica que en esta especie, existen otras protefnas como
fa albumina que sustituyen las funciones atribuibles a la SHBG.

Como se senald en parrafos antetlores, Ja SHBG es una glicoprotelna que en su
astructura contiene entre 18 y 36% da carbohidratos. El anélisis de esta proteina por
técnicas de isoefectroenfogue demuestra [a presencia de varias formas moleculares
{heterogeneidad) lo cual es atribuible a su elevado contenido de 4cido sidlico
(aproximadamente 30% del contsnido total de carbohidratos)'®!! ya qua Ja hidréiisis
enzimatica de estos residuos de azlcar casi siampre da por resultado la desaparicién
del tipo heterogéneo™'™?’, Esta caractorfstica estructural, propia de las glicoprotelnas,
es postarior a la adicién y remocién de carbohidratos de fa molécula de SHBG, como

parte de las modilicaciones postraduccionales que sufre una proteina durante su

11



sintesls y posteriormenta su sacrecién a través de las membranas dal raticulo
endopldsmico y de ninguna manera representa altcracionas o modificaciones en la
estructura primaria de la protelna. La remocién da residuos de dcido sidlico de la SHBG
no modifica las constantes fisicoquimicas de unién por sus ligandos {testosterona y
estradiol); sin embargo, este tratamianto sf obstaculiza algunas de sus propledades
biolégicas y di.sminuve su vida media circulante.

Por otra parte, la modificacién en la estructura primaria y por tanto, en la
generacidn de diferentes moléculas o variantes de una misma proteina se conoce
como polimorfismo astructural. Esto generalmente obedece a cambios en la estructura
de la protefna debidos a deleciones o mutaciones puntuales que ocurren en el gen
estructural y que conducen a la sintesis de productos de transcripcién con
caracteristicas y estructura diferentes del producto de transcripcion normal. Por otra
parte, existen mecanismos causantss de la produccitn de mditiples proteinas por
modificaclones del producto de transcripcién primario. Estos camblos son el resultado
de empalimes alternativos en el ARN mensajero, que, dependiendo de las posibilidades
de ellos, explicarfa cémo un solo gen tiona la facultad de producir diferentes protefnas.

Enlos seres humanos se conocen numerasas proteinas polimdrficas, como las
hemaglobinas, los antigenos mayores de histocompatibilidad y algunas enzimas y
protéfnas transportadoras del plasma. ® este respecto se han descrito variantes
genéticas para la globulina transportadora de corticosteroides {CBG)*® y para la de
tiroxina {TBGI*®. En ambos casos, la identificacién de variantes se realizé por el

analisis da las propledades de carga de la protefna por técnicas de isoelectroenfoque.
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Para el caso de la TBG, ta naturaleza del polimorfismo estructural reside en el cambio
de un aminodcido en la cadena polipeptidica®’, que representa un tipo de herencia
ligado al cromosoma X. Esta mutacién se debe a un solo cambio de bases en el codén
que codifica para el aminoacido numera 171, y ocasiona la sustitucién de acido
aspértico por asparagina.

Existen algunos informes en la literatura en cuanto a la descripci6n de variantes
palimérficas de la SHBG. Luckogk y Cavalli-Sforza*?, describieron cuatro variantes
genéticas de la SHBG, dependiendo de su movilidad en geles nativoes de peliacrilamida.
Estos autores establecieron qua los fenotipos encontrados corresponden a productos
dae genes autosémicos y a la participacién de tres alelos. £sta estudio y otros similares
no establecen las bases de las variantes encontradas ni la participacidn de
mecanismos a nivel traduccional (glicosilacién) que pudieran participar en la
generacién de variantes encontradas.

Investigaciones recientes realizadas an el Departamento de Biologla de la
Reproduccién del instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubirdn en sujetos
mexicanos han demostrado por técnicas de isoslactroenfoque, que hay variantes do
carga de la SHBG. En e! presente trabajo de Tesis se presentan los estudios de
identificacidn de las variantes de esta protelna, y las estrategias para e} estudio

genético de las causas del polimorfismo estructural.



JUSTIFICACION

En los seres humanos se conocen numeroasas prote/nas polimérficas, como las
hemoglobinas, los antigenos mayores de histocompatibilidad y algunas enzimas y
protalnaé transportadoras en el plasma. Ademas, se han descrito variantes gendticas
para algunas globulinas, como la transportadora de corticosteroides {CBG) y la de
tiroxina {TBG). En estos estudios no se establecen las bases de las variantes
encontradas, ni los mecanismos que pudieran participar a nive! traducclonal, como la
glicosilacidn de estas proteinas, en la generacidn de las variantes encontradas.

Actualmente, se conocen la estructura, sitio de sintesis y regulacién hormonal
da la SHBG, ademds de ciertas caracterfsticas a nivel del gen que la codifica; sin
embarge, N0 se conocen con certeza las consecuencias e importancia biolégica en el
ser humano. Algunos estudios realizados recientamente sobre el papel de la SHBG
indican que tiene una participacién mas activa en ei efecto biolégico de los esteroides
que su simpla funcién de transportador sanguineo. La falta de informaci6n sobre
algunas caracteristicas tales como la presencia de mutaciones o 1a deficiencia de esta
protefna en el ser humano, ha dificultado la descripeién do muchas de las posibles
funciones bioldgicas.

Por estas razones, es importante presentar un trabajo en el cual se identifiquen
las variantes de esta protefna, y ademds se muestren estrategias para el estudio

genético de las causas de! polimorfismo estructural.
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OBJETIVOS

1. Establecer la existencia del polimerfismo genético de la molécula de
SHBG por medio da sus propiedades de carga en un sistema de electroenfoque en
muestras represeniativas de la poblacién mexicana y establecer las bases de su

transmisién genética.

2. Determinar las reporcusionss de este polimorfismo en sus propiedades

fisicoquimicas y funcionales.

3. Estandarizar las condiciones necesarias para un ensayo que permita
conocer la existencia de diferencias a nivel del gen estructural en la secuencia
cadificante para SHBG, responsables de la presencia de variantes genéticas de esta

proteina.



HIPOTESIS

La presencia de formas moleculares diferentes de la globulina
humana transportadora de esteraides sexuales resistentes a la digestién enzimética
de los residuos de 4cido sidlico con neuraminidasa representan variantes polimoérficas

" dsl gen estructural.
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MATERIAL ¥ METODO

MATERIAL

Los esteroides no radiactivos se obtuvieron de Steraloids Inc. (Wilton, NH) cuya
pureza quimica se analizé por cromataografia en papel y recristatizacidn, hasta obtener
actividades especificas constantes, La 1,2-*H-testosterona (*H-T} con actividad
aspecifica de 40-60 Ci/nmol y la 1,2-°*H-dihidrotestosterona (*H-DHT) con actividad
especifica de 40-60 Ci/nmo!l se obtuvieron de Du Pont NEN Research Products
{Boston, MA). Ambos esteroides radiactivos se purificaron antes de su utilizacién por
cromatografia en Sephadex LH-20, usando como solvente cloroformo:etano| 25:2. De
BIO RAD Laboratories (Richmond, CA} se obtuvieron acrifamida, N,N'-
dialiltarrardiamina (DATD), N,N’-metilenbisacrilamida (Bis}, N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED), azul de Coomassie R-250, persulfato de amonio,
sulfato dodecilico de sodio {SDS), affi-ge! blue, papsl de nitrocelulosa, estdndares de
punto isocléctrico, v los anfolitos. La albimina sérica bovina (ASB}, Tris, glicina, dcido
glutdmico, Tween-20, glicerol, Neuraminidasa Tipo X, inhibidor de Tripsina Tipo 1-S,
Proteinasa K, EDTA, Ficoll 400, fanol, acetato de sodio y aceite mineral se obtuvieron
de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO). Los oligonuciedtidos complemantarios a las
cadenas 5',3' de cada uno de los ocho exones del gen de la SHBG fueron sintetizados
y proporcionados por el Centro de Investigacién Biomédica de! Consejo de Poblacion

de la Ciudad de Nueva York, Nueva York, EUA. Los reactivos para la reaccidn en
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cadena de 1a polimerasa (PCR), asl como la polimerasa del ADN derivada de Thermus
aquaticus {Tag polimerasa) se obtuvieron de Perkin Elmer Cetus (Norwalk,CT}. Los
reactivosApara la secuenciacién de ADN se obtuvieron de United States Biochemical
Corporation {Cleveland,OH). Todos tos demds reactivos y sustancias qufmicas que se
utilizaron en este estudio fueron de un elevado grado de pureza. El cADN que cedifica
para la SHBG fue proporcionado por al Dr. G.L. Hammond (Univarsity of Western
Ontario, London Ontario, Canad4). Este ¢cADN ha sido amplificado en el plasmido
BR322 en nuestro laboratorio en dos fragmentos EcoRl 5° {0.64 kb} y 3’ {0.55 kb),
respectivamente 'S, El anticuerpo anti-SHBG humana fue generosaments donado por
al Dr. C. Wayne Bardin, Diractor dal Centro de Investigacién Biomédica del Consejo
de Pablacién de la Ciudad de I\]ueva York, NY.

Las muestras de sangre utilizadas en este estudio se obtuvieron, previa
informacidn y consentimiento, de 360 individuos adultos de uno y otro 5ex0,
residentes de 1a Ciudad de México. Las muoestras so centrifugaron a 1 500 rpm

durante 15 minutos y el sobraenadante se almacend a -80°C hasta su procesamiento.

