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RESUMEN

En el presente trabajo se éstddi6 la actividad de la enzima sulfatasa de esteroides (SE) en

fquidos. Se analizaron 10 muestras de pacientes

obtveniendo una diferencia con una significancia de .001. No se

ormal para los datos obtenidos en uno o en otro grupo. Al buscar la
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ANTECEDENTES

En los ultimos afios el estudio del papel de las hormonas esteroideas y sus receptores,

particularmente estrégenos y andrégenos; sobre el metabolismo y fenotipo éseo, ha

cobrado gran importancia.'VDchrsqs trzibajds'han mostrado que los estrogenos

participan en los procesos de acion y remodelacién Osea. Aparentemente algunos
de sus, mecanismos de acc

osteoblastos a’ travé

que las células éseas son capaces de responder de manera distinta a las concentraciones

de estas hormonas esteroideas. Del mismo modo, esta bien definido que gracias a la
actividad de algunas aromatasas (i.e., 5a-reductasa y 17 B-hidroxilasa), y muy
posiblemente sulfatasas (i.e., sulfatasa de esteroides) los andrégenos séricos pueden ser
convertidos a o-estrogenos, esto en tejido éseo humano, de tal forma que el hueso es un
tejido sensible a la accion de los esteroides sexuales. El efecto in vivo de estos
compuestos podria depender de factores como concentracion de los substratos,
cantidad y disponibilidad de los receptores y concentraciones de las enzimas

implicadas en estos procesos (6-7).




Enzima Sulfatasa de Esteroides

La SE también conocida como arilsulfatasa C (ASC) o esteril-sulfato sulfohidrolasa
(EC 3.1.6.2) es una de las 6 arilsulfatasas identificadas en los tejidos humanos (A, B,
C,D,EyF). Se Iocali_za en el retfculo endopldasmico rugoso, unida a la membrana
mic’rosomal, .F"" la: cisterna de Golgi, estructuras endociticas y sobre todo en
micfosomés Egtp bsﬂnnﬁu}noicggicc.)s muestran presencia de la enzima en la membrana

plasmatica, es n proyecciones celulares y microvellosidades. La SE tiene

eétljbln‘a; ‘de 1,7uM 'pur‘a'élzéﬁlfato de dehidroepiandrosteona y de 0.61tM para el sulfato

~de téstostéro‘na{ Esta ar‘i‘lsyul}fatzisa‘catalivza la hidrolisis del radical sulfato de los 3-beta-

 hidroxiesteroidessulfatados- (i.e.

pregnenolona y dehidroepiandrosterona). La enzima es estable a las alteraciones de pH,

“calor y exposicién a ure

La SE gé;ﬁ compuesta por: 583 aminoacidos, los primeros 22 corresponden al péptido

lider el cual es escindido postranscripcionalmente para dar origen a la proteina madura.
El primer aminodcido (aa) de esta proteina corresponde a una metionina y los residuos
T gy : : 23 s 24

serina =, histidina ** o bien alanina = y alanina representan las sefiales de
reconocimiento de la peptidasa encargada de escindir la seiial lider. Este proceso dura

aproximadamente dos dias y la vida media de esta enzima se ha estimado en 4 dias (8-

10).




Esta enzima tiene ademas las caracteristicas de una proteina integrada a membrana y el

modelo prppuesto para su topologfa muestra la presencia de dos dominios hidrofébicos

el sitio de union a los diferentes ligandos se ubica en el extremo

COOH de la protefna. La SE activa esté formada por multiples subunidades idénticas,

estructura secundaria de a-hélice, la cual se encuentra interrumpida por un residuo de

prolina en la posicién 212, generando asi dos segmentos de 27 y 25 aa cada uno. El
segundo dominio corresponde al de una hoja B-plegada. Los extremos amino y
carboxilo terminal se ubican en la parte luminal de la membrana, ambos contienen una
cadena de oligosacaridos y se comunican por medio de un dominio hidrofébico que
comprende dos secuencias que se extienden en direcciones opuestas de la mebrana. La
estabilidad de la SE en los microsomas se ha relacionado con la gran homologia que
sus dos dominios transmembranales guardan con otras sulfatasas lisosomales

(arilsulfatasas A y B) (10-11).
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La SE comprende dos isoformas que estin codificadas por genes diferentes,

- localizados en los brazos cortos del cromosoma X. Tomando en cuenta su movilidad
electroforética estas isoformas se clasifican en “s” o lenta (slow-migrating) y “f” o

g

rapida (fast-migrating), sin embargo, Ginicamente la forma “s” corresponde a la SE. La

expresién de estas variantes electroforéticas es tejido especifica. La forma “s” es
abundante en placenta, corazén, musculo esquelético, tiroides y glandula suprarrenal y
la forma “f ” se encuentra presente en higado, pancreas, rifién y tiene solamente el 2-
7% de la actividad de la SE. Es importante seilalar que ambas isoformas muestran
diferente especificidad a substrato, labilidad al calor, estructura proteica, pH 6ptimo y

propiedades antigénicas. Recientemente se ha sugerido que la SE juega un papel

.importante en la embriogénesis del rat6n, sobre todo en procesos relacionados con el

""" desarrollo de SNC (10-13).

