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INTRODUCCION

Durante muches afios se especuld acerca de la existencia de proteinas
transportadoras de esteroides sexuales, hasta que Mercier-Bodard en 1966
descubrié una proteina en la fraccién de las p-globulinas que unia a andrégenas y
estrogenos con alta afinidad. Esta proteina fue llamada f-globulina acarreadora
de esteroides (SBBG), proteina acarreadora de esteroides sexuales (SBP) o
globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG). Posteriormente se
observd que esta proleina era praducida y secretada por hepatocitos en cultivo
(Khan ef al, 1981), y con el descubrimiento de su RNAm en higado se corrobord
que la proteina era sintetizada en ese érgano (Gershagen et al/, 1987b; Que y
Petra, 1987; Hammond ef a/, 1987). Por otra parte, estudiando el receptor de
andrégenos, se encontrd una proteina con esta actividad en testiculo y epididimo
de rata (Ritzén et a/, 1971, 1973; Blaquier, 1971), sin embarge, se demostré que
esta nueva proteina no tenia las propiedades fisicoquimicas del receptor, que era
sintetizada en el testiculo y transportada al epididimo (French y Ritzén, 1971;
Danzo ef al, 1974, 1977) y se le llamé proteina acarreadora de andrégenos (ABP).
Posteriormente se demostré que las células de Sertoli del epitelio del tubulo
seminifero eran el sitio de sintesis y secrecion de ABP (Tindall ef af, 1974),

Pronto fue obvic que SHBG y ABP se encontraban fuertemente
relacionadas. A partir de la utilizacién de columnas de afinidad (Renoir v Mercier-
Bodard, 1974; Rosner y Smith, 1975) se pudo purificar SHBG a partir de plasma,
al igual que ABP de rata por medio de cromatografia de afinidad (Musto ef af,
1980). A partir de este momento, se demostré que las dos proteinas compartian
diversas caracteristicas fisicoquimicas. La prueba de que eran en realidad la
misma proteina, vino de la determinacién de la secuencia de aminoacidos de
SHBG humana y det cDNA de ABP de rata. La comparacion entre estas dos

proteinas de especies diferentes descubrid que tenian secuencias de



aminoacidos similares, y compartian el 68% de ios 373 residuos que las forman
{Petra et al 1986a; Joseph et al, 1986).

Respecto a su afinidad por esteroides sexuales, hay varios hechos
interesantes, como la variacion en |a especificidad a esteroides entre diversas
especies estudiadas (dihidrotestosterona o DHT>testosterona o T>estradiol o E2).
La constante de asociacion (Ka) para DHT se encuentra entre 1x10° y 1x10" M.
Teslosterona y estradiol generalmente unen con afinidades menores, pero dentro
del orden de DHT. La vida media del complejo DHT-SHBG en el ser humano es
de aproximadamente 30-60 minutos, a diferencia de ABP de rata, que es de 56
minutos. (Hsu y Troen, 1978; Namkung ef af, 1989).

SECUENCIA DEL cDNA Y CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Se ha avanzado mucho en el estudio de la estructura del gen de
ABP/SHBG gracias a varios estudios de clonacién del cDNA, en los cuales se han
encontrado pruebas de que al igual que rABP, la SHBG humana se produce en el
higado fetal (Hammond et af, 1987; Gershagen et a/, 1987b: Que y Petra, 1978).
En estos trabajos se comprobd que hABP y hSHBG provienen del mismo gen, el
cual codifica para una secuencia de 373 amino4cidos que representan 40,509 Da,
y presenta un péptido sefial de 29 amino4cidos (Hammand ef af, 1989 Gershagen
et al, 1989),

La secuencia del gen de ABP/SHBG codifica para cuatro residuos de
cisteina (Cys) en las posiciones 164, 188, 333 y 361 que forman dos puentes
disulfuro en la proteina madura. Las caracteristicas estructurales
filogenéticamente conservadas de la molécula de SHBG incluyen las cuatro
cisteinas que componen los puentes disulfuro intramoleculares y el dominio
probable de union al receptor en los residuos 48-57 (Avvakumov et al, 1988: Khan
et al, 1390). Otros residuos conservados son los que forman un sitio potencial de
glicosilacién en el residuo de asparagina (Asn) 367. En SHBG/ABP del ser
humano se presenta ademéas un sitio de glicosilacion de trecnina (Thr) en el

aminodcido 7. Por medio de experimentos de mutagénesis dirigida, se ha



demostrado la importancia de estas estructuras en la funcién (Joseph y Lawrence,
1993). ya que se ha visto que la eliminacién de las dos cadenas de oligosacdridos
en Asn 351 y 367 provoca una disminucidn de la capacidad de las células para
secretar SHBG. Esto es independiente del carbohidrato ligado a O en posicion 7,
y al menos es necesaria una de las dos cadenas en N para la produccién de la
proteina, y la secrecién por células COS (Bocchinfuso et af, 1892). Estos residuos
de Cys se encuentran conservados en proteinas homdlogas a ABP/SHBG como
iaminina y proteina 8. Esta conservacion de residuos en proteinas lejanas apoya
la importancia del mantenimiento de la conformacién adecuada para la actividad
bioldgica de la proteina. La zona con menor similitud entre las dos proteinas es
entre los residuos 132-138, cercanos al sitio de unidn al esteroide. Otro aspecto
importante en la estructura de |a proteina es su composicién de aminoacidos. A
este respecto, se ha visto que ABP de rata presenta una estructura muy
hidrofébica, con 20% de residuos de leucina en el extremo carboxilo terminal, al
igual que SHBG/ABP humana (Feldman ef af, 1981). Esto sugiere su relacion con
la formacitn del sitio de unién del ligando hidrofébico.

Una vez lograda la purificacion de ABP y SHBG, se demostrd que bajo
condiciones desnaturalizantes que esta proteina consiste de dos componentes,
uno pesado y otro ligero (Larrea ef al, 1981ab; Knan ef al, 1985) que se
encuentran en proporcion de 3:1 (ABP) y 10:1 (SHBG). Al realizar el mapeo de
péplidos de cada componente de la proteina se vio que éstos eran casi idénticos,
lo que indica diferencias muy pequefias en la estructura primaria o en el
contenido de los carbohidratos (Susuki y Sinohara, 1984). Posteriormente se
demostrd que las diferencias en los componentes de ABP de rata y SHBG del ser
humano se deben a la glicosilacién diferencial de las subunidades de acuerdo con
el 6rgano en que son producidas. Ya que la deglicosilacién enzimética o quimica
elimina los oligosacaridos ligados a N y a O, da lugar a un solo componente con
un peso molecular que concuerda con la eliminacién de dos o tres cadenas de

oligosacaridos, es decir, que los protdmeros de SHBG humana, de 52 y 48 kDa,



se convierten en una sola especie electroforética de 42 kDa. (Danzo ef al, 1988,
19893, b).

GLICOSILACION Y POLIMORFISMOS EN SHBG

Desde 1991 (Danzo ef al, 1991b) se observéd que |la ABP de rata y SHBG
de! ser humano son proteinas glicosiladas y que !a molécula de SHBG contiene
dos cadenas de oligosacdridos biantenarias ligadas a N en residuos de
asparagina, ademas de una cadena ligada a O, unida a treonina (Avvakumov et
al, 1983; Danzo y Black, 1990a). Por medio de cromatografia seriada en lectinas
se demostrd que la ABP de rata tiene mayor porcentaje de cadenas triantenarias y
menos biantenarias qua SHBG humana (Danzo y Black, 1990b). Ademas {a ABP
en suero de rata originada en testiculo parece diferir en peso molecuiar y
contenido de carbohidratos de ABP del epididimo (Danzo et al, 1987), pero su
deglicosilacién origina un producto del mismo tamario (Danzo y Bell, 1988). Esta
heterogeneidad en ABP/SHBG se debe a la glicosilacion diferencial de ambos
sitios potenciales en la cadena polipeptidica, lo cual se observa en sistemas de
SDS-PAGE donde se demuestran dos bandas que representan los dos
monomeros de ABP/SHBG, que contiene una o dos cadenas de oligosacaridos
ligados a N. Por medio de mutagénesis dirigida, se ha comprobado que la
heterogeneidad de ABP/SHBG se debe a la glicosilacion diferencial de
asparagina en ambos sitios potenciales, y la sustitucién de unc de estos dos
rasiduns provoca cambins en el nesn molecular de lz oroteina (Joseoh et af.
1992a; Bocchinfuso et al, 1992),

Por medic de isoelectroenfoque o por SDS-PAGE se han identificado
variantes electroforéticas de SHBG humana en varios laboratorios (Luckock y
Cavalli-Sforza, 1983; Gershagen, 1987a; Larrea, 1990; Van Baelen, 19392). Al
parecer en cada estudio se ha identificado 1a misma variante, y a pesar de que
existen variaciones en la distribucion entre las poblaciones (Van Baelen, 1992) en
todas las familias la herencia es por transmision de tipo mendeliano. En geles de

SDS-PAGE en condiciones desnaturaiizantes los componentes de la proteina




variante migran a 56, 52 y 48 kDa en lugar de los de 52 y 48 kDa normales, y
dado que estas dos subunidades tienen secuencia de aminoacidos idéntica, se ha
sugerido que una cadena de carbohidratos adicional podria provocar el
incremento de masa en la variante, originande subunidades con una, dos o tres

cadenas de oligosacaridos ligados a N.

