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RESUMEN. 

La globulln• lranspollltdora de hormonas seiruales (SHBG) es una gllcoprolelna plasm61ica 

producid• por el hlgado que transporta especlllcamenle eslradlol y leslosterona, así como sus 

derivados. Los niveles plasrMtlcos de la SHBG están lnftuldos por la variación en la concenlraclón 

sériea de varias hormonas como son: lesloslerona, eslradlol y hormonas llroideas principalmente. 

La SHBG es Importante para la disposición y captación de las hormonas esleroides por los 

tejidos blanco. en los cuales ejercen su acción biológica; no obstante no se conoce la runclón precisa 

de esta proteína, en el sistema endócrino, como también se desconoce la Importancia de la 

gllcosilación de la prolelna. 

Se ha apreciado que la concentración sérica de la globullna varia en ciertos estados 

fisiológicos y en ciertos procesos patológicos en los que eslán Involucrados cambios en el ambiente 

hormonal. Esle esludio pretende dilucidar cuales son los mecanismos que regulan la concentración 

plásmatlca de la SHBG, así como su heterogeneidad molecular y el grado de gllcosllación de la 

proteína y sus implicaciones. 

Para lograr lo anterior se realizaron determinaciones de los niveles plasmáticos de la SHBG 

en muestras de pacientes en los que de alguna manera. normal o patológica exisllan variaciones en 

las concentraciones plasmáticas de los andrógenos, eslrógenos y las hormonas tiroideas; tales 

estados fueron: hipogonadlsmo e hlpertiroidlsmo en los hombres, y ciclo mestrual notmal, embarazo, 

menopausia (con y sin tratamiento) ovarios poliqulstlcos e hipotiroidismo en la mujer. Se 

determinaron los niveles hormonales de FSH, LH, testosterona, estradlol y honmonas tiroideas a fin 

de establecer la posible correlación de estas hormonas con los niveles de la SHBG, para lo cual se 

determinó la concentración de SHBG en el suero de 15 pacientes de cada grupo. Además a las 

muestras de dos pacientes de cada grupo se le realizó una cromatografía en Sephadex G-150 para 

determinar las lsofotmas de la prolelna en las diferentes situaciones clínicas estudiadas y por otra 

parte también se delermlnó la concenlraclón de ácido slálico en cada uno de los sueros y en las 

fracciones de las muestras cromatogran.das, para conocer su dlslribuclón en las diferentes 

lsofOt"mas. 



Los resultados obtenidos Indican que la concentracl6n de la SHBG es mt1 elevad• en 181 

mujeres que en los hombres, en las mujeres a su vez, es más elevad• dur•nte el ciclo mestru•I y 

durante el embarazo que en la menopausia y que en los ovarios poliqulatlcos; lo que implica que 

existe una regulación positiva de la SHBG por los estr6genos y un electo negativo por 1)8rte de la 

testosterona. 

En los estudios de correlación entre la concentración ce las hormonas y de la SHBG se 

encontró un marcado " dimorfismo sexual 11 en la regulación de ta globulina por los esteroides 

sexuales, es decir que en la mujer la testosterona inhibe a la SHBG y el estradiol la estimula, mientras 

que en el hombre ocurre lo contrario; asl también se estableció que las hormonas tiroideas estimulan 

la síntesis de la SHBG mos~~n~~,· ~-~~r: correlación con los nivel~• de SHBG que los ml1mos 

estrógenos. ·.f> '':é' '''·" 

Con respecto al estu.dlo.C:ro;;:¡~\og;.¡flco se estableció la presencia de por lo menos 8 d~erentes 
- ··:- .- ·-_,-~·::. ::c·:>;---:i<.: 'J.¡_-, 

variedades moleculares o lsoforinas de las qtie'destacan: un olig6mero, un dlmero, dos mon6meros y 

4 isoformas de peso molecular bajó/probáblemeníe fragmentos de déQradación de la SHBG. Cabe 
- ···-.- ' ' ._, " , ... - ;·· .. ·_::e~·__,,;:';~·~·-· - •"- - - -- . 

mencionar que tas lsoformas mencionadas·¡,¡¡·.;; encontraronímtOdos los casos estudiados, pero se 

detectaron claramente en -·-a1gUno/'d;:-~Í10S, obse~ándos~·;.a'J~~~~--~-~mbloS~ en ta proporción 

cuantitativa de 1as 1soforma• v· un recambio de~,;¡¡·;º~~ nill1eéGf~;·'.·~crt~~.'1º que Indica que la• 
.. , , . ': ··.·. :7, - .. ,·,·:.:,:. y-_.,_-)"' . --. •. 

isoformas se encuentran en equilibrio dinámico, modificando su proporción en respuesta a los cambios 

hormonales. 

Se encontró que las diferencias exlst~nte~ en,la SHB~:~ntre' hombres y mujeres no solo es 

cuantitativa, también es en relación a la proporción de las Í~ofomtas
0 

exlatentes, lo que Indica que 101 

cambios en estrógenos y andrógenos modifican no solo la cantidad de ta SHBG, sino también las 

lsoformas presentes, determinando un recambio entre las formas moleculares. 

En nuestros resultados el contenido de csrbohldratos fué de 22-23 % siendo de ellos, el más 

importante el ácido siálico demostrandose que la glicosilaclón es variable dependiendo del estado 

fisiopatológico. 
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Por otra parte se estableció que los estrógenos y las ho<monas tiroidea• modulan la 

g!icosilación de las isoformas de la SHBG determinando que en el hombre normal las i1oforma1 de 

mayor peso molecular sean las que se encuentran con mayor grado de glicoallación, mientras que en 

las mujeres sean las formas monómericas; como se sabe la glicosilación de la SHBG es la que 

determina su microheterogeneidad molecular. De acuerdo a recientes estudios esta 

microheterogeneidad molecular, es un regulador de la especificidad de la SHBG para el transporte de 

esteroides, as! como para unir el complejo SHBG·hormona a los receptores de los tejidos blanco 

determinando también la velocidad de su metabolismo por lo que la principal función de la SHBG 

puede ser regular la distribución de hormonas a las células de los tejidos. 
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CAPITULO! 

Introducción. 

La transmisión de infom1aci6n en el organismo es llev8da a cabo por loll 1lstema1 

nervioso y endócrino; en el sislema endócrino el mensaje es transportado de una célula a otra a travé1 

de la corriente sangulnea mediante sustancias qulmicas denominadas hormonas. 

Las hormonas son mensajeros qulmicos que coordinan la actividad de diferentes células en los 

organismos pluricelulares y
1
tienen las siguientes características: 

- Son moléculas sintetizadas por tejidos e1peclficos. 

- Se secretan directamente al torrenle circulatorio, que las traf11POlta haata el 1Hio dondt van 

a actuar. 

- Alleran especificamente la actividad de ciertos tejidos su1ceptlbles (órgano blanco, células 

diana) 

Desde el punto de vista estructural existen tres clases principales de hormonas: 

1) Hormonas protéicas. 

2) Derivadas de aminoácidos. 

3) Hormonas esteroldes. 

Entre estas clases de hormonas exislen algunas diferencias fundamentales, las dos primeras 

son hormonas solubles en agua (protélcas y amina• aromáticaa) mientras que 1.. hormonas 

esferoides de naturaleza lipldica no lo son (1). Las primeras, tienen receptores e1peclficos sobre la 

superficie celular; cuando una célula blanco recibe su menuje endócrino, la función celular es 

estimulada vla segundo mensajero de 101 cuales el 1l1tema de la lldenilato ciclaaa e1 al mejor 

conocido. En el caso de las hormonas esteroides el receptor de la hormona esta localizado en el 

Interior de la célula blanco. Asl mientras que las hormonaa polipeptldicas pueden interaccionar 

directamente en la superficie celular, loa eateroide1 requieren entrar a la <*lula. Esto sugiere 

diferentes mecanismos de transporte para las diferente• hormonH. La1 hormonas proteica•. 

hldrosolubles circulan libremente en el torrente sangulneo, IH hormon .. esferoides y tiroiden, 

.. 



Insolubles en agua, son solubllizadas mediante la fijación a protelnaa transportadoras como la 

albúmina, o bien a protelnas especificas (2). Las hormonas esteroides viajan en el plaema en un 

estado de equilibrio dinamice entre el estado unido a protelna y el libre (fig. 1 ). Eato se debe 

a que una vez que la hormona se libera a la circulación de su sttlo de producción, una 

proporción importante y variable es unida a las protelnas del plasma. Las protelnas 

plasmaticas humanas especificas para los esteroides sexuales son: la globulina transportadora 

de hormonas sexuales (SHBG), (también llamada globulina transportadora de testosterona-

globulina transportadora de testosterona o protelna transportadora de estradiol, 

esteroides sexuales), la globullna transportadora de cortiaol (CBG), y la recientemente 

Identificada protelna transportadora de estradiol (E2B). Las protelnas transportadoras varian 

entre especies asl como las funciones desempe~adas por las diferentes hormonas. 

El lugar de la albúmina en el transporte de esteroides permanece incierto ya que la albúmina 

tiene una gran capacidad para unir a las hormonas y a otras moléculas, sin embargo la afinidad de 

esta unión es de un orden bajo. Por esta razón se ha considerado, que esta unión no especifica, no 

afecia la disponibilidad de la hormona para tos tejidos blanco, como ocurre cuando los esteroldes se 

unen a las protelnas especificas. 

------CONCENTRACION TOTAL DE HORMONA.-----~ 

'unida no especiflcamente. 

Usualmente > 50 % 

Fracción Fracción no unida. 

unida. 0.1 ·80%········ 0.1-20% 

FIG. 1.· Transporte de hormonas esteroides en plasma humano. 
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Planteamiento del problema. 

La globulina transportadora de esteroides se•uales (SHBG). e• una protelna pl11mitica de 

origen hepático, de transporte especifico para hormonas esteroides. fue descubierta a mediado• de la 

década de los 60's (3) y es representativa de la clase de glicoprotelna1 sangulneas especificas 

fijadoras de hormonas.(4) Esta glicoprotelna fija especificamente 5o.-dihidrotestosterona (DHn y 

testosterona {T) con una elevada afinidad y 17¡Hlstradiol (E2l con menor afinidad. 

La globulina transportadora de hormonas sexuales, (SHBG), es una beta globulina; cuya mau 

molecular ha sido estimada de 30-120,000. Puede existir en el plasma como un monómero o un 

dlmero formado por dos subunidades, de tamallos d~erentes de 52 y 49 kD• en relación 10:1 HQÜn 

algunos investigadores; no obstante en algunos sujetos se ha demostrado que la SHBG tiene una 

variante molecular de 56 kDa (5). 

Al igual que otras IJ-globulinas la SHBG es una glicoproteina con un contenido variable de 

carbohidratos (entre 18-32 %) siendo aproximadamente la tercera parte de ellos ácido siálico. la 

mlcroheterogeneldad que es tlpica de las gllcoprotelnas también puede ser observada para SHBG, 

atribuyéndose a variaciones en el contenido de los residuos de ácido siálico, lo que determina 

diferentes grados de gllcosilación de la protelna, diferente carga y peso molecular (4,6,7,8,9)_ En 

términos fisiológicos la presencia de residuos de ácido slálico es importante porque 1J9recen aument•r 

la vida media funcional de las glicoprotelnas, debido a que las aaialoglicoprotelnas son clricadaa de 

la circulación rápidamente, mediante su unión a receptores hepáticos especlficos, con I• aubsecuente 

lntemallzaci6n hepática del complejo. Algunos autores mencionan evidencia de que la glícosilaci6n de 

las glicoprotelnas es un factor Importante que regula su mecani1mo de acción (10), ffto no es 

totalmente aceptado ya que otros autores consideran que los calt>ohidrato• componentes de esta 

gllcoprotelna no participan en su función fi1iol6gica, debido a que IH ~nas de oligoaacáridoo no 

fftán involucradh en la• interacciones hormona-protelna (4). No ob91•nte •• preciao menciona< que 

I• mlcrohelerogeneldad de esta protelna se origina de la variabilidad del contenido monoHcárldo 

de los oligosacárido• <3>, ademAs de que la presencia de carl:>ohidrmtos modifica la• propiedadn 
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fl1icas y qulmlcas del péplido, allera su accesibilidad a la hidróli1l1 por proleHH, regula el 

metabolismo de la prolelna, influye en su movilidad, loc1lización y organización. (1 1) 

Respecto a su acción biológica, se han propuesto algunaa funcione• lmportanlea para la SHBG 

lales como: un papel regulador. estabilizando los niveles de hormona libre, en presencia de palrones 

de producción fluctuantes. Asl se cree, que la principal función de ella glicoprolelna de lransporte es 

la de proleger a las hormonas esleroides de la acción de faclores aangulneos y de la eliminación 

excesiva.(4) Sin embargo el papel preciso de la SHBG denlro del sistema endócrino no eslá, hasta el 

momenlo, completamenle definido. 

Bajo condiciones normales, las concentraciones circulantes de SHBG en el hombre y en la 

mujer, no muestran cambios circadlanos ni cfclicos, teniendo poco cambio en su concentración a 

lravés de la vida adulla, aun después de la menopausia. 

Sin embargo se han deleclado variaciones de la concentración de la SHBG en relación 

con la edad y el sexo y se ha observado lo siguiente: al momento del naclmlenlo, la concentración de 

SHBG es baja y similar en ambos sexos; anles de la pubertad cuando atln no ocurre el incremenlo de 

To E2, la concentración de SHBG disminuye llgeramenle en ambos sexos. Después en la pubertad, 

se observa un progresivo dimorfismo sexual, los niveles de SHBG disminuyen progreslvamenle en los 
'. ,•. '..":• . 

varones, has1a· ~lca.n~ar iÓs valores de la edad adulla, mientras que· en. las mujeres la disminución de 

SHBG, aunque .también ocurre, es menor (B). En mujeres en edad ,.;producliva se han reportado 

niveles más silos de SHBG durante el periodo pe·ri:ovulátoriofen la fase ltltea del ciclo mestrual, que 

durante la fase folicular temprana, sin embargo eslo no ha sido confirmado. Por otra parte en las 

mujeres posl-menopáuslcas los niveles de SHBG parecen ser ligeramente más bajos que durante la 

vida reproductiva y se sabe que la terapia de reemplazo hormonal lncremenla los niveles de SHBG a 

cifras no solo mayores que las presenles en la post-menopausia, sino atln más elevadas que en las 

mujere1 ovulando. Durante el embarazo ocurre un rápido Incremento de los niveles de SHBG, 

llfgando a ser a loa tres meses !res veces más elevados que 101 niveles baaalas, cuatro vece• • loa 

Nis meaes y de siete 1 ocho veces al término de la gestación (8J. 

En varones adulloa, loa niveles medios de SHBG, son ealablea entre 101 20 y 50 ª"ºª de edad, 

comenzando a Incrementa,.• en la aexla ci*cada de la vida. 



En la actualidad se han establecido diver11• condiciones bajo IH cuales los niveles 

plasmáticos ele SHBG varfan. Entre ellas 1e han con1lderado: 

a) Factores hormonales como: la concentración de anclrllgenoa, eatrclgenos, proge1tigenoa, 

corticoides, hormonas tiroideas, hormona del crecimiento y prolactina. la adminiatreción 

de hCG a hombres normales o con hlpogonadismo hipogonadotrópico cau1a solo una liger• 

disminución en SHBG (12). 

b) Factores no hormonales como: obesidad, estrés, drogas. cirrosis hepática, 1Jndrome 

nefrótico e insuficiencia renal crónica. 

No obstante, no se sabe con exactitud cuales son los factores que controlan ta 1lnte1i1 de I• 

SHBG, ni su grado de gllcosllaclón y su influencia sobre su acción biológica. 

Por ello considerando todos estos antecedentes, decidimos estudiar los factores homloll8'H 

que regulan a la SHBG, no solo en su concentración, sino también su estructura, formas moleculares 

y grado de glicosllacl6n, en diversos estados fisiológicos y patológicos. 

En este estudio se cuantificará la concentración de SHBG en el •uero por Padioinmunoanálisis 

(RIA) y· se estudiará su· estructura por cromatografia en columna de Sephadex G-150, para asl 

conocer sus formas moleculares en diferentes condiciones clfnlcas. Además se establecerá el grado 

de glicosilaclón de la SHBG mediante la determinación de ilcldo aiillico en el suero y en las diferentes 

fracciones cromatogrilficas, tratando de encontrar una relación entre la heterogeneidad molecular y el 

contenido de ácido slálico. 
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Objetivos. 

1.- Determinar por radiolnmuno•n•li1i1 101 v•lore1 de I• SHBG en ia1 1iguiente1 condiciones 

fi1iol6Qica1 o pmtoiógicae: 

-Varonee con niveles hormonales normaie1. 

-Varones con hipogonadismo, en condiciones basales y bajo prueba de reserva 

teaticular (estimulación con hCG). 

-Mujeres normales en edad fértil, durante el ciclo menstrual. 

-Mujeres con ovarios poliqulsticos. 

-Mujeres menopáusicas con y sin terapia de reemplazo hormonal (tratamiento con 

estrógeno•). 

-Mujeres embarazadas. 

-Pacientes con hipotiroidismo. 

-Pacientes con hipertiroidismo. 

2.- Establecer una posible relación entre la concentración de la SHBG y los niveles de E2 y T, 

asl como de las hormonas tiroideas, en los diferentes estado• fi1fológicoa o patológicos. 

3.- Determinar las caracterlsticas estructural•• de la SHBG en los dWerentes e1tado1 

fisiológicos o patológicos senalados, mediante cromatografla en columna de Sephadex 

G-150. 

4.· Determinar la concentración de ácido siáiico en el suero de 101 pacientes y en las 

diferentes fracciones de cada cromatografla. 

5.- Determinar el po1ible papel de las hormonas sobre la estructura de la SHBG, 1u grado de 

glicoailación y por lo tanto su acción biológica. 
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Hipótesis. 

LH hormonH gonadales (E2. T) son transportadas en el torrente CircUllllorio, unidM a la SHBG 

la cual mediante e1ta unión, regula el grado de acción de estas hormonas, ya que, como H Aba, 1olo 

interactúa con el receptor la fracción libre, para ejercer su acción biológica. 

las hormonas asteroides a su vez regulan la slntesls y grado de gllcoailación da la SHBG, 

determinando as! la microheterogeneidad que caracteriza a eata glicopfOlelna. 

Por lo tanto la concentración de T y E2 no sólo modifican la concenltaeión aino tembién la 

estructura de la SHBG, efecto que debe ser especifico de las hormonas gonadMI. 
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CAPITULO 11 

ANTECEDENTES. 

Como ya se mencionó anteriormente, existen algunos factores hormonales que Influyen en la 

concentración de Ja SHBG, como son los estrógenos, andrógenos y las hormonas tiroideas; por ello 

parece pertinente referirnos en este capitulo a las variaciones que con respecto a esta• hormonas, se 

aprecian en los d~erentes estados fisiológi ces o patológicos que se estudian en este trabajo. 

1) Ciclo Menatrual. 

Los acontecimientos del ciclo menstrual normal obedecen a interacciones entre el hipotál_amo, 

la hipófisis, los ovarios y el tracto genital. Aunque en el ciclo menstrual se diferencian cuatro etapas, 

debe destacarse que este es un fenómeno clclico, en el cual cada fase pasa gradualmente a la 

siguiente.(13) 

a) Fase Menstrua/ .• El primer dla de las mestruación se cuenta como el comienzo del ciclo 

menstrual; en esta fase la capa funcional de la pared uterina se descama y expulsa durante la 

menstruación, lo que en condiciones normales ocurre con intervalos de 28 dlaa y dura de treo a seis 

dlas. 
' .. 

b) Fase Pro/iterativa (fÓ/icutarJ.~: EsÍa etapa ( dla 6 a 12 J coincide con el crecimiento de los 
- ; < ·~ ""' _;:,· ' 

tollculos ováricos y es regulada prlnclpalmente por FSH que estimula la slntesls de estr6genos, 

secretados por la teca Interna que rodea a los follculos, 

e) Fase Ovulatoria.- Ocurre a la mitad del ci~lo ( dla 13 • 15) en la cual por acción de FSH y 

LH, el follculo experimenta una etapa de aumento repenÜno de dimensiones. En especial los niveles 

de LH se Incrementan durante esta f11e, provocando la formación de una vealcula en el follculo, la 

cual ae rompe ••pulsando, a trav6s de la superficie del ovario, un ovocito junto con liquido folicular. 
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d) Secretoria ( lutelnica J.- E1ta etapa ( dla 15 a 28 ) coincide con la formación y et crecimiento 

del cuerpo lúteo o amarillo, el cual eecreta e1trógenos y prognterona; esta úMima prepara al 

endometrio para una posible implantación det ovocilo fecundado. Si no ocurre la l'ecund11Ci6n el 

endometrio entra en la fase premenstrual. 

C•mbloa en loa eateroldn ovirlcoa dur•nte el ciclo menatru.I non1111I. 

Estrógenos: En el periodo inicial del desarrollo folicular los niveles de estradiol son bajos. Más 

o menos una semana antes del pico de LH se produce un aumento lento primero y luego m6a rjpido 

del estradiol que culmina un dla antes del pico de LH o, con menoa frecu9nc/a, coincide con 61. En 111 

periodo ovulatorio tiene lugar una calda rápida de los niveles de estrógenoa loa cuales vuelven a aubir 

durante la fase lútea, hasta un nivel máximo que se alcanza 5 a 8 dla• después de la ruplura del 

foil culo. 

Progestágenos: Durante la fase proliferaliva y antes del pico de LH existen en la circulación 

solo pequenas cantidades de progesterona de origen ovárico. Al ocurrir el pico de secreción de LH y la 

ovulación, comienza la slntesis de la progesterona, con un aumento inicial ligero, uguido por un 

aumento Importante, paralelo al incremento de los estrógenos durante la fase lútea. 

