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1. LA GLOBULINA TRANSPORTADORA DE HORMONAS SEXUALES (SHBG) 

1.1 FUNCIÓN DE LA SHBG 

Los esteroides sexuales, andrógenos y estrógenos, controlan varios aspectos de la 

diferenciación sexual, el desarrollo de las gónadas y el crecimiento y maduración de los tejidos 

reproductivos [1,2]. También son los responsables de modular el comportamiento sexual y el éxito 

reproductivo. Los esteroides sexuales se producen en las gónadas, las glándulas adrenales y la 

placenta y tienen que ser transportados por la sangre hasta sus tejidos diana [2]. Para ello, requieren 

de proteínas transportadoras, como la albúmina, la más abundante en plasma, que une los 

esteroides inespecíficamente y con baja afinidad [1] y la proteína transportadora de esteroides 

sexuales o “Sex Hormone-Binding Globulin” (SHBG).  

La SHBG es una glicoproteína [3] producida por el hígado humano y de otros vertebrados que 

se secreta a la circulación sanguínea [4,5]. Fue identificada en los años 60 como una β-globulina del 

plasma que unía testosterona, dihidrotestosterona y 17 β-estradiol [6-10]. Mediante diferentes 

técnicas bioquímicas, como la de adsorción de testosterona en carbón activo [6,7,10-12], filtración 

en gel Sephadex [6,10,12], diálisis [7,10] o electroforesis [6,8,9], se demostró que esta β-globulina 

unía esteroides sexuales con gran afinidad, en el orden de nanomolar, lo que representaba cinco 

órdenes de magnitud mayor que la afinidad de la albúmina. La dihidrotestosterona es el esteroide 

sexual por el que más afinidad muestra la SHBG, seguido de la testosterona y muestra una afinidad 

más baja por el estradiol [11].  

La gran afinidad de la SHBG por los esteroides sexuales le hace ser la principal proteína 

transportadora de esteroides biológicamente activos, regulando su biodisponibilidad en la circulación 

sistémica y modulando su accesibilidad a nivel de tejido [13]. El porcentaje de esteroides sexuales 

libres en plasma es sólo de entre el 1 y el 3%, otra parte se encuentra unido a albúmina y 

mayoritariamente a SHBG. Por esto la medida de los niveles de SHBG circulante proporciona una 

estimación de los esteroides sexuales libres en el torrente circulatorio [14]. 

Se ha detectado la presencia de SHBG en la sangre de varias especies de vertebrados [15-17]. 

En primates se encarga de la unión de andrógenos y estrógenos [18]. En conejos, sin embargo, la 

SHBG sólo une andrógenos  [19] y los roedores no poseen SHBG en plasma, ya que sólo se expresa en 

el hígado de forma transitoria durante la etapa fetal y durante la vida adulta en las células de Sertoli 

de los testículos [16]. 
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El mecanismo por el cual la SHBG transporta los esteroides sexuales a los tejidos diana y cuál 

es la fracción biodisponible de estos que lleva a cabo su acción a nivel de célula diana ha sido objeto 

de debate, ya que se han propuesto diferentes teorías. Por un lado, en 1989 Mendel defendió su 

teoría de la hormona libre, con lo que únicamente la fracción de hormonas que no se encuentran 

unidas a SHBG podría entrar en la célula diana por difusión y  es, por tanto, biológicamente activa 

[20] (Figura 1).  

 

Figura 1. Interacción célula-esteroide según el modelo de la hormona libre. Extraído de Adams JS, 2005 [21]. 

 

Por otro lado, en 2005, Hammes y col. propusieron que la fracción biológicamente activa 

sería la de los esteroides sexuales unidos a la SHBG [22]. Según este modelo, el complejo SHBG + 

esteroide sexual interacciona con megalina, siguiendo una serie de pasos, que se representan en la 

figura 2: el primero (1), sería la interacción de la SHBG circulante que lleva unido el esteroide sexual a 

la megalina integrada en vesículas recubiertas de clatrina en la membrana plasmática de la célula 

diana [23]. En segundo lugar (2), tendría lugar la formación de una vesícula endocítica, que envuelve 

el complejo SHBG + esteroide, unido a megalina. Por último (3), se produciría la disociación de la 

SHBG del esteroide dentro de la vesícula, supuestamente a través de la acidificación del lumen de la 

vesícula [24]. Después, los esteroides sexuales tendrían que salir de la vesícula para encontrar su 

destino intracelular, lo cual según la hipótesis de la hormona libre, ocurriría por difusión (Figura 2). 

También podría ocurrir a través de intermediarios transportadores que lleven al esteroide hasta su 

destino [25,26]. 

 

Figura 2. Interacción célula-esteroide según el modelo dependiente de unión a SHBG y megalina. La SHBG se muestra en 
azul y los esteroides en rosa. Extraído de Adams SJ, 2005 [21]. 
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1.2 GEN DE LA SHBG 

1.2.1 Localización, estructura y organización 

El gen de la SHBG humana (shbg) se localiza en la región p12-p13, en el brazo corto del 

cromosoma 17 (17p13.1) y ocupa un total de 13 kilobases (kb). Su región codificante se extiende a lo 

largo de 3,2 kb de ácido desoxirribonucleico (ADN) genómico [27] y está compuesta por ocho exones, 

separados por siete pequeños intrones y da lugar al menos a diecinueve unidades de transcripción 

[28], que tienen en común la región correspondiente a los exones 2-8, mientras que el exón 1 puede 

proceder del promotor proximal o de uno de los promotores alternativos [29] (Figura 3). 

 

Figura 3. Esquema de la localización del gen de la SHBG humana dentro del cromosoma 17 y estructura del mismo. 

 

El sitio principal de producción de SHBG son los hepatocitos [5]. Sin embargo, se ha descrito 

la presencia de transcritos de la SHBG en otros tejidos, como los testículos, la próstata, el ovario, 

endometrio, la placenta, la mama o el hipotálamo. Para llevar a cabo este complejo control 

transcripcional de la SHBG, se conocen tres promotores: PL, PN y PT, expresados de forma diferencial 

en varios tejidos humanos [28].  

 

1.2.2 Diferencias en la expresión de la SHBG entre ratones y humanos 

A diferencia de otros mamíferos, los roedores sólo expresan SHBG en el hígado de forma 

transitoria durante la etapa fetal tardía, por lo cual no tienen SHBG en la circulación sistémica 

[15,30]. Esto se debe a una diferencia evolutiva de expresión y función de la SHBG.  

