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RESUMEN.

La globul de h jes (SHBG) es una glicaproteina plasmética

producida por el higado que p especifi y asi como sus

derivados. Los niveles plasmiticos de la SHBG estan influidos por la variacion en ke concentracion

y pnncip '
La SHBG es importante para la disposicion y captacion de las hormonas esteroides por los

sérica de varias como Son:

tejidos blanco, en los cuales ejercen su accion biolbgica; no obstante no se conoce la funcion precisa
de esta proteina, en el sistema enddcrino, coma también se desconoce la importancia de la
glicosilacion de la proteina.

Se ha apreciado que [a concentracion sérica de fa globulina varia en ciertos estados

fisiologicos y en clertos procesos patologicos en los que estdn i ca en el

hormonal. Este estudio pretende dilucidar cuales son los mecanismos que regulan la concentracion
plasmatica de la SHBG, asi como su fieterogensidad molecular y el grado de glicosilacion de la
proteina y sus implicaciones.

Para lograr lo anterlor se realizaron determinaciones de los niveles plasmaticos de la SHBG

vy 2ot

en muestras de pacientes en los que de alguna manera, normal o f variaciones en

1 m

las 1es | de los androgeno: trog y las hormenas tiroideas; tales

estados fueron: hipogonadismo e hipertiroidismo en los hombres, y ciclo mestrual nonmal, embarazo,
menopausia {con y sin tratamiento) ovarios poliquisticos e hipotiroidismo en la mujer. Se
determinaron los niveles hormonales de FSH, LH, testosterona, estradiol y hormonas tiroideas a fin
de establecer la posible correlacién de estas hormonas con los niveles de la SHBG, para lo cual se

ind la

ion de SHBG en el suero de 15 pacientes de cada grupo. Ademas a las
muestras de dos pacientes de cada grupo se le realizd una cromatografia en Sephadex G-150 para
determinar las isoformas de la proteina en las diferentes situaciones clinicas estudiadas y por otra

parte también se determinG la concentracion de acido sidlico en cada uno de los sueros y en las

fracck de las ¢ g d para conocer su distribucion en las diferentes

isoformas.



Los resultados obtenidos indican que la concentracién de la SHBG es mis elevada en las
mujeres gue en Jos hombres, en las mujeres a su vez, es mas elevada durante e! ciclo mestrual y

durante e} embarazo que en {a menopausia y que en fos 108 poliquit io que implica que

existe una regulacion positiva de !a SHBG por los estrégenos y un efecto negativo por parte de ia
testosterona.

En los estudios de correlacién entre la concentracién de las hormonas y de la SHBG se
encontré un marcado " dimorfismo sexual " en la regulacién de fa globulina por los esteroides
sexuales, es decir que en la mujer la (es\osterana inhibe a ta SHBG y el estradiol {a estimula, mientras

que en el hombre ocurre lo contran asf tambvén se establecié que las hormonas tircideas estimulan

la sintesis de la SHBG mostrando mayor correlaclén con los niveles de SHBG que los mismos
estrégenos. .

Con respecto ‘l vs ud co se estableclé la presencia de por lo menos 8 diferentes

varledades molsculares :

soformas de las que destacan un ohgémero un dimero, dos monémeros y

d 1 de la SHBG. Cabe

! ue lndlca que las
isoformas se encuentran en equmbrio dmém(co modlﬂcando 8u proporcién en respuesta a los camblos

hormonales.

Se encontrd que las dllerenclas exlstentes enla SHBG entre hombres 2 mulem no solo es

cuantitativa, también es en relacién a la proporchﬁn de )as isoformas exhlom's. io que indica que fos
cambios en estrégenos y andrégenos madifican no solo la cantidad de la SHBG, sino también las
isoformas presentes, determinando un recamblo entre las formas moleculares.

En nuestros resuitados el contenido de carbohidratos fué de 22-23 % siendo de elios, el mas
importante el dcido sidlico demostrandose que la glicosilacidn es variable dependiendo del estado

fisiopatolégico.



Por otra parte se establecid que los estrogenos y las M iroich dulan la

ficosilacion de las isof de la SHAG inando que en el hombre normal las isoformas de

mayor peso molecular sean las que se encueniran con mayor grado de glicostiacién, mientras que en

jas muijeres sean las formas mondmericas; como se sabe la glicosilacion de la SHBG es la que
determina su microheterogeneidad molecular. De acuerdo a racientes estudios esta
microheterogeneidad molecular, es un regulador de {a especificidad de la SHBG para el transporte de
esteroides, asi como para unir el complejo SHBG-hormona a los receptores de los tejidos blanco

) {a velocidad de su lismo por lo que {a principat funcién de la SHBG

determinando

puede ser regular la distribucion de hormanas a las células de los tejidos.



CAPITULO |

Introduccién.

La transmisién de informacion en el organismo es flevada a cabo por los sistemas
nervioso y enddcrino; en el sistema enddcrino el mensaje es transportado de una célula 8 otra a través
de Ia corriente sanguinea mediante sustancias quimicas denominadas hormonas.

L.as hormonas son mensajeros quimicos que coordinan la actividad de diferentes células en fos
organismos piuricelulares y tienen [as siguientes caracteristicas:

- Son moléculas sint'etizadas por tejidos especificos.

- Se secretan directamente al torrente circulatorio, que las transporta hasta el sitio dornde van
a actuar.

- Alteran especificamente la actividad de ciertos tejidos susceptibles (6rgano blanco, células
diana)

Desde €l punto de vista estructura! existen tres clases principales de hormonas:

1) Hormonas protéicas.

2) Derivadas de amino4cidos.

3) Hormonas esteroides.

Entre estas clases de hormonas existen algunas diferencias fund. fes, las dos pri

son hormonas solubles en agua (p y aminas ar ) mientras que las hormonas
esteroides de naturaleza lipidica no lo son M), tas primeras, tienen receptores especificos sobre la
superficie celular; cuando una célula blanco recibe su mensaje endécrino, la funcién celular es
estimulada via segundo mensajero de los cuales el sistema de |a adenilato ciclasa es sl mejor
conocido. En el caso de las hormonas esteroides e! receptor de la hormona esta localizado en el
interior de la célula blanco. Asi mientras que las hormonas polipsptidicas pueden interaccionar
directamente en la superficie celular, los estercides requieren entrar a (a célula. Esto sugiere
diferentes mecanismos de transporte para las diferentes hormonas. Las hormonas proteicas,

hidrosolubles circulan libremente en el torrente sanguineo, las hormonas estercides y tiroidess,



insolubles en agua, son solubilizadas mediante la fijacién a proteinas transportadoras como la
albumina, o bien a proteinas especificas (2), Las hormonas esteroides viajan en el plasma en un
estado de equilibrio dinamico entre el esiado unide a protelna y el libre (fig. 1). Esto se debe
a que una vez gque ia hormona se libera a la circulacién de su sitio de produccién, una
proporcidn importante y variable es unida aias proteinas del plasma. Las proteinas
plasmaticas humanas especificas para los esteroides sexuales son: la globulina transportadora
de hormonas sexuales (8HBG), (también llamada globulina transportadora de testosterona-
estradiol, globulina transportadora de testosterona o proteina transportadora  de
esteroides sexuales), la globuiina transportadora de cortisol {CBG), y la recientemente
identificada proteina transportadora de estradiol (EB). Las proteinas transportadoras varian
entre especies asi como las funciones desempefiadas por f{as diferentes hormonas.

El lugar de {a albumina en el transporte de esteroides permanece incierto ya que la albumina
tiene una gran capacidad para unir a las hormonas y a otras moléculas, sin embargo la afinidad de
esta unién es de un orden bajo. Por esta razdn se ha considerado, que esta unién no espacifica, no
afecta fa disponibilidad de {a hormona para los tefidos blanco, como ocurre cuando fos esteroides se

unen a las proteinas especificas.

CONCENTRACION TOTAL DE HORMONA.

“no’" especifi

| {unida a atbémina ) Usualmente > 50 %

Fraccién o ;espe‘biﬁc'amér;te
unida. 0.1-80%

Fraccién no ﬁnl&a;
0.1-20% .

FIG. 1.- Transporte dg hermonas esteroides en plasma humano.



Planteamiento del problema.

La globulina transportadora de esteroides sexuales (SHBG), es una proteina plasmitics de
arigen hepatico, de transporte especifico para hormonas esteroides. Fue descubierta @ mediados de ia
década de los 60's (%) y es representativa de la clase de glicoproteinas sanguineas especificas
fijadoras de hormonas.(4) Esta glicoproteina fija especificamente Sa-dihidroteatosterona (DHT) y
testosterona (T) con una elevada afinidad y 17f-estradiol (E2) con menor afinidad.

La glabulina transportadara de hormonas sexuales, (SHBG), es una beta globulina; cuya masa

molecular ha sido estimada de 30-120,000. Puede existir en el pi como un mand o un
dimero formado por dos subunidades, de tamafios diferentes de 52 y 49 kDa en relacidén 10:1 segun
algunos investigadores; no obstante en algunos sujetos se ha demosirado que fa SHBG tiene una
variante molecutar de 56 kDa (5),

Al igual que otras f-globulinas la SHBG es una glicoproteina con un contenido variable de
carbohidratos (entre 18-32 %) siendo aproximadamente la tercera parte de elfos acido sidtico. La
microheterogeneidad que es tipica de las glicoproteinas también puede ser obsarvada pars SHBG,
atribuyéndose a variaciones en el contenido de los residucs de acido sidlico, {o que determina
diferentes grados de glicosilacién de la proteina, diferente carga y peso molecular (46.7.89) g,
térmi;\os fisiologicos la presencia de residuos de acido sidlico es importante porque perecen aumentar
{a vida media funcional de las glicoproteinas, debido a que las asialoglicoproteinas son clarificadas de
la circulacién rapidamente, mediante su unidn a recepiores hepaticos especificos, con la subsecuente

interr ién hepdtica del iejo. Algunos aut mencionan svidencia de que (a glicosilacion de

las glicoproteinas es un factor importante que regula su mecanismo de accién (10)‘ esto no es
totalmente aceptado ya que otros autores consideran que ios carbohidratos componentes de esta
glicoproteina no participan en su funcidn fisioldgica, debido a que !as cadenas de oligosacéridos no
eatan involucradas en ias interacciones hormona-proteina (4), No obstante e preciso mencionar que
la microheterogeneidad de esta proteina se origina de Ia variabilidad de! contenido moncsacarido
de los oligosacdridos (3), ademas de que Ia presencia de carbohidratos modifice las propiedades




fisicas y quimicas del péplido, altera su accesibilidad a la hidrdlisis por proteasas, regula el

metabolismo de Ja proteina, influye en su movilidad, localizacién y organizacién.(11)

Respecto a su accion biclogica, se han pr algunas funci importantes para la SHBG

tales como: un papel regulador, estabilizando los niveles de hormona libre, en presencia de patrones
de praduccion fluctuantes. Asi se cree, que la principal funcién de esta glicoproteina de transporte es
la de proteger a las hormonas esteroides de la accidn de factores sanguineos y de la eliminacién
excesiva.(4) Sin embargo e! pape! preciso de la SHBG dentro del sisterna enddcrino no esta, hasta el
momento, completamente definido.

Bajo condiciones normales, las concentraciones circulantes de SHBG en el hombre y en la
mujer, no muestran cambios circadianos ni ciclicos, teniendo poco cambio en su concentracién a
fravés de la vida adulta, aun después de la menopausia.

Sin embargo se han detectado variaciones de la concentracién de la SHBG en relacién

con la edad y el sexo y se ha observado lo siguiente: al momento del nacimiento, la cor i6n de
SHBG es baja y similar en ambos sexos; antes de la pubertad cuando ain no ocurre el incremento de
ToEzla concentraclén de SHBG disminuye ligeramente en ambos sexos. Después en la pubertad,

se observa un progres o 'morf' ismo sexual los niveles de SHRG dlsminuyen progresivamente en los

varones, hasla alcanzar los valores de la edad adulta, mnemras que en las mUJeres la disminucion de

SHBG, aunque 1amb|én ocurre. es menor (5) En mu]eres en edad roproducnva se han reportado

niveles mis altos de SHBG durante eI periodo pe ulatcrio y en la hse litea del ciclo mestrual, que

durante [a fase folicular lemprana sin embargo esto na ha sido confirmado. Por otra parte en las
mujeres post-menopdusicas los niveles de SHBG parecen ser ligeramente mas bajos que durante la
vida reproductiva y se sabe que la terapia de reemplazo hormonal incrementa los niveles de SHBG a
cifras no solo mayores que las presentes en la post-menopausia, sino aln mas elevadas que en las
mujeres ovulando. Durante el embarazo ocurre un rapide incremento de los niveles de SHBG,
llegando a ser a los tres meses tres veces mas elevados que [os niveles basales, cuatro veces a los
0is meses y de siete a ocho veces al término de la gestacion (8).

En varones adultos, los niveles medios de SHBG, son estables entre los 20 y 50 aflos de edad,

comenzando a incrementarse en |a sexta década de /a vida.



En la actualidad se han establecido di condici bajo ias cuales los niveles

plasmaticos de SHBG varian. Entre ellas se han considerado:

a) Factores hormonales como: la concentracion de androgenos, estrogenos, progestégenos,

corticoides, hormonas tiroideas, hormona del i y prolactina. La administracion
de hCG a hombres normales o con hipogonadismo hipogonadotrépice causa solo una ligera
disminucion en SHBG (12),
b) Factores no hormonales como: obesidad, estrés, drogas, cirrosis hepética, sindrome
nefrético e insuficiencia renal crénica.
No cbstante, no se sabe con exactitud cuales son los factores que controlan a sintesis de la
SHBG, ni su grado de glicosilacion y su influencia sobre su accién biolégica.

g P~

Por ello considerando todos estos ant tes, dec los fi hor

que regulan a la SHBG, no solo en su concentracion, sino también su estructura, formas moleculares
y grado de glicosilacién, en diversos estados fisioldgicos y patoldgicos.

En este estud|o se cuantificara la concentracién de SHBG en el suero por Padicinmunoanalisis

{RIAY y ‘se’ estudlaré su es!ructura por cromatografia en columna de Sephadex G-150, para asi

conacer sus formas moleculares en diferentes condiclones clinicas. Ademas se establecera el grado
de gllcosilaclbn de la SHBG mediante la determinacion de acido sidlico en el suero y en las diferentes
hacciones cromatogrtf icas, tratando de encontrar una relacion entre la heterogeneidad molecular y el

contenido de &cido sidlico.



Objetivos.
1.- Determinar por radioinmunoandlisis los valores de ia SHBG en las siguientes condiciones
fisiolbgicas o patolégicas:
-Varones con niveles hormonales normales.
-Varones con hipogonadismo, en condiciones basales y bajo prueba de reserva
testicular (estimulacién con hCG).
-Mujeres normales en edad fértil, durante el ciclo menstrual.

-Mujeres con ovarios poliquisticos.

-Mujeres menopausicas con y sin terapia de hormonal { iento con
estrogenos).
-Mujeres embarazadas.
-Pacientes con hipotiroidismo.
-Pacientes con hipertiroidismo.
2.- Establecer una posible relacion entre |a concentracion de 1a SHBG y los niveles de Eo y T,
asi como de las hotmonas tiroideas, en los diferentes estados fisioldgicos o patolégicos.
3.- Determinar las caracteristicas estructurales de la SHBG en los diferentes estados
fisiolégicos o patoldgicos seflalados, mediante cromatografia en columna de Sephadex
G-150.
4.- Determinar la concentracion de dcido slalico en el suero de los pacientes y en las
diferentes fracciones de cada cromatografia.
§.- Determinar e posible papel de las hormonas sobre la estructura de la SHBG, su grado de

glicosilacién y por lo tanto su accién bioldgica.



Hipétesis.

Las hormonas gonadales {(Eo,T) son transportadas en el torrente circulatorio, unidas a la SHBG
{a cual mediante esta unién, regula el grado de accién de estas hormonas, ya que, como se sabe, solo
interacta con el receptor la fraccion libre, para ejercer su accién biologica.

Las hormonas esteroides a su ve2 regulan la sintesis y grado de glicosilacion de la SHBG,

"

determinando asi la microheterogeneidad que iza a esta glicop:

sino bién la

Por lo tanto la concentracién de T y E3 no sélo modifican la

estructura de la SHBG, efecto que debe ser especifico de las hormonas gonadales.

10



CAPITULO

ANTECEDENTES.

Como ya se menciond anteriormente, existen algunos factores hormonales que influyen en ia
concentracidn de la SHBG, como son ios estrdgenos, andrégenos y ias hormonas tiroideas; por eflo
parece pertinente referirnos en este capitulo a las variaciones que con respacto a estas hormonas, se

aprecian en los diferentes estados fisioldgicos o patoldgicos que se estudian en este trabajo.

1) Ciclo Menstrual.

Los acontecimientos del ciclo menstrual normal obed 18 ir i entre ef hip
la hiptfisis, tos ovarios y el tracto genital. Aungue en el ciclo menstrual se diferencian cuatro etapas,
debe deslacarse que este es un fendmeno ciclico, en el cual cada fase pasa gradualmente a la
siguiente.{13)

a) Fase Menstrual.- El primer dia de las mestruacion se cuenta como el comienzo del ciclo
menstrual, en esta fase la capa (unciona! de fa pared uterina se descama y expulsa durante la

menstruacian, lo qué en condiciones vnor‘males'ocurre con intervalos de 28 dias y dura de tres a seis

dias.

b Fase Fbli{eraf/\)é {folicutar) sta etapa ( dla 6 a 12 ) coincide con el crecimiento de los

fouculos ovbncos y es regulada p ncipa)mente por FSH que estimula la sintesis de estrogenos,

secretados por Ia teca lnterna que rodea a Ios follculos :

c} Fasa Ovulalona Ocurre a la mitad de c:clo ( dla 13 15 ) en ia cual por accién de FSH y
LH, et folculo expenmenta una etapa de aumento repenhno de dimensiones. En especial los niveles
de LH se incremenlan durante esta fase, provocando la Iormaclén de una vesicula en el foliculo, la

cual se rompe cxpu(nndo, através de la superficie del ovario, un ovocito junlo con liquido folicular.

11



d) Secretaria ( luteinica ).- Esta etapa ( dia 15 a 28 ) coincide con la ion y of imb

del cuerpo luteo o amarillo, el cual secreta

o ¥ prog , esta Ufima prepara al

endometrio para una posible impl ion det o f dado. Si no ocurre la fecundacién el

endometrio entra en la fase premenstrual.

