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RESUMEN 

ta proteina transportadora de hormonas esteroides sexuales, Te8G o SHBG 

por sus siglas en inglés (sex hormone binding globulin), es una glicoproteina 

de origen hepdtico que pertenece a la familia de tas B-globulinas y su peso 

motecular es de alrededor de tos 90,000 Da. Y esta fue descrita por primera 

vez en la década de los 60s('!, y desde entonces se inicié el estudio de su 

estructura y funcién. Del momento de su descripcién a ta fecha se ha 

avanzado en gran medida en el conocimiento de este transportador 

sanguineo. En un principio, el papel que se le adjudicé fue el de transportar 

y regular las concentraciones de las hormonas esteroides sexuales, 

tespecto a las cuales presenta diferente afinidad. 

La década de los 80s genera un cambio en el concepto que se tenia de la 

SHBG; (1) se logra la identificacién de nuevos sitios de sintesis para la SHBG 

ademas del hepdtico ya conocido, (2}se describe la presencia de 

receptores membranales especificos, y {3) se inicia una nueva etapa en los 

estudios sobre la fisiologia de esta proteina con el fin de encontrar su 

participacién en los efectos bioldgicos de los érganos con los cuales 

interactua. Tanto la SHBG como la ABP {androgen binding protein} se 

encuentran codificadas por el mismo gen. ABP es una proteina con 

caracteristicas semejantes a la SHBG pero de origen testicular'6). Se ha



demostrado que ta placenta también es un sitio de expresién del gen de 

SHBG (34, La sintesis de SHBG placentaria se confirmé con estudios de 

unién, inmunohistoquimica y estudios de Northernbiot. Este érgano es 

considerado como ta principal barrera entre la madre y el embrin. Tiene 

importancia funcional durante la gestacién ya que controla diversos 

eventos. Se sabe que la placenta sintetiza y secreta proteinas, como la 

gonadotropina coriénica humana y el lactégeno placentario. Ademds fos 

trofoblastos y tienen capacidad para producir hormonas, neurohormonas 

y esteroides. 

La presencia de sitios de unién especificos para SHBG/ABP en la placenta 

humana sugieren que .la SHBG producida localmente puede estar 

involucrada en la fisiologia regulacién ‘dela placenta. Es por esto que este 

estudio se enfoca a la descripcién de los efectos que pudiera tener la 

SHBG humana en la secrecién de la gonadotropina coriénica humana 

(AGC) como uno de los principales productos de sinciciotrofoblasto.



a
 

CONTENIDO 

1. INTRODUCCION 

1.1 Estructura de la SHBG 

1.1.1 ADNe 

1.1.2 Dominios funcionales 

1.2 Estructura y regulacién del gen 

1.3 Regulacién hormonal 

1.4 Polimorfismo genético 

1.5 Papeles fisioldgicos 

1.5.1 ABP como marcador de céluias de Sertoli 

1.5.2 Transportador de hormonas esteroides sexuales 

1.5.3 Receptores de membrana 

1.6 Nuevas funciones , 

1.7 Tejido placentario 

1.7.1 Sinciciotrofoblastos 

1.7.2 Trofoblastos de anclaje 

1.7.3 Trofoblasto invasivo 

1.8 Hormonas proteinicas 

1.8.1 Gonadotropina coriénica 

oo
 
O
N
 

H
H
 

Bf 

10 

10 

Yi 

12 

16 

17 

17 

18 

18 

19 

19



Maestria en Investigacién Biomédica Basico 

2. OBJETIVOS 21 

2.1 Objetivo general 2) 

2.2 Objetivos especificos 2i 

3. MATERIAL Y METODOS 22 
3.1 Material 22 

3.2 Cultivo primario de trofoblasto 23 

3.3 Disenio experimental 25 

3.4 Purificacién de SHBG 26 

3.5 Radioinmuncandlisis 27 

3.5.1 lodacién 27 

3.5.2 Determinacién de la Gonadotropina coriénia 28 

humana 

3.5.3 Cuantificaci6n de AMPc 29 

3.6 Pruebas estadisticas - 30 

4, RESULTADOS 3 
4.1 Secrecién de hGC 31 

4.2 Purificacién de SHBG 35 

4.3 Efecto de la SHBG sobre la secrecién de hGC 36 

4.4 Participacién de los esteroides sobre la 37 

secreci6n de hCG 

4.5 Efecto de la SHBG y del complejo 38 

SHBG-Esteroide sobre la produccién de AMPc



5. DISCUSION 

GLOSARIO 

BIBLIOGRAFIA 

Contenido 

42 

49 

iii



1. INTRODUCCION 

1.) Estructura de la SHBG 

La SHBG ha sido identificada en el plasma de numerosas especies 

incluyendo el humano, asi como en otros vertebrados, casi todos los 

mamiferos la presentan; sin embargo, sin embargo existen especies que 

carecen de esta proteina transportadoral2), como la rata, el ratén y el 

cobayol’). Sin embargo, la ABP se encuentra en la mayoria de las especies 

que se han estudiadol?), 

Con el desarrollo de la cromatografia por afinidad se logré la purificacién 

de SHBG/ABP en las especies estudiadas, y se han podido establecer 

importantes datos acerca de su estructura. 

En 1981 Larrea y colaboradores!45) demostraron, por medio de mapeo 

peptidico, que los componentes estructurales de la ABP y de la SHBG son 

idénticos entre si, y en 1988!6 Danzo y 8ell observaron que las diferencias 

encontradas en las proteinas (SHBG/ABP) eran debidas a las diferentes 

formas de glicosilaci6én. De esta forma se mostré que tanto la SHBG como 

la ABP son proteinas idénticas, y que las variaciones entre ellas son debidas 

a diferencias en la glicosilacién. La SHBG contiene en su estructura tres
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cadenas biantenarias de oligosacdridos del tino unidas a asparaginal®4) y 

una del tipo unida a treonina (785), como se muestra en el siguiente 

esquema: 

“" , ~ ~ (SA) (SA) wo 
Ga . Gal Ga Gal Gal 

I | d | I 
GIENAc GENAc GEENA GkNAc 9 GKkNAC 

| cunac | {1 \Y 
Mas | , 1 Man Pa 

T v 
oe 
GiNAc GKNAC Fe 

. 4 | 
AS Aso ~~ 

Estudios realizados por medio.de cromatografias de afinidad seriadas en 

lectinas han demostrado que existen diferencias entre la proteina humana 

y la de otras especies, como la ABP de rata, la cual contiene mayor 

proporcién de oligosacaridos triantenarios a diferencia de los biantenarios 

que presenta la SHBG humana. Las diferencias de glicosilacién estan 

dadas por el sitio de sintesis. : 

Por medio de estudios de mutagénesis dirigida se ha sustituido en la 

secuencia de aminodcides un residuo de asparagina por isoleucina, 

lograndose de esta forma modificar ta movilidad electroforética de la 

proteina en geles desnaturdlizantes de poliacrilamida. Estos cambios 

electroforéticos concuerdan con la pérdida de los carbchidrates unidos a 

asparagina. Debiido a que cuando ambos residuos son substituidos el 

producto resultante tiene un peso molecular de 39,000 Mr('0).
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Al analizar la SHBG en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes, se obtienen dos bandas, cada una de las cuales 

representa un monémero con uno o dos oligosacdridos unidos a la 

molécula, como se muestra a continuacién: 

  

Por lo general en el humano los dos sitios de glicosilacién en asparagina se 

encuentran glicosilados |), y fos carbohidratos unidos en treonina no estan 

involucrados en las modificaciones en la movilidad electroforética de la 

proteina, ya que con fa eliminacién de este carbohidrato, ta movilidad no 

se altera. 

Tanto la ABP como la SHBG contienen cuatro residuos conservados de 

cisteinas en las posiciones 164, 188, 333 y 361. Estos residuos son los que 

forman los puentes disulfuro que unen a las diferentes subunidades en la 

proteina madura; uno dé los puentes esta formado por fa cys 164-188 y el 

otro por fa cys 333-381. Estos enlaces tienen importancia funcional para la
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proteina ya que al substituir una de tas cisteinas por serina en el residuo 333 

se elimina la capacidad de union para dihidrotestosterona (DHT){ 12). La 

estructura primaria de la proteina se presenta a continuacién: 

  

La SHBG tiene un peso moiecular estimado de 85,000 a 100,000 Da. En 

condiciones fisiolégicas se encuentra en forma dimérica con una 

capacidad de unién de 1 mo! de esteroide por homodimero. 

En su secuencia de aminodcidos se encuentra una larga porcién 

hidrofébica en la regién terminal. El significado funcional de esta 

caracteristica ain no se ha encontrado, mds sin embargo, se puede 

sugerir que estas regiones pudieran participar en la unidn a los ligandos de 

naturaleza hidrofébica. 