Andrógenos: En la mujer la androstendiona es aecretada por et ovario y la supran.nal; la 

contribución relativa de estas dos fuente1, cambia según el dla y la laae del ciclo ov6rico; •I el 

follculo de Graaf en crecimiento secreta androstendiona durante el ciclo menstrual. Por otra parte los 

estudios de los efluentes venosos ováricos y suprarrenal revelan que el ovario secreta pequenas 

cantidades de androstendlona y testosterona y la suprarrenal, androatendlona pero sobnl todo 

dehldroepiandrosterona (DHEA). Sin embargo la mayor parte de la testosterona plasmática deriva del 

metabolismo periférico de la androstendiona, ya que las fluctuaciones durante el ciclo menetrual son 

mlnimas. 

La dihidrotestosterona es aecretada solo en muy pequen• cantidad por al ovario, ea la 

conversión periférica de androatendiona y teatoaterona en dihldroteetoatarona, lo que origina la mayor 

parte de eata hormona en el plasma. 
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21 Ovarios Pollqulatlcoa. 

La enfermedad de ovarios po/iqulsticos, es un s/ndrome cuyo cuadro c/lnico es frecuentemente 

simulado por otros desordenes endócrinos. Generalmente ella caracterizado por anovulación crónica, 

hiperandrogenlsmo y obesidad. El hirsutismo, uno de los 1igno1 flsicos comúnmente asociados con 

hiperandrogenemia, resulta de la excesiva producción de andrógenos o del incremento de la acción de 

los andrógenos.(14) 

En la forma caracter/stica del trastorno, el término denota el desarrollo de varios follculos 

primordiales que no llegan a desarrollarse totalmente, con alteraciones en la slntesis de estrógenos y 

falla de la ovulación, lo que se acampana de un exceso de andrógenos, por los valores elevados de 

LH. La estimulac/ón ·de los ovarios con LH por periodos prolongados, hace que aumente la secreción 

de andrógenos y se presenten en la glándula, .cambios morfológicos caracterlsticos. El slndrome 

también se acampana en algunas mujeres de cambios en la producción de andrógenos suprarrenales 

(DHEA-SO 
4
¡. La producción de estrógenos es variable, y en algunos casos elevada. capaz de 

producir hiperplasla endometrial o la aparición de un adenocarcinoma del endometrio. 

Se desconoce con exactitud la causa de este slndrome, y es posible que su origen sea 

múltiple. Es Importante que cada uno de los cambios funcionales que se manifiestan, tienden a 

perpetuar el ciclo de anormalidades funcionales. Se ha sugerido que en algunas mujeres, el trastorno 

puede ser desencadenado por una producción excesiva de andrógenos suprarrenales en el momento 

de la pubertad o por un incremento Inducido por estrés, en la secreción de los mismos; no obstante su 

origen parece ser fundamentalmente ovárico. la conversión periférica de andrógenos a estrógenos 

facilitar/a la secreción de una mayor cantidad de LH, con lo cual aumentarla la producción de 

andrógenos por el ovario, alterándose la maduración folicular. Debe mencionarse que aunque la 

producción de andrógenos es variable y puede estar aumentada, rara vez alcanza las cifras que se 

observan en presencia de tumores ováricos funcionales. 
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3) Menop1u111. 

La menopausia comienza con la última mestruación inducida por la secreción endógena clclica 

de hormonas ováricas. Normalmente aparece entre los 42 y los 50 años.(14) El acontecimiento 

ovárico determinante de la menopausia es el cese de la función clcllca de los ovarios y por lo general 

los cambios funcionales pueden atribuirse al agotamiento de los follculos. En su inicio, la 

premenopausia se anuncia con una frecuencia decreciente de las ovulaciones, con mestruaciones 

irregulares o periodos variables de amenorrea, y una secreción de estrógenos cada vez menor. Se 

sabe que algunos años antes del cese final de la mentruación, ocurre una disminución de la respuesta 
. - - . "• < . ' ' 

del ovario a las gonadotroplnas. En mujeres que están en la edad premenopáusica pero que todavla 

tienen periodos óvulatcirios; las c·on~ent~;cloiíes ;~dla~' dé.:FS~. y L~ son más altas que en las 

mujeres jóve~es; eA i~rií~~ciúe.1os nTveiés 'de:'~~Íróge~~~ y P;~·gestero,;a durante e1 c1c10 menstrua1 

están disminuido~. E~ ia p~rte iñiclal ~~I ~erlod~ p~ri.;;~~opá~slc~, el cambio caracterlstlco es un 
.- - ' .. ,. ·... - ··- ·,· ... 

aumenÍo de FSH sin au,;,erito concomitante de LH .•• 

Después. de· la men'opausfa las con~entr~ciones de estrógenos en la sangre venosa ovárica y 

en la sangre periié~IC:a c:Íe~IÍ~an. a .nlveÍes muy bajos y la extirpación de los ovarios no suele alterar la 

cantidad de ~stróg~ri;; en la san~re, ~I la excrelada en la orina por la~ mujeres postmenopáusicas. 

La declinación de 1á s~crecl;n estlogé~lca se ácompaña de sl~nos ·y slntomas de . déficit 

hormonal en tos órganos estrógeno-dependientes, incluyendo la hipófisis, útero, cuello uterino, vagina 

y mamas. 

4) Tratamiento de la menopausia. 
;_. ' 

Como ya se mencionó, el cese de la maduración folicular clclica, es el cambio básico de la 

función ovárica que acompaña a la menopausia fisiológica. Cabe considerar qu~· durante• el ciclo · 

menstrual, un 60 % de la producción diaria de estrógenos es estradiol, que proviemi' de.la seC:;eciÓn 

ovárica, mientras que .el 40 %. es estrena, derivada de la aromatización de la androstendiona en los 

tejidos periféricos. secretada por los ovarios y las suprarrenales. Asl, cúando la maduración del 

follculo cesa por cualquier motivo, la secreción ovilrica de estradiol queda abolida, pero la producción 
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de estrena practlcamente no varia. Sin embargo su concentración es baja y es por ello que en 

pacientes cori menopausia se ádminlstra terapia de sustitución hormonal,~ siendo las Indicaciones 
". .., 

principales . para la hormonoterapia: ·combatir los bochornos y la IÍagi~itis atrófica y evitar la 

osteoporosis en mujeres que tienen alto riesgo de desarrollarla. 

Existe una gran variedad de preparados estrogénlcos, los més us~dos s~~ ~Únu'estradlol y los. 

estrógenos conjugados. Es importante, al administrar la terapia, evitaref~cto~ sistémico~; asl como el 
- .• .. : 'JJ·. 

sangrado por supresión. Se debe señalar que hasta las dosis de apenas · 0.325. mg diarios de 

estrógenos conjugados pueden producir efectos sistémicos, tales como alterSción en las 

concentraciones de algunas protelnas transportadoras ( CBG) y modificaciones i.mport~ntes en l~s 

lípldos.C 11 ) 

5) Cambios endócrinológlcos del embarazo. 

Las alteracmnes endocnnas que acompañan al embarazo, figuran entre las más notables que 

se registran en la f1siologia y fis1opatologia de los mamiferos. Se ha visto que el ovario materno 

controla los est.ld1os iniciales del embarazo. pero posteriormente pasa a ocupar un papel secundario 

denlro d~ l.J gestar.1ón al desarro!lars11 la placenta Los cambios que se observan en las hormonas 

maternas cuculantes, son co11secot:nc:1a de tas grandes r.antidades de estrógenos y progesterona que 

se producen durante el embarazo 

La pr:Jducc1ó;~ h,mnoria' dt! cuerpo IUteo o cuerpo amanl/o, parece ser la directamente 

responsahie de mantener IJ ge::.tac1óri duran!~ las prrmeriiS 10-12 semanas, posleriormente. una vez 

que se estabi0cc lii función pla•:ent;ma ésta desemr.>eña el pnnc1pal papel en cuanto a la 

esteroidogenE·~s1~ relegando e!! s1sleflla endócri!.o materno a un plano prácticamente complementario 

Er1 lo 1:1nter1c' va 1mp:ic1t;;1 ',1 ¡·1oducc··Y1 Je gr,1.,de'!- rant1dades dr> estrógenos y progesterona que 

indudablemente son necesaria::. p,1•a e1 m,mtcrwn1ento del emt)arazo 

Se puPde decir que la 1nter relac1on hormonal entre el teto y la placenta practicamente se inicia 

con la producción de estero1des por ello se ha eslablC'c1do el concepto de una "unidad 

funcional feto-placen!Jr·a·· '-lUe durante el embarazo produce grandes cantidades de hormonas 
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esteroides. las cuales ion sintetizadas en un esfuerzo colaborado entre la madre, el feto y la 

placenta. Las hormonas esleroldes producidas por la placenta pasan directamente a la circulación 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 excreción urinaria de 

esleroides por la madre: compuestos como el pregnadiol y el estriol principales metabolitos urinarios 

de progeslerona y estradiol respectivamente, sufren Incrementos hasta del 200 % en comparación con 

los valores encontrados fuera del embarazo.(15) 

Hasta hace poco se pensaba que tales esteroldes se sintetizaban lntegramente en la placenta, 

sin embargo, la placenta no es. capaz de realizar slntesis de novo, a partir de precursores no 

esteroides, como es el ~~~lato: requiere compuestos previamente formados por la madre o por el feto. 

Lo anterior significa\¡~~.: :~~'· 1~ uni~ad feto:placenlaria existen dos sistemas incompletos y 

complementarios dé esleroidogénesis, ya que las enzimas que tienen poca actividad o estén ausentes 

en el feto\e encu~~tr~~\rnÚ9 ~ctj~~s· in.la plac~nta y viceversa, de tal manera que se requiere la 

integración de amb~s para que se lleve ~ ~aii_o la ~lntesls de los esteroldes. 

La unld~d fetopl~.;.,;tariá prod~~e fu~dame~talmente dos tipos de esteroides: 1) "neutros", y 

2) estrógenos. 

Slntesis de esleroides "neutros". La progesterona es el compuesto que se produce en mayor 

cantidad en ta placenta:' ',;~;a su slnre~Ís -~~ ne~~saria I~ presencia de precursores hormonales 

maternos, en particular el 601~~ierol, ya que la plac~~ta ~; ln~~~az de formar progesterona a partir de 
• -= -- ---,-,_- •• ,,. ' 

acetato. La proge;t~r~na' ~s a su_ vez 'aprovechada por el lelo,· como principal precursor para la 

bioslntesls de ·cartlcoesteroldes, mediante reacciones de hidroxilación que se llevan a cabo en las 

suprarrenales fetales. 

La unidad feto-placentaria lamblén tiene una producción Importante de andrógenos y ésta se 

realiza de una manera muy peculiar. La suprarrenal retal sintetiza dehidroeplandrosterona a partir de 

la pregnenolona que le llega de la placenta, y la dehidroepiandrosterona aal formada, pasa a su vez a 

la placenta en donde sirve como precursor de andrógenos, como la androstenediona y lsi testosterona. 

Slntesls de estrógenos. No obstante que en la placenta se encuentran grandes cantidades de 
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estrógenos, tal órgano es incapaz de sintetizarlos de novo y por lo tanto, depende tanto del feto como 

de la madre para que le proporcionen los precursores androgénlcos necesarios, a partir de los cuales 

produce estrógenos. En esta forma el estriol, que es el estrógeno más abundante durante el 

embarazo, se sintetiza a través de una serie de reacciones enzimáticas en las cuales se involucran: la 

suprarrenal y el hlgado fetal y la placenta. 

Los estrógenos y la progesterona son necesarios para los siguientes eventos: 

a.- Preparación del endometrio para la nidación del huevo fecundado y mantenimiento 

del implante. 

b.- Control de las funciones hipofisiarias y ováricas maternas. 

c.- La adaplación metabólica materna. 

d.- La preparación para la lactancia. 

e.- Modulación del crecimiento uterino, acomadaclón, tono miometrlal y contractilidad. 

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

6) Función tHticular e hlpogonadlsmo en el hombre. 

Los testlculos poseen dos componentes importantes, 1) las células de Leydig o células 

intersticiales, que constituyen el principal componente endócrino, siendo el producto principal de su 

secreción la testosterona. 2) los tllbulos semlnlleros que se encargan de la producción de los 

espermatozoides. Ambos componentes testiculares guardan estrecha relación y requieren que el eje 

hipotálamo-hipófisis-testlculo esté Intacto, para Iniciar y conservar su función. Además, se requiere~ 

varias estructuras accesorias de los genitales para la maduración funcional y el transporte de los 

espermatozoides. Por lo anterior, los trastornos de los testlculos, hipotálamo, hipófisis o de los · · 

órganos sexuales secundarios pueden ocasionar anormalidades de la producción de andrógenos, o de · 

los gametos y en consecuencia hipogonadismo y esterilidad, o una combinación de ambos problemas. 

Estero/des gon.ada/es.- Los tres asteroides de Importancia básica en la función reproductora 

del hombre son la testosterona, la dihidrotestosterona y el estradiol. El andrógeno más Importante es 

la testosterona, y más de 95 % es secretada por las células de Leydig. Además de la testosterona, los 

teatlculos secretan peque~as cantidades de dihidrotestosterona, un andrógeno muy potente, y 
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los andrógenos débiles dehldroeplandrosterona y androstendiona.116) Las células de Leydi!J tambl6n 

secretan pequeñas cantidades de eatradiol, estrena, Pfegnenolona, progesterona, 

17a-hldroxlpregnenolona y 17a-hldroxiprogesterona. Sin embargo la testoaterona no actúa 

directamente, intracelularmente es convertida por la acción de la Sa-reductasa a Sa

Dihidrotestosterona (DHT), esterolde que unido a sus receptores nucleares especlflcos, ee ta 

responsable de los efectos de ta testosterona 

Eje hipolálamo-hipófisis-células de Leydig.- El hipotálamo sintetiza un decapéptido, la hormona 

liberadora de gonadotropinas ( GnRH ), y lo secreta de una manera puts•tit a ta sangre de la red portal 

hlpotálamo-hipófisaria. En ta adenohipófisis, ta GnRH actuando sobre el gonadotropo (,,.lula 

productora de gonadotroplnas), estimula la liberación de hormona lutelnlzante ( LH ) y en menor 

magnaud, de la FSH a la clrculaclón general. La LH es captada por tas c61utas de Leydlg, fenómeno 

que culmina con ta secreción de andrógenos. 

Eje hipolálamo-hlpófisis-lúbulo semin/fero- Como ya se mencionó tas células del gonadotropo 

estimuladas por GnRH, secretan FSH a la circulación general. Esta hormona glucoprotelca, se une en 

el testlculo a receptores especlflcos en las células de Sertoll y estimula la sintesis de los 

espermatozoides y la producción de una protelna ligadora de andrógenos ( ABP ). Para que comience 

la espermatogénesis, se necesita FSH, sin embargo, la maduración completa de los espermatozoides 

requiere no sólo del efecto de la FSH, sino también de la testosterona. 

Evaluación da la función gonadal del hombre.- Et cuadro cllnico de indiVlduos con deficiencia 

en la producción o en la acción de ta testosterona, depende generalmente de ta edad a la que inicia el 

hipogonadismo. Cuando se presenta en la pubertad, no existe un desarrollo adecuado de los 6rg1nos 

sexuales secundarlos y las caracterlsticas 1exuates masculinas, mientras que si la deficiencia de 

testosterona se presenta después de la pubertad, et individuo se masculinlza normalmenta, pero 

puede man~estar disminución de la libido, Impotencia , desgano y esterilidad. 

Generalmente un análisis del semen excluye la disfunción gonadal, sin embargo, no b11ta un 

solo análisis anormal del semen, para hacer el diogn6slico de trastorno de la función teaticul1r. E1te 

estudio debe ser complementado, por el análi1is de las gonadotropinH hipofi11rias (FSH, LH), 
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prolactina y . los esteroides gonadales (T y E2). Todas estas hormonas pueden medirse por 

radioinmunoanálisls. 

El radi~inmunoanáli;is de andrÓgenos y estr6genos mide por lo general la concentración s6rica 

total de asteroides; esto ~.', ,·~:.~·urna de la hormona libre , blol6gicamente activa y la fracción ligada a 
'.. -, <. ·._;·. ·. 

proteinas.·A pesarde que en muchas circunstancias no se necesita medir la cantidad real de las 
- ''.· ·. ,'; .. :,¡'.:' .. - ~· .'":. ' .. ' 

hormonas esteroides libres,·· en ·algunás situaciones es Importante, sobre todo cuando se sospechan 
' -· - :·.e'..·.''.:· '. 

alter~ciones en la c~néenÍiaclón de las proleinas ligadoras. . . 

Prueba 'de estl;,uÍacíÓn· c~n gonadotropina coriónica.- La gonadotropina cori6nica humana 

(hCG) es una horm~na glucoprotelca c~n semejanza estructural y acciones biológicas semejantes a 

las de la L~. c~ánd.o ~el~~ecta hCG, esta hormona se une a los receptores de LH en las células de 
. . . i - ' 

Leydig y estimulá' la sÍntesi; y secreción de testosterona y otros esteroides testiculares. Por esto, es 

posible valora; ~~ ~'an~r~ -dire~ta,.Ía ~ctivldad f~nci~nal de las células de Leydig por Inyección 

intramuscul~r de'hc~.(S, 000.UI). La respue~ta normal comprende la duplicación de la conce,ntración 

de testoste~ona a. j¿,;_ 12·:.horas d~ :)a inyección., Los pacientes con enfermedad gonadai primaria 

mostrarán una menor re~~ue~Í~ .. d~;;,ué; de ,; administración de hCG, en tanto que aquellos con 

insuficiencia de ias células de 'Leydig, como 'consecuencia de enfermedad hipofislaria o hipotalámica, 

tendrán una respuesta cualitatlv~;,ente normaf.(16) 

7) Glándula tiroides. 

Entre las glándulas endocrinas, el tiroides es singular por tener dos funciones importantes: 

1) Mantener una gran reserva hormonal y 2) La elevada captación de yoduro, necesaria para la 

slntesis de las hormonas, de tal manera, que la ingestión adecuada de yoduro es el requisito básico 

para la slntesis normal de las hormonas por el tiroldes.(16) Las únicas dos ylas Importantes para la 

depuración del yoduro del liquido extracelular, son los riñones y el tiroides. El tiroides puede .regular la 

cantidad neta de yoduro que capta del liquido extracelular, y toma sólo lo que necesHa para la slntesis 

de las hormonas tiroideas. 

La unidad funcional básica del tiroides es el foliculo tiroideo. El yoduro inorgánico en el interior 
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de /a célula tiroidea, se oxida con rapidez para despues ser Incorporado a la tirog/obu//na, prole/na 

precursora de las hormonas tiroideas. La tiroglobulina es almacenada es sitios extracelulares, en el 

interior del folículo; por tal razón, como requisito para la secreción de hormonas tiroideas a la sangre, 

/a tiroglobu/ina debe ser sometida a proteó/isis, siendo la tiroxina (T 4) y en menor grado la 

triyodotiron/na (T3) /os productos principales del proceso proteolltico que pasan a la sangre. 

La s/ntesls y secreción de las hormonas tiroideas es regulada par mecanismos extratiro/deos 

(tirotropina) e intratiroideos (autorreguladores). La tirotrop/na u hormona estimulante del tiroides (TSH) 

es una g/icoprote/na secretada por el tirotropo (célula especializada de la adenohipófisls} que ejerce 

diversos efectos en el tiroides, cuyo resultado neto es e/ Incremento en /a secreción de las hormonas 

tiroideas. 

Trastornos de la gl6ndula tiroides. 

Los pacientes con enfermedad de la tiroides, por lo regular, presentan: 1) Agrandamiento de la 

glándula, o bocio; 2) Slntomas de deficiencia tiroidea o hipotiroidismo; 3) S/ntomas de exceso de 

hormonas tiroideas o hipertiro/dismo.(16) 

1) Hipotiroidismo. 

El hipotiroidismo es un slndrome cllnlco resultado de la deficl~ncla de hormonas llroideas, la 

cual, a su vez, origina una disminución general del metabolismo. 
. -

El hipotiroidismo se puede clasificar en diversas formas: Puede ser primario po~ Insuficiencia 

del tiroides, secundario por deficiencia de la TSH producida por la hipófisis, o terciario por deficiencia 

hipotalámica de hormona liberadora de tlrotroplna (TRH); o puede haber una anormal/dad en los 

receptores de tiroxina en /as células y par lo tanto _l_nsen_sibl/idad a· esta hormona. 

La frecuencia de las diversas causas de hipotiroidismo varia con los factores geográficos o 

ambientales, las caracterlstlcas genéticas de la población, y la distribución de los grupos por edades. 

La deficiencia de hormonas tiroideas, afecta todos los tejidos corporales, de tal forma que los 

slntomas son mu/tiples. 
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En la forma primaria del hipotiroidismo se tienen las sl-gulentes caracterlstlcas: disminución de 

r4 sérica y de la r4 1ibre con-un increme~to _notable de-TSH en suero. Los valores de T3 en suero son 

variables, y pueden estar'd~nt'.o:d~'.Jlmit~snor~ales. En cambio en el hipotiroidismo secundarlo o 

terciario tanto las hormonas esteroidés ( T 3; r.¡;· T 4L) como la TSH se encuentran disminuidas 
·.r- i,,·. :';: ¡;~ - -,:. (•" :·« ' 

El hipotlroidismo'prodúce un· menor metabolismo periférico de estrógenos, con alteración en la 

secreción de h:o;~~;,~ e~tl~~:1a'~j~\1;;'1 ioifu~I~;( FSH ) y hormona lutelnlzante ( LH ) con lo cual surgen 
.- ,, .... · - -· '-rr. 

ciclos anovulatorlos elnfertiildad, 

- J ~---··· ::-<',·}, . 
.. ,., .. ·'"·""' 

2.~ Hipertiroidismo. 