METODO
1. Preparacién de las muestras pravia al Isoelectroenfoque

A cada muestra de suero sa le realiz6 el siguiente tratamiento, con la flnalidad
de apalizarlas en sistemas de isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida: la
eliminacién de esteroides endSgenos de las muestras de suero se llevé a cabo por

medio del tratamiento por adsorcidn a carbén activado Norit-A a razén de 1 mg de
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carbén por mililitro de la muestra®. El tratamiento se realiz6 por incubacién en
agitacién continua durante una hora a 4°C. Al finalizar el periodo de incubacidn, las
muestras se cantrifugaron a 3 000 rpm durante 15 minutos y los sobrenadantes se
almacenaron a -80°C hasta su posterior procesamiento. La albumina presente en ef
suero fue removida mediante resinas de afinidad (affi-get blue) a razén de 1 ml de la
resina por cada 0.6 ml de sugro, L.as incubaciones se realizaron en tubos silicanizados
durante una hora a 4°C en agitacién continua. La muestra (sobrenadante} se obtuve
por centrifugacidn a 3 000 rpm durante 15 minutos, La eliminacién de residuos de
4cido sidlico por medio de su hidrélisis snzimatica se realizé por la incubacién de cada
muestra en presencia de 0.05-0.5 unidades de Neuraminidasa Tipo X en solucién
amortiguadora de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.0. Al final de [a incubacién se sfiadié
0.1 mil de solucidn da Tris, pH 7.4, glicerol 10% (sol. TG) en presencia de azida de
sodio 0.2% y estas muestras se centrifugaron a 3 000 rpm durante 20 minutos a
4°C. lLos sobrenadantes ohbtenidos fueron guardados en alfcuotas a -B0°C. Los
estudios testigo para valorar la posibilidad de degradacién en la proteina durante el
proceso experimental se realizaron en presencia de inhibidores de proteasas {0.001
mg de inhibidor de Tripsina Tipo I-S) durante toda la preparacién del suero, y se valord
al efecto sobre la capacidad de unién de andrégenos durants varios ciclos de

congelacién-descongelacién de las muestras.

2. Isoelectroenfoque en geles de pollacriltamida en placa

Para la identificacién de las variantes polimérficas. de la SHBG en suerc de
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individuos mexicanos, las muestras ya preparadas se analizaron por un sistema do
isoelactroenfoque que se llavé a cabo en geles de poliacrilamida en placa de 11 X 12
cm prefabricados por LKB {Uppsala, Suecia) con un Ymite de pH de 3 a 10, Se
aplicaron las muestras y se hizo el corrimianto de los goles de acuerdo con las
especificaciones de la casa manufacturera. El iscelectroenfoque se realizd a 4°C en
un aparato LKB 2117 Multiphor utilizando corriente constante 560 mA, hasta alcanzar
un total de 1 500 voltios. Al final del andlisis se transfirieron las protelnas a papel de
nitrocelulosa. Se utilizaron marcadores adecuados de punto isaeléctrico. E perfil de
pH se obtuvo en fragmentos de 5 mm del gel, eluidos en 2 ml de agua destilada a
temparatura ambiente durante dos horas en agitacién continua, utilizando un

minielectrodo de pH.

3. Transferencia de proteinas separadas por isoelectroenfoque a papel de nitrocelulosa

Para la identificacién de |la SHBG, las proteinas del suore separadas por
isoelectroanfoque, sa transfieren a fittros de nitrocelulosa para su posterior incubacién
con al antisuero especifico anti-SHBG. Para este caso, se equilibré el gel en presencia
do 100 mi de &cido acético al 0.7% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se colocaron dos plezas de nitrocelulosa cortadas de acuerdo con las
dimensiones det gel, asl como tres hojas de papel filtro previamente equilibradas en
Acido acético, seguidas de varias tiras de pape! sacante. En la parte superior se colocé
presion con un peso apro;(imado de 0.5 kg, y todo el sistema bajo una atmésfera

himeda durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de este periode, fa
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porcién del filtro de nitrocelulosa en contacto directo con el gel se despegé y equilibré
en solucién amortiguadora de Tris 0.05 M, pH 7.4, NaCt 0.15 M (solucién Tris-salina),
procedimiento que se repitié durante tres ocasiones a temperatura ambiente y en
agitacién continua. Finalmente el filtro se incubé en presencia de albimina al 5% en
solucién Tris-salina, Al finalizar este lapso, los filtros de nitrocelulosa se lavaron en
varias acasiones en solucién Tris-salina y se incubaron en presencia del antisusro anti-
SHBG a una diluctén final de 1:100 durante 24 horas a temparatura ambiente. El
exceso de anticuerpos no unidos a la SHBG se elimind por medio de lavados repetidos,
y los complejos antigeno-anticuerpo se identificaren con anti-lgG de conejo marcada
con peroxidasa. Los complajos inmunitarios se pudieron ver por medio de tincidn para

peroxidasa, utilizando diaminebenzidina y peréxido de hidrégeno.

4. Sistemas de saturacién para el estudio de las capacidades de unién de la SHBG por
hormonas esteroides

Para este caso se utilizaron esteroides radiactivos como la *H-DHT, los cuales
son ligados, con alevada afinidad, al sitio activo de la SHBG. tas incubaciones se
realizaron en tubos de didlisis de 12 X 75 mm en presencia de suero 'y
concentraciones variables del andrégeno. Cada tubo contiene 1 nM de la
dihidrotestosterona radiactiva, y cantidades crecientes {1-40 nM) del andrdgeno no
marcado radiactivamente. La incubacion se llevé a cabo en un valumen final de 0.2
ml utilizando solucién amortiguadora TG y cantidades adecuadas de la muestra,

durante una hora a 4°C. La separacién de fa fraccion unida y la libre se realizé
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mediante la adicién de 0.8 ml de carbén-dextran (250 mg de carbén y 25 mg de
dextrdn T-70 en 100 mi de TG), seguido por centrifugacién a 3 000 rpm durante 30
minutos. Se decantaron los sobrenadantes en frascos de conteo, con 5 m! de solucién
do centelleo liquido. La unién especifica se valord por incubaciones en paralelo, con
un excesa de DHT no radiactiva (100X). La unién especifica es el resultado de
sustraer la ur;ién no especffica a la unién total. El contenido de radiactividad se
investig6 en un aspectrofotdmetro de centelleo liquido (Packard) con una eficiencia

para tritic de 52%.

5. Extracclén de ADN de sangre periférica

La obtencién de ADN a partir de muastras de sangre total se realizé da acusrdo
con el mdtodo descrito por Signer y colaboradoras*®, Se mezclaron las muestras de
sangre (5 ml) con 8 mi de agua bidestilada y se centrifugaron a 10 000 X g durante
20 minutos a 4°C. El precipitado se resuspendié en 8 ml de Nonidet P40 al 0.1%
{v/v} y se cantrifugé de manera similar a lo descrito anteriorments. El precipitado final
se resuspendid an 16 ml de solucion de lisis (Tris-HC1 0.01 M, NaCl 0.4 M, EDTA
0.002 M, pH 8.2, SDS 0.5%) con 125 ug/mi de Proteinasa K y se incubd durante 16
horas a 37°C. Al finalizar este periodo se anadieron 4 mi da solucion saturada de
NaCl, se mezcld vigorosamente durante 15 segundos y se centrifugdé a 1 000 X g
durante 15 minutos a 20°C. Se transfirid el sobrenadante; y se precipito el ADN
mediante la adicién de dos voldmenes de etanol absoluto a una temperatura de -20°C.

Ef ADN se obtuvo por medio de una varilla de vidrio para y se transfirié a tubos con
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0.5 ml de Tris-HCI 0,01 M, EDTA 0.002 M pH 7.8, v se almacanaron a -20°C. El
grado de pureza de cada uno de los ADN se valor6 por la relacién OD,e/0D 40
" abtenida por lectura en espectrofotémetro, el cual mide la cantidad de radiacién UV
absorbida por las bases o por protefnas. La lectura a 260 nm permite calcular la
concentracion de Acidos nucleicos en la muestra. Una OD de 1 {UDO) corresponde a
50 pg/ml para ADN de cadena doble, 40 yg/mi de ADN do cadena sencillay ARN, y
20 pgiml para oligonucledtidos de cadena sencilla, La lectura a 280 nm indica fa
presencia de proteinas o de fenol como contaminantes en 13 muestra. El radio entre
las lecturas a 260 nm y 280 nm {0D,4,/00;) da una estimacion de la pureza del
&cido nucleico. Las preparacionespuras de ADN y ARN tienen valores 0Dy, /0D, do

1.8 y 2.0 respoectivamente®,

6. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta metodologia tisne la capacidad de generar el enriquecimianto selectivo da
una secuencia especffica de oligonucle6tidos de! ADN para su posterior estudio o
manipulacién analitica. La amplificacidn de segmentos def ADN involucra el disefio de
dos oligonucledtidos que delimiten las porciones del ADN que van a ser amplificadas
{fig. 2). Estos oligonuclaétidos se hibridan de manera opuesta a ambas cadenas de las
sacuencias que van a ser amplificadas y se orientan en tal forma que 1a sintesis del
ADN por la polimerasa, se Ueva a cabo en laregién ubicada entre los cligonucledtidos.
Por otra parte, los productos de sintesis son complementarios y con la capacidad de

unir o hibridar a las secuencias de oligonucledtidos que delimitan al ADN generando,
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por tanto, la acumulacién exponencial de los fragmentos o secuencias blanco que van
a ser amplificadas. Esta reaccidn se lleva a cabo en ciclos que consisten cada uno en
una fase de desnaturalizacién por calor del ADN, en otra de hibridacién o alineacién
de los oligonucladtidos y por dltimo, la fase de sintesis del ADN por acclén de la
polimerasa. En la actualidad, este procedimiento es de mayor simplicidad v oficiencia
qua el descrito inicialmente**, debido a la identificacién y aislamiento de una ADN
polimerasa a partir de 1a bacteria termofflica Thermus aguaticus (Taq), que tiene la
propledad de conservar su actividad en incubaciones prolongadas, a temperaturas de}
orden de los 95°C*. Esta caracteristica de conservar la actividad durante las
condiclones de la reaccidn de la polimerasa, permite |a utilizacién de una sola dosis de
la enzima, sin la necesidad de su adicidn en cada uno de los ciclos de amplificacién.