DOMINIOS FUNCIONALES

La ABP/SHBG tiene tres dominios funcionales: una region de unién al
esleroide, una secuencia que interactia con el receptor de membrana, y la
secuencia involucrada en la interaccion entre las subunidades o dimerizacién,

Se ha intentado identificar la regién exacta de unién al esteroide,
implicando varias regiones entre el residuo 134 y el extremo carboxijo. Esta
secuencia involucra una regién que formaria una bolsa hidrofébica cercana al
extremo carboxilo terminal (Hammond et a/, 1987; Petra ef al, 1988; Grenot et 4/,
1988, 1992; Khan y Rosner, 1990; Danzo et al, 1991a). Probablemente los
residuos 134-139 hacen contacto con el anillo AB del ligando, ya que los cambios
en estos aminoacidos provocan alteraciones en la afinidad por estradiol, y la
sustitucion de la metionina 139 resulta en un decremento en la afinidad a DHT y
otros ligandos. Esto no ocurre en el sitio carboxilo terminal inmediato a la Met
139, donde no hay efecto en la union al esteroide. En otros estudios, al analizar la
unién de una proteina recombinante que comprende Gnicamente los primeros 205
aminodacidos. se demostré aue la actividad da 1inidn al sctarnida ca ancuantra on
el extremo aminoterminal de la molécula, lo que permite afirmar que todos fos
elementos estructurales necesarios para la alta afinidad y union del esteroide
estan localizados dentro de la mitad N-terminal de la molécula de SHBG.

Respecto al dominio de unidn al receptor, se ha identificado un fragmento
de 10 residuos que compite por el receptor de prostata con SHBG marcada. Estos
residuos van del aminodcido 48 al 57. Mientras que ABP/SHBG de rata y humano
comparten el 68% de identidad en los aminoécidos, la secuencia de este

decamero es idéntica en ambas especies, y las secuencias cercanas son mucho



mas conservadas que en toda la secuencia. Esta homologia estd también
parcialmente conservada en proteinas como laminina y proteina S, lo que sugiere
que pudieran tener receptores comunes (Baker ef a/, 1987; Joseph y Baker,
1987).

Durante el decenio pasado aparecieron numerosos informes sobre la
interaccion de la SHBG con las membranas plasméticas celulares de tejidos
dependientes de esteroides, tales como préstata humana, ptacenta, endometrio y
lineas ceiulares de cdncer mamario (Hryb ef af, 1985; Krupenko et al, 1990;
Strel'chyonok et al, 1984; Porto ef af, 1991, 1992): A pesar de que los receptores
de membrana de alta afinidad para SHBG han sido identificados, los efectos
bioldgicos y la afinidad de estas interacciones parecen variar dependiendo del
tipo celular y el tejido estudiado, ademas del estado de ocupacion del sitio de
unién al esteroide de SHBG (Hryb et af, 1990). Los sucesos bioquimicos iniciados
por la unién de SHBG a membrana aparentemente tienen un pape! activo en la
modulacién de la activacion de los esteroides en los tejidos blanco. Existe una
gran cantidad de estudios que muestran que ABP y SHBG se unen a proteinas de
membrana en tejidos blanco, tales como prdstata de ser humano (Hryb ef al,
1985, 1989; Rosner, 1990), decidua de endometrio humano (Avvakumov ef al,
1990) y membranas de placenta (Krupenko ef a/, 1990).

En afos recientas, se ha caracterizado el receptor de SHBG en otros
tejidos sensibles a estrégenos, como células MCF-7 (linea de cancer mamario),
Anrdnmetrin nramanandueico tolids mamaric ¢ kigads humanss (FTonunali of o,
1991, 1992 a,b, 1993; Frairia et af, 1991, 1992). En general los esteroides inhiben
la unién de SHBG a las membranas a pesar de que los efectos de las hormonas
esteroides en la unidn son dependientes de sus concentraciones. Si éstas son
fisiologicas, el receptor soluble no reconoce el complejo estradiol-SHBG, pero
unido @ membrana puede interactuar con este complejo y con SHBG libre, pero no
con complejos andrégeno-SHBG. Estas proteinas receptoras presentan
propiedades de unién tipicas de los receptores de membrana y se ha visto que ia
interaccion de SHBG con las membranas parece estar mediada por transduccién




de sefales. Se ha calculado un peso de 174 kDa para receptor de testiculo y de
prostata (Hryb et al, 1989; Porto et a/, 1992) el cual presenta dos sitios de unién
dependientes de pH, uno de alta y otro de baja afinidad.

La presencia de esteroides {DHT, testosterona y estradiol) aumenta la
afinidad en el sitio de aita afinidad, y el estradio! lo incrementa en el sitio de baja
afinidad. Por otra parte, en 1989, Avvakumov demostrd que las cadenas de
carbohidratos son importantes en la unién a membranas, ya que a pesar de que la
desializacion de ia proteina no influye en fa union al esteroide, causa la pérdida
completa de la capacidad de unir especificamente a membranas de endometrio.
Sin embargo, no se conoce mucho acerca de la funcién de estas proteinas
membranales de unién en procesos fisioldgicos, ni el proceso de transduccion
que se realiza.

Se conoce muy poco respecto al mecanismo de asociacion de las
subunidades, cada uno de los monémeros presenta un dominio de dimerizacion
que participa en las interacciones entre ellos. Se sabe que existen dos puentes
disulfuro intramoleculares entre cada monémero, y que las dos subunidades se
encuentran no covalentemente unidas. Es probable que ios mondmeros se
asocien durante la sintesis de forma cotraduccional, o se pliegan de manera
independiente y entonces dimerizan. La unién de las cadenas de oligosacaridos
en cada uno de estos casos, puede ser necesaria para la finalizacién del estado
plegado final, y no se ha determinado la orientacién de los mondmeros respecto
uno del otro (Walsh ef af, 1986).

Se na caemostrado que ta SHBG nativa puede ser parcialmente
renaturalizada en presencia de DHT, y esto permite inferir que los ligandos
esteroides contribuyen al plegamiento y dimerizacién de la proteina {Casali ef al,
1990). Se sabe que la SHBG purificada sufre una pérdida rapida e irreversible de
su capacidad de unién a esteroides y que el Ca*? y DHT previenen parcialmente
esta pérdida (Rosner et al, 1974) ayudando a conservar la integridad del dominio
de union al esteroide y potenciando la estabilidad del dimero. El esteroide podria

funcionar como un molde conformacional que ayudara a los dos mondmeros a




dimerizar durante la sintesis. Debido a que no se ha podido demestrar que los
mondmeros en forma independiente pueden unir al esteroide se asume que la
union al esteroide y la dimerizacion son procesos que se encuentran ligados. Se
ha propuesto un modelo en e cual la molécula de esteroide se encuentra entre
las dos subunidades (Petra et a/, 19863, 1991), es decir, un sitio de unidn por
dimero, pero también existe otro modelo en el que cada monémero une una
molécula de DHT (Strel'chyonok et al, 1983). A pesar de que el dominio de
dimerizacion no ha sido identificado, se ha postulado una region que contiene una
serie de leucinas entre los residuos 267-281 en SHBG para esta funcion (Petra et
al, 1991). Probablemente los dominios de dimerizacion y unién al esteroide se
encuentren intimamente asociados y sobrelapados, lo que explicaria e porqué los
esteroides aumentan la asociacién de dimeros, ademas de gue supondria que e!

esteroide residiera entre las dos subunidades (Hammond ef a/, 1995},

ESTRUCTURA Y REGULACION DEL GEN
Estructura y transcripcién

A la fecha se han mapeado los genes ABP/SHBG del ser humano, rata y
ratén; cada especie contiene un solo gen (Joseph et af, 1991; Sullivan et al,
1891), y se sabe que el gen de ABP/SHBG humano se localiza en el cromosoma
17 (regidn p12-p13). Esta regién es un sitio de recombinacion genética,
amplificacion génica e integracién de genomas externos (Berubé et al, 1990), Las
raninnes endifirantac da Ine aanec del car humann v da rata roncicten an nrha
exones separados por intrones inusualmente pequerios. Cada sitio de corte que
flanquea los exones 1-8, posee secuencias donadoras y aceptoras de corte y
empalme muy conservadas en ambas especies. Estos sitios de corte se
encuentran también conservados en el gen de la proteina S, lo que apoya la
teoria dei origen a partir del mismo gen ancestral {Joseph et a/, 1988; Hammond
et af, 1989; Gershagen ef a/, 1989, 1991).

Hasta ahora no se ha logrado identificar el sitio de iniciacién de la

transcripcion, ya que no existe ningin elemento de secuencia TATA, y las



secuencias anteriores al coddn de iniciacion de traduccion (Met) no permiten
identificario, Algunos lo localizan a 36 pb antes det codén de iniciacién {Joseph et
al, 1988, Sullivan et a/, 1993), sin embargo no puede decirse que no exista algun
exon no codificante anterior. Lo Unico claro es que el sitio de iniciacién de la
transcripcién se encuentra dentro de los 1.5 kb anteriores af coddn de iniciacion
(Reventos et al, 1993): Al comparar las regiones 5' de los genes de ABP/SHBG de
la rata (Joseph ef al, 1988) y del ser humano {(Hammond ef af, 1989) se observd
una region aproximadamente de 600 pb antes del codén de iniciacion Met
(residuos en rata 897-1504, y en ser humano 2097-2642) de secuencia hombloga.
Se ha supuesto que esta regidn contiene los mas importantes elementos
reguladores y secuencias relacionadas, como en la rata que existe una secuencia
TATA modificada (TACCTA) la cual inicia la transcripcion en SV40 (Brady et al,
1982) por medio de TFIID (proteina de unién a TATA).