El hipertiroidismo _es un síndrome clínico resultado de la sobreproducción sostenida de ras 

hormonas del tiroides.- Est~ síndrome puede ser causado por diferentes entidades clínicas como son: 

hipersecreción dé TSH, enfermedad de Graves, hipertiroidismo Inducido por yodo, bocio mult_inodular 

tóxico o un adenoma tóxico; y también porra presencia de un tumor trofoblastico o un corlocarclnoma. 

El aumento simultáneo de las concentraciones séricas de T 4 y T 3 es el patrón usual en 

pacientes con hlpertiroidismo, no Importando el origen de este. Las concentraciones séricas de T 4 

abarcan desde valores que están apenas elevados en pacientes con enfermedad leve, hasta cifras 

mayores en los casos más severos. Las concentraciones de T 3 están aumentadas casl siempre,· en 

ocasiones hasta niveles muy superiores al valor medio normal. El aumento de la concentración de T 3 

es proporcionalmente mayor que el aumento de la T 4 sérica, de modo que la relación T 3'T 4 en el 

suero casi siempre es alta. Esto se debe a que en el hipertlroldismo la T3 sérica no sólo refleja su 

producción periférica a partir de T 4, sino también la hipersecreción de T 3 por la propia glándula 

tiroides. En consecuencia, la concentración sérica de T3 puede ser alta y no la de T4. 

Enfermedad de Graves: 

Las anormalid~des tiroideas caracterlsticas de la enfermedad de Graves se deben a la acción 

sobre la gléndula, de lnmunoglobullnas . de la clase lg _ G, anticuerpos que se producen contra 

componentes de la tiroides como la tlroglobulina ( anticuerpÓs antltlroglobulina ) o contra ciertas 
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regiones del Jiroldes (anticuerpo; mlcrosomales) o de Ja membrana celular que comprende el receptor 

para TSH .. Se . pr~súme . que esta(.Jnmunoglobulinas se fijan a sus regiones antlgénlcas 

complementarlas en Já membrana plasmática y activan Ja adenil ciclasa, con Jo cual Inician una cadena 

de reacciones que c~nd~ce~· al crecimiento y aumento de la vascularidad de Ja glándula tiroides y a la 

hipersecreción de hormonas. 

Bocio mullinodular tóxico. 
' ,. . . - . 

El bocio multinodular tóxico es un trastorno en el cual también ocurre hipertiroldlsmo. No ae 

sabe con certeza si representa una enferm~dad o si es Ja e~~~~slón ~Ílnl~a·á~ ~~o o varios factores 

patogénicos. La sobreproducción de hormona tiroidea en el bocio multlnodular tóxico suele ser leve en 

comparación con Ja enfermedad ~e Graves y las conc<int;aclones;;éri~~·s ~~Ti~ T:3~
0

menudo sólo 

estén aumentadas en rorma marginal. 

Adenoma tóxico. 

Una tercera forma de hipertiroldlsmo, mucho menos común, es .la que prod~c~n Jos adenomas 

o nódulos de la glándula tiroides. Por definición, el adenoma es autónomo, por. que es capaz de 

funcionar sin Ja estimulación de Ja TSH y por otra parte en la sangre no' ~e e;C:~e~tran ~stlmuladores 
tiroideos anormales. Al principio Ja lesión puede presentarse como un péque~~:nÓd¿Jo o no palparse, . 

pero en ambos casos se Je detecta en el centelleograma, como. una ·área· lo?Sllzáda de .captación 

aumentada de radioyodo. A medida que el tumor crece, asuma uná. mayor µ;.·rtl~l~aclón en Ja fun.clón 

glandular, de modo que el tejido remanente se suprime cada vez más·, ha~ta .qu~ sobreviene Ja atrofia 

y Ja supresión completa del resto de Ja glándula. Algunos adenomas.de::.~ste.'tlpo secretan con 

preferencia T3 y otros, además de las hormonas tiroidea~ normale~~se~ret~n u,;;; pr;lelná·y;dada 

que se puede medir como yodo proteico ( PBI ). 

Hipertiroidismo en Ja enfermedad trofoblástica. 

Muchas veces Ja hlperfunción tiroidea se presenta en pacientes con una mola hldatldlforme, un 
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coriocarclnoma o un carcinoma metastáslco de testlculo. Estas neoplasias en particular la mola 

hldatidiforme, elaboran un estimulador tiroideo semejante a la TSH hipofisiaria Alguna• pacientes ee 

presentan con tiroto•icosis, sin embargo en la mayorla no hay manifestaciones cllnlcas lmpoft8ntee y 

tampoco bocio, a pesar de las frecuentes evidencias de laboratorio de un severo estado hipertiroideo. 

Los hallazgos comprenden concentraciones séricas altas de T4 y T3 (total y libre) y abolición de ta 

respuesta de TSH a TRH. 

Hipersecieclón de TSH. 

En raro~ ~aso_s ocurre hlpertiroidismo por hipersecreción de TSH, que puede ser debida a dos 

factores causales:. un ·adenoma hlpofislario secretor de TSH o por una secreción inapropiada de TSH 
::;' <. ·, 

debido a: 1) resistencia hipofislaria ·a las hormonas tiroideas, 2) secreción aumentada de TRH 

3) umbral 
0

él~v~d~ p~r~: ~1-~ontl~ de I~ r~tr~alimentaclón, caso en el que las concentraciones sér~cas 
de TSH son lna~ropiactanient~ altas, en relación con las concentraciones séricas de T4 y T3. En la 

, - .. , 

variedad adenom~tosa puede h~be~· una masa o tumor en la región de la hipófisis (THSoma) que se 

caracteriza por la producción ·elevada de subunidades a libres de TSH, además la conc:entraci6n 

sérica de TSH no aumenta tras la administración de TRH. En cambio en pacientes con hlpersecreclón 

no adenomatosa de TSH, no existe elevación de las subunldades a en la sangre y la respuesta a la 

TRH suele ser normal. 

Hipertiroldismo inducido por yodo. 

La administración de yodo suplementario a personas con bocio endémico (por carencia de 

yodo) puede ocasionar sobreproducción de hormonas tiroideas. A veces en estos pacientes ta 

concentración sérica de T3 es normal, aunque la de T4 l_ibre y total está aumentada. 

Aunque el razonamiento lógico dicta que el fenómeno de hipertiroldismo Inducido por yodo 1610 

puede ocurrir cuando la tiroides está fuera del control regulador normal, se han descrito varios 

pacientes con hipertiroidismo inducido por yodo, en los cuales la función tiroidea era normal y 

supresible después de suspender el yodo, restableciéndose el estado eutiroldeo. No se conoce el 

mecanismo por el cual el yodo Induce tiroloxlcosls en estos casos. 
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CAPITULO 111. 

DISEÑO EXPERIMENTAL. 

1.- MATERIAL DE LABORATORIO. 
a) Equipo. 

Columna para cromatografla (48 x 1.5 cm.). 

Colector de fracciones (Gilson). 

Centrifuga refrigerada (Sorvall RC-3). 

Ba~o maria (Oubnoff Metabol/c Shaking lncubator Precislon Se Co ). 

Balanza analltica (Chyo Jupiter C3-200). 

Potenciómetro (Beckman <!> 40 pH meter). 

Contador de centelleo (Packard Cobra Auto-gamma). 

Parrilla de agttación magnética (Sybron!Termolyne). 

Agitador vortex (Super mixer Lab·Line instruments !ne.). 

Balanza granataria (Harvard trip balance Ohaus). 

Espectrofotómetro (Perkin Elmer Lambda 4A UVNIB). 

b)Matoria/ Diverso. 

Pipetas serológicas 1,2,5 y 1 O mi 

Vasos de precipitados 50,100,400y1000 mi. 

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

Micropipelas 50, 100 y 200 µl. 

Cronómetro 

Gradillas metálicas y de acrllíco 

Tubos de plástico (12 x 75 mm.} 

M1cro¡enngas 500 µl. 

Tubos de ensaye ( 12 x 75) 

P1petores de 5 mi (Reprpet 11 Lab Industries !ne.) 

Soporte universal 
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c)Raactivos. 

Sephadex G-150 ta.mano de. partlcula 40·.120 µm (SIGMA Chemlcal Company). 

Albümina bovina (SIGMA Chemlcal Company). 

Cloruro de sodio> 

Fosfato dibáslco.~e ~~dio y fo~fat~ monobáslco de sodio. 

Azida de sodio. 

Metaperyodato de· sodio. 
' .. . 

Acido fosfórico. ·· 

Arsenito de Sodio. 

Sulfato de sodio. 

Acido 2-tiobarbitúrico. 

Acido slático. 

Acido clorhldrico. 

Etanol. 

AcidC? sulfúrico. 

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

Citocromo C (PM 12,400) 

Anhidrasa carbónica (PM 29,000) 

Ovoalbúmina (PM 45,000) 

Albúmina bovina (PM 66,000) 

Fosforilasa B (PM 97,400) 

Desh1drogenasa Alcohólica (PM 150.000) 

Azul dextran (PM 2,000,000) 

Estuches para determinar SHBG por RIA tDiagnost1c Systems Laboratories.) 
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2.- MATERIAL CLINICO. 

1) Varones: 

Controles: 4 varones normales (27-44 anos) con nivelea hormonales normales. 

2) Mujeres. 

15 pacientes masculinos con hipogonadismo (25-68 anos), a los que se les 

realizó una prueba de estimulaclón con hCG (basales y 72 horas post

estimulación.) 

15 mujeres normales con ciclo menstrual normal (20-45 anos.) 

a) Fase Ovulatorfa (dia 13-15). 

b) Fase Lutea (dia 20-22). 

10 pacientes con ovarios pÓllqu-istlcos (21-<42 anos). 
~~ .·;::: : •-,,· .< 

15 mujeres 'menopaúsicas sin traiainienlo (45-68 anos). 

15 mujer~s m~nóp~úsicas con terapia suslitutiva con estrógenos (45-60 anos). 

15 mujeres e,;,b~;~~ad~~ (1 er y 3 '"trimestre). 

3) Pacientes con alteraci~nesde'r~·¡¡,á~dul~-Íiro/des. 
a) 15 pa~/entes eón hipotiroldismó. 

b) 15 pacientes con hipertlroldismo. 
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3.-METODOS 

A) Obtención y coneerv•clón de mueetnte. 

La sangre se obtuvo por punción venosa mediante un sistema vacutalner, efectuando la 

punción entre las 7 y 8:30 horas, estando el paciente en ayunas, extrayendo entre 15 y 20 mi de 

sangre. Esta se dejó coagular, centrifugándose una vez separado el suero, a 1500 rpm durante 5 

minutos. El suero obtenido se guardó en allcuotas de 500 µI, en tubos de plástico con tapón, 

debidamente etiquetados, almacenándose a -20 'C hasta el mom~nto de utilizarse. 

B) Determinación de SHBG por radlolnmuno•nlill•I• (RIA). 

Ensayos de unión competitiva. Radioinmunoanálisis. 

Los ensayos de unión competitiva son un grupo de métodos anallticos in vitro, basados en la 

unión reversible no covalente, de una molécula pequena o ligando con una protelna de unión 

especifica. ( 17) 

Las técnica de radioinmunoanálisis y el análisis de radiorreceptores se basan en ta evaluación 

del grado de unión de una sustancia radiomarcada, con un anticuerpo o una protelna receptora; donde 

la protelna a cuantificar compite por la unión con la marca radiactiva (1 B). Todos los 

radloinmunoensayos son métodos de unión de protelnas. 

Un prerequislto para la apllcación analltica de anticuerpos al RIA· es que las moléculas 

radiactivas sx• y las no marcadas del compuesto Sx no difieran en sus propledad~s i~mun~Jl~lcas o 

en su capacidad para unirse al anticuerpo. 

La cantidad real de compuesto sx en la muestra puede ser calculada por comparación con una 

curva estandar elaborada con cantidades conocidas de Sx. 

La mayorla de los ensayos radiolnmunológicos comprenden los siguientes pasos: (19) 

1.· Extracción 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 

estimadas directamente sin extracción. 

2.-Adlclón de una cantidad definida de moléculas radiactivas del compuaato Sx'. 
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3.·Adición de una centldad definida d.ei anticuerpo e.~peclfico contra el compuesto Sx. 

4.- Incubación. · · :. : . · · . 

5.- Separación de las m~lé~~i~s libr~s del ~~mpuesto Sx y de las unidas al anticuerpo. 

6.- MediciÓn d; Ja'pofciÓ~ijt,;.;'d.,°'¡~~·~?1é~lí~s radiactl~as o de la unida al anticuerpo y 

cálculo deÍ p6r~~·~tajé d~un1Óri fa é).'; ; ••. ··•·•• .. 

La d~ie,,,;l~~cl~n ~~;s'He~;~~r'RIA ¿~ efe~tuó en cada una de las muestras de suero, 

siguiendo las indii:;é;;;,¿~~~[¡~~iiu~i~~ ~~minÍ;trad~'por los fabricantes (SHBG Catalogo DEL 6300 

de Dlagnostic ~ys'~ems.G.b~iaÍ~nes I~~· W~~ste;~eÍC~s), al ~ual se lehlcieronalgunas modificaciones 

para increm~~tai I~ ;~~~i~lljd~~l (20) ~ ~~ra n:~j~r~r los párá~.e~os ~~ c~ntrol de calidad. Tales 

modificaciones. conslstf:r~n. en 1riérementar. el. iiempo' de incubación de. una a. tres horas; utilizar 
. .,. 

concentraciones de estanitares 'pára la cur.ía de calibración de 3.9 nM/L 9· aúí nMIL (obtenidas por 

dilución con PÉIS PH,7.'4.de los estandares proporcionados en el kit). e.~ lugar de las conéentraclones 

suministradas en el estuche (10 nMIL a 250 nM/L) y diluir el anticuerpo proporcionado 1:2 con PBS pH 

7.4 (para mayor lnformacÍÓn de la estandarización del método consultar el a~exo 1). 
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DETERMINACION DE LA IHBO. 
PROTOCOLO DEL ENSAYO 

lllCONTROL IHI0-1111 ANTl-IH9G REACTIVO 

TUllO CONTENIDO. OllUEITM Cllll CllLI PllECll'ITANTE 

luU 111111 

1, 2 CT - 500 - -
3,4 NSB 150• 500 - 1 

5,11 Bo!OnM/L) 50 500 100 1 

7.8 SI A 13.9 nM/l) 50 500 100 1 

9, 10 SI B 17.81 nM/LI 50 500 100 1 

"· 12 
SI c ( 15.112 nM/Ll 50 500 100 1 

13.14 SI O 131.25 nM/L) 50 500 100 1 

15.16 SI E (62.5 nM/Ll 50 500 100 1 

17, 18 SCA 50 500 100 1 

19,20 SCu 50 500 100 1 

21. 22 SCA 50 500 100 1 

23, 24 MUESTRA! 50 500 100 1 

25, 26 MUESTRA2 50 500 100 1 

ETC. 

• 50 ~1de1olución NSB + 100~1 de egu1 delonizad1. 

CT z Cuentn Tot.lel. 

Bo = Unión M61lm1 o porc.m.je de unión del •nHyo. 

NSB = Unión no npeclfica. 

SI z Ell8ndllrn. 

Se= Suero Control: Bajo, Medio y Atto. 



Técnica: 

1.- Marcar Jos tubos del ensayo del 1·100. 

2.-Adicionar 50 µJ de lo~ estandares, controles o muestras, a los tubos apropiados. A Jos 
. . . 

tubos 3 y 4 (NSB) ·adicionar 50 µI de solución NSB y 100 µI de_ a_gua deionizada. 

3.- Adicionar 500 ~I de SHBG i 125 a todos los tubos. 

4.- Adicionar 100µ1 d~:~~ÍÍ-~H~~ ~-!~dos los tubos, excepto a los de cuentas totales (CT) y 

los de Ja unión ~Ó ~sp~bffica (NSB). 

5.- Agijar Jos tubos. 

6.- Incubar por 3 horas a temperatura ambiente. ·- .'" . __ ·,:-,.-. > < ·.', p _'.-

7.- Adicionar 1 mi de reactivo precipitante a todos los tubos, excepto a los de cuentas totales 

(CT). 

B.- Agitar todos Jos tubos. 

9.- Incubar por 15' a temperatura ambiente. 

10.· Cenlrifugartodos los tubos (excepto los de cuentas totales) 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 {cpn1) de los problemas a la curva de calibración que 

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

C) Cromatografia en Sephadex G-150. 

1 · Empacado de la columna 

Se colocan 6 gramos de Sephadex en un vaso de prec1p1lado de 400 mi. ad1c1onando agua en 

proporción 1 10 para hidratar el gel. cambrando el agua cada 15·30'. 3 ó 4 ver:es, después 5e deja 

reposar 12-24 horas Una vez hrnchado el Sephadex se sustrtuyc el agua destilada por buffer de 

fosfatos O O t M pH 7 4 lavando el Sept1adex dos veces 1T1as con buffer Después se proceOe a 
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empacar la columna manteniendo el Sephadex en un bailo maria a 45'C durante 15' a fin de eliminar 

fas burbujas agregando poco a poco el gef. Una vez ffena fa columna hasta ef nivel deae~do, ae haca 

pasar buffer de fosfatos a través de la misma y se deja correr con el fin de compactar ef Sephadex, 

finalmente fa columna se instala en ef cuarto trio y se deja estabilizar durante 72 horas. 

2. - Calibración de la columna.: 

Dado que fa filtración en ge(es un "procedimiento en ef que fa separacíón de fas moléculas ae 

efectúa en función de ~u pes~· ~·of;~IJl~r CPM) es necesario calibrar fa columna con marcadonia o 

protefnas de PM conoci<J~'. y ~de~;¡;; det.;rri;l~ar el volumen vacfo de fa columna (Va) y ef volumen 

total def l~cho (VI) (2)l: f>aiá ~irci~r'~~J~cl~ ia i~f~mna se regula y estandariza a una velocidad de 9 

mi/hora efectuando,ef~~r~fmién'ro ca'ntra f~ g~a~~ci~l~ 4-a•c,'después se procede a cromatografiar 

1.0 mf de una solu~fón de azul deírt~.Í~ ~o~· é¡ fin.de ~~tabfe~~r ef volumen de Vaciado (Vo) que es el 

volumen de lfq~f~~ que perrnane~ en el e~p~~f~0intefstic1al,' entr~ los grano~"lel fecho. Una vez que 

ha pasado ef cofora~té, se'inici~· I~ elu~ión con el buff~r de f~sfatos eliminando los primeros 0.5 mi, 

recolectando después 50 fracciones de 1.0 mf, fas cuales se Uevan a un espectrofotómetro para 

determinar su concentración y conocer ef volumen en et que eluyó fa mayor proporción del colorante, 

ef cual corresponde af Vo. Después se cromatograffa SHBG l 125 para establecer el volumen de 

efución de la globulina (Ve) y el Vt por ef volumen de elución def t 121 libre. Estos datos Vo y VI 

servirán para calcular posteriormente fa constante de partición (Kav) de cada una de tas moltlcufas 

separadas en fa cromatografía. 

Posteriormente se recubre fa columna con albúmina bovina (BSA) haciendo pasar 1 mi de 

BSA al 2.5 % seguida de 20 mi de buffer. con fo cual se evita que fas protefnas de fas marcadores o 

de fa muestra de suero se adhieran a fas paredes de vidrio. Después se hace pasar 1 mg de cada uno 

de fos marcadores de PM (12, 400 - 150, 000) d1fu1dos en 1 mf de buffer de fosfatos se efuye y 

recolectan las fracciones en la forma indicada anteriormente y se determina su volumen de efuclón por 

fa absorbancia de cada una de las fracciones a 280 nm. Una vez conocido ef Ve de cada molécula se 

calcula el valor de fa relación VeNo para cada uno de fas marcadores. Finalmente se graflca dicho 
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valor contra el respectivo PM, con el fin de obtener la curva de calibrllción de pesos moleculares, la 

que se utilizará posteriormente para conocer el PM de las i1ohormonas separadas por la 

cromatografi1. 

3. - Cmmatografla de las muestras de suem. 

Se hacen pasar 2.0 mi de los sueros de los pacientes, a través de la columna, desechando el 

primer mi del eluado, colectando posteriormente 50 fracciones de 1.0 mi, las cuales se reciben en 

tubos de plástico que contienen 0.2 mi de albúmina bovina al 2.5 %. Todas las fracciones se guardan 

en el congelador a -2o•c hasta el momento de medir su concentración de SHBG por 

radiolnmunoanálisis. 

D)D1termlnaclón d1 41cido 1i4ilico. 

Las glicoprotelnas resultan de la asociación covalente de carbohldratos con protelnas. La 

glicosilación de las protelnas representa uno de los más Importantes eventos post-translacionales 

debido·a la universalidad del fenómeno.(22)Las glicoprotelnas varlan en el 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 protelnas, Incluyendo de enzimas, protelnas 

transportadoras, receptores, hormonas y protelnas estructurales. (23) 

Como ya se .senaló anteriormente la SHBG es una glicoprotelna con un contenido variable de 

carbohldratos (entre .18 - 32. % ) siendo aproximadamente·,. tercera parte de ellos lficido 11álico.( 2) 

En térmi~os ri~i~ió~lgos iá' pr~~~~cla de residuos de ácido slálico ~s Importante porque parecen 

aumentar la vfd~.·~~~la f~~~lonal de las gllcoprotefnas y con ello 1u acÍl~ldad biológica de ahl el 

lnteré~ p~r su de;~,,;;l~~ción. 
El t6rml~~ ." á~ldos · slálicos " es el nombre de un grupo de ácidos nonalosamlnlcos acilados, 

muy abundantes en la naturaleza. La estructura básica no sustituida C9Hi 705N es común para todos. 