8.1 Amplificaci6n de los exones del gen de la SHBG a partir de ADN gendmico:

La amplificacién de los marcos de lectura (exones) del gen de la SHBG (n=8)
so llavé a cabo en tubos de microcentrifuga que contenfan los siguientes
constituyentes: solucién amortiguadora de polimerasa (1X = Tris-HCI 0.01 M, pH 8.3,
KCI 0.05 M, MgCl, 0.0015 M, gelatina 0.001% {w/v})), nuclestidos {dCTP, dGTP,
dTTP, dATP) 0.2 nm, aligonucledtidos (dependiendo da cada exon) 4 nm de cada uno,
1 ug del ADN genémico y la ADN Tag polimerasa 2.5 unidades en un volumen final
de la reaccién de 50 pl. A cada tubo de reaccién se le afiadid 0.1 ml de aceite mineral
con la finalidad de reducir la evaporacién y condensacién durante los ciclos de
amplificacién. Un ciclo tipico de amplificacién consistié en (ver detalles para cada exon

en la seccidn de resultados): fase de desnaturalizacién a 85°C durante dos a cuatro
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minutos; fase de hibridacién de los oligonucledtidos a 60°C duranta tres a sels
minutos y la fase de extensién de la palimerasa a 72°C durants cuatro a siete minutos
realizdndose por lo general de 30 a 40 ciclos. La temperatura en la fase de hibridacién
de los oligonuclestidos {pardmetro importante en la especificidad de la reaccién)
depende de la proporcién de bases G,C,T y A existentes en cada uno de ecllos. La
temperatura aproximada on esta fase sa calculd, para cadauno, mediante la siguiente
férmula;

4G +C) + 2(A4+T) = temperatura °C

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

7.1 Transformacién de Escherighia colj:

La transformacién se realizé con los fragmentos de restriccién EcoRl 5' y 3 dal
cADN*®52, Las células de E.coli pueden ser transformadas por diversos métodos, pero
ia eficiencia de la transformacién depende del tamario del vector. Las téenicas de
transformacién se basan principalmente en el uso de sales como cloruro de calcio o
cloruro de ceslo, las cuales, en las condiciones adecuadas de temperatura y pH,
debilitan la pared celular de las bacterias y las vusiven compatentes para introducir un
ADN extrafic prasents en el medio, por la accién de un choque térmico, de tal manara
que se producen cdlulas transformantes que son seleccionadas de acuerdo con las
caracterlsticas que las confiere el vector introducido. En este experimento se
cultivaron células de E.coli DH50 en medio estéril LB {peptona 10 g/L, extracto de

levadura 5 g/L y NaCl 10 g/t, pH 7.5} durante 18 horas a 37°C. Posteriormente se
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tomé un indeulo para obtener un cultivo en fase logaritmica en 100 ml de medio LB
hasta alcanzar una densidad éptica entre 0.4 - 0.5 U a 550 nm. Las células se
centrifugaron a 2 500 X g durante 15 minutas a 4°C; el precipitado celular se
resuspendid en CaCl, 0.1 M en la mitad del volumen original y se incubéd durante 30
minutos sobre hielo. Al cabo de este periodo, las céiulas se centrifugaron y el
precipitado se reasuspendié en 1/10 del volumen original en CaCl, 0.1 M con 1la
finalidad de aumentar la competencia celular, La transformacién de E.coli con los
cADN se realizé en tubos estériles, mezclando 0.1 pg de cada fragmento del plasmido
BR322 por cada 0.2 mi de células competentes a incubando 40 minutos sobre hislo.
Posteriomente la mezcla se calentd a 42°C durante dos minutos, al cabo do los cuales
se agragan 2 ml de medio LB, se incubé a 37°C durante dos horas permitiendo de
esta manera el crecimiento celular, y 1a expresién del gen de resistencia a ampicilina.
Las células se sembraron scbre la superficie de cajas de Petri que contienen
agar/medio LB en presancia o ausencia de antibidtico y se dejaron crecer a 37°C.
Después de 12 a 16 horas, se seleccionaron las colenias resistentes a la ampicilina.

7.2 Qbtencidn del ADN:

Las colonias resistentes a ia ampicilina {una por anélisis) se inocularon en 5 ml
de medio LB estéril incubandose durante 16 a 18 horas. Las células se obtuvieron por
centrifugacién en una microcentrifuga y se resuspendiaron en C.1 mi de solucién GTE
(glucosa 0.05 M, Tris 0.025 M, pH 8.0, EDTA 0.01 M) duranta cinco minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 0.2 m! de una solucién de NaCH

0.2M y SDS 1% {w/v) y se incubaron sobra hielo durante cinco minutos. Al finalizar
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este lapso se afadieron 0.15 ml de una solucién de acetato de potasio 5M, pH 4.8,
se mazclaron vigorosamente y se colocd cada preparacién sobre hislo durante cinco
minutos, Daspués se centrifugd, y se obtuvo el sobrenadants, el cual sa mezclé con
0.8 ml de atanol absolute. Al cabo de dos minutos, los 4cidos nucleicos fueron
precipitados por centrifugacién durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
pracipitado se lavé con 1 mi de etanol al 70%, y resuspendid en 0.03 ml de solucién
TE {Tris-HC1 0.01 M, pH 8.0; EDTA 0.001 M). Postaricrmente se almacend a -20°C.
Los cADN asl obtenidos se utilizaron como sondas para la identificacién de secuenclas
espaclficas del gen de ia SHBG en estudios postariores de hibridacidn.

7.3 Digestién del plasmido con EcoRl:

El ADN plasmidico que contiene los cADN de la SHBG fue digerido con EcoRl
{Pharmacia LKB Biotechnology) de |2 sigulente manera: se traté 1 ug de ADN en
prasencia de 25 unidades de EcoRl en un volurr_mn final de 15 ! de solucién
amortiguadora (Tris-HCl 0.01 M, pH 7.5; NaCl 0.1 M; MgCl, 0.01 M; #-ME 0.001 M;
100 ug/ml de alblimina sérica bovina) durante tres horas a 37°C. Los proeductos de
la reaccidn se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% en solucién TBE
{1x: Tris base 10.8 g/}; 4cida bérico 5.5 g/l; EDTA 0.5 M 4 ml/l pH 8.0), ¢l ADN se
identificd por tincién con bromuro de etidio (0.5 yg/mi de agua bidestilada durante 10
a 30 minutos). kas bandas de ADN identificadas se fotografiaron y cortaron del gel de

agarosa para su electroelucion posterior.
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8. Recuperacién de fragmentos de ADN en geles de agarosa por electroelucién

La recuperacién del ADN de los geles de agarosa se realizé por electraelucién®®
de la siguiente manera: las plezas de los geles que contenfan el ADN fueron
depositadas en bolsas de didlisis en presencia de 0.5 ml de TBE 0.26X estéril
previamenta tratadas con bicarbonato de sodio al 2% y EDTA 0.001 M. Para ta
electroeluclbn.del ADN se colocaron las bolsas de didlisis selladas en una cdmara de
electroforesis submarina con TBE 0.25X a 80 voltios durante dos horas. El ADN
electroaluido se transfirié a tubos de centrifuga, se arfiadié 0.5 ml de fenol saturado
con TE y se agitd para extraerlo. La muestra se centrifugd y el ADN de la fase acuosa
se extrajo con éter, postericrmente se precipité por la adicidén de acetato de sodio 3M
pH 5.0 {1/10 del volumen), y etanol absoluto a -20°C (1.5 velimenes), Se agité la
mezcla y se dejé a -20°C durante 16 horas. Se centrifug6 a 4°C a 10 000 rpm
durante 15 minutos, se lavé con etanol 80%, y se resuspandié en 154l de solucidn

TE para almacenar el ADN obtenido a -20°C,

9. Praparaci6n de 1a sonda radlactiva

Los cADN obtenidos como se sefialé en parrafos anteriores, s8 marcaron con
[¢-3P]dCTP, utilizando un estuche comercial para marcaje da ofigonucleétidos
distribuido por Pharmacia LKB Biotechnology AB. La incorporacién del nucledtido
radiactivo se realizé por la tScnica de rapdom primer*” que consiste en la
desnaturalizacién {35°C durante tres minutos} de la molécula lineal ds ADN para

posteriormente incubarla en presencia de los nucledtidos dATP, dGTP y dTTP, ademas
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de dCTP*? en presencia de oligonucledtidos de seis bases (hexdmeros), y una ADN
polimerasa (fragmento de Klenow). Los hexédmeros se hitridizan al azar a lo largo del
ADN iniciando la sintesis de la doble cadena, la cual queda uniformemente marcada.
La reaccién se llevé a cabo a 37°C durante una hora, al término de la cual, se datuvo
con EDTA vy aford a 0.150 ml con TE. El producto de la reaccién se separd da la fase

libre en columnas de Sephadex G-50 y se almacené a -20°C.

10, Dot blot

El ADN se desnaturalizd en 10 gl de agua estéril a 95°C durante cinco minutos
y se colocd en hielo. Se agregaron 40 w4} de SSC 20X {1X: NaCl 8.7 g/l, citrato de
sodio 4.4 g/f, pH 7.0}. El aparato de dot blot con el papel de nitroceiulosa previamente
equilibrado en SSC 20X, se conecté al vaclo y se lavé cada pozo con 0.1 ml de SSC
20X. Se depasitaron [as muestras en 10s pozos, y éstos se lavaron nuevamente con
0.1 mi de SSC 20X. Se secé al pape! do nitrocelulosa al vacfo a 80°C durants dos

horas, para posteriormente realizar experimentos de hibridizacién.