Los roedores expresan en el testículo la proteína transportadora de andrógenos murina o 

SHBG murina. Esta proteína es homóloga a la SHBG humana, compartiendo con ella la secuencia de 

aminoácidos pero con una ligera diferencia en la glicosilación [31,32]. En cuanto al sitio de expresión, 

17

INTRODUCCIÓN



mientras que la SHBG humana es producida principalmente por el hígado, y también en los testículos 

por las células germinales, la SHBG murina es producida por las células de Sertoli de los tubos 

seminíferos de los testículos y es secretada al fluido luminal [33]. Desde ahí se transporta al 

epidídimo con el esperma en maduración, siendo allí internalizada por las células epiteliales [34]. La 

SHBG testicular ha sido utilizada como marcador de la función de las células de Sertoli, ya que su 

concentración varía en función de la estimulación hormonal de los túbulos seminíferos durante los 

estadíos espermatogénicos [34].  

Funcionalmente, la SHBG murina también se diferencia de la SHBG humana en que se 

encarga de regular la espermatogénesis y la maduración del esperma manteniendo altos niveles de 

andrógenos en el testículo y el epidídimo [33].  

Esta expresión diferencial de la SHBG murina con respecto a la SHBG humana está 

relacionada con la evolución del promotor, específicamente con la aparición de una región conocida 

como “footprint 4” (FP4) [35], como se explicará en un apartado posterior. La aparición de este FP4 

en humanos ha dado lugar a la expresión de la SHBG en las células germinales y en el hígado y a un 

cambio en su función, pasando a controlar la biodisponibilidad de los esteroides sexuales y su 

accesibilidad a nivel de tejido.  

Organismo Ratones Humanos 

Sitios de expresión Células de Sertoli de los testículos 
-Hígado, riñón 

-Células germinales de los testículos 

Función 

Regular la espermatogénesis, 

transportando la testosterona hasta el 

epidídimo para la correcta maduración 

del esperma. 

-En el hígado, controlar biodisponibilidad de 

esteroides sexuales 

-En los testículos, regular espermatogénesis. 

La isoforma de SHBG en el esperma podría 

influir en la motilidad de los 

espermatozoides y en la calidad del 

esperma. 

Diferencia génica No FP4 en el promotor proximal FP4 en el promotor proximal 

 

Tabla 1. Diferencias en la expresión de SHBG entre ratones y humanos. 

 

1.2.3 Ratones transgénicos para la SHBG humana 

Las diferencias de expresión de SHBG entre ratones y humanos constituye una limitación 

para estudiar la regulación de la SHBG in vivo ya que los ratones, al no expresar la SHBG en el hígado, 
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no tienen SHBG en la sangre. Únicamente durante el desarrollo fetal los ratones expresan SHBG en el 

hígado y la secretan a la sangre.  

Para solventar este problema, en 1998 se desarrollaron ratones transgénicos para la SHBG 

humana [36]. Se generaron varias líneas de estos ratones transgénicos mediante inserción por 

microinyección en los núcleos de embriones de ratón de transgenes de 4,3 kb y 11 kb del gen de la 

SHBG humana. Los transgenes de 4,3 kb contenían la región codificante compuesta por los ocho 

exones a la que se sumaba una parte del ADN flanqueante de la región 5' de 0,9 kb, correspondiente 

al promotor proximal. En cuanto a los transgenes de 11 kb, constaban de los ocho exones de la 

región codificante y de un fragmento de 5 kb de la región 5', que contiene secuencias que se 

encuentran en varios transcritos de SHBG alternativos identificados en los testículos humanos [36]. 

 Ambos tipos de ratones expresan la SHBG humana en el hígado y la secretan a la sangre. 

Durante la etapa fetal, la expresión de SHBG humana en estos ratones se dio tanto en los hepatocitos 

como en las células epiteliales del duodeno [37]. Tras el nacimiento, en los ratones en cuyo genoma 

se había insertado tanto el transgén de 4,3 kb (ratones shbg4) como el transgén de 11 kb (ratones 

shbg11) se encontró expresión de SHBG humana en el hígado, concretamente en el citoplasma de los 

hepatocitos, y en el riñón, en el citoplasma de las células epiteliales de revestimiento de los túbulos 

contorneados proximales (Figura 4). En ambos órganos, la transcripción del gen de la SHBG humana 

se realiza bajo el control de su propio promotor [36].  

 

Figura 4. SHBG inmunoreactiva en el hígado (A) y el riñón (B) de los ratones transgénicos para la SHBG. Extraído de Jänne M 
& Hammond GL, 1998 [36]. 

 

En los ratones en los que se introdujo el transgén de 11 kb, se encontró expresión de SHBG 

humana en los testículos y se observó que la expresión de este transgén varía en función del estado 

del ciclo espermatogénico, viendo disminuidos sus niveles en los estadíos I-III y con un aumento 

progresivo hasta el estadío VII. Después del estadío IX se reduce la presencia de estos transcritos, 

A B 

19

INTRODUCCIÓN



aunque se acumulan en la región abluminal de las células de Sertoli durante los estadíos X-XIII [36] 

(Figura 5). 

Figura 5. Presencia de SHBG en los diferentes estadíos espermatogénicos. Adaptado de Jänne M & Hammond GL, 1998 [36]. 

Fenotípicamente, los ratones shbg4 y shbg11 son similares a los ratones wild-type en cuanto 

a peso total y peso de órganos como el testículo, el hígado o el riñón. La morfología y cantidad de 

esperma, la histología de los órganos sexuales accesorios así como la fertilidad tampoco están 

alteradas en los ratones transgénicos para la SHBG humana con respecto a los ratones wild-type [36].  

Mediante el estudio de estos ratones transgénicos para la SHBG se ha podido entender la 

función de la SHBG y su impacto sobre la actividad biológica de los esteroides sexuales, así como 

estudiar las unidades de transcripción implicadas en su expresión en los diferentes tejidos y analizar 

su regulación por diversos factores.  

1.2.4 Expresión de la SHBG 

1.2.4.1 SHBG hepática 

En el hígado, la SHBG se expresa como un transcrito compuesto por los exones 1-8 [27]. El 

exón 1 presente en esta unidad de transcripción es el único de los exones 1 de las diferentes 

unidades de transcripción que presenta un codón ATG en marco de lectura con la secuencia que 

codifica la SHBG, por tanto, el único que codifica el polipéptido de 29 aminoácidos correspondiente 

al péptido señal [38]. Al traducirse, el péptido señal se desprende y la proteína se secreta a la sangre, 

donde circula como proteína homodimérica glicosilada de 92,5 kDa [38], como se explicará más 

adelante.  
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En el gen de la SHBG, los dominios responsables de la unión a esteroide y de la dimerización 

están codificados por secuencias de los exones 3 y 4 [39-42] y el dominio de unión de la SHBG a su 

receptor está codificado por una secuencia que se encuentra en el exón 3 [43-45]. En la secuencia del 

transcrito maduro de la SHBG también se encuentran sitios de glicosilación: un sitio de O-

glicosilación en el aminoácido treonina 7 (Thr7) y dos sitios de N-glicosilación en los residuos de 

asparagina (Asn) en las posiciones 351 y 367 (Asn351 y Asn367) [44,45] (Figura 6). 