Los ácido~ ~!állc.o.s pueden ser Identificados por métodos qulmlcos y fi1lcoqulmico1. De 101 métodos 

qulmlcos, son evaluados el análisis elemental de nitrógeno, acetilo total y O acetilo, ademlis del 

análisis de lllcldo glicólico y la oxidación con peryodato. Los lllcidos siálico1 han sido estimado• 
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también por muchos métodos colorimetricos, tales como: el del orclnol, d~enilamina, re1orclnol, el 

método directo de Erlich y el del ácido tiobarbitllrico. 

Un método muy sensible y bastante especifico para el análisis de llcldo si•lico, es el método 

del ácido llobarbitllrlco, descrito por Warren. (24) En la literatura se ha encontrado que existen algunos 

factores que afectan el ensayo (25,26) como son; a) la Intensificación de color del cromóforo por 

adición de disolventes orgánicos como el etanol, b) aumento en la formación del color con el 

incremento de concentración del perlodato, c) variación en la Intensidad del color por efecto de la 

temperatura. Todos estos.factores fueron tomados en cuenta en este trabajo para modificar el !Miado 

original de Warren, y estandarizar la ·técnica con objeto de obtener ta sensibilidad necesaria para 

cuantificar el ácido slálico no solo en . los sueros de tos pacientes, sino también en cada una de las 

fracciones de las cromatógran~'s (p~i~ ~~yor Información de la modificación del método consultar el 

anexo 2). 

El procedimiento l11odifieado y~~ ~~tand~rtzado se describe a continuación: 

!}Hidrólisis de las m¿~.;;as. _ • :.\•: -. 
1.1.- Coloci.ren.Íii~~~d~vidri~ lilJlplos (12 x 75 mm) 2.25 mide agua destilada. 

1.2.- Adlclonar,0:~5 ml~e.H2so41'N. ;: ..• 

1.3.-Agregar 200 ÍJI dél suero' o d~ Ías fracciones de las cromatograflas. Agitar. 

1.4.- Colocar Íos tubos 'en un ballo en ebullición durante 60'. 

2)Reacclón de color. -

2.1.- En tubos de ensayo (12 x75 mm) agregarlos siguiente• rHctivos: 200¡¡1 de la 

muestra hldrollzada. 

2.2.-Adlclonar 50 µI de metaperyodato de sodio 0.2 M en llcido fosfórico 9M. Mezclar. 

2.3.- Reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Agitar. 

2.4.· Agregar 500 µI de arsenito de sodio al 10 % en solución de Na2S04 

0.5 M-H2S04 0.1 N. 

2.5.-AgiÍar vigorosamente. 

2.6.· Repo1ar 2 minutos. Agitar. 
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2.7.-Adiclonar 1.5 mi de ácido tiobarbitúrico al 0.6 % en solución de Na2S04 0.5 M. 

2.8.-Mezclar por inversión. 

2.9.- Colocar los tubos en un bano de agua hirviendo durante 80'. 

2.10.- Enfriar los tubos al chorro de agua. 

2.11.-Agregar2 mi de HCI al 5 % en etanol. 

2.12.- Colocar los tubos en un bano 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 espectrofotómetro a 550 nm contra blanco de agua. 

2.16.- La concentración de ácido shllico se calcula por interpolación de la absorbencia 

de cada una de las muestras o de las fracciones en una curva estandar 

realizadas con concentraciones conocidas de ácido slálico ( 1.25 a 10 µglml ). 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

!.-ESTUDIO HORMONAL Y CONCENTRACION DE LA SHBG. 

A) En el hombre. 

Los resuHados del estudio hormonal en los pacientes estudiados, asf como la concentración 

de ta SHBG, se muestran en la tabla 1, la cual presenta los valorea obtenidos en los hombres 

normales e~ comparación con los encontrados en hombres con hlpogonadismo (n• 15). Se puede 

epreclar que en el grupo nonnat los valores de T y E2 se encuentran dentro de 1a1 cifras de 

referencia para ta población nonnal. en cambio en los hombres con hlpogonadismo la concentración 

de T •• más baja y ta de E2 y la relación E21T más elevada. La representación grillc8 de estos 

valores se presenta en la figura 1. 

L• tabla 2 a su vez muestra ta respuesta de las honnonas y de la SHBG a la prueba de 

eatlmulaclón con hCG, que se realizó en los hombres con hlpogonadlsmo con objeto de evaluar ta 

reserva testicular. Como puede verse la T y el E2 casi duplicaron sus valores y la relación E:ifT 

tamb"n ••incrementó. no así la conceniración de la SHBG. 

LII respuesta a hCG en dos hombres con niveles nonnales de testosterona e hlpogonadlsmo 

por "insensibilidad a andrógenos", se presenta en la tabla 3 en comparación con ta respuesta de dos 

hombres normales. Se observa que la concentración de SHBG en los pacientes con resistencia • los 

andrógenos luit mis elevada, que en loa hombres con hlpogonadlsmo de ta tabla 2, paro tampoco, 

presentaron respuesta en la SHBG post-estimulación con hCG: mientras que en tos hombres 

normales si se Incrementó la globullna (figura 2). La respuesta de T y Ez se encontró también 

disminuida an relación a la respuesta normal (tabla 3). 
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B) En la mujer. 

UI tMlla 4 Indica la concentración de SHBG en las diferentaa fases del ciclo mellrual normal 

de la mujer, en tno que la labia 4-A Indica la concenlraci6n de llollnanas y de la SHBG en •l suam 

de mujeres, en dlferenles condiciones flslológlcas y palológlcas, como son: el ciclo mestrual, la 

menopausia (pre y posl-tratamienlo con Ez) el embarazo y el slndrome de ovarioa poliqulstlcos 

(SOP). Como puede observarse, los valores de E2 y de la SHBG fueron !Ms bajos en las muje,.s 

con SOP y en la menopausia, sobre todo en esta úNlrna. Sin emba<go después del tralamiento 

subslilullvo con estrógenos las cifras de SHBG aumentaron, alcanzando v.rores míls elevados que 

los encontrados en mujeres jóvenes durante el ciclo mestrual nonnal (figulll 3). 

En el embarazo los estrógenos y la SHBG se lncramentamn notab*'-e, *8Nando .. 

SHBG cifras 4 veces !Ms elevadas que durante el ciclo mestrual (ligu,. 4). 

C) En paclenles con alteraciones de la función tiroidea. 

En pacientes con alteraciones de la glándula tiroides. ta~n se enoonl1B1on modificaciones 

Importantes en la concentración de la SHBG; en los casos de hipOllmidlsmo (pacientes del sexo 

femenino) los valores de la SHBG fueron 60 % "'81 bajos que en la mujer normal, mienl,.s qua en 

los casos de hlpertlroidlsmo (pacientes del sexo masculino) la concentración de la SHBG lua r!Ws 

elevada que en los hombres eutiroldeos (tabla 5, rogura 5). 
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1 

NORMAL 

M±DE 

BANDA 
n=4 

HIPOOONADJSMO 

M±DE 

BANDA 
r= IS 

TABLA 1.- VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN EL HOMBRE 

EDAD 
AÑOS 

33 

SHBG 
nM/L. 

148.18±52.84 

FSH 
mUllml 

7.08±0.81 •• JS.75±333 :; 2.24;¡,{¡:46 \"Ciio.6s± !.SS,' 10.75±2.22 
:·.1,,¡'";,' .. .,_, __ , ... :·_,~-,º,·::>"::~~~-"; " 

621- 1.89 .. 12.42.~ 19.08 : : 1:'77-2.10 19JO '. 22.20 . 8.53~12.97 

40 131.17Ú5.19 S.43¡13;.211.9S¡ll.49. S.49±225 18.0U5.73 IS.88±10.21 

~ ' - ' 

25-SS 96.U-167.06 4.06-6.IO 17.46-40.44 324- 7.74 12.35-23.12 5.67-26.09 



FIGURA 1 
VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN EL HOMBRE 

A) NORMAL 

B) CON HIPOTIROIDISMO 
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TABLA2.-VALORES HORMONALES Y DE LASHBG EN HOMBRES CON HIPOGONADISMO 

PRE- Y POST-TRATAMIENTO CON HCG 

SHBG 1 T 
(nMIL) (ng/ml) 

1 

LH 

1 

FSH 
E2fT mUl/ml mUl/ml 

18.08:t5.73 15.88 :t 10.21 
28.95:t 11.49 5.49:t2.25 ,. 

::,'.!•:-'.'.: 

17.46 "40.44 3.24-7.74 12.35-?3.82 5.67-26.04 
PR~-1 H~~1I~~;~7~~)e;~é_i~~.~}:~~, 
n=15 BANDA 96.68~167.06 i·4~ooc~.8o: 

n=15 I BANDA 97.97 ~ 165:31 s.68<-1ise .44.01:~ ~.99 ·· 4.91 - 9.39 

t 
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TABLA 3.-VALORES HORMONALES Y DE LA SHBG EN DOS HOMBRES CON HIPOGONADISMO POR 
' INSENSIBILIDAD A ANDROGENOS 

PRE- Y POST-TRATAMIENTO CON HCG 

SHBG 
(nM/L) 

T 
(ngilnl) 

E2 
(pgtml) 

LH FSH 
E2rr 1 mUl/ml mlJl/ml 

19.45 

28 

280.73 9.18 . 38.73 . 3.57 



FIGURA 2 
CONCENTRACION DE LA SHBG EN EL HOMBRE 

(Pre y post-cstimulación con HCG) 

A) NORMALES 

200 

B) CON HIPOGONADISMO 

300 

2.50 -

200 

~ 
~ 1!50 

100 

so -
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TABLA 4.- VALORES HORMONALES Y DE lA SHBG DURANTE El CICLO 
MESTRUAL (n"2). 

PROGES-
SHBG E2 FSH LH TERONA 
(nM/L) • ( mi) (mUl/ml) mUl/ml n mi) 

FASE OVUlATORIA 
(DIA 13) 423 234 26 106 

FASE 
POSTOVULA TORIA 

(DIA 15) 211 295 12.1 24.5 

FASELUTEA 285 166 8.1 15.0 11.8 
(DIA21) 
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TASIA 4-A.-VAL.ORES HORMONALES Y DE IA SHBG EN MUJERES. 

CICLO 
MENSTRUAL 

MENOPAUSIA 

MENOPAUSIA 
CONTx 

OVARIOS 
POLIQUISTICOS 

EMBARAZO 

Bf<NDA 

n 

M*DE 

BANDA 

n 

BANDA 

n 

M*DE 

BANDA 

n 

M*DE 

IHH , ... , 
317.18 ± 55.80 

2151.36-372.98 

21 

142.59 * 38.40 

104.19-181.0 

15 

385.18*79.8 

306.1-485.88 

15 

264.31 * 81.73 

. 182.58-346.0 

BANDA .. 1031.71-12111.511 

n 24 

1 
11 ·--

158.87*81.111 

75.49-237 .85 

21 

5.98*4.30 

1.418-10.28 

12 

1215.15 * 82.87 

43.28-209.02 

15 

94. 73* 65.63 

. 211.10-1e;Ull 

3098.48 * 1301.114 

17114 ...... 311.12 

24 

1.~1 
0.74 * 0.35 1•.12 * 115.15 

0.39-1.1111 

5 

31.117-281.97 

5 

0.111 U.11 30.117 U0.30 

0.07-0.211 10.87-51.27 

12 12 

0.15 * 0.116 921.24 *671.5 

0.09-0.21 242.74-1599.74 

12 12 
. 

0.112 * 0.35 207.96 * 117.19 

0.27-0.117 

1 

20.79-31111.17 
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FIGURA 3 
CONCENTRACION DE LA SHBG (nM/L) EN MUJERES 
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FIGURA 4 
CONCENTRACION DE LA SHBG (nM/L) EN EL CICLO 

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 

SH8G 

1 
T3 

-1 
T4 

1 
T4l 

1 

TSH 
(nMIL) (ng/dl) (119fdt) (ngldl) (µUlml) 

HIPOTIROtOlSMO M:tDE 142:t36.41 80.53 :t 28.51 2.24:t 1.94 0.33:t0.25 44.67:t 9.00 

n= 15 BANM 105.59-178.41 52.02-109.04 0.30-4.18 0.08-0.58 35.66 - 53.67 

HIPERTIROIOISMO M:tDE 246.36 :t 15.93 468.37 :t 64.08 22.04:t3.47 5.44:t 1.05 0.17:t0.20 

n= 15 BANDA 230.43 -262.92 404.29 - 532.44 18.57 - 25.50 4.39-6.49 

NOAllALES MUJER 317.1 :tSS.8 
1 

HOMBRE 1411.1:t52.8 1 90-190 5.0-12.5 0.7-2.0 0-5.0 



FIGURA 5 
CONCENTRACION DE LA SHBG EN PERSONAS CON HIPO E 

HIPBRTIROIDISMO 
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11.-RELACION DE LOS NIVELES DE LA SHBG CON LA 

CONCENTRACION DE HORMONAS. 

A) Con las homionas gonadales (E2.n 

1.- En el hombre. 

La concenlración de lesloslerona presenló una correlación lineal posfflva con la concenlraclón 

de la SHBG en el hombre (r• 0.558) tenlo en condiciones b•sales como post-estlmulaclón con hCG, 

evaluando la respuesla a las 72 y 96 horas (figura 6). Por el conlrario la relación fue neQ&tlva entre 

los niveles de SHBG y la concentración de eslradiol (r= - o. 707) asi como también con la relación 

E21T, lo cual se observó tanlo en condiciones basales como posl-esllmulaclón con hCG (figura 7 y 8). 

2.- En la mujer. 

El estudio de correlación enlre los niveles de Ja SHBG y los asteroides gonadales mostró en la 

mujer una respuesta diferenle a la del hombre; asl con E2 se obluvo una relllCión lineal posffiva en 

las diferenles sttuaciones clínicas estudiadas. Las figuras 9 y 10 dan ejemplo• representativos de 

eslos reauff8dos; en cambio con la tesloslerona la relación fue Inversa (r= - 0.663) siendo mayores 

los niveles de la globullna, mienlras más baja fué la concentración de la lesloslerona (figura 11 ). 

8) Con las homionas llroldeas. 

Las homionas llroldeas (T3, T4 y T4L) mostraron tener un efecto posfflvo sobre la 

concenlraclón de la SHBG tanto en hombres como en mujeres, con coeflclenles de correlación muy 

elevados oblenldos al relacionar la concenlraclón de las hormonas tiroideas en paclenles con hiper e 

hipollroldismo, con los niveles de la SHBG (figure 12 y 13). En cambio con la TSH, la correlación fué 

negativa. 
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FIGURA 6 
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE TESTOSTERONA 

CON LA SHBG EN EL HOMBRE 
(Pre y post-cstlmulación con l-ICO) 
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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{f CON LA CONCENTRACION DE SHBG EN EL 

HOMBRE 
(Pre y post-cstimulodón) 
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FIGURA 9 
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE E2 CON LA SHBG 

EN LA MENOPAUSIA 
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FIGURA JO 
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE ESTRADlOL CON 

LA SHBG EN LA MUJER 
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FIGURA 11 
CORRELACION DE LA CONCENTRACION DE TESTOSTERONA 

CON LA SHBG EN LA MUJER 

A)MENOPAUSIA CON TRATAMIENTO 
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FIGURA 12 
CORRELACION DE LA CóNCENTRACION 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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111.-RESULTADOS DEL ESTUDIO CROMATOGRAFICO. 

A) Cum1 de c:allbfllc~n d• .,._ molecu ...... 
Para su oblención. se determinó el voturnen de eluclón (Ve) de las proteínas utiliiadu como 

man:adows de peso molecular para calibrar la columna: Oeshidrogenua alcohólica (150 kl>a), 

losfOfilasa B (97.4 kDa), albúmina IKMna (65 kDa), !M>81búmina (45 kDa). anhidrau c:8111ónicA 

(29 kDa) y ciloaomo e (12.4 kDa). Con el Ve ae calculó la relación VeNo que u-da una 1.-aón 

inversa t00 el peso molecular de las proteínas en la 111'9Clón en gel (f111Uf914). 

8) Perftl de •lución de los HIHdarH de la IHBG. 

El perfil cromatográfoco de dos diferenles preparaciones estandar de SHBG ,,..,.,...., con 

125¡ (•SHBG) que se sometieron a la lllración en gel. se ""'8Slran en las figuras 15 y 16. P•a su 

oblención la radiactividad presenle en cada fracción de la cromatografía (cpm) se graficó en la 

ordenada, contra su respectivo volumen de elución en la abscisa. 

La figura 15 conesponde al perfil de eluclón del ealandar de loa laborlllorioa 019gnoltic 

Syslems. Se puede aprecillr la presencia del pico de la •sHBG que eluyó en la fracción número 23, y 

además un segundo pico de radiactividad en la fracción número 50, debido a la elución del 1251 libre. 

Este úttimo es lmportmnte. porque por su peso molecular len pequello, maroa el volu,,_ llnlll de la 

cromatografia o VI del slslema y se indica en la fl'llle auperlor derecha de la figura medillnte una 

pequeña flecha; en el lado Izquierdo se localiza el sMio de elución del azul dextrÍlll (PM aproxl,,_ 

de 2, 000 kDa) que marca el Vo o volumen Inicial de la cmmlllografia. Así mismo se indica el sftlo de 

elución de olros marcadores de peso molecular utilizados para facilitar la ldentiftca:ión de las 

isolormas de la SHBG en los cromatogramas. La figura 16 representa el perfil de elución del estandar 

de la SHBG de Dlagnoslic Products C11 (OPC) como puede verse. el ara• de elución de la SHBG 

muestra dos picos, en lugar de uno. El primero cuantttaliv...nenle mas import11nle lu6 eluldo en i. 

fracción número 23 y el segundo en la fracción número 25; además se encuentren otros pequellos 

plcos de radiactividad, resuttantes de la degradación de la globullna. 



C) Perftl de eluclón ele la SHBG en loa •ueros de loa paclen .... 

El pelfd de eklción de los sueros IOll181idoa e le lllreción en gel, ae oblll\IO el velo!W medien!• 

el radiolnmunoenálisls (RIA) la lnmunoreecllvldlld de le SHllG en cede une de IM hcc*lnea de le 

cromatogralia, gralicllndo posteriOrmente elle valor en nMll contra el Napec:llW "°""'*1 de eluciófl 

(Ve) en mi. 

Las llguru 17 y 18 muellran loa pefflta de elución rep9aenlelivoa del ~ 

cromalográllc:o de la SHBG en el suero de llombres nonnales. Así en le figura 17 ae Np<Uenten loa 

perfiles de elución de dos hombres jóvenes de 27 y 30 ellos re.,,..,ilvemente; ae ollaerve nW1:8lle 

heterogeneidad, con le p11111•ncill de dos picos en el - de le SHBG, en IM IMcCIDnea 23 y 25, 

cotTespondientes e loa picos detectados en el elllMder de le 1251 SH8G de DPC. Ademia en le 

figura supeño< se observan Giros plcoa de iioc- lnmunorNcllvlded elllidoa deepMa de le fl9CCi6n 35, 

mientras que en el ceso de la figura inferior H llpl'ecien pico• de llCllvlded de SHBG en les fracciones 

30, 32 y 35 lo que Indice le presencia de f0Rll8s de bajo peso molecular. Nótese que las moléculea 

m*s pesadas, de m11YOJ inmunoreaclividad eluyeron entre el Vo y la AD, lea formas rogeras entre le 

AD y la AC y las formas pequelles con el CC y después de este. 

En la figura número 18 se represenlan los pelfllos de dos hombres lemblén nomieles, de 33 y 

44 a/los de eded (parte superio< e lnfelior respectlvemente) los que e diferencia de los petflles 

anteriores. muestnen menor heterogenelded molec:ulllf, cMledindoM IOlo loe piCos de leS ,,.,._,.ª 
23 y 25 y ligera actividad de SHBG en les fraoelonea 31-33 en el plimer ceso y en 34-35 en el 

segundo, con muy pequena proporción de los fragmentos de bejo peso molecullr, elulclos de~• 

de .. frección 35. 

En los hombres con hlJ!OllOll8dlsmo, los pelflles cromelogrlillccM NpNae-. en le ftauN 

19, muestran algunas dWerencias en relación a los pelf'lles de loa hombres ,..,,,,_,, En primer iugll< 

deslace une ,,..,.. actividad lolel de la SHBG por la diferencie de escales en le ordenede, •I como 

un deaplaz-nlo o corr1mlento del perfil de eluclón hacia la dereclle del aommiou- con loa 

picos de mayor lnmunorellClillldad en les fracciones 25 v 27-28 (en lugar de 23 y 25) e11a úllme 

corresponde a una molécula de un peso molecular menor que las anteriores. T~n .... 