11. Hibridizacién

Con la finalidad de localizar el ADN correspondiente al gen de ia SHBG, se
realizaron estudios de hibridizacidn con la sonda radiactiva de ia siguiente manara: el
filtro de nitrocelulosa fue incubado en solucién de prehibridizacién (200 pl/em?)
(Formamida 50%, SDS 0.2%, EDTA 10 mM, solucién Denhardt 4X (Ficeli 400 20 g/,

palivinilpirrolidona 20 g/l, ASB 20 g/l), amortiguador de fosfatos 120 mM {NaH,PO,
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0.5 M, Na,HPQ, 0.1 M, pH 6.5); SSC 2X, ADN desnaturalizado da esperma de salmén
10%) durante cuatro a 16 horas a 37°C. Después de este tiempo, se descartd la
mitad de la solucién y se agregs la sonda de SHBG previamente desnaturalizada. Se
incubd a 42°C durante 16 a 20 horas; se lavé dos veces con 250 mt de SSC 2X, y
una durante 30 minutas con 150 ml de SSC 0.1 X, SDS 0.1% a 50°C cambiando la

sotucidn dos veces. El papel de nitrocelulosa se secé y expuso a placas de rayos X.

12. Clonacién de pSHBG en M13

Para llsvar a cabo la secuenciacién del ADN correspondiente a los acho exanes
del gen codificante para hSHBG, se necesité un vector de clonacidn, para lo cual se
aligié el M13 mp18 y mp19%%7, v se raalizé lo siguiente:

12.1 Digestién del vector M13 con Smat:

Con 1a finalidad de producir extremos rasos en los cuales fuera introducido el
inserto, se realizé la digestlén con una enzima que produce este tipo de extremo: se
incubaron 2 g del vector {mpi18 y mp19) con la enzima Smal en 20 4l de reaccién
con solucién 10X {Tris-HCI 10 mM pH 8.0; 60 mM NaCl, 10 mM MgCl,, TmM 8-ME,
100 mg ASB/mI} durante dos horas a 30°C.1a reaccidn se detuvo con EDTAG.25 M
{3 1} y se aford a 50 ul con TE, para después extraer con 25 ul de fenol y 25 4l de
claroformo:alcoholisoamilico 24:1. Se centrifugd a 10 000 rpm durante ocho minutos
a 4°C y se recuperd la fase acuosa, Se agregaron 5 il de acetato de sodio 3M y
etanol 100% {dos voldmenes), para precipitar a -20°C por 16 horas. Se lavé con

etanaol 80% y se resuspendid en 49 ul de Tris-HCI 50 mM pH 8.0},
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12.2 Desfosfotilacidn del vector:

Para svitar un alto porcentaje de autoligacién del vector, se traté con fosfatasa
alcalina bacteriana (BAP), que remusve los fosfatos 5’ necesarios para la formacidn
de los enlaces fosfodidster por la enzima T4 ligasa. Se tomaron dos testigos, uno para
medir la eficacia de ligacidn y otro para medir la inespecificidad por vector no digerido.
La reaccidn se hizo en tubos de microcentr{fuga con 50 U de BAP. Se incub6 40
minutos a 65°C. Se extrajo con fenol/cloroformo dos veces, se precipitd con etanol
a -20°C durante 16-20 horas y se resuspendié en 10 yl de 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 Pol | o fragmento de Klenow, que permite el "llenade™ de
los extremos que hayan quedado incompletos. Esta reaccién se llevé a cabo de la
siguiente manera: se incubé 1 wg de inserto con 1 U de polimerasa | en un
amortiguador de reaccién de polimerasa | (Tris-HCl 100 mM pH 8.0, MgCi, 100 mM,
NaCl 300 mM) 4 ut de una mezcla de dNTPs 10 mM a temperatura ambiente (22°C)
durante 15 minutos, y se extrajo con fenol/cloroformo dos veces. El ADN se precipitd
con acetato de sodio 3M y etanol absoluto, y se rasuspendié en TE, para almacenario
a-20°C.

12.4 Ligacién del inserto al vector M13:

Esta reaccién se realizé para formar un enlace fosfodidster entre el hidroxile 3'
de un fragmento de ADN y el fosfato 5 da un segundo fragmanto de ADN. La enzima

usada fue la T4 ADN ligasa, la cual requiere de la proximidad entre los dos axtremos
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a unir para formar el enlace fosfodiéster, por lo que su eficiencia depende de la
concentracién del ADN y del vector, que debe encontrarse en una relacién molar de
1:2. Para esta reaccién se emplearon 2 1M de vector (4 iM de extremos) y 4 M del
DNA inserto (8 fM de extremos), para que so tuviera la relacién de 1:2, La reaccidn
se llevé a cabo de la siguiente forma: se tomaron 10 ng de vector para 0.6 a 0.9 ng
de cada inserto {ver concentracidn para cada exon en la seccién de resultados) en un
amortiguador de reaccidn de la T4 ligasa 5X (Tris-HC1 250 mM pH 7.6, MgCl, 50 mM,
polietilenglicol 8 000 25% (w/v}, ATP EmM, ditiotreitol 5mM) y se incubécon 1 U de
T4 ligasa a 16°C durante cuatro a ocho horas. La reaccion se detuvo con 2 4l de
EDTA 0.256 M y se aforé a 25 ¢ con agua estéril. Se almacané a -20°C.

12.5 Preparacion da bacterias compstentes:

El método da transformacién empleado an esta parte del trabajo fue el siguiente:
se inocularon 3 ml de madio YT (Peptona 140 8 gr/L, extracto de levadura 5 g/, NaCl
5 g/t, pH 7.5} con una colonia aislada de E.coli JM 101, Las bacterias se dejaron
crecer 16 horas a 37°C en agitacién y se inoculd una alicuota (dilucién 1:1 000) en
madio YT {0.3 ml de medio por cada transformacién} y se dejé crecer a 37°C hasta
que la densidad 6ptica alcanzé de 0.4 a 0.5 U a 550 nm. Sa colocd el cultivo en hielo
durante 20 minutos y se centrifugdé a 3 000 rpm a 4°C durante 15 minutos. El
precipitado se rasuspendié en ta mitad del volumen original con CaCl; 50 mM, Tris-HCI
10 mM pH 8.0, y se incubd en hielo 30 minutos. Se centrifugd de nuevo, y se
resuspendié en 1/10 de! volumen original en la misma solucién. Las bacterias

competentes pueden almacenarse a 4°C durante ocho a 16 horas.
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12.6 Transformacidn:

Se alicuotaron 0.3 mi de bacterias competentes 2 cada tubo de muestra, y se
les agregaron de 2 a 3 ng de pldsmido con el inserto. Se agitaron suavements, y 58
incubaron an hielo durante 30 minutos. Al terminar esta incubacién, se les dié un
choque do calor a 42°C durante dos minutos. Estas células se vaciaron en tubos
precalentados a 42°C con agar superior YT (Peptona 140 8 g/L, extracto de lavadura
5 g/L, NaCl § g/L,pH 7.5 vy agar selecte 12 g/L). Se dejaron crecer a 37°C durante 16
a 24 horas, al término de las cuales se identificaron las bacterias recombinantas.

12.7 Elecci6n de binantes:

Las bacterias se hicieron crecer en un medio con IPTG lisopropiltio-bata-
galactdsido) el cual induce la actividad B-galactosidasa en las bacterias, y con X-ga!
{6 bromo-4 cloro-3 indolil-B-D-galactésido), que es el sustrato histoquimico necasario
para la B-galactosidasa®®. Esta actividad se evalda por el desarrollo de color debido a
la hidrélisis en el ensayo en placa de E.coli, que da un precipitado azul. La interrupcién
del gen tac para el fragmento a de la B-galactosidasa evita la a-complementacién y por
tanto no es codificado por ef genoma bacteriano, lo que da lugar a placas blancas, que
son producidas por tas bacterias recombinantes. Estas colonias se picaron con un asa
astéril y se inocularon en 5 ml de medio YT, para infectar las células huésped que se
han crecido con anterioridad en este medio. Se incuban solamente de seis a ocho
horas a 37°C para evitar que el crecimiento supere la fase logaritmica por incubacién
prolongada. De esta forma se liberan ai medio los fagos de cadena senciila con e}

inserto. Se centrifugaron en tubos de microcentrifuga, y se recuperd el sobrenadante,
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en donde se encuentra el ADN de cadena sencilla. Se agregaron 0.3 ml de PEG-NaCl
{polietilenglicol (PEG-6 000) 20%, NaCl 2.5 M} para procipitar e} ADN, se agitd
suavemente e incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, y se centrifugd a
11 000 rpm durante 10 minutos. E! precipitado se rasuspendié en 0.1 ml de TES (Tris-
HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 10 mM, EDTA 0.1 mM) y se extrajo con fenal/cloroformo.
Se pracipitd éon acetato da sadio 3M pH 5.0 v etanol absoluto. El precipitado se
resuspendié en TE y se almacené a -20°C para posteriarmente idantificar las bacterias
que poseen el fragmanto por medio de experimentos de hibridizacién con la sonda de

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

13. Secuenciacién de} ADN

El andlisis de secuencia se basé en e} método de Sanger®™®, que consista en
Ia incorporacion al azar de andlogos de los deoxinucledsidos trifosfatos (dNTP) en una
cadena de ADN sn crecimiento sintetizada por el fragmento de Klenow. Estos
analogos son llamados dideoxinucledsidos trifosfatos (ddNTP) debido a que se les ha
eliminado ol grupo 2°-OH dal extremo 3‘ da la molécula des la ribosa. La incorperacién
de un ddNTP en la cadena de ADN provoca la interrupcién de la sintesis debido a qua
falta el grupo hidroxilo 3 necesario para la fon:naclén del siguiente enlace fosfodi&ster.
Por esto,los ddNTP se conocen coma terminadores de cadona.

Esta interrupcién en la reaccién de secuencia es especifica debido a que hay

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

por separado, cada una contiene sélo uno de estos ddNTP y los cuatra dNTP, lo que
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provoca la distl;ibucién al azar de las interrupciones en la cadena y la determinacién
de la secuencia completa del ADN. Cada cadena sintotizada es terminada con un
ddNTP especifico a una distancia de acuerdo con la secuencia del ADN templado.