Las secuencias mas interesantes son probablemente las que regulan la
expresion especifica en cada tejido. El gen humano de la SHBG contiene una
secuencia polenciadora especifico de higado en !a regién de! promotor
(Hammond et a/, 1989) fa cual no estd presente en la rata, lo que explicaria la
falta de expresion de este gen en el higado de rata adulta. También se ha
encontrado una secuencia potenciadora en células de Sertoli en ser humano y
rata, a la cual se unen proteinas nucleares, haciendo posible que sea el
potenciador en estas células.

Otro aspecto interesante en relacidn con la estructura de este gen, es que
toda la region es extremadamente pequefa, de solamente 3 kb de DNA
incluyendo los siete intrones, los cuales en su mayoria son s6lo de 200-400 pb.
Existen ademas elementos repetitivos en los intrones y en la regidén 5° de sitio de
inicio de la transcripcién, lo que podria regular el corte y empalme del RNA,
facilitando la formacién de! RNAm.

Regulacién hormonat
Estudios in vivo e in vitro han demostrado que FSH y testosterona estan

involucradas en la regulacion de la produccién de ABP por células de Serioli




(Hansson et al, 1973, 1976, Vernon et al, 1972 Elkington ef af, 1977). La
hipofisectomia para eliminar la fuente de FSH y los requerimientos hormonales
(LH) de testosterona por células de Leydig, origina una declinacién de la
secrecion de ABP testicular y del epididimo, mientras que el tratamiento con FSH
0 testosterona la reinicia. Por medio de estudios con antagonistas de GnRH para
suprimir la funcion testicular (Danzo ef a/, 1990), se concluyd que los andrégencs
son los reguladores primarios de la produccion de ABP y el transporte al
epididimo. Los efectos de FSH parecen ser realizados por un mecanismo
diferente, probablemente facilitando el desarrollo estructural del tibulo seminifero.
Estos hallazgos fueron confirmados posteriormente (Ha!l et a/, 1986:; Reventos et
al, 1988), al demostrar que el nivel de RNAm de ABP testicular en ratas
hipofisectomizadas permanece alto con la administracién de FSH o testosterona,
y decrece sin esta administracién. En células de Sertoli en cultivo, la FSH y AMPc
incrementaron la produccion y secrecion de ABP (Dorrington ef al, 1975; Wright ef
al, 1981). Los mecanismos de regulacién podrian ser a nivel génico, o por otra
parte, no mediado por elementos de respuesta a AMPc (CRE), sino por factores
paracrinos regulados por androgenos (Skinner y Fritz, 1985).

Existen varios trabajos sobre los efectos hormonales en el nivel sérico de
SHBG (Anderson, 1974; Lobl, 1981; Vermeulen, 1988; Rasner, 1990) en los que
se implican andrégenos, estrégenos y hormenas tiroideas. Muchos estudios han
encontrado que la SHBG aumenta con estrégenos y hormonas tiroideas mientras
que disminuye con andrégenos. En el recién nacido se encuentran cifras baias da
esta proteina (aproximadamente la mitad que en el adulto), seguidas por un
incremento hasta concentraciones mas o menos altas en uno y otro sexo durante
la infancia. En la pubertad disminuyen, sobre todo en varones, seguramente
debido a la influencia que los androgenos testiculares tienen sobre |a sintesis de
la SHBG (Anderson, 1974). En las mujeres adultas, las concentraciones de SHBG
son de casi el doble que en hombres, varian poco durante el ciclo menstrual y
aumentan mucho durante el embarazo. En la menopausia disminuyen hasta los

niveles encontrados en varones de la misma edad (Wagner, 1978); también se ha




encontrado en suero fetal masculino y femenino ademas de en fiquido amniético,
lo que ileva a suponer que juega un papel fundamental durante el desarrollo fetal
{Hammond et a/, 1983).

En cultivo celular de hepatocitos, los estrégenos y andrdgenos
generaimente incrementan la SHBG, al igual que las hormonas tiroideas, mientras
que insulina y prolactina inhiben su produccidn (Rosner ef al, 1984; Mercier-
Bodard et a/, 1989, 1991; Ragatt, 1992).

Expresion en otros tejidos y durante el desarrollo

Se ha demostrado la expresion del gen ABP/SHBG en el cerebro de rata
incluida la eminencia media hipotalamica (Wang ef a/, 1990). Se encontrd un
RNAm de ABP/SHBG de 1.7 kb en todas las regiones estudiadas, mientras que
s6lo una especie de 2.3 kb se encontrd en algunas de ellas. El cerebro expresa el
mismo mRNA que el testiculo, sin embargo, el grado de actividad de unién a
esteroides es poco detectable, y ademés expresa otra forma con una secuencia
N-terminal diferente, identificada en el higado fetal, ta cual parece no unir
esteroides (Sullivan ef af, 1893). También se ha encontrado SHBG
inmunorreactiva en otros tejidos blanco como préstata, endometrio y mama
(Bordin y Petra, 1980; Mercier-Bodard ef a/, 1987; Sinnecker et al, 1988; Larriva-
Sahd ef al, 1991), aunque no se probd que fuera sintetizada por el tejido. En
1993, Larrea encontrd pruebas de gue la placenta humana es un sitio de
expresion del gen de ABP/SHBG. También las hay de la expresion del gen en
ovario, debido a las altas cantidades de actividad de SHBG en liauido folicular
humano (Ben-Rafael et al, 1986}, y la expresion de! gen en células de la
granulosa de ovaric de rata.

La edicion alternativa del RNA es un proceso asociado con genes
importantes en diferenciacion (Joseph y Baker, 1992). Los productos de RNAs
editados alternativamente tienen acciones antagonistas a la proteina {Yen et al,
1991). Estos RNAs han sido descritos en higado y testiculo fetal de rala, y
cerebro de rata. Una caracleristica comun es |la presencia de la regién de unién a|

receptor y la falta de regiones de unién al esteroide. Esto indica propiedades de



unién al receptor de una proteina, sin las propiedades de unién al esteroide, lo
que concuerda con la estructura esperada de un antagonista.

La conservacién de secuencias en el gen de la proteina ABP/SHBG y sus
homdlogas podria indicar alguna accidn de esta proteina en la diferenciacién y el
desarrollo al igual que las proteinas anédlogas. La mas estudiada es |la laminina, la
cuai ejerce diversos efectos mediados por receptores de superficie. De igual
forma ABP/SHBG, que también se une a receptores de membrana, podria tener
actividades en la diferenciacion y en el desarrollo. Otro dato que apoya asto es la
prueba de la regulacién temporal de ABP/SHBG y la edicién alternativa del RNAmM
durante el desarrollo de la rata. E| RNAm (1.7 kb) esta presente en el higado fetal
de los 15 a 17 dias de gestacidn (Sullivan et af, 1991), y la proteina aparece en la
circulacién (Gunsalus ef al/, 1984). Después de 17 dias, las concentraciones
séricas comienzan a descender y casi no se encuentran af nacimiento. Esta
expresion transitoria coincide con el crecimiento tisular y la diferenciacién de los
6rganos sexuales. Baker e lles (1985) especularon que SHBG podria funcionar en
el embridn como proteccion para concentraciones excesivas de androgenos

libres.

PAPEL FISIOLOGICO
Acarreador de esteroides

Hasta hace unos afios, se consideraba que sélo los estercides libres no

irmidmn A CLINMN fcnm lma miia am Aamanmbrabhae dicsaniblon navs car b dae e oo
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células blanco de los capilares, es decir, que soélo las hormonas libres eran
biologicamente aclivas. En esta teoria, la SHBG tenia el papel de un reservorio de
los esteroides, los cuales podfan estar a disposicién de las céulas por disociacion
de la proteina (Mendetl, 1989, Rosner, 1990). Sin embargo, surgié otro modelo de
accion, que propone una liberacion selectiva de los esteroides sexuales a tejidos
blanco especificos. En 1982, Lobl sugierié que ABP y SHBG utilizan receptores
de superficie para regular la captacién del ligando hacia esos tejidos blance, y en

1984 Strel’chyonok demostré un sistema de reconocimiento de SHBG en
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membranas plasmaticas de decidua de endometrio humano. Posteriormente Hryb
(1985} propuso algo similar en prostata humana, identificando un receptor de
membrana especifico para SHBG. Su modelo propone que la entrega del
esteroide se realiza por medio de la unién de SHBG con la merﬁbrana plasmatica.
Sélo la SHBG sin ligando puede unirse a la membrana, pero una vez unida al
receptor, puede unirse al esteroide. Pardridge (1988a, b) propuso que la reserva
de esteroides unidos a SHBG son los disponibles para las células. Parece que
una vez unido el complejo esteroide-proteina se internaliza en las células blanco,
ya que por inmunohistoquimica se ha demostrado la concentracién de SHBG en
el borde del las células de endometrio y epitelio del aviducte humano, tejido
mamario y prostata de mono (Nog et a/, 1992).
Funciones nuevas

Antes que |a secuencia de aminoacidos de ABP/SHBG fuera descifrada, se
esperaba que el dominio de unidén a estercides tendria secuencias similares con
olras proleinas de unién a hormonas estercides, como receptores nucleares y
enzimas esteroidogénicas. Por el contrario, se encontrd que las similitudes
encontradas no eran significativas (Dayhoff et af, 1983). Sin embargo, si se
encontraron semejanzas en varias proteinas plasmaticas, de la matriz extracelular
y del desarrollo, como la proteina S (factor coagulante) y laminina (de matriz
extracelular) (Baker et al, 1987, Joseph y Baker, 1992). La secuencia mas
conservada es la regidn de union al receptor de SHBG. Notablemente, los cuatro
residuos de cisteina de la molécula de SHBG se encuentran altamente
conservados en todas las proteinas. ABP/SHBG esta relacionada también con el
dominio carboxilo terminal globular de la cadena A de laminina y merosina, las
cuales tienen importantes papeles en la proliferacion celular, la migracion y la
diferenciacién (Beck et a/, 1990; Engel, 1989, 1992; Kleinman ef al, 1993). La
mayoria de los dominios de ABP/SHBG homblogos con otras proteinas comparten
secuencia con los dominios proteasa-antiproteasa que estan asociados con

proteinas reguiadoras. Parece que los dominios relacionados han evolucionado



de la misma proteina ancestral y podria esperarse que compartieran las mismas
propiedadas funcionales.