511 



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

correspondientes a las molécúlas de muy bajo peso molecular, que eluyan después de la fracción 36, 

por lo que los perfiles son más homógeneos. Estos cambios pueden observarse c.on mayor claridad 

en las figuras 20 y 21 en dorÍd~ se colll~~ra el perfil cromalográflco de un hombre nonnal con uno de 

hipogonadismo, siendo evld~'nt~· ~n esto/úmmos el desplazamiento del pico de mayor actividad 
; -:-··.::. ' ' 

hacia la derecha, poc.o después del sitio de eluclón del estandar marcado ('SHBG) así como el 

Incremento de la actividad en las fracciones 27 y 35 y la ausencia de fragmentos. 
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FIGURA 14 
CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES 

¡~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

I.19 l.29 I.39 1.49 1.59 

DA.-Deshidrogenasa alcohólica 

FB.-Fosforilasa B 

AB.-Albúmina bovina 
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FIGURA 15 
CROMATOGRAFIA DE i251 SHBG DE DIAGNOSTIC SYSTEMS 

LABORATORIES 
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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 

(Normales) 
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FIGURA 19 
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES CON 

HIPOGONADISMO 

Vn •Sf·IUCi AlJ DA AC' ce VI 

50 J. n J. ¡ J. J. J. 

4() -

~ "º 
= 28 Años 

~ 20 

10 

o 
10 15 20 25 30 35 40 4.5 50 

VotÜrn.cn •c1e eluch.Sn (n"ll) 

35 Va "'StlUCf f\fl º" AC ce Vt • n • • • • • 30 

25 -

~ 2CJ -. 37 Años :;¡;¡ 
ffi 1.5 -

10 -

" -

o = 
'º 20 :;!!'5 :\O :4:'"1 .... .. ,. 50 

Vnl\.1n1e11. c.lu uf111:.dl'\u (1·11.I) 

66 



FIGURA 20 
PERFIL CROMATOGRA.FICO DE LA SHBG EN HOMBRES 



FIGURA 21 
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES 
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IV.-CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES 

DE LA SHBG. 

Las formas moleculares de la SHBG fueron Identificadas por los picos de /nmunoreactividad 

presentes en los diferentes cromatogramas, tanto de hombres normales como de hombres con 

hlpogonadismo, caracterizándose posteriormente en base a los siguientes criterios: 

1) Volumen de elución (Ve) 

2) Constante de partición (Kav) 

3) Peso molecular 

Este último se calculó a partir del valor de la .relación VeNo, el cual se Interpola en la curva de 

calibración de pesos moleculares. 
• '• ~.·'o·'.:;· ·- • 

Tomando en cuenta estos tres. crtterio:s •. se: J:Vdleron detectar. en el homb.re 8. picos. de 

inmunoreactlvldad, cuya caracterización se pr~s~nt~·e~ /a.Íabl~ número 6, qué.conÍ/e~é su Ve, Kall y · 
'· ' ~ -¡ "' . ' .. " - ' ... ·. . . ' . . 

PM lo que permite identificar fácilmente a cualquier molécula en.un cromatogiama:· 
- . \ ,;--

De acuerdo a su peso molec~lar lás ijsoformas 3 f 4 pare~en corresponder a los' dos 

monómeros o subunldades que constttuyerí' a la SH~~~¡~;;;~~cui;~Sm;r~ii'~; 1di;,,éro 0'~'61écula 
.,. . _ -~·-,'-·-~·"?.º"_:~"¡~".,~" .. '.0;:~_;.:'.'~)'.~::· ... ~\~->~---~,•¡·e:_ :<'~:f.i'·'~:.C , 

completa formada por la unión de las dos subunldades,' mle.ntras que la forma· 11rande de 135 -115 

:.::::~;;' :;_ :1:6:~:: ~º~Zª:J::~~ºu~1tE1:~it:;:~J:~tt:~~Q~~J~·ii;;;jJ~:f e~ · 
nombre de "fragmentos", C~moya s~ ,,;e~~kmo:!nt~~~~~~t~ la form~~li~o~~;;.,a·(1:isy115 kD•) y 

el dimero eluyeron antes de· l~lalbúmÍna b~vlna. (AB) .los. monomaros'desp~~;·de éÍÍa .. añfre la 
~;!- ~'°"" r-

ovoalbÜmlna (OA) y la anhidras& carb~nl~ (AC) niiéntras qu~ 1Ós lra11~en1ot!~;;cin ;,'1uldos poco 

antes del cttocromo e ydespués:de ést~. ·'•' : ., •· ' 

De acuerdo a esio.s datos; el porcentaje de lrÍmunoreactlvldad de las moléculas presentes en 

los cromatograma~ de l~s hcilTibre~ normales se compara con la de 10; h~mb¡~·~·~n hfp~~dñ~dismo 
en la tabla 7; d~nd~pu~de v~rse que la forma grande de 135. 115 kDa (~Óiác~la;~úm~i::; Ü~olo se 

detectó en los ho~bres normales, no en el hlpogonadlsmo, aun~ue en ·~mb~:$ gru'p~s ;~redominó el 

dimero de la globulina .(molécula número 2) siendo su proporción ma~ ~levada. así como la de los 

monómeros (moléculas 3 y 4) en los hombres con hlpogonadismo. 
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Cuando los pacientes fueron sometidos a la prueba de estlmulaclón con hCG para evalu•r 111 

respuesta testicular, se obseNaron algunos cambios importantes tanto en los valores hormonales de 

la SHBG (previamente presentados en la tabla 2) como en el comportamiento croll18tognillco de la 

globulina. Asi la figura 22 muestra la respuesta a la prueba con hCG en un hombre normal, 

destacando en primer lugar la disminución de la concentración de la SHBG y el corrimiento del perfil 

hacia la derecha del cromatograma cambiando el pico de mayor inmunoreactividad de la fracción 23 

a la 25, lo que indica una disminución del oiigómero y un Incremento del dímero y un recambio del 

monómero de 36 kDa a 24 kDa disminuyendo los fragmentos de bajo peso molecular. 

En uno de los casos de hipogonadismo (figura 23) correspondiente a un hombre joven de 28 

años, post-estlmulaclón con hCG se observó una ligera elevación del dímero, el monómero de ~ 

kDa sin modificaciones importantes y un recambio de las formas de 24 a 36 kOa, con una ligera 

elevación de los fragmentos. Sin embargo en otro hombre con hipogonadi1mo 18 r•1Puest11 fue 

difere~le (figura 23·A) post-estlmulaclón con hCG disminuyó la concentración de la SHBG, pero no 

aumentó la proporción del dímero, el monómero de 54 - 46 kDa (en las fracciones 27-28) di1minuyó 

su proporcló~ y ·n~evamente se observó un re~bio del monómero de 36 kDa a 18 isoformll de 24 

kDa elulda en la fracción número 35. La proporción cuantitativa de 185 isofonna1 de SHBG en 

respuesta a este estimulo, se presenta en la tabla 8, tanto en los hombres nomwles como en 

aquellos con hlpogonadlsmo, y la representación gráfica de ellos V81ores en 111 fogu,. 24 donde 

pueden apreciarse más facllmente las dWerenclas entre los dos grupos. 

70 



~ 

MOLECULA 

Ve(ml) 

Kav 

PM(kDa) 

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

(PICOS DE INMUNOREACTIVIDAD) 

21-23 

0.06-0.12 

135-115 

OLIGOMERO 

3 

. .·., .'\ .. 

4 6 

37-40 

7 8 

41-42 44-50 

. 0.71 - 0.74 0.77 - 0.93 

12 <8 

Tabla 7.-INMUNOREACTIVIDAD DE LAS MOLECULAS DE SHBG EN EL HOMBRE ( % ) 

4 5-B 

38-36k0a FRAGMENTOS. 

24 <8kDa' 

5.7±6.7 11.8±5.3 

HIPOGONADISMO •. 1 -: 55.6,±1.4 27.1 ±0.4 9.3:t2.0 7.68±1.13 



FIGURA 22 
CROMATOORAFIA DE SHBO EN HOMBRES 

(Pre y post-eslimulación con HCG) 
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FIGURA 23 
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN HOMBRES 

(Hipogonadisíno, 28 alias) 
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FIGURA 23·A 
CROMATOGRAFIA DE SHBG EN HOMBRES 

(Pre y post-estimulación con HCG) 
Hlpogonadismo 46 aftos 
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Tabla 8.-INMUNOREACTIVIDAD DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN El HOMBRE ( % ) 

PRE Y POST-ESTIMULACION CON HCG 

MOLECULA 1 1 2 3 4 5-8 

135-115 llOa so-18k0a 54-.46k0a 38-36 llOa FRAGMENTOS. 

NORMALES PRE- 28.U35 42.5:1:30 10.2:1:7.5 5.7:1:6.7 11.8:1:5.3 

POST-HCG - 83.6:1:6.6.: 9.5:1:4.6 4.1:1:1.6 2.90:1:0.31 

HIPOGONAOISMO. 1 PRE- sSÚ1.4 
~.: .. ':" ~,'- .' ;~:' '': 

. 27.1:1:0.4 9.3:1:2.0 7.68:1:1.13 

POST~ 56.1:1:8.8 11.2:1: 10.6 13.5:1:8.0 18.20:1:6.40 



FIGURA 24 
FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN EL HOMBRE (%) 

A)NORMALES 
~o -

40 ·-
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V.-EFECTO DE LOS NIVELES DE TESTOSTERONA SOBRE 

LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN EL HOMBRE. 

La proporción de las formas moleculares de la SHBG en el hombre mo1tr-.on por e1tudio1 de 

correlación, ser dependientes de la concentración de los asteroides gontld•les. Las fonnlls grWlde1 

tuvieron una relación lineal posHlv11 con el nivel de testosterona (figura 25), mientras que la relación 

fué Inversa con la proporción de monómeros y fragmentos de bajo peso molecular (figure 25 y 26) lo 

que explica la presencia del oligómero y el predominio del dímero de la globuNna en condiciones 

normales y porque el oligómero no se observa en los casos de hlpogonedlsmo que tienen nlvelea 

bajos de T Incrementándose en cambio la proporción de los monómeros (tabla 7). 
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FIGURA 25 
CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG 

CON TESTOSTERONA EN HOMBRES 
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FIGURA 26 

fSTA 
SALm 

TESíS ff@ ~r.w.r 
!lf IJ W~' 1 :···:· 

CORRELACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG 
CON TESTOSTERONA EN HOMBRES 

.,., 
2!"i -

36 - 24 KD 

o'--~-'-~~~-'-~~~-'-~~-'--'-~~~~--' 
o " .. ..to_ '" 

16 ~ < 8 KD 



Vl.-PERFILES MOLECULARES DE LA SHBG EN LA MUJER. 

A) Durante el ciclo mestrual. 

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 

dla 13 del ciclo (periodo ovulatorio) en comparación con el dla 15 del ciclo (post-ovulalorio) 

observándose algunas diferencias importantes. En el dla 13 la SHBG mostró dos picos de elevada 

inmunoreactividad, de concentración muy similar, uno en la fracción 24-25 y el otro en la 27 (dfmero y 

monómero de 54 • 46 kDa respectivamente). ademés el pico del monómero de 36 kDa con menor 

actividad en fas fracciones 32 a 34. En cambio en el dfa 15 predominó el pico de la fracción 25 

correspondiente al dfmero, el monómero de 54 kDa disminuyó notablemente observándoae v•rios 

picos de menor inmunoreactivldad entre ellos el monómero de 36 kDa y otros en fa región de ros 

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

dos pacientes diferentes; destaca nuevamente fa elevación de la forma monom6rica de 54 kDa en ras 

fracciones 27-29, con mayor actividad que el dfmero de fa fracción 24-25, además un pico de menor 

inmunoreactividad en fas fracciones 34·36, correspondiente a fa molécula de 24 kDa. 

B)En el ovario poliquistico (SOP). 

Los perfiles de fa SHBG en el dfa 7 y 21 del ciclo, en pacientes con SOP, se muestran en fa 

figura 29, para su comparación; en el dfa 7 se observan dos picos Importantes de fnmunoreactivid-.1, 

uno en fa fracción 23 y otro cuantitativamente mayor en I• fracción 25, los cuales corresponden a fa 

molécula oligomérlca de 135·115 kDa y al dfmero de 90·78 kDa reapectivamente. Se observan 

también otros picos de menor actividad en fas fracciones 32-34 (monómero de 36 kDa) y en la región 

de los fragmentos. En el dfa 21 flama la atención el predominio del dfmero sobre el monómero de 54 

kDa. con menor activld•d del monómero de 36 kDa en las fraccionas 31-33. Esto es diferente a fo que 

se habla observado en el dfa 21 del ciclo meslruaf normal en el que el monómero pesado 

predominaba sobre la actividad del dlmero. Esto se pone de manifiesto ar comparar loa 

cromatogramas de la figura 30. 
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C) Menopausia. 

En los casos de menopausia sometidos a la filtración en gel (figura 31) el perfil crom•logrifico 

del suero de una de las pacientes estudiadas mostró el predominio del dímero de Ja SHBG que eluyó 

en Ja fracción 25 con menor actividad en la región de los monómeros. En otro de los casca •nalizlldo1 

(figura Inferior) se observó además del dlmero un pico de poca actividad correspondiente a la forma 

grande de la globulina (135-115 kDa) y el monómero de 36 kDa. Cuando estas mujeres fueron 

sometidas ·a. tratamiento con estrógenos conjugados (figura 32 gráfica superior) ya no pudo 

observarse el pico del oligoméro (fracción 23), disminuyó la proporción del dlmero y se inetemenló t• 

proporción de los monómeros (fracciones 30 • 36) de manera similar a lo que ocurre durante el ciclo 

mestrual. 

D)Embarazo. 

La figura 33 representa los perfiles cromatográficos de dos mujeres con embarazo de 12 y 36 

semanas que se /lustran en la parte superior e inferior respectivamente. Destaca sobre todo a las 36 

semanas además del dlmero de la globulina y del monómero de 54 kDa una elevada proporción del 

monómero de 36 kDa a lo que se debe la forma tan peculiar del perfil cromatografico, encontr8ndose 

los fragmentos sensiblemente disminuidos. 

Una vez obtenidos los perfiles de elución de las mujeres, en las diferentes condiciones clfnicas, 

se hizo el análisis para caracterizar las diferentes formas moleculares presentes, tomando en cuenta 

los criterios ya mencionados, llamando la atención que son practicamente las mismas que 1111 

detectadas en el hombre (tabla 9). Los porcentajes de lnmunoreactividad para estas isoform111 durante 

el ciclo mestrual se indican en la tabla 10 y su representación gráfica de loa valores promedio de las 

tres fases estudiadas en Ja figura 34, mientras que el análisis de las lsoformas en los casos de ovarios 

poliqulstico, menopausia con y sin tratamiento y durante el embarazo se presentan en la tabla 11 en 

comparación con los valores promedio obtenidos durante el ciclo meslrual. Por otra parte IH 

siguientes figuras (35-37) representan Jos porcentajes de lnmunoreactividad de las diferentes 
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moléculas de la SHBG en los casos de menopausia (figura 35) slndrome de ovarios po!iquilllcos 

(figura 36) y el embarazo (fig~ra-37) con obJeio de h~cer más evidentes los cambios encontrados. 

Cuando se hl~o el -~n~i:~ls p~rtiéul~r. d~I comportamiento de cada una de las formas 

moleculares en las diferent_es_sitÚáciol1~~clhÍlcas se observó que: 

1) La forma ÓIÍgÓmérica· (13S - 115 kDa) solo se detectó en los casos de ovario 

poliquislico y me~~pa~:la (fig~;~ ~8), ~b~r~~~d~ ~na t~rcera y quinta parte de la actividad total de 

SHBG respectivamente, mientras qúÉ( el· dlmero (90:78 kDa) se encontró en todos loa casos 

estudiados, mo~trando't~mblé~ su ~á~efev~a proporción en los casos de menopausia y en tos de 
, . ..: \ ;-

ovario poliquislico y su nienór proporción durante el ciclo mestruat normal. 

- -2j -De tos 2 monÓmeros detectados el de 54-46 kDa fué el más Importante 

cuantitativamente (figura 39), alcanzando valores superiores al 30 % de la inmunoreactividad durante 

el ciclo mestrual, la menopausia tratada con estrógenos y durante el embarazo, sin embargo no se 

detectó en el slndrome de ovarios poliql1isticos. El monómero de 36 kDa tuvo menor proporción; 

variando entre 6 y 16 % estando más elevado en el embarazo (figura 39). 

3) El fragmento de 24 kDa solo se detectó durante el ciclo mestrual y en los casos de 

menopausia tratada con eslrógenos, siendo su proporción alrededor del 5 %, mientras que los otros 

fragmentos de bajo peso molecular ( 18 kDa - < 8 kDa) se encontraron en todos tos casos estudiados 

con excepción de la menopausia en una proporción ligeramente mayor (4· 11 %) sobretodo en el 

síndrome de ovarios pohquisticos (figura 40) 
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E)Relación de las formas moleculares de la SHBG con la concentración de 

estradlol. 

Al relacionar la proporción de las diferentes formas moleculares de la globulina, con los niveles 

de estradiol se encontró una elevada correlación lineal negativa (r= - 0.86) con el dlmero de la SHBG 

(90 - 78 kDa) disminuyendo su proporción en relación inversa a la concentración de estradiol. Por el 

contrario la relación fué lineal positiva con las formas monoméricas y los fragmentos de bajo peso 

molecular con coeficientes de correlación muy elevados (figura 41 y 42) sugiriendo un efecto inductor 

de los estrógenos sobre las subunidades de la globulina. Cabe resaltar que estos resultados son 

totalmente opuestos a lo que se observó en el caso de la testosterona, en relación a la proporción de 

las formas moleculares. 
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FIGLR.\ 27 
PERFIL CROMATOGRAFfCO DE l.A Sf-IR(l EN MUJERES 
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FIGURA 28 
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES 

(Ciclo mcstrual) 
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FIGURA 29 
PERFIL CRO ATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES 

(Ovarios pollquisticos) 
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FIGURA 30 
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA SHBG EN MUJERES 
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FIGURA 33 
PERFIL CROMATOGRAFIGO DE LA SHBG EN MUJERES 
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TABLA 9.-CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN LAMUJER 

MOLECULA· : 1 2 3 
1 

4 5 
1 

6 
1 

7 
1 

8 

Ve(ml) 21-23 24-26 27-30 31-33 35-36 37-40 41-43 44-50 

Kav 0.06-0.12 . 0.16-0.19 0.22-0.35 0.37-0.42 0.46-0.55 0.55-0.74 0.70-0.74 0.86-0.93 
.. 

PM(kDa) 150-115 90 46 36 24 18~.16. 12 <8 .. . '·. 
OLJGOMEROS DI MERO MONOMEROS FRAGMENTOS 

TABLA 10.~ INMUNOREACTIVIDAD DE LAS MOLECULAS DE SHBG (%)DURANTE El CICLO MESTRUAL 
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FIGURA 34 
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG 

(Ciclo mcstrual) 
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TABLA 11.-INMUNOREACTIVIOAD DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN LA MUJER ( % ) 

MOLECULA 

PM 

CICLO 

MENSTRUAL 

MENOPAUSIA: 

SINTx 

TxCONE2 

OVARIOS 

POUQUISTICOS 

EWWIAZO 

2 3 

1 

4 1 
5 .: 

1 6-8 

150~115k0a 1 90-78kDa 54-46k0a 36kDa 

37.6:1:6.4 42.1 :1: 15.6 6.4t4.2 

,.·,¡< 

19.8:1:19 1 ~ ~5~~-2 .18.5 :1:18 9.0:1:3.0 

28.9 :1:12.4 : 11.04:1:3.9 

49.1 :1:5.6 . 4.2:1:1.4 

LOS VALORES REPRESENTAN a.A M :1: DE DEL PoRCENTAJE DE INMUNOREACTMDAO. 
-·"'..;· 



FIGURA 35 
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE SHBG EN LA 

MENOPAUSIA 

A) SIN Tx 
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FIGURA 36 
PERFIL DE LAS FORMAS MOLECULARES DE S~BG 

(Sindromc de ovarios pollquls!lcos) 
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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 

150 - 115 KD 
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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 41 
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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VIL-PERFILES MOLECULARES DE LA SHBG EN PACIENTES CON 
ALTERACIONES DE LA GLANDULA TIROIDES. 

En los pacientes con hlpertlroidismo (del sexo masculino), los perfiles de eiución (figura 43) 

fueron diferentes a los de otros casos estudiados, debido a la ausencia de la molécula de 135-115 

kDa y una marcada elevación de las formas monomérlcas de 54-46 y 36 kDa eluidos en las 

fracciones 28 y 32 respectivamente en cambio la molécula de 24 kDa no fué detectable. 

En el hipotiroidismo (figura 44) predominó el dímero de la 111obulina y los monómeros están 

disminuidos, en compareckln con los obsaNados en los casos de hipeltlroldismo. 

La distribución cuantHativa de las diferentes formas moleculares en el suero de ellos 

pacientes se encuentra en la tabla 12, en comparación con su propofClón en los sujetos normales, 

siendo pertinente aclarar que en los casos de hipotiroidismo los sueros cromatO(lrafiados fueron de 

mujeres, mientras que los de hipertlroldismo correspondieron a pacientes del sexo masculino. La 

representación gráfica de estos valores se muestran en la figura 45 y 46 respectivamente. 
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FIGURA 43 
PERFIL DE ELUCION DE LA SHBG EN PACIENTES CON 

HIPERTIROIDISMO 
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·FIGURA 44 
PERFIL DE ELUCION DE LA SHBG EN PACIENTES CON 

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

(Mujeres) 
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FIG.URA 46 
FORMAS MOLECULARES DE LA SHBG EN ALTERACIONES DE LA TIROIDES 

(Hombres) 
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VIII.- ESTUDIO DEL ACIDO SIALICO. 

1 . .Cu•ntlftc•clón. 

La concentración de acldo •fálico, determinada para conocer el grado de gtk:osilación de los 

sueros en los pacientes estudiados, se Indican en la tabla 13. 

A) En el hombre. 

Puede observarse que la menor concentración de &cido siáUco se enconlró en tos sueros de 

hombres nonnales, estando slgnfflcativamente más elevada en los sueros de hombres con 

hipogonadismo (p< 0.001). Cuando los hombres normales e hlpogonadales fueron sometidos a la 

prueba de estlmulaclón testicular con hCG, se observó una respuesta diferente en los dos grupos. En 

los hombres normales, el contenido de ácido siálico se elevó en forma Importante (72 % sobre las 

cifras basales) mientras que en los hombres hlpogonadales disminuyó un 20 %. 