 

Figura 6. Diagrama del transcrito de la SHBG procedente del promotor proximal. En rojo se muestra el péptido señal; en 
negro el dominio de unión a esteroide; en azul el dominio de dimerización; en morado la secuencia de unión al receptor; y 
los símbolos     representan los sitios de glicosilación. Adaptado de  Nakhla y col., 2009. 

 

-Promotor proximal de la SHBG  

En el hígado, la expresión de la SHBG está regulada por el promotor proximal, consistente en 

una región localizada a unos 850 pares de bases del exón 1, que carece de la caja TATA (TATA-box, en 

inglés) tradicional [4]. Este promotor es capaz de dirigir la expresión de la SHBG fetal y adulta al 

hígado y al riñón en los ratones transgénicos para la SHBG [37]. 

Mediante estudios de “DNasa footprinting” con extractos nucleares de SHBG hepática, se 

han definido al menos 17 elementos reguladores que actúan en “cis”, a los que se ha llamado 

regiones FP (footprinting) [46] (Figura 7).  

 

Figura 7. Regiones FP identificados y posiciones que ocupan en el promotor de la SHBG humana. 

 

Las regiones FP del promotor proximal de la SHBG humana que han mostrado tener la 

actividad máxima en HepG2 son aquéllas del FP1 al FP4, es por ello que es a las que se ha prestado 
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una mayor atención en términos de descripción de secuencia y sitios de unión a factores de 

transcripción. Se han caracterizado los FP1, FP3 y FP4 (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Esquema de los FP1, FP2, FP3 y FP4 del promotor de la SHBG. Adaptado de Simó R y col., 2015 [47]. 

 

La región FP1 es una región rica en TA que contiene la secuencia TTTAAC, que parece 

sustituir a la caja “TATA-box”. La FP1 contiene sitios de unión para los factores de transcripción 

nuclear 4 alfa del hepatocito (HNF-4α) [46], y los factores de transcripción de ovoalbúmina de pollo 

COUP-TFs [46,48], que son los responsables de la transcripción basal  del gen de la SHBG. La unión de 

HNF-4α al FP1 constituye el factor regulador clave de la expresión de la SHBG, actuando como 

inductor de su activación transcripcional. La unión de COUP-TF al FP1, por su parte, antagoniza esta 

activación [46].  

La región FP3 consta de sitios de unión para el receptor activado por los proliferadores del 

persoxisoma, conocido como PPARγ y también para HNF-4α y COUP-TF [46,49]. La unión de estos 

últimos a FP3 contribuye a una regulación adicional de la transcripción de la SHBG en respuesta a la 

regulación positiva o negativa del HNF-4α. La unión de PPARγ por su parte, da lugar a una reducción 

de la expresión del gen de la SHBG [49]. A esta región también se le puede unir el receptor de 

estrógenos ERα [50]. 

En la región FP4 se ha observado que hay sitios de unión a los factores de transcripción 

“Upstream stimulatory factor”  USFs. Sin embargo, la unión de estos al FP4 no es indispensable para 

la expresión hepática de la SHBG, ya que los ratones transgénicos que expresan SHBG sin este sitio 

de unión a USF mantienen un nivel elevado de expresión de SHBG en el hígado [35]. 

Las regiones FP2, FP5 y FP6 se han identificado como posibles sitios de unión a otros factores 

de transcripción, pero aun no han sido caracterizadas. 

En función del estado nutricional y metabólico de la célula, se produce la unión de unos u 

otros factores de transcripción a las regiones FP del promotor de la SHBG, regulando así su 

expresión. Cuando se encuentra unido HNF-4α y USFs a los FPs se da lugar a la activación de la 

transcripción de la SHBG, lo que se traduce en altos niveles de la proteína secretada mientras que 
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cuando los FP están ocupados por PPARγ o los COUP-TFs se produce una represión de la expresión de 

la SHBG, con los consiguientes niveles bajos de secreción de la proteína (Figura 9).  

A 

B

Figura 9. Imágenes representativas de un estado en el que las regiones FP del promotor están ocupadas por factores de 
transcripción que activan la expresión del gen de la SHBG: HNF-4α y USFs (A) o por factores de transcripción que la inhiben: 
COUP-TFs y PPARy (B). 

En la regulación de la SHBG hepática es importante también una secuencia Alu existente en 

el promotor de la SHBG. En estudios en la línea celular de hepatocarcinoma humano HepG2, se ha 

encontrado que esta secuencia Alu contiene una repetición en tándem (TAAAA)n, que se encuentra 

entre las posiciones -697/-727 del promotor proximal [51]. Esta secuencia Alu modula la expresión de 

SHBG tanto in vitro (células HepG2) [51] como in vivo (en humanos), lo que será brevemente 

explicado en otro apartado.  

1.2.4.2 SHBG testicular 

El testículo también es un sitio de producción de SHBG muy importante, tanto en humanos 

como en roedores y otros mamíferos. Mientras que los roedores expresan el gen de la SHBG en las 

células de Sertoli de los testículos, los humanos expresan la SHBG en las células germinales [35,52]. 

Esta expresión diferencial de la SHBG en testículos entre roedores y humanos está relacionada con la 

aparición a lo largo de la evolución de la región FP4 del promotor proximal y de un promotor 

alternativo.  
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-Región FP4 del promotor proximal: Mediante análisis filogenético del promotor proximal de 

la SHBG de varias especies, se observó que la región FP4, presente en humanos y en chimpancés, no 

está presente en el promotor proximal de otras especies, incluyendo los roedores [35]. Sin embargo, 

la región FP4 del promotor proximal de la SHBG, sí está presente en los ratones transgénicos para la 

SHBG humana. En ellos, se ha observado que el sitio de unión de USF a esta región suprime la 

expresión de la SHBG en las células de Sertoli. Así, la deleción del sitio de unión a USF en el FP4 de los 

ratones transgénicos para la SHBG shbg4 dio lugar a la expresión de la SHBG en las células de Sertoli 

[35].  