La sintesis del ADN sa inicia por medic de una sscuencia de 17 nuclaétidos
complementaria a la ragién del sitic muitiple de clonaci6n en el vector. La polimerasa
comicnza la sintesis a partir del extremo 3’ da la secuencia det oligonucledtido y sigue
en direccién 5'-3'. De esta forma se obtiane la secuencia complementaria de cualquisr
inserto prasents en ol vector de clonacién. t.os fragmentos obtenidos tienen el
extramo 5’ en comun, y cada uno termina en posiciones especificas de acuardo con
la incorporacién de los ddNTP, Para detectarios, los fragmentos se marcan
radiactivamente por la incorparacién de dCTP* durante la sintesis.

ta enzima que se utiliza en la reaccidn es el fragmento de Klenow, porque no
posee actividad exonucleasa 5'3', por lo que na provoca la degradacién del extremo
5’ comun donde se une la secuencia de 17 bases, y evita la formacidn de fragmentos
de tamafio uniforme que impedirfan la correcta interpretacidn de la secuencia.

Los fragmentos se desnaturalizan a 85°C y se corran en un gel desnaturalizante
de poliacrilamida, La secuencia se obtiene en una autorradiograffa del gel, y se
interpreta leyendo las bandas en las cuatro lineas que correspanden a cada nucleétido,
donde las bandas de mayor migracién rapresentan los fragmentos mds cortos por lo
que se comienza layendo las bandas de la parte inferior de de la placa hacia arriba.
Para estandarizar la técnica de secuenciacion se realizd la siguients reaccién con el

material proporcionado en el estuche comercial: se incubaron 3 ng del oligonucledtide
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con 1a secuencia iniciadora de 17 bases {8'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'} vy e} ADN
testigo {1 ug) en un amortiguador (5X:Tris-HC! pH 7.6 200mM, MgCl; 100mM, NaCt
250 mM) en un volumen final da 10 H\ durante dos minutos a 65°C y se dejé que
bajara la temperatura lentamente para permitir la hibridizacién del iniciador con el
ADN. Ala reaccién sa le agragé 1 4 de DTT (ditiotreital) 0.1 M, 2ul do la dilucién det
amortiguador de reaccién 56X, 10 mCi de dCTP®?, 2 4l de dilucién de enzima y
amortiguador de manganeso (isocitrato de sodio 0.15 M y MnCI, 0.1 M) en un
volumen final do 16 pl. Se mezcld e incubd cinco minutos a temperatura ambiente, al
término de los cuales se alicuotaron 3.5 i da esta reaccidn a cada tubo con 2.5 ul de
amortiguador de terminacién de cada nucledtido {(NaCl 50 mM, 80 uM de cada dNTP
y 8uM del ddNTP especifico). Se incubarona 37°C durante cinco minutos y Se detuvo
1a reacclén con 4 pl de solucidn de depdsito (formamida 95%, EDTA 20 mM, azul de
bromofencl 0.05% y xilenciancl FF 0.05%). Se desnpaturalizaron a 80°C y se
depositaron 3¢ en a1 gel, qus habfa sido corrido previamente hasta alcanzar alrededor
de 60°C, Después de depositar la muestra se corrié a 2 800 V durante dos a tres
horas. Al terminar la electroforesis ce lavd el gel con un litro de solucién de lavado
{metanol 8%, 4cido acético 5%). Posteriomente se enjuagd con agua destilada y se
sacé durante dos horas. El gel seco se expone a placas para radiografia KODAK X0

MAT durante 72 horas para obtener la autorradiografia.
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RESULTADOS

1. ldentificacién y descripcion de variantes genéticas de la SHBG

Con la finalidad de identificar variantes estructurales de la molécula de la SHBG,
se procedid al anélisis de muestras de suero de individuos mexicanos de uno y otro
soxo por sistemas de isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. Para ello, la
albimina presente en las muestras fue removida par cromatograffa de afinidad en affi-
gel blue y sujetas a tratamiento enzimético con neuraminidasa. Los resuitados de oste
andlisis se muestran de manera representativa en la figura 3. La identificacién da la
SHBG del total de protelnas separadas por este método se realizé por ol andlisis de su
actividad bioldgica posterior a su elucién del gel de poliacrilamida. Como puede
abservarse, la actividad de unién a *H-DHT se localizé an un solo pico de actividad con
un punto isceléctrico aparente entre 5.4 y 5.85. La adicién de DHT no radiactiva al
sistema de anélisis de 1a actividad biol6gica, resulté en la inhibicién de la unidn de la
DHT radiactiva al sitio activo de la SHBG. El tratamiento con nsuraminidasa, causé
alteraciones de las propiedades de carga de la protefna caracterizadas por el cambio
an el punto isoeléctrico de la SHBG de 5.5 a 6.9 aproximadamente. Estos rosultados
permiten concluir que el sistema de andlisis para la identificacion de variantes
molaculares de la SHBG, asf como e} manejo y tratamiento quimico y enzimatico de
las muestras de suero no modifican de manera aparente las propiedadas biol6gicas (de

unién a andrégenos} de la SHBG.
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Para el estudio y descripcién de las variantes en suero de la SHBG en una
muestra de |la poblacién mexicana, se procedid al andlisis de 110 muastras de suero
de individuos sanos de uno y otro sexo. La presencia de variantes de 1a SHBG an 1a
pobtacién estudiada sa llevé a cabo por isoelectroenfoque da las muestras, previa
separacion de residuos de 4cido sidlico, e identificacién de la SHBG por inmunotincién
con anticuerpos especificos. Con este andlisis fue posible la identificacién del fenotipo
mds frecusnte de la SHBG en ia poblacion estudiada. Este se caracterizd por la
presencia de dos bandas por isoelectroenfoque bien definidas y con un punto
Isoeléctrico aparente de 6.50 y 6.63, respectivamente {fig, 4). Por otra parte, permitié
identificar, en cinco muestras de las 110 estudiadas, un fenotipo por elsctroenfoque
de cuatro bandas caracterizado por dos bandas adicionales hacia el cdtodo del gel con
puntos isoeléctricos aparentes do 6.70 y 6.76 respectivamente (fig. 4)

Ambos fenotipos de la SHBG se encontraron en muestras da suero
indapendientamonts del sexo y edad do los individuos. Be manera similar, estos
fenotipos se mantuvieron sin cambios bajo diferentes condiciones experimentales
como variaciones da las concentraciones ds la enzima utilizada o alterando e! tiempo

y sitio de colocacién de las muestras en el isoelectroenfoque.

2. Estudio familiar
Con el fin da astablecer silos fenotipos encontrados representan variaciones en
la protefna transmisibles genéticamente, se estudié la descendencia familiar de sujetos

caracterizados por la presencia de SHBG da dos bandas, as{ como de personas
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caracterizadas por la de cuatro bandas. Los resultados de estos estudios (fig. 5),
demostraron que familiares de los sujotos con SHBG de dos bandas presentaron
dnicamente el patrén caracterizado por dos bandas. Por otra parte, ¢l estudio de
descendientes portadores del patrén de cuatro y dos bandas demostraron que 50%
de la descendencia de esta familia tuvo e! patrén de cuatro bandas. Con estos
rosultados se comprobd la presencia de las variantes en una misma familia y la

transmisién gendtica de los fenotipos encontrados.

3. Anélisis ganético

Por los estudios de pablacién y familiares se puede sugerir la presencia de un
sistema de segregacién autosémico con la participacién de dos alelos que se expresan
de manera codominante. Asf, es posible establecer un sistema para la SHBG
constituido por dos alelos denominados SHBG-1 y SHBG-2. El alelo SHBG-t,
codifica(ia para e fenotipo mas frecuente o silvestre (95.45%], y el alelo SHBG-2 para
las dos bandas adicionales presentes en el fenotipo de cuatro bandas. De esta forma,
el fenotipo menos comln que representa el patrdn de cuatro bandas, estarla
representado por el genotipo SHBG-1,2 {4.55%). Existe, sin embargo, ia posibilidad
real de otro fenotipo representads Gnicamente por la presencia de las dos bandas
adicionales en el isoelectroenfoque. Este fenotipe carresponderfa al fenotipo SHBG-
2,2, el cual no fue pasible identificar en el prasente estudio. El célculo de la
frecuenclas génicas derivadas de los fenotipos encontrados en la poblacion estudiada

y comparada con la frecuencia génica esperada y expresada de acuerdo con la lay de
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Hardy-Weinberg se muestra en la tabla 1. Como puede cbservarsa, la frecuencia
génica observada para la variante SHBG-1,2 no mostré diferencias estadisticamento
significativas [X?=0.0027;p>0.80) con la frecuencia génica esperada para este
fenotipo en la poblacién estudiada. Por otra parts, la frecuencia esperada para la
variante SHBG-2,2, de acuerdo con los fenotipes encontrados es de aproximadaments

0.50%, gua equivale a 1 en 2 000 individuos (q* =0.0005).

4, Caractarizacién de la propiadades fisicoquimlcas de las variantes

La repercusién de las variantes de carga sobre las caracteristicas y propiedades
de unién de la SHBG se Hlavd a cabo por andlisis de saturacién utilizando como
ligandos radiactivos a 1a *H-DHT y *H-T. Estos estudios se realizaron a dos diferentes
temperaturas (4°C y 28°C respactivamante) utiizando tanto los sueros de individuos
con el patrén normal camo con €l variante. Al obtenerse las diferentes constantes de
afinidad de las dos variantes fenotipicas de la SHBG, representadas como la constante
de asociacion y disociacidn y el niamero de sitios de unidn, &stas no mostraron
diferencias con significado estadistico independientements de la temperatura
estudiada (fig. 8). Por otra parts, la determinacién de la velocidad (K-1) y vida media
de disociacién (') de *H-T del sitio activo de la SHBG variante y silvestre se
muestran en la figura 7. Comc puede observarse, indspendientemente de la
temperatura, la velocidad y vida media de disociacién de la SHBG variante y silvestre

no mostraron diferencias que fueran estadfsticamente significativas (p>0.05).