B) En las mujeres. 

- Ciclo Mestrual. 

La más aHa concentración se obtuvo, en aquellas en eda<i reproductiva durante el ciclo 

mestrual normal, siendo tos niveles de la fase ovulatorta (dla 13 del ciclo) ligeramente más elevados 

que en la fase tutea (dla 21), 1779 y 1729 µglml respectivamente, 1111 diferencias no son 

significativas. En cambio en la fase post-ovulalorla (dla 15) la concentración de ácido slállco fue 

1001.39 µg/ml, significativamente menor que en la fase ovulalorla y la fase tutea (p< 0.001) 

La media de concentración de SHBG de todas las determinaciones efectuadas durante el 

ciclo mestrual fué de 1503 t 355 µglml. 

• Menopausia. 

En mujeres menopaúsicas, la concentración de ácido siálk:o fue 35 % menor que en tas 

mujeres jóvenes, y ligeramente más elevada que en los hombres, sin embargo cuando las mujeres 

fueron sometidas a tratamiento con estrógenos (350 µg diarios de eatr6genos conjugados) el 

contenido de ácido slállco se elevó, alcanzando cifras similares a las obseivadas durante el ciclo 

meslrual normal (labia 13). 
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-Embarazo. 

En los sueros de embarazo correspondientes al primero y tercer trimestre da la 11••t11Ción, la 

concentración medie del ácido slalico fué de 1093 ~ 260 ¡iglml. 

- Ovario Poliquislico (SOP). 

Los sueros de las pacientes con SOP tuvieron una concenlr,.,ión b8ja de lkldo alélico en 

relación a los sueros de las mujeres normales, similares a las observadas en ta menopaiusill no 

tratada, y ligeramente mas elevada que en los hombres. 

- Alteraciones de la función tiroidea. 

En los sueros de mujeres con hipotiroidismo, el contenido de ácido sWllico, fué 15 % menor 

que en las mujeres normales, mientras que en los casos de hlpertlroldlsmo (lodos ellos hombres) la 

concentración de ácido siálico se encontró slgnlficalivamente más elevada (p< 0.001) que en los 

normales. 

2.-PERFIL DE GUCOSILACION DEL ACIDO SIALICO EN LAS FRACCIONES 

CROMATOGRAFICAS DE LA SHBG. 

l.- En el hombre. 

La figura 47 es un ejemplo represenlalivo del perfil de eluclón del IÍCidO sjjljco en el suero de 

los hombres normales. En la gráfica superior se muestra, el perfil obtenido en condicionas basales, 

mientras que la figura Inferior correspondo al peifil cromatográfoco del ácido s181lco post-elllmulación. 

En las ordenadas se indica la concentración del ácido slállco y en las llbscises el volumen de eluclón, 

llamando la atención que los perfik1S del licido siállco y la SHBG presentan una gran similitud y 

coinciden respecto a su Ve. Los numeros entre paréntesis sobre los picos corresponden al PM de las 

lsoformas de la SHBG que normalmente eluyen en el sitio donde aparecen los picos de ikido si.lílico, 

a fin de relacionarlos. 

Por la aMura de tas escalas puede verse que la concentración de *>Ido sWlllco tu• ligerAmenle 

mayor posl..,stimulaclón con hCG, lo que ya se había observado al determinar el contenido total de 

acido slállco en los sueros labia 13. 
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En condlcones basales, los picos de mayor contenido de ácido sliltlco se localizaron, en el 

volumen de eluclón de los ollgómeros, el dímero 90 kDa y en los monómeros de 54 y 36 kDa, con 

menor proporción en las lsoformas de 24 y 18 kDa, y aolo trazas de alállco en los fragmentos de muy 

bajo peso molecular. 

- Post-estimulación con hCG. 

Destaca la notable disminución del contenido de ácido slállco en la reglón del dimero de 

SHBG (90 kDa), de la lsoforma de 38-36 kDa y el fragmento 18-16 kDa incrementando en cambio su 

proporción en la reglón del monómero de 54 kDa y el fragmento de 12 kDa. El hecho de que 

disminuye el monómero de 36 y aumente el de 54 kDa probablemente Implica que el monómero 

ligero se está glicosllando y transformando en el monómero pesado. 

La figura 48 muestra el perfil de eluclón del ácido slállco en un hombre con hipogonadismo, 

pre y post estlmulaclón con hCG, en los que se observa en relación a los perfiles normales, la baja 

gllcosilaclón de la molécula de 90 kDa, sobre todo post-estlmui.clón con hCG, asi como un 

Incremento en la región da los fragmentos. La figura 49 compara el perfil normal de gllcosilaclón co"n 

el del hlpogonadlsmo, para hacer notar las diferencias en las fracciones correspondientes al dimero 

de 90 kDa y los monómeros de 54 kDa a 46 kDa así como la disminución de la gticosllaclón en la 

lsoforma de 36 kDa; además ligera elevación en el ares de los fragmentos. 

La figura 50 corresponde a los perfiles de gllcosilaclón obtenidos poat-esllmulaclón con hCG 

en el suero de un hombre normal, en comparación con uno de hipogonadismo; se obseNan 

fácilmente los cambios mencionados anteriormente para la figura 49, destacando la marcada 

disminución de ácido siállco en la región del oligómero y el dímero (sobre todo de este úMimo), así 

como un recambio del contenido de ácido slálico de los monómeros de 54 a 46 kDa y de 36 a 24 

kDa, ya observado en los pefiles de eluclón de la. SHBG lo que Indica una posible degllco1ll9cl6n. 

Le proporción cuantttatlva de ácido •"lico (M t DE) en las fracciones correspondientes al sKlo 

de eluclón de las diferentes moléculas de la SHBG, se presenta como un porcentllje de la 

concentración total en la tabla 14. En condiciones normales cerca del 20 % se encontró en la reglón 
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del ollgómero, 30 % en el dímero, aproximadamente 40 % en los monómeros y un 10-15 % en los 

fragmentos. Post-eslimulaclón con hCG el contenido de ácido slálico disminuyó en le región del 

dímero y aumentó en los monómeros y· en los fragmentos. En los hombres con hlpogonadismo 111 

hizo más notable la disminución del ácido slállco en el ollgómero y en el dímero, aumerrtmndo 

significativamente en los fragmentos. 

3.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ÁCIDO SIÁLICO EN LA SHBG. 

1.-En el hombre. 

Conociendo la concentración de la SHBG y del ácido slállco en cada una de las fracciones de 

la cromatografia; se calculó el contenido de ácido slálico/nM de SHBG, obteniéndose asi los perflles 

como el de la figura 51 que correspondé a la aetlvldad especlftca del ácido siálico en las diferentes 

lsoformas de la SHBG en el suero de un hombre normal, pre y post eslimulación con hCG. 

En condiClones basales, la actividad especifica del ácido siállco osciló en las diferentes fonnas 

moleculares de 10-40 µg de ácido slállcolnM de SHBG, presentando la mayor actividad en el 

ollgómero y en Ún fragmento de bajo peso molecular(< 8 kDa) con menor actividad en el dímero (90 -

78 kDa) y los monómeros de 54 y 36 kDa, asl como en un fragmento de 24 kDa. Despu•s de i. 

esllmulación la actividad especifica del ácido siállco en las lsotormas cambió, disminuyendo 

drásticamente en el ollgómero y el dlmero de la SHBG, mientras que su contenido 111 elevó 

considerablemente (5 • 6 veces) en los monómeros de 54 y 36 kDa, así como en el fragmento de 24 

kDa. 

La figura 52 muestra los resuMados del suero de un homb'9 con hipogonadlsmo. Sa observa 

el contenido de ácido slállco en el ollgómero (135-115 kDa) y el monómero de 36 kDa, Hamando la 

atención la baja actividad especifica del ácido slálico en la región del dimero y el monómero de 54 

kDa en las fracciones 24, 25 y 27-29 respectivamente. En cambio la actMdad espaclfica 1u• elevaida 

en los fragmentos de 18-16 y< 8 kDa. Posterior al tratamiento con hCG (figura lnf-) oonttwlo •lo 

que ocurrió en el grupo control, le actividad del tcldo sr.uco aumentó en el oiigómero y disminuyó 
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slgniflcallvamente en los mon6mero1 (54 v 36 kDa) Incrementándose en tos fragmentos de 24, 8 V< 

SkDa. 

Estos datos parecen Indicar que en condiciones normales, el dimero de ta globulina. la forma 

molecular probablemente más activa. se encuentra poco gllcosilada en comparación con el ollgómero 

y que en ambos el contenido de ácido siálico disminuye post eslimulaclón con hCG, no así los 

monómeros. que Incrementan su actividad especiftea en especial el de 36 kOa, al igual que los 

fragmentos. Esto parece no ser Igual en los casos de hipogonadlsmo en los que el dímero y el 

monómero de 54 kDa astan poco glicosilados, disminuyendo su contenido de ácido slállco post 

eslimulación con hCG. 
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TABLA 13.- CONCENTRACION DE ACIOO SIALICO 

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

GRUPO 

NORMAL 

HIPOGONADISMO 

CICLO MESTRUAL 

MENOPAUSIA SIN Tx 

MENOPAUSIA CON Tx 

EMBARAZO 

OVARIO POLIQUISTICO 

BASAL 
POSTHCG 

BASAL 
POSTHCG 

ACIOO SIALICO 
( mi) 

807.15 H54.3 
1394.81:t165.8 

1317.S<l:t 341 
1044.85 t 2114.15 

·ea4t415 

1437t46.7 

1093±260 

C) EN EL SUERO DE PACIENTES CON ALTERACIONES DE LA TIROIDES 
(µg/ml). • ••·• 
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FIGURA 47 
PERFIL DE GLICOSILACION EN HOMBRES NORMALES 

(Pre y pos1-cstimulación con HCG) 
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FIGURA 48 
PERFIL DE OLUCOSILACION EN HOMBRES CON HIPOOONADISMO 

(Pre y pou-cstlmulación con HCG) 
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FIGURA 49 
PERFIL DE GLICOSILACION EN HOMBRES 

(Pre-estimulación con HCG) 
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FIGURA 50 
PERFIL DE GLICOSILACION EN HOMBRES 

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

¡---MOÜ~cul.A ____ fOLJGOMERO fDiMERO 

[ __ ~so M,9LE~U~!'f<J.~l!'!! ___ L_1_~3~ :_ 11w _1~Q.-_7Ql_ 
1 Bt\SAL : 20 t 11 9 29 3 ± 4 O 

\ NORMALES POST HCG ! 22 4 ±O 7 214i6 5 

20 9 t 1 96 

HIPOGON.ADISMO POST HCG 1"8±08 149i26 

MONOMEROS 

(54 - 46) (38. 36) 
-35.0±152 

43 4 ± 6 3 

38 6 í 3 8 

39 6 ± g 1 

FRAGMENTOS 

(24 - < 81 
14 6 ±8 1 

1~ 8 ± 9 1 

19 u± 5 5 

26 4 t 8 6 

--- - ----------- -- --·----------------~ 
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. FIGURA 51 
ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ACIDO SIALICO EN LA 

CROMATOGRAFIA DE SHBG EN HOMBRES NORMALES 
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FIGURA 52 
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ACIDO SIALICO EN LA 

CROMATOGRAFIA DE SHBG 
(Hombres con hipogonadlsmo estimulados con HCG) 
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11.-En la mujer. 

a) Ciclo Mestrual Normal.• 

Un ejemplo representativo de los perfiles cromalográflcos del ácido slállco en los sueros de 

mujeres en diíe~ent'es r~se~ de/ ciclo meslrua/ ~orma/ se ~rese·m~ :n la figura 53. en la que puede 

verso /a distribución del áÓidÓ ~/ál/co en Jás .fracclo~~s ·~r~m~ográf1COs correspondientes a las 

diferenles rormas moleculares dé Ía.SHBG iias q~~:s~ l~d~ri ,;;,/el.número que se localiza sobre los 

picos del ácido slá/ico, ncimero qu~ corre~po.nde·~,:pe~o .moi~cular de las /sororrnas que eluyen en las 
~;. .'. 

fracciones indicadas). 

En la ngura de la parte superior se re~res:nlan los i~rfi/es'de elu~lón del ácido slál/co en los . , .. ,.·· .. ' ..... 

días 13 (•) y 15 (+)del ciclo meslrual normái, en ra5'1 iiv~iá1~riá y ~sl-ovulatorla respectivamente. 

Puede observarse que en el dla 13 el conlenld~ del ácid~ ~lállco' e~ /as.·difererites isororrnas de le 

SHBG rue mayor que en el día 15, con picos de .ácld~ ~ISlico. en la~~fr~~i-~nes correspondientes al 

oligómero (135-115 kOa) y al dlrnero (90-78 kOa) en unapro~orcló~ lmp~rt:n1e •. d•sp~i.s en les 

rracciones do/ manó mero de 54 kDa el pico predominanle, seguido de airo·. en : la 'reg/Ón del. 

monómoro ligero (36 kDa) y en los rragmenlos de 24 y 12 kDa. 

En el dja 15 del ciclo, el perfil .cambió disminuyendo nolab/emenle el conhinldo. de acldo 

slá/ico en el ol/górnero, el dímero y los dos monórneros y solo se Incrementó ligeramente en los 

rragmenlos pequeños (8 y < 8 kDa) por lo que puede decirse que en la ras.e post-Ovu/aloria la 

glicosilación de las moléculas de la SHBG está disminuida. 

En el dia 21 del ciclo (figura lnrerior) el contenido del ácido s/á/lco en /as /soformas volvió a 

incrementarse a concentraciones similares a las de la fase preovulatoria, sobre tod~ o~ ~l·ol~~ómero y 

el monómero de 54 kDa y menor proporción en el dimero y el monómero ligero (36 kDa) asl como en 

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

b) Ovario Poliquistíco (SOP). 

Los pe1files de glicosilación o distribución del ácido siálico en las fracciones cromatogr8ficas 

del suero de una mujer con ovarios poliquisticos. se presentan en Ja figura 54; en la parte superior el 
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perfil de eluclón en el dla 7 y en la pa~e inferior el correspondiente al di• 21. Ambos son similares 

respecto a los picos que se observan, sin embargo el contenido de ácido aiálico fue menor en el día 

21, y también menor que la concentración de ácido siálico en el día 21 del ciclo meatruel normal; no 

obstante los perfiles de eluclón del ácldQ siálico .también son semejantes a los norm.les, aunque en 

los casos de ovario poliqulstico la proporción de las formas grandes (oligómero y dímero) está 

aumentada ligeramente pero las diferencias no son slgnlftcalivas. 

e) Perfil de Glicosllación en la Menopausia. 

Durante la menopausia no tratada, el pelf~ de eluclón del ácido siilico presentado en la f111ura 

55 (gráfica superior) aunque también similar al perfil de gllcosilación del ciclo mestrual normal, mostró 

algunas diferencias, consistentes en una elevación del contenido de ácido siálico en el ollgómero de 

la globullna (135 - 115 kDa) y de los monómeros, con una disminución importante de la proporción de 

ácido slallco en los fragmentos de bajo peso 1119lecular. Después que las pacientes fueron tratadas 

con estrúgenos, el perfil de gllcosllación cambio disminuyendo el contenido de ácido siálico en las 

formas grandes, y en los monómeros, Incrementándose en los fragmentos de 18 - 16, 12 y 8 kDa. 

d) Embarazo. 

Los perfiles de elución del ácido siálico en los sueros de dos pacientes embarazadas se 

muestran en la figura 56. En uno de ellos (figura superior) aunque el mayor contenido de ácido siálico 

se localizó en el dlmero (90 - 78 kDa) con menor proporción en el ollgómero y el monómero de 36 

kDa, que no obstante tuvo una proporción elevada y el fragmento de 24 kDe, no detect"1dose 

glicosilaclón en los fragmentos de menor peso molecular; pero el hecho sobresaliente es la elevada 

proporción de ácido siálk:o en los monómeros con picos claramente visibles sobre todo en el 

monómero de 36 kDa. 

En olro de los caaos estudiados (figura Inferior) el mayor contenido de licldo siállco se tuvo en 

el ollgómero y el dimero de la SHBG. en menor proporción en los monómeros y los fragmentos. 
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Los porcentajes de ácido slallco para cada una de las lsoformaa de la globullna en la mujer en 

las diferentes situaciones clínicas estudiadas se encuentran en la tabla 15, donde además se indica 

en la uHlma columna del lado derecho. la concentración total de ácido s~lco/ml de suero. 

111.- Perfil de glicosilación en Alteraciones de la Función Tiroidea. 

El perfil representativo de la glicosilaclón de la SHBG en los casos de la mujeres con 

hipotiroidismo que se analizaron (figura 57 gráfica superior) se caracterizó por presentar una elevada 

proporción de écido slálico en los monómeros de 54 y 36 kDa y ligeramente menor en el oligómero y 

el dímero, con baja proporción en los fragmentos de bajo peso molecular. 

En los casos de hlpertlroidismo ·(figura 57) el perfil de gllcosllaclón de la SHBG fué muy 

diferente de todos los anteriores con elevado contenido de ácido slálico en practicamenle todas las 

lsoformas de la SHBG sobre todo en las formas grandes y los monómeros. Los porcentajes de ácido 

slálico en las diferentes formas moleculares de la SHBG en estos pacientes se presentan en la tabla 

16 para su análisis. 
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FIGURA 53 
PERFIL DE ACIDO SIALICO EN EL CICLO MESTRUAL NORMAL 
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FIGURA 54 
PERFIL DE GLICOSILACION EN MUJERES 

(01•arios poliqÚislicos) 
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FIGURA 55 
PERFIL DE GLICOSILACION EN MUJERES MENOPAUSICAS 
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FIGURA 56 
PERFIL DE GLICOSILACION EN LA CROMATOGRAFIA DE 

SHBG EN EL EMBARAZO 
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TABLA 15.-ACIDO SIALICO EN LAS FRACCIONES CROMATOGRAFICAS CORRESPONDIENTES A LAS 
MOLECULAS DE SHBG (%) EN MUJERES 

MOLECULA 
PESO MOLECULAR 

'CICLO MESTRUAL 
(F. PREOV.) DIA 13 
(F. OVUL) DIA 15 
(F. LUTEA) DIA 21 

OVARIOS 
POLJQUISTICOS 

DIA 7 
DIA21 

MENOPAUSIA 
SINTx 
CONTx 

EMBARA20 

MONOMERO 
54-46KD 36KD 

'11.3 

12.1 

ACIDO SIALICO 
(µg/ml) 

'' 1779.33 
1001.39 

'' 1729.21' 

1387.16 • 
461.35 

984 
1437 

1093.78 



FIGURA 57 
PERFIL DE GLICOSILACION DE LA SHBG EN ALTERACIONES 

DE LA GLANDULA TIROIDES 
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TABLA 16.-CONTENIDO DÉ ACIDO SIALICO ( % ) EN LAS FRACCIONES 
CORRESPONDIENTES A LA SHBG EN MUJERES 

MOLECULA 
PM 

CICLO 
MESTRUAL 

OVARIOS 
POLIQUISTICOS 

(SOP) 

MENOPAUSIA. 
SINTx 

MENOPAUSIA 
CON Tx -

EMBARAZO 

2i.9± 1.3. 
23:t.3.0 

16.3±1.1 

20.4:t1.6 

44.0:t 10.2 

32.7 t 1.2 

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

23.6 :t 7.3 

18.7 :t8.4-

18.35 :t 0.9 . 

23.6 :1:4.75 
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CAPITULO V 

DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES. 

La globulina lransponadora de asteroides sexuales (SHBG) juega un papel muy imponente 

para la acción biológica de las hormonas gonadales, regulando la cantidad de asteroides 17 ~B 

hidroxilados (losloslerona y eslradiolJ que circl•lan en forma libre, ya que se piensa es esta la fracción 

que se une a los 1ccoplmes intmcelulares p;ua desencadenar el efecto biológico. 

Conocer los mec~tnismos ql1e regulan la IJiosintesis, metabolismo y degradación de la SHBG 

lla sido n1ol1vo df' nwnmosos l!Slt1d1os en los que se ha enconlrado que la SHOG so encuenlra bajo 

regulación hormonal por pw1e d11 teslosterona y eslrñd10J y rtdemás por las hormonas liroideas, 

h<'tbténdo~e poslulnrJo de$dP. /mee apro:..1madamt:inlc 20 .1rlos que la relación E2rr es el principal 

factor que modula nn c:ond1c1011e:-:. fi!:ir·.1JCJ91c<1.!:. la cr1n·~•!lll1ar1.:m tfo l.J St10G l:'C.J 

Loe, rr.sull,'ldP.!:. de esl(• 1~<;lud1n nnuunirl:VJ<J a rorinr.er !.1 csl1uctura y rnecanisrnos que rcgulat1 

SllfH-i l1•!fl•· \:1hirr· rn1..., i->lt'\.:-it!.·.., •·11 1,1 '''11Jf>-• '1111; 101• ,., h•H11f1(<' v r~u .. •,u i:.1•llc"ntr;;if~1,l11 f'S rnós atta 

,.,,.¡_,.,: 1~1,1- +_-lr·,·11rts r;t11 1a::, nJ1!• •t1.J:1s (•~l e 1 c1e-I,) rn1~~;1ru¡.¡I nurma /·n 81 lH'll1dr;U(1 rJondtt lo.;; 

" ,,. 1 'l 1 ' ~) ' ' •• 1 t .1 ' 

•• :¡'":''f 1\ '1 . j" l l :· ¡ ~ •· '"j•' 

¡ Jl•' ···•,1 •ll t¡olf•d•l•.11, !ti ',.i 
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esludio. Eslos resuttados están de acuerdo con las observaciones de Klrschner y colaboradores (2S) 

quienes eslablecieron que el lncremenlo de andrógenos en la mujer, producía una disminución de la 

SHBG. 