-Promotor alternativo: La expresión de la SHBG en las células germinales de los testículos en 

humanos está regulada por un promotor alternativo específico de testículo, que da lugar a una 

unidad de transcripción con un exón 1 alternativo y en el que están ausentes las 208 pares de bases 

correspondientes al exón 7 [53] (Figura 10). Este promotor es distal, ya que sólo los ratones 

transgénicos con la secuencia de 11 kb y no aquéllos con la secuencia de 4 kb, que sólo tienen el 

promotor proximal, expresan SHBG con este transcrito alternativo [53]. El exón 1 alternativo está 

localizado unas 2kb upstream del exón 1 de la unidad de transcripción de la SHBG del hígado y no 

contiene la metionina (Met) que inicia la transcripción, sino que el codón de inicio en estos 

transcritos está situado en la Met30 [4].Se genera por tanto una proteína truncada en el extremo N-

terminal, de menor tamaño que la plasmática, que no posee la secuencia del péptido señal y por 

tanto, no se secreta, sino que se mantiene dentro de la célula, acumulándose dentro del acrosoma 

de espermátidas y el esperma maduro [53]. Además, como ya se ha mencionado, este transcrito 

alternativo sufre “splice” en el exón 7, produciendo una terminación prematura en la que los 188 

aminoácidos del C-terminal de la SHBG pasan a ser 9 [54]. Esta isoforma de la SHBG del esperma 

puede unir esteroides sexuales y su concentración en los espermatozoides correlaciona con la 

motilidad del esperma y disminuye con la edad [55]. 

 

Figura 10. Esquema representativo de los elementos implicados en la expresión de la SHBG en el testículo en humanos. 
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1.2.4.3 SHBG renal 

Los ratones transgénicos para la SHBG expresan el transgén de la SHBG también en el riñón, 

el cual está regulado directamente por el promotor proximal [36], aunque su regulación es diferente 

a la de la SHBG hepática. La localización de los transcritos de SHBG en este tejido corresponde a las 

células epiteliales de los túbulos contorneados proximales, y la proteína se ha encontrado también 

en la orina. Estos ratones transgénicos presentan dimorfismo sexual en la expresión de SHBG en 

riñón, ya que en etapas previas a la pubertad presentan bajos niveles de ácido ribonucleico 

mensajero (ARNm) de SHBG mientras que después hay un incremento importante, en paralelo con 

un aumento con la producción de andrógenos durante la maduración sexual [37].  

 

1.2.4.4 SHBG en tejidos y líneas celulares humanas  

En humanos, como ya se ha mencionado, se ha encontrado expresión de SHBG en tejidos 

que responden a hormonas como la próstata [29,56], la placenta [57] o el endometrio, tanto sano 

como canceroso [58,59]. También en el ovario canceroso [60,61], en tejidos mamarios cancerosos 

[62], las trompas de Falopio [63], así como en cardiomiocitos [64]. En algunos casos, como Noe 

(1999) y Hryb y col. (2002), han mostrado evidencia de traducción de ese ARNm [56,63].  

La SHBG ha sido identificada también en el hipotálamo, el infundíbulo cerebral y en el fluido 

cerebroespinal [65]. Asimismo, se ha encontrado SHBG en la saliva, en concentraciones que 

corresponden a un 0,1% aproximadamente a la concentración de SHBG plasmática. Esta fracción de 

SHBG podría pasar del torrente circulatorio a la saliva de forma inespecífica, influenciando el 

contenido en esteroides de la saliva bajo determinadas circunstancias fisiológicas [66]. 

En cuanto a las líneas celulares, se ha encontrado ARNm de SHBG en líneas celulares de 

cáncer de próstata y cáncer de mama [38,56,67]. 

 

1.3 ESTRUCTURA PROTEICA DE LA SHBG 

La forma precursora de la SHBG consiste en un péptido señal de secreción de 29 aminoácidos 

seguido por una secuencia de 373 residuos [45,54], que tras sufrir modificaciones post-

transcripcionales como son la O-glicosilación y N-glicosilación [68,69] se convierte en su forma 

madura. La SHBG circulante es una proteína de 92,5 kDa, homodimérica, con tres cadenas de 

carbohidratos unidas a cada subunidad [45]. 
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Estudios de cristalización han permitido determinar sus dominios, sitios de unión a esteroide 

y a metales, así como los cambios conformacionales producidos por estas uniones. La cristalización 

del homodímero se ha conseguido de momento sólo con esteroide unido, ya que esta unión 

estabiliza la formación del dímero [70]. 

 

1.3.1 Dominios  

Cada monómero está compuesto por repeticiones en tándem de dominios similares a G-

laminina (LG) (G-laminin like). Se pueden diferenciar los dominios N-terminal y C-terminal [41,70,71]. 

 El dominio N-terminal o LG4, que comprende los residuos 1-194, incluye el dominio 

responsable de la dimerización [72], el dominio  de unión a esteroides, tres sitios de unión a cationes 

divalentes y un sitio de O-glicosilación en el aminoácido Thr7 [70]. En cuanto al dominio C-terminal, 

conocido como LG5, que comprende los residuos 195-373, consta de dos sitios altamente 

conservados de N-glicosilación, de tipo N-acetillactosamina en los aminoácidos Asn351 y Asn367. 

[41,54,73]. También en el dominio N-terminal se encuentra la secuencia de unión a su receptor, 

compuesta por los aminoácidos TWDPEGVIFY y que es la región más conservada de la molécula entre 

especies y proteínas relacionadas [43] (Figura 11). 

 

 

1.3.2 Dimerización 

Como ya se ha mencionado, en la sangre la SHBG existe como homodímero [74,75]. 

Mediante experimentos de cristalización de la estructura de la SHBG, se ha observado que en el 

Figura 11. Representación gráfica de los 

dominios presentes en cada monómero de 

SHBG. Adaptada de Avvakumov et al, 2010. 
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proceso de dimerización, el área de contacto entre los monómeros es predominantemente 

hidrofóbico y en él se encuentran residuos conservados filogenéticamente como los de alanina 85 

(Ala85), leucina 87 (Leu87), valina 89 (Val89), Leu122, Leu124, Ala91 y Val121 [76]. Alrededor de ellos 

se producen interacciones polares que implican a los residuos aspártico 73 (Asp73) y arginina 125 

(Arg125) [41]. En la estabilización del homodímero influye tanto la unión de sus ligandos esteroides 

[77] como la unión de cationes de calcio (Ca2+). A su vez, la dimerización se requiere para la 

integridad del sitio de unión a esteroide del dímero [39]. 

 

1.3.3 Unión a esteroide 

Los sitios de unión a esteroides son hidrofóbicos y se encuentran cerca del centro del 

dominio N-terminal de cada monómero, intercalándose en el hueco hidrofóbico formado entre dos 

hojas β [41]. En ellos, los esteroides se unen mediante interacciones polares y sobre todo 

hidrofóbicas, siendo los residuos fenilalanina 67 (Phe67), metionina 107 (Met107) y Met139 los 

principales contribuyentes a los contactos hidrofóbicos. La unión del estradiol y la testosterona (y sus 

derivados) a estos sitios de unión se produce en orientaciones opuestas (Figura 12). Así, en función 

del ligando que se une varía la conformación de un “loop” flexible que se encuentra situado por 

encima del sitio de unión a esteroides [70,78]. Se ha observado que la estructura molecular que 

mejor encaja en el sitio de unión a esteroide es la 5-α dihidrotestosterona (5α-DHT) [70]. 

