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RESUMEN

La proteina transportadora de esteroides sexuales (SHBG) transporta en la sangre las hormonas esteroideas
sexuales, dihidrotestosterona (DHT), testosterona (T) y estradiol (E) y regula el acceso a sus tejidos diana. La
obtencién de esta proteina con un alto grado de pureza es necesaria para el desarrollo de métodos analiticos.
El principal contaminante a eliminar es la albomina sérica humana (ASH) que se encuentra en el plasma en
una concentracién de 60 g/L (la SHBG de 400 mg/L), que también une hormonas esteroides por lo que no
puede ser excluida completamente con la purificacién en columnas de afinidad con ligandos acoplados. En
este trabajo se presentan los resultados de la purificacién de SHBG a partir de plasma de embarazadas a
término utilizando la cromatografia de afinidad con DHT inmovilizada como ligando, filtracién por gel en
Sephadex G-200 y cromatografia de afinidad acoplada a anticuerpos anti-albumina sérica humana como
forma de eliminar los contaminantes de ASH, asi como la monitorizacién del proceso con un método analitico
de alta sensibilidad y especificidad para la ASH. A diferencia de otros métodos publicados, este Gltimo paso se
introdujo para eliminar los contaminantes, por lo cual se obtuvo una preparacién que presenté en el andlisis
por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) dos bandas correspondientes al peso molecular de la
SHBG (52 KDa y 48 KDa). El rendimiento final de la proteina fue de 25.8% y su actividad especifica de 2116
nM de DHT unidos por mg de proteina. No se encontraron contaminantes de ASH ni en la electroforesis ni en
el método analitico de ELISA de ASH empleado.
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ABSTRACT

Purification of sex hormone bindingglobulin(SHBG) with two affinity chromatography methods. The Sex
Hormone Binding Globulin (SHBG) transports steroids sex hormones, dihydrotestosterone (DHT), testosterone (T)
and estradiol (E;) in the blood and regulates their access to target tissues. The obtention of a preparation of high
purity of this protein is necessary for the development of analytical methods. The human serum albumin (HSA) is
the principal contaminant to remove because its concentration is 150 times higher that SHBG (60 g/L vs 400 mg/
L) and also binds esteroid sex hormones and thus, can not be completely excluded by affinity chromatography
purification. In this paper, the results of SHBG purification from human serum by affinity chromatography through
a matrix made by coupling [3 H]-5 a dihydrotestosterone 17 b hemisuccinate to Sepharose, Gel chromatography
(Sephadex G-200) and affinity chromatography through a matrix prepared coupling human albumin antibodies to
CnBr Sepharose to eliminate the HSA contaminant. The process was monitored by an analytical method whit high
sensibility and specify to HSA. The last step of immunoaffinity chromatography was introduced to eliminate the
contaminantion with HSA. The analytical gel electrophoresis showed two bands corresponding to the molecular
weight of SHBG (52 KDa and 48 KDa). The cumulative yield of protein was 25.8 % and a specific activity of 2116
nM of DHT bound per mg of protein. By analytical electrophoresis and the analytical method ELISA-HSA, employed

we did not detect HSA. Keywords: sex hormones, immunoaffinity chromatography, human albumin

Introduccion

La proteina transportadora de esteroides sexuales
(SHBG) es una glicoproteina plasmatica que une
especificamente a las hormonas esteroideas sexual es.

Laconcentracién de esta proteinaséricaes el factor
mas importante de los que regulan la proporcion de
hormonas esteroideas biol 6gicamente activasen lacir-
culacion general. Los cambios en la concentracion de
SHBG modifican la distribucion de |a testosteronay
el estradiol entre |as distintas proteinas enlazantes de
esteroidesy lafraccion libre presente en lasangre[1].

Los niveles de SHBG se elevan mucho en el em-
barazo y numerosos investigadores han utilizado la

. Autor de correspondencia

sangre obtenida durante el parto como una fuente
ricaen proteina.