" “En los Gltimos afios la actividad de la SE se ha relacionado con los procesos de

‘lvformacié'n.y' remodelacion 6sea. Estudios de inmunohistoquimica han identificado la

resencia de‘;SE en el citoplasma de las células epiteliales de trompas de falopio en

\vs fases del ciclo menstrual, predominando durante la fase ltea. Se ha sugerido
quela SE panncxpa en laregulacion local de sintesis de esteroides y posiblemente en la
"fynCE;}n reproductlva de las trompas de falopio. Estudios en ratas demuestran que el
o : j"u’sd‘}:de inhibidores de la SE (sulfamatos) modifica el perfil de presion sanguinea en

estos animales de laboratorio (5, 8-15).

GEN STS
La actividad de la enzima SE estd asociada a un gen Gnico en humanos (gen STS). Este

gen se extiende sobre unaregién de 146 kb en el cromosoma X (Xp22.3), muy cercade

e S



de bases antes del comi

'de',l‘gen STS es pobreien'secuencias . GC:y. pareée ser que carece de sitios de unién a

MENOPAUSIA Y OSTEOPOROSIS.

Segun la Sociedad Internacional de Menopausia se define menopausia (del griego
mends, mes y pausis, cese) se define como: *“la ultima hemorragia menstrual en
ausencia de enfermedad y embarazo, pero como esta fecha se establece de manera
retrospectiva, después de un afio de amenorrea, se puede considerar como menopausia
todo ese ailo a partir de la Gltima menstruacién”. Actualmente la edad de presentacién

es alrededor de los 50 aiios (19-21).
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Se ha sugerido también que la reduccién posmenopausica en la actividad de las
enzimas relacionadas con la produccion ésea de estrégenos podria guardar relacion con
los procesos fisiopatol6gicos de la osteoporosis. Una de las enzimas que participa de
manera normal en el metabolismo de hormonas esteroideas es la sulfatasa de esteroides
(SE). Con relacién al desarrollo esquelético algunos trabajos han demostrado la
presencia de grandes cantidades de RNAm de SE en tejido cartilaginoso durante el
proceso de embriogénesis. Esto coincide con la aparicién de los centros de osificacién.
Es posible que la enzima participe también en los procesos de formacién y

remodelacién 6sea (1-4).

Fin;\lméntg, aﬁélisis‘ deﬁsitométricos in vivo sugieren que la menopausia acelera la
péf&idé éﬁea y que esta se puede prevenir mediante la terapia estrogénica de reemplazo.
Sin embargo, si la menopausia representa un factor de riesgo importante para el
desarrollo de osteoporo'sis resulta dificil entender por que ésta entidad no se desarrolla
en todas las mujeres posmenopdusicas. Esto podria deberse a que después de la
menopausia la fuente de estrdgenos es la corteza adrenal y no los ovarios. De esta
manera, las concentraciones séricas de estrégenos pueden no reflejar la concentracién

dsea de los mismos, ya que la ubicuidad de la distribucién de la enzima SE, puede

.contribuir a mantener su expresion funcional, aportando formas activas de esteroides,

mediante la desulfatacién; que como ya se cito se sabe que participan en la formacién y
remodelacién 6sea (1-4). Sin embargo, no se han descrito los valores de la actividad de
la enzima SE en téjidos de mujeres adultas pre y posmenopdusicas. Siendo que de los
elementos formes de la sangre los leucocitos se sabe que la expresan. Por la

accesibilidad que se puede tener a éste tejido, mediante extraccién de unos cuantos ml
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de sangre (aprox. 10ml), resultaria interesante conocer su comportamiento en

leucocitos.