Cambios en los esteroides ovéricos durante el ciclo menstrual normal.

Esirégenos: En el periodo inicial del desarroilo foticular los niveles de estradiol son bajos. Mas
0 menos una semana antes del pico de LH se produce un aumento iento primero y iuego mas répido
del estradiol que culmina un dia antes del pico de LH o, con menos frecuencia, coincide con éi. En ¢
periodo ovulatorio tiene lugar una caida rapida de los niveles de estrégenos los cuales vueiven a subir
durante ia fase lutea, hasta un nivel méaximo que se aicanza 5 @ 8 dias después de Ia ruptura del
foliculo.

Progestdgenos: Durante la fase proliferativa y antes del pico de LH existen en la circutacion
solo pequefias cantidades de progesterona de origen ovarico. Al ocurrir @l pico de secrecion de LH y la
ovulacién, comienza la sintesis de la progesterona, con un aumento inicial ligero, seguido por un
aumento lmpohante, paralelo al incremento de los estrégenos durante la fase iitea.

AndIdgehos: En la mujer la androstendiona es secretada por el ovario y la suprarrenal; la
contribucién relétiva de estas dos fuentes, cambia seglin el dia y la fase del ciclo ovérico; asi el
follculo de Graaf en crecimiento secreta androstendiona durante el ciclo menstrual. Por otra parte los
estudios de los efluentes venosos ovdricos y supramrenal revelan que el ovario secreta pequefias
cantidades de androstendiona y testosterona y la suprarrenal, sndrostendiona pero sobre todo
dehidroepiandrosterona (DHEA). Sin embargo la mayor parte de [a testosterona plasmatica deriva del

metabolismo periférico de la androstem_!iona. ya que las fluctuaciones durante el ciclo menstrual son

minimas.
La dihidr oha es tada solo en muy pequefia cantidad por el ovario, es la
conversidn periférica de androstendiona y ona en dihid 18, lo que origine la mayor

parte de esta hormona en el plasma.



2) Ovarios Poliquisticos.
L.a enfermedad de ovarios poliquisticos, es un sindrome cuyo cuadro clinico es frecuentemente

por anovulacion crénica,

simulado por otros desordenes enddcrinos. Gener esta
hiperandrogenismo y obesidad. €l hirsutismo, uno de los signos fisicos comunmente asociados con
hiperandrogenemia, resulta de la excesiva produccién de andrégenos o del incremento de ia accién de

los andrégenos.(M)
En la forma caracteristica del trastorno, el término denota el desarrollo de varios foliculos

primordiales que no llegan a desarrullarse totalmente, con alteraciones en la sintesis de estrégenos y
falla de la ovulaclén lo que se acompafia de un exceso de andrégenos, por los valores elevados de
LH. La eshmulaclén de !os ovarlos con LH por periodos prolongados, hace que aumente la secrecion
de andrégenos y‘sre presenten en la glandula, cambios morfolégicos caracter(sticos. El sindrome
también'se'arcompélja en algunas mujeres de cambios en la produccién de andrégenos suprarrenales
(DHEA-SO 4). La produccién de estrégenos eé variable, y en algunos casos elevada. capaz de
producir hiperplasia endometrial g ta aparicidn de un adenocarcinoma del endometrio.

Se ‘desconoce con exactitud la causa de este sindrome, y es posible que su origen sea
miltiple. Es importante que cada uno de los cambios funcionales gue se manifiestan, tienden a
perpetuar el ciclo de anormalidades funcionales. Se ha sugerido que en algunas mujeres, el trastorno
puede ser desencadenado por una produccién excesiva de andrégenos suprarrenales en el momento
de la pubertad o por un incrementa inducido por estrés, en ia secrecién de los mismos; no obstante su
origen parece ser fundamentalmente ovarico. La converslén pen!énca de androgenos a estrégenos
facilitaria la secrecién de una mayor cantidad de LH con lo cual aumentaria la producciéon de
andrégenos por el ovario, alterandose la madpracﬁén folicular. Debe mencionarse que aunque la
produccién de andrégenos es variable y pueds esléi‘ aimeentada, rara vez alcanza las cifras que se

observan en presencia de tumores ovaricos funclonaies.'



J) Menapausia.

La menopausia comienza con |a Gltima mestruacién inducida por la secrecion enddgena ciclica
de hormonas ovaricas. Normalmente aparece entre los 42 y los 50 afos.(14) EI acontecimiento
ovarico determinante de la menopausia es el cese de la funcion ciclica de los ovarios y por lo general
los cambios funcionales pueden atribuirse al agotamiento de los foliculos. En su inicio, la
premenopausia se anuncia con una frecuencia decreciente de las ovulaciones, con mestruaciones
irregulares o periodos variables de amenorrea, y una secrecién de estrdgenos cada vez menor. Se

sabe que algunos afios antes del cese fi nal de Ia mentruamdn, ocurre una disminucién de la respuesta

del ovario a Ias gonadotroplnas En mujeres que esf

a edad premenopéusaca pero que todavia

tlenen perlodos ovulatonos las_ concentraciones medias de. FSH y LH .son mas altas que en las

enla sangr penf [&
cantidad de eslrégenos en la sangre nl la excretada en la orlna por Jas mujeres postmenopéusncas

La declmaclén de la secreclén eslrogénlca se acompaﬂa de slgnos y slntomas de défi cn

hormonat en los 6rganos estrdgenmdependxentes mcluyendo {a hipofisis, utero, cuello uterno vaglna 57_

y mamas.

4) Tratamiento de la menopausia.

Como ya se mencions, el cese de la maduracién folicular cidlica, es el camblo basico de la*

funcién ovarica que acompafia a la menopausia fisiolégica. Cabe consideraf qdev:durante"él ciclo .
menstruai, un B0 % de la produccion diaria de estrégenos es estradiol, que prowe 1
ovarica, mientras que e! 40 %, es estrona, derivada de la aromatizacion de la andrcs!endlona en Ios -
tejidos penféricos, secretada por los ovarios y las suprarrenales. Asl, cuando Ia maduracnén del

foliculo cesa por cualquier motivo, la secrecion ovarica de estradiol queda abollda. pero Ia produccién
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de estrona practlcamenle no varla Sln embargo su concentraclén es bala y. es por ello que ‘en

paclentes con menopausla se admlnlslra terapia de sustltuclén hormonal siendo Iau Indlcacwnes

prmc1pales para Ia hormonoterapla ‘combatir - los bochornos y Ia vaginitis atréfca y evnlarwla
ostecporosns en mu]eres que tlenen alto riesgo de desarrallarla :

Exusle una gran variedad de preparados estrogénlcos Ios més usados son etinil estradlol y Ios"

estrégenos conjugados. Es importante, al administrar la terapia. evnar‘efectos slslémlcos, asl como ol L

sangrado por supresion. Se debe sefialar que hasta las dosis de apenas 0325 mg dlarlos de

estrogenos conjugados pueden producir efectos sistémicos, tales como alleracvén en: Ias :
concentraciones de algunas proteinas transportadoras ( CBG) y modlfcaclones |mpor|antes en fos

Inpldos‘( 1)

§) Cambios endécrinolégicos del embarazo.

Las aiteraciones endocnnas que acompafan al embarazo, figuran entre las mas notables que
se registran en la fisiologia y fisicpatologia de los mamiferos. Se ha visto que el ovario materno
controla los estadios niciales dei embarazo, pero posterormente pasa a ocupar un papel secundario
denlro de 1a gestacion al desarraliarse la placenta Los cambios que se observan en las hormonas
maternas circulantes, son consecuencia de las grandes cantidades de estrégenos y progesterona que
se producen durante el embarazo

La producciér hormona' del cuerpe lUtec o cuerpo amarillo, parece ser la directamente
responsabie de mantener 1a gestacidn duranie las prnmeras 10-12 semanas, posteriormente, una vez
que se estabicce ia funcion plasentana ésta desempeia el principal papel en cuanto a la
esteroidogenesis relegands e! sistema endocnrio materno a un plano practicamente complementario
En lo antenicr va implicita a producc:an Je grandes cantidades de estrogenos y progesterona que
mndudablemente son necesanas pata ei mantenimento del embarazo

Se puede deor que la nterrelacion hormona! entre el feto y la placenta practicamente se inicia
con la produccion de esteroides por ello se ha establecido el concepto de una "unidad

funcional feto-placentarna” que durante el embarazo produce grandes cantidades de hormonas
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esteroides, las cuales son sintetizadas en un esfuerzo colaborado entre la madre, el feto y la
placenta. Las hormonas esteroides producidas por la placenta pasan directamente a la circulacién e
influyen en las funciones endocrinas tanto de la madre como del feto. Desde hace mucho tiempo se
sabe que durante el embarazo se produce un aumento muy importante en la excrecién urinaria de
esteroides por la madre; compuestos como el pregnadiol y el estriol principales metabolitos urinarios
de progesterona y estradiol respectivamente, sufren incrementos hasta de! 200 % en comparacién con

los valores encontrados fuera del embarazo.{1%)

Hasta hace poco se pensaba que tales esteroides se sintetizab g te en la p!

sin embargo, la placenia no es capaz de realizar sintesis de novo, a partir de precursores no

esteroides, como es el acelato. requlere compuestns previamente formados por la madre o por el feto.

es el compuest que se produce en mayor

cantidad en la placenta para‘su; slntesm s necesaria Ia presencla de precuruores hormonalet

es Incapaz' de formar progesterona a partir de

maternos, en pamcular el lest ,ya que Ia

acetato. La progesterona es a su_ vez aprovechada por el feto “como principal precursor para la

biosintesis de conlcoestemldes, medlante reacclones de hidroxilacién que se llevan a cabo en las

suprarrenales fetales

La umdad feto-placentaﬂa (amblén liene una produccién importante de andrégenos y ésta se
realiza de una manera muy pecuhar La suprarrenal fetal sintetiza dehidroepiandrosterona a partir de
la pregnenoluna que Ie IIega de la placenta, y la dehidroepiandrosterona asl formada, pasa asu veza
la placenta en donde slrve como precursor de andrégenos, como la androstenediona y la testostefona -

Sintesis de estrégenos. No obstante que en Ja placenta se encuentran grandes canlldades de
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estrégenos, tal 6rgano es incapaz de sintetizarios de novo y por lo tanto, depende tanto del feto como
de la madre para que le proporcionen los precursores androgénicos necesarios, a parlir de los cuales
produce estrégencs. En esta forma el estriol, que es el estrdgeno mas abundante durante el
embarazo, se sintetiza a través de una serie de reacciones enziméticas en las cuales se involucran: la
suprarrenal y el higado fetal y ia placenta.
Los estrégenos y la progesterona son necesarios para los siguientes eventos:
a.- Preparacién del endometrio para la nidacion del huevo fecundado y mantenimiento
del implante.

b.- Control de ias funciones hipofisiarias y ovaricas maternas.

c.- La adaptacién metabdlica materna.

d.- La preparaci6n para la factancia.

e.- Modulacion de! crecimiento uterino, acomadacidn, fono miometrial y contractilidad.

f.- Participacion en el mecanismo del trabajo de parto.

6) Funcién testicular e hipogonadismo en el hombre,

Los testiculos poseen dos componentes importantes, 1) las células de Leydig o células
intersticiales, que canstituyen el principal componente endécrino, siendo el producto principal de su
secrecién la testosterona. 2) los tubulos seminiferos que se encargan de la produccién de los
espermatozoides. Ambos componentes testiculares guardan estrecha relacién y requieren que e[ e}e:
hipotalamo-hipéfisis-testiculo esté intacto, para Iniciar y conservar su funcién. Ademas, se requiérefl_ :
varias estructuras accesorias de los genitales para la maduracién funcicnal y el transpoﬂe de Ioé ‘
espermatozoides. Por lo anterior, los trastornos de los testiculos, hipolslamo, hipdfisis o de ioys
drganos sexuales secundarios pueden ocasionar anormalidades de la produccién de andrégénos. o de:"«'
los gametos y en consecuencia hipogonadismo y esterilidad, o una combinacion de ambos prob!arhas.‘ i

Esteroides godadales.- Los tres esteroides de importancia basica en la funcién reproductora
det hombre son la testosterona, la dihidrotestosterona y el estradiol. EI andrégeno mas Impohanle es
la testoéterona, y mas de 95 % es secretada por las células de Leydig. Ademas de la testosterona, los

testiculos secretan pequefias cantidades de dihidrotestosterona, un andrégeno muy potente, y
1



los andrégenos débiles dehidroeplandrosterona y androstendiona.{18) Las cétulas de Leydig también
secretan pequenas cantidades de estradiol, estrona, pregnenolona, pragesterona,
17a-hidroxipregnenoclona y 17a-hidroxiprogesterona. Sin embargo ia testosterona no actia

dire te, intrac e es converdida por la accidn de la Sa-reductasa a Sa-—

Dihidrotestosterona (DHT), estercide que unido a sus receptores nucleares especificos, es Ia
responsable de los efectos de (a testosterona

Eje hipallamo-hipofisis-células de Leydig.- El hipotalamo sintetiza un decapéptido, la hormona
tiheradora de gonadotropinas { GnRH ), y io secreta de una manera puisatl a la sangre de ia red portal
hipotatamo-hipbfisaria. En la adenohipéfisis, la GnRH acluando sobre el gonadotropo (célula
productora de gonadotropinas), es’(imula ia liberacién de hormona luteinizante { LH ) y en menor
magnitud, de la FSH a la circulacién Qénerbl La LH es captada por las células de Leydig, fenément;‘
que culmma con la secrecién de andrégenos

Eje hipolalamo-hipbfisis- -tbulo seminifero.- Como ya se menciond las células del gonadotropo
estimuladas por GnRH, secrelan FSH ala circu‘aci6n general. Esta hormona glucoproteica, se une en
ol testiculo & recebtores especificos en las células de Sertoll y estimula la sintesis de fos
esparmatozoides y la produccién de una proteina ligadora de andrégenos ( ABP ). Para que comience
Ia espermatogénesis, se necesita FSH, sin embargo, la maduracién completa de los espermatozoides
requiere no séla del efacta de la FSH, sino también de la testosterona.

Evaluacion de la funcién gonadal def hombre.- El cuadro clinico de individuos con deficiencia
en la produccién o en la accién de la testosterona, depende generalimente de la edad a !a que inicia el
hipogenadismo. Cuando se presenta en ia pubertad, no existe un desarrollo adecuado de fos 6rganos
sexuales secundarios y las caracteristicas sexuales masculinas, mientras que si la deficiencia de
testosterona se presenta después de la pubertad, el individuo se masculiniza normalments, pero
puede manifestar disminucidn de la fibido, impotencia , desgano y esterilidad.

Generaimente un analisis del semen excluye la disfuncién gonadal, sin embargo, no basta un
solo anélisis anormal del semen, para hacer el disgndstico de trastorno de ta funcitn testicular. Este

estudio debe ser complementado, por el andlisis de las gonadotropinas hipofisarias (FSH, LH),
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prolactina y . Ios esteroides gonadales {T: y Ez) Todas estas hormcnas pueden medirse por

radnommunoanéllsls

EI radlommunoanéllsm de andrégenos y es!régenos mide por lo general la concentracion sérica

(hCG) es una hy mona glucoprolelca con seme;anza estructural y acciones bioldgicas semejantes a

las de la LH Cuando se Inyecla hCG esta hormona se une a fos receptores de LH en las células de

Leyd:g y esnmula la slnte5|s'y secreclén de testoaterona y atros esteroides testiculares. Por esto, es

posible valorar de - manera‘dlrgcta a __af:hvldad funcional de las células de Leydig por inyeccién

intramuscular de hCG ‘(5 000 Uf)v Lﬂa‘res‘bu‘esté normal comprende la duplicacién de la conca.ntracién

de lestostemna a las 72 horas de a yecci ; osﬁacieﬁtes‘con enfermedad gonadal primaria

mustrarén una menor respuesta después de la admvmstractdn de hCG en tanto que aquellos con

insuficiencia de las células de Leydlg. como consecuencla da enfe dad hip ia o hil

tendrén una respuesla cuah(atlvamente normal (15)

7) Gléndula tiroldes.
Entre las glandulas endocrinas, el tiroides es singular por tener dos funciones lmpqnénges:
1) Mantener una gran reserva hormonal y 2) La elevada captacién de yoduro, hecesaria para la
sinlesis de Jas hormonas, de tal manera, que la ingestidén adecuada de yoduro esel rédulilto béslco

para la sintesis normal de las hormonas por el tiroides. (16) Las umcas dos vlas Imponantes para la

depuracion dei yoduro del liquido extracelular, son los rifiones y el tiroides. El urondes puede regular la
cantidad neta de yoduro que capta del fiquido extracelular, y toma sélo lo que necasl!a para la sintesis .
de las hormonas tiroideas. . ‘

La unidad funcional basica del tiroides es el foliculo tiroideo. El yodliro inorgé‘nico en el interior
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de la célula tiroidea, se oxida con rapidez para después ser incorporado a la tirogiobulina, proteina
precursora de las hormonas tiroideas. La tirogiobulina es almacenada es sitios extracelulares, en el
interior del foliculo; por tal razén, como requisito para la secrecion de hormonas tiroideas a la sangre,
la tiroglobulina debe ser sometida a protedlisis, siendo la tiroxina (T4} y en menor grado la
triyodotironina (T3) los productes principales del proceso proteolitico que pasan a la sangre.

La sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas es regulada por mecanismos extratiroideos
(tirotropina) e intratiroideos (autorreguladores). La tirotropina u hormona estimulante del tiroldes (TSH)
es una glicoproteina secretada por el tirotropo {célula especializada de la adenohipdfisis} que sjerce
diversos efectos en el tiroides, cuyo resultado neto es el incremento en la secrecion de (as hormonas

tiroideas.

Trastornos de la glindula tiroides.
Los pacientes con enfermedad de la tiroides, por lo regular, presentan: 1) Agrandamiento de la
gléndula, o bocio; 2} Sintomas de deficiencia tiroidea o hipotiroidismo; 3} Sintomas de exceso de

hormonas tiroideas o hipeniroidismo.(16)

1) Hipotiroidismo.
El hipotiroidismo es un sindrome clinico resultado de la deﬁciencla de hormcnas llrordeas. la

cual, a su vez, origina una disminucién general de! metabohsmo

El hipotiroidismo se puede clasificar en dlversas formas Puede ser pnmarlo por insuf’ clencia' .
del tiroides, secundario por deficiencia de la TSH produclda por la hlpbrsls, [} terclario por der cnencla
hipotalamica de hormona hberadora de tlrotroplna (TRH). o puede haber una anormalldad en Ios

receptores de tiroxina en las células y por lo tanto lnsen&billdad aesta hormona .