En las Ultimas décadas la obtencién de la protei-
na hasta su homogeneidad se ha logrado en varios
laboratorios [2, 3] utilizando diferentes métodos de
purificacion [4] y se hallegado a conocer su secuen-
cia amino-acidica [5], asi como los detalles de su
estructura. [6, 7]

En estos trabajos la pureza de la proteina ha sido
buena pero debido a bajo rendimiento es necesario
realizar multiples procesos de purificaci6n que agotan
la columna de afinidad acoplada al ligando, por lo que

1. Rosner W. The function of corticosteroid-
binding globulin and sex hormone-binding
globulin: recent advances. Endocrinol Rev
1990; 11: 80-91.

2. Petra PH, Namkung PC, Senear DF, Mc
Crae DA, Rousslang KW, Teller DC, Ross
JBA.Molecular characterization of the sex
steroid binding protein (SBP) of plasma.
Reexamination of rabbit SBP and com-
parison with the human, macaque and
baboon proteins. J. Steroid Biochem 1986;
25:191-200.
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se presenta el contaminante principal que es la albu-
minaen concentraciones del rango de 100 ng/mL pero
que interfiere para su utilizacion como antigeno puro
para obtener anti cuerpos especificos.
Laimportancia de esta proteina en el andlisis de
los aspectos relacionados con la disfuncién de las
hormonas esteroideas y en patologias tales como la
obesidad y la diabetes mellitus [8] hacen que sea
necesario contar con la proteina en su forma pura
paraser utilizada como antigeno, estandar y trazador
en el desarrollo de un método analitico para su
determinacién. En este trabajo nos hemos propuesto
la purificacion de la proteina a partir de sangre
retroplacentaria obtenida durante el parto optimi-
zando el método de purificacion mediante la
incorporacion de un procedimiento inmunocroma-
tografico, para eliminar especificamente las trazas
de ASH que quedan después de |a cromatografia de
afinidad en columnas con ligandos acoplados, las
gue en las mejores condiciones no son capaces de
eliminar totalmente |os contaminantes de ASH.

Materiales y métodos

|. Obtencién del extracto crudo de SHBG

El suero rico en SHBG se obtuvo a partir delasangre
retroplacentaria obtenida durante el parto fisiol dgico.

L uego de separado € suero, los esteroides enddgenos
unidos a la proteina se extragjeron con carbon activado
(1 mg de carbdn / mL de suero). La mezcla de reaccion
seincubd durante 1 horaa4 °C con rotacion continua,
posteriormente se centrifugdé a 3000 rpm durante 40
minutos. Se midié e volumen de sobrenadante y se
realizaron dos precipitacionescon NH,S0, al 30y 70%
de saturacion, incubando 1hy todalanocherespectiva
mente a4 °C, con agitacion constante. En cada caso se
centrifugd a 5000 rpm durante 50 min. El precipitado
se resuspendio en 10 volimenes de Tris-0.02 mol/L,
glicerol 10%, pH-7.4 (TG) y sedializé primero contra
aguay después contra TG.

Il. Proceso de purificacién de la SHBG

Il. 1. Preparacién de la columna de
afinidad AH sepharosa acoplada con DHT
hemisuccinato

Paralapreparaciondelacolumnasedtilizd AH sepharosa

(Pharmacia) por medio de la carbodimida utilizando €
procedimiento recomendado por |os fabricantes.

L asepharosaactivada se empaco en unacolumnade
6 x 10 cm y se equilibré con una solucion tampdn Tris
0.02 mol/L, N, N dimetilformamida10%y KCL 1 mol/
L (TDK), seaplicaron 250 mL del dializado previamente
obtenido y se incubé durante 18 horas a4 °C.

Luego delaincubacion, €l gel selavo ampliamente
con el tampén TDK hastaque laD.O2gonm del tampén
eluido fue menor de 0.01. Se aplicaron entonces
150mL de TDK mas DHT 6.3 mM vy se incubd
durante toda la noche a 4 °C. Antes de eluir se
mantuvo la columna 2 h a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se aplicé un flujo de 30 mL/h 'y
se colectaron fracciones de 10 mL. Las fracciones
donde eluy6 la SHBG se unieron y se determin6 su
concentracion. La pureza de la preparacion a partir
de este paso se siguio por electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS a 10% realizada en condicio-
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nes desnaturalizantes segun la técnica descrita por
Laemmli et al. 1970[11]. Se utilizaron marcadores de
peso molecular en un rango de 66 a 14 KDa. Esta
columna se reutilizé en 3 procesos de purificacion.