1.1.1 ADNc 

En 1985 se aisl6 el ADN complementario (ADNc) que codifica para esta 

proteina en varias especies, como en el humano, conejo y raténl'3.14.15), El
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ADNe fue aislado de higado fetal sugiriéndolo como su principal sitio de 

sintesis(4, 

La ABP de rata se sintetiza a partir de un ARNm de 1.7 kb que codifica para 

un precursor de 403 aminodcidos (44.5 kDa}, que sin el péptido sefal forma 

una subunidad de 373 residuos (41.1 kDa): Walsh y cols. 1986{'7) 

describieron que el ADNc codifica para un péptido de 373 aminodcidos 

(40.5 kDa), y al igual que en la rata, la SHBG humana tiene un pequefho 

péptido sefial de 29 residuos de aminodcidos. 

La homologia que comparten la SHBG/ABP humana y la de ta rata es del 

68% y contiene regiones altamente conservadas, especialmente entre los 

residuos 32-128, donde estan contenidos parte de fos dominios de unién al 

receptor, ademds de tener los cuatro residuos de cisteina que forman los 

dos puentes disulfuro que unen al dimero(!7.18), 

Al caracterizar el ADNc de la ABP humana se encontré que !a secuencia 

de aminodcidos es idéntica a la secuencia descrita para la SHBG. De esta 

manera se mostré que tanto la ABP como la SHBG son productos de un 

mismo genti®). 

1.1.2 Dominios funcionales 

La SHBG/ABP consta de tres dominios funcionales: uno de ellos de gran 

afinidad por los esteroides, otro es la regién que interactta con el receptor 

de membranas piasmdticas, y uno de ellos involucrado en !a estructura 

dimérica de la proteina.
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En 1986 Westphat y colaboradores describieron algunas caracteristicas 

importantes de la proteina, como la variacién que existe en la afinidad por 

los diferentes esteroides. 

Las constantes de afinidad que existen para los esteroides van desde una 

constante de asociacién (Ka) para DHT entre 1x10% M-1x107 M, mientras 

que las constantes de afinidad descritas para la testosterona y el estradiol 

son mucho menores!!9), 

La vida media plasmdtica de! complejo proteina-hormona es de 30-60 

minutosl2) y la regién donde se une el esteroide se encuentra localizada 

en la zona hidrofébica del! exiremo carboxilo terminal. En 1993 Joseph y 

Lawrencel2) mostraron que la eliminacién de 26 aminodcidos localizados 

en esta regién termina por completo con la secrecién y la actividad de 

unién de la proteina, por lo que el sitio localizado alrededor de los residuos 

139-150 es considerado como el sitio mds activo de la proteina. 

El dominio para el receptor membranal de SHBG/ABP se comprobé en un 

estudio realizado por Khan y colaboradores en 1990(22, en el que por 

medio de la digestién enzimdtica de ta proteina humana se identificaron 

10 residuos peptidicos que competian con la SHBG marcada por los 

receptores membranales prostdticos. Estos péptidos corresponden a un 

residuo de 48-57 aminodcidos, y esta regién localizada hacia la regién 

aminoterminal representa por lo menos parte del dominio que se encarga 

de la unién al receptor de membrana.
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1.2 Estructura y regulaci6n del gen 

El gen de la SHBG humana se encuentra localizado en el cromosoma 

numero 17 {(regién p12-p13)(24. La regibn que codifica para la proteina 

consta de 8 exones separados por intrones pequefios, como se muestra en 

el siguiente esquema: 

. o r (om wiov ve vu vin 

  

x 

of Wat ivy vivir cum vivig facinayy vivinvin 
ARNm 

mW 
Hammond(4) propone que los sitios iniciadores de fa transcripcién se 

encuentran localizados aproximadamente 600 pb en la regién 5’ antes del 

codén de metionina, por lo que esta regién contiene los elementos 

reguladores de ia proteina. Probablemente tas secuencias reguladoras 

mas interesantes localizadas en el gen de SHBG/ABP son las secuencias 

que dictaminan la expresién tejido especificol5. El gen de la SHBG 

humana contiene secuencias potenciadoras hepato-especificas, ademds 

se ha mostrado la existencia de secuencias localizadas en la regién del 

promotor en otros dérganos y tejidos diferentes al higado, como es ja 

mama, préstata, endometrio y. placenta. 

La regién codificante en los genes de esta proteina es extremadamente 

corta, ocupando 3.2 kb del ADN, y la mayoiia de fos intrones ocupan



Maestia en investigacién Siomédica Basica 

Unicamente entre 200 y 300 pb. Otra caracteristica de la secuencia de la 

SHBG es la presencia de elementos repetitivos(24). Estos elementos se 

encuentran localizados en los intrones, asi como en la regién 5’ donde se 

localiza el sitio iniciador de la transcripcién. La comparacién de la 

secuencia de aminodcidos de la SHBG, con las secuencias de otras 

especies como la ABP del ratén, muestra que ambos genes contienen 

algunos elementos especificos de repeticién inmediatamente después de 

la regién 5 homédloga, y esta similitud en la estructura es la que sugiere que 

estos elementos pudieran tener importancia funcional, participando en la 

regulacién de los procesos de empalmes a los que el ARN es sometidol?7). 

Recientemente se ha identificado la regién promotora alternativa en el 

gen de la ABP localizada a 1.5 kb de la regién 5 de la regién promotora 

previamente caracterizada. Esta regiébn promotora diferente actua en la 

sintesis de un ARN altemativo, con un exon | diferente (exon A) generando 

una proteina que contiene en su secuencia los exones del 2 al 8 clasicos a 

excepcién de exon nimero 7. La proteina resultante se expresa en 

testiculo, higado fetal y cerebro. Esta proteina ABP-semejante (ABP like) 

(46 KDa) presenta la secuencia N-terminal alterada, por lo que no se 

secreta ala circulacién, y no se une a esteroides(27.61), 

1.3 Regulacién hormonal 

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la hormona foliculo 

estimulante (FSH) y la testosterona estan involucrados en Ja regulacién de 

ABP sintetizada por las células de Sertoli. 

El efecto de diferentes hormonas sobre las concentraciones de SHBG en 

suero han sido estudiados por varios autores(2829.2.20), Se ha demostrado 

que los estrogenos y las hormonas tircideas incrementan las
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concentraciones de SHBG circulantes, mientras que los andrégenos tienen 

un efecto contrario disminuyendo la proteina del suero. Los 

glucocorticoides, la insulina y la prolactina suprimen a la SHBG de la 

circulacién)), 

Los cambios encontrados en la proteina circulante correlacionan 

directamente con modificaciones en e! ARNm de Ia proteina G1). 

}.4 Polimorfismo genético 

Se han identificado variantes electroforéticas de la SHBG utilizando 

isoelectroenfoque. Luckock y Cavalli-Sforza (1983}, Gershagen y cols. 

(1987), Larrea y cols. (1990) y VanBaelen (1992)(523334351, son los grupos de 

trabajo que han identificado variantes genéticas de SHBG. Por los 

resultados obtenidos, estos grupos de trabajo de forma independiente han 

identificado a la misma variante. 

£1 polimorfismo observado en las proteinas del suero de individuos sanos, se 

encuentra con una frecuencia alélica de 0.9 y 0.1, y existe variacion en las 

diferentes poblaciones del mundo, 

La proteina variante encontrada en condiciones de desnaturalizacién y 

teduccién, migra con un peso. molecular de 56, 52 y 48 kDa en lugar de la 

migracién caracteristica observada de 52 y 48 kDa. 

La proteina codificada tanto por los alelos homacigotos asi como por los 

alelos heterocigotos tienen secuencias N-terminales idénticas. 

Power y cols. 1992(3 demostraron que la variante de mayor peso 

molecular contiene una asparagina en lugar de un dcido aspadriico en el
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residuo 372, y este cambio de aminodcido genera un sitio potencial de 

glicosilacion, por lo que las modificaciones encontradas en la migracién 

estan ocasionadas por una cadena adicional de oligosacdridos. Las 

diferencias encontradas en la proteina mutante no logran modificar ni el 

sitio ni la capacidad para unir a los esteroides y fisiolbgicamente tiene un 

comportamiento idéntico al de la proteina nativa. 