Todos estos hallazgos hablan a favor de una regulación positiva de la SHBG por los 

eslrógenos y un efecto negalivo por parte de la teslosterona y están de acuerdo a lo Informado 

prevlamenle (29), Por otra parte los resultados del estudio realizado en hombres normales y en 

aquellos que no obslanle tener solo una moderada disminución de la concentración de testoslerona. 

presentaban dalos clínicos de hlpogonadismo (n~15) se pensó que una probable elevació,n ,de la 

SHBG podla ser la éausa de las alteraciones (razón por la cual fueron seleccionados) sin embargo la 

concenlración de la globulina no fuá estadlslicamenle diferente; en cambio pud~ demostrar~~ que la 

concenlración de e2 y sobre lodo la relación E21T se encontraban más elevadas, que,· en' los •.•Jetos 

normales, lo cual puede dar también una explicación razonable a los hall~g?s'. cllnl;,os,; Pos

eslimulaclón con hCG Ía concenlración de la SHBG no se modirlcó ~-' p~s~r d~I Ín~r~,;.;¡,to 
significativo de los eslrógenos y de la relación E2IT. debido. qu~~s a q~~·c¡;;¡;blé'/ ~~mentó 
slmultaneamente la testosterona, pudie'ndo haberse compensado el· efecto qe ambas hormonas, 

hecho que ha sido ya mencionado en la llteratura (30), 

Respeclo a las dos hombres hlpogonadales con una concentración normal de testosterona y 

niveles elevados de ambas gonadotroplnas en especial de LH por un cuadro de resistencia a 

andrógenos a nivel de los receplores la concenlraclón de la SHBG se encontró elevada, debido a que 

al no poder actuar la testosterona. predominó el efecto positivo de los estrógenos, 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 delerminación de la SHBG puede ser una prueba de uliiidad para evaluar el grado 

de resistencia a los andrógenos. ya que su elevación es proporcional al grado de resistencia a la 

acción de la testosterona 

Por otra parte, los estudios de correlación efectuados entre la concentración de las hormonas 

'I la SHBG pusieron de manifiesto algo no mencionado anteriormente en la literalura, y es la 

observación de que en la regulación de la globulina por los asteroides sexuales existe un mareado 

132 



"dimo111smo sexual" es decir un mecanismo dÓ regulación diferente, dependiente del sexo ya que la 

respuesta de la SHBG a eslradiol y Jestosterona rué diferente en los hombres y Ón las mujeres. En el 

hombre (donde la concentrac1Ón de Tes elevada) I~ SHBG tuvo Úna ~rrerad1cln1ine~I positiva i:on la 

concentración de testosterona· (r~d.56) tanio en ~nd¡;;fones IÍ~s~le~ CC>~~ post-Ó;ti:i;ulaclón ·con 
l" ••. . . ·' • ·- • 

hCG, mientras que eri las mujeres (dondÓ.'la .T s~ ericu .... ~tra IÍÍlja): lá relación fuiÍ. neg~hÍa (i= : 0.66) 

disminuyendo la globuliria al aumentar la té.st~steroné 'tal como .~urÍió :.;n kis' .,;.;;os de ovario 

poliquisllco y menopausia. ;.',-: 

A Ja vez en el hombre, en: ol que los estrógenos ·Se e~cu'B:nt~~ ñ~nri~l~~nt~ bajos, su 

concentración mostró una marcada relación negativa (r= - 0.707)\;ori la SH~G-~ fgÜ~Í ;,,;~crió en la 

relación E2rr (r= - 0.724). Este ef~cto también se observó en los homb;~. con hÍp.~g;.'~adl~mo 
0

en los 

que probablemente influyen dos factores: a) por una perta la dlsmlnu¿lón ,d~ · ,a·t~~t6~terona y b) el 

incremenlo de la concentración de E2 y de la relación E2rr. A este efecto n.~gativo de .. li>s estróge.nos 

sobre la SHBG observado solo en el hombre puede deberse que la concent,;.ciÓn dÓ la globulina no 

se modificara pos-esllmulación con hCG, pues si bien la testosterona aumentó. en respuesta al 

esimulo y casi duplicó sus valores, fo mismo ocurrió con el E2 y la refacl6n 'e2rr por io. que el efecto 

pudo ser compensado. 

En la mujer donde la concentración de estradiol es elevada ocurrió lo contrario, la SHBG tuvo 

una relación lineal positiva con la concentración de estradlol y negativa con la relÓclón E2rr (r=0.55 y 

- O. 70 respectivamente). Este efecto positivo se observó en las diferentes situaciones cllnlcas 

estudiadas (ciclo mestrual, menopausia con y sin tratamlenlo, embarazo y SOP) por lo que la SHBG 

presentó cifras bajas en la menopausia, debido a la disminución de los estrógenos. 

Este marcado "dimo111smo sexual" en la respuesta de la SHBG a los asteroides gonadales, 

explica porque en la literatura existo taata cont~oversia o información aparentemente contradictoria 

respecto al papel de testosterona y estradiol en la regulación de la SHBG, pues como se demostró en 

este estudio, la respuesta fué diferente en el hombre y en la mujer y este hecho no ha sido 

mencionado en la literatura. Sin embargo Gordon y colaboradores en un estudio realizado sobre la 

síntesis de la SHBG en una linea celular de un carcinoma hepático (7) encontraron que el efecto de 
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los andrógenos sobre la SHBG presenlaba una respuesla bifásica, pudiendo lener un eslimulo 

posilivo o negalivo dependiendo de la dosis ulilizada; negalivo a bajas concenlraciones de T Y 

posllivo a concenlraclones elevadas (superiores a 0.5 nM) sin embargo la respuesta a E2 siempre fué 

esllmulalorla, independlenlemenle de la dosis ulilizada. Eslo podria explicar la diferencia de la 

respuesla a la lesloslerona en el hombre y en la mujer, pero no explica los resultados reopeclo a 

estrógenos. 

En relación al erecto de las hormonas tiroideas sobre la SHBG1 debe resattarse que estas 

hormonas fueron las que moslráron tener mayqr relación con los niveles de SHBG, tanto T3 y T4 

como el Indice de liroxlna libre (r~ 0.9; ·, 0.94) lo que hace pensar que estas hormonas deben tener 

un efeclo directo sobre I~ c·~l~l~:~~~é.1~ para eslimular la síntesis de la SHBG. Esta aseveración 

también se apoya en lo~ .·liaÍore~¡ t~~ ~lev~d'as que alcanzó la globulina en los pacientes con 

hlpertlroldlsmo ~·~u :~ls·,;,;~~cl~n' ~n _Íos paclenles hlp~llroldeos; hecho de trascendencia clínica, 

porque puede .~pllcar las aÍteráclones que ocurren. en la función gonadal en es!~ llpo de paclenles. 

Las mujeres con hlpertlroldismo presentan anovulaciÓn'~ alt~;aclories ;:;;estrÜ~l~~:·d;bido ~uizas a 

una menor proporción de E2 libre, por el exceso"~• SHBG Índ~cl~o p~r las hor,,;,,nas ll;oicfeas, lo que 

determina la falla del leed back posillvo o efecto esllmulador de los estrógenos sobre la LH a la mllad 

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

observan alteraciones del eje hlpótalamo hlpofislario-testicular e hlpogonadismo debido a una menor 

concentración de testosterona libre, lo que puede dl•mlnulr hasta un nivel critico, en el que es 

Incapaz de suprimir la concentración de LH fallando los mecanismos de retroalimentación negativa. 

De ahi que en estos pacientes con hlpertlroldismo esté indicado efectuar la determinación de los 

esleroides libres y de la SHBG para establecer el diagnóstico. Por el conlrario en el hlpollroldismo, 

que cursa con concentraciones bajas de SHBG, la proporción de testosterona libre aumenla y esto 

también puede lener serias implicaciones clínicas. pues el incremento de testosterona puede 

delerminar cambios en el perfil de lipldos y llpoproleinas incrementando el riesgo cardlovascular (31) 

Por olra parte, el esludio cromalográlico efectuado con objeto de profundizar en el 

conocimienlo de la estructura y composición de isorormas de la SHBG de los que se sabe poco, 
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moslró que esla globulina al Igual que airas glicoprolelnas presenta helerogeneldad molecular que 

fué deleclada, desde que se cromalografió el eslandar de los laboralorlos DPC, obseivandose varios 

picos que se atribuyeron origlnalmenle a una posible degradación de la preparación eslandar. Sin 

embargo al cromatografiar los sueros de los pacientes y analizar los resuNados fué evidente la 

presencia de por lo menos 8 diferenles variedades moleculares o isofonnas, de las cuales destacan 

por su proporción cuanlilallva: dos formas grandes (el ollgómero de 135-115 kDa y el dímero de 

90-78 kDa) dos monómeros de 54-48 y 38-36 kDa respecllvamenle y además 4 lsoformas de bajo 

peso molecular de: 24, 18-16, 12 y< 8 kDa probablemenle fragmenlos resuManles de la degradación 

de la SHBG. Eslas lsoformas no se· obseivaron en forma conslanle en todos los cromalogramas, sin 

embargo pudieron verse con claridad en algunos de los casos esludiados, y no solo cambios en su 

proporción ~~~n1ri~u~a'~~,~~:1a,i;bfén el recambio de una forma molecular a aira en diferenles 

condÍcione; fi~IÓlógl.c:Ss'o ~~,~e~p~esta a un estimulo, lo que Indica que las lsoforrnas se encuenlran 

en un equilibrio di~ám!da Íll~dificando .su proporción en respuesta al ambienle hormonal, lanlo en 

condiciones ~~l~ló~'lcas ca,,;~: Palológlca~, ce'mo ºse demoslr6 en el hombre pre y post lra1amlen10 con 

hCG o en I~~ m~Jeré~ dur~~le ~¡ ciclo nie~lrual n~rmal, en la menopausia con y sin lratamlenlo, 

embarazo etc. 

Cabe mencionar que la Información en la llteralura sobre las form11s moleculares de la SHBG 

y su regulación es muy limitada. Se sabe que esla glicoprolalna es un homodimero al que se le ha 

atribuido un PM de 90-135 kDa, formada por dos monómeros idénlicos unidos a lravás da residuos 

de N-asparaglna f32) constituidos por una cadena prolalca de un paso molecular (PM) aproxJmado de 

40, 000 (33) qua difieren unicamenta por su conlenldo de carbohldratos, por lo que presenlan un PM 

diferenle dependiendo de su grado de glicosilaclón siendo asta de 52 y 49 kDa según algunos 

lnvesllgadores (10), La cadena monomérica pueda acoplar dos blcadanas N-glicoslladas y una 0-

glicosilada y puede ser muy variable respecto a su contenido de carbohldralos (34). Eslos monómeros 

se unen en presencia de los esleroides para formar un dimero muy eslable y dificil de disociar 

requiriendo ullllzar condiciones extremas de fuerza lónlca o pH f35J. 
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A la fecha se conoce la estructura primaria de la globullna (36) y el DNA que codifica su . . 
síntesis (35) sin embargo es muy poco lo que se conoce acerca de la mlcrohelerogeneldad que la 

caracteriza, la que está ·del~rmÍnada p'~r su contenido variable de carbohldratos, y no se conocen los 

factores que afectan la ~llcoslia~lón (37), 

De acu~rdo ~ lo~ ;e~ti11ados de este estudio el dlmero tuvo un PM de 90-76 kDa que está de 

acuerdo con los re~ullad~s d~ .90-84 kDa obtenidos por Petra et y col. (3) y diferente al reportado por 

otros estudios (90 - 135 kDa).en los que aparentemente el dímero se consideró en conjunto con el 

oligómero (115 - 135 kDa), esto puede ser posible porque en ocasiones no se separan totalmente; sin 

embargo en nuestro estudio, el oiigómero pudo detectarse con claridad en el suero de hombres 

normales, en las mujeres menopáuslcas'.y en lo~ casos de ovario pollqulstlco es decir cuando existe 

un estimulo androgénlco o un~ baja co
0

n¿~ni;~cló~'de .estrógenos. 
« •.• · .... -··· 

Los monómeros do acuerdo a· nu'estros· ~ resUHadoS tienen un PM un poco diferente del 

reportado, de aproximadamente 54-46,.~D:~~~r~;el.monómero pesado (52 en la meratura) y 38-36 

kDa para el ligero que puede c~rresponder ~ la cadena polipéplldica poco glicosllada, ambos . . . - . 

pudieron verse eon claridad en algunos cromatogramas de ciclo meslrual, ::¡OP, menopausia, 

embarazo y en los casos de hipo e hipertiroldlsmo. También se observaron por lo menos 4 

fragmentos diferentes (24, 18-16, 12 y< 6 kDa) sobre todo en jos sueros de hombre y en la mujer en 

la fase post-ovulatoria, en el SOP y en la menopausia tratada con estrógenos. Por el contrario fueron 

casi no detectables en el embarazo y en .los paci~ntes con hipo e hlpertiroldismo. 

Pudo demostrarse que en el hombre normal el dimero de la globulina es la variedad molecular 

predominante (40 - 45 %) con 25 - 30 % ·da la inmunoreactividad total en la forma oligomérica, por lo 

que las rormas grandes contienen un 70 % de la actividad total de la SHBG. Este predominio de 

formas grandes parece ser un efeclo de los andrógenos, pues como se demostró en los estudios de 

correlación, el nivel de teslosterona tuvo una marcada relación lineal con la proporción de las formas 

grandes (r= O. 78) influyendo en cambio negativamente sobre la proporción de los monómeros de 54 y 

36 kDa (r= -0.78 y -0.9 respectivamente) y los fragmentos de degradación, por lo que se encuentran 

en baja proporción. Esto podría deoerse a que en presencia de Tal estimularse la producción del 
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dímero, disminuyen los monómeíOs. ~ar· eso en condidones normales, en- el hombr~ la proporción de 

monómeros es muy baja (1 s. % aproximadamente, sumando la á~tivldad de ambos niónómeros) y el 

15 % restante en los fragmentos. 

En los hombres normales post-estlmulaclón con hCG se lncr.;me~tó · slgnlficalÍvamente .la 
,- ,': '.. ·_- ·::-,:_ .. ,, 

proporción del dímero y disminuyeron los monómeros y los fragmentos, por- probable erecto del 
_·:· ·,· i;, 

Incremento de la testosterona; sin embargo en los hombres hlpogonadales 9~ los qúe el_lncremenl~ 

de la testosterona rué menor y mayor la' respuosta de los estrógenos no aumentó el dímero, pero si 

disminuyó la proporción del monómero de 54-46 kDa, demostrando su sensibilidad al efecio negativo 

de ta testosterona. En cambio el monómero ligero aumentó su proporción al igual que los fragmentos 

que aumentaron considerablemente, quizás por ser más sensibles al incremento de Bstrógenos y de 

la relación E2rr. lo que normalmenle ocurre en la pruebas de estimulación con hCG. Como se 

demostró en los estudios de correlación el monómero ligero y los fragmentos son altamenle 

dependientes de los niveles de E2 (r= 0.92 y 0.88 respectivamente). 

En la mujer la concentración de la SHBG rue mas elevada que en el hombre y el estudio 

cromalogréfico mostró, que la proporción de isoformas tambi8n es diferente y claramenle 

dependiente del r1111biento horrnonill i:--.onio ~e dornostró por los hallazgos en las diferentes rases del 

ere/o mcslru<:1I M1enlras en el hombrf.: el cligümeru y el dimero fueron las isoformas prcdomina11les; 

en Ja mujer en condiciones norm<ll•:?S 110 se <h!fPctn el ol1oómero, el dímero se encontró en menof su 

pmporc1ón y el rnonórnem de :,4 k.D<t fl1é la v¡tnf:(J<td n1oleculm predornmélnle As1 la111IJ1Ern se 

pud11~ron observar c.arnh10<; importantes L:n el compnt1clm1enlo de las 1c;ofo1mas de la SHOG 

l"slo$ clatu'> son 111lert!sa•1tus porqu .... Pr1 la hti;ratura exist1~n resultados contrad1clo11os al 
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estrógen s, lo que Indica que las formas moleculares son reguladas por los cambios en el ambiente 

hormona 

E los casos de ovario poliquístl~o a diferencia del ciclo mestrual normal, pudo delectarse el 

oligóme y el dímero que fue la lsoforma cuantttativamente más lmportanle, de manera similar al 

comporta lento cromatográfico de los sueros de los hombres; la disminución de estrógenos y el 

hlperand genismo que caracteriza a este síndrome, puede ser la causa de los cambios obse1Vados, 

ya que e mo se demostró previamente. las formas grandes de la SHBG se Incrementan por 

andrógen s o por Ja deficiencia de estrógenos. En fa menopausia donde la concentración de 

estrógeno es muy baja (<25 pg/ml) el oligómero y el dímero se encontraron elevados, poniendo de 

manifiesto a importancia de los estrógenos en el control negativo de las formas grandes, tal como se 

observó en los estudios de correlaCióíl. 

De stos resultados podrlainos. d.~clr que cuando los estrógenos están elevados, el monómero 

de 54 kDa es I~ forma molecular más Importante, estando el ollgómero y el dlmero disminuidos. 

Cuando lo estrógenos disminuyen o se elevan los andrógenos las formas grandes se incrementan 

por un dobl mecanismo: por una parte ·1a elevación de testosterona (efecto positivo) y por otra la 

ralla del m canlsmo de control, tal como ocurrió en la menopausia o en los casos de ovario 

poliqulstico. 

En 1 s cromalogramas del suero de mujeres embarazadas, el hecho sobresaliente fué la 

notable elev ción del monómero ligero (36 kDa) practlcamente al doble de la proporción que tuvo en 

las otras situ iones cllnlcas estudiadas. Este monómero de acuerdo a los estudios de correlación, es 

fuertemente stlmulado por el lncremen!o de estrógenos (r= 0.92) y de las hormonas tiroideas, las 

cuales se en uentran muy elevadas durante la gestación; sin embargo llama la atención la baja 

proporción d monómero pesado y la elevación del dimero, para lo cual no se tiene una explicación 

sallsfactona, no ser por la presencia de un feto masculino. 

En el 1 lpertlroldls~ el análisis de los perfiles cromalo11ráficos mostró marcada elevación de 

ambos monó eros, en relación a su proporción en los pacientes normales, no siendo detectable el 

oligomero de 35-115 kDa. Esto ea Importante, porque los sueros cromatograflados eran masculinos, 
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con niveles normales de los estrógenos, por lo que la elevación de los monómeros, parece ser un 

electo especifico de las hormonas liroldeas. La concentración total de la SHBG en eslos pacientes 

lué también más elevada y congruente con los estudios de correlación, en los que les hormonas 

tiroideas moslraron una elevada correlación lineal con los niveles de la SHBG (ra 0.92) siendo el 

Incremento fundamentalmente en Jos monómeros, lo que parece Indicar una acción directa de tas 

hormonas liroldeas sobre la célula hepática, para eslimular la slntesis de la cadena proteica de la 

globullna; esto se Infiero por el incremento del monómero de 36 kDa, aunque también deben inducir 

la gllcosllación como lo demuestra el Incremento del monómero pesado. 

En las pacientes con hlpoliroÍdlsmo, con ,niveles de T 3 y T 4 muy bajos y estrógenos también 

disminuidos, el perfil cromatográfico mostró como era de esperarse, una elevación del dímero de la 

SHBG y una dlsm,Jnuclón del.,!~~nó;,.era''1igero, en relación a su proporción en los pacientes con 

hipertiroldismo, ca"'blos.'~~.ng
0

rU~nte's con la disminución de las hormonas tiroideas y los estrógenos 

que tienen un electo Inductor sobre Ja slntesls de la globulina. 

En resumen podrla decirse, como resultado del anállsls de los perfiles cromatograficos y del 

estudio de las moléculas en las diferentes condiciones fislopalológlcas, que la proporción de las 

formas grandes es el resultado del equilibrio entre la concentración de los andrógenos y los 

estrógenos; los andrógenos con un electo estimulador y por el contrario fuertemente lnhibldor por 

parte de los estrógenos. En cambio el control de,los monómeros es dependiente de la concentración 

de los estrógenos y las hormonas tiroideas; los andrógenos parecen tener un electo lnhlbldor sobre la 

proporción de monómeros, sin embargo esto puede deberse a que en presencia de ta1tosterona, se 

Induce dlmerlzaclón, por lo que disminuye su proporción. Por otra parte mientras que la acción 

estimuladora de los estrógenos es básicamente sobre el monómero pesado, le de les hormonas 

tiroideas fundamentalmente es sobre el ligero y siendo la única diferencia entre ellos, su grado de 

glicosllaclón, se puede Inferir que las hormonas tiroideas estimulan la slntesls del monómero y los 

estrógeno• su gllcosiiaclón; de ahl el recambio que se observa frecuentemente de una fonna 

molecular a otra, dependiendo del ambiente hormonal. 
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El papel de los estrógenos y las hormonas tiroideas en la gllcosllación de los monómeros 

puede comprobarse, el analizar los resuttados del estudio del ácido slálico, que demostró que de 

todos los sueros estudiados, los de pacientes con hipertiroldlsmo y los de mujeres durante el ciclo 

mestrual normal, fueron los de mayor concentración de ácido siállco. 

En el clclo mestrual normal la concentración de ácido slálico mostró variaciones en función de 

la concentración de estrógenos: se enco'ntró más elevado en la fase periovulatoria, y en la ovulación 

disminuyendo en la etapa post-0vulatorla, para volver a incrementarse en la fase lutea de acuerdo a 

la concentración de estrógenos. En la menopausia tratada con estrógenos su concentración fué 

sensiblemente mayor que en la menopausia sin tratamiento y que en los casos de ovarios 

poliqulsticos, en los que el ácido slállco se encontró muy disminuido, con niveles similares a los 

observados en los sueros de los hombres, que fueron los que tuvieron la concentración más baja de 

ácido siálico. Estos datos apoyan el papel de los estrógenos y las hormonas tiroideas sobre la 

glicosilaclón de las moléculas. 