Il. 4. Cromatografia de gel filtracién en
Sephadex G-200

El eluato de afinidad con actividad SHBG (20 mg) se
aplicd en una columna de 1m x 2.5cm, previamente
equilibrada con solucion tampon Tris-HCI 0.02 mol/
L, NaCl 0.15 mol/L, glicerol 10%, pH-7.4; calibrada
con unamezclade proteinas en un rango de peso mo-
lecular de 66-14 KDa.

Il. 5. Cromatografia de afinidad, sepharosa
4B acoplada con anticuerpos anti-ASH

Lasepharosa4B activada con bromuro de ciandgeno se
hidraté con aguay HCl 0.1 mol/L. El anticuerpo anti-
ASH purificado por € método establecido en nuestro
laboratorio [12], se acoplé a gel por agitacion constante
(rotacion) durante toda la noche a 4 °C, se decant6 €
sobrenadantey a gel seleadiciondigual volumen deuna
solucién glicina 0.2 m/L pH-8, se agitd durante 2 h a
temperatura ambiente, y se lavd varias veces con tam-
pon acetato 0.1 mol/L pH-4y 0.1 mol/L decarbonato de
sodio pH-8.3. Lamatriz acopladaal ligando fue empaca-
da en una columnade 10 x 10 cm y conservadaa 4 °C
hasta @ momento de su uso.

EL eluato producto de G-200 fue concentrado
20 veces hasta 10 mL (10 mg) y se dializ6 contra
tampon Tris 0.05mol/L, NaCl 0.5mol/L y se aplicd
ala sepharosa activada con anti-ASH, a un flujo de
5 mL/h. Lafraccién no unidase eluy6 con el tampén
de equilibrio hasta una densidad 6ptica cercana a
ceroy lafraccion unida ala columna fue despegada
con tampdn glicina 0.1 mol/L pH-2.5. Amboseluatos
fueron concentradosy selesrealizaron |os ensayos
de control del proceso.
Al finalizar el proceso de purificacién se determind
el rendimiento y laactividad de la proteina obtenida.

Métodos analiticos

Laconcentracién de proteinas de la muestra se deter-

mind por el método de Lowry [9]. Laactividad espe-
cifica SHBG se midié por su capacidad de uniéon a
dihidrotestosterona (DHT?®), en presencia o ausencia
de DHT no marcada aplicando el procedimiento de
Scatchard [10].

La concentracion de ASH se determind por Elisa
[11] con un método desarrollado en este laboratorio
quetiene unaespecificidad de 100% paralaASH y un
limite de deteccién de 0.1 ng/mL.

Resultados

El precipitado obtenido a partir de 1000 mL del
suero fraccionado con sulfato de amonio entre un
30% y un 70% fue resuspendido en 450 mL de
tampon TG y se obtuvieron 600 mg de proteinay
una capacidad de union a la DHT tritiada de un
60%. Este volumen se aplicé en dos partesiguales a
la columna de afinidad acoplada a DHT, con una
capacidad de union parala SHBG del 80%.
LafiguralA ilustrael perfil deelusion delamuestra,
al remover todas| as proteinas unidasinespeci-ficamente
al gel, después de un lavado extenso con tampén TDK,,
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hasta obtener densidades dpticasigua acero. LaSHBG
unidaalacolumnase eluy6 con TDK més 6.3 mm/L de
DHT. En lasfracciones 15-62 1aDO del eluato es muy
pequefia por lo que se presenta en otra escala, sin em-
bargo presentaron unaactividad de union aDHT tritiada
del 48%, estas fracciones se unieron y se concentraron
hastaun volumenfinal de 10 mL con unaconcentracion
total de proteinas de 20 mg parasu posterior aplicacion
alacolumna de Sephadex G-200.

El andlisisde este material por electroforesis (PAGE
-SDS) [12], revel 6 lapresenciade un contaminante prin-
cipal enlaregién de peso molecular (PM) de66 Kay en
menor proporcion otras proteinas por debajo delaban-
da que corresponde ala SHBG. El estudio analitico de
esta fraccion por un método inmunoenzimético especi-
fico para la albimina sérica humana [11] (ELISA de
ASH), mostré una concentracién de 200 mg/mL para
esta proteina, lo que corrobora su presencia como
principal contaminante en €l resultado el ectroforético.
Como se muestraen laFig. 2A, carril 3.