Lafrecuencia de las diversas causas de hlpOhrOIdlsmO varia con los factores geogréf cos o
ambientales, las caracteristicas genéllcas de la poblacion, y Ia dlstrlbuclﬁn de los grupos por edades
La deficiencia de hormonas tiroideas, afecta todos los tejidos corporales, de lal “forma que los

sintomas son multiples.
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En la forma pnmarla del hlpohroldlsmo se tlanen las sigulentes carlcterlstlcas dlsmlnucldn de :

T4 séricay de la T4 hbre con un mcr ento notable de TSH en suero, Los valores de T3 en suero son

variables, y pueden estar dentro de tes normales En en'el h hipc secundarlo o

terclario tanto las hormonas esteroides ( T3 4 T4L) como la TSH se encuentran dlsmlnmdas

: EI hlpotlrmdlsmo produce un menor metabollsmo periférico de estrégenos, con alteraclén enla

Ifollculo ( FSH ) y hormona luteinizante ( LH ) con la cual surgen :

El hipe}tirdiaismo es in slhiviro'm‘ev clinico resultado de la sobreproduccién sostenida de las
hormonas del llroldes Este sindrome puede ser causado por diferentes entidades clfnlcas como son: i
hlpersecrecmn de TSH enfermedad de Graves, hipertiroidismo inducido por yodo, bocm multlnodular’
téxico o un adenoma 16xico; y también por la presencia de un tumor trofoblasuco aun coriocarclnoma 8

B aumento simultdnec de las concentraciones séricas de T4 y T3 es el patrén usual en"
pacientes con hlpemrmdlsmo no importando el origen de este. Las concentraciones séncas de T4
abarcan desde valores que estan apenas elevados en pacientes con enfarmedad Ievef ,ha;ta c1fras
mayores en los casos mas severos. Las concentraciones de T3 estan aumentadaé casi siéfnbr; :en'
acasiones hasta niveles muy superiores al vaior medio normal. El aumento de la concenlracnén de T3 g
es proporcionalmente mayor que el aumento de la T4 3érica, de modo que la relaclon T3/T 4 en el
suero casi siempre es alta. Esto se debe a que en el hipertiroidismo la T3 sérica no sélo }re‘ﬂeja‘su
produccién periférica a partir de T4, sino también la hipersecrecién de T3 bon{ ‘la‘ pfop[au gldndula

tiroides . En consecuencia, la concentracion sérica de T3 puede seraltay nola de T4\

Enfermedad de Graves.

d. ot

iirdldeas :

Las anor

da la enfennedad de Graves s6 deben a Ia accién
sobre la glandula de Inmunoglobullnas de ia dase g .G, antlcuerpos que se producen contra

componentes de la llrmdes como'la tlroglobuhna (antlcuerpos antltlroglobuhna) o contra clertas -
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reg:ones del tiroldes (antlcuerpos mlcrosomales) ode la membrana celular que comprende el receptor

para  TSH. - Se presume que' eslas lnmunoglobulmas se fijan a sus regiones anﬂgénicas
complementarlas en Ia membrana plasméllca y activan la adenil ciclasa, con lo cual iniclan una cadena
de reacclones que conducen al creclm|ento y aumento de la vascularidad de la glandula tiroides y a la

hlpersecreclén de hormcnas .

-~ Bocto muitinodular toxico.

E! bocio multinodular téxico es un lras(orno en el cua! tamblén ocurre’ h|pemroldlsmo No se

comparacién con la enfermedad de Graves y Ias conoenlraclones séncas de T4 y T3 a menudo sblo

estan aumentadas en forma marglnal

Adenoma léxlco :
Una tercera forma de hlpemroldlsmo mucho menos comin, es la que producen los adenomas '

[} nédulos de fa glandula tiroides. Por definicion, el adenoma es aulénomo‘ pol que es capaz de’

funclonar sin la estimulacién de la TSH y por otra parte en la sangre no se encuentran estimuladores

tiroideos anormales. Al principio la lesién puede presentarse como un pequeﬂo nédulo o no palparse X

pero en ambos casos se le detecta en el centelleograma. como _na re Iocalizada de captaclén

aumentada de radioyodo. A medida que el tumor crece, asume una !

glandular, de modo que el tejido remanente se suprime cada vez més hasta que sobroviene la utroﬂa -

y la supresion completa del resto de la glédndula. Algunos sdenomaa de ‘este tlpo' secmlun con

preferencia T3 y otros, ademas de las hormonas tnruldeas normales secrelan una protelna yodada o

que se puede medir como yoda proteico ( PBI).

Hipertiroidismo en la enfermedad lrofobléshca

Muchas veces la hiperfuncion tiroidea se presenta en paclentes con una mola hldatldlforme. un
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cofiocarcinoma o un carcinoma asico de testiculo. Estas r en particular la mola

tiroideo

jante a (a TSH hipofisiaria. Aigunas pacientes se

hidatidiforme, elal 1 un esti

presentan con tirotoxicosis, sin embargo en ia mayoria no hay mani clinicas imp y

tampoco bocio, a pesar de las frecuentes evidencias de laboratorio de un severo estado hipertiroideo.
Los hallazgos comprenden conceniraciones séricas altas de T4 y T3 (total y libre) y abolicién de la

respuesta de TSH a TRH

Hipersecr’e'cian de TSH.

En raros casos ocurre hipemroxdvsmo por hipersecrecion de TSH, que puede ser debida @ dos

faclores causales 'unﬁadenoma h)paﬁsiano secretor de TSH o por una secrecién inapropiada de TSH

debido’ a:’ 1) resls!encla hlpofs(ana a fas honnonas tiroideas, 2) secrecidn aumentada de TRH

3) umbra( elevado para el conlrol ds fa retroalnmentaclon, caso en el que las concentraciones sencas

de TSH son Inapropladamente allas en relaclén con las concentraciones séricas de T4 y T3. En Ia

varledad adenomatosa ; uede haber una masa o tumor en ta regién de la hipdfisis (THSoma) que se

caracterlza por la producc(én elevada de subunidades « libres de TSH, ademas la concentracion
sérica de TSH no aumenla tras la administracion de TRH. En cambio en paclenles con hipersecrecion
no adenomalosa de TSH, no existe e!evaclcn de las subunidades a en la sangre yla respuesla a la

TRH suele ser normal

Hipertiroldismo nndumdo por yodo

La administracién de yodo suplementario a personas con bouo endtmlco (por carencia de
yodo) puede ocasionar sobreproduccién de hormonas tlroldeas A veces en estos paclentes fa
concentracién sérica de T3 es norma! aunque la de Tali fibre y total esta aumentada. '

Aunque ef razonamiento tégico dicta que el fenémeno de hipertiroidismo inducido por yodo tbfo
puede ocurrir cuando la tiroides esfa’ (uerav del éon!rol regulador normal, se han descrito varios
pacientes con hipertiroidismo inducido por yodo, en los cuales la funcidn tiroidea era normal’ y
supresible después de suspender el yodo, restablecidéndose el estado eutiroideo. No se conooe cl

mecanismo por el cual el yodo induce tiratoxicosls en estos casos.
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CAPITULO Il
DISENO EXPERIMENTAL.

1.- MATERIAL DE LABORATORIO.
a) Equipo,

Columna para cromatografia (48 x 1.5 cm.).-

Colector de fracciones (Gilson}.

Centrifuga refrigerada (Sorvall RC-3).

Bafio marfa (Dubnoff Metabalic Shaking Incubator Precision Sc Co ).

Balanza analltica {Chyo Jupiter C3-200).

Potencidmetro (Beckman & 40 pH meter).

Contador de centelleo (Packard Cobra Auto-gamma).

Parrilla de agitacién magnética {Sybron/Termolyne).

Agitador vortex {Super mixer Lab-Line instruments inc.).

Balanza granataria (Harvard trip balance Ohaus}.

Espectrofotémetro (Perkin Elmer Lambda 4A UV/VIS).
b)Material Diverso.

Pipetas seroldgicas 1.2,5y 10 mi

Vasos de precipitados 50,100,400 y 1000 m!.

Matraces aforados 50,100 250,500 y 1000 ml.

Micropipetas 50,100 y 200 pi.

Cronémetro.

Gradillas metélicas y de acrilico

Tubos de plastico (12 x 75 mm.})

Microjeringas 500 yl.

Tubos de ensaye (12 x 75)

Pipetores de 5 mi (Repipet Il Lab. industries Inc.)

Soporte universal
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¢JReactivos.

Sephadex G- 1 50 tamaﬂo de panlcula 40 120 pm {SIGMA Chemical Company).

Albumma bovlna (SIGMA Chemlcal Company)

Cloruro de SOdI

Fosfato dlbéslco de sodio y fosfato monobasico de sodio.

Azlda de SO ’o

Melaperyodato de OdIO
Acido !osforico
Arsemlo de sodm
Sulfato de_ sodio.
Acidt".i 2-tiobarbittrico.
Acido siatico:

Acido clorhidrico.
Etanol.

Acido sulfdrico,

Marcadores de peso molecular para cromatografia en columna (SIGMA Chemical CO.).

Citocromo C (PM 12,400)

Anhidrasa carbonica (PM 29,000}
Ovoaibimina (PM 45,000)

Albumina bovina (PM 66,000)

Fosforilasa B (PM 97,400)
Deshidrogenasa Alcohdlica (PM 150,000)
Azul dextran (PM 2,000,000)

Estuches para determinar SHBG por RIA {Diagnostic Systems Laboratories.)
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2.- MATERIAL CLINICO.

1) Varones:
Controles: 4 varones normales (27-44 afios) con hiveles hormonales normales.

15 pacientes masculinos con hipogonadismo (25-68 aftos ), a los que se les
realizé una prueba de estimulacién con hCG (basales y 72 horas post-
estimulacian.)

2) Mujeres.
15 mujeres normales con ciclo menstrual normal (20-45 afios.)

a) Fase Ovulatoria (dia 13-15).

b} Fase Lutea (dia 20-22).~ 7.

: . 15 mu;eres menopauswas con terapla susmutlva con estrégenos (45-60 afos).

f 15 mujeres embarazadas (1 er y 3 er mmestre ).

3) Pacientes con alteracwne e la éndula hroldes
a) 15 paclentes con hIPOlITDIdlsmO

b) 15 paclenles conrhlpertlroldlsmo.
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3.-METODOS

A) Obtencion y conservacién de muestras.

La sangre se obtuvo por puncién vencsa mediante un si tainer, ef do la

puncién entre las 7 y 8:30 horas, estando el paciente en ayunas, extrayendo entre 15 y 20 ml de
sangre. Esta se dejé coagular, centrifugdndose una vez separado el suero, @ 1500 rpm durante §
minutos. El suero oBtenido se guardd en alicuotas de 500 pl, en tubos de plastico con tapdn,

debidamente e!iqueiados. almacenandose a -20 °C hasta el momeanto de utilizarse.

B) Determinacion de SHBG por radicinmunoanélisis (RIA).

Ensayos de dﬁién competitiva. Radicinmunoanalisis.

Losle‘nsay‘os de unién competitiva son un grupo de métodos analiticos in vitro, basados en ia
unién reversible no covalente, de una molécula pequefia o ligando con una proteina de unién
lespecmca.(")

" Las pécnlcé de radioinmunoandlisis y el andlisis de radiorreceptores se basan en la evaluacién

del grado de ‘unién de una sustancia radiomarcada, con un anticuerpo o una protefna receptora; dé‘r,\'de“\ :

la protelna a_ cuantificar compite por la union con la marca radlactlva (15)‘ Todos - los *-

radlommunoensayos son métados de umén de protelnas.

curva estandar efaborada con cantidades conocidas de Sx. : :
L a mayoria de los ensayos radicinmunolégicos comprenden los siguientes pasos: (19)
1.- Extraccion del compuesto Sx de la orina o del suero, En la actualidad este paso es

necesario solamente para algunas hormonas ya que la mayorla pueden ser

Iy

timadas dir rte sin

2.-Adicién de una cantidad definida de moléculas radiactivas del compuesto Sx*.
27



-Adnclén de una cantldad daf nida del anucuerpo especirco contra e! compuesto Sx.

X lncubaclén

) curva de callbraclén de 3. 9 nM/L 2. MIL (obtenidas por

de los est andares proporclonados en el klt) en Iugar de (as concentraclones

summlslradas en el estuc e (10 nMIL a250nML) Y diluir el amicuerpo proporcwnado 1 2 con PBS pH

7.4 (para mayor informac(én de fa eslandanzaclon del método consultar el anexo l)
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DETERMINACION DE LA SHBG.

PROTOCOLO DEL ENSAYO
SYCONTROL | 8HBG4Y2S | ANTI.SHEG |  REACTIVO
TURO | CONTENIDO. | OMUESTRA W) L) PRECIMTANTE
) i ()
1,2 cT -_— 500 — —
3.4 NSB 150 500 _ 1
56 B0 (0 M/ L) 50 500 100 1
7.8 StA (3.9 ML) 50 500 100 1
9, 10 St B (7.81 nMIL) 50 500 100 1
11, 12 St C (15.62 nM/L) 50 500 100 1
13,14 | 5tD (31.25 ML) 50 500 100 1
15, 16 StE (62.5 % 50 500 100 1
17,18 scg 50 500 100 1
19,20 Sty 50 500 100 1
2,22 sCa 50 500 100 1
23, 24 MUESTRA 1 50 500 100 1
25,26 MUESTRA 2 50 590 100 1
EYC.

* 50 i de solucion NSB + 1004 de sgua deionizada.
CT = Cusntas Totales.

Bo = Unién Méxima o porcentaje de unién del ensayo.
NSB = Unién no especifica.

St = Estandares.

Sc = Suero Control: Bajo, Medio y Alto.




Técnica:
1.- Marcar los tubos del ensayo del 1+ 100

2.- Adncnonar 50 i« de los esla dares controles -] mueslras, a ios tubos apropiados Alos

tubos 3y 4 (NSB) adlc(onar 50 ] de soluclén NSB y 100 pl de agua de:omzada
3.- Adlc:onar 500 pl de SNBG I 125 a todos los (ubos
4- Adiciorja'no

SHBG a todos los tubos excep(o a ios de cuentas totales (CTyy

los de Ia unlén no espec[(&a (NSB) ,' - o

5.- Agnar fos \ubos

8.- lncubar par 3 peralura ambiente

7~ Adicnonar 1 mI de reactlvo prectpltante a todos los tubos excepto a Ios de cuentas tota!es R
(cr) SR ; p .
8.- Agnlar todos fos tubos

9.- Incubar por 15' a temperatura ambiente,

1 0.~'Cenlrifugar todos los tubos (excepto los de cuentas lotales) por 15-20' a 3000 r.p.m., en
una centrifuga refrigerada .

11.- Aspirar o decantar los tubos y secar las gotas remanentes.

12.- Llevar los tubos a un detector de radiaciones gamma y contar cada uno de ellos durante
un minuto

13.- Relacionar las cuentas por minuto {cpm) de los problemas a la curva de calibracién que

se obtiene a partir de los estandares ( 3.9-62.5 nM/L de concentracién).

C) Cromatografia en Sephadex G-150.
1.- Empacado de la columna
Se colocan 6 gramos de Sephadex en un vaso de precipitado de 400 mi. adicionando agua en
proporcion 1:10 para tudratar el gel. cambiando el agua cada 15-30". 3 6 4 veres, después se deja
reposar 12-24 horas Una vez hmchado el Sephadex se susttuye el agua destilada por buffer de

fosfatos 001 M pH 7 4 tavando el Sephadex dos veces mas con buffer. Después se procede a
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empacar {a columna manteniendo el Sephadex en un bafio maria a 45°C durante 15' a fin de eliminar
las burbujas agregando poco a poco el gel. Una vez llena la columna hasta el nivel dnegdo, se hace
pasar buffer de fosfatos a través de la misma y se deja correr con el fin de compactar el Sephadex,

finaimente la columna se instala en el guano frio y se deja estabilizar durante 72 horas.

2.- Calibracidn de la columna;

Dado que la fitracién en §el esun’y rocedimiento en el que la separacién de las moléculas se

efectia en funcién de su peso’ mo| ar (F'M) es neéesario calibrar la columna con marcadores o

proteinas de PM conocldo y ademds determlnarv’el volumen vaclo de la columna (Vo) y el volumen

total del Iecho (Vt) (21). para elio el flujo de la columna se regula y estandariza a una velocidad de 9

ml/hora efectuando el corrirmento c -8°C después se proeede a cromatografiar

1.0 mi de una soluclén d' azul dext blec r'el vol umen de Vaciado (Vo) que es el

volumen de llquldo que permanece en eI espacio xntershcial entr os granos del Iecho Una vez que

ha pasado el coloranta se ln!cla Ia elucidn con el bﬁﬂer de Iosfatos ellmmando los primeros 0.5 ml,
recolectando después 50 fraccnones de 10 ml, las cuales se Tlevan a un espectrofo!émetro para
delermlnar su conqentraclén y conocer el volumen en el que eluyd la mayor proporcién del colorante,
el cual corresbohde al Vd. Después se cromatografia - SHBG 1 125 para establecer el volumen de
elucién de la globulina (Ve) 'y el Vit por el volumen de elucién del | 125 libre. Estos datos Vo y Vt
serviran para calcular posteriormente la constante de particién (Kav) de cada una de las moléculas
separadas en la cromatografia.

Posteriormente se recubre la columna con albumina bovina (BSA) haciendo pasar 1 m! de
BSA al 2.5 % seguida de 20 ml de buffer, con lo cual se evita ;Iue las proteinas de los marcadores o
de la muestra de suero se adhieran a las paredes de vidrio. Después se hace pasar 1 mg de cada uno
de los marcadores de PM (12, 400 - 150, 000) diluidos en 1 ml de buffer de fosfatos se eluye y
racolectan las fracciones en la forma indicada anteriormente y se determina su volumen de elucién por
la absorbancia de cada una de las fracciones a 280 nm. Una vez conacido el Ve de cada molécula se

calcula el valor de la reiacion Ve/Vo para cada uno de los marcadores. Finalmente se grafica dicho
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valor contra el respectivo PM, con el fin de obtener la curva de calibracién de pesos moleculares, la
que se utilizara posteriormente para conocer el PM de las isohormonas separadas por la

cromatografia.