Por otra parte, en ratones transgénicos se ha encontrado que las células
germinales y del sistema reproductivo femenino internatizan ABP, probablemente
proveniente de células de Sertoli (Gerard ef al, 1994), y la sobreexpresion en
ambos sistemas reproductivos parecen causar problemas de fertilidad (Reventos
et al, 1993). Los ratones transgénicos homocigotos presentan altes niveles de
ABP inmunoreactiva en las células piramidales de |a corteza cerebra! con funcion
de control motora, lo que sugiere que la sobreexpresion del gen pueda ser
causante de algunos desdrdenes neurolégicos.

Participacidn clinica

A pesar de que se sabe que los esteroides sexuales tienen influencia en
las concentraciones en suero de SHBG, en la actualidad se reconoce que los
factores nutricionales pueden ser importantes también en las mujeres, es decir,
que las concentraciones de SHBG son inversamente proporcionales con el indice
de masa corporal (IMC). Existen pruebas de que la insulina puede ser el mediador
hormonal de los cambios de SHBG dependientes del peso ya que las
concentraciones de SHBG estdn en relacidon inversa con las cantidades de
insulina estimutadas por glucosa, y se ha demostrado que la hormona tiene un
efecto inhibidor directo en la sintesis y secrecion de SHBG en hepatocitos en
cultivo. La importancia clinica de la supresién de SHBG relacionada con el peso
se apoya en el descubrimiento de una gran prevalencia de hirsutismo en mujeras
obesas con sindrome de ovario poliquistico. Estas mujeres tienen cifras de
testosterona normales, perc de SHBG menores, y por tanto, altos niveles de
testosterona libre {Botwood ef a/, 1995).

Sin embargo, el problema que existe para aumentar el conocimiento de ta funcion
de SHBG, es que no se han localizado mutantes naturales en animales o seres
humanos que afecten su funcién. Esto sugiere que |a proteina es extremadamente
importante para el desarrollo en mamiferos, lo cual se apoya en la conservacion

de [a secuencia y actividad durante la evolucién. Por esto, es de gran importancia
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el estudiar las alteraciones de la secuencia de esta proteina, tos cuales puedan
dar alguna clave para entender mejor el papel fisioldgico de la SHBG en el
organismo. Este trabajo de tesis estuvo enfocado a estudiar una variante
polimérfica de ta SHBG, con el fin de obtener mayor conocimiento sobre su

funcion.
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ANTECEDENTES

La proteina transportadora de esteroides sexuales (SHBG) se encuentra en
el suero del ser humano y algunas especies animales, y se considera como un
transportador de hormonas sexuales desde su sitio de sintesis hasta su organo
blanco, sin embargo, todavia no se conocen con certeza sus funciones e
importancia real. EI mayor problema para el estudio de la funcién de SHBG es
gue no existen modelos naturales que tengan afectados algln sistema o actividad
metabélica relacionados con la ausencia de esta proteina. Por ello, en nuestro
laboratorio se inicié una linea de investigacion para descubrir la presencia de
alguna variacién en la estructura de la proteina que ayude a determinar su
funcion. Con este objetivo, se inicid un analisis de muestras de suero de
individuos adultos, las cuales se trataron con neuraminidasa para eliminar el
acido sidlico de las cadenas de oligosacaridos, y de esta forma simplificar los
datos obtenidos en isoelectroenfoque (IEF). Posterior al IEF se localizd la
presencia de SHBG por medio de un anticuerpo espeacifico.

Con el método anteriormente descrito se investigaron 110 muestras de
individuos correspondientes a 55 parejas. Se observaron dos patrones principales
que se llamaron 1-1 y 1-2. €l primero (con una frecuencia de 0.9773) consistio en
dos bandas bien definidas de intensidades iguales, que migraron a puntos de pH
de 6.5 y 6.63 respectivamente. El sequndo patron (con frecuencia da N N297)
consistid en las mismas bandas del primero, ademas de dos bandas catddicas
adicionales ¢con puntos isoeléctricos (pl) de 6.7 y 6.76. Estos datos se observan
en ta figura 1, que muestra ei patrén de bandas obtenidas en isoelectroenfoque
de muestras de suero desialiadas. En los carriles 1 y 2 se muestra el patrén de
bandas 1-1, denominado fenotipo silvestre, y en el carril 3 se muestra el fenotipo
variante o patrén 1-2. En la poblacién estudiada por medio de IEF, no fue posible

identificar un patrén de una sola banda, ni predileccion de sexo. Tampoco se




encontré el patrén 2-2 esperado, consistente en las dos bandas catddicas extra
(Larrea ef af, 1990).

Para obtener mayor informacion acerca de la forma de transmision de los
dos patrones, se estudiaron a los miembros de la familia de los individuos que

presentaban los dos fenotipos. Los resultados de los andlisis de segregacion
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demostraron que el patrén 1-2 se hereda como un gen autosdmico, y parecia
concordar con un sistema bialélico codominante con dos alelos (hSHBG-1 vy
hSHBG-2). Estos resultados se analizaron matematicamente por medio de la ley
de Hardy-Weinberg; no se demostraron diferencias significativas entre los
fenotipos esperados y los observados. Nuestra estudio no demostro el patrén 2-2,
estimandose la frecuencia génica para el fenotipo SHBG-2 (q?=0.0005) de 1/2000
individuos. Estas observaciones concuerdan con las informadas por Van Baelen
(1992}, en donde la distribucion fenotipica y las frecuencias alélicas de una
variante similar a SHBG en varias muestras de poblaciones racialmente
diferentes, corresponderian a las encontradas en nuestro laboratorio (Larrea et al,
1990).

Para determinar las propiedades y caracteristicas de union de los fenotipos
de SHBG, se estudiaron las muestras de suero de individuos con los patrones de
IEF 1-1 y 1-2 por andlisis de saturacion. Las constantes de afinidad Vi
concentraciones en suero de SHBG 1-1 y 1-2 evaluadas a dos distintas
temperaturas fueron similares y no revelaron ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre ellas, al igual que la velocidad y la vida media de disociacién
para ambas. Estos datos sugirieron que la posible mutacién responsable de la
generacion del patrén 1-2, no involucra el sitio de union de esteroides. A pesar de
que este estudio no permitis identificar la variante homocigota y sus propiedades
de unién, Van Baelen demostrd, para una variante similar, los mismos resultados
en la unién a [*H]DHT entre los diferentes fenotipos encentrados, incluyendo al
estado homocigoto.

La presencia de microheterogeneidad residual en muestras de suero de
individuos con ef patrén SHBG 1,2, sugiere [a posibilidad de modificaciones en |a
estructura primaria de la proteina. En este trabajo se presenta {a caracterizacion
molecular de las variantes de la SHBG, y las repercusiones que la presencia de
esta variante pudiera tener sobre la estructura y otras caracteristicas de |a

proteina.




OBJETIVOS

Identificar la naturaleza del polimorfismo genético de la molécula de SHBG por
medio de la amplificacion del gen y del andlisis del sitio y tipo de mutacion en la

secuencia codificante de ia proteina.

Establecer las posibles repercusiones a nivel clinico y experimental derivadas
de la presencia de variantes genéticas de la SHBG, y utilizarlas como modelo naturat

en esludios que contribuyan al conocimiento de sus funciones biolégicas.
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MATERIAL Y METODO

REACTIVOS

Los estercides no radiactivos se obtuvieron de Steraloids Inc. {Wilton, NH).
La 1,2-*H-dihidrotestosterona (® H-DHT) con actividad especifica de 40-60
Ci/mmol y el I'® se obtuvieron de Amersham Canada Ltd (Qakville, Ontario). La
acrilamida. N ,N’-metilenbisacrilamida  {Bis), N,N,N’,N -tetrametilendiamina
(TEMED), N,Ndiatiltartadiamida (DAD), azul de Coomasie R-250, persulfato de
amonio, sulfato dodecilico de sodio (SDS), Nonidet P40, papel de nitrocelulosa,
azul de bromofenol y estandares de peso molecular, se obtuvieron de Bio-Rad
Laboratories (Richmond, CA).