En lafigura 1B se observan los resultados del frac-
cionamiento en Sephadex G-200 encontrando dos pi-
cos de proteinas. Se encontrd la mayor actividad de
SHBG en el segundo pico de proteina eluida, sin em-
bargo, se encontrd también una menor actividad en el
primer pico.

Lafigura 2B muestra el patron electroforético de
la SHGB purificada en Sephadex G-200 donde se
observa que después de este paso de purificacion
persiste el contaminante de 66 K correspondiente a
la albdimina humana, cuya concentracion por ELISA
fue de 100 pg/mL.

De acuerdo alos resultados previamente discutidos
se determind utilizar una columna de afini dad especifi-
caparaeliminar € contaminante de albimina sérica.

La sepharosa acoplada al anticuerpo se calibré pre-
viamente con albimina humanay su capacidad de unién
fue de 1.8 mg de ASH/mL de gel. En lafigura 3 se
muestra el perfil de elusién obtenido luego de aplicada
lamuestra (10 mL). LaSHBG librede ASH selocaliza
en las fracciones 1-7 correspondiente a lo que no se

HSA 66K T gy ee——

Aldolasa 45K -

Quimotripsinégeno 27K

- —
Inhibidor de tripsina 20K g
T .

Lisosima 14K

1- Patrones de pesos moleculares.
2- Plasma dializado.
3- Eluato de afinidad Sepharosa DHT.

Figura 2. A se muestra el patrén electroforético del producto de afinidad Sepharosa- DHT. En la figura 2B
se muestra el patrén electroforético en PAGE-SDS de la SHBG purificada en Sephadex G-200.

pegd a la matriz y las fracciones 15-23 representa la
ASH quese eluyd con el tampon glicina0.1 mol/L cuya
determinacion anditica por Elisa fue de 16 mg/mL. El

andlisis de las fracciones correspondientes ala SHBG,

mostré una actividad de union a DHT tritiada de un

50%. L adeterminacion delaconcentracion de albimina
estaba por debajo del rango detectable (<1mg/mL).

El andlisis del producto final de la purificacion se
realizé por un sistema electroforético de mayor reso-
luciéon (PAGE-Fast-System), para delimitar las dos
bandas que corresponden ala SHBG. Como vemos en

A B
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1.6 0.25 — 1700
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. 0.20 1 | 1300
10 r o3 0.15 - - 1100
27 - 02 0.10 _ Zgg
0.6 4
04 | TDK+DHT o, 0.05 _\ / - ggg
02 - J

Y HL A | O e 100

2 10 18 26 34 42 50 58

No.fracciones

16 111621263136 4146

No. fracciones

D-o-zsm
— Act.SHBG

En la fig. 1A se muestra el perfil de elusién de la columna de cromatrografia de afinidad (Sepharosa-DHT). En la fig. 1B se
muestra el perfil de elusion del fraccionamiento de la SHBG cruda en Sephadex G-200.
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1- Patrén de pesos moleculares.
2- Segundo pico Sephadex G-200.
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lafigura 4 (carril 3), aparecen dos bandas entre 53 y
45K Da que se corresponden con los pesos molecula-
res (52KDay 48KDa) de las dos bandas de SHBG
descritasen laliteratura[13]. El andisis de lamuestra
que fue eluida de la matriz anti-ASH con la glicina,
mostré unabandaen lazonade 67 KDa, que se obser-
va en el carril 2 de la electroforesis y corrobora lo
encontrado en ladeterminacién analiticade lamuestra.

Lacantidad total de SHBG obtenidafuede5mgy
el por ciento de rendimiento evaluado por la capaci-
dad deunién aDHT, por mg de proteina, fuedel 25.8%
con respecto alaactividad inicial. No se detectd ASH
con el método analitico empleado.