3-Cr graffa de las muestras de suero.

Se hacen pasar 2.0 ml de los suercs de los pacientes, a través de la columna, desechando el
primer ml del eluado, colectando posteriormente S0 fracciones de 1.0 ml, las cuales se reciben en
tubos de pidstico que contienen 0.2 mi de albumina bovina al 2.5 %. Todas las fracciones se guardan
en el congelador a -20°C hasta el momento de medir su concentracion de SHBG por
radiolnmunoanalisis. -

D)Determinacién de acido sidlico.

Las glicoproteinas resultan de la asociacién covalente de carbohidratos con proteinas. La
glicosilacion de las proteinas representa uno de los mas importantes eventos post-transiacionales
debido-a la universalidad del fenémeno.(22)Las glicoprotelnas varian en ef contenido de carbohidrato
de <1 % a > 90 % en peso. Estas se encuentran en todas las formas de vida y tienen funciones que
abarcan todo el espectro de actividad de las proteinas, Iincluyendo de enzimas, prdtelnas
transportadoras, receptores, hormonas y pro(elnas estrudurafes (23)

Como ya se seﬁalé anterlormente la SHBG es una glxcoprotelna con un contenldo variable de

carbohldratos { enlre 18 - 32 % ) slendo apro)umadamente la !erl:era pme de eIIO| écldo sléllco (2)

s Ia presencla de reslduos de écldo sléllco es lmponante porque parecen

aumentar Ia vld medla (unclonal de las gllcopro!elnas y con ello su activldad blolégica de ahi el

interés por su determlnacién

iOEl térmlno ! écldos sidlicos “ es el nombre de un grupo de écldos nonalosamlnicos acilados,

muy abundantes N Ia naturateza. La estructura béslca no sustituida CgH470gN es comun para todos.
Los écldos siéllqos pueden ser identificados por métodos quimicos y ﬁslcoqulmlcol. De los métodos
quimlcos.'s:on evaluados el analisis elemental de nitrégeno, acetilo total y O acetilo, ademas de!

analisis de acido glicélico y la oxidacién con peryodato. Los acidos sidlicos han sido estimados
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también pbr muchos métodos colorimetricos, tales como: el del orcinol, difenilamina, resorcinol, et
método dvrec!o de Emch y el del acido tiobarbitarico.
s Un método muy sensible y bastante especifico para el andlisis de dcido sidlico, es el método

det acido tiobarbittrico, descrito por Warren.(24) En ta jiteratura se ha que exi ig
factores due afectan el ensayo (25:28) como son: a) a intensificacion de color del croméforo por
adicién de disolventes organicos como el etanol, b) aumento en fa formacion del color con el
incremento de cancentracién del periodato, ¢} variacidn en ia intensidad de! color por efecto de fa
temperaiura. Todos estos factores fueron tomados en cuenta en este trabajo para modificar el método

original de Warren, y estandanzar la lécnlca con ob)eto de obtener la sensibilidad necesaria para

cuantificar el écldo s(éllco no soIo en:los sueros de los paclentes, sino también en cada una de las
fracciones de las croma 9 _aﬂf 2 or (nformacibn de ta modificacién del método consuitar el
anexo 2). e i

El procedlmlento yya estanda;izadd se describe a continuacion:

1)Hldr6hs:s de Ias muaslra

: 1 1 Colocar en tubos de vndno p(os (12 X 75 mm) 2.25 mi de agua destilada.

1. 2 Adlc(onar 0.05 m! de HzSO4 1N,

,1 3.- Agregar 200 pl det susro o de las (racctones de las cromatografias. Agitar.

1.4.- Colooar ios tubos en un baﬂo en ebullldén durante 80'.

2JReaccitn de color : .
2. 1 En tubos de ensayo (12 X 75 ram ) agregar los siguientes reactivos:; 200y de la
.. Muestra hidrolizada.
2.2.- Adiclonar 50 ! de metaperyodato de sodic 0.2 M en acido fosférico 9M. Mezclar.
2.3.- Reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Agitan
2.4.- Agregar 500 ! de arsenito de sodio al 10 % en solucion de NaS04
0.5 M-H2504 0.1 N.
2.5.- Agitar vigorosamente,

2.8.- Reposar 2 minutos, Agitar.
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2.7.- Adicionar 1.5 m de acido tiobarbitirico al 0.8 % en solucién de NaxSO4 0.5 M.

2.8.-Mezclar por inversion.

2.9.- Colacar los tubos en un bafio de agua hirviendo durante 60'.

2.10.- Enfriar los tubos al chorro de agua.

2.11.- Agregar 2 ml de HCI al 5 % en etanol.

2.12.- Colocar los tubos en un bafio de agua a 37°C por 15'.

2.13.- Agitar vigorosamente,

2.14.- Centrifugar a 3500 rpm durante 15"

2.15.- Decantar y leer en el espectrofotémetro a 550 nm contra blanco de agua.

2.16.- La concentracién de dcido sidlico se calcula por interpolacion de la absorbancia
de cada una de las muestras o de las fracciones en una curva estandar

realizadas con concentraciones conocidas de dcido sidlico ( 1.25 a 10 ug/ml ).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

1.-ESTUDIO HORMONAL Y CONCENTRACION DE LA SHBG.

A) En el hombre.

Los resutados de! estudio hormonal en los pacientes estudiados, asi como la concentracion

de la SHBG, se muestran en la tabla 1, la cual p ta los vak [: idos en los h
nommales en comparacion con los encontrados en hombres con hipogonadismo (n=15). Se pusde
apreciar que en el grupo nommal los valores de T y Eo se encuentran dentro de ias cifras de
referencia para ia poblacion normal, en cambio en los hombres con hipogonadismo la concentracion

de T es mas baja y la de E2 y la relacion Eo/T mas elevada. La rep gréfica de estos

valores se presenta en la figura 1.

La tabls 2 a su vez muestra fa

puesta de las h y de la SHBG a la prusba de
estimulacién con hCG, que se realiz6 en los hombres con hipogonadismo con objeto de evaluar la
reserva testicular, Como puede verse la Ty el Ep casi duplicaron sus valores y la relacion Eo/T
también se incremento, no asi la concentracion de la SHBG.

La respuesta a hCG en dos hombres con niveles r les de testc ot ismo

POY

por "ir a androgenos”, se p en la tabla 3 en p ion con la respuesta de dos

hombres normales. Se observa que la concentracion de SHBG en ios pacientes con resistencia a ios

drégenos fub mas elevada, que en los hombres con hipogonadismo de la tabla 2, pero tampoca,
presentaron respuesta en la SHBG post-estimulacién con hCG, mientras que en los hombres
normales si se incrementd la globulina (figura 2). La respuesta de Ty Ep se encontrd también

disminuida en relacion a la respuesta normal (tabla 3).



8) En la mujer.
Ls tabla 4 indica la concentracion de SHBG en las diferentes fases del ciclo mestruel normat
de la mujer, en tanto que la (abla 4-A indica la ion de y de ia SHBG en el suero

de muj , en dif dicione: . y patologi como son: ol ciclo mastrual, i

"

" (pre y post

(SQP). Como puede observarse, los valores de E y de la SHBG fueron mds bajos en las mujeres

P

con Eg) el emb > y el sind de o Rqui

con SOP y en ia menopausia, sobre todo en esta Gltima. Sin go d és del .
substitutivo con estrogenos las cifras de SHBG t k do vaio mas elevados que
los dos &n muj jovenes ol ciclo trual normal (figura 3).

En el embarazo los estrdgenos y la SHBG se i U sicanzando e

SHBG cifras 4 veces més elevadas que durante el ciclo mestrual (figura 4).

C) En pacientes con alteraciones de la funcion tiroidea.

£n pacientes con alt 85 de la glandula tiroi bién se modific

importantes en la concentracion de la SHBG; en los casos de hipotiroidisma (pacientes del sexo
femenino) los valotes de la SHBG fueron 60 % mas bajos que en la mujer normal, nventras que en
los cascs de hipertiroidismo (pacientes del sexo masculino) la concentracion de la SHBG fue mhs

levada que en los (tabla 5, figura 5).
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TABLA 1.- VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN EL HOMBRE

L LH - . FSH
L jnUV_ml

EDAD SHBG
CANOS | nMAL

48185284

1808573 1588+ 1021

1235-23.82 - 567-2609




FIGURA 1
VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN EL HOMBRE

A) NORMAL
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TABLA 2.-VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN HOMBRES CON HIPOGGONADISMO

PRE- Y POST-TRATAMIENTO CON HCG

T SHBG T [} tH FSH
ML) T L g ) (pgimi EaT mUtimi mumi

or

B .. 18.0825.73 0 1588+ 10.21
:5.49;2425‘_ SRS :

©324-7.74 12.35.23.82 . 567-26.04




14

TABLA 3. -VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN DOS HOMBRES CON HIPOGONADISMO POR
INSENSIBILIDAD A ANDROGENOS

PRE- Y POST-TRATAMIENTO CON HCG

SHBG T Ep LH FSH
. (nM/L) {ng/mi) (pg/ml) E2/T | mUmt . mUim|

127 1945




FIGURA 2
CONCENTRACION DE LA SHBG EN EL HOMBRE

(Pre y post-estimulacion con HCG)

A) NORMALES
200 —

162.63

PIRIE-I'x POST I'x

B) CON HIPOGONADISMO

' 280.73

PRE-Tx POST-T'x
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TABLA 4.- VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG DURANTE EL CICLO
MESTRUAL (n=2),

FROGES:
SHBG () FSH LH TERONA
(ML) - {pgiml) mum) | (muvmy {ng/mi)
FASE OVULATORIA ,
(DIA 13) a3 234 % 106 —
FASE
POSTOVULATORIA : , -
DIA 15) 211 205 12.4 245 -~
FASE LUTEA -. 265 166 8.1 15.0 18

(DIA21) -
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TABLA 4-A.- VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN MUJERES.

Ho 7 T 130
(aWL)
cicLo MiDE | 3171848580 15667481.18  074$035 140822 115.15
MENSTRUAL
BANDA |  261.36.372.98 75.48237.85  0.30-1.09  3167-261.97
0 21 2 5 8
M2 DE
MENOPAUSIA 142594 38.40 5.9644.30 0.18£0.11 309722030
BANDA |  104.19:1810 1681028 007020  1087-51.27
n 15 12 12 12
WMiDE — -
MENOPAUSHA 38588 £ 798 1261546287 0152006 021.24 +670.5
CON Tx :
BANDA |  300.1-465.68 43.28.208.02 008021, 242.74-1599.74
n 18 15 e 12
OVARIOS M2DE | 26431£8173 947346563 082£035 207.98¢ 187.19
POLIQUISTICOS SRR i e e
BANDA 027097 207939817
n- ? 7
MeDE "7 309848 4 1301.84
EMBARAZO | -
BANDA 7 1794.044306.12
" 24




FIGURA 3
CONCENTRACION DE LA SHBG (nM/L) EN MUJERES
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CONCENTRACION DE LA SHBG (nM/L) EN EL CICLO

FIGURA 4

MESTRUAL Y EL EMBARAZO
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TABLA 5.-CONCENTRACION DE HORMONAS Y DE LA SHBG EN LOS PACIENTES CON HIPO E HIPER

TIROIDISMO
SHBG Ta Ts Tl TSH
() (ngid) . (vg/di) (ng/d) (HU/mI)
HIPOTIROIDISMO Mt DE 14223641 80.53 £ 28.51 . 2242194 0332025 “.67' +9.00
n=15 BANDA 105.59 - 176.41 52.02-109.04 0.30-4.18 0.08-0.58 35.66 - 53.67

U S—
HIPERTIROIDISMO M+t DE 246361 1593 468.37 £ 64.08 22041347 5441105 0.17£9020

n=15 BANDA 230.43-262.92 404.29-53244 1857-2550 4.39-649
NORMALES MUJER 317.12558
HOMBRE 140.1£528 . 90-180 §.0-125 07-20 0-50




FIGURA 5
CONCENTRACION DE LA SHBG EN PERSONAS CON HIPO E
HIPERTIROIDISMO

300 -




IL-RELACION DE LOS NIVELES DE LA SHBG CON (LA
CONCENTRACION DE HORMONAS.
A) Con las hormonas gonadales (E.T)

1.- En el hombre.
La concentracion de test: na p 10 una ién lineal positiva con la concentracion
de la SHBG en et hombre (r= 0.558) tanto en diciones basales como post-estimuiacion con hCG,

evaluando la respuesta a las 72 y 98 horas (figura 8). Por el contrario la relacion fue negativa entre

fos niveles de SHBG y la concentracion de estradiol (r= - 0.707) asi como también con la relacion

dind h 1}

EfT, lo cual se observo tanto en c coma post-estimulacién con hCG (figura 7 y 8).

2.- Enlamujer.
£l estudio de correlacion entre los niveles de la SHBG y los esteroides gonadales mostro en la
mujer una respuesta diferente a la del hombre; asi con Ep se obtuvo una relacion lineal positiva en

las diferantes situack clinicas estL

Las figuras 9 y 10 dan ejemplos representativos de

estos resultados; en cambio con la testosterona la relacion fue inversa (r= - 0.663) siendo mayores

fos niveles de la globutina, mientras mas baja fué la on de la & terona (figura 11).

B) Con las hormonas tiroideas.

Las hormonas tiroideas (T3, T4 ¥ T4i) mostraron tener un efecto positivo sobre Ia

concentracion de la SHBG tanto en hombres como en muj . €on fi

de cofrelacion muy

| 4 "

C idos al relaci lac : ién de las hormonas tiroideas en pacientes con hiper e

hipotiroidismo, con los niveles de la SHBG (figura 12 y 13). En cambio con la TSH, ia correlacion fué

negativa,
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FIGURA 6
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE TESTOSTERONA
CON LA SHBG EN EL HOMBRE

(Pre y post-estimutacién con HCG)
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FIGURA 7
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE E2 CON SHBG EN
EL HOMBRE

(Condiciones basales)
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FIGURA 8
RELACION E2/T CON LA CONCENTRACION DE SHBG EN EL
HOMBRE

(Pre y post-estimulacion)
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FIGURA 9
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE E2 CON LA SHBG
EN LA MENOPAUSIA
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FIGURA 10
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE ESTRADIOL CON
LA SHBG EN LA MUJER
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FIGURA 11

CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE TESTOSTERONA
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FIGURA 12
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE LAS HORMONAS
TIROIDEAS CON LA SHBG
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FIGURA 13
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE LAS HORMONAS
TIROIDEAS CON LA SHBG '
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I11.-RESULTADOS DEL ESTUDIO CROMATOGRAFICO.

A) Curva de calibracién de pesos moleculares.

3

Para su

se inG el vol de elucion (Ve) de las proteinas utiizadas como
marcadores de peso molecular para calibrar la cok D icohokca (150 kDa),

fosforilasa B (87.4 kDa), albumina bovina (85 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrass carbonica
(29 kDa) y citocromo C (12.4 kDa). Con el Ve se caiculd la relacion Ve/Vo que guarda una relacion
inversa con el peso molecular de las proteinas en la fitracion en gel (figura 14).

8) Perfil de slucién de los estandares de la SHBG.
E1 perfil cromatografico de dos dif prep i dar de SHBG das con

125) (*SHBG) que se sometieron a la fillracion en gel, se muestran en las figuras 15 y 16. Para su

obtencion la radiactividad presente en cada fraccion de la cromatografia (cpm) se grafico en la

denada, contra su respeclivo vol de elucion en la abscisa.
La figura 15 conesponde al perfi de elucidn del estandar de los lab 03 Diag
Syst Se puede apreciar la p ia del pico de la *SHBG que eluyd en la fraccion nimero 23, y
As un segundo pico de ividad en la fracci6n nimero 50, debido a la elucion de! 1251 libre.
Este Ultimo es importante, porque por su peso molecular tan pequefio, marca el vol final de la

cromatografia o Vt del sistema y se indica en la paste superior derecha de la figura mediante una
pequefia flecha; en el lado izquierdo se localiza el sitio de eiucion del azul dextrén (PM aproximedo
de 2, 000 kDa) que marca el Vo o volumen inicial de la cromatografia. Asi mismo se indica el sitio de
elucion de ofros marcadores de peso molecular utilizados para faciitar ia identificacion de las
isoformas de la SHBG en los cromatogramas. La figura 16 representa el perfil de elucion del estandar
de la SHBG de Diagnostic Products Co (DPC) como puede verse, el area de slucion de ia SHBG
muestra dos picos, en lugar de uno. El primero cuantitativamente mas importanie fué eluldo en i
fraccion nimero 23 y el segundo en la fraccion numero 25; ademas se encuentran otros pequefios

picos de radiactividad, resultantes de la d. on de la globuli




C) Perfil de olucion de la SHBG en los sueros de los pacientes.
El perfil de elucion de los sueros sometidos a la fillracidn en gel, se obtuvo al valoter mediamte
el radioinmunoandlisis (RIA) la hmumn;admud de la SHBG en cada una de las fracciones de ia
fi ficando p osto valor en nMA. contra el respectivo volumen de slucion

(Ve) en ml.

Las figuras 17 y 18 muestran los perfiles de elucion rep tativos del b

cromatografico de la SHBG en el suero de hombres normales. Asi en la figura 17 se representan los
perfiles de elucion de dos hambres jow de 27 y 30 afos L se ob ik

o con ia p ia de dos picos an el area de is SHBG, en las fracciones 23 y 25,
disntes & los picos dos en el dar de le 125 SHBG de DPC. Ademis en la
ﬂgumsuperiotseobsorvmotrosph»odaﬁoa' ividad sluidos después de ia fraccion 35,

mientras que en e caso de la figura inferior se aprecian picos de actividad de SHBG en las fracciones
30, 32 y 35 fo que indica la presencia de fomas de bajo peso molecular. Notese que las moléculas

més pesadas, de mayor inmur:oreactividad eluyeron entre el Vo y la AB, las formas ligeras entre la
AB yla AC y las formas pequefias con el CC y después de este.