JUSTIFICACION

Con base en los antecedentes ya presentados consideramos que el estudio del
metabolismo 6seo desdg los punfos de vista bioquimico y molecular en particular con
relacién a la s(nt_esis 'y metabolismo de hormonas esteroideas resulta de gran interés
para lps cyli’\‘/e_’féz’is ;ireps de la actividad biomédica (ginecologia, ortopedia,

rehabilitacion, bioquimica 6sea y genética). Este trabajo nos permitird conocer mejor el

pzipyel de una dé' las enzimas mds importantes en la sintesis y metabolismo de hormonas

est_erdideas ".(i.e .sulfatasa de esteroides) y su relacién con el metabolismo 6seo, ésto

Lo

ayudai"fzi‘aicon{prender mejor la fisiopatologia de padecimientos de la mujer en la edad

adulta: con ‘estados de degradacién 6sea alterados (como es la osteoporosis), cuya

. repercusion en las actividades socio-econémicas de la poblacién soy muy elevadas.

En el Ceii_iro Nacional de Rehabilitacién se cuenta con la disponibilidad de pacientes

fenie'ni:rf;s én estadio pre y posmenopdusico que pueden participar en el estudio,
reuﬁiéndo los criterios de inclusién, y aportando unos pocos ml (10ml) de sangre, en
donde se puede caracterizar la actividad de la enzima en leucocitos y se cuenta
también con la infraestructura humana y técnica para la realizacién del proyecto,
ademas del consentimiento del comité de investigacion del centro. Si se encuentra
alguna diferencia significativa en esta primera exploracién, puede darse paso a
investigaciones especificas en donde se pueda establecer la curva normal de actividad
de la enzima SE para la poblacién femenina adulta joven y sana y la actividad de la

enzima en estados de degradacion dsea alterados, como es la osteoporosis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
,Cémo se encuentran la actividad de la enzima sulfatasa de esteroides en leucocitos, de

un grupo de mujeres adultas mexicanas en estadio pre y posmenopausico?.

OBJETIVO GENERAL
Conocer c6mo se encuentra la actfvidad de laenzima sulfatasa de esteroides en

leucocitos de un grupo de mujeres adultas mbxicanas pre y posmenopdusicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Medir la actividad de la enzima SE en leucocitos, mediante espectrofotometria de

centelleo de liquidos en un grupo de mujeres adultas mexicanas premenopausicas.
Cuantificar la actividad de la enzima SE en leucocitos, mediante espectrofotometria de

centelleo de liquidos en un grupo de mujeres adultas mexicanas posmenopausicas.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Estudio biomédico piloto, observacional descriptivo, transversal y analitico.
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MATERIAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO
Mujeres adultas mexicanas pre y posmenopausicas, atendidas en el Centro Nacional de

Rehabilitacién (Instituto de Ortopedia).

MUESTRA DE ESTUDIO.
Por tratarse de un estudio piloto se estudiaron 2 grupos de mujeres (10 mujeres

premenopausicas y 11 mujeres posmenopausicas).

CRITERIOS DE INCLUSION:
a).- Mujeres de mas de 20 aiios atendidas en el CNR.
b).- Que aceptaron participar en el estudio mediante carta de consentimiento

informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
a).- Mujeres con patologia 6sea displasica.
b).- Mujeres con menopausia temprana.

¢).- Mujeres bajo tratamiento hormonal sustitutivo.
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VARIABLES DE ESTUDIO
Variable Independiente:

Mujeres adultas mexicanas en estadios de pre y posmenopdusia.

Definicién conceptual::

Una mujer fue cqquderf;x 4 mexicana; si existié el antecedente de tres generaciones

e Méhobﬁusia se define menopausia (del griego
mehbs ‘mes_y pausis,i cese)’se define ‘como: “la ultima hemorragia menstrual en
aus_gné_iﬁdé enfermedaa ‘y émbarazo, pero como esta fecha se establece de manera
retrospecti\)d, después de un afio de amenorrea, se puede considerar como menopausia
todo ese afio a partir de la ultima menstruacion”. La edad promedio de presentacién es
alrededor de los 50 aiios.

Definicion operacional:

La muestra sanguinea, fue obtenida de pacientes que retinan los criterios de inclusion,
mujeres adultas mexicanas pre y pos menopausicas.

El estadio pre y posmenopausico fue determinado por interrogatorio directo de historia

clinica ginecolégica de acuerdo al criterio de la Sociedad Internacional de Menopausia.




Variable dependiente.

Actividad de la enzima sulfatasa de esterondes en te_||do éseo de mujeres adultas

mexicanas, pre y posmenopéusncas.

6fr'niélcjl_ia“nié la d'es'u‘l»fut“acién del subtrato DHEAS

un espectrofotémetro. Los resultados se expresaron en pmol/mg/prot/hora. Y se valord
‘al darse Ios resultados si hubo actividad de la enzima o no y en que valores estuvo la

actividad.