 

 

En la primera estimación acerca del número de moléculas de esteroide que se unen a la 

proteína homodimérica se propuso que en cada monómero de SHBG se produce la unión de un 

esteroide [75]. Más tarde, otros datos revelaron que quizá sólo se unía un esteroide al dímero 

porque el sitio de unión a esteroide se encuentra cerca de la interfase de dimerización, de manera 

que la unión de un esteroide a un monómero impedía la entrada de otro esteroide al sitio de unión 

Figura 12. Representación 
del sitio de unión a esteroide 
en el que se muestra la 
unión de una molécula de 
estradiol (azul) o de una 
molécula de testosterona 
(verde). Extraído de 
Grishkovskaya I et al, 2000    
y Grishkovskaya I et al, 2002.  
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del otro monómero [39]. Posteriormente, mediante estudios de cristalización de la SHBG 

homodimérica se ha observado que la distancia entre ambos sitios de unión no es tan pequeña y que 

en ambos monómeros se encuentra unido esteroide [41,70]. 

Además de la unión a esteroides, en el último año se ha descrito la unión de varios 

compuestos disruptores endocrinos, de los que se había observado su unión al receptor de 

estrógenos, al receptor de andrógenos o a la proteína alfa-fetoproteína (AFP) de rata. Entre estos 

compuestos, se encuentran, además de compuestos químicos esteroideos, flavanonas, calconas, 

ftalatos, derivados de difenilmetano, bibenzilos, parabenos, derivados estilbenos,  difeniletilenos o 

benzofenonas [79]. Esta unión de disruptores endocrinos a la SHBG podría implicar una posible 

función de la SHBG en detoxificación. 

 

1.3.4 Unión a metales 

En cada monómero de SHBG se han identificado tres sitios de unión a metales, que se 

encuentran en el dominio N-terminal; uno de ellos se encarga de coordinar la unión a Ca2+ y otros dos 

sitios unen cationes de zinc (Zn2+). La unión de Ca2+  estabiliza la globulina N-terminal para la 

formación del dímero [39,41]. En cuanto a los sitios de unión a Zn2+, uno de ellos está localizado cerca 

de la interfaz del dímero y contribuye también a estabilizar su formación [73].  

El otro sitio de unión a Zn2+ es próximo al sitio de unión a esteroide y en él se ha observado 

que la unión del Zn2+ produce un cambio conformacional que afecta a la especificidad de la unión del 

esteroide, disminuyendo la afinidad por el estradiol, sin tener efecto sobre la afinidad de la SHBG por 

la DHT [73,76,78]. Esto se ha observado en la proteína cristalizada, sin embargo, en la SHBG humana 

circulante, podrían no existir estos efectos del Zn2+  sobre la afinidad de la SHBG por el estradiol, ya 

que la mayoría del Zn2+ se encuentra unido a albúmina [70].  

 

1.3.5 Glicosilación  

Como ya se mencionó, la estructura proteica de la SHBG se modifica transcripcionalmente 

sufriendo glicosilación. La SHBG presenta un sitio de O-glicosilación,  en la Thr7 y dos sitios de N-

glicosilación en las posiciones Asn351 y Asn367 del dominio C-terminal [45,68]. Al sitio de O-

glicosilación se une el disacárido Gal-GalNAc, que puede unir un grupo sialil en uno o los dos 

monosacáridos. En cuanto a los sitios de N-glicosilación, existe variedad en las cadenas de 

carbohidratos que se unen.  
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La glicosilación de la SHBG es responsable del mantenimiento de su estructura proteica y la 

protección del polipéptido frente a proteasas, aumentando su vida media en plasma [80]. Puede 

también tener influencia sobre su actividad biológica, modificando su tasa de aclaramiento y sus 

posibles interacciones con otras macromoléculas [80,81]. La integridad de las cadenas de 

carbohidratos unidas a la SHBG es importante también para la interacción del complejo SHBG-

esteroide con las membranas plasmáticas de las células diana de los esteroides [81]. Específicamente, 

se encontró que la O-glicosilación era esencial para la unión al receptor de la SHBG en la línea celular 

“Michigan Cancer Foundation-7” MCF-7 [82].  

Existen diferencias en la glicosilación de los monómeros, lo que da lugar a subunidades de 52 

kDa y 48 kDa, por diferencias en la utilización de oligosacáridos en las posiciones Asn351 y Asn 367 

[45,68,74]. En el plasma, la cantidad de las subunidades de 52 y 48 kDa está en relación 10:1 [74]. 

 

1.3.6 Homología con otras proteínas 

Aunque los dos dominios N y C terminal que componen cada monómero de la SHBG 

muestran poca similitud en su secuencia, son muy semejantes a otros dominios “G-like” y 

constituyen una unidad llamada “SHBG-like domain” [41]. Las funciones asociadas a estos dominios 

incluyen la señalización celular, adhesión, diferenciación y migración. Este tipo de dominios está 

presente, entre otros, en la cadena α-laminina y en los ligandos del receptor Tyro-3 de la familia de 

las protein-quinasas, como GAS6 y la proteína S, mediando en ambas proteínas su función biológica 

[83,84] (Figura 13). Además, este tipo de dominios se encuentran también en la neurexina, en las 

proteínas Slit y Crumb de Drosophila, implicadas en su desarrollo y en proteína supresora de tumores 

Fat [85,86]. 

 

 

Figura 13. Dominios conservados entre la SHBG y otras proteínas. Extraída de Grishkovskaya y col., 2000 [41]. 
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1.4 PROTEÍNAS QUE INTERACCIONAN CON LA SHBG 

  Además de controlar la disponibilidad de esteroides en plasma y su acceso a los tejidos, hay 

evidencias de que la SHBG también forma parte de un sistema de señalización de esteroides a nivel 

de la membrana plasmática de sus tejidos diana [38,87]. Se han encontrado sitios de unión de alta 

afinidad para la SHBG en la membrana plasmática de células del endometrio [88], células prostáticas 

[89], en la placenta humana [90], en las células cancerosas de mama MCF-7 [91], en hígado [92] y 

epidídimo [93]. Se ha especulado con la posibilidad de que la SHBG se internalice en las células para 

liberar los esteroides sexuales, aunque después de años de debate aun no se ha podido confirmar. Al 

detectarse mediante inmunohistoquímica la presencia de SHBG en diversos tejidos y células en 

humanos, se dio lugar a diferentes especulaciones e hipótesis acerca del modo en el que la SHBG ha 

llegado a esas células y tejidos [87].  