£n la figura nimero 18 se representan los perfiles de dos homb bié ies, de 33y

44 aflos de edad (parte superior e infesior

pecth te) los que a diferencia de los perfiles
menar h gensidad molecules, ¢ And s0lo los picos de las fracciones
23 y 25 y ligera actividad de SHBG en las fracciones 31-33 en el primer caso y en 34-35 en el

<&

g con muy pequefi pmpovcbnflobslngmcnloldobnbpno lecular, shiidos despué
de la fraccion 35, '
En fos hombres con hipogonadi ios perfiles i D on ia figura
19, t Ig dify ias en relacion a los perfiles de los hombres normales. En primer luger

una mayor actividad total de ia SHBG por la dif de jas on ia ordenads, asi como
un desplazamiento o comimiento del perfil de elucién hacia ia d ha del 9 con los
picos de mayor inmunor idad en las 25 y 27-28 (en lugar de 23 y 25) esta URima

corresponde a una malécula de un peso moleculer menor que las anteriores, También estd



aumentada la actividad de SHBG en las fracciones 32 a 36 y no se observan los picos

corresp alas maléculas de muy bajo peso molecular, que eluyen después de la fraccion 36,

por lo que los perfiles son més homégeneos Eslos cambios pueden observarse con mayor claridad

afico de un hombre normal con uno de

en las figuras 20 y21 en donde 58 ‘ el pavf‘l

s Lo

slsndo

hipe ‘, en estos utllmos el desplazamiento del pico de mayor actividad

hacia la derecha, poco despu

del smo ds eluclén del estandar marcado (‘SHBG) asi como el

incremento de la actlvldad enlas vracclones 27 y 35 y la ausencia de fragmentos.
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PESO MOLECULAR (Kd) X 10, 008

FIGURA 14
CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES
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~ FIGURA 15
CROMATOGRAFIA DE 1251 SHBG DE DIAGNOSTIC SYSTEMS

LABORATORIES
(Kav = 0.16)
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FIGURA 16
CROMATOGRAFIA DE SHBG DE DPC
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FIGURA 17
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES
(Normales)
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FIGURA 18

PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES
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FIGURA 19

PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES CON

SHBG oML
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FIGURA 20

PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES
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FIGURA 21

PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES
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1V.-CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES
DE LA SHBG.

Las formas moleculares de la SHBG fueron identificadas por los picos de inmunoreactividad
presentas en los diferentes cromatogramas, tanto de hombres normales como de hombres con
hipogonadismo, caracterizandose posteriormente en base a los siguientes criterios:

1) Volumen de elucion (Ve)
2) Constante de particion (Kav)
3) Peso molecuiar

Esle titimo se calcul6 a partir del valorde la relaclon VeNo, el cual se lnterpola en la curva de

cahbraclén de pesos moleculares

el dimero eluyeron antes de'la’ albumlna bovlna (AB) los monémeros ‘despue de ésta, entre Ia:‘

ovoalbimina (OA) y la anhid carbonica (AC) mientras

e los fragmentos fueron eluidos poco

antes del cnocromo C y dcspués de es(e

De acuerdo a

05 datos, ol pu” j da inmuno

los cromatograma de los hombres normales se compara ‘con la de Ios hombres con hlpogonadlsmo

enla tabla 7 dondo puede verse que |a forma arande de 135 115 kDa (molécula nimero 1) mlo se

detecto en los hombres norrnales no en eI hlpogonadlsmo, nunque en nmbo: grup prodomlno el

dimero de la globulma (molécula nimero 2) siendo su proporclén mas elevada. asl oomo Ia do los

monémeros (moléculas a y4)enlos hombres con hlpogonadnsmo -
69

‘moléc asp se !es en '



Cuando los pacientes fueron sometidos a la prueba de estimulacion con hCG para evaluar la
respuesia testicular, se observaron algunos cambios imporiantes tanto en los valores hormonales de

la SHBG (previamente presentados en la tabla 2) como en el ) CIC #ico de la

globulina. Asi la figura 22 muestra la respuesta a la prueba con hCG en un hombre normal,
destacando en primer lugar la disminucion de la concentracion de la SHBG y el comimiento del perfil
hacla la derecha del cromatograma cambiando el pico de mayor inmunoreactividad de la fraccion 23
ala 25, lo que indica una disminucion del oligomero y un incremento del dimero y un recambio del

monoémero de 36 kDa a 24 kDa disminuyendo los fragmentos de bajo peso motecular.

En uno de los casos de hipogonadismo (figura 23) correspondi a un hombre joven de 28
aiios, post-estimulacion con hCG se observé una ligera elevacion del dimero, el mondmero de 54-46
kDa sin modificaciones importantes y un recambio de las formas de 24 a 36 kDa, con una ligera

elevécléd i!e los fragmentos. Sin embargo en otro hombre con hipogonadi a ta fué

P

dlferenle (ﬂgum 23 A) post-estimulacion con hCG disminuy6 la conc on de la SHBG, pero no
aumenlo la proporclbn dsl dimero, el monomero de 54 - 48 kDa (en las fracciones 27-28) disminuyo
su proporclon y nuevamente se observé un recambio del mondmero de 36 kDa a la isoforma de 24
kDa elulda en la (raccion nimero 35. La proporcion cuantitativa de las isoformas de SHBG en
respuesta a este estimulo, se presenta en la tabla 8, 1anto en lfos hombres normales como en

hi i

aquellos con hipog

), ¥ la rep ion gréfica de estos valores en la figura 24 donde

pueden apreciarse mas facilmente las diferencias entre los dos grupos.

10
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TABLA 6.-CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN EL HOMBRE

(PICOS DE INMUNOREACTIVIDAD )

MOLECULA 1 8
Ve (ml) 21-23 4450
Kav 006-0.12 i 0:77 -0.93
PM(kDa) | 135-115 <8
OLIGOMERO
'MOLECULA 5-8
e FRAGMENTOS.
(24 <8kDa) |
NORMAL 18453
proeduAdxé@nq. g 768¢1.13




FIGURA 22
CROMATOGRAFIA DE SHBG EN HOMBRES
(Pre y post-estimulacién con HCG)
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FIGU RA 23, :
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES

(Hlpogomdnsmo. 28 anos)
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FIGURA 23-A
CROMATOGRAFIA DE SHBG EN HOMBRES
(Pre y post-estimulacion con HCG)
Hipogonadismo 46 afios
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Tabla 8.-INMUNOREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN EtL. HOMBRE (%)
PRE Y POST-ESTIMULACION CON HCG

73

MOLECULA 1 3 4 5-8
135- 115kDa 54 -46 kDa 38-36kDa | FRAGMENTOS.
NORMALES PRE- 288435 . | 102275 57167 118253
POST-HCG | '\ — 95248 41216 290031
HIPOGONADISMO. PRE- i 71204 93120 7682 1.13
POST-HCG 122108 135280 18.20 640




FIGURA 24
FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN EL HOMBRE (%)
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V.-EFECTO DE LOS NIVELES DE TESTOSTERONA SOBRE
LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN EL HOMBRE.

La proporcion de las formas moleculares de la SHBG en et h por estudios de

d di

P de la cc ion de los g las. Las formas grandes

tuvieron una relacién lineal positiva con el nivel de testosterona (figura 25), mientras que la ralacion

ser

fué inversa con la proporcion de monémeros y fragmentos de bajo peso molecular (figura 25 y 26) lo
que explica la presencia del oligomero y e! predominio del dimero de Ia globulina en condiciones
normales y porque el oligbmero no se observa en los casos de hipogonadismo que tienen niveles

bajos de T incrementandose en cambio {a proporcion de los monémeros (tabla 7).

- n



FIGURA 25
CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG
CON TESTOSTERONA EN HOMBRES
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ESTA  TESIS Wﬁlh EFE’F
FIGURA 26 s‘“ﬂ ar %] g

CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG
CON TESTOSTERONA EN HOMBRES
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VL-PERFILES MOLECULARES DE LA SHBG EN LA MUJER.

A) Durante el ciclo mestruaf.

En las figuras 27 y 28 se muestran los perfiles cromatogréficos representativos del
comportamiento de la SHBG, a lo largo del ciclo mestrual; en la figura 27 los perfiles obtenidos en el
dia 13 del ciclo (periodo ovulatoric) en comparacién con el dia 15 del ciclo (post-ovulatorio)
observandose algunas diferencias importantes. En el dia 13 la SHBG mostré dos picos de elevada
inmunoreactividad, de concentracién muy simitar, uno en (a fraccién 24-25 y el cotro en la 27 (dimero y
monémero de 54 - 46 kDa respectivamente), ademas el pico del monémero de 36 kDa con menor
actividad en las fracciones 32 a 34. En cambio en el dia 15 predomind el pico de {a fraccion 25
correspondiente al dimero, el mondmero de 54 kDa disminuy6é notablemente observandose varios
picos de menor inmuncreactividad entre ellos e! monémero de 36 kDa y otros en la region de los

fragmentos. La figura 28 representa los perfiles de elucion del suero, obtenido en el dia 21 del ciclo, en

dos pacientes diferentes; d n te la ion de la forma monomérica de 54 kDa en las
fracciones 27-29, con mayor actividad que el dimero de la fraccién 24-25, ademas un pico de menor

inmunoreactividad en las fracciones 34-36, corraspondiente a (a molécula de 24 kDa.

B)En el ovario poliquistico (SOP).

Los perfiles de la SHBG en ¢! dia 7 y 21 del ciclo, en pacientes con SOP, se muestran en la
figura 29, para su comparacion; en el dia 7 se observan dos picos importantes de inmunoreactividad,
uno en la fraccion 23 y otro cuantitativamente mayor en la fraccién 25, los cuales corresponden a la
molécula oligomérica de 135-115 kDa y al dimero de 80-78 kDa respectivamente. Se observan
también otros picos de menor actividad en las fracciones 32-34 (mondmero de 36 kDa) y en [a region
de los fragmentos. En el dia 21 lama la atencion el predeminio del dimero sobre &l mondmero de 54
kDa. con menor actividad del mondmero de 36 kDa en las fracciones 31-33, Esto es diferente a lo que
se habla observado en el dla 21 del ciclo mestrual normal en el que el monémero pesado
predominaba sobre la actividad del dimero. Esio se pone de manifiesto al comparar los

cromatogramas de la figura 30.
80



C) Menopausia.

En los casos de menopausia sometidos a fa filtracion en gel (figura 31) el perfil cromatogréfico
de! suero de una de las pacientes estudiadas mostré el predominio del dimero de la SHBG que eluyt
en la fraccién 25 con menor actividad en la region de los mondmeros. En otro de los casos analizados
(figura inferior) se observé ademas de! dimero un pico de poca actividad correspondiente a la forma
grande de la globulina (135-115 kDa) y el monémero de 36 kDa. Cuando estas mujeres fueron
sumetldas ‘a- tratarﬁiento con estrégenos conjugados f(figura 32 grdfica superior) ya no pudo
ob‘svevryarse élypfco del oligoméro (fraccién 23), disminuyd la proporcidn del dimero y se incrementd ia
proporcién de los monémeros (fracciones 30 - 36) de manera similar a lo que ocurre durante el ciclo

mestrual.

D)Embarazo.
La figura 33 representa los perfiles cromatograficos de dos mujeres con embarazo de 12 y 36
semanas que se ilustran en la parte superior e inferior respectivamente. Destaca sobre todo a las 36

semanas ademads del dimero de la globutina y del mondmero de 54 kDa una elevada proporcién del

mondémero de 36 kDa a lo que se debe la forma tan pecuiiar del perfit cr grafico, encol
los !ranentos sensiblemente disminuidos.

vUna vez obtenidos los perfiles de elucién de las mujeres, en las diferentes condiciones clinicas,
se hizo el andlisis para caracterizar las diferentes formas moleculares presentes, tomando en cuenta
los criterios ya ‘mencionados, lamando la atencién que son practicamente {as mismas que las
detectadas en el hombre (tabla 9). Los porcentajes de inmunoreactividad para estas isoformas durante
el cl;lo'rrieslrua! se indican én la taﬁia 10 y su representacion grdfica de los valores promedio de las
tres fases estudiadas en la figura 34, mientras que el andlisis de las isoformas en los casos de ovarios
poliqulsﬁco. menopausia con y sin tratamiento y durante e! embarazo se presentan en ia tabla 11 en
comparacién con los valores promedib l obtenidos dufante el ciclo mestrual. Por otra parte las

siguientes figuras (35-37) representan los'porcenlajes de inmunoreactividad de las diferentes
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moléculas de la SHBG en los casos;de menopausla (f gura 35) sindrome de ovarios poliquisticos

ovario pOlIQUlslICO y su menor propormon durante el clclo mestrual normal

2) De los 2 mondmeros detectados el de 54-46 kDa fué el mas importante
cuantitativamente (f gura 39), alcanzando valores superiores al 30 % de la inmunoreactividad durame,
el ciclo meslrual. la menopausia tratada con estrogenos y durante el embarazo, sin embargo no se
detectd en el sindrome de ovarios poliquisticos. El mondmero de 36 kDa tuvo menor propofcidn:' -
variando entre 6 y 16 % estando mas elevado en el embarazo (figura 39). ! ks

3) El fragmento de 24 kDa solo se detectd durante el ciclo mestrual y en los casos de -
menopausia tratada con estrégenos, siendo su proporcion alrededor del 5 %, mientras que los otros :
fragmentos de bajo peso molecular {18 kDa - < 8 kDa) se encontraron en todos los casos esludiados;
con excepcién de la menopausia en una proporcion ligeramente mayor (4-11%) sobretodo gﬁ el

sindrome de ovarios poliquisticos (figura 40}
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E)Relacién de [as formas moleculares de la SHBG con la concentracion de
estradiol.

Al relacionar la proporcién de las diferentes formas moleculares de la globulina, con los niveles
de estradiol se encontré una elevada correlacion lineal negativa (r= - 0.86) con el dimero de la SHBG
(90 - 78 kDa) disminuyendo su proporcion en relacion inversa a la concentracién de estradiol. Por el
contrario 1a relacién fué ’Iineal positiva con las formas monoméricas y los fragmentos de bajo peso
molecular coh coeﬁgfentes‘ de correlacion muy elevados (figura 41 y 42) sugiriendo un efecto inductor
de los eéﬁégéﬁbs ‘sokbra' las subunidades de la globulina. Cabe resaltar que estos resultados son
lo(almengé 6pqé§to§ é Io‘qﬁe se observd en el caso de |a testosterona, en relacién a la proporcién de

las formas moleculares.
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" FIGURA 28
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES

(Ciclo mestrual)
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PERFIL CRON

SHBG ML

SHBG M1

FIGURA 29
{ATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES

(Ovarlos poliguisticos)
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FIGURA 30

PERFIL. CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES

A) CICLO MESTRUAL NORMAL
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FIGURA 31
CROMATOGRAFIA DE SHBG EN LA MENOPAUSIA

(Sin tratamicnto)
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FIGURA 32

PERFIL DE LA SHBG EN MUJERES MENOPAUSICAS

(Con tratamicnto hormonal)
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FIGURA 33

PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES
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TAELA 9.-CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN LAMUJER
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FIGURA 34
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG

(Ciclo mestrual)
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TABLA 11.INMUNOREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN LAMUJER (%)
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FIGURA 35
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN LA
MENOPAUSIA
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FIGURA 36
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG

(Sindrome de ovarios poliquisticos)
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FIGURA 37
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG

(Embarazo)
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. FIGURA 38
FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN LA MUJER
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) FIGURA 39
FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN LA MUJER
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FIGURA 40
FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN LA MUJER
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" FIGURA 4]
CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG
CON LA CONCENTRACION DE ESTRADIOL
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- FIGURA 42
CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG
CON LA CONCENTRACION DE ESTRADIOL
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VII.-PERFILES MOLECULARES DE LA SHBG EN PACIENTES CON
ALTERACIONES DE LA GLANDULA TIROIDES.

En los pacienles con hipertiroidismo (del sexo masculino), los perfiles de elucion (figura 43)
fueron diferentes & los de otros casos estudiados, debido a la ausencia de la molécula de 135-115
kDa y una marcada elevaciéon de las formas monoméricas de 54-46 y 36 kDa eluidos en las
fracciones 28 y 32 respectivamente en cambio la molécuia de 24 kDa no fué detectable.

En el hipotiroidismo (figura 44) predominé el dimero de la globulina y los monomeros astan

dicrminttide

en comp on con los observados en los casos de hipertiroidismo.

La distribucidn cuantitativa de las dif formas molecuk en el suero de estos

pacientes se encuentra en |a tabla 12, en comparacion con Su proporcion en los sujetos normales,
siendo pertinente aclarar gue en los casos de hipotiroidismo los sueros cromatografiados fueron de

mujeres, mientras que los de hip ismo pondieron a paci del sexo fino. La

representacion gréfica de estos valores se muestran en la figura 45 y 48 respectivamente.
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FIGURA 43

PERFIL DE ELUCION DE LA SHBG EN PACIENTES CON
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- FIGURA 44

PERFIL DE ELUCION DE LA SHBG EN PACIENTES CON

SHBG oML
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FIGURA 45
FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN ALTERACIONES DE LA TIROIDES

(Mujeres)
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+ FIGURA 46

FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN ALTERACIONES DE LA TIROIDES
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Vill.- ESTUDIO DEL ACIDO SIALICO.

1.-Cuantificacion.
La concentracion de acido slalico, determinada para conocer el grado de giicosilacion de los
sueros en los pacientes estudiados, se indican en la tabla 13.
A) En el hombre.
Puede observarse que la menor concentracion de acido sidlico se encontrd en los sueros de

hombres normales, ) significati mas elevada en los sueros de hombres con

hipogonadismo (p< 0.001). Cuando los hombres normaies e hipogs fueron i ala

prueba de estimulacion testicular con hCG, se observd una respuesta diferente en los dos grupos. En
los hombres normaies, el contenido de acido sidlico se elevd en forma importante (72 % sobre las
cifras basales) mientras que en fos hombres hipogonadales disminuy6 un 20 %.
B) En las mujeres.
- Ciclo Mestrual.

La més alta concentracién se obtuvo, en llas en edad reproductiva d te el ciclo

q

mestrual normal, siendo los niveles de la fase ovulaloria (dia 13 de! ciclo) ligeramente mas elevados

que en [a fase Iﬁ(eary(dlafzj), 1779 y 1729 pg/ml pecti ite, las dif jas no son
significativas. En ‘f:érynbiyo enﬁl‘a. fase post-ovulatoria (dia 15) la concentracion de acido sidlico fue
1001.39 uglmi. §I§nlﬁc§iiv§h\§n(e menor que en la fase ovulatoria y la fase litea (p< 0.001)

Lavr‘ne;l‘i‘a &érﬁancentraddn de SHBG de todas las determinaciones efectuadas durante el
ciclo meslmalyfué de 1503 £ 355 pg/ml.