Analizando los partiles de gllcosllaclón de los sueros se obseivó que los picos de ácido slállco 

se presentaron practicamente en las ml~mas frácclones donde eluyeron las moléculas de la SHBG 

permitiendo hacer algunas inferencias. En el hombre normal cerca del 50 % del ácido slálico se 

localizó en las formas grandes (dlmero y ollgómero) donde se encontraba la mayor proporción de 

SHBG, 35 % en los monómeros y de 5 - 15 % en los fragmentos. Post-estlmulación con hCG (en la 

que se Incrementan los estrógenos) la gllcosllaclón del dímero disminuyó, aumentando la proporción 

de ácido slálico en el monómero de 54 kDa con una disminución slmu"ánea del rnonómero ligero, lo 

que se puede explicar, porque este úHimo al glicosllarse se transforma en el monómero de 54 kOa. 

En los hombres con hlpogonadismo el partil de gllcosllaclón fué dWerante del normal, 

mostrando menor porcentaje de ácido slállco en el dimero y una proporción aumentada en ambos 

monómeros; esta alteración se hizo mis evidente post-estimulaclón con hCG, en la que el contenido 

de ácido siállco en el dímero fué significativamente menor que en condiciones normales. 

A la fecha se sabe muy poco respecto al papel de los carbohldratos para la acción biológica 

de la SHBG, sin embargo en honnonas como hCG, FSH y LH se ha visto que son Importante&~ la 
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unión de la hOllllona a sus receptores y ta traducción del mensaje, a fin de que pueda manifestarse 111 

acciOn biológica; cabe pensar que la glicosilaclón deficiente del dímero, en los hombrea con 

hipogonadismo, podría afectar la bloactividad d~ la globulina y el transporte de la teslo1terona a los 

tejidos. 

En el caso de las mujeres, los perfiles de gllcosilaclón diferentes de los de los hombres, se 

caracterizaron por un menor contenido de ácido siálica en el dímero y mayor proporción en los 

monómeros, sobre todo en la fase ovulaloria y en la fase lutea, lo que esté de acuerdo con la 

distribución de las lsoformas durante el ciclo, reafirmando el papel de los astrógenos en la 

gllcosliaclón de los monómeros. En la fase post-ovulalorla al disminuir los eatrógenos, disminuye el 

contenido da ácido slállco en los monómeros, incramantandose en los fragmentos da bajo peso 

molecular, lo qua puede Indicar su degra~aclón o su deglicosilaclón. 

En los casos de ovario pollqulslico y da menopausia. los resuNados conforme a lo esperado, 

mostraron mayor contenido de ácido slálico en las formas grandes y su disminución en los 

monómeros, de acuerdo al perfil da las lsoformas da la SHBG, mientras qua en la menopausia 

tratada y en el embarazo aumenló la glicosllaclón de los monómaros, a1i como también en los casos 

da hlpartiroldlsmo. No obslante no concuerdan los perfiles da glicosllaclón en la menopausia no 

!ralada y en los casos de hlpollroldismo, en los que contrarlo a lo esperado, la proporción de lkldo 

siálico se encontró elevada, para lo cual no se encuentra una upticllClón .. u1f..:torla, a no 11r que 

las pacientes tuvieren lrlllamlento sustttulivo. 

El contenido de carbohldr.tos da, la SHBG. es 18 % de acuerll<> • Micllelson (39) 32.1 '16 en 

los estudios de Rosner y Smtth (40), 3'4 % en lo1 re1uNados de lqhal y Jonhson y 14 % da llCll8fdo 

con Petra y colaboradores (3). En nuestros d.to1 conslderendo la difaranc:MI de paso moleculaf entre 

el monómero pesado y el monómero ligero, parece ser de 22-33 %. Aunq.,. lo1 resuNado1 son 

similares• algunos da los reportados, las diferencias pueden deberse a los 1uaro1 utiliiados para al 

análisis, pues ccmo se demostró la glicosilaclón es variable dependiendo del ambianl• homlonal y al 

estado fislop.tológico. 
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Ignoramos cual puede ser la Importancia o trascendencia de la glicosilaclón diferencial en 

hombres y mujeres, en respuesta a los diversos estímulos hormonales: pues se ha dicho que tanto 

las formas gllcoslladas como deglicoslladas pueden unir a los asteroides solo se sabe, qua a esta se 

debe la mlcroheterogeneldad molecular que caracteriza a ta SHBG 

Del contenido de carbohldratos, por lo menos una tercera parte es écido siálico que se 

localiza en la parte terminal de las cadenas de oligosacáridos (dos residuos por cadena). A las 

diferencias en el contenido de ácido siálico se han atribuido las diferencias de carga eléctrica y peso 

molecular que presentan las lsoformas de la SHflG, y estas dWarenclas de carga o peso son los que 

se han aprovechado para su separación por electroforesis o lsoelectroenfoque, o por fiHración en gel, 

como en este estudio. 

Existen pocos reportes respecto a las lsoformas de la SHBG. casi todos ellos por 

electroforesis (SDS·PAGE) o por lsoelectroenfoque, y en ellos se ha Informado la presencia de 8-10 

dWerentes variedades moleculares. Aunque el fundamento de los métodos es diferente, es posible 

comparar nuestros resuHados, ya que los pesos moleculares asignados al dímero y al monómero por 

electroforesis son similares a los obtenidos en este estudio, por filtración en gel. Los niveles de SHBG 

y las formas moleculares, pudieron determinarse con exactitud, gracias a la elevada sensibilidad del 

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

las fases del ciclo mestrual y en las otras sttuaclonas clínicas estudiadas. Sin embargo nuestro 

estudio tiene un Inconveniente, mide la "lnmunoreactivldad' de la globullna, pero nada nos dice 

respecto a su bioactlvldad, por lo que pudieron haberse determinado fragmentos inmunoreactivos 

carentes de acción biológica, como pueden ser los fragmentos de bajo peso molecular. No obstante 

la Información obtenida respecto al comportamiento de las lsoformas y su mecanismo de regulación 

hormonal es muy Importante y por ello consider111110s que es necesario continuar este estudio, para 

averiguar la afinidad de cada una de las lsoformas, por los asteroides sexuales, como 

dihldrotestosterona, testosterona, estradlol y sus derivados, a fin de poder conocer su papel en el 

transporte de los asteroides sexuales.' Es de .esperarse de acuerdo a los resuHados obtenidos 

con otras glicoproteínas biológicamente Importantes, qua laa diferentes laoform11s d• ta SHBG 
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manifiesten una afinidad y especificidad diferente para cada uno de ellos, lo que es Importante 

determinar. Pardrlge y colaboradores separaron las lsoformas de SHBG por eleciroforesls (41) y 

observaron que las formas moleculares en el suero de hombres, migraban de un pH de 4.3 a 5.8, 

mientras que los sueros de las mujeres lo hacían a un rango de pH de 5.4 a 5.8, Indicando que las 

lsoformas en el hombre son mas acldas'. o más básicas en las mujeres. Cuando estas lsoformas se 

Incubaron con los esferoides trillados (H3 E2 y H3r¡ aquellas que unieron con mayor afinidad a la 

H3r, fueron las más acldicas (pH 4.3 a 4.9 ) mientras que las que unieron estradiol fueron más 

básicas (pH 5.4 a 5.8) lo que esta en relación dlrecia con su contenido de ácido slállco. Esto es 

Importante, porque Implica que el contenido de car!Johldratos y el grado da gllcosllaclón regulan ta 

interacción "especifica y diferencial' de la testosterona o el estradlol con tas diferentes formas 

moleculares. 

EX!rapolando estos resultados de la electroforesis a ta filtración en gel, las formas ácidas por 

su peso molecÚlar co'rrespon~~~ ~ lasf~rm~s-grandes qua son las que unen T con mayor afinidad y 
':·--':i;-c•o<'-' ··••\'' 

que en nuestro estudio son las que' p;ed~~lnil,.;n en el su~ro de los hombres; las formas más 

básicas de menor peso lllol~cular: 
0

tuvler~n mayor a~ldez por e;Íradlol y ·~n l~s 'qúa predominaron en 

el suero de las m~j~r~s. Estos resultados tlen~n una gr~n ,;~~~~~~ .. ~~~{porque cuestionan 

seriamente la teorla cl'slca y simplista, mantenida por muchos aftas, d~ :que''solo el dimero de la 

SHBG se une a los esferoides y de que tanto la testosterona ~mo ~I estd.dl~t ocupan un mismo sitio 

de unión en la globulina. 

Esta teorla de Pardriga da sentido a la presencia de las lsohormonas como determinantes de 

la especificidad de la SHBG para unir a los diferentes esferoides sexuales, es congruente. con 

nuestros resultados y permite explicar porque en algunos tejidos se transporta especlficamente un 

asteroide y no otros, como ocurre en el endomet~o donde la SHBG une y transporta especiflcamente 

al estradiol (42) mientras que en ta próstata la SHBG transporta fundamentalmente tes1osterona hasta 

los receptores de membrana. donde de acuerdo a recienles investigaciones el complejo SHBG

esteroide se une también en forma especinca (43) 
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Asf la heterogeneidad moleculat y el contenido de carboh/dratos pueden ser Importantes 

reguladores de la espocificldad de la SHBG, no so/o para transportar los esferoides a los tejidos sino 

para que pueda llevarse a cabo su unlon a los recaptores especlf1COs, detenn/nando también su 

metabolismo y velocidad de depuración, que como se sabe es mayor para las hormonas libres. 

Esta nueva hipótesis, aunque aún no aceptada totalmente, hecha por tierra otro viejo dogma, 

de que la tracción libre de /os esferoides es la blologicamente activa, pues Implica que el asteroide 

debe ser unido a /a SHBG para poder ser transportado a los tejidos y este unido a los recaptores de 

membrana que reconocen en fonna especifoca al complejo (SHBG·estero/de). 

Recientes estudios experimenta/es han demostrado que tales receptores existen y que e/ 

complejo SHBG·esteroide debe unirse a la membrana, a fin de que e/ esferoide sea Introducido al 

compartimento cttoplasmico y alcance el núcleo para poder actuar, siendo aal la fracción unida, la 

blolaglcamente activa. Estos resultados dan sentido a la heterogenidad molecular y a la especificidad 

en el transporte de los estero/des, gracias a la especificidad. de las lsolormas de la g/obulina y 

explican la Importancia de la glicosilaclón diferencial de las variantes moleculares, en función del 

ambiente hormonal, abriendo un interesante campo de estudio, para aclarar las incógnitas que aún 

existen respecto a /a manera como la SHBG manifiesta su acción blológlca; la que 1ln duda ea de 

gran trascendencia, como detennlnante de la acción de los esferoides en los diversos tepdos en 

condiciones normales y patológicas. 
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ANEXO I 

ESTANDARIZACION DEL RIA DE LA SHBG. 

Cuando surgió el radlolnmunoanélisis, lué la sensibilidad del procedimiento, lo que permttió 

Introducirlo como una técnica analítica de Incalculable valor, para determinar compuestos presentes 

en los liquidos blológlcos, en muy baja concentración. No obstante, para muchos compuestos 

Importantes no se requiere una elevada sensibilidad, ya que los niveles en los fluidos biológicos estén 

en una concentración mas arriba de los limttes de delecclón del ensayo; siendo Importante ajustar las 

condiciones y la curva estandar del ensayo al rango de Interés llslopalológico. 

En el caso de la SHBG, aunque el RIA llene una sensibilidad adecuada para medir los niveles 

circulantes, las muestras de suero se cromatograflaron, con la consiQulente dilución de las mismas 

( 60 fracciones ) por lo que fué preciso lncremenlar la sensibilidad del estuche utilizado, optimizando 

las condiciones del mismo. Para esto se modificó el RIA, de acuerdo a los principios básicos ya 

eslablecidos, sobre el electo que llenen el tiempo y la lemperatura de Incubación asl como la dilución 

del anticuerpo sobre la sensibilidad del mélodo. 

a) Tiempo de Incubación. Aún cuando Incrementar el tiempo de Incubación no es en si mismo 

un medio para lnc;ementar la senslbiÍlded, si~· embargo prolongarlo un poco cuando es muy corto, 

puede ayudar a alcanzar el eq~iÍibrio ·d~· la reacción, sobre todo si se considera que los reactivos se 

utilizaron en concenlraclones bajas. Por ello se decidió Incubar la mueslra con el trazador radiactivo y 

el anticuerpo duranle 3 horas en lugar de 1 hora. De esla lorma como puede apreciarse en la FIG. 1 

la pendienle del ensayo ( m ) se incremenló conslderablemenle con respeclo a las condiciones 

originales marcadas en el inslructivo del esluche que son: anticuerpo sin diluir, curva estandar de 10 

a 250 nM/L y 1 hora de Incubación a tem~eralura ambiente. En este caso, al Incrementar ei liempo de 

reacción se areclaron los punlos bajos de la curva, modificándose la sensibilidad del ensayo. 
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No obstante, aún cuando el Incremento del tiempo de incubación mejoró la pendiente del 

ensayo, ésta modificación no fue suficiente debido a que el punto de 5 nM/l ( que se adicionó para 

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

correlación con los .demás puntos, es decir se salló de la cunia, no obstante que el estuche Indica un 

limne de detección de 5 nM/L. 
. . . 

b) DilÚ~iÓn ,.del . anticuerpo. Por· lo anterior se decidió diluir el anticuerpo, con lo cual 

generalm~nte se m~~in"ca la ci;~á h~~,ia abajo~;~ Ía ~qulerda afectando la unión total (Bo), el rango 

y la pendl~nÍe ¡;n¡ 1~brerri~~ta~d~ I~ ~~n;Íb11Ídád d~/e~sayo. Con tal objeto se probó el anticuerpo: 
:.•;-" 

sin diluir. diluido al 1s % <J;o,1s) y diiu1éloiil 1oO ºA. <:1:1J manteniendo el tiempo de incubación en 3 

horas a temperalurá'ambiénte'.: E~la '~arla~IÓn ( FIG. 2) irlÍeró ligeramente la pendiente de la curva, 
' ' - -· ' • ,, - . o 

pero mejoró la téndencla de los pÚntos; poCi~s résult~dos cibte~ld~s se consideró que la dilución del 

100 % dei anticuerpo era I~ ~ás ~ceplable; ya qu~ es I~ qu~ ir{~~sl;a mejor correlación en la gráfica 

( r = 0.99) y una pendiente más adecuada, mas cercana a la pe.ndienle.ldeal ( 2.3 t 0.15 ). 

Por otra parte, teniendo conocimiento de que la lemperaturir de incubación también afecta los 

resultados del ensayo, se decidió modificar la temperatura de incub8ci6n~ de te~p~ratura -ambien~e. ~ 

4 " C con un tiempo de inr.ubación de 1 e horas probando dos dilucione_s _del anticuerpo. Los 

resultados de eslos ensayos se mueslran en la FIG. 3 y co~O puede aPí-eci~rse, las ''modifi~ciones 

realizadas no mejoraron los rcsullados an1erioras 1 sino que por el cOntrarl~ fueron claramente 

desfavorables en términos de la pendiente, que se elevó notablemente afectandose los puntos de 

más elevada concentración. Por lo cual se consideró que esta úttima modificación n.o era 

conveníenlo. 

Una vez estudiados los diversos factores que pueden alterar la sensibilidad del ensayo, se 

seleccionaron las condiciones más adecuadas para realizar el radioinmunoanálisis de acuerdo a el 

rango de concentración de nuestros experimentos; de este modo el ensayo se estandarizó a las 

siguientes condiciones: anticuerpo diluido 100 % y 3 horas de incubacfón a temperatura ambiente. 

Con estas condiciones la curva de calibración tuvo una pendiente de ~ 2. 7 que proporcionó una 

sensibilidad de 0.3 nM/l la cual es adecuada. para cuantificar las pequeñas concentraciones de la 
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SHBG en las fracciones de la cromatografía y así poder conocer los partiles de eluclón de esta 

proteína y tas formas moleculares presentes. La reproduclbllldad de la curva de calibración fué 

evaluada mediante el valor de la pendiente ( m ), el Intercepto en b y la correlación de los puntos de 

la misma los resultados obtenidos en dos ocasiones diferentes se muestran en la FIG. 4. La precisión 

determinada por los coeficientes de variación ( CV) de los sueros control ullllzados para el control de 

calidad también fué adecuada ( CV lnlra e lnlerensayo < 10 %) lo que nos permHe utilizar el método 

con seguridad en forma rutinaria. 
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ANEXO 1I 

ESTANDARIZACION DEL METODO DEL ACIDO TIOBARBITURICO 

PARA LA DETERMINACION DE ACIDO SIALICO. 

El método de Warren o del acido tlobarbitúrlco usado para la determinación de acido slálico 

en los llquidos biológicos, es bastante precls~. é,;.,cto y específico; no obstante tener una sensibilidad 

adecuada, mostró que ésta no era suficlent~ para evaluar la baja concenlraclón presenle en las 

fracciones de las cromalogranas, razon por la. cual se decidió estudiar los diversos factores que 

afeclan el ensayo. Considerando esta sttuaclón, se propuso ·modificar el método, con el propósHo de 

Incrementar la Intensidad y ta estabilidad del cromóforo formado en la reacción, a fin de obtener 

mayor sensibilidad. 

El paso Inicial del método de Warren es la oxidación del ácido slálico con metaperyodato de 

sodio; se sabe que la formación de color aumenta con el grado' ~·e oxld~c'1cl~. y po; .lo tanto con el 
'· -,,:o.-_, - - -

incremento de la concentración de melaperyodalo ·hasta. cierto )im.He,fpor. io que. ·la primera 

modificación consistió en variar la wncentraclón de dlchó reactiva,·.enlre'o.1M y O~~ M (en el mélodo 

original os 0.2 M ) a fin de eslablecer la concentración más adec~~cfa ~ara '01 ~n~ayo. En la figura 1 

oe puede apreciar que el color se incrementa nolablemonte a partir ·rÍ~· I~ concentración 0.5 M y que 

la concentración de metaperyodato que resulta en una mayor absorbencia fué la de 0.9 M. El 

produclo de ta oddación se hace reaccionar posteriormente con ácido tlobarbHúrico en un baño en 

ebullición para formar el cromóforo; et tiempo de Incubación en el mélodo original es de 15 mlnulos, 

en este lrabajo se rnodificó incubando de 10 a 60 minutos, enconlrándose que la máxima 

absorbancla fue oblenida después de una incubación de 60 minutos ( Flg. 2 ). 

A conlinllación del desarrollo efe color se añada una solución de HCI al 5 % v/v, porque se ha 

establecido que la adición de solventes orgánicos o ácidos miscibles en agua intensifican el color de 

la reacción. Considerando lo anterior se adicionaron distinlos volumenes de HCI al 5 % ( 1 a 4 mi ) 

enconlrando que la máxima absorbencia del cromóforo se obluvo cuando sa adicionaron 3 6 4 mi del 
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reactivo (figura 3). Posteriormente se Incuba nuevamente a 25 • C du'8nte 15 minuto.•. En un trab.ajo 

previo, una modificación que se realiza al mtltodo de Warren, es mantener los tubos durante esta 

segunda Incubación no a 25 • C sino a 50 • e después de adicionar la solución de HCI, en el 

presente trabajo se probaron 3 diferentes temperaturas para este paso 25, 37 y 50 • e, resullando 

una mayor Intensidad del color cuando la temperatura fue de 37' C, pues como se puede obseivar a 

50 'C disminuye notablemente la absorliancia (Ffg. 4 ). 

También se comprobó la estabilidad del cromóforo para Jo cual se realizó el ensayo Incubando 

todas las modificaciones anteriores,· es decir con· el método ya estandarizado determinando la 

estabilidad a diferentes tiempos ( 10. ~ eo minutos ). Los resullados muestran, que a partir de los 20 

minulos la absorbencia no cambia c:ci'~~1dér~bleniente con respecto al.tiempo, manteniéndose el color 

hasta Jos 60 minutos, por lo···c~ál ~od~~o."1e.er C!éntro de este periodo, sin tener alleraclones 
• ' ',- ' -• - L•=• _; - - -

importantes ( Flg. 5 ¡> : : 
. . :,:.:; : : ~-. -:1 - -.- ; - ' . ' -_'. . -.: .. , . 

Se determinó .lamblén el espectro de absorción. del· .cromóforo del ácido slállco en HCVetanol 

al 5 % y como se ob.~e.Va en I~ .Flg; a: éste mua¿lra'~~a rn.Í~ima absorbencia a una longitud de onda 

de 550 nm, siendo la Utilizada para la lectura del ensayo. Lá figura 7 muestra la cuiva estandar del 

ensayo estandarizado, que se corrió con concentni~;~~~~ de á~ldo sUtÍÍco 'ife 1.2S ~ 1 o ~glml; puede 

verse que la producción de color varia en relaclónllneaÍ_con, la oo~~~~Ír;..,16~ del ;;cid~ ~fáll~ en todo 

el rango ulilizado. En est~s condiciones el pr~edl,,;ié~to ~Í.;.,nzÓ ;;,ayor ~~~slblÍi.dad' que e(rÍlétodo 
. ' ~. . . 

original, siendo o.3 µg la concentración .· mlnlma· d~teciabl~·. 'Asl · é1. 'ensayo tiene la sensibilidad 

suficiente para medir. las· pequeñas concantra~I~~~~ ~e IÍcl~o si~Ílco en I~~ dlfer~ntes' fracciones de 

las cromatografías que se realizaron en este estudio.· 
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