1.5 Papeles fisioldgicos 

1.5.1 ABP como marcador de células de Sertoli 

La espermatogénesis es regulada de manera primaria por las células de 

Sertoli en los tubos seminiferos(37.38.391 y es en este sitio donde se regulan los 

andrégenos producidos por las células intersticiales de Leydig y otras 

células peritubulares{#). Las células de Sertoli contienen receptores 

nucleares de andrégenos, ademds de que requieren de la hormona 

foliculo estimulante (FSH) hipofisiaria para su diferenciacién, maduracién y 

funcidnis!.42.43.88), 

La célula de Sertoli secreta numerosas proteinas que sirven como factores 

reguladores, para estadios especificos de la espermatogénesis!445.46), y 

como resultado de esta influencia hormonal, las células tienen un 

funcionamiento ciclico que depende del estado del epitelio seminifero y 

de las concentraciones de algunas proteinas. Una de estas proteinas es la 

ABP(47), la mayoria de la cual se secreta dentro del tubo seminifero y solo 

una pequefia cantidad es secretada de forma basal hacia la 

circulacién(}. Los requerimientos de ABP tanto para su produccién como 

para su secrecién son similares a las que se requieren para la 

espermatogénesis(47.50), Esta proteina puede utilizarse como un marcador 

del desarrollo y funcionamiento de ta célula de Sertoli(5.
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1.5.2 Transportador de hormonas esteroides sexuales 

Las hormonas esteroides se unen a varias proteinas plasmdticas como la 

albGminals9!, aunque tiene una baja afinidad por los andrégenos y los 

estrogenos, mientras que la SHBG tiene una mayor afinidad por las 

hormonas esteroides(5!.52), 

De manera inicial el papel fisiotsgico de la SHBG se relacionaba 

Gnicamente con la funcién de transportar y regular concentraciones de 

esteroides sexuales. El mecanismo de accién planteado fue el de “la 

hormona libre“(53.54.55), donde se reconoce a ja SHBG como un reservorio 

de hormonas esteroides y sdélo la fraccién libre de la hormona, es decir la 

fraccién que no se encuentra unida a ningun tipo de transportador, es 

bioldgicamente activa y por lo tanto capaz de interactuar con los érganos 

blanco. 

Una caracteristica importante es que el complejo SHBG/hormona tiene 

alta velocidad de disociacién, y esta caracteristica , puede estar 

relacionada con su funcionamiento!s4. 

Se ha observado que la existencia de otros factores en la sangre y tejidos 

pueden afectar las propiedades de unién de ta proteina y modular el nivel 

de hormona libre('38), Uno de estos factores que generan una modificacién 

en la capacidad de unién a la proteina son tos dcidos grasosis7.58). Se ha 

observado que los dcidos grasos saturados no esterificados modifican la 

capacidad de uniédn y las propiedades inmunoldgicas y electroforéticas de 

la proteina sérica. Estas modificaciones pueden ser el resultado de la 

interaccién de los dcidos grasos no esterificados con la proteina, 

reduciendo el acceso de los esteroides a la SHBG, asi como también, 

cambiando la carga neta de la proteina y modificando la organizacién 

an
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dimérica propia de la estructura proteica: mientras que por otro lado los 

-4cidos grasos saturados no esterificados estabilizan la molécula 

incrementando ta afinidad por los esteroides. 

Todas estas evidencias experimentales donde la relacién de la proteina 

con su figando es mucho més estrecha que solo el de transportarlo, nos 

llevan al concepto que esta proteine- extracelular tiene otras implicaciones 

fisiologicas, ademas de unir y transportar hormonas esteroides sexuales. 

1.5.3 Receptores de membrana 

Se ha logrado demostrar que tanto la ABP como la SHBG son capaces de 

interactuar con proteinas localizadas en las membranas plasmaticas de los 

tejidos hormonodependientes como la préstata humana, el endometrio, ta 

placenta, mama y algunas lineas celuleres especificas derivadas de estos 

tejidos(s!-64), En 1990, Rosner y colaboradores'¢) denominaron a estas 

proteinas “receptores membranales", ya que a! estudiar las caracteristicas 

de estos componentes proteinicos encontré semejanza con las de los 

receptores ya descritos. Por otro lado se ha demostrado !a capacidad que 

tienen estas proteinas de generar sefiales de transduccion cuando se lleva 

acabo la interaccién de la SHBG con el receptor. 

Todos los datos informados en-la literatura concuerdan en la existencia de 

un sistema de reconocimiento de alta afinidad; sin embargo, este sistema 

puede variar en su capacidad de unién, dependiendo del tejido 

estudiado. De acuerdo a estudios de uni6n y desplazamiento — Scatchard 

plot — existen por lo menos dos sitios de unién. Uno de ellos es el descrito 

por Rosner y cols.(#), que consiste en un sistema de reconocimiento en 

membranas de préstata que cuenta con una constante de disociaci6n 

(Kd) de 2x108M, y otro es el sitio de unién en el endometrio con mayor 

12
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afinidad (3x10-12 M)Is7). Sin embargo, aunque se describan estas 

diferencias, todos los sistemas estudiados tienen sitios de unién especificos 

para fa SHBG. 

Lo que ha hecho mds interesante el estudio de estos sistemas de 

reconocimiento son las diferencias encontradas en ia participacién de los 

esteroides, ya que una vez que la proteing se ha unido a la membrana, Ia 

presencia o la ausencia del esteroide puede reflejar la interaccién de la 

proteina con el receptor, y su posible repercusién en funciones 

intracelulares como Ia internafizaci6n o la acumulacién de segundos 

mensajeros. 

El grupo encabezado por Roesner demostré en 199016) que Unicamente la 

proteina libre de ligando es capaz de unirse a jas membranas prostdticas, y 

una vez que la SHBG se encuentra unida a su receptor mantiene su 

capacidad para unir esteroides, con estas observaciones se ha 

establecido un modelo de estudio en donde se propone a la SHBG como 

una proteina alostérica, lo cual explicaria el mecanismo de accién de la 

SHBG en la membrana plasmdtica, como se muestra en el siguiente 

esquema: 

13
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Rosner y colaboradores demostraron que la adicién de SHBG-DHT al 

sistema de células neopldsicas de préstata aumenta la concentracién de 

AMPci48.49.70), Este incremento ocure cuando la SHBG no unida al esteroide 

se agrega a las células antes que la hormona, mientras que la adicién del 

complejo SHBG/DHT no detecté ningun efecto en la cuantificaciébn de 

segundo mensgjero. Sin embargo, Strel’chyonok y Avvakumov encontraron 

que los estr6genos son necesarios para que se lleve a cabo el 

reconocimiento al receptor. Estos autores no encontraron la participacién 

activa de ningun otro esteroide, por lo que se sugiere que las diferencias 

encontradas pueden ser debidas a las metodologias utilizadas en {os 

estudios, asi como también a una posible influencia de la proporcién con 

la que se une Ia proteina al receptor. Ademds, no se debe descartar que 

existan diferencias estructurales en los receptores dependiendo del sitio 

donde se estudie el sistema. 

Otro factor importante que se debe considerar para que la interaccién 

proteina-receptor se lleve a cabo es la presencia de carbohidratos, los 

cuales son requeridos para que se establezca el reconocimiento con la
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membrana, ya que se ha observado que la desializacién de la SHBG no 

influye en ta unién al esteroide, pero puede resultar en una completa 

pérdida de la capacidad para unirse a las membranas plasmaticas(71), 

En estudios mds recientes se han caracterizado receptores para SHBG en 

otros tejidos. El grupo de Ia Dra. Porto los identific6 en érganos sensibles a la 

accién de los estrégenos como una linea celular de adenocarcinoma de 

mama (MCF7}, endometrio de mujeres premenopdusicas y mama (72-79), 

También se han encontrado sitios de alta afinidad para la ABP en las 

membranas de epididimo humano. El peso molecular de los receptores 

identificados es de alrededor de 174,000 Mri77.80), 

Cuando se estudiaron estos receptores en otros érganos que no son 

sensibles a la accién de las hormonas esteroides sexuales como el colon, 

musculo estriado, bazo y el cerebro no se pudieron localizar por lo que se 

sugiere que Unicamente los érganos dependientes de esteroides sexuales 

presentan este tipo de sistemals)), 

ta funcién de estas proteinas de unién localizadas en las membranas 

dentro de los procesos fisiokégicos abn se encuentra en estudio. La 

caracterizacién, identificacién y clasificaci6n de estas proteinas pudiera 

dar una pauta para identificar el gripo de receptores que activan, asi 

como también a los procesos de transduccién a los que estuviera ligada.
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1.6 Nuevas funciones 

La homologia estructural de la SHBG con otras proteinas merece especial 

atencién. La secuencia de aminodcidos de {fa proteina presenta gran 

similitud con algunas proteinas del plasma, de la matriz extracelular y del 

desarollo, como Ja proteina $1885), la laminina y algunas proteinas de 

regulacién de la drosophyla. Cuando se realiz6 una comparacién entre las 

secuencias de estas proteinas con la secuencia de SHBG/ABP, se observé 

que la regién mds conservada pertenece a la identificada como el 

dominio de unidn al receptoris). Mds aun, las cuatro cisteinas 

caracteristicas de la estructura de {a SHBG/ABP se encontraron en todas las 

secuencias estudiadas. 