- Méqopéusla.

En mujeres menopadsicas, la concentracion de acido sidlico fue 35 % menor que en las

mujeres jévenes, y ligeramente mas elevada que en los hombres, sin embarg do las mujeres

fueron sometidas a tratamiento con esirogenos (350 g diarios de estrogenos conjugados) el
contenido de acido sidlico se elevd, alcanzando cifras similares a las observadas durante el ciclo

mestrual normal (tabla 13).
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- Embarazo,

En los sueros de amb pondi al primero y tercer trimesira de la gestacion, la
concentracion media del Acido sidlico fué de 1093 £ 260 pg/mi.
- Qvario Poliquistica (SOP).

Los sueros de las pach con SOP tuvi una concer ion baja de écido sidlico en
relacion a los sueros de las muj ‘ imik a las observadas an la menopausia no
tratada, y lig mas elevada que en fos hombres.

- Alteraciones de (a funcion tiroidea.

En los sueros de mujeres con hipotiroidismo, el contenido de acido sidlico, fué 15 % menor
que en las mujeres normales, mientras éua en os casos de hipertiroidismo (todos elios hombres) la
concentracian de 4cido sialico se encontrd significativamente mas elevada (p< 0.001) que en los

narmales.

2.-PERFiIL. DE GLICOSILACION DEL ACIDO SIALICO EN LAS FRACCIONES
CROMATOGRAFICAS DE LA SHBG.

{.- En el hombrre.

La figura 47 es un ejemplo representalivo de! perfil de elucion del dcido sidlico en el suero de
los hombres normales. En la grafica superior se muestra, el perfil obtenido an condiciones basales,

®

mientras que la figura inferior p al perfil grifico del dcido siéiico post-estimulacion.

En las ordenadas se indica la concantracion del acido sidlico y en las abscisas ef volumen de elucion,
fiamando la atencién que los perfiles del dcido sidlico y la SHBG presentan una gran similitud y
coinciden respecto a sy Ve. Los numeros entre pardntasis sobre ios picas corresponden al PM de ias
isoformas de ta SHBG que normaimente eluyen en el sitio donde aparecen los picos de acido sidlico,
a fin de relacionarios.

Por {a atura de las escalas puede verse que la concentracion de acido sidlico fué ligeraments
mayor post-estimulacion con hCG, lo que ya se habia observado al determinar 8] contenido total de
dcido sisfico en 108 sueros tabla 13,

109



En condicones basales, los picos de mayor contenido de dcido sidlico se localizaron, en el
volumen de elucién de los aligdmeros, el dimero 80 kDa y en ios mondmeros de 54 y 36 kDa, con
menor proporcion en las isoformas de 24 y 18 kDa, y solo trazas de sidlico en los fragmentos de muy
bajo peso molecular.

- Post-estimulacion con hCG. )

Destaca la notable disminucion del contenido de acido sidlico en la region del dimero de
SHBG (90 kDa), de la isoforma de 38-36 kDa y el fragmento 18-18 kDa incrementando en cambio su
proporcidn en la region del mondmero de 54 kDa y el fragmento de 12 kDa. El hecho de que
disminuye el mondmero de 38 y aumente el da 54 kDa probablemente implica que el mondmero
Iigeyro se esta glicosilando y transformando en el monémero pesado.

La figura 48 muestra el perfil de elucion del acido sialico en un hombre con hipogonadismo,
pre y ‘post estimulacion con hCG, en los que se observa en relacion a los perfiles normales, la baja
glthéilaclén de la molécula de 90 kDa, sobre todo post-estimulacion con hCG, asi como un
incremento en la regién dag los fragmentos. La ﬂgura 49 compara el perfil normal de glicosilacion con
el del hipogonadismo, para hacer notar las diferencias en las fracciones correspondientes a! dimero
de 80 kDa y los mondmeros de 54 kDa a 46 kDa asi como la disminucion de la glicosilacion en la

isoft de 38 kDa; ademas ligera el i6n en el area de los fragmentos,

La figura 50 corresponde a los perfiles de glicositacion obtenidos post-estimutacion con hCG
en el suero de un hombre normal, en comparacion con uno de hipogonadismo; se observan
faclimente los cambios mencionados anteriormente para la figura 49, destacando la marcada
disminucién de écido sidlico en la region del oligémero y el dimero (sobre todo de este utimo), asi
como un fecambio del contenido de dcido sidlico de los monémeros de 54 a 46 kDa y de 36 a 24

kDa, ya observado en los pefiles de elucion de Iq SHBG lo que indica una posible deglicositacion.

La proporcién cuantitativa de dcido sidlico (M ¢ DE) en las fracciones correspondi al sitio

de elucion de las diferentes moléculas de la SHBG, se presenta como un porcentaje de la

concentracion total en la tabla 14. En condiciones normales cerca del 20 % se encontrd en la regidn
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del oligémero, 30 % en el dimero, aproximadamente 40 % en los monomeros y un 10-15 % en los

fi Post-estimulacion con hCG el contenido de dcido sidlico disminuyo en la region del

dimero y aumentd en los mondmeros y'en los fragmentos. En los hombres con hipog: i 58

hizo mas notable la disminucion del dcido sialico en el oligbmero y en el dimero, aumentando

significativamente en fos fragmentos.
3.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ACIDO SIALICO EN LA SHBG.

1.-En el hombre.
- Conociendo la cc ion de la SHBG y del 4cido sidlico en cada una de las fracciones de

la cromatografia, se calculd el contenido de acido sidlico/nM da SHBG, obteniéndose asi los perfiles
como el de la figura 51 que correspondé a ia aetividad especifica del écido sidlico en las diferentes
isoformas de Ia SHBG en el suero de un hombre normal, pre y post estimulacion con hCG.

En ‘cc_)r;qiiA:'IAorV\es b»asales. Ia actividad especifica del dcido sialico oscild en las diferentes formas

moleculvare's: de 1040 Hg de dcido sidlico/nM de SHBG, pl do la mayor actividad en el
ollgﬁmel;o y‘;an un lragme'nlo de bajo peso molecular (< 8 kDa) con menor actividad en el dimero (80 -
78 kDa) y los monémeros de 54 y 36 kDa, asl como en un fragmento de 24 kDa. Después de la
estlm&lacién lé actividad especifica del dcido sidlico en las isoformas cambio, disminuysndo

A

en el oligd > y el dimero de la SHBG, mi que su ¢ se elovd

considerablemente (5 - 8 veces) en los monémeros de 54 y 36 kDa, asi como en el fragmento de 24
kDa.

La figura 62 muestra los resultados del suero de un hombre con hipogonadi Se ob
el contenido de dcido sidico en el oligémero (135-115 kDa) y el mondmero de 36 kDa, Hamendo ia
atencidn la baja actividad especifica del dcido sidlico en la region del dimero y el monémero de 54
kDa en las fracciones 24, 25 y 27-29 i . En bio la actividad especifica fué elevads

en os fragmentos de 18-16 y < 8 kDa. Posterior al tratamiento con hCG (figura infetior) contrario a lo
que ocurrid en el grupo control, ia actividad del écido sidlico t6 en el oligd y disminuyd
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significat an los 6 (54 y 38 kDa) d en los frag de24,8y<
8 kDa.

Estos datos parecen indicar que en condich ol di detag ina, la forma

molecular probablemente mas activa, se encuantra poco glicosilada en comparacion con el oligomero

y que en ambos el contenido de Acido sidlico disminuye post estimulacion con hCG, no asi los

monod . que

su actividad especifica en especial el de 36 kDa, a! igual que los
fragmentos. Esto parece no ser igual en los casos de hipogonadismo en los que el dimero y el
monomero de 54 kDa estan poco glicosilados, disminuyendo su contenido de dcido sidlico post

estimulacion con hCG.
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TABLA 13.- CONCENTRACION DE ACIDO SIALICO

A) EN EL SUERO DE HOMBRES
PRE Y POST-ESTIMULACION CON hCG

GRUPO ACIDO SIALICO
{ug/mb)
NORMAL. BASAL B07.15£454.3 .
S POST HCG 1394.81 ¢ 165.8
HIPOGONADISMO o BASAL 13176423410
: s e " POST HCG _1044.85 £ 284.15 "

B) EN EL SUERO DE LAS MUJERES

CICLO MESTRUAL

75031355
MENOPAUSTA STN Tx 084 1415
WENGPAUSTA CON Tx 1437467
EMBARAZO S 1 0834260 °
OVARIC POLIQUISTICO ozarze0

C) EN EL SUERO DE PACIENTES CON ALTERACIONES DE LA T!ROIDES

HIPOT(ROIDGSMO (MUJERES)
. 13138110430 -

H(PERTIROIDISMO (HOMBRES)
LT 17151398 e

- NORMAL (HOMBRES) - :**
£ 807,15 £ 454
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FIGURA 47
PERFIL DE GLICOSILACION EN HOMBRES NORMALES

(Pre y post-¢stimulacion con HCG)
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FIGURA 48

PERFIL DE GLUCOSILACION EN HOMBRES CON HIPOGONADISMO
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Acido sidlico pg/ml -
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FIGURA 49

PERFIL DE GLICOSILACION EN HOMBRES
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Acido sialico (ug/ml)

FIGURA 50
PERFIL DE GLICOSILACION EN HOMBRES

(Post-estimulacion con HCG)
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TABLA 14.- DISTRIBUCION DEL ACIDO SIALICO (%) EN LAS FRACCIONES
CORRESPONDIENTES A LAS ISOFORMAS DE LA SHBG EN EL HOMBRE

|
!
|
!

MOLECULA {OLIGO!MERO r DIMERO MONOMEROS | FRAGMENTOS
i

___PESO MOLECULAR (kDa} _‘ (135-115) | (90-70) ! (54 - 46) (38 - 36) (24-<8)
- BASAL FAPREE] 3§3+40 3501152 146£61

!
NORMALES POSTHCG | 224107 219465 434163 128491

:
e TUBASAL T 214234 2094196 3B6:128 19865
. HIPOGONADISMO  POSTHCG ' 198+08 149126 386+91 264186
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" FIGURA 51
ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ACIDO SIALICO EN LA

CROMATOGRAFIA DE SHBG EN HOMBRES NORMALES
(Estimulacion con HCG)
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FIGURA §2

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ACIDO SIALICO EN LA

pade Ac.Sileo /¥ de SHBG.
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- 1-En la mujer.
a) Ciclo Mestrual Normal

Un ejemplo represenlallvo de Ios perf' les cromatogréﬂws del écldo sidlico en los sueros de

ent la ﬂgura 53, en la que puede

p a las

glicosilacion de las moléculas de la SHBG esta disminuida.

En el dia 21 del ciclo (figura inferior) el contenido del cido siallco en Ias lsoformes volwo a

incrementarse a concentraciones similares a las de [a fase preovulatoria, sobre todo en ollgémero y

el monomero de §4 kDa y menor proporcion en el dimero y el monémero Ilgero (36 kDa) asl cumo en”

los fragmentos de 24 kDa y otros de menor peso molecular.

b} Ovario Poliquistico (SOP).
Los perfiles de glicosilacion o distribucion det acido sialico en las fracciones cfdmatogréﬁcas

del suero de una mujer con ovarios poliquisticos, se presentan en la figura 54; en la pade superior el
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perfil de elucién en el dia 7 y en la parte inferior el correspondiente al dia 21. Ambos son simiares
respecto a los picos que se obsarvan, sin embargo el contenido de dicklo sidlico fue menor en el dia
21, y también menor que la concentracion de acido sidlico en el dia 21 del ciclo mestrual normal; no

obstante los perfiles de elucién del acido sidlico | son alos . que en

&

los casos de ovaric poliquistico la proporcion de las formas grand iQ y di ) astéd

aumentada ligeramente pero las diferenclas no son significativas.

c) Perfil de Glicosilacion en la Menopausia.

Durante la menopausia no tratada, el perfil de elucion del dcido sidlico presentado en la figura

55 (grafica superior) aungue también similar al perfll de g! ilacion del ciclo trual normal, mostré
algunas diferencias, consistentes en una elevacion del contenido de acido sidlico en el oligémero de
la globulina (135 - 115 kDa) y de los monémeros, con una disminucion importante de la proporcion de

acido sialico en los fragmentos de bajo peso molacular. Después que las pacientes fueron tratadas

con es!r&genos. el perfil de glicosilacion bio disminuyendo el co ido de acido sidlico en las

formas grandes, y en los 6 i tandose en los frag| tos de 18 - 16, 12 y 8 kDa.

d) Embarazo. .

Los petfiles de elucion dei dcido sidlico en los sueros de dos pacientes embarazadas se
muestran en la figura 56. En uno de elios (figura superior) aunque el mayor contenido de acido sidlico
se localizo en et dimero (90 - 78 kDa) con menor proporcion en el oligbmeroc y el monémero de 36
kDa, que no obstante tuvo una proporcion elevada y el fragmento de 24 kDa, no detecténdose

licosilacion en los fi de menor peso molecular; pero el hecho sobresalients es la elevada

proporcidn de acido sidlico en los & con picos cl isibles sobre todo en el

monomero de 36 kDa.
En otro de los casos estudiados (figura inferior) el rayor contenido de #cido sidico se tuvo sn
el ofigomero y el dimero de la SHBG, en menor proporcion en los 6 ylos {
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Los porcentajes de dcido sidlico éara cada una de ias isoformas de la globulina en la mujer en
las diferentes situaciones ciinicas estudiadas se encuentran en la tabla 15, donde ademds se indica

en la Lftima columna del lado derecho, la concentracion total de dcido sidlico/ml de suero.

IlL.- Perfil de glicosilacion en Alteraciones de la Funcion Tiroidea.

El perfil rep: tativo de la glicosilacion de la SHBG en los casos de la mujeres con
hipotiroi > que se analizaron (figura 57 grafica superior) se rizo por p tar una elevad:
proporcion de acido sidlico en los monémeros de 54 y 36 kDa y lig: menor en el oligo >y

el dimero, con baja proporcion en los fragmentos de bajo peso molecular.

En los casos de hlpenlroidismo.(ﬁgura 57) el pedfil de glicosilacion de la SHBG fué muy
diferente de todos los anteriores con elevado contenido de acido sidlico en practicamente todas las
{soformas de la SHBG sobre todo en las formas grandes y los monémeros. Los porcentajes de dcido
sialico en las diferentes formas moleculares de la SHBG en estos pacientes se presentan en la tabla

16 para su andilisis.
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: FIGURA 53
PERFIL DE ACIDO SIALICO EN. EL ClCLO MESTRUAL NORMAL
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FIGURA 54
PERFIL DE GLICOSIL.ACION EN MUJERES

(Ovarlos pollqmsllcos)
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.- FIGURA 55
PERFIL DE GLICOSILACION EN MUJERES MENOPAUSICAS

SIN TRATAMIENTO
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FIGURA 56
PERFIL DE GLICOSILACION EN LA CROMATOGRAFIA DE
SHBG EN EL EMBARAZO
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TABLA 15. -AC!DO SIALICO EN LAS FRACCIONES CROMATOGRAFICAS CORRESPONDIENTES ALAS

MOLECULAS DE SHBG (%) EN MUJERES

OLIGOMERO

BIMERD :
MOLECULA 136-115KD - 90-78KD ACIDO SIALICO
PESO MOLECULAR DI el i (uglml)
“CICLO MESTRUAL

(F. PREOV.) DIA 13
{(F.OVUL)DIA 15
(F. LUTEA) DIA 21

OVARIOS
POLIQUISTICOS
DIA7
DIA 21

MENOPAUSIA
SIN Tx
CON Tx

EMBARAZO

193
.19.4
213

196 .
250

. 244
219

230"

1779.3‘3‘
:1001.39° -
17292170

38748
 4p135

984
1437

1093.78

8zl




FIGURA 57
PERFIL DE GLICOSILACION DE LA SHBG EN ALTERACIONES
DE LA GLANDULA TIROIDES
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TABLA 16.-CONTENIDO DE ACIDO SIALICO ( % ) EN LAS FRACCIONES

CORRESPONDIENTES A LA SHBG EN MUJERES

MOLECULA .
P

MONOMEROS
5446 Y 36 KD

FRAGMENTOS
(24, 16, 12 Y < 8 KD)

CICio
MESTRUAL '

OVARIOS .-
POLIQUISTICOS®
(SOP)"

MENOPAUSIA .
SIN Tx.

CON Tx™
DRSS
EMBARAZO

MENOPAUSIA -}

‘924170

420129

183414
S 2042180

440%102 "

1219413
2712

238307

2368%7.3 >

2 a7 sBa

1835408
208475
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CAPITULO V
DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

La globulina transportadora de esteroides sexuales (SHBG) juega un papel muy impodante
para 1a accion biologica de las hormonas gonadales, regulando la cantidad de esteroides 17-8
hidroxilados (lastosterona y estradiol] que circulan en forma libre, ya que se piensa es esta la fraccion
que se une a los receptores intracelulares para desencadenar e! efecto biologico.

Conocer los mecanismos que regulan 1a hiosintesis, metabolismo y degradacion de la SHBG
ha sido molivo de numerosos estudios en los que se ha encontrado que la SHBG se encuentra bajo
regulacion hormonal por parte de testosterona y estradiol y ademas por ias hormonas tiroideas,
habiéndose postutado desde hace aproximadamente 20 anos que la relacion Eo/T es el principal
factar que moduta en condiciones fiskogicas la conzentracon de la SHBG (76)

Los resultados de este estudho encanunada a ronocer i estiuciuta y mecanismns que regulan
su concentacion confirmaror afgunos de 10s hechos ya Sonocidas con antenondad como es que la

SHBG o valore. may ebevadies on la migan que o e hombee v que su concenteacion es mas atta
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estudio. Estos resultados estdn de acuerdo con las observaci de Kirschner y colaboradores (28)

qui bleci que @l | to de androgenos en la mujer, producia una disminucion de la

SHBG.