La unión de SHBG a las membranas plasmáticas de estos tejidos se produce a través de un 

receptor putativo (RSHBG), que aun no se conoce. En la próstata, se ha encontrado que su sitio de 

unión es de 167 kDa mientras que en la mama su tamaño es de 174 kDa. Este receptor aun no ha 

sido identificado ni caracterizado, sin embargo, se conocen algunos aspectos de su funcionamiento y 

se ha definido bien la bioquímica de esta unión [94,95].  

En los tejidos que responden a hormonas sexuales, se ha observado que para que tenga lugar 

la unión de SHBG a su receptor  el esteroide no debe estar unido a la SHBG [94]. Es tras la interacción 

de la SHBG con el receptor cuando el ligando sexual ocupa el sitio de unión, provocando la 

disociación del complejo con el receptor y liberando la SHBG y el esteroide [38]. Ésto inicia la 

activación de una vía de señalización intracelular, aumentándose los niveles de adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc) en varios tejidos como la próstata cancerosa y la hiperplasia benigna de 

próstata, el tejido mamario y la placenta [96,97] (Figura 14). Los melanocitos constituyen una 

excepción al aumento de AMPc, ya que en su caso, la unión de SHBG a su receptor da lugar a una 

reducción en los niveles de AMPc [98]. 
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Figura 14. Modelo de unión de la SHBG a su receptor y sistema de señalización de la SHBG dependiente de AMPc. Extraído 
del artículo de Kahn y col., 2002 [38]. 

 

Por el tipo de respuesta intracelular generada, se ha propuesto que el receptor de la SHBG es 

un receptor acoplado a proteínas G, que activa la adenilciclasa produciendo un aumento en AMPc 

[99]. En respuesta a ésto se cree que se produce activación de la proteín-kinasa A (PKA) y en células 

de cáncer de próstata da lugar a un aumento en el antígeno específico de próstata (PSA) [100], 

mientras que en células de cáncer de mama, por el contrario, ocurre una disminución en su 

proliferación [101].  

-Megalina 

En diferentes estudios se ha observado, en primer lugar, que la megalina se expresa en 

tejidos que responden a esteroides, y en particular en los órganos reproductivos [102]; en segundo 

lugar, que el modelo de ratón deficiente en megalina muestra insensibilidad a los esteroides sexuales 

[22] y en tercer lugar, en experimentos en cultivos celulares se ha mostrado que la megalina actúa 

como receptor endocítico de SHBG humana y murina [22,103,104]. A partir de estos estudios se ha 

propuesto la megalina como componente importante en la captación de esteroides sexuales en los 

órganos reproductivos. A través de ella se internalizarían los esteroides sexuales en sus tejidos diana 

unidos a la SHBG. Sin embargo, ésta no es un receptor acoplado a proteínas G, sino que pertenece a 

la familia de los receptores de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y no está asociada con vías de 

señalización e interacciones típicas de los  receptores acoplados a proteínas G, como lo está el 

RSHBG.  
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-Kalikreinas 

Por estudios de doble híbrido, se ha observado que la SHBG interacciona con KLK4 y KLK14 

(kallikrein-related peptidases), expresadas en muchos tejidos en los que se expresa la SHBG, como las 

células cancerosas de próstata. Se ha propuesto que las KLKs podrían tener un papel proteolítico en 

la liberación del esteroide por la SHBG, que parece regular positivamente la biodisponibilidad de los 

esteroides dando lugar in vitro a un aumento de la captación de DHT por parte de estas células 

cancerosas de próstata [103,104].  

-Fibulinas 

Mediante doble híbrido se ha visto también la interacción de la SHBG con fibulina 1 y 2, 

proteínas de la matriz extracelular, en el útero de ratones transgénicos para la SHBG en fase 

proestrus [105]. Las interacciones se producen entre los dominios C-terminal de las fibulinas y N-

terminal de la SHBG y son muy específicas y dependientes de esteroides, especialmente de estradiol. 

El estradiol promovería el paso de la SHBG del torrente circulatorio al estroma del endometrio, a 

través de las fibulinas, que regularían así la biodisponibilidad del esteroide a nivel local de tejido 

[105]. 

Además de estas tres proteínas, se ha encontrado co-localización de SHBG con el receptor de 

la oxitocina (OTR), p21 y caveolina-1 en miometrio humano normal y leiomioma uterino, 

proponiéndose que la co-expresión de OTR y caveolina-1 podría producirse a través de la SHBG [106]. 

 

1.5 VARIACIÓN EN LOS NIVELES PLASMÁTICOS DE SHBG DURANTE LA VIDA 

1.5.1 Etapa fetal 

La producción hepática de SHBG durante la etapa fetal parece tener gran relevancia, ya que 

es la única etapa en la que ratas y ratones la expresan en el hígado [30]. En ratas, el comienzo de la 

expresión de SHBG en el hígado y su secreción a la sangre coincide con la aparición del receptor de la 

hormona luteinizante (LH) y de las enzimas encargadas de la biosíntesis de testosterona en el 

testículo [107].También en conejos la producción máxima de testosterona coincide con el comienzo 

de la expresión de SHBG [108]- Aparte, en fetos masculinos humanos, aunque el tiempo de 

masculinización se da en una etapa más temprana, los niveles de SHBG durante el periodo 

gestacional de masculinización se correlacionan de forma positiva con los niveles de testosterona 

[109]. 
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El papel de la SHBG fetal circulante no está totalmente definido, aunque en los fetos 

femeninos podría estar relacionado con su protección frente a la exposición a andrógenos en el útero 

y en los fetos masculinos podría regular la acción de los andrógenos en la diferenciación sexual [50].  

Durante la etapa tardía del embarazo, los niveles de SHBG plasmática incrementan tanto en 

humanos [110] como en conejos [111] de 5 a 10 veces, sin embargo en otras especies como ovejas 

no ocurre este aumento [112]. Esta diferencia entre especies podría depender de la magnitud de la 

producción de estrógenos, ya que se ha propuesto que el aumento en los niveles de SHBG en esta 

etapa del embarazo podría ocurrir para proteger al feto de los esteroides de la madre o bien para 

proteger a la propia madre de los esteroides sexuales que se originan en el feto, especialmente los 

andrógenos [50].  

 

1.5.2 Tras el nacimiento 

A partir del nacimiento, como ya se ha mencionado en un apartado anterior, los roedores no 

expresan SHBG en el hígado, por tanto, no tienen SHBG en la circulación sistémica. En humanos, los 

niveles de SHBG varían durante las diferentes etapas de la vida, siendo generalmente mayores en el 

sexo femenino que en el masculino y siendo modulados por diversos factores que se tratarán 

posteriormente. 