Estos hallazgos han abierto la posibilidad de que la SHBG pueda 

encontrarse involucrada en algunos eventos fisiolbgicos de regulacién o 

desarollo y diferenciacién celular, aunado al hecho de que (1) la proteina 

se encuentre regulada de manera temporal, (2) el ARN esté sujeto a 

empalmes alternativos perdiendo la propiedad para unir esteroides(85-68), 

(3) las observaciones de que la rata adulta carece de la SHBG pero sin 

embargo se encuentra presente durante la etapa fetal, puede implicar la 

posibilidad de que fa proteina intervenga en algunos de los eventos 

fisiol6gicos ocuridos en los érganos blanco para ella. 

16
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1.7 Tejido placentario 

La placenta es un érgano endécrino, temporal y conforme se diferencia va 

adquiriendo independencia funcional de la madre, de tal forma que 

durante la gestaciébn actua como un eje hipotdlamo-hipdfisis-6rgano 

blanco. El trofoblasto es la célula derivada de la capa externa del 

blastocisto y es ta encargada de mediar la implantacién asi como también 

la placentacién. El citotrofoblasto o célula troncal placentaria puede 

diferenciarse en tres tipos celulares: 

a) vellosidades sinciciotrofoblasticas, 

b) trofoblastos de anclaje o células columnares, y 

C) trofoblastos invasivosis?), 

1.7.1 Sinciciotrofoblastos 

Son las células encargadas de sintetizar y secretar la mayoria de fos 

productos hormonales de ta placenta que son criticos para mantener el 

embarazo en la fase temprana de la gestaci6ni9), La gonadotropina 

coriénica humana (hGC) es la hormona esencial para mantener la sintesis 

y secrecién de la progesterona por el cuerpo ldteo del embarazo. Esta 

actividad hormonal, al final del primer trimestre. depende casi 

exciusivamente de la capacidad de la placenta para continuar con el 

proceso gestacional. Durante el tercer trimestre. 1a placenta produce 

lactégeno placentario, asi como otros productos tales como ta 

glicoproteina Bl-especifica det embarazo(%), el inhibidor de! activador de 

plasminédgeno tipo 2193), la hormona del crecimiento, algunas 

colagenasas y la trornbomodulinal’677), 

Estudios in vitro han identificado diversos compuestos que son capaces de 

diferenciar a los citotrofoblastos mantenidos en cultivo en un fenotipo
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endécrinol%), Aigunos de estos factores son el adenosin monofosfato 

ciclico (AMPc)(9?.100), el factor de crecimiento epidermal’), y la misma 

hGCN02), La adicién de 8-Br-AMPc al cultivo de los citotrofoblastos, induce 

su cifodiferenciacién endécrina caracterizada por la sintesis y secrecién de 

hGC2), y participa ademas inhibiendo la secrecién de fibronectina y de 

trofouteronectinat's. 19), Estos datos sugieren la presencia de diferentes 

respuestas en la citodiferenciacién de las células del trofoblasto e implica 

su activa participacién en los procesos bioquimicos y hormonales de la 

placenta. 

1.7.2 Trofoblastos de anclaje 

Este tipo celular representa a los trofoblastos que proliferan del 

citotrofoblasto al contacto con las vellosidades coriénicas en el estroma 

decidual durante el proceso de la piacentaciénIproteina implicada en 

este fendmeno que da como resultado el anclaje con el Utero es un tipo 

especifico de fibronectina denominada trofouteronectina (TUN}|4). Esta 

fibronectina es sintetizada cuando los trofoblastos hacen contacto con la 

matriz extracelular. El factor transformante del crecimiento tipo B (TGF A'951) 

y el factor inhibidor de leucemia (UF)'%) son considerados como los 

productos de sintesis del complejo decidua-trofoblasto y endometrio 

respectivamente('®). Estos factores estimulan la secrecién de TUN e inhiben 

la sintesis y secrecién de hGC(105.106), 

1.7.3 Trofoblasto invasivo 

El proceso de placentacién involucra ia presencia de poblaciones 

invasoras de células del trofoblasto. Este proceso se acompana de la 

formacién de -vasos de capacitancia permitiendo el flujo sanguineo 

necesario para la gestacién. Durante la placentacién las células invasoras 

del trofoblasto sintetizan proteasas de matriz extracelular(?5) llevandose a



we
 

Infroduccién 

cabo la remodelacién de la unidad conformada entre la placenta y el 

endometrio(!07-112), 

Estas observaciones sugiefen la presencia de sefales de activacién a las 

diferentes estirpes celulares generadas por el trofoblasto para iniciar y 

mantener el proceso de la gestacién. 

1.8 Hormona proteinica 

1.8.1 Gonadotropina coriénica 

Esta glicoproteina es de importancia critica durante el embarazo. Su 

funci6n es mantener el cuerpo liteo y las concentraciones de 

progesterona. Se utiliza como marcador del embarazo por ser uno de los 

productos secretados en etapas mds tempranas. Ohlsson y cols,(1!3) 

mostraron por medio de hibridacién in situ la existencia de transcriptos para 

la unidad B de la gonadotropina coriénica en el blastocisto humano antes 

de Ia implantacién. Kato y Braunstein!'!4) demostraron que los trofoblastos 

del primer trimestre secretan mayores cantidades de hGC que los 

trofoblastos de placentas a término, sugiriendo de este modo que el 

trofoblasto en cultivo mantiene su capacidad reguladora en los diferentes 

dias de cultivol''5), Para estudiar la regulacién que existe durante la 

placentacién y la gestacién se utiliza el modelo de cultivo primario de 

trofoblasto. La regulacién hormonal de la hGC se muestra en la siguiente 

tabla.
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Factor Trofoblasto | Efecto sobre la secrecién de hGC 
trimestre 

Ample Término Estimuta. 
AGCHG) Término Estimuta 
GnrRHtst Témino Estimula 

| Agonistap-adrenérgico!!'7)_| Primero Estimula 
Dexametasonatl'21'%) Término Estimula 
Inhibing!!20) Término. Inhibe 

Activina!)20.121.122) Primero Aumenta la estimuiacién de GnRH sobre la 
secreci6n de hGC 

EGFUO1.126) Primero/Término_| Estimuto. 
Hormonas tiroideas!'74) Primero/Término __| Estimula 
TSHU231 Término inhibe 
(LE-11124) Primero Estimula 
ILE-6{125) Primero stimula 
Membrana basall!27) Primero Estimula 
Proteinas de la deciduat!2”)_| Término inhibe 

Prolactinat!24) Término Inhibe     
  

Ademéds de las funciones endécrinas ya conocidas (30), la hGC tiene otras 

funciones a lo largo de la gestacién. Shi y colaboradores('2) mostraron que 

durante el fenémeno de placentaci6n las concentraciones de hGC en la 

parte media de la placenta son mayores, por lo que los citotrofoblastos 

tienden a diferenciarse y fusionarse para promover el crecimiento 

placentario. En este periodo de diferenciacién del trofoblasto, el anclaje y 

la invasién es reprimida, sugiriendo de esta forma una funcién autécrina de 

la hGC capaz de regular los fenémenos celulares en curso!'%). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Conocer ef papel funcional de la SHBGh en la placenta humana 

mantenida en cultivo. 

2.2 Objetivos especificos 

« Describir el efecto de la SHBG en presencia o ausencia de hormonas 

esteroides sobre los mecanismos de transduccién de células del 

trofoblasto mantenidas en cultivo. 

« Conocer el efecto de la SH8Gh sobre !a sintesis de proteinas sintetizadas 

por el trofoblasto mantenidas en cultivo. 

e Describir la movilizacién de segundos mensajeros del tipo de AMPc 

estimuladas con SHBG y hormonas esteroides. 

a



3. MATERIAL Y METODOS 

3.1 Material 

La albtmina sérica bovina (ASB), cloramina T, metabisulfito de sodio, 

yoduro de potasio (Kl); folin fenol Ciocalteu, AMPc, trietil amina, anhidro 

acético, acido acético, Trizma base, glicina, dodecil sulfato de sodio (SDS). 

tripsina, DNAasa, B-mercapto etanol, Sepharosa 48, carbén, dextran, 

Coloidal PVP coated silica (Percoll), fueron obtenidos de Sigma Chemicals 

CO. (St Louis Mo). El cloruro de sodio (NaCi}, acetato de sodio . hidréxido 

de sodio (NaOH), etanol, fosfato de sodio monobdasico, fosfato de sodio 

dibdsico, bicarbonato de sodio, sulfato cUprico, tartrato de sodio fueron 

obtenidos de J.T Baker SA (México). 