40



5. Estudios a nivel molecular

Los resultados de los estudios arriba mencionados indican la existoncia de
variantes moleculares de la SHBG, debida probablemente a mutaciones genéticas o
medificaciones a nivel estructural. Los estudios familiares indican que las
modificaciones estructurales de la molécula de la SHBG son probablemente posteriores
a mutaciones localizadas a nivel del gen yue codifica para esta proteina. Con a! fin de
investigar esta posibilidad, parte de los objetivos de esta tesis fue 1a estandarizacion
do métodos contemporaneos en biologia molecular para ser utilizados en a! estudio de
mutacionas a nivol genético tomando como modelo experimental las variantes
genéticas de la SHBG.

B! enfoque experimental que se consideréd mads adecuado para conaocer las
causas y origen del polimorfismo genético de la SHBG fua la obtancién de secuenclas
aspecificas del ADN gendmico qus codifican para la SHBG y su andlisis por diferentes
sistomas que involucrarfan, en estudios futuros, la determinacién de puntos de
mutacién por andlisis de !a secuencia de oligonucledtidos.

5.1 Extraccién dal ADN genémico a partir de sangre periférica:

Con el objeto de estudiar a nivel genético tas posibles modificaciones causantes
de la presencia de variantes estructurales de la SHBG, se procedié a obtener e} ADN
de sangre periférica de personas normales y portadoras de |a variante. En fa tabla 2
s¢ muestran Ja concentracion y pureza de los ADN obtenidos de los diferentas su]étos
estudiados. Como puede abservarse, y a juzgar por las relaciones de lecturas a dos

diferentes longitudes de onda {260/280), las cuales fueron en su mayorfa cercanas a
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1.8, asf como su andlisis electroforético en geles de agarosa (fig. 8), los ADN
obtenidos fueron adecuades y de buena calidad,

5.2 Amplificacién de fas secuencias codificadoras del gen de la SHBG:

Los exones del gen de SHBG se obtuvieron a partir de los ADN gendmicos
ejemplificados en la tabla 2 utilizando la reaccién en cadena do la polimerasa. Para
esta finalidad se diseflaron y sintetizaron 16 cadenas de oligonucleétidos que
delimitaran las secuencias que compromaten a cada exon del gen de la SHBG (fig. 8).
Cada ciclo de amplificacidn se caracterizé por tres etapas o fases realizadas a
diferentes tamperaturas y tiempos. La primera fase de dosnaturalizacién del ADN se
llevo a 95°C, La segunda fase, que consistié en fa hibridacién de los oligenucledtidos
a ambas cadanas del ADN, se llevé a cabo dependiendo del nimero de citosinas y
guaninas presentes, las cuales se pueden observar en la tabla 3. La tercera y ultima
fase, llamada fase de alargamiento enzimético del ADN, se hizo en todos los casos a
72°C por ser la temperatura éptima de la Taq polimerasa. En la tabla 4 se muestran
las condiciones ideales para la amplificacién, per reaccidn en cadena de la polimerasa,
de segmentos especificos del ADN utilizando los oligonucleétidos sefialados en la
figura 2. Como se observa en la figura 9, la mayor parte de las porciones de! ADN que
se lban a analizar fueron amplificados por este método a excepcién de la
correspondiente al exon 2. Para obtener esta regidn del ADN, se utliizaron los
oligonucledtidos complementarios que delimitan a los exones 1 y 3. Las condiciones
de la reaccién incluyeron una temperatura de hibridizacién de 64°C y tiempos

similares a los descritos en la tabla 4. Como se observa en la figura 10, la reaccidn
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de amplificacién enzimdtica delimitada por los oligonuctadtidas 1 y 3 resultd en un
praducto con peso molecular similar al esperado (806 pbl, demostrando que bajo
estas condiciones fue pasible obtenor la ragién del ADN corraspondients al exon 2 del
gen ds la SHBG.

Can este método so procedit a obtener las regionas cadificadoras det gen de
fa SHBG de sujetos normalas y portadores dg la variante. En la fiqura 11 se muastra
el andiisis an slectroforasis en geles de agarosa de cada uno ds los exonses de los ADN
estudiados. Como puede obsarvarse, {a movilidad eloctroforética corraspondients a
cada unc de los exones astuve de acuerdo can el peso molecular esperado que se
musestra en la tabla 5, sin que exista ninguna diferencia entra sujstes normales y
portadores de la variante de SHEG.

5.3 Hibridizacibn de los exones de SHBG con 1a sonda especitica:

Para establecer 1a especificidad de Jas porcionas del ADN amplificadas por ia
reaccién en cadena de 12 pofimerasa, sa procaedié a hibridizar tos produstos de fa
reaccién utilizando los fragmentos EcoBI 5°,3° del cADN marcadas praviamente con
dCTP¥, £n la figura 12 s& muestran los fragmentos amplificados e hibridizados al
cADN. Como se puede obsarvar, todas mostraron complementaridad a la sonda
utilizada, demostrande su identidad cstructural en relacién a las secuencias qua
caracterizan ai gen de la SHBG.

5.4 Clonacién en M13:

Como se sefialé aen la seccidn de material y método se utilizé al bacteriéfago

M13 como vector de clonacién para obtensr cadenas senciflas de ADN, y
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secuenciarlas por el método de terminacién de cadena utilizando los 2',3'-
dideoxinucleésido 6'-trifosfato (ddNTP} de cada una de las bases en el ADN.

€n la figura 13 so puede observar el vector tratado con fosfatasa alcalina
bacteriana (BAP) y extraido con fenol/cloroformo. Despuds del tratamiento dol ADN
inserto con la enzima pol | con el propésito de llenar los extremos incompletos, se
procadié a la ligacién del vector y el inserto. Las concontraciones necesarias para la
ligacién de cada Inserto se pueden observar en la tabla 6.

La transformacién se realizd aprovechando las caracterfsticas de permeabilidad
en la membrana de la bacteria huésped, provocadas por sl choque térmico y la
salinidad del cloruro de calcio, y se introdujeron los vectores de clonacién M13 mp18
y mp19, los cuales son complementarios uno dal otro (fig. 14). Estas bactsrias se
sembraron en medio de cultivo para permitir su crecimiento, tanto de las que tomaron
el inserto (recombinantes}, como de fas que no to hicieron. Estas Ultimas se
identificaron en los experimentas testigo por la coloracién azul que presentaron las
colonias, dada por la actividad de ja enzima R-galactosidasa de la bacteria sobre el
sustrato X-gal, en diferentes porcentajes segun el tipo de testigo, los cuales pueden
observarse en la figura 15. El testigo nimero 1, que es el vector digerido con la
endonucleasa y sometido a la reaccidn de ligacién, determina la maxima eficacia de
ligacién y deba mostrar un 50% o menos de colonias azules, E! testigo nimero 2 es
el vactor digeride, tratado con BAP y sometido a ligacién, y muestra la eficacia al
tratamiento con BAP. El nimero de colonias azules debe ser deo 1% hasta de 10%

dependiendo del éxito de este tratamiento. En el testigo nimero 3 se utiliza el vector
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en forma replicativa sin haber sido tratado con la ligasa, ests testigo determina la
méxima eficacia de transformacién y debe mostrar un 100% de placas azules. El
testigo nimero 4 es el vector digerido con |la endonucleasa sin tratarse en la reaccién
de figacién, y determina ef fondo del experimento debido a vector no digerido, e
nimero de colonias mostradas en este experimanto testigo debs ser menor de 1%.

Se selsccionaron las recombinantes y con éstas se inocularon los medios de
cultivo para infectar a las células huésped, que se licieron crecar para posteriormenta
recuperar el ADN de cadena sencilla por medio de precipitacién con PEG.

5.5 Estandarizacién del método de secuencia de ADN:

Laidentificacién de cambios o puntos de mutacién en las diferentes secuenclas
codificadoras del gen de la SHBG requiere de t&cnicas que permitan la secuenciacién
de las bases que componen al ADN. Los experimentas iniciales nos han permitido
obtener con éxito 1a secuencia del vector de clonacién M13 sin el inserto del ADN,
Estos primeros resultados se observan en la figura 16, donde pueden leerse con

claridad aproximadamente 200 bases gue corresponden a la secusncla esparada.
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DISCUSION

Ei objetivo principal de esta tesis fue fa descripcién y caracterizacion de
variantes estructurales de la globulina transportadora en sangre de las hormonas
sexuales como la testosterona y el estradiol, El escaso conocimiento del significado
fisiolégico, asf como la falta de informacién sobre 1a deficiencia heredada de esta
proteina y de la presencia de variantes estructurales en seres humanos, hacen
importante el planteamiento da los objetivos da aste estudio.

Por lo general la naturaleza heterogénea de la protefnas obedece a mutaciones
en sus genes codificadores. Estas mutaciones cansisten, en la mayorfa de los casos,
en la simple sustitucién de una base o nucleétido del ADN, que da por resultado el
camblo o ausancia do uno o varips aminoacidos en la estructura primaria de la
proteina. Estas mutaciones son de graves consecuencias en organismos haploides; sin
embargo, cuando sucede en organismos diploides, en los cuales fa mutacién toma
tugar en uno de los dos loci genéticos, puede resultar benéfico a la aspecie animal de
la que se trate. Este fendmeno se conace con el nombre de polimorfismo en equlibrio.
Sin embargo, sagun las leyes mendelianas de la herencia, los descendientes de dos
organismos partadoras (heterocigotos) del polimorfismo en equilibrio dard por
resultado un ndmero importante de individuos homocigotos al gen mutado
caracterizados por la pérdida de suls} funcidn{es) que fue o fusron adquiridas por un

fenémeno de selsccién natural.

46



En el organisme heterocigoto, la mutacién genética te confiera la propiedad de-
expresar un "nuevo gen" ademas de tener los productos de transcripcién, aunque en
menaor proporcién, del locus alelo del gen mutado. En la poblacién estos cambios
provocan efectos relacionados con la eficacia biolégica, v dependiendo de ésta
condicionan la permanencia o desaparicion {seleccién natural de la expresién y
funciones de los productos de estos genss. Esta propiedad, de "adicionar nueves
genes"” a la estructura genética de un individuo, representa uno de los mecanismos
involucrados en los fanémenos de evolucidén y desarrollo qua ocurren a nive!
molecular.