Todos estos hallazgos hablan a favor de una regulacion positiva de la SHBG por los
estrogenos y un efecto negativo por parte de la testosterona y estan de acuerdo a lo Iinfermado
previamente (29), Por ofra parte los resultados det estudio realizado en hombres normales y en
aquellos que no obstante tener solo una moderada disminucion de la concentracién de téstoslarona‘_

presentaban datos clmlcos de hipogonadismo (n=15) se pensé que una probable elevaclon de Ia‘;

SHBG podia ser la causa de las alleraclones {razdn por la cual Iusron selecclon dos) sln amb go Iai o

concentracién de Ia globullna no fué estadisticamente diferente; en camblo pudo demostrarsa que la B

significativo de los eslrégenos y de la refacién E/T, debldo qulzés a qus . amhlan aumenté'

simult

e la ona, pudiendo haberse compensado el ‘efacto da ambas horm nas, '
hecho que ha sido ya mencionado en la lteratura (30),

Raspeclo a las dos hombres hipogonadales con una concer lon normal de t y

niveles elevados de ambas gonadotropinas en especial de LH por un cuadro de resistencia a
andrdgenos & nivel de los receptores la concentracion de la SHBG se encontro elevada, debido a que
al no poder actuar la testosterona. predominé el efaecto positivo de los estrdgenos, aumentando la
SHBG a cifras similares a las encontradas en el suero de las mujeres normales. En base a esto se ha
pensado, que la determinacion de fa SHBG puede ser una prueba de utilidad para evaluar el grado
de resistencia a los andrdgenos. ya que su elevacion es proporcional al grado de resistencia a la
accion de la testosterona.

Por otra parte, los estudios de correlacion efactuados entre la concentracion de las hormonas
y la SHBG pusieron de manifiesto algo no mencionado anteriormente en la literatura, y es la

observacion de que en la regulacion de la globutina por los esteroides sexuales existe un marcado

132

eshmulaclén con hCG Ia concenlraclon de la SHBG no se modlfco a’ pesar. de| lncremenlo :



"dimorfismo sexual" s decur un mecanlsmo de regulaclén dlferen!e, dependnente del sexo ya que Ia'

respuesta de la SHBG a es!radlol y (eslosterona rué d"arenls en los hombres y en Ias mu]eres En el

relacion Epf/T (r— -0. 724) Este efecto también se observd en los hambres con hlpogonadlsmo en Ios

que probablemen(e influyen dos faclores: a) por una parte la dlsmlnuclbn de la (eslosterona y b) el

110 da la conc ion de E2 y de la relacion Ep/T. A esla efecto negativo de Ios eslrégenos .

sobre la SHBG observado solo en el hombre puede deberse que Ia concenlrac n de la globuhna no

se modificara pos-estimulacién con hCG, pues si bien la Iasloslerona umantb e respuesta al

esimulo y casl duplicé sus valores, lo mismo ocurrid con el Ea y la relaclén.Ezrr por»lo que el efeclo

pudo ser compensado.

En la mujer donde la cor ion de diol es elevada ocurrié lo contrario, lé SHBG tuvo
una ralacién lineal positiva con la concentracidn de estradiol y negativa con la relaclén Ele (r=0 55 y

- 0.70 respectivamente). Este efecto positivo sa observé en las diferentes snuaclones cllnlcas

estudiadas (ciclo mestrual, menopausia con y sin b y SOP) por lo que la SHBG
presentd cifras bajas en la menopausia, debido a la disminucion de los estrogenos. e i
Este marcado "dimortismo sexual® en la respuesta de la SHBG a los esteroides aonadllas‘. 3
explica porque en fa jiteratura existe tanta controvarsia o informacién aparentémente conlfadk:loria
respecto al pape! de testosterona y estradiol en la regulacion de la SHBG, pues como se derﬁostrd en
este estudio, la respuesta fué diferente en el hombre y en la mujer y este hechc no ha sido
mencionado en la literatura. Sin embargo Gordon y colaboradores en un estudio realizado sobre la

sintesis de la SHBG en una linea celular de un carcinoma hepatico (7) encontraron que el efecto de
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los androgenos sobre la SHBG presentaba una respuesta bifasica, f tener un

positivo o ‘negativo dependiendo de la dosis utilizada; negativo & bajas conceniraciones de T y

positivo a cancentraciones elevadas (superiores a 0.5 nM) sin embargo la respuesta a €2 pre fué

;. . i

yria, indep: de la dosis utilizada. Esto podria explicar la diferencia de la

respuesta a Ia testosterona en el hombre y en la mujer, pero no explica los ltado: pacto a
estrégenos.
En relacion al efecto de las hormonas tiroideas sobre la SHBG, debe resaltarse que estas

hormonas fueron las que mostraron tener mayar relacién con los niveles de SHBG, tanto Ty y T4

como el indice de liroxlné libre ( = 0. 0.94) lo que hace pensar que estas hormonas deben tener

un efecto dlrectu sobre la élul ta sil de la SHBG. Esta aseveracion

lamblen se ap ya Y tal alevados que alcanzo la globulina en los paclemes con‘

hlperﬂroldlsmo y su dlsmlnuclbn en los paclenles hipouroldeos. hecho da lmscandencla chnlca

porque puade explicar las alleraclones que ocurren enla funclon gonadal en esle tlpo de paclenles

Las muJeres con hlpemroldlsmo p 1

una menor proporcion de E2 hbre por al exceso de SHBG lnducldo por Ias hormonas llrmdeas lo que
determina la falla det feed back posmvo -] efecto esllmulador de Ios es!n&genos sobre lalHala mllad

del ciclo, y en consecuencia falla de la ovulacién. De manera similar en el hombre hipevﬂrbldeo se

observan iones del eje hipot ) hipofisiario-testicular e hipogonadismo debido a una menor

concentracion de testosterona libre, lo que puede disminuir hasta un nivel critico, en e! que es
incapaz de suprimir la concentracion de LH fallando los mecanismos de retroalimentacién negaliva.
De ahi que en estos pacientes con hipertiroidismo esté indicada efectuar la determinacion de los
esteroides libres y de la SHBG para establecer el diagndstico. Por el contrario en el hipotiroidismo,
que cursa con concentraciones bajas de SHBG, la proporcion de testosterona libre aumenta y esto
también puede tener sefias implicaciones clinicas, pues el incremento de testosterona puede
detarminar cambios en el perfil de lipidos y lipoproteinas incrementando el riesgo cardiovascular (31}
Par otra parte, el estudio cromatografico efectuado con objeto de profundizar en el

conocimiento de la estructura y composicion de isoformas de la SHBG da los que se sabe poco,

134



mostré que esta globulina af igual que otras glicoproteinas presenta heterogeneidad molecular que

fué detectada, desde que se cromatografio el estandar de los lab yrios DPC, obser VARoS

d.

picos que se atribuyeron origi a una posib! g ion de la p ion dar. Sin

embargo al cromatografiar los sueros de los pacientes y analizar los resulados fué evidente la
presencia de por lo menos 8 diferentes variedades moleculares o isoformas, de las cuales destacan
por su proporcidn cuantitativa: dos formas grandes (el oligémero de 135-115 kDa y el dimero de

90-78 kDa) das monémeros de 54-46 y 38-36 kDa respecti ite y ademds 4 de bajo

peso molecular de: 24, 18-16 12 y < 8 kDa probabl ite fi ) tantes de a degrad:

dela SHBG Eslas lso{ormas no se observaron en forma constante en todos los cromatogramas, sin

condlcmnes nslologlcas o en respuesta aun estlmulo. lo que indica que las isoformas se encuentran

en un equlhbno dmémlco modmcando su pmporclén en respuesta al ambiente hormonal, tanto en

condlclones ﬂslologlcas como patoléglcas. como ‘se demostré en el hombre pre y post tratamiento con

el clclo meslrunl normal en la mencpausia con y sin tratamiento,

smbarazo etc
Caba menclonar que la lnformaclén on Ia lﬂeralurn sobra las formas moleculares de la SHBG

y su regulacnén es muy limitada. Se saba que esta g ina es un homodil al que se la ha

P!

atribuido un PM de 90-135 kDa, formada por dos mondmeros idénticos unidos a través de residuos
de N-asparagina (32) constituidos por una cadena proteica de un pesc molecular (PM) aproximado de

40, 000 (33) que difieren unicaments por su ido de carbohidratos, por lo que p un PM

diferente dependiendo de su grado de glicosilaclon siendo este de 52 y 49 kDa segln algunos

4

investigadores (10), La cadena mor puede

dos bicad N-glicosiladas y una O-

glicositada y puede ser muy variable respecto a su tontenido de carbohidratos (34), Estos mondmeros
se unen . en presencia de los esteroldes para formar un dimero muy estable y dificil de disociar

requiriendo utilizar condiciones extremas de fuerza iénica o pH (35),
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A la fecha se conoce Ia es!ructura primaria de la globulina (36) y ei DNA que codifica su

sintesis (35) sIn embargo es muy poco lo que se conoce acerca de la microheterogeneidad que la

caraclerlza. la que eslé de rmlnada por su contenido variable de carbohid y no se los

faclores que afectan Ia g. osllaclén @,
De acueldo a Ios resul(ados de este estudio el dimero tuvo un PM de 90-78 kDa que esta de
acuerdo con los resullados de 90-84 kDa obtenidos por Petra et y col. (3) y diferente al reportado por

otros - esludios (90 - 135 kDa) en los que aparenlemenle el dimero se considerd en conjunto con el

P

oligémero (115 - 135 kDa), esto puede é_é_r posible porque en ¢ i no se 1 Imente; sin

embarga en nuestro estudio, e! oligémero pudo d con dad en el suero de hombres

normales, en las mujeres menopdusica los casos de ovario poliquistico es decir cuando existe

un estimulo androgé‘nico ouna baja col

Los mondmeros de

reportado, de aproxlmadamanle 54 46 kDa : el“mon"éniéré pesado (52 en la literatura) y 38-36

kDa para el Ilgero que pueda corresponder a Ia cadena polipéptidica poco glicosil ambos

Pet

pudlsron verse con’ clarldad en algunos croma(ogramas da ciclo mestrual SOP, menopausia,
embarazo y en los casos de hlpu e hipertiroldismo. Tamblen se observaron por lo menos 4
fragmentos diferenies (24, 18-16, 12 y < 8 kDa) sobre todo en los sueros ae hombre y en la mujer en
la fase post-ovulatoria, en el SOP y en la menopausia lratada con estrégenos. Por el contrario fueron
casi no detectables en el embarazo y enlos pacientes con hipo e hipertiroldismo.

Pudo demostrarse que en el hombre normal el dimero de la globutina es la variedad molecular
predominante (40 - 45 %) con 25 - 30 % ‘de la inmunoreactividad total en la forma oligomérica, por lo
que las formas grandes conlienen un 70 % de la actividad total de la SHBG. Este predominio de
formas grandes parece ser un efeclo de los andrégenos, pues como se demostro en los estudios de
correiacian, el nivel de testosterona tuvo una marcada relacion lineal con fa proporcion de fas formas
grandes (r= 0.78) influyendo en cambio negativamente sobre la proporcion de los monomeros de 54 y
36 kDa (r= -0.78 y -0.9 respectivamente) y los fragmentos de degradacion, por lo que se encuentran

en baja proporcion. Esto podria deberse a que en presencia de T al estimularse la produccion del
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dimero, disminuyen los monomeros Por eso en condlclonas ncrmalas. en eI hombre la proporclon de

monomeros es muy ba]a (15 % aproxlmadamente, sumando a actlvldad de ambos monomeros) y el

15 % reslante en Ios fragmenlos.

En los hombres normales posl-esﬂmulaclon con hCG se lncremanlo slgnlhcalivamenle la

proporcidn del dlmem y disminuyaron los mnnomeros y los fragmen(os, por: probable efecto del .

Incremenlo de la tss(osterona sin embargo en los hombres hlpogonadales en | los que el lncremen!o

de Ia testoslerona fué menor y mayor la‘ respuosta de los estrogenos no aumento el d|mero, pero sl

ihilidad

disminuyd la proporcion del mondmero de 54-46 kDa, demc ) SU ser al’ e{ecio negahvo
de la teslosterona. En cambio el monomero ligero aumento su proporcién al igual que los !ragmgnlos .
que aumentaron considerablemente, quizas por ser mas sensibles al incremento de e'slrégenos y de
la relacion Eo/T, lo que normalmente ocurre en la pruebas de estimulacion con hCG. Como se
demostrd en los estudios de correlacion el monomero ligero y los fragmentos son allamenie
dependienltes de los niveles de Ep (r= 0.92 y 0.88 respectivaments).

En la mujer la concentracion de la SHBG fué mas elevada que en ef hombre y el estudio
cromatografico mostrd, que la proporcion de isoformas lambién es diferente y claramente
dependiente del ambiente hormonal como se domostié por los hallazgos en las diferentes fases del
ciclo maslrual Mientras en el hombre el cligometo y el dimero fueron las isoformas predominantes;
en la mujer en condiciones normales no se detecto el oligdmero, el dimero se encontidé en menor su
proporcion y el mondmero de 54 kDa fué la varicdad moiecular predominanle Asi también se
pudteron observar camhios wmportantes ¢n el comportamiente de las isoformas de la SHBG
dependiendo de la fase del ciclo mestruae

tstos datos son mteresartes porgue en la ieratura existen resultados contradictonos al

e

cy potie generdl se dice qui s SHBRG D se modiica durante las diferentes tases del cicio a

TenL Que 10y esrogents se enuuentien Muy clevados con cffas supenoes a 400 pgm!’ 2% Este
estudic demostio Qui Aue Lo Biveles e estioyenus mene e, gue ios menconados. 1 SHEG sudnog

ModfCanones tante et Su Concentauion oo e sy composeinn de selormmas  con mayor

Trabaar e 10 s Goulutianan y et daue aitea de anaend @ camibe o g Concenliacon Je
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tad, hi i

en el

estrogengs, lo que indica que las formas molecul son f por los ¢
hormona

E) los casos de ovario poliquistico a diferencia del ciclo mestrual normal, pudo detectarse el

oligomera y el dimero que fue la isoforma cuantitati e mas imp de similar al

comportamiento cromatogréfico de los sueros de los hombres; la disminucion de estrgenos y el

hi genismo que < iza a este si , puede ser la causa de los cambios observados,

ya que como se demostré previamente, las formas grandes de la SHBG se incrementan por
andrégends o por la deficiencia de estrdgenos. En la menopausia donde la concentracion de
estrogenog es muy baja (<25 pg/ml) el oligémero y el dimero se encontraron elevados, poniendo de

manifiesto ja lmponancia de los estrogenos sn el control negativo de las formas grandes, tal como se

cbservo en los esludnos de correlacm

De stos resullados podrlarnos declr que cuando los estrégenos estan elevados, el mondémero

de 54 kDales la rom\a molecular ma > y el dimero disminuidos.

falla del mgcanismo de control, tal como ocurrlo en la menopausia o en los casos de ovario
pohqulshco ;

En Ids cromatogramas del suero de mulen;s embarazadas, el hecho sobresalients fué la
notable elevacion del monémero ligero (36 kDa) pradlmmente al doble de la proporcidn que tuvo en

las otras situaciones clinicas estudiadas. Este nkméméro de acuerdo a los estudios de correlacion, es

4 $oh

fi e lado por el o de

(r= 0.92) y de las hormonas tiroideas, las

cuales se entuentran muy elsvadas durante la gestacién; sin embargo Ilama la atenclon la baja

proporcidn dej monémero pesﬁdo yrla elavacién del dimero, para lo cual no se tiene una explicacion

salisfactoria, 4 no ser por la presencia de un feto masculino.

En el Nipertiroldismo el andlisis de los ﬁevﬁles cIC grédficos mostré da elevacion de

Sn a su proporcldn en ios p r no siendo detectable el

ambos mondmeros, en

oligomero de 135-115 kDa. Esto es lmpoﬂénta‘ porque los sueros cromatografiados eran masculinos,

138



A

con niveles normales de los estrogenos, por lo que la el ion de los )S, pareace ser un

efecto especifico de las harmonas tiroideas. La concentracion total de la SHBG en estos pacientes

fué también mas elevada y congruente con los estudios de correlacion, en los que (as hormonas

tiroideas n una elevada correlacion lineal con los niveles de la SHBG (r= 0.92) siendo el

i to fund: talmente en los mondmeros, [0 que parece indicar una accion directa de las
hormonas tiroideas sobre la célula hepatica, para estimular la sintesis de la cadena proteica de la
globulina; esto se infiere por el incremento del monomero de 36 kDa, aunque también deben inducir
|a glicosilacién como fo damusstra el iIncremento del mondmero pesado.

En las paclentes con hlpo(lmldismo. con nlveles de T3y T4 muy bajos y estrogenos también
disminuidos, el perﬂl cmmatogréf‘ co moslré como era de esperarse, una elevaciin del dimero de la

SHBG Y. una dlsmlnu 6n del

onomero Ilgero. ‘en relacién a su proporcion en los pacientes con
hxpemmldlsmo. kcamblos congruentes con Ia dismmucnén de las hormonas tiroideas y los estrégenos
que llenen un e!ecto Inductor sobra Ia sin(esls de |a globulina.

En rasumen podrla declrse como resultado del analisis de los perfiles cromatograficos y del
estudio de ;Ias moléculgs en las diferentes condiciones fisiopatologicas, que la proporcion de las

formas: grandes es}el resultado del equilibrio entre la c ion de los andro s y los

estrogenos; los andrégenos con un efecto estimulador y por el contrario fuertemente Inhibidor por

parte de los estrégenos. En cambio el cantrol de los monémeros es dependiente de la concentracion

de los estrégenos y las hormonas tiroid los androgenos p tener un efecto inhibidor sobre la
proporcion de monémeros, sin embargo esto puede deberse a que en presencia de testosterona, se
Induce dimerizacion, por lo que disminuye su proporcion. Por otr& parte mieniras que la accion

estimuladora de los 6genos es basi e sobre el 6 pesado, |a de las hormonas

as sobre el ligero y siendo la unica diferencia entre ellos, su grado de

glicosilacién, se puede inferir que las hormonas tirold imulan la sintesis del monémero y los
estrogenos su glicosilacion; de ahi el recambio que se observa frecusntements de una forma

molecular a otra, dependiendo del ambiente hormonal.

138



E| pape! de los estrogenos y las hormonas tiroideas en la glicosilacion de los mondmeros

puede comp. at los ltados del dio dei acido sialico, que demostré que de

b

todos los sueros estudiados, los de paci con hiperti ) y los de mujeres durante el ciclo

mestrual normal, fueron tos de mayor concentracion de acido sidlico.