Los materiales para la electroforesis en geles de poliacrilamida utilizados 

fueron !a acrilamida, N N ’metilen bisacrilamida, NN’ dialiltartadiamida, 

N.N,N’.N'-tetrametilene diamida (TEMED), persulfato de sodio asi como los 

estandares de peso molecular pretefiidos fueron obtenidos de Bio-Rad 

(Richamond, CA}. El Sephadex G-100 se obtuvo de Pharmacia Chemicals 

(Upssala, Sweden }. Para el cultivo se utilizé medio minimo modificado de 

Eagle, la solucién salina de Hanks libre de calcio, y el suero fetal de ternera, 

estos reactivos se obtuvieron de GIBCO BRL. El !!25 fue obtenido de 

ca
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Amersham Int. (England). Los esteroides radioinertes fueron obtenidos de 

Steraloids Inc. (Wilton, NH}. 

3.2 Cultivo primario de trofoblasto 

El modelo biolégico utilizado fue el cultivo primario de células del 

trofoblasto. Este se realizé siguiendo la técnica descrita por Kliman y cols. 

(92). Se utilizaron placentas normales a término (obtenidas del hospital 

Angeles del Pedregal bajo el consentimiento de el comité de ética del 

Instituto Nacional de la Nutricién) (36-40 semanas) inmediatamente 

después del parto ya fuera via vaginal o por operacién cesdrea. 

Se disecaron 30g de cotiledones de la regién comespondiente a lo cara 

materna de la placenta. Se retiré todo el material vascutar y fibroso y el 

tejido se lavé con solucién salina al 0.9% a temperatura ambiente para 

eliminar el exceso de sangre. El tejido fue cortado y sometido a tres 

digestiones enzimdaticas con tripsina y DNAasa en solucién salina de Hanks 

libre de calcio y magnesio como se muestra en la tabla 1. Las digestiones 

enzimaticas fueron realizadas a 30 °C durante 30 minutos. 

  

  

  

          
  

DNAasa Tripsina Hanks 

0.2 mg/ml 125% 150 ml 

0.1 mg/ml 104% - 300 mi 

0.06 mg/ml 93% 75m 

Tabla 1 

Con la finalidad de separar las células, el sobrenadante de las tres 

digestiones enzimaticas se colocé y centrifugé a 1000xg durante 5 minutos 

en tubos de 15m! de poliestireno conteniendo 1.5ml de suero fetal de 

ternera (SFT) inactivado a 57°C. Los precipitados resultantes se 
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resuspendieron en 0.3 ml de Medio Dulbecco Minimo modificado de Eagle 

(DMEM-HG) con 25 mM de HEPES y 25 mM de glucosa. El resultado de las 

digestiones enzimdticas se colocé en un gradiente discontinuo de Percoll 

del 5 al 70% {vol./vol.). Como se muestra a continuacién (Tabla 2} 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

Num.Tubo {%de Percoll |mlPercoll - [ml HANKS 1X 

90% 

1 70 2.33 0.67 

2 65 2.17 0.83 

3 60 2.00 1.00 

4 55 1.83 1.17 

5 50 1.67 1.33 

6 45 : 1.50 1.50 

7 40. 1.73 1.67 

8 35 1.17 _ 1183 

9 30 1.00 2.00 

10 25 0.83 2.17 

rn] 20 0.67 2.33 

12 15 0.50 2.50 

13 10 0.33 2.67 

14 5 0.17 2.83 

Tabla 2 

El gradiente se centifugé a 1200xg .durante 20 minutos. Al final de la 

centrifugacién se observan tres regiones: (1) el precipitado compuesto 

Principalmente por eritrocitos y polimorfonucleares, (2) una capa superior 

que contiene tejido conectivo, vasos sanguineos y fragmentos de la 

vellosidades, y (3)en la parte media del gradiente (regién que 

coresponde a la densidad de 1.048-1.062 g/ml} se distingue una banda 
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que contiene en su mayoria una poblacién uniforme de células 

mononucleadas. Estas células fueron extraidas, lavadas con DMEM-HG y 

centrifugadas a 1200xg durante 10 minutos. 

Los trofoblastos purificados se diluyeron a@ una concentracién de 

8 x 106 cels/ml con DMEM-HG el cual se acondicionéd con 4mM de 

glutamina, 50 pg de gentamicina, y SFT al 20% vol./vol. tratado con carbén 

dextran. , 

Las células se sembraron en cajas de 6 pozos (3.5 mm)y fueron incubadas 

a 37 °C con una atmésfera con 5% de CO2 y 95% de aire. 

3.3 Disefio experimental 

Los disefios experimentales se llevaron a cabo de la siguiente manera: 

La duracién del cultivo fue de 4 dias (96h) a partir del momento de la 

siembra, mismo que fue considerado como tiempo cero. Se utilizaron 

2x 106 células por pozo. La formacién de sincicios es de 24 a 48h, 

momento en el que se considera que el cultivo es capaz de responder a 

estimulos externos. Los cambios en la diferenciacién celular se observaron 

por medio de microscopia de luz. 

Con ia finalidad de promover la adhesién y la diferenciacién celular 

durante las primeras 48 h, se utilizé medio de cultivo adicionado con suero 

fetal de ternera (SFT) al 20%, inactivado a 57°C y tratado con carbén 

dextran, lo que elimina los esteroides presentes en el medio. 
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A las 48h se retirS el medio de cultivo, se lavaron las céluias con medio 

fresco fibre de SFT, y se iniciaron tas incubaciones experimentales con 

medios libres de suero y con diferentes estimulos. A las 72h de cultivo se 

realiz6 un nuevo cambio de medio y se continué con tas diferentes 

estrategias experimentales. El cuitivo finaliz6 a las 96h y se realizaron las 

siguientes determinaciones: 

A. Cuantificaci6én de Proteinas: las células se despegaron y guardaron en 

I ml de solucién salina al 0.9% a -20°C hasta la cuantificaci6n de 

proteinas por el método de Lowry(!3). 

B. Cuantificacién de AMPc: las células se recuperaron junto con el medio 

de cultivo. La suspensién celular se someti6 a una temperatura de 

95 °C por 5 minutos, y posteriormente se colocé en hielo guardando las 

alicuotas a -20 °C hasta su utilizacién. 

Cc. Cuantificacié6n de hGC: se emplearon los medios de cultivo, los cuales 

se cambiaron cada 24 horas durante las 96 horas que duré el cultivo. 

Estos medios se colectaron y congetaron hasta su posterior uso. 

En todos fos casos se incluyeron como controles células estimuladas con 

8-BrAMPc con la finalidad de evaluar viabilidad celular y capacidad para 

responder estimulos, También se evalué un grupo control con células no 

estimuladas. 

3.4 Purificaci6n de SHBG 

La purificacién de SHBG se realizé a partir de 2litros de sangre 

retroplacentaria, obteniéndose el plasma mediante centrifugacién a 

1000xg durante 30 minutos. El resultado de 2 precipitaciones con sulfate de 
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amonio al 18% se resuspendié en agua y se dializ6 contra una solucién 

amortiguadora Tris Glicerol pH 7.4 (Tris HCI 0.01 M y glicerol 10%) por 24ha 

4c. . 

Et dializado resultante se recirculé por columna de afinidad (Cl Sepharosa} 

activada con un andrégeno sintético y previamente equilibrada con 

soluci6n amortiguadora de Tris HCl 20 mM dimetil formamida 10% y cloruro 

de potasio 1M pH 7.4 TDK) durante 48 h. La SHBG unida a ta columna se 

eluy6 con una solucién de dihidrotestosterona (DHT). Se deferminé la 

concentracién de proteina mediante absorbancia a una longitud de-onda 

de 280 nm y la capacidad de unién se midio por medio de estudios con 3H- 

DHT. Las fracciones de mayor concentracién y mayor actividad de unién 

se concentraron en equipo de ultrafiltracién, hasta obtener un volumen de 

50 ml. Como paso final de purificacién se realizé una cromatografia de 

filtracién en gel de Sephadex G-200. Las fracciones obtenidas se analizaron 

nvevamente para determinar su concentracién y su capacidad de unién 

a andrégenos''29), 

3.5 Radioinmunoanidalisis 

3.5.1 lodacién 

La hGC fue marcada con '25 por el método de cloramina T 0) de la 

siguiente manera: se incubaron 24g de hormona pura en solucién 

amortiguadora de fosfatos salinos (fosfato de sodio monobdsico, fosfato de 

sodio dibdsico, NaCl pH 7.4 PBS 0.01 M} con 1 mCi de '25 y una solucién de 

cloramina T (1 mg/ml) en PBS 0.01 M, durante 50 segundos. Para detener la 

reaccién se agregd metabisulfito de sodio(2mg/m)), lavandose 
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posteriormente el tubo de reaccién con yoduro de potasio al 1% y 

sacarosa 1.5% en amortiguador de fosfatos. 

La purificaci6n de ta hormona marcada se realizé por medio de una 

columna de Sephadex G-100 equilibrada con solucién amortiguadora PBS 

y ASB 1%, y se colectaron fracciones de 0.5 ml. 