El Tris-HCI, glicina, Tween-20, glicerol, EDTA. fenol. acetato de sodio.
cloruro de calcio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, carbén activado,
Concanavalina  A-Sepharosa 4B (Con A), metil-a-D-manopiranosa,
dimetilfformamida, B-mercaploetanol, proteina A, albimina sérica bovina (ASB),
cloramina T y metabisulfito de sodio se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MQ). El metanol, glicerol, fosfato monobasico y dibasico de sodio y cloruro
de sodio se obtuvieron de JTBaker (México). El anticuerpo especifico policlonal

para hSHBG fue donado por el Dr. Geoffrey Hammond (Ontario, Canada).

Extraccién de DNA

El DNA gendmico se aisld segun la técnica de John (1991) a partir de 5 mi
de sangre obtenida con anticoagulante. La muestra se llevé a 10 ml con solucién
1 {tris 10 mM pH 7.6; KC! 10 mM; MgCl, 10 mM). Se agregaron 120 pl de Nonidet
P40. Se mezcld por inversion y se centrifugd a 12000 xg. El botén nuciear se
resuspendio en 800 il de solucion 2 {Tris 10 mM pH 7.6; KCI 10 mM; MgCl, 10
mM; NaCi 0.5 M; SDS 0.5%; EDTA 2 mM).
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Las proteinas se extrajeron con 400 pl de feno! destilado (saturado con tris
1M pH 8.0) y se purificod con 700 pl de cloroformo;alcohal iscamilico. £ DNA
obtenido de la fase superior se precipité con dos volimenes de etanol absoluto
helado, almacenando el tubo a -20°C toda la noche, y posteriormente se

resuspendid en agua estéril.

Amplificacion de secuencias codificantes por PCR

Esta reaccion se realizd segun la técnica descrita por Saiki (1981). Se
eligieron los oligonucledtidos con temperaturas de hibridizacién aproximadas de
60°C por medio de! software PRIMER {Whitehead Institute of Biomedical
Research, Cambridge, MA) utilizando las secuencias intrénicas del gen de SHBG
{Hammond et af, 1989}, y se sintetizaron en el sintetizador Gene Assembler
Special (Pharmacia, Piscataway, NJ).

Las secuencias de los oligonucledtides ulilizados y las condiciones
especificas de hibridizacién para cada par se muestran en el cuadro 1. El extremo
de cada primer 5 consistid en una secuencia de 40 pb de G+C, que cred una
pinza de GC en el DNA amplificado {Sheffield ef al, 1989}.

Las reacciones de amplificacién se realizaron en tris-MCl pH 9.0 10 mM;
KCI 50 mM, MgCl; 1.5 mM, deoxirribonucledtidos 50 mM, cligonuciedtidos 1 mM,
100 ng de DNA gendmico y 1.25 U de Taq polimerasa (Perkin Elmer) en un
volumen total de 50 ul Las reacciones se incubaron a 95°C nor cincn minntne
antes de la adicién de la enzima y el inicio de los ciclos de reaccion, el primer
paso de cada ciclo fue la desnaturalizacion a 95°C por un minuto, y el paso de
sintesis se realizd a 72°C por un minuto.

Se tomaron alicuotas (10 pl) de cada reaccién de PCR para analizar el
producto en geles de poliacrilamida al 5%, utilizando una solucion amortiguadora

de tris-borato-EDTA en la electroforesis.
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EXON SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS HIBRIDIZACION

1 5 CGCAAGGCTGCCTGCCTCTA 60°C 1 min
3" CTGCTACAGGGCCAGAGGAG

2 5" CTGTAGCAGGGCCTCTCCCT 60°C 1 min
3" AAAGAGAAGAGCTGATGGAG

3 57 CATCTCCCCCAAACCCACAC 60°C 1 min
3" CCCTTTCCTCAGACCAGCTC

4 5" CCAGGGGCCTCTGATTTIGC 60°C 1 min
3" GCCAGCCACCCAGCAGTGCTT

5 5" TGCGCCTCCGATGCCCTGAT 65°C 1 min
3" GGGACAGAGGCAGGCTGAGC

6 57 TCCTCCTTGAGACCCCAGCT 55°C 1 min
3" CCTCATTGCTCCAGGTCCA

7 5" GGCCCGGCTCATTCTTCC 60°C 1 min
3" CGCCTCCCTTGAGCTGTTTC

8 5" CCGAGCCACCTTAATGCTCT 80°C 1 min
3" CACAGTGCCTGGTACATTGA

5°GC clamp: GCCGCCCGCCGCCGCCCGCCGLCGCCGCCCGCLBLCCCGLe

Cuadro 1: Condiciones de temperatura de PCR para cada exon del gen
codificante de SHBG.

Analisis por electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante (DGGE)
Utilizando equipc de CBS Scientific (Del Mar, CA), se analizaron los
productos de PCR con las pinzas GC en geles de acrilamida 6.5% con un
yradietnilg  desnaluranzanie ae Jsu-bUv% {Qonde 1UU% desnaturalizante es
formamida 32% y urea 7M) en un sistema amortiguador de TBE 1X (tris-acido
bdrico-EDTA), que se mantuvo en circulacion (Myers ef al, 1985). La temperatura
se conservd a 60°C, los geles se corrieron a 65 V por 20 horas, y posteriormente
se tifieron con bromuro de etidio (0.5 mg/L) para observarlos y fotografiarlos sobre
un transiluminador de luz UV. Para los andlisis de secuencia las bandas se
cortaron de los geles y el DNA fue eluido de estos fragmentos en acetato de
amonio 0.5 M, EDTA 0.1 mM, vy acetato de magnesio 10 mM. EI DNA fue
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purificado y concentrado utilizando unidades de ultrafiltracion Microcon-30

(Amicon, Beverly, MA} para utilizarse directamente en andlisis de secuencia.

Andlisis de secuencia

Los oligonucledtidos utilizados fueron idénticos a los ya descritos para PCR
excepto por las pinzas de GC. Los oligonucledtidos se marcaron en sus extremaos
S'utilizando T, polinucledtido kinasa (Promega, Madison, WI) y [y2P]-ATP
(Amersham. Arlington Heights, IL). Se utilizaron los reactivos de! fmol Sequencing
System (Promega) para la incorporacion de dideoxirribonucledsidos por la Tag
polimerasa. Los productos de [a reaccién de secuencia se separaron en geles de
acrilamida 8% y urea 7M, utilizando un gradiente en ia solucién amortiguadora del
gel (Biggin ef af, 1983).

Cromatografia de afinidad en concanavalina A

Se aplicd 0.5 ml de suero que contiene SHBG normal o variante a las
columnas de Con A preequilibrada con solucién amortiguadora (Tris 50 mM: NaCl
0.5 M; CaCl;, MgCl; 1 mM, MnCl, 1 mM, pH 7.4}). Las columnas se lavaron con
solucidn amortiguadora con manosa (metil-a-D-manopiranosa 257 mM y
dimetilformamida 5%) para eluir las proteinas unidas en fracciones de 1 ml {Power
et al, 1992),

Ensayos de unién de SHBG a DHT

La presencia de SHBG en las fracciones fue determinada con ensayos de
union a 5-a-DHT y carbén dextran para separar el esteroide libre del unido a 4°C
(Hammond, 1983).

Andlisis de proteinas por Western hlot
Se purificd la SHBG a partir de suero y fracciones de la columna de Con A
por medio de su inmunoprecipitacidn con un anticuerpo policlonal (dil 1:25)

incubdndolo por 20 hrs a 4°C en un volumen de 500 ul (Sinha ef af, 1984).
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Posteriormente se agregaron 100 pl de segundo anticuerpo (dii 1:100),
sedimentando este complejo por centrifugacién a 3000 rpm durante 30 minutos a
4°C. Se aspiré el sobrenadante y el botén de proteinas se lavd con agua
bidestilada fria y se resuspendié en 20 ul de solucion de depésito {glicerol 10%,
tris 0.01 M pH 6.8, SDS 3%, B-mercaptoetanol 0.5%, azul de bromofenol 0.03%), y
se calentaron a S0°C por cinco minutos (Laemmli, 1970). Se depaositaron en geles
de acrilamida (gel concentrador: acrilamida 4.25% y DAD 0.75%; gel de
resolucion: acrilamida 10% y bisacrilamida 0.32%) en presencia de SDS. Las
proteinas se electrotransfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa a 90
volls durante 1 hora (Towbin ef al, 1979) en solucién de electroforesis con
metanol 20% sin SDS. La membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con leche
descremada al 10% en solucién de lavado (Tris 20 mM, NaCl 500 mM y Tween
2%]) durante cinco horas y al finalizar se lavé varias veces en solucién de lavado,
se incubd en presencia del anticuerpo especifico anti-SHBG (dilucién final 1:100)
durante 18 horas a temperatura ambiente. El exceso de anticuerpos no unidos a
la SHBG se elimind por medio de lavados repetidos, y los complejos antigeno-
anticuerpo se identificaron con proteina A marcada radiactivamente con 1'® (20

000cpm/100 pl) por el método de Cloramina T (Hunter y Greenwood, 1962).
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RESULTADOS

Amplificacién de fragmentos por PCR

Para investigar la base molecular del cambio en el punto isoeléctrico de la
variante de SHBG, se comenzé con la amplificacion de cada exon del gen por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa {PCRY) utilizando como molde el
DNA gendmico que se aislé a partir de linfocitos de individuos con el fenotipo 1-1
y 1-2. El gen se amplificd en ocho fragmentos, cada uno conteniendo un exon
entero con tamafios de 93 a 210 pb, ademas de aproximadamente 30 pb de la
secuencia de los intrones adyacentes. Los oligonucledtidos del extremo 5° de
cada segmento contenian una secuencia de 40 pb de guanina (G) v citosina (C).
Al analizar los fragmentos amplificados en de geles nativos, se encontrd que eran
bandas especificas del tamafic esperado. No se observaron cambios en la
migracion electroforética de los fragmentos de la proteina normal y la variante, lo
cual elimind la posibilidad de una delecion o insercion en la secuencia génica
como fuente de variacion. Estos datos se observan en la figura 2, la cual muestra
el analisis electroforético en agarosa al 1% de cada uno de los exones

estudiados.