PROCEDIMIENTO

1) Se eligio de manera consecutlva a los pac1entes que reunieron crlterlos de mclusnén,

durante el penodo de captacxén de dlcnembre del 200 ebrero del: 2002 Realizada

porel tltular del proye c

ndiciones ginecolégicas de los

estad pre o posmenopausico. Realizada por el titular del proyecto.

3): Las muestras de sangre 'S obtuviéfon de mujeres posmenopdausicas y
premenopéusncas atendldas en el CNR La obtencién de una pequefia muestra de sangre
no representa un problema técmco ni resulta nocivo para la paciente. El titular del

proyecto recolecto las muestras a las pacientes candidatas a participar en el estudio.
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA SE (22-23).

Para este fin, las muestras obtenidas se procesaron en forma independiente y de la
siguiente manera en el Centro Nacional de Rehabilitacién:

La muestra de leucocitos se resuspende en 1ml de amortiguador tris 0.014M (pH 7.0),
las células se fragmentan empleando un Politrén T-100 con vistago del nimero 10,ala
velocidad maxima en dos ciclos, de 20 y 10 segundos, respectivamente. Al incubar la
reaccion se utilizaran como substratos de la enzima los sulfatos de

dehidroepiandrosterona y estrona marcados con tritio (ul, 33 nmol), para obtener como
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preducto final a la dehidroepiandrosterona y estrona. Las reacciones se realiza en 200

pla37°C,pH 7 pbr 1 hora.

Con el,propésito» dé detener la reaccién y extraer el producto final se afiade 1 ml de

benceno frio grado ﬁnal[tico), agitandose vigorosamente en vortex durante 2

GAenrevralf de’ México, p 1: titular del proyecto y el personal técnico de dicho
laborrafdrid.r '
“Para validar la bruéba cada uno de los ensayos se realizo por duplicado y contra tubos

blaricq.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se describen inicialmente, mediante medidas de tendencia central, buscando
una curva de distribucién. Posteriormente, se realizé una comparacién de medias para
grupos independientes y se analiz6 la relacién que pueda tener el factor edad con los

resultados.




RECURSOS:

El estudio fue respaldado por el proyecto 34767-M, que el CONACYT financfa en el

CNR.

Humanqs: ;
Tutora: Dr@. en C. Margéritzi Valdés Flores

'Per'Sona'l del Iabbfa;girié‘de Genét‘icavonopédica del INO y el titular del proyecto.

. Materidles.'
Los - tubos, jeringas, medios de transporte del biolégico y reactivos fueron

proporcionados por el Centro de investigacién del CNR, INO.

Equipaos.

Loé’equipos de. fragmentacion celular, espectrofotometro, centrifugacion, fueron

. : prdporcionédos por los laboratorios de genética del CNR y el Hospital General de

: _Mé}(ico.'




RESULTADOS

Se analizaron 10 muestras de paciemés prémenopéusicas y ll'muestras de pacientes

posmenopauswas. La edad promedlo del grupo de premenopéusncas fue de 35.5 afios

(23-50 afios) (~F|g ‘) Y la d'promedlo de las posmenopéusncas fue de 64.36 aflos

*.valor promédio’ de’ una desviacién estindar

-para estos Ultimos da zé con una comparacién

de medias ‘pialja _g‘r‘ﬁp‘o_s i S v. 10 0 para windows,
usando el énéliﬁé de a diferencia con una
significancia de OOI(TAB na distrbucién normal para
los datos obtenidés en é"co‘rrclacién de la edad con la

actividad de la enzima, mediante el método estadistico de Parson se encontro un valor

de 0.79.

TABLA 1

Resultados de 1a actividad de ln SE
¢n las mujeres premenopdusicas.

PACIENTE | EDAD| CPM* PROMEDIO | pmoVmg/prot/hr
1 23 1638 0.21
2 27 1385.5 0.23
3 28 1603 0.22
4 29 2872 0.356
5 30 3436 0.35
6 37 2514.5 0.83
7 43 1538.5 0.82
8 43 1014 0.8
9 45 2580.5 0.467
10 50 1948.5 0.279
Promedio 35.8 2053.05 0.454

* cuentas por minuto
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TABLA 2

Resultados de la actividad de la SE
en mujeres posmenophusicas.