La actividad especifica obtenida de la hGC marcada fue de 10-35 uCi/ug, 

y el porcentaje de unién al anticuerpo en una dilucién fija de 1:100,000 fue 

de 35-65%. 

3.5.2 Determinacién de la Gonadotropina coriénia 
humana 

La determinacién de las concentraciones de hGC en los medios de cultivo 

se realiz6é siguiendo la metodologia descrita por Sufi y colaboradores(!3)), 

Todas las muestras del estudio fueron incluidas en una misma andllisis en 

incubaciones por triplicado. Para el radioinmunoandlisis (RIA) se utiliz6 

como estandar una preparacién altamente purificada de hGC (hCG CR 

125), proporcionada por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de 

Bethesda, MD EUA. 

Las concentraciones del estandar fueron de 0.1251ng hasta 30 ng/tubo, 

obteniendose asi la curva estandar tipo. El anticuerpo anti-nGC se utilizé a 

una dilucién final de 1:100,000. El andlisis de la reaccién cruzada del 

anticuerpo mostré para la subunidad B un porcentaje de 3.22% y para la 

fraccién a libre de 1.23%. La sensibilidad del andlisis fue de 0.125 ng/tubo. 
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El protocolo de reaccién se realiz6 de ta siguiente manera: 100 pl de 

estandar o muestra problema, 100 pl de '251hGC (20,000 cpm}, y 100 nl de 

anticverpo anti-hGC. Se incubé la reaccién de 16-20h a temperatura 

ambiente y se afiadieron100 pl de un anticuerpo de y-globulina anticonejo 

producida en borrego. Se centrifugé después de 2 h de incubacién. 

La incubacién con segundo anticuerpo se realizé 2h a temperatura 

ambiente después de lo cual se centrifugé a 1000xg durante 30 minutos. La 

tadiactividad del precipitado se cuantific6 en un contador para 

tadiaciones y. 

Como pardmetros de control de calidad se calculé el coeficiente de 

variaci6bn dentro y entre fos andlisis, los cuales fueron < 10% y <14% 

respectivamente. 

3.5.3 Cuantificacién de AMPc 

Las concentraciones de AMPc totales se determinaron segun la técnica 

descrita por Knecht y colaboradores('322 como se menciona a 

continuacién. Las muestras para la prueba se incluyeron en una misma 

cortida por tripticado. Para el RIA se utilizé como estandar preparaciones 

de AMPc. Las concentraciones del estandar partieron de 4 fmol hasta 

500 fmol/tubo. La dosis que desplaza un 50% de AMPc se encuentra a una 

concentraci6én de 40 fmol/tubo y la sensibilidad del andlisis es de 

4 fmol/tubo. El anticuerpo especifico contra AMPc (Anti AMPc CV-27 NDKK 

EUA), fue utilizado a una dilucién final de 1:70,000 con fa cual ef anticuerpo 

unié del 35-40% del trazador. 
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La reaccién se llevé a cabo con 100 nl del estandar o de las muestras 

problema en solucién de acetato de sodio 50mM, las cuales fueron 

previamente acetiladast's2], 100 ul de 1251 tirosylmetyl éster de 2'-O- 

monosuccinil adenosine 3'-5' monofosfato ciclico (10,000 cpm), y 100 pl de 

anticuerpo antiAMPc en solucién de acetate de sodio 5 mM. 

Se incubé durante 1824h a 4°C y se afadieron 3ml de etanol. Se 

centrifug6 a 1000xg durante 30 minutos. Se determiné el porcentaje de 

unién de radiactividad contenida en el precipitado. La variacién intra 

ensayo fue < 12%. 

3.6 Pruebas estadisticas 

Los valores mostrados en el presente estudio representan la media de 6-20 

pozos de un mismo cultivo + la desviacién estandar. Todos tos experimentos 

fueron realizados en tres ocasiones. 

La significancia estadistica se establecié utilizando un analisis de varianza y 

la prueba de Walter Dunkan; p<0.05 fue considerada como 

estadisticamente significativa. 
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4, RESULTADOS 

4.1 Secrecién de hGC 

Para la validacién del cultivo de células del trofoblasto se eligié estudiar la 

secrecién de hGC. Esta hormona es uno de los principales productos de 

sintesis y de secrecién det sinciciotrofoblasto —célula encargada de las 

funciones endécrinas durante la placentacién y a lo largo de la gestacién. 

Por medio de microscopia de luz se estudio to agregacién y 

citodiferenciacién de los trofoblastos in vitro. Las células se cultivaron en 

medios suplementados con suero fetal de temera (SFT). y una vez 

diferenciados los trofoblastos, éstos fueron estimulados con un andlogo no 

hidrolizable del AMPc (8-BrAMPc} a una concentracién de 1.5mM. La 

estimulacisn se llevé a cabo durante el segundo y tercer dia de cultivo (48 

y 76h). 

De manera inicial demostramos que al igual que sucede in vivo, las células 

del trofoblasto mantenidas en cultivo son capaces de sintetizar y secretar 

hGC al medio. Como se muestra en la tabla 1 las células del trofoblasto 

secretaron 26ng/mg de proteina durante las primeras 24 horas, con un 

incremento progresivo a lo largo del tiempo de cultivo hasta alcanzar su 

maximo a las 96 h de cultivo. 
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SFT _| Tiempo de cultivo 

+ 24 

+ 48 

- 72 

- %6 

  

Tabla 1 

Secrecién basal de hGC en cultivos de citotrofoblasto. 

Las células se cultivaron con suero fetal de ternera durante las primeras 48 hr tiempo en el 

cual las células se lavaron, y se siguieron cultivando con medios libres de suero fetal. La hGC 

fue cuantificada por ensayos de RIA en el medio de cultivo de cada 24 hr. 

Como se muestra en Ia fig lesta secrecién se modificé al haber estimulado 

el cultivo con el andlogo del AMPc. Se observé que existen cambios 

cuantitativos en la concentracién de hGC en las células estimuladas con 

SFT en relacién a las células que se cultivaron sin suero. 

Sin embargo, como se muestra en la Figura , ambos grupos son capaces 

de responder al 8-BrAMPc. 
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Figura 1 

Efecto del 8-BrAMPc sobre la secrecién de hGC en cultivo de citotrofoblastos._ 

Las células fueron cultivadas durante 94 h con (O} y sin (¥} suero fetal de ternera inactivado. . 

Los sincicios trofoblastos en cultive fueron estimulados con el andiogo de! AMPc {1.5mM) 

después de 48h a partir de la siembra. La hGC fue cuantificada por ensayos de 

Radioinmunoanéilisis (RIA) en el medio de cultivo cada 24 h desde el momento de la siembra. 

Cada punto representa la’ media + desviacién estandar de tres cultivos, en muestras por 

triplicado. 

Con la finalidad de estudiar cémo las células de la placenta humana a 

término son capaces de responder a otro agente con efectos asociados a 

la secreci6n de hGC, las células del trofoblasto se incubaron en medios 

libres de suero con GnRH 15nM y 30nM respectivamente. La GnRH se 

aftadié durante el segundo y tercer dia de cultivo (48 y 72h) y la respuesta 

obtenida en términos de secrecién de hGC fue estudiada al cuarto dia 

(96 h) de cultivo (Figura 2). 
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Figura 2 

Efecto de dos dosis de GnRH sobre la secreclén de hGC en cultivo de citotrofoblasto. 

Después de 24h a partir de Ia siembra, las célulos fueron incubadas en medios fibres de suero 

conteniendo GnRH en dos dosis diferentes {i. e..15 y 30.1nM, respectivamente). La incubacién 

se lev a cabo durante dos dias consecutivos. Los medios fueron cambiados cada 24h y al 

final de la incubacién (96 h} se cuantificé hGC por RIA en el medio de cultivo. Cada bara 

Tepresenta la media + desviacién estandar de tres cultivos. Los cultivos tratados con GnRH 

secretaron mds hGC (P < 0.00!) que los grupos celulares no estimuiados {testigos). 

La figura 2 muestra que la adicién de GnRH a las células de la placenta, 

induce el aumento significative de hGC (P< 0.001) en comparacién de 

incubaciones paralelas en ausencia del estimulo (basal). 

Todos estos resultados demvestran que las células del trofoblasto cultivadas 

en medios libres de suero y bajo las condiciones experimentales descritas 

presentaron una adecuada respuesta bioquimica a los agentes 

estimuladores utilizados. 
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4.2 Purificaci6n de SHBG 

Los resultados de la electroforesis de proteinas mostraron que la SHBG 

purificada es una preparacién homogénea y de alto grado de pureza 

(Figura 3), mientras que fos resultados de uniédn demostraron que la 

proteina purificada es capaz de unir andrégenos (DHT). La SHBG obtenida 

mostré tener una actividad especifica 2,800 veces mayor a la actividad 

encontrada en estudios con suero. 