En neonatos, los niveles de SHBG en la sangre del cordón umbilical son 10 veces más bajos 

que los existentes en la sangre materna y durante la infancia estos niveles aumentan hasta 

aproximadamente 100 nM, lo cual es consecuencia de la maduración en la producción y acciones de 

las hormonas tiroideas [113] y ayuda a restringir las acciones prematuras de los esteroides sexuales 

derivados del metabolismo de andrógenos adrenales [50].  

A la llegada de la pubertad, los niveles de SHBG disminuyen en ambos sexos, 

aproximadamente a la mitad en niñas y a una cuarta parte en niños [110,114], diferencia que puede 

ser debida a una exposición diferente a andrógenos y cambios en el estado metabólico [115,116], y 

que es causa de un aumento en los niveles de andrógenos y estrógenos libres en sangre, necesario 

para la maduración del eje hipotálamo-pituitario-gonadal [117].  

Durante la vida adulta, los niveles normales de SHBG se encuentran en el rango de 20-60 nM 

en hombres, mientras que en mujeres, varía entre 40-120 nM si son premenopaúsicas y disminuyen 

tras la menopausia, situándose en el rango entre 28-112 nM. En mujeres embarazadas, los niveles de 

SHBG aumentan llegando a ser de 247 a 668 nM [110,118,119], lo cual se ha atribuido a una 

33

INTRODUCCIÓN



inducción dependente de estrógenos, que también se observa en mujeres tratadas con estrógenos 

sintéticos [117,[110,120].  

Edad/sexo 
Rango en los niveles 

de SHBG (nmol/L) 

Edad 1-23 meses 60-252 

Prepuberal (1-8 años) 72-220 

Mujer puberal 36-125 

Hombre puberal 16-100 

Mujer adulta, premenopaúsica 40-120 

Mujer adulta, postmenopaúsica 28-112 

Hombre adulto 20-60 

Tabla 2. Rango de referencia de los niveles de SHBG. Datos extraídos de Hammond GL, 2011 [50]. 

El hecho de que las mujeres tengan más SHBG que los hombres repercute en la ocupación de 

los sitios de unión a esteroide de la SHBG.  En las mujeres, tan sólo el 18% aproximadamente de los 

sitios de unión a esteroide de la SHBG están ocupados por esteroides endógenos, mientras que en 

hombres la ocupación es en torno al 56%. Los sitios sin ocupar podrían estar uniéndose a otros 

ligandos, como xenobióticos [50].  

El índice de masa corporal, a partir de ahora IMC, es el principal determinante de los niveles 

de SHBG en sangre en personas adultas. Las personas con peso normal o delgadas presentan niveles 

elevados de SHBG en plasma, mientras que estos niveles son bajos en personas con sobrepeso u 

obesidad [121-123]. Sin embargo, entre los adultos con peso normal los niveles de SHBG pueden 

variar, debido por una parte al estado metabólico y endocrino [124] y por otra parte a factores 

genéticos en las diferentes actividades de los factores de transcripción que modulan la producción de 

SHBG [50,125] y a la existencia de polimorfismos tanto en el gen como en el promotor de la SHBG 

[126,127]. Los estudios realizados para estudiar la regulación de la SHBG serán tratados en un 

apartado posterior.  

  Existen muchas situaciones asociadas a diferentes enfermedades en las que los niveles de 

SHBG están por debajo o por encima del rango considerado normal. 
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1.6 NIVELES PLASMÁTICOS DE SHBG Y ENFERMEDAD HUMANA 

Las medidas de SHBG se utilizan en clínica para determinar la cantidad de estradiol y 

testosterona libre [128]. Los niveles plasmáticos de SHBG están alterados en enfermedades como la 

obesidad [122], la anorexia nerviosa [129] o desórdenes tiroideos [130].  

1.6.1 Obesidad y comorbilidades asociadas  

Como ya hemos mencionado, tanto hombres como mujeres obesos de todas las edades 

presentan niveles bajos de SHBG en plasma [131,132]. Se ha observado que con la consecución de 

programas de pérdidas de peso por un lado [133] y tras someterse a cirugía bariátrica [134], 

pacientes con obesidad mórbida han experimentado un incremento en sus niveles de SHBG en 

concordancia con la disminución en su peso [133,134]. Las personas que padecen anorexia nerviosa, 

por el contrario, presentan niveles altos de SHBG [129]. 

Niveles bajos de SHBG constituyen un biomarcador de síndrome metabólico y también de 

resistencia a la insulina. Además predicen la aparición de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y riesgo 

cardiovascular [135-139]. Además, los niveles de SHBG suelen correlacionarse de forma negativa con 

el HOMA (homeostasis model assesment) [140].  

En el caso de la DMT2, existen varios estudios epidemiológicos en los que se ha demostrado 

la existencia de niveles bajos de SHBG en los pacientes diabéticos tipo 2 [136,141-143]. En el estudio 

más reciente, el estudio SHIP, en el que se incluyeron 2077 mujeres diabéticas y no diabéticas 

durante cinco años, se observó que los niveles de SHBG se asociaban inversamente de forma 

independiente con el síndrome metabólico y la DMT2, lo que sugiere que bajos niveles de SHBG 

constituyen un marcador del riesgo cardiometabólico, especialmente entre mujeres 

postmenopaúsicas [136]. Además, se han encontrado polimorfismos en el gen  de la SHBG, que serán 

tratados más adelante, que aumentan el riesgo de padecer DMT2 [144].  

Diferentes estudios epidemiológicos han demostrado también que los niveles bajos de SHBG 

son un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV) [145,146], sin 

embargo aun no se conoce el papel de la SHBG en su etiopatogénesis.  

En personas con ciertos problemas reproductivos también se encuentran niveles bajos de 

SHBG. En varones obesos, se produce una disminución de los andrógenos  y de SHBG, mientras que 

aumentan los niveles de estrógenos [147]. Por su parte, las mujeres que padecen estados 

hiperandrogénicos, como ocurre en el caso del síndrome de ovario poliquístico (PCOS) o hirsutismo, 

presentan también niveles bajos de SHBG [148]. 
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Uno de los puntos en común entre estas patologías es que constituyen un estado crónico de 

inflamación de bajo grado. La respuesta inflamatoria que se produce juega un papel crítico en el 

desarrollo de la obesidad y de sus enfermedades relacionadas. Esta inflamación crónica sería 

responsable de la disminución de SHBG en los pacientes que sufren estas patologías, lo que a su vez 

aumenta el riesgo de sufrir ECV (Figura 15).  