En el ser humano existe un nimero importante de protefnas que représentan
ejemplos de polimorfismo estructural. £ sistema mayor de antigenos leucocitarios, los
grupos sanguineos, Isoenzimas y las globulinas transportaderas de glucocorticoides
y tiroxina son algunas de las mdas importantes. En estas ltimas las variantes genéticas
son ¢! resultado de la sustitucién de un aminodcldo en la cadena polipeptidica que le
confiere a la proteina propiedades fisicoquimicas y bioldgicas diferentes a las de ia
molécula nativa, Los cambios en las propiedades fisicogquimicas de una protelna
permiten su identificacion cuando son objeto de andiisis utilizando técnicas
apropiadas. En ausencia de preparaciones do alta pureza quimica de una protelna, la
identificacién de cambios a nivel de su estructura primaria puede realizarse por medio
de técnicas que parmitan la separacidén de moléculas que difieran tanto en peso
maolecular como en sus propiedades de carga. A este respecto, el isoslectroenfoque

como sistema analltico tiens la propledad de discriminar proteinas caracterizadas por
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diferencias en sus propiedades de carga a pesar de tener pasos molaculares idénticos.
En esta tesis se utilizé el isoslectroenfoque como sistema de andlisis, con el fin de
separar las variantes de carga molecular de la globulina humana transportadora de
testosterona y estradiol, y la transferencia de protelnas a filtros de nitrocelulosa para
su identificacion posterior con anticuerpos especificas. Con este método se analizaron
110 sueros de individuos adultas mexicanos que correspondicron a 55 matrimonios.

Es importanta mencionar que la SHBG, por su contenido de carbohidratos, es
una protefna de naturaleza hetorogénea que muestra multiples espacies cuando es
analizada mediante sistemas de electroenfoque. Esta caracteristica de las
glicoprotelnas que impide naturalmente {a identificacién de variantes genéticas, en la
mayorfa de los casos as sscundaria a la adicién de manaera diferencial de residuos do
4cido sidlico, que confiere a 1a moiécula un ndmero variable de cargas negativas. El
tratamiento enzimético de la protefna con neuraminidasa elimina la mayor parte de los
residuos de dcido neuraminico, jo que en su andlisis posterior por isoalactroenfoque
da por resultado la disminucién conslderabla de especies moleculares. En ests estudio,
y previa separacién por isoelectroenfoque, las muestras de suero fueron tratadas
enziméticamente con neuraminidasa. La evaluacién de !a eficacia del tratamiento
enzimdtico de las muestras de suero se realizé en todos fos casos mediante el analiss
del punto isosléctrico de la SHBG por técnicas de electroenfoque en geles de
poliacrilamida. La hidrélisis enzimética da los residuos del &cido sidlico confiri6 a ia
molécula de la SHBG un punto isosléctrico mds basico {6.9 = 0.4) que el obtenido con

la molécula nativa (5.4-5.85). Estos rasuitados preliminares nos permitieron evaluar
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ol tratamianto enzimdtico, y par otra parte uniformar los tipos de alactroenfoque do
la SHBG en la poblacién estudiada. La ausencia de bandas y picas de actividad en ef
electroenfoque, ublcadas entre las draas de pH de 5.85 y 6.5 en las muestras tratadas
enzimdticamente, indicd que ol tratamiento enzimatico realizado fue uniforma y
completo on todas las muostras gestudiadas.

Con este mélodo so pracedio al estudio sistemético de 110 sujetos de uno y
otra sexo. £l andlisis de {as muestras da suero se realizé utilizanda iscelectrosnfoque
an gelos de poliacrilamida en placa, para estudiar en un solo andlisis o} mayor ndimero
posibie de muestras de suero. Los resultados obtenidos demostraron Ia existencia de
dos fenotipos de la SHBG, of mis frecuente (95.459% de los sujetos) caracterizado por
dos b;mdas inmunorreactivas con puntos isoaléctricos aparentes de 6.560, 6.63, 6,70
y 6.78, respectivaments, presente en el 4.55% de los individuos, Estos fenotipos se
enconiraron bajo diferentes condiciones experimantales, inciuida la incubacién con
cantidades varlables de la enzima. Estos resultadas permiticron establecer que hay
variantes polimdrficas de la SHBG en la poblacidn estudiada. £l andlisis de muestras
de suerg provenientes de familiares de Jos sujetos afectados demostrd la egurrencia
familiar y la posibilidad de ia participacidn de bases gendticas en a transmisitn de los
fenatipos encontrados, Ef andlisis def tipo de transmisién de los fenatipes de la SHBG
concuerda con un sistema mendseliano autosdmice, con 1a participacion de los alelos
que se expresan de manera codominante, Estos resultados estan de acuerde con la
reciente demostracidn sobre fa localizacion dei gen de fa SHBG en los brazos cortos

del cromosoma 17%% Por otra parte, los resultados de estos estudios, nos permiten
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sugerir por vez primera, que existe un sistema de genes polimérficos responsables de
fos fenotipos encontrados en este estudio. El patrén de dos bandas presente en la
. m.a.yor!a'dn los sujetos estudiados corresponde al fenotipo silvestre o al estado
homocigoto normal (SHBG-1,1). De manera similar, el patrén de cuatro bandas
constituido por las dos bandas do! fenotipo silvestre mas las dos bandas adicionales
en el polo catédico del isoetectroenfogue corresponde al estado heterocigoto {(SHBG-
1,2) el cual reprasentd e! 4.556% de los casos. Dasafortunadamente no fue posible
identificar el fenotipo caracterizado por el estado homocigoto a la variante, el cua!
estarla constituldo Unicamente por dos bandas catédicas observadas en los
heterocigotos (SGBH-2,2). Es interesante mencionar que el cédlculo de las frecuencias
génicas encontradas para el locus genético polimdrfico constituido por dos alelos no
tue difarente, desde el punto de vista estadfstico, det cdlculo de las frecuencias
génicas esperadas {X? =0,059, P> 0.8 <0.9), Estosrasultados establacen el equilibrie
genético de nuestros h‘allazgos y nos parmiten descartar razonablemente interferencias
en la poblacién ostudiada sobre los resuitados obienidos. Como se mencioné antes,
en este astudio no fue posible identificar el fenotipo SHBG-2,2 constituido sélo porlas
dos bandas con puntos isoeléctricos de 6.70 y 6.76 respectivamente. Esto se debid,
tal vez, a la baja probabilidad de identificar este fenotipo {q?= 0.0005) gque de
acuerdo con la frecuencia génica observada para el alelo SHBG-2 (g = 0.0227) su
incidencia observada fue de aproximadamente 1/2000 individuos. Segin estos
resultados, y st tomamos en consideracién que por polimorfismo genético se entiende

la presencia de dos 0 m4s alelos en una poblacidn sstudiada cuya frecuencia de! més
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rara ¢s mayor de 0.01 y menor de 0.05, el presents estudio demuestra por primera
vez la existencia de genes polimdrficos de la SHBG humana.

Como resuitado de este polimorfismo hay que esperar que haya alteraciones de
las funcionos de la SHBG. El estudio de algunas de las propiedades fisicoquimicas de
esta protefna, como la estimacién de sus caracteristicas de afinidad por andrégenos
no mostraran diferencias significativas con las obtenidas con ia prote{na nativa. Estos
resultados indican que la mutacién en ta molécula deo la SHBG como causa de la
variante encontrada no afecté de manera importante el sitio activo de unién de los
andrégenos. Por otra parte, no podemos descartar la posibilidad de altaraciones en
otras funcianes de la proteina, las cuales no se han desctito, o de diflcil extrapolacion
de los resultados ohtenidos en este estudio.

En ia literatura existen informes relacionados con de variantes estructurales de
la SHBG utilizando sistemas de andlisis diferentes a los descritos en este estudio. Las
investigaciones de Luckock y Cavalli-Sforza*? y de Ahrentsen y colaboradoras™ indican
la existencia de varlantes genéticas de fa SHBG de acuerdo con su movilidad
elactroforética en goles nativos de pollacrilamida y por fas propiedades de unién a los
andrdgenos, respectivamente, En estos informes se sefialala presencia de un sistema
genético autosdmico constituide por la participacién de tres alelos, que por los
fanotipos encontrados, dos de ellos serfan codominantes y uno recesivo. Estos
estudios son de dificil interpretacién ya que por 1as técnicas utilizadas no se puede
descartar del todo la presencia de artefactos experimentales secundarios a la

disociacién y pérdida del andrégeno, utilizado como marcador, durante el
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procedimiento de electroforesis. Por otra parts, estos estudios han sido de poco
significade y penetrancia on la comunidad cientffica, muy probablementa debido a las
limitantes motodolégicas descritas antes. Es interasante mencionar que en estos
informes sobra la presencia de variantes de la SHBG, existen individuos caracterizados
por la deficiencia de esta protefna en sangre. A este respecto, en un nimero
importante de individuos Hammond y colaboradores™ analizaron la presencia de la
SHBG por métodos inmunorradlométricos sin encontrar un solo caso de deficiencia en
més de un mildn de personas estudiadas. Esta investigacién demuestra la baja
incidencia de mutaciones en el gen de la SHBG responsables de alteraciones, o de la
deficlencia de esta protefna en la especie humana.

Se desconoce la naturaleza del polimorfismo genético en este estudio; sin
embargo, las mutaciones en el gen estructural, como causa da las variantes de carga
observadas por isoalectroenfoque, son, a nuestro juiclo, las posibilidades més viables
y motivo tamblén de estudio en la presente tesis.