Figura 2
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Anélisis del gen de SHBG de los sujetos heterocigotos por DGGE

El analisis de los exones 1 al 7 por DGGE mostrd que no existian
diferencias entre los individuos normales y los heterocigotos. Todos los productes
aparecieron comeo bandas unicas, y los productos de un mismo exon de individuos
normales y variantes presentaron la misma migracién electroforética.

Sin embargo, cuando los fragmentos con la pinza GC del exon 8 de los
individuos heterocigotos fueron amplificados con los oligonucledtidos intron
especificos y se analizaron por electroforesis en geles con gradiente
desnaturalizante, se observaron cuatro bandas a diferencia de los fragmentos de
individuos homocigotos normales, que presentaron una sola banda.

En la figura 3 se observa el andlisis electroforético en gradiente
desnaturalizante en geles de acrilamida y urea, de los fragmentos obtenidos por

PCR del exon B, y se encuentran sefaladas las diferentes bandas obtenidas.

Figura 3
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Estas cuatro bandas representan cada una los productos de PCR
generados a partir del DNA del individuo heterocigoto, donde existe un alelo
normal y &l otro mutado. La banda inferior (banda A) de individuos heterocigotos
migro con la Unica banda de los individuos normales. Esta banda corresponde a
los homodimeros constituidos por el alelo normal. La siguiente banda (banda B)
estuvo presente en todos los individuos heterocigotos y se tifo con igual
intensidad que ia banda A. La banda B representa la secuencia homoduplex de la
variante.

Las combinacicnes heteroduplex de DNA normal y del variante se pueden
formar durante los ciclos posteriores de amplificacion cuando 1a concentracion del
producto es suficiente para competir con los oligonucleétidos durante el paso de
hibridizacién de los oligonucleétidos. Los heteroduplex aparecen como dos
bandas menores (C y D) de movilidad electroforética retardada respecto a los
homoduplex, to cual se debe al decremento de la termoestabilidad. Las bandas
heteroduplex se observaron en las reacciones de PCR donde se utilizé como
templado DNA gendmico de individuos con la variante. Las diferentes migraciones
de los productos de PCR en DGGE, concuerdan con la presencia de una

diferencia en una sola base en un alelo de heterocigotos.

Identificacién de la mutacién puntual en el exon 8

Para confirmar {a identidad de cada banda de DGGE de helerocigotos, las
bandas A y B se cortaron en el trozo de acrilamida del gel desnaturalizante, se
eluyo el DNA y se reamplificd por PCR. Esto di6 por resultado e enriquecimiento
de las especies de DNA homoduplex para analizarlos posteriormente por
secuencia de DNA, El andlisis de la secuencia de los productos de PCR del exon
8 de individuos normales y variantes, demostré la presencia de una mutacién
puntual en el codén 327 causada por el cambio de una guanina por una adenina
(GAC—AAC). Esto provocd la sustitucion de 4cido aspartico por asparagina en la
secuencia polipeptidica, lo que cred un sitio de consenso nuevo para la

glicosilacion de residuos de asparagina. Este sitio se encuentra determinado por
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la secuencia de aminodcidos Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, donde X puede ser
cualquier aminoacido excepto prolina.

En la figura 4 se puede observar la secuencia de aminoacidos gue muestra

la sustitucidn de acido aspartico por asparagina provocado por la sustitucién de
una guanina por adenina,
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La identificacion de esta mutacién se confirmé por andlisis de secuencia de
la cadena opuesta de DNA del exon 8, donde se observd el cambioc de una
citosina por una timina. Esta mutacién resultd idéntica a la presentada en [os
individuos heterocigotos belgas en el estudio de Van Baelen (1992). Estos
resultados se observan en la figura 5, que muestra el analisis del exon 8 de un

individuo normal y de uno que presenta la proteina variante,

Figura 5
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El cambio de un aminoacido con carga negativa por otro en la molécula,
resulta ademnas en la pérdida de esta carga, lo cual explicaria {a diterencia en la
migracion de la proteina en un sistema de isoelectroenfoque. Debido a la
potencial importancia que este cambio en la estructura de SHBG pudiera tener
sobre las caracteristicas fisicas y biologicas de la proteina, en nuestro grupo se
decidi6 investigar algunas de estas caracteristicas, entre los cuales se encuentra

el peso de la molécula.

Caracterizacion del peso molecular de la proteina por Westem blot

A este respecto se estudié la estructura de las proteinas obtenidas de
suero de los sujetos afectados y normales por medio de geles de SDS-PAGE en
condiciones desnaturalizantes para separar los protomercs que componen a la
SHBG.

Posteriormente se transfirieron a nitrocelulosa y se localizé la proteina
utilizando anticuerpos policlonales especificos. Al analizar la SHBG obtenida de
suero de pacientes afectados se observd una subunidad adicional Cuyo peso
molecular fue mayor a las dos que normalmente aparecen (49 y 52 kDa). Esta
banda adicional no se encontré en individuos de la misma familia no afectados.
Estos resultados sugieren fuertemente la posibilidad de que el nuevo sitio de
consenso para glicosilacién en residuos de Asp (Asp-X-Ser, donde X es cualquier
aminoacido excepto Thr) sea utilizado, haciendo que ia subunidad m4s pesada de
SHBG contenga mayor nimero de cadenas de oligosacéridos en su estructura,

En la figura 6 se muestran los resultados del Western biot donde se
observan en las lineas 1 a 4, la presencia de una subunidad adicional (SH) con
un peso molecular de aproximadamente 56 kDa, ademas de las dos subunidades
usuales de 48 y 52 kDa (H y L) Estos carriles contienen muestras
correspondientes a sujetos heterocigotos. En los carriles 5 a 8 se observa el
patron obtenido para sujetos homocigotos para la proteina normal, donde se
muestran unicamente las dos bandas correspondientes a las subunidades de

peso menor Hy L (H:heavy; L:light, SH:superheavy).
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Cromatografia en concanavalina A

Para confirmar la diferencia de migracion provocada probablemente por ia
adicion de una cadena de oligosacaridos, analizamos esta proteina por
cromatografia en lectinas, utilizando concanavalina A. La presencia de las
diferentes formas de SHBG se determiné en cada una de las fracciones por medio
de ensayos de unién a DHT marcada radiactivamente con tritio. Los resultados
representados en graficas se muestran en el cuadro 2, donde se demuestran los
perfiles de elucion de SHBG semejantes en las muestras de suero de sujetos
normales y de sujetos con la proteina variante. La fraccién glicosilada fue eluida

con manasa y la presencia de SHBG fue determinada por ensayos de unién a
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Al analizar los resultados por Western biot, se observé que las fracciones
unidas a Concanavalina A de muestras de sujetos con ia variante presentan la
subunidad adicional de mayor peso molecular observada en los geles con suero
total que indica probablemente, la presencia de cadenas adicionales de
carbohidratos que serian responsables tanto de la estructura y pesc molecular
como de la afinidad por la lectina. La banda adicional fue !lamada SH
(superheavy) a diferencia de las mas ligeras, H (heavy) y L (light).

En la figura 7 se muestra el analisis de Western blot en donde se observa
la presencia de la subunidad adicional (banda SH) ademas de la subunidad H en
la fraccion glicosilada o unida a concanavalina A de la SHBG variante (carril 1:V).
También se muestra la Unica banda que corresponde a la subunidad H en la

fraccion glicosilada de la SHBG de individuos normales (carril 2:nL).

Figura 7
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DISCUSION

En el decenio de los afios 60 se describié por primera vez la presencia en
el suero de moléculas diferentes a la albumina, con la capacidad de unir con alta
afinidad a las hormonas estercides (Mercier et af 1866). En el casc de las
hormonas sexuales esteroides, como la testasterona y el estradiol, éstas circulan
unidas a una proteina conocida como SHBG, la cual ha sido motivo de varios
estudios de funcién, estructura y sintesis (Gershagen ef al, 1978, Que y Petra,
1978, Hammond et a/, 1978). En la actualidad se conoce la estructura proteinica
de la SHBG, asi como algunas caracteristicas obtenidas del andalisis del gen
estructural. Sin embargo, la caracterizacién parcial de la regién 5' reguladora de
la expresion del gen de la SHBG aun no ha permitido establecer los mecanismos
involucrados en la regulacion de la sintesis de esta proteina. La ausencia de un
promotor clasico ha dificultado conocer fos factores y mecanismos involucrados
en la expresion de este gen.