En el ciclo | normatl la ion de acido sidlico mostré variaciones en funcion de

la concentracién de estrégenos: se encontré mas elevado en la fase periovulatoria, y en la ovulacion

disminuyendo en la etapa post-ovulatoria, para volver a incrementarse en la fase lutea de acuerdo a

con Hgenos Su cor ion fué

{a concentracion de ogenos. En la
sensiblemente mayor que en la menopausia sin tratamiento y que en los casos de ovarios
poliquisticos, en los que el dcido sidlico se encontrd muy disminuido, con niveles similares a los
observados en los sueros de los hombres, que fueron los que tuvieron la concentracion mas baja de
acido sialico. Estos datos apoyan el pape! de los estrégenos y las hormonas tiroideas sobre la
glicositacion de las moléculas.

Analizando los perfiles de glicosilacion de los sueros se observo que los picos de dcido sidlico

s pl practi en las

donde eluyeron las moléculas de la SHBG

permitiendo hacer algunas inferencias. En al hombre normal cerca del 50 % del Acido sidlico se

localizd en las formas g (di y oligébmero) donde se encontraba la mayor proporcion de
SHBG, 35 % en los monomeros y de § - 15 % en los frag . Post-estimulacion con hCG (en la
que se los estrogenos) la glicosilacion del dimero disminuyé, aumentando la proporcion

de acido sidlico en el monémero de 54 kDa con una disminucion simulté del 6 ligero, lo

que se puede explicar, porque este Gltimo al glicosilarse se transforma en e! monomero de 54 kDa.

En fos homb con hipogonadi el pedil de glicosilecion fué diferente de! normal,
mostrando menor porcentaje de acido sidlico en el dimero y una proporcién aumentada en ambos
mondmeros; esta ateracion se hizo més' evidente post-estimulacion con hCG, en la que el contenido
de acido sialico en ef dimero fué significativamente menor que en condiciones normales.

A la fecha se sabe muy poco respacto al papel de los carbchidratos para la accidn biologica
de [a SHBG, sin embargo en hormonas como hCG, FSH y LH se ha visto que son importantes para la

140



unién de la hormona a sus receptores y la traduccién del mensaje, a fin de que pueda manifestarse in
accion blolégica; cabe pensar que la glicosilacion deficiente dei dimero, en los hombres con

hipogonadismo, podria afectar ia bicactividad de la globulina y el de la alos

tejidos.

En el caso de las mujeres, los perfiles de glicosilacion diferentes de los de los hombres, se
caracterizaron por un menor contenido de acido sialica en el dimero y mayor proporcion en los
mondmeros, sobre todo en la fase ovulatoria y en la fase lutea, lo que esta de acuerdo con la
distribucion de las isoformas durante el ciclo, reafirmando e! papel de los estrogenos en la

glicosilacion de los mondémeros. En la fase post-ovulatoria al disminuir los estrégenos, disminuye el

contenido de acido sidlico en los monomeros, i tand en los frags de bajo peso

molecular, lo que puede indicar su degradacion o su deglicosilacion.

En los casos de ovario poliquistico y de menopausia, los resultados conforme a io esperado,

mostraron mayor contenido de Acido sidlico en [as formas g y su disminucion en los

monémeros, de acuerdo al perfil de las isoformas de la SHBG, mi que en la r pausia

yenel > 16 la glicosilacion de los mondmeros, asi como también en los casos

de hipertiroidismo. No obstanta no concuerdan los perfiles de glicosilacion en la menopausia no
tratada y en los casos de hipotiroidismo, en los que contrario a lo esperado, la propoicion de #icido

sidlico se encontré elevada, pava lo cual no se encuentra una expicacion satisfactoria, a no ser que

las paci tuvi ! sustitutivo.

El contenido de carbohidratos da.la SHBG, es 18 % de acuerdo a Mickelson (39) 32.1 % en
los estudios de Rosner y Smith (40}, 34 % en lo.s resutados de Ighal y Jonhson y 14 % de acuerdo
con Petra y colaboradores (3), £n nuestros dalos considerando la dif la de peso moleculer entre

el mondmero pesado y el mondmero ligero, parece ser de 22-33 %. Aunque los resultedos son
similares a algunos de los reportados, las diferencias pueden deberse a los susros utilizados pars el
andlisis, pues como se demostrd la glicosilacion es varisble dependiendo del ambi yeol
astado fisiopatologico.
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Ignoramos cual puede ser la importancia o trascendencia de la glicosilacion diferencial en

hombres y mujeres, en respuesta a los di imulos hor les; pues se ha dicho que tanio

las formas glicosiladas como deglicosiladas pueden unir a los esteroides solo se sabe, que a esta se
debe fa microheterogensidad molecular que caracteriza a ia SHBG
Del cantenido de carbohidratos, por lo menos una tercera parte es écido sidlico que se

localiza en la parte terminai de las cadenas de ol Aridos (dos id por cadena). A las

diferencias en el contenido de acido sidlico se han atribuido las diferencias de carga eléctrica y peso
molecular que prasentan las isoformas de la SHBG, y estas diferencias de carga o peso son los que
se han aprovechado para su separacion por electrpforasis o isoelectroenfoque, o por filtracion en gel,
como en este estudio.

Existen pocos reportes respecto a las isoformas de la SHBG, casi todos elios por
electroforesis (SDS-PAGE) o por isoelectroenfoque, y en ellos se ha informado la presencia de 8-10

diferenies varledades moleculares. Aunque el fundamento de los métodos es diferente, es posible

Hea el

p nuestros 1 ya que los pesos moleculares asignados al dimero y a! mondmero por
electroforesis son similares a los obtenidos en este estudio, por filtracion en gel. Los niveles de SHBG

y las formas moleculares, pudleron determinarse con exactitud, gracias a la elevad. ibilidad del

RIA y la especificidad de los anticuerpos utilizados, lo que permitioc observar las diferencias durante

las fases del ciclo mestrual y en las ofras situack clinicas diadas. Sin go !

estudio tiene un inconveniente, mide la "inmunoreactividad" de la globulina, pero nada nos dice

respecto a su bioactividad, por lo que pudieron hab d i i ivos

cal de accion biolégica, como pueden ser los fragmentos de bajo peso molecular. No obstante

1a Informacion obtenid, al compc

> de las isoformas y su mecanismo de regulacion

hormonal es muy importante y por elio idh que es o continuar este estudio, para

averiguar la afinidad de cada una de las isoformas, por los esteroides sexusles, como

dihidrotestosterona, testosterona, estradiol y sus derivados, a fin de poder conocer su papel en el

transporte de los esteroides les.' Es de .esp de acuerdo a los resultados obtenidos

con otras glicoprotei biologis imp que las diferentes isoformas de la SHBG
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manifiesten una afinidad y especificidad diferente para cada uno de ellos, lo que es importante

determinar. Pardrige y colaboradi p 1 las de SHBG por electroforesis (41) y
observaron que las formas moleculares en e! suero de hombres, migraban de un pH de 4.3 a 5.8,
mientras que los sueros de las mujeres lo hacian a un rango de pH de 5.4 a 5.8, indicando que las

isoformas en el hombre son mas écldas', o0 mds basicas en las mujeres. Cuando estas isoformas se

b

con los ides tritiados (H3 Ep y H3T) aquellas que unieron con mayor afinidad a la
H3T, fueron las mas acidicas (pH 4.3 a 4.9 ) mientras que las que unieron estradiol fueron mas
basicas (pH 5.4 a 5.8) lo que esta en relacion directa con su contenida de &cido sidlico. Esto es

importante, porque Implica que el contenido de carbohidratos y el grado de glicasilacion regulan la

interaccion "especvr ica y dif jal" de la testost o el diol con las dife formas
moleculares. - o

Exirapolando estos resuhados de ia electroforasls a la filtracién en gel, las formas dcidas por

su peso molecular correspon na Ies formas grandes que son las que unen T con mayor afinidad y

de los hom reS' las formas mas

basicas de fnenor pes olacular. luvleron mayor avldez por es!radio! y son las ue predomlnamn en

el susro de las mujares Eslos resunados tlenen una 'gran trascendencia porque cuestionan

senamenls la teorla clasica’ y slmphsla mantenlda por muchos aﬂos de que solo' el dimero de la

SHBG se une a los esteroides y de que tanto lat na como elﬂ ad ocupan un mlsmo sitio
de union en la globulina. ’

Esta teoria de Pardrige da sentido a la presencia de ias isohormonas como determinantes de

la especificidad de la SHBG para unir a los diferentes esteroides les,” es cong'ruante"coﬁ

nuestros S Y p plicar porque en algunos tejidos se transporta Vesbeclﬂcamenle"un

esteroide y ho otros, como ocurre en el endometrio donde la SHBG une y transporta especiﬁcamerylkle

al estradiol 42) mientras que en la préstata la SHBG transponia fund tal na hasta

los receptares de membrana, donde de acuerdo a recientes investigaciones el complejo SHBG-

esteroide se une también en forma especifica (43)
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Asi la h idad lecular y el ido de ca den ser

g P

reguladores de la espaocificidad de la SHBG, no solo para transpontar los esteroides a los tejidos sino
para que pueda llevarse a cabo su union a los receptores especificos, determinando también su
metabolismo y velocidad de depuracion, que como se sabe es mayor para las hormonas libres.

Esta nueva hip6tesis, aunque alin no aceptada lotalmente, hecha por tierra otro viejo dogma,

de que !a fraccion libre de los

es la biologic activa, pues implica que el esteroide
debe ser unido a la SHBG para poder ser transportado a los tejidos y este unido a los receptores de

membrana que reconocen en forma especifica al plejo (SHBG )

han

Reci estudios experi do que tales receptores existen y que el

complejo SHBG-esteroide debe unirse a la membrana, a fin de que el esteroide sea introducido al

comp to citop ico y alcance el nitleo para poder actuar, siendo asi la fraccién unida, la

biologicamente activa. Estos resuitados dan sentido a la heterogenidad molecular y a ia aspecificidad
en el transporte de los esteroides, gracias a la especificidad de las isoformas de la giobulina y
expllcgn ia importancia de la glicosilacion diferencial de las variantes moleculares, en funcion del
ambiente hormonal, abriendo un interesante campo de estudio, para aclarar ias incognitas que aun
existen respecto a la manera como {a SHBG manifiesta su accion biologica; la que sin duda es de

gran como de Ia accion de los esteroides en s diversos tejidos en

condiciones normales y patologicas.



ANEXO 1

ESTANDARIZACION DEL RIA DE LA SHBG.

Cuando surgi6 el radioinmunoandlisis, fué ia del p to, lo que permitio

introducirlo como una técnica analitica de incalculable valor, para determinar compuestos presentes

en los liquidos bloldgicos, en muy baja concentracion. No obstante, para muchos compuestos

importantes no se req una elevada ser

ya que los niveles en los fluidos biokigicos estan
en una concentracion mas arriba de los fimites de deteccion del ensayo; siendo importante ajustar las
candiciones y la curva estandar del ensayo al rango de interés fisiopatologico.

En el caso de la SHBG, aunque e! RIA tiene una sensibilidad adecuada para medir los niveles
circulantes, las muestras de suero se cromatografiaron, con la consiguiente dilucion de las mismas

{ 60 fracciones ) por lo que fué preciso i ar la ibilidad del he utilizado, optimizando

las condiciones del mismo. Para esto se modificd el RIA, de acuerdo a los principios bdsicos ya
establecidos, sobre ¢l efecto que llenen &l tiempo y la lemperatura de incubacion asi como la dilucion
del anllcuerpo sobre la sensmllldnd ds! mélodo

a) Tiempo de Incubaclon Aun cuando lncmmen(ar el tiempo de incubacién no es en sl mismo

un msdlo para Incr' -mentar Ia sanslbllldad 'sln embargo prolongarlo un poco cuando es muy corto,

puede ayudar a alcanzar el equlhbrlo de abteacclén sobrs todo si se consldera que los reactivos se
uhllzaron en concentraciones ba]as Por elio se decidlé lncubar ia mueslra con el tmzador radiactivo y
el anticuerpo duranle 3 horas en iugar de 1 hora. De esta forma como puede aprecuarse enla FIG. 1

la pendiente del ensayo ( m ) se incrementd iderabl con | fo a las condiciones

P

originales marcadas en el instructivo de! estuche que son: anticuerpo sin diluir, curva estandar de 10
a 250 nM/L y 1 hora de incubacién a temberatura ambiente. En este caso, al Incrementar el tiempo de

reaccion se afectaron los puntos bajos de la curva, modificdndose la sensibilidad del ensayo.
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No obstante, atn cuando el incremento del tiempo de incubacidn mejor6 la pendiente del
ensayo, és!a modiﬁcaclén no fus suficiente debido a que el punto de 5 nM/L ( que se adiciond para

checar la senslbxhdad ) indicc exceso de anticuerpo y poca sensibilidad a ese nivel y no tuvo buena

correlacmn con fos demas punlos. es decir se sallé de la curva, no obstante que el estuche indica un

resultados def ensayo, se decidio modificar la temperatura da mcubaclon’ de eralura amblenle a

4 ° C con un tiempo de incubacion de 18 horas probando dos dllucuanes dai‘ anhcuerpo Los .
resultados de eslos ensayos se muesltran enla FIG. 3 y como pueda apreclarse las modlfcamones
realizadas no mejoraron los resultados anteriores, sino qus por, el conlrario !ueron claramente
desfavorables en términos de la pendiente, que se elevo notablemenle afeclandose Ios punlos de'
mas elevada concentracion. Por lo cual se considerd que esta Ultima modificacion no era
conveniante. ‘ .
Una vez estudiados los diversos factores que pueden alterar la sensibilidad del snsayb. se’
seleccionaron las condiciones mas adecuadas para realizar el radioinmunoanalisis de acuerdo a el’
rango de concentracion de nuestros experimentos; de este modo el ensayo se estandarizé a las
siguienies condiciones: anticuerpo diluido 100 % y 3 horas de incubacién a temperatura ambleme.':'
Con estas condiciones la curva de calibracién tuvo una pendiente de - 2.7 que proporciond unax

sensibilidad de 0.3 nMA ia cual es adecuada. para cuantificar las pequenas concentraciones de la
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SHBG en las fracciones de la cromatografia y asi poder conocer los perfiles de elucion de esta

proteina y las formas moleculares presentes. La reproducibilidad de la curva de calibracion fué

evaluada mediante el valor de la p {m), el int pto en b y la correlacion de los puntos de

la misma los [ en dos i diferentes se an la FIG. 4. La precision

d inada por los cosefici de variacion ( CV ) de los sueros control utilizadas para el control de

calidad también fué adecuada { CV intra e interensayo < 10 %) lo que nos permite utilizar el método

con seguridad en forma rutinaria.
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FIGURA 1

ESTANDARIZACION DEL RIA DE LA SHBG -

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA PENDIENTE
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FIGURA 2

; ESTANDARIZACION DEL RIA DE LA SHBG

: EFECTO DE LA DILUCION DEL ANTICUERPO SOBRE LA PENDIENTE
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FIGURA 3

ESTANDARIZACION DEL RIA DE LA SHBG :

EFECTO DE LA DILUCION DEL ANTICUERPO SOBRE LA PENDIENTE
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FIGURA 4

T CURVA DE CALIBRACION DEL RIA DE LA SHBG
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ANEXO I

ESTANDARIZACION DEL METODO DEL ACIDO TIOBARBITURICO
PARA LA DETERMINACION DE ACIDO SlALlCO

EI método de Warren odel amdo (lobarbnurico usado para la determinacion de Acido sidfico

en los llquldos bioldgicos, es bastanle precls exacto y espectﬁco, no obstante tener una sensibilidad

adecuada, moslro que ésta no era suf‘ clente para evaluar la baja concentracion presente en las

fracciones de las cromalograﬂas, razon por Ia‘cual se decldvé estudiar los diversos factores que

afectan el ensayo. Cor 1o esta situaci , 5 propuso - madificar el mélado, con el proposito de

la Intensidad y la del 'i:roméfp(o fdrrnado" en la reaccion, a fin de obtener
mayor sensibilidad. e : e

" Ef paso Inicial del método de Warren es la oxldacion del écldo sléln:o con metaparyodato de

SOdIO, sa sabe que la formacion de color aumenta con el grado de oxldaclén. y por lo tamo con el

incremento de fa concentracion de me(aperyodalo has(a cierto’. or . lo" que la prlmera

modificacion consistié en variar la concentracion de dicho reacﬂvo ‘entre 0.1My 0.0 M ( an al mélodo -

original @5 0.2 M ) a fin de establecer la concen!raclon més ad ra e nsayo En la ﬂgura 1

s8 puede apreciar que el color se incrementa nolﬂblemunte a partlr de la concenlracloﬁ O 5 M y que
la concentracion de metaperyodato que resulta en una mayor Vabsorbancra fué_la de 0.9 M, El
producto de la oxidacion se hace reaccionar posterlorménle con dcido lldbarbﬂﬁricb en un baﬁo sﬁ
ebullicion para formar el cromoforo; el tiempo de incubacion en el método original es de 15 mlri(llos.
en este trabajo se modificd incubando de 10 a 60 minutos, encontrandose que la maxima
absorbancia fue ubtenida después de una incubacion de 60 minutos ( Fig. 2).

A continuacion del desarrollo de color se afiade una solucion de HCI al 5 % v/, porque se ha
establecido que la adicion de solventes organicos o acidos miscibles en agua intensifican el color de
la reaccion. Considerando lo anterior se adicionaron distintos volumenes de HCl al §% (1a 4 ml )

encontrando que la maxima absorbancia del croméforo se obtuvo cuando se adicionaron 3 6 4 mi det
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tivo (figura 3). P se incuba nt a25° C durante 15 minutos. En un tmbajo .
previo, una modificacion que se realiza al método de Warren, es mantener Ios tubos duranle esta
segunda incubacion no a 25 ° C sino a 50 ° C después de adicionar la solucién de HCI, en el
presente trabaio se probaron 3 diferentes (emperatufas para este paso 25, 37 y 50 ° C, resultando
una mayor intensidad del color cuando ia temperatura fue de 37° C, pues como se puede obseivar a
50 ° C disminuye notablemente la absorbancia (Flg. 4').

También se comprobd la eslabilidad del crombforo para o cual se realizo el ensayo incubando

todas las modificaciones amenores, es’ declr con el ya darizado d inando la

estabilidad a diferentes tlampos ( 10 a0 mmu(os ) Los resultados muestran, que a partir de los 20

minutos la absorbancia no

‘; con fespecto al’ tiempo, manteniéndose el color

hasta los 60 minutos,’ sor tro de este periodo, sin tener alleracionas

al5%: y como se observa en Ia Flg‘ G esle : 1estra una i bsorb cia a una longllud de unda
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