92 K 

66 K 

45 K 

29 K 

14 « 

  

Figura 3 

Electroforesis de SHBG en ge! de pollacritamida. 

Se realizé una electroforesis de proteinas con SHBG purificada de suero de mujer 

embarazada. En un ge! desnaturalizante de potiacrilamida (12.5%), se aplicé una alicuoto de 

SHBG (5 pg} purificada de suero de mujer embarazada. La finea | muestra la proteina pura 

mientras que la linea 2 muestra los marcadores de peso molecular. 
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4.3 Efecto de la SHBG sobre la secrecién de hGC 

Con la finalidad de observar el efecto de la SHBG pura sobre nuestro 

modelo experimental, se realizé un estudio de cinética de tiempo 

vatorando la secrecién diaria de hGC al medio de cultivo, tanto en 

presencia como en ausencia de dicha protefna (Figura 4). A las 48h de 

cultivo las células del trofoblasto libres de SFT fueron estimuladas con una 

concentracién final de SHBG de 1 nM. El resultado mostré un incremento 

significative (P < 0.05) en las concentraciones de hGC secretadas al medio 

de cultivo en el dia 3 (96h} con respecto al grupo celular incubado en 

ausencia de SHBG. 
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Figura 4 

Efecto de la SHBG y esteroldes, sobre la secrecién basal de hGC por los 

sinciciotrofoblastos mantenidos en cuitivo. 

Las células fueron incubadas con medios acondicionados con SFT al 20% durante tas primeras 

24h desde el momento de la siembra. A las 48h del culfivo se retiré el suero y los células 

fueron expuestas a 1 nM de SHBG durante 24h. Posteriormente se lavaron e incubaron en 
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con y sin (-) esteroides (E} durante un periodo adicional de 24h. En los tiempos ariba 

indicados se recuperé el medio de cultive y se realizaron cuantificaciones de hGC. Cada 

punto representa lo media + desviacién esténdar de por io menos dos experimentos 

individuates y las muestras fueron analizadas por fripicado. Los testigos El (t} utilizados fueron. 

células incubedas en medios de cultivo sin estimulo aiguno y células estimutadas sin SHBG y 

con esteroides (DHT y E}. 

4.4 Participacién de los esteroides sobre la 
secrecién de hCG 

Como muestran !os resultados anteriores, la SHBG pura tiene un efecto 

estimulante sobre las células del trofoblasto mantenidas en cuiltivo. Para 

evatiuar la participacién de los esteroides DHT y estradiol (£2) sobre el 

cultivo celular, se utilizaron células del trofoblasto previamente incubadas 

con SHBG por un tiempo de 24h. Las células fueron lavadas e incubadas 

tanto con como sin los esteroides ya mencionados a una concentracién 

final de 10 nM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2. 

  

  

  

  

  

          

Horas de cultivo | Estimulo | hCG (ng/mg proteina) 

24 - 26:7 

48 - 29% 6 

72 *SHBG 100+ 10 

SHBG 942 8 

96 seEQ 156 12 

**DHT 180# 14 

. 32% 6 

Tabla 2 

*P< 0.05 vs celulas no estimuladas 

**P< 0.05 vs células estimuladas SHBG (72 hr) 
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Cuando se comparan los valores obtenidos de las células incubadas con 

la proteina a las 72h, se observé que los esteroides incrementaron la 

secrecién de hGC al medio de cultivo. Al evaluar los resultados de células 

que habian sido incubadas en presencia de SHBG pero sin esteroides, no 

se encontré ning&n efecto significativo en las concentraciones de hGC. Sin 

embargo, la hormona encontrada en el medio de cultivo permanecié 

significativamente elevada con respecto a las células que no fueron 

estimuladas. 

4.5 Efecto de la SHBG y del complejo SHBG- 
esteroide sobre la produccién de AMPc 

La adicién de esteroides biol6gicamente activos (E2 y DHT) mostraron tener 

una respuesta potenciadora en lo que respecta a la sintesis y secrecién de 

hGC al medio de cultivo. Por lo tanto, para estudiar si el efecto observado 

mostraba alguna relacién con ta estimulacién de adenilato ciclasa, el 

siguiente aspecto que se investigé fue estudiar el efecto que tenia la SHBG 

sobre la acumulacién de AMPc antes y después de la adicién de 

hormonas esteroides. Como se muestra en la Figura 5, ia dosis de SHBG que 

indujo la mayor respuesta sobre la sintesis y secreci6n de NGC fue ta 

concentracién de 10° M. La proteina se incubé a las 48 y 72 horas de 

cultivo y se evalud fa respuesta al cuarto dia (96.h}. Como se observa en la 

Figura 5, ia respuesta obtenida con | nM de proteina correlaciona con fos 

valores de AMPc. El efecto que ejerce la posterior adicién de esteroides se 

evalu6é de la misma forma a la descrita previamente. El AMPc fotal 

intracelular y en el medio de cultivo fue estudiado por radioinmunoandiisis.
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Figura 5 

; Efecto de diferentes concentraciones de SHBG sobre lo secrecién y acumulacién de 

AMPc por los cultivos de citotrofoblastos. 

tas células fueron cultivadas como se describe en fa Figura 4 en medios libres de suero 

conteniendo diferentes concentraciones de SHBG. Los medios de cultivo fueron colectados 

enintervalos de 24 h, para ser anafizados por RIA de hGC y de AMPc. Cada bara representa 

la media + desviacién estandar de por lo menos tres experimentos por triplicado, y los testigos 

experimentales fueron células cultivadas de igual forma y sin estimuto alguno. 

La Figura 6 muestra un incremento estadisticamente significativo (P < 0.005) 

en los valores de AMPc. Estos resultados corelacionan con los datos 

observados en la cuantificacién de hGC. 
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Figura 6 

Efecto sobre la acumulacién de hGC y AMPc en cultivos de trofoblastos. 
Se cuantificé tanto hGC como AMEc posteriormente a la incubacién con DHT y E2. en células 
estimuladas previamente con SHBG. Se utilizaron condiciones experimentales similares a jas yo 
descritas en lo Figura 4. Cada bara fepresenta la media + desviacién estd4ndar de jas 
concentraciones obtenidas de hGC y AMPc a las 96h de cultivo én ensayos por triplicado 

© (#P < 0.005 vs. E2) 

Para validar que el efecto de los estudios con esteroides dependia de la 
presencia de SHBG, las células del trofobtasto fueron incubadas con 10nM 

de DHT durante 24 h previamente al estimulo con SHBG. Lo que se observé 

fue que la exposicién al complejo SHBG/DHT no tiene ningin efecto sobre 

la secrecién de hormona gonadotropina en los cultivos celulares. 

Por ultimo se evalué la participacion de tos esteroides es ausencia de 

SHBG. Se realizaron estudios bajo las mismas condiciones experimentales 

40



Resultados 

descritas y no se encontré efecto alguno sobre la secrecién basal de 

hormona producida por las células (Figura 7). 
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Figura 7 

Efecto de la SHBG sobre cultivos de citotrofoblastos previamente saturados con DHT 

(DHT/SHBG). Efecto de prolactina en las células de trofoblasto. 

Las células fueron incubadas con o sino ausencia (control) de (a} un grupo celular estimulado 

con SHBG + DHT, (b} SHBG, (c) SHBG/DHT (complejos}, (d) esteroides(DHT,£2) y (e) prolactina. 

Al final de cada periodo de incubacién(72 y 96 hr) se cuantificé hGC mediante un ensayo 

especifico de RIA. Cada bara representa la media + desviacién estandar de tres cultivos en 

cuantificaciones por triplicado, (+P < 0.005 vs. SHBG). 
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5. DISCUSION 

Este trabajo de tesis demostré que el cultivo primario de trofoblasto es un 

modelo biolégico que permite estudiar los mecanismos de regulacién 

endocrina durante la placentacién, ya que la célula in vitro mantiene su 

capacidad de diferenciacién hasta ta formacién de sincicios, unidad 

celular encargada de los procesos endécrinos y bioquimicos. 

El trofoblasto llega a diferenciarse en sincicio a las 48h de cultivo y su 

estructura celular permanece intacta, de tal forma que puede mantener 

sus procesos bioquimicos caracteristicos a lo targo de 96h de cultivoi"), 

tiempo en donde el sistema es capaz de responder a estimulos externos(?8- 

100), Esto fue demostrado mediante la incubacién de las células con & 

BrAMPc, tanto en ausencia como en presencia de SFT. En ambos casos el 

andlogo del AMPc estimulé la sintesis y secrecién de la hGC al medio de 

cultivo. 