La mayoria de los estudios sobre la funcién de SHBG se han enfocado al
analisis de tas propiedades de union a testosterona y estradiol, o bien a ia
descripcion de sus concentraciones circulantes bajo diferentes situaciones
clinicas (Anderson, 1974). Estos estudios han identificado estados caracterizados
por el aumento o disminucién de las concentraciones circulantes de ia SHBG, asi
como de algunos factores que influyen sobre la sintesis y disponibilidad de esta
proteina. La funcion mas reconocida de 1a SHBG es la de ser el transportador
sanguineo de hormonas esteroides sexuales; sin embargo, esta funcién parece no
ser importante en otras especies carentes de esta proteina como en el caso de la
rata. En esta especie la presencia de albimina es suficiente para satisfacer las
demandas de transporte hormonal en el caso de ausencia o deficiencia de |a
SHBG en el suero. Se desconocen las implicaciones de la ausencia de SHBG en

el ser humano, ya que no se han descrito variantes genéticas caracterizadas por
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la pérdida funcional de la proteina, ni existe informacion sobre enfermedades
derivadas o responsables de su deficiencia,

La falta de informacién respecto a las caracteristicas de la SHBG y sus
variantes genéticas motivo la realizacién de estudios por nuestro faboratoric con
la finalidad de identificar y caracterizar variantes de esta proteina en {a poblacién
mexicana. En este estudio se revelé la presencia de cambios en las propiedades
de migracion de la proteina en sistemas de isoelectroenfoque, indicando
alteraciones de las propiedades de carga. Estos resultados sugirieron la
transmisién de estos caracteres por medio de un solo gen del cual se identificaron
alelos codominantes (Larrea et al, 1390).

Las caracteristicas fisicoquimicas de la SHBG en relacidn con las
propiedades de unioén de los andrégenocs de las formas variantes fueron idénticas
a las observadas en las formas nativas, lo que sugiere que las alteraciones
estructurales responsables de Ia generacion de variantes genéticas tomaron lugar
en sitios diferentes a los dominios estructurales de unién a esteroidas, o bien que.
los cambios no modificaron de manera importante el sitio activo y por o tanto las
propiedades de unién a los andrégenos de la SHBG.

El objetivo del presente trabajo fue conocer las diferencias a nivel
molecular entre las variantes genéticas de la SHBG, lo cual podria determinar el
papel funcional de esta proteina en el ser humano. En este estudio fue necesaria
la utilizacién de metodologia para la identificacién de mutaciones puntuales en
genes estructurales. Esto consistio en la amplificacion de las raninnas
codificantes del gen por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando como molde el DNA obtenido de sangre periférica. Se disedaron
oligonucledtidos iniciadores de la reaccion para cada uno de los exones que
conslituyen el gen estructural. Estos iniciadores poseian ademas 40 pb extras de
los nucledtidos de guanina y citosina en la regién 5'. Esta extension permitié el
uso del método conocido como la pinza de GC, la cual incrementa de manera
significativa la sensibilidad de la localizacién de cambios en la cadena de DNA,

debido a gue aumenta la temperatura de desnaturalizacién de los fragmentos
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obtenidos por PCR en presencia de agentes desnaturalizantes y calor. Este
aumento del punto de fusién de los fragmentos permitid la deteccion de
mutaciones puntuales en las cadenas del DNA (Myers et al, 1985).

El andlisis de los productos de PCR bajo condiciones no desnaturalizantes
no mostré diferencias en la migracion electroforética del DNA obtenido de sujetos
afectados y sujetos normales, mostrando fragmentos de DNA de la talla esperada
y descartando de esta manera la posibilidad de que deleciones o inserciones
sean responsables del polimorfismo estructural.

Por ofra parte, el andlisis de los productos de PCR de cada uno de los
exones del gen de SHBG en geles desnaturalizantes de poliacrilamida permitid la
identificacién de cambios en la composicion del DNA Gnicamente para el caso del
exon 8. Los cambios encontrados consistieron en la presencia de cuatro bandas
con movilidades electroforéticas distintas y constituidas por combinaciones de
cadenas afectadas y cadenas normales. La presencia de cuatro bandas sugiere
fuertemente la alteracion en un solo alelo del gen, lo que esta de acuerdo con
resultados previos de nuestro grupo sobre la naturaleza heterocigota de la
variante encontrada en sujetos mexicanos. A diferencia de los afectados, los
individuos normales presentaron una sola banda bajo las condiciones descritas
para el caso de la variante.

Con la finalidad de caracterizar cada una de las bandas correspondientes
al DNA normal y afectado, éstas fueron purificadas del gel de poliacrilamida,
reamplificadas v analizadas noevamenta an  ralasian con e movilidad
electroforética en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Los resultados
permitieron confirmar la presencia de cambios en ia composicion del DNA en e
exon 8, de sujetos portadores de la variante, asi como identificar los DNAs
adecuados para posteriormente ser sometidos al andlisis de la secuencia de
nucledtidos. Este método demostré elevada sensibilidad para la identificacion de
cambios estructurales gue ocurren a nivel molecular y ofrece una afternativa
relativamente simple para la descripcién de variantes genéticas de la SHBG o de

otras proteinas.
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Para determinar la naturaleza de las alteraciones a nivel de DNA
encargadas de los cambios en las caracteristicas de carga de la SHBG, se
procedié al andlisis de secuencia de las cadenas amplificadas del DNA
correspondientes a individuos afectados y normales. El andlisis de secuencia de
nucledtidos de las cadenas de DNA del exon 8 indicar que habia una mutacion a
nivel del coddn que codifica para el aminoacido 327,

En estudios realizados por Van Baelen y Power (1992) en donde se
encontraron individuos homocigotos para el fenotipo variante, la secuencia del
gen de SHBG reveld una mutacion puntual en el exon 8 de la misma naturaleza
que la informada en este trabajo de tesis. La mutacién detectada en nuestro
laboratorio consistié en la substitucién de guanina por adenina lo cual ocasiona el
cambio de acido aspértico por asparagina en la estructura primaria de la proteina.
El cambio de un aminoacido con carga negativa por ofro sin carga o de carga
neulra, provoca la pérdida de carga negativa en la proteina, lo que da como
resuitado la sintesis de una proteina con carga neta mas basica que la proteina
nativa. Esto explica el cambio en el punto isoeléctrico de la SHBG detectado en
los geles de isoelectroenfoque, en los que la proteina obtenida de los sujetos
heterocigotos, al tener en su secuencia un aminoacide sin carga negativa migra
hacia el catodo, por tener un punto isoeléctrico mas basico.

Por otra parte, |la aparicion de la asparagina en el aminoacido 327 arigind
la formacion de un sitio de consenso para la adicion de cadenas de
oligosacaridos durante la sintesis de la proteina. Este sitio esla dado por ta
secuencia Asp-X-Ser o Asn-X-Thr (donde X es cualquier aminoacido exceplo
prolina) y en el caso de la SHBG proveniente de los individuos heterocigotos,. la
secuencia creada fue de Asp-Ser-Ser.

La presencia de cadenas de carbohidratos en la molécula variante de
SHBG fué parcialmente comprobada en geles de SDS-PAGE, en los cuales se
observé la presencia de una banda adicional de mayor pesc molecular en |a
estructura de la proteina. De acuerdo con su migracién electroforética, esta banda

corresponderia a un protémero adicional con un peso aproximado de 56 KDa, el

37



cual difiere de las dos que se encuentran normalmente en la proteina nativa de 49
y 52 KDa. Este aumento en el pesc molecular del protdbmero puede explicarse con
la presencia de una cadena de oligosacaridos adicional en el sitio nuevo de
glicosilacion.

Para comprobar |a naturaleza glicosilada de la subunidad mas pesada de
SHBG, la proteina del suero se analizé por medio de cromatografia de afinidad en
concanavalina A (Con A). Esta lectina se caracteriza por su afinidad a
oligosacaridos del tipo de alta concentracién de manosa, haciéndola especifica
para el tipo de azicares presente en la SHBG. De esta forma, separd las
fracciones glicosiladas de las no glicosiladas, Posteriormente al analizar la forma
glicosilada en geles de SDS-PAGE, se observaron dos bandas con pesos
moleculares mayores (52 y 56 KDa). Este método permitic establecer que la
banda de mayor peso molecular observada en los andlisis de Western blot de las
fracciones glicosiladas pertenecia a un protdmero con una cadena de
oligosacéridos adicional, y afin a la lectina utilizada.

En otros estudios (Bocchinfuso et al , 1992} por medio de ensayos de
mutagénesis dirigida y expresion de cDNA en células de avario de hamster chino
(células CHO) se demostré Ia sintesis de la proteina mutada con la cadena de
oligosacéridos adicional en asparagina. Sin embargo, los datos presentados en
este trabajo de tesis resultan de gran importancia, dado que por primera vez se
sugiere la utilizacion in vivo del nuevo sitio de glicosilacién en la proteina variante.

En el estudio mencionado (Bocchinfuso et al 1992) se demnstrd aue Ia
actividad de union a esteroides de SHBG no se afecta por la presencia de una
cadena adicionai de cligosacaridos en el aminoacido 327, y de acuerdo con los
datos de nuestro laboratorio, la SHBG variante de |a poblacion mexicana presenta
caracteristicas de unién al ligando iguales a los de la proteina normal, lo que
indica que la mutacién no afecta el sitio de unidn al esteroide. Sin embargo no se
puede descartar una influencia sobre otras actividades metabdlicas, ya que los

oligosacéridos de una proteina estan fuertemente involucrados con otras
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funciones bioldgicas, tales como union a receptores, internalizacion en tejidos
blanco, y regulacién de la sintesis y secrecién celular.