Como se mencioné anteriormente, 1a SHBG es una globulina en cuya estructura
primaria participan oligosacéridos de diferentes tipos, En términos generales, la SHBG
contiene tres cadenas de carbohidratos localizadas en los amino&cidos treonina 7,
asparagina 351 y asparagina 367. La estructura quimica de la SHBG consiste en dos
componentes o protémeros con pesos molaculares y proporcionas diferentes. Estos
constituyentes de la protelna provienen de un precursor comin de 373 aminoécidos
cuya sfntesis se encuentra codificada por un solo gen. La presencia de subunidades

en la SHBG obedece a la adicién variable de carbohidratos durante su sintesis, que da
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por resultado diferencias en el contenido de azucares en su estructura, A ests
respecto, una de las posibilidades para la presencia de variantes genéticas de carga
de la SHBG es la mutacién en sitios especfficos de glicosilacién, que origina la
remocion o generacién de cadenas da oligosacéridos.

Por el anélisis de la estructura primaria de la SHBG existen sitios potenciales de
mutacién, los cuales podrian originar secuencias blanco para la accién de
glicotransferasas y generar cadenas adicionales de oligosacédridos. Con el objeto de
investigar ostas posibilidades el presente trabajo de tesis sa dedicé al estudio de las
variantes de la SHBG, su estructura y secuencia. Esto se llevé a cabo principalmente
por la realizacién de técnicas bdsicas utilizadas en la extraccién, purificacién,
identificacién y caracterizacion de &cidos nucleicos, as/ como las involucradas en el
manejo de sondas, incluyendo técnicas de marcaje, clonacién e hibridacién. Tamblén
se consideraron las relacionadas con la secuenciacién de ragiones especificas de
oligonucledtidos obtenidas por amplificacién enzimética utilizando la reaccién en
cadena de la polimerasa en el ADN gendémico. Los resultados obtenidos nos
permitieron obtener fragmentos especificos del ADN, da sujetos narmales y portadores
heterocigotos de la variants, correspondiendo a cada una de las secuencias
codificadoras del gen de la SHBG. Estudios de hibridacién de cada uno de los
productos de la reaccién con el cADN de SHBG comprobd de manera satisfactaria la
especificidad de la reaccidn y permitié fa identificacién de estas secuencia génicas
obtenidas. Este método reprasenta el paso inicial fundamental para el estudio y

comprensién de los mecanismos causantes del polimorfismo estructural de la hSHBG,
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Por otra parte, nos permitira obtener suficiente matarial genético para su utilizacion
en estudios posteriores de secuenciacién,r'nutagénesis dirigida y estudios de expresién
del gen para conocer y delinear las implicaciones funcionales de la SHBG y sus
variantes moleculares en el ser humano. Este esfuerzo realizado para el
establecimiento da infrasstructura tecnoldgica en Bioclogia de la Reproduccion ha sido
fundamental y de gran beneficio para el desarrollo de proyectos y programas presentes

y futuros de investigacién de nuestro grupo.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se demuestra la existencia de variantes gendticas

estructurales de la melécula de SHBG en el ser humano.

Los resultados obtenidos demostraron por vez primera, la participacion
de un sistema bialélico de genes que codifican para la SHBG que se expresan de

manera codominante,

Por Ultimo, se establacié ol método fundamental para el estudio de las

bases genéticas responsables def polimorfismo estructural de la SHBG.
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Figura 1: Estructura primaria del precursor de la SHBG. Los sitios de unién de
las cadenas de oligosacéridos se encuentran sefialados por cuadrados; el negro indica
la cadena unida por un enlace glicosfdico a !a treonina, y los blancos, las cadenas

unidas por un enlace glucosamina a la asparagina. El péptido senal estd constituido

por 29 aminoacldos al inicio de la figura.

64



cpm x lda

p H -

UNION  ESPECIFICA

T T T !
8 16 24 32 40
NUMERD DE FRACCION

Figura 2: Perfil de unién del isoelectroanfoque en tubo de una muestra de suero.
tratada {®} y no tratada {o) con nouraminidasa, obtenido por medio de ensayo de un
solo punte de los eluatos de los fragmentos de los geles. El primer pico corresponde

a la SHBG nativa, y el segundo, a la SHBG dasializada.
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Flgura 3: Patrones de bandas aobtenidos en el isoslectroenfoque en geles de
poliacrilamida en placa seguido de inmunotransferencia a pape! de nitracelulosa ds
muestras de suero desializadas. En la lineas 1 y 2 se muestra sf patrén de bandas de
la SHBG obtenido en el 95.45% de los casos, denominado fenotipo silvestre. En la

linea 3 se muestra el fenotipo variante, encontrado en el 4.55% de los casos.
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Figura 4: A) Esquema de la transmision de los fenotipos silvestre y variante. Los
clrculos representan a las mujeres, ¥ los cuadros a los hombres. El color blanco indica
el fonotipo silvestre, y el blanco-negro, el fenotipo variante. B} Patrén de bandas
obtenido en el isoelectroenfoque en placa y 1a inmunotransferencia a papel de
nitrocelulosa de las muestras de suero desializadas. Las linaas superiores corresponden

a los sueros de los padres v las inferiores a los de los hijos.
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Figura 5: Gréficas de Scatchard obtenidas con musstras de susro que
presentaron e! fenotipo silvestre (A y B) 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

detarminaciones.
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Figura 6: Representacion grafica de la velocidad de disociacion del complejo
SHBG-testosterona en muestras de suero con fanotipo siivestre (A y B) y con fenotipo
variante (Cy D), a4°C ya 28°C. Cada punto reprasenta el promedio obtenido de tres

determinaciones.
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Figura 7: Andlisis electroforético en agarosa 1% que muestra los ADN
gendmicos obtenidos a partir de sangre periférica de los sujetos normales y portadores

de la variante.
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Figura 8: Secuencias v sitios de hibridizacién de las aligonucledtidos utilizados.

Estos sitios de hibridizacién defimitan las secuencias de cada exon del gen de la

SHBG.
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Figura 9: Anélisis electreforético en agarosa al 1% de los exones estudiados.
La movilidad lectroforética corresponde al peso molecular esperado para cada uno de

los fragmentos.
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Figura 10: Andlisis electroforético en agarosa 1% del producto de PCR del exon
2 delimitado por los oligonucledtidos 1A y 3F. El peso molecular del fragmento

obtenido corresponde al esparado (806 phb).
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Figura 11: Anéiisis electroforético en agarosa al 1% de cada uno de los exones
estudiados. La movilidad electroforética no presenta ninguna diferencia entre sujetos

normales y portadores de la variante.
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Figura 12: Hibridizacién de los ocho fragmentos amplificados del ADN de
individuos normales y portadores de la variante al ADNc. Todos muestran
complermentaridad a la sonda utilizada y demuestran su identidad estructural en

relacién con las secuencias dei gen de la SHBG,
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Figura 13: Andlisis- electroforético en agarosa al 1% de los vectores de
clonacion M13 mp18 y mp19 tratados con fosfatasa alcalina bacteriana (BAP}. El paso

molecular es de 7253 pb.
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Figura 14: Mapa del vector de clonacién M13 que muestra las regiones

mltiples de clonacién en mp18 y mp19,
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Figura 15: Experimentos testigo de la eficacia de transformacion de E.coli dada

por la coloracién azul de las colonias. El testigo namero 1 demuestra la eficacia de
ligacién; el numero 2 la eficacia de! tratamiento con BAP; el nimera 3 la eficacia de

transformacién y el nimero 4 el fondo del experimento por vector no digerido.
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Figura 16: Secuencia del vector de clonacién M13 obtenida por el método de

Sanger®®*®




Genotipo Fanotipos Fenotipos xX? P
observados esperados®
No. % No. %

hSHBG-1.1 105 95.45 105.06 95.50

0.000023

hSHBG-1,2 5 4.55 4.88 4.44 0.00272

hSHBG-2,2 0 0 0.056 0.081 | 0.0567 >0.8<0.9
110 100 110 100 0.05244

* De acuerdo a la ley de Hardy-Weinbarg {frecuencia esperada de hSHBG-1,1=p%;

frecuencia esperada de hSHBG-1,2 =2pq; frecuencia esperada de hSHEG-2,2=g71.

Tabla 1: Frecuencias génicas observadas y esperadus para los fenotipos

encontrados en la poblacién.
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Muestra Concentracion Pureza
ppimi 260 nm/280 nm
99 158 1.7
100 131 1.8
103 145 1.7
104 129 1.8
106 245 1.6
107 103 1.7
108 " 23
108 20 1.8

Tabia 2: Concentracidn y grado de pureza do los ADN obtenidos a partir de

sangre periférica de los diferentes sujetos estudiados.
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€6
€6

58
66

64
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66
64

70
70

56
64

64
62

48
80

Tabla 3: Caracteristicas de los oligonucledtidos complementarios a ambas

cadenas del ADN.'Se muestra la proporcién de basas piricas y pirimidicas presentes

en cada oligonucledtido, ademas de las temperaturas de hibridizacién,
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#xon  Qligonucledtido Pb

1 A-B 21486
2 B-E 808
3 E-F 310
4 G-+ 275
5 5] 21
6 Kol 266
1 M-N 338
8 O-P 254

Etapa 1
D

Etapa 2

3 minutos

95°C

t
4 minutcs

83°C
s8°C
83°C
62°C
€8°C
60°C
83°C

58°C

Etapa 3
Sintesis
5 minutas

72°C

Tabla 4: Condiciones ideales de amplificacién para cada uno de los ocho exones

del gen que codifica para la SHBG.
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Exon pb PM

1 246 162 360
2 806 531 860
3 230 151 800
4 278 181 500
5 277 182 820
] 266 175 560
7 336 221 760
8 254 167 640

Tabla 6: Peso molecular y tamafio esperado para cada exon.
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Exon ngfligacién

1 0.65

2 2.00

3 0.60

4 0.73

5 0.73

[ 0.70

7 0.89

8 0.67

Tabla 8: Concentracionas necesarias de cada inserto de acuerde a su peso

molecular, para la reaccién de ligacién al vector M13.

a5



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Objetivos
	Hipótesis
	Material y Método   Material
	Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