EnlaTabla 1 se muestra el rendimiento por eta-
pas y la actividad especifica de todo el proceso de
purificacion. La cantidad de SHBG obtenida, con un
rendimiento final de 25.8% se determiné por la acti-
vidad SHBG y no por la concentracion de proteinas
totales teniendo en cuenta que esta proteina es un
componente minoritario en las proteinas del suero.
Discusién
En €l proceso de purificacion de la SHBG, lacroma-
tografiade afinidad en columna de fase sdlida acopla-
da a DHT es el paso fundamental [3] (Petra et al.
1975) ya que por este método solamente se unen a
estafase aquellas molécul as que reconocen a ligando.
En nuestro trabajo, con este paso, se eliminaron la
mayor parte de los contaminantes alin a costa de la
pérdida de un 50% de la SHBG original. Se mantuvo
un contaminante de albimina sérica humana. Esto se
explicapor las altas concentraciones de estaproteina
en plasma (60 g/L), 150 veces mayor que la concen-
tracion de SHBG encontradaen el plasmade embara-
zada (400 mg/L). A su vez, la albimina humana es
capaz de unir esteroides aunque con menor afinidad,
lo que explica su competencia, debido a su alta con-
centracion, con laSHBG en su unidn a esteroide[14].

La cromatografia en Sephadex G-200 no fue util
paraeliminar completamente el contaminante princi-
pal pero si paralas proteinas de bajo peso molecular.
Esto podria explicarse por la cercania de los pesos
moleculares de la ASH (67 KDa) y la cadena mayor
delaSHBG (53 KDa) [15].

Laintroduccién de una columna de sepharosa aco-
pladaaanticuerpos anti-ASH (especificaparael con-
taminante) resulté satisfactoria parala obtencion de
una proteina homogénea y con una adecuada activi-
dad bioldgica asi como un buen rendimiento. Este
procedimiento resulta novedoso en el proceder de la
obtencién de esta proteina ya que se utiliza una téc-
nica inmunoespecifica que permite que la SHBG se
obtenga sin la aplicacion de un método cruento que
pueda dafiar |a estructura de la proteina en cuestion,
utilizando unatecnol ogia previamente estandarizada
en nuestro laboratorio [16]. En contraste, otros mé-
todos han sido empleados como pasos finales en €l
proceso de purificacion: electroforesis preparativa
en geles de poliacrilamida; electroenfoque preparati-
vo[17], y phenyl sepharosaentre otros [18] pero en
estos primeros trabajos el rendimiento de la proteina
fue bajo, en el orden del 5%, seguin los propios auto-
res debido alainestabilidad de la proteinaen el pro-
ceso de purificacion. Estudios posteriores de estos
mismos investigadores [2, 3], comprobaron que los
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Figura.3. Perfil de elusién de la cromatografia de afinidad sepharosa 4B-Anti ASH.
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Albumina bovina (BSA) 67K
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Quimotripsinégeno 27K
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1- Patrén de pesos moleculares.

2- ASH.
3- SHBG pura.

Figura 4. Patrén electroforético en Fast-System de la SHBG
purificada.

agentes estabilizantes de laproteinason €l glicerol y
laDHT, los cuales fueron utilizados por nosotros en
todo el proceso. La incorporacion de un paso
cromatogréafico adicional afecta el rendimiento del
proceso de purificacion, pero en nuestro caso esto
no se tuvo en cuenta debido a que nuestra prioridad
eralaobtencion de una preparacién de altapurezay
el material de partida es abundante.

Contar en nuestro laboratorio con laproteina pura,
nos permite desarrollar la metodologia diagndstica
necesaria para abordar el estudio de los procesos fi-
siolégicosy patol 6gicos en el campo de lareproduc-
cion humana como la menopausia y el ovario
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Tabla I. Andlisis del rendimiento por etapas del proceso de purificacién.

A B
mg de proteinas nm de DHT unidos
totales
Precipitado con SO,NH, 600 40980
Cromatografia de 20 18640
afinidad
Sephadex 10 12800
G-200
Afinidad 5 10583
Con anti-ASH

% de recuperacion Actividad Rendimiento
por etapas especifica B/A total (%)
100 44.9 100
45.4 932 45.4
68.6 1280 31.2
82.6 2116 25.8

poliquistico [19, 21], asi como en los trastornos liga-
dos a metabolismo como son la obesidad troncular y
ladiabetes mellitustipo Il [22, 23], como también en
el embarazo y ladiabetes mellitus[24, 25]. Todo esto
nos permite abordar investigaciones en un campo de
mucha actualidad en cuyas entidades la SHBG tiene
un valor de seguimiento en estas enfermedades.
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