PACIENTE | EDAD | CPM* PROMEDIO | pmolmg/prot/hr
1 51 4621 0.92
2 ss 3096.5 092
3 57 3664 0.73
4 60 3646 0.69
5 63 2801 094
6 63 4860 099
7 65 4853 0.84 TESIS CON
8 67 3317.5 0.86
9 72 5034 L1 FALL.A DE ORIGEN
10 75 8639 1.08
1 80 5169.5 0.76
Promedlo | 64.36 4518.31 0.8945

*cucntas por minuto

Relacién edad de premenopausicas

y actividad de la SE

9

2 9

Mean PREMEN
w

A
23.00 27.00 28.00 20.00 30.00 37.00 43.00 45.00 50.00

EDAD

Fig.1 Relacidn del p dio de actividad de Ia enzima sulfatasa de esteroides con la edad de las mujms premenopéusicas. Mcan
PREMEN; promedlo de la actividad de 1a enzima expresado en pmoVmg/provhir, EDAD, edad de las pacientes premenopausicas.




SEVLDATAT

" TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Relacion edad de posmenopausicas
y actividad de la SE

1.2

1.1

Mean POSMEN

5100 55.00 57,00 60.00 6300 6500 6700 7200 7500 80.00

EDADPOSS

Fig.2 Relacién del dio de actividad de 1a enzima sulfi de id do en pmol/mg/provhr con la edad de las

mujeres posmenopiusicas. Mean POSMEN; p dio dc 1a actividad de Ia enzima p do en pmol/mg/prothr, EDADPOSS,
edad cn aflos de las pacientes premenopdusicas.

Media de la actividad de la enzima, con relacién a la edad en afios de ambos grupos de
pacientes.

1.2
1.09
.8«
.o
E
N
lﬁ Grupo de estudio
@ 24
'?; Fremanopausicas
E 0.0 v T TTTTyY v v v v RJI"‘"ODHU.R:I.
V3 ¥ S Vo P Ua "o";%")"o%%%%’e%
°o‘°o'°o'°o'°o °o ‘b YD DD %D Db DD
Edad
Fig.3 Grifico conparativo, de las curvas de actividad de 1a enzima de en itos de mujeres pre (Rojo) y

posmcnopduslus (Verde). Media ENZIMA, actividad de Ia enzima expresada en pnml/mg,/pml/hr Edad; cdad en afios de las
pacientes estudiadas.




DISCUSION

La enzima SE también conocida como arlsulfatasa C (ASC) o esteril-sulfato

sulfohidrolasa (EC 3.1.6.2)'&5 una ‘de las 6 épilsulfatasas identificadas en los tejidos

istidina 2 o bien alanina  y alanina
de:la peptidasa encargada de escindir la

mente dos dias y la vida media de esta

La SE tiene un peso molecular.de 65,4‘92 Da, muestra una distribucién ubicua y se ha

B 'deiec_tado en vagina, endorﬁveiri;, ovario, préstata con hipertrofia benigna y células
a lééﬁéér;)‘sésidé mama su pH 6ptimo oscila entre 6.5-7.5, su Km es de 0.8uM para el
sulfato de estrona, de 1.7uM para el sulfato de dehidroepiandrosteona y de 0.6uM para
el sulfato de testosterona. La funcién de esta arilsulfatasa es catalizar la hidrélisis del

radical sulfato de sus substratos, los 3-beta-hidroxiesteroides sulfatados (i.e. sulfatos de

colesterol, estrona, testosterona, pregnenolona y dehidroepiandrosterona) (9).




Por otra parte, e
= feé_eptbrés_, '

‘metabolism

ros factores de crecimiento principalmente. Se sabe incluso

‘qu‘e_accllvt_.;)‘n'ésiestrogémcas en'téji'c‘!oﬁ,diferentes al hueso repercuten sobre cl fenotipo
‘65;’.0‘(3-5).‘ Es posible‘qu‘e la reduccién posmenopausica en la actividad de las enzimas
relacionadas con la produccion ésea de estrégenos podria guardar relacién con los
procesos fisiopatolégicos de la osteoporosis. Una de las enzimas que participa de
manera normal en el metabolismo de hormonas esteroideas es la sulfatasa de esteroides

(SE).

En el presente estudio se evalué y compard la actividad de la SE en dos grupos de

mujeres (pre y postmenopausicas), como se describe en los resultados se encontré una
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dlferencm estadlstlcamente s:gmf‘ catlva entre ambos grupos. Esto sugiere que la edad

y como con cuencia el estado hormonal guardan relacién con los niveles de actividad

: de las diferentes nzim pmpllcadas en el metabolismo de hormonas esteroideas.

‘f}Esyim'portante seflalar, que a pesar de que la actividad enzimatica fue investigada en

'metabohsmq 6seo normal y en estados de degradacion 6sea (i.e. osteoporosis).
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