En este estudio se presentan evidencias de que la SHBG pura estimula la 

secreci6n de hGC en cultivos de sinciciotrofoblastos humanos. Este efecto 

se increment6 cuando las células incubadas con SHBG fueron 

reestimuladas con los esteroides DHT y Ez, no encontrandose el mismo 

efecto en células no estimuladas. Ademds, los valores de hGC 
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cuantificados en los medios de cultivo comelacionaron directamente con 

las concentraciones de AMPc. 

—s conocido que las concentraciones de SHBG se encuentran 

incrementadas durante el embarazol5¢.!35), tanto en suero como en el 

liquido amnidéticol'34, A pesar de que la razén de esto no es del todo 

conocida, el estudio de esta proteina ha mostrado evidencias interesantes 

sobre la probable relevancia fisiolgica de SHBG, sin descartar su funcién 

de transportador de hormonas esteroides. 

En 1980 se describieron por primera vez la presencia de sitios de unién 

especificos para SHBG en las membranas de citotrofoblastos(?9), asi como 

en membranas citoplasmaticas de otros érganos sensibles a la accién de 

hormonas  esteroides(3.64,65.72,73.7478), Aunque no se ha logrado la 

caracterizaci6n completa del receptor, las descripciones de que la 

interaccién de la proteina con estos receptores es capaz-de inducir un 

incremento en la presencia de segundos mensajeros del tipo del AMPc, 

apoyan la hipdétesis generada por W. Rosner que postula que el receptor 

membranal de ta SHBG puede pertenecer a Ia familia de receptores para 

proteinas Gié), 

Nuestro laboratorio ha demostrado ta presencia de ARNm de SHBG en 

células de la placenta humana a término34!. Los datos obtenidos en el 

laboratorio, mds las descripciones de {a _ fiteraturat!3?), nos motivaron a 

estudiar la participacién y relevancia fisiol6gica de !a SHBG durante los 

fenédmenos biolégicos que se llevan a cabo en la placenta desde la 

implantacién. &! modelo elegido para este estudio fue el cultivo de 

trofoblastos, debido a la capacidad de citodiferenciacién de estas células 
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in vitro 92981, y que permite estudiar fos eventos biolégicos durante ta 

placentacién. 

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio mostraron la capacidad 

de fa SHBG para estimular ta sintesis de hGC y AMPc. Estos dates sugieren 

un significado fisiol6gico en los fenémenos biolégicos que se llevan a cabo 

en la placenta, especialmente cuando se considera que este érgano es 

blanco de fas hormonas esteroides. 

El efecto de SHBG que se observé sobre el trofoblasto mantenido en cultivo 

a lo largo de el presente estudio, es el de incrementar la sintesis de hGC 

como consecuencia de un aumento en el AMPc intracelular. Ello 

Unicamente — sugiere que fa capacidad de fa SHBG para activar el 

metabolismo celular, se debe probablemente a la interaccién con los 

receptores localizados en la membrana det trofoblasto (79), 

Existen algunas discrepancias acerca del mecanismo de accién de esta 

proteina en la interaccién con su receptor membranal. La mayoria de los 

trabajos apoyan el hecho de que el complejo proteina-receptor interactua 

cuando la SHBG se encuentra disociada del esteroide, y una vez que la 

proteina ha interactuado con la membrana mantiene su capacidad para 

unir esteroides y asi activar el: metabolismo celular!é). Estos resultados nos 

indican que en Ia placenta la SHBG libre tiene la capacidad para activar 

el receptor de adenilato ciclasa tanto en presencia como en ausencia de 

esteroides. Estos resuttados son como los reportados en la literatura por la 

Dra. Porto y su grupo de trabajo, donde el efecte de la SHBG sobre la linea 

celular de adenocarcinoma de mama MCF7('39), sensible a estrégenos, 

incrementa las concentraciones de AMPc, al igual que en nuestros datos. 

tas diferencias encontradas en los diferentes sistemas biolégicos 
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estudiados pueden explicarse desde ef punto de vista metodolégico, o 

bien sugerir la existencia de diferencias fisicoquimicas y de estructura entre 

los receptores para SHBG en los diferentes tejidos. 

Los mecanismos que determinan la acumulacién tanto de la hGC como 

del AMPc inducidos por la proteina no unida al esteroide necesitan de 

mayor estudio. Ademds, seria interesante poder lleva a cabo le 

purificacién y caracterizacién del receptor asi como a la clonacién del 

ADN correspondiente(*), 

Los datos mostrados en este trabajo apoyan la hipétesis sugerida por Hryb 

y colaboradores(¢), que propone a la SHBG como una proteina alostérica, 

que para interactuar con la membrana es necesario que se encuentre 

libre de esteroides. Los resultados presentados en este estudio, mostraron 

que las células del trofoblasto al ser saturadas con DHT antes de la 

incubacién con SHBG no presentaron efecto alguno en la sintesis de hGC y 

AMPc. Ademés, se comprobé que la SHBG requiere encontrarse libre de 

esteroides para ejercer un efecto biolégico en el trofoblasto. 

De la interpretacién de la literatura y de los resultados presentados a lo 

largo de este estudio, podemos mencionar que tos complejos procesos 

endécrinos y bioquimicos que permiten ta diferenciacién del trofoblasto se 

inician adn antes de que el blastocisto se halla implantadot!!3.142.143), Parg 

que el fendmeno de la placentacién se lleve a cabo es necesario regular 

mecanismos endécrinos, migratorios y de adherencial'4+1461, sucesos que 

se inician desde el reconocimiento célula-substrato en el endometrio. Una 

vez que se realiza la interacci6én del blastocisto con la matriz extracelular 

endometriall'42-143),_ se inicia el proceso de_ diferenciacién del 

citotrofoblasto en sus diferentes fenotipos: el enddcrino, el invasivo y el de 
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adherencial®). Para que estos fendmenos se logren, es necesario un 

microambiente apto para llevar a cabo los mecanismos propios de la 

placentacién humana. 

Recientemente se describid que la hGC promueve ta diferenciacién del 

citotrofoblasto('02), Por otra parte, la descripcién de que la placenta tiene 

receptores membranales especificos para SHBG(5%, y que el resultado de 

esta interaccién tiene efecto directo sobre uno de los principales 

productos endécrinos de} trofoblasto, la hGC abre la posibilidad de que la 

proteina tenga accidén sobre los mecanismos biolégicos que ocurren antes 

y después de la placentacién. . 

Otros datos en Ia literatura que sugieren esta observacién son el hallazgo 

de secuencias homdlogas de SHBG con proteinas relacionadas a la 

diferenciacién y el desarrollo[62-44), Et estudio en modelos animales como la 

tata, donde la SHBG sdlo se encuentra en etapas fetales y desaparece 

después del nacimiento, mas la demostracién de una variante polimérfica 

de esta proteina en individuos heterocigotos, donde no se ha podido 

demosirar su presencia en forma de homocigoto para esta variante(s), 

sugieren que la presencia de la SHBG y sus funciones son criticas en etapas 

tempranas del desarrollo. Ademés, el presente trabajo muestra que la 

proteina es capaz de inducir fa secrecién y sintesis de hGC y de AMPc al 

medio de cultivo de trofoblastos. Juntos, estos datos pueden sugerir que la 

SHBG tiene implicaciones en los mecanismos de diferenciacién celular, lo 

cual podria llevarse a cabo de diferentes maneras, ya sea regulando y 

asegurando la produccién de hGC critica en las etapas tempranas de la 

placentacién, o promoviendo la diferenciacién endécrina del trofoblasto. 
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Esta proteina también puede tener un mecanismo de accién directo sobre 

la célula modulando su respuesta a los gradientes hormonales que 

suceden durante la etapa-de diferenciacién. 

Por otra parte, seria de gran interés estudiar el-efecto de la SHBG en los 

fenémenos de adhesién e invasién del trofoblasto, determinando: la 

participacién bioquimica en estos fenédmenos. Hipotéticamente, esta 

podria ser la causa de que, al menos en la placenta, la SHBG no requiera 

de hormonas esteroides para inducir respuesta biolégica, participando 

juntos, la proteina y los esteroides, en la reguiaci6n de los fendédmenos 

endécrinos. Sin embargo, en los demds mecanismos que ocurren durante 

la placentacién, probablemente la participacién de ta proteina no 

requiera de hormonas esteroides. 
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ABP 

ADNc 

hGC 

DHT 

Eo 

Ka 

Kd 

kDa 

Mr 

LF 

TUN 

ILE 

GnRH 

RIA 

GLOSARIO 

sex hormone binding globulin 

androgen binding protein 

Acido desoxiribonucleico 

complementario 

hormona gonadoiropina coridnica 

dihidrotestosterona 

estradiol 

constante de asociacién 

constante de disociacién 

kilodaltones 

molecular rate 

leukemia inhibitor factor 

trofodtero nectina 

interleucina 

gonadotropin release hormone 

radioinmunoanallisis 
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