A pesar de que la remocion de carbohidratos de algunas glicoproteinas no
afecta su actividad bioquimica, en general se reconoce que la funcién de una
glicoproteina dentro de un organismo estda a menudo relacionada con la
estructura y la composicién de carbohidratos. Las variaciones en los
carbohidratos estan asociadas a alteraciones en estados fisiologicos y puede dar
por resultado la aparicion de glicoformas con actividad modificada. En el caso de
la SHBG, la importancia de su glicosilacién se puede deducir del hecho de que la
proteina transportadora de androgenos (ABP) y la SHBG son codificadas por el
mismo gen, tienen la misma secuencia de aminoscidos y Unicamente difieren en
el tipo de oligosacaridos unidos a ellas, siendo sintetizadas en érganos diferentes
y ejerciendo su accion en sitios del organismo distintos. Estas diferencias se
deben probablemente a mecanismos de glicosilacién especificos, que originan
actividades diferentes, va que la glicosilacién es un importante regulador del
mecanismo de accion.

Las glicoproteinas que interactian c¢on Con A contienen cadenas de
oligosacaridos unidos a N del tipo de alta concentracibn de manosa o
biantenarios, mientras que los que contienen oligosacaridos unidos a N del tipo
triantenario no se unen a Con A (Krusius ef al, 1976). La SHBG normal contiene
dos cadenas de oligosacaridos unidos a N del tipo biantenarios {Avvakumov ef al,
1983) a diferencia de ABP que posee cadenas mas grandes que las de SHBG. La
diferencia de tamafio en las subunidades H y L de la SHBG permanace
independiente de la capacidad de unién a Con A de la molécula. De acuerdo con
los datos de este trabajo de tesis, al pasar la SHBG normal y variante por
cromatografia en Con A, casi la totalidad de la SHBG se unié a Ia columna, sin
embargo en el caso de ABP de homogenado testicular humano, solamente el 50%
se unid (Hsu y Troen, 1978; Cheng et af, 1985). Esto sugiere diferencias tejido-
especificas en la glicosilacion de SHBG, que ocurririan in vivo, apoyando
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fuertemente a la glicosilacién como un proceso de gran importancia en varias de
las funciones de la proteina.

Uno de los procesos estudiados recientemente en proteinas
multiglicosiladas, es el de la formacién y estabilizacion de la conformacion
molecular activa (Montrevil, 1984). Se conoce que lta SHBG humana existe en la
circulacidén como un homodimero de un peso aproximado de 90 a 100 KDa, de
acuerdo con el método usado (Hammond et a/, 1986). En geles de SDS-PAGE,
esta proteina migra como un doblete de subunidad pesada y ligera (Cheng et a/,
1983). La subunidad pesada es mas abundante y se asume que el dimero esta
formado por una mezcla de subunidades, donde predomina la isoforma formada
por la combinacién de dos subunidades pesadas. Las subunidades pueden ser
marcadas con un ligando afin, obteniéndose la misma proporcién de sefal en
ambas subunidades, lo que indica que ambas participan en ta unién al esteroide
(Cheng et af, 1983). Lo que no se conoce todavia es si los cambios en la
compaosicion del dimero son fisiologicamente importantes; sin embargo, esta
proporcién y el proceso de dimerizacion mismo podrian verse alterados con la
presencia de una cadena adicional de carbohidratos en el caso de la variante de
SHBG informada en este trabajo.

Recientemente se han descrito algunas funciones biologicas de la SHBG,
ademas de su capacidad de transportar hormonas esteroides en la circulacién
general. Estas funciones se encuentran relacionadas con las propiedades de la
SHRE da intaractiar ran recantarac Inralizadas an la mambrana axtracelular de
organcs esteroide dependientes. La formacidén del complejo SHBG-receptor
induce la activacidn de proteinas G y la consecuente acumulacién de AMP ciclico
intracelular. Esta propiedad se manifiesta Unicamente en presencia del ligando
natural (hormonas esteroides) posterior a la union de la SHBG con e! receptor de
membrana, e indica la existencia de un sistema alostérico de regulacién entre los
sitios activos para las hormonas esteroides y el receptor de membrana. Esto
sugiere la participacion de la SHBG como primer mensajero dentro de los

mecanismos de transduccidn de sefial, asi como de transporte de las hormonas
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esteroides a sitios especificos del organismo. De acuerdo con esto, la presencia
de una cadena adicional de carbohidratos en la estructura de la proteina podria
afectar la unién alostérica a receptores de membrana, inhibiendo o potenciando la
accion de las hormonas esteroides en sus 6rganos blanco.

Anteriormente en nuestro laboratorio se demostré |a sintesis de SHBG en
células de trofoblasto en cultivo (Larrea et al, 1993). En estos experimentos se
demostrd la presencia de transcritos para esta proteina localizados por medio de
una sonda especifica, y también la presencia de Ia proteina en medic de cultivo
por medio de analisis de Western blot. En estos resultados, se observe una
banda de tamafio aproximado de 56 KDa que corresponderia a la tercera
subunidad informada en este trabajo. Esto sugiere la sintesis y secrecion de una
forma variante de la SHBG en trofoblasto humano, lo cual tendria similitud con la
presencia de una forma del RNAm de SHBG que se encuentra presente en &l
higado fetal de rata durante fos dias 15 a 17 de la gestacion (Sullivan ef a/, 1991).
Esto coincide con el periodo en el cual se realiza la diferenciacion sexual del feto,
ademas del crecimiento de tejidos. Durante este periodo se ha detectade una
pequefia cantidad de SHBG en el suero, aunque posteriormente desaparece. Esta
observacion podria explicarse por la presencia de una copia del gen diferente en
el exon 8 que. se expresaria tnicamente en células de placenta, como ocurre en
cerebro de rata, en donde se expresa una copia diferente del exon 1 de ABP.

Esta forma variante de ABP es secretada por el testiculo fetal y el cerebro
de rata (Sullivan et al, 1991, 1993; Wang et al, 1990). En la secuencia de DNA de
osta forma en particular, existe un promotor alternativo que se encuentra 15 Kb
antes del sitio de inicio del exon 1. Este promotor codifica para una proteina con
la secuencia N-terminal alterada, la cual no es secretada por células COS
probablemente debido a la pérdida de hidrofobicidad de la molécula. También se
ha demostrado en el higado un cDNA de SHBG gue presenta la secuencia
alterada. En este caso, el cDNA se encuentra formado por la fusion de los exones
1 al 5 del gen de ABP/SHBG con el gen de Ia histidina decarboxilasa (HDC). Este
transcrito codifica para una proteina-precursora de 98 KDa (Sullivan ef a/, 1991).
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Estos dos dominios se unen en regiones de secuencia de corte de los dos genes
localizados en los cromosomas 10 (ABP) y 3 (HDC) de rata. Esto es importante
porque es el primer ejemplo de trans-splicing (mecanismo de edicion de donador-
aceptor de dos genes) en eucariotes superiores que afecta la sintesis de una
proteina. A pesar de que no se conoce la funcidn de este producto de fusién, se
ha sugerido que el péptido sedal codificado por ABP dirige el dominio catalitico
active de HDC hacia un compartimento celular no accesible normalmente para la
HDC.

En testiculo humano se han descrito otras formas de transcritos
altemativos de ABP (Hammond et al, 1989; Gershagen ef a/, 1989), los cuales
representan expresiones diferenciales del gen durante el desarrollo de este
organo. Estos casos de reordenamiento de secuencias podrian representar un
proceso comun en este gen para obtener una proteina de acuerdo con la etapa de
desarrolflo o la funcién requerida en cierto momento. Se presume que esta funcién
podria ser el servir como barrera para los esteroides durante el desarrollo,
conservando los niveles de testosterona libre bajos, o servir como almacén de
esteroides o de sistema regulador del metabolismo de andrégenos durante la
formacién de Ia placenta. De igual forma, la presencia de un producto con mayor
cantidad de cadenas glicosiladas sintetizado por el trofoblasto, representaria una
funcion importante y necesaria en ei desarrollo del feto actuando a nivel de
receptor de membrana en érganos blanco o en la placenta misma.

Es por esto que se hace necesario el estudio de la regulacion del gen de
SHBG, asi como las variantes polimérficas que de él se puedan presentar en los
diferentes tejidos, y a lo largo de varias etapas del desarrollo de los individuos. De
esta forma se podran encontrar modelos de accién de la SHBG y dilucidar sus

funciones bioldgicas e importancia en el desarrollo.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se encontré que el polimorfismo estructural de la SHBG se
debe a la aparicién de un sitio adicional de glicosilacién en la secuencia primaria
de la subunidad SH de l1a proteina variante Este cambio se debe a la sustitucion
de una guanina por una adenina ocasionando el cambio de acido aspartico por

asparagina.

Ademas se demostrd medio de electroforesis en SDS-PAGE y
cromatografia en concanavalina A |a presencia de cadenas glicosiladas en las
subunidades de la proteina y por tanto se sugiere fa utilizacién del nuevo sitio de

glicosilacién in vivo.
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