  

 

 

1.6.2 Enfermedades tiroideas 

Los niveles plasmáticos de SHBG también se encuentran alterados en personas que padecen 

enfermedades tiroideas. En el caso de las personas con hipertiroidismo, los niveles de SHBG están 

elevados [110,149,150]. Por su parte, las personas hipotiroideas presentan niveles bajos de SHBG 

[110], que aumentan al ser tratados con la hormona triyodotironina (T3) [130,151]. En las personas 

que sufren resistencia a hormonas tiroideas de carácter familiar, sin embargo, los niveles de SHBG no 

están alterados, a pesar de los elevados niveles de hormonas tiroideas circulantes en el torrente 

sanguíneo [130]. Esto es debido probablemente a defectos en la acción de hormonas tiroideas en el 

hígado, por lo que las medidas de SHBG plasmática se pueden usar en la clínica para evaluar la 

sensibilidad de este órgano a hormonas tiroideas [150].  

 

Figura 15. Diagrama en el que se muestran 
enfermedades de bajo grado inflamatorio en las que 
se encuentran niveles bajos de SHBG, que propician el 
desarrollo de EC. 
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1.6.3 Esteatosis hepática no alcohólica 

Niveles bajos de SHBG se han encontrado asociados a la esteatosis hepática no alcohólica 

(NAFLD, siglas en inglés), sin embargo es objeto de debate si los bajos niveles de SHBG son causa o 

efecto del desarrollo de esteatosis hepática [152]. Los niveles plasmáticos de SHBG están 

relacionados inversamente con la acumulación de grasa hepática [132,153]. Se ha observado que 

además de la edad y el sexo, la grasa acumulada en el hígado constituye un indicador independiente 

de los niveles plasmáticos de SHBG, lo cual no ocurre con la grasa visceral o total [131,132]. De 

hecho, durante una intervención en el estilo de vida de pacientes con NAFLD y controles, se encontró 

que el incremento en los niveles plasmáticos de SHBG estaba más asociado a una disminución en la 

grasa hepática que a una disminución en la grasa visceral o total [131]. Niveles bajos de SHBG 

también se han visto asociados a la presencia de NAFLD en pacientes con DMT2 [154]. En otro 

estudio en mujeres que presentaban PCOS y NAFLD se observaron niveles más bajos de SHBG en 

estas mujeres que en aquellas con PCOS pero sin NAFLD [155]. 

 

1.7 REGULACIÓN DE LA SHBG 

Los niveles plasmáticos de SHBG están influenciados por diferentes factores genéticos, 

metabólicos, nutricionales y hormonales [124]. Mediante estudios en humanos, el desarrollo del 

ratón transgénico para la SHBG y con las células de hepatocarcinoma humano HepG2, como línea 

modelo de célula hepática que expresa SHBG humana y la secreta al medio, se ha estudiado la 

regulación de la SHBG y se han identificado factores que regulan la expresión y los niveles circulantes 

de esta globulina.  

 

1.7.1 Polimorfismos 

Mediante estudios familiares se ha demostrado que la concentración de SHBG es hereditaria 

en aproximadamente un 50%, lo que sugiere que la concentración de SHBG está bajo un importante 

control genético [124].  

Los niveles de SHBG pueden variar en función de la existencia de polimorfismos tanto en el 

gen como en el promotor de la SHBG.  
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1.7.1.1 Polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) 

Se han encontrado y caracterizado varios SNPs en la región codificante del gen de la SHBG, 

que dan lugar a un defecto o exceso en la producción y función de la SHBG [127] (Figura 16). El 

primero en identificarse fue el SNP rs6259, en el exón 8 del gen, que consiste en una mutación 

puntual GAC a AAC en el codón 327, dando lugar a la sustitución de Asp por Asn (D327N) en la 

secuencia polipeptídica, produciéndose un sitio más de N-glicosilación en el dominio C-terminal 

[156], lo que retarda la eliminación plasmática de la SHBG. Los individuos con este polimorfismo, por 

tanto, tienen niveles plasmáticos más elevados de SHBG, de esteroides sexuales [80] y presentan una 

asociación negativa con el riesgo de sufrir cáncer de mama [157] y cáncer de endometrio en mujeres 

postmenopaúsicas [158]. 

El polimorfismo rs6258, causado por una mutación puntual CCG-CTG en el exón 4 del gen de 

la SHBG, resulta en una sustitución P156L en la proteína y da lugar a una glicosilación anormal y 

secreción deficiente de SHBG, reduciendo su afinidad en la unión a testosterona y produciendo una 

disminución de los niveles plasmáticos  de este esteroide [159]. Este polimorfismo se ha encontrado 

en el 2% de los hombres Europeos y está asociado con una disminución en los niveles de 

testosterona [159]. 

El polimorfismo rs12150660 se localiza 11.5 kb upstream del sitio de inicio de transcripción 

del gen de la SHBG y también está asociado con una disminución en los niveles de SHBG y de 

testosterona [159]. 

Otro polimorfismo asociado a una variación en los niveles de SHBG es el C/T rs6257 [160], 

localizado en el intrón 1. Este polimorfismo se ha propuesto como un factor de susceptibilidad para 

el cáncer de mama [161]. 

En el caso del polimorfismo rs1799941, consiste en un cambio G-A en la región 5’ no 

traducida (5’-UTR) localizado en la  secuencia del promotor proximal de la SHBG, muy cerca del sitio 

de inicio de la transcripción. En caucásicos, la frecuencia de este polimorfismo está en torno al 25% 

[160,162] y tanto en hombres como en mujeres postmenopaúsicas está relacionado con un aumento 

en los niveles de SHBG [160,163], una mayor densidad mineral ósea y un incremento en los niveles 

de andrógenos en hombres ancianos [164]. Recientemente, en niños turcos, este polimorfismo se ha 

asociado con mayor probabilidad de sufrir el síndrome metabólico [165].  
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1.7.1.2 Polimorfismo de repetición de la secuencia (TAAAA)n en el promotor de SHBG 

El polimorfismo consecuencia de la repetición de la secuencia (TAAAA)n en una secuencia alu 

del promotor de la SHBG está asociado también a una variación en sus niveles, relacionado con 

diferentes estados clínicos [51]. El número de repeticiones de esta secuencia es variable entre 

sujetos y de ellas depende la actividad transcripcional del promotor de la SHBG y la unión de 

proteínas nucleares al mismo [51].  

En estudios in vitro utilizando la línea celular HepG2, se ha observado que repeticiones de 6 

veces de esta secuencia TAAAA dan lugar a un silenciamiento en la transcripción de la SHBG [51]. En 

voluntarios sanos, los niveles plasmáticos más bajos de SHBG correspondían a un sujeto en el que los 

dos alelos de SHBG contenían 6 repeticiones de esta secuencia [51]. Esta repetición (TAAAA)6 

también se traduce, según lo observado en un estudio poblacional multiétnico, en una disminución 

en la producción de SHBG en mujeres postmenopaúsicas con respecto a las que no portan esta 

repetición [166].  

Sin embargo, en otros estudios se ha encontrado que repeticiones de 6 veces en mujeres con 

hirsutismo homocigotas para la repetición ha dado lugar a niveles plasmáticos de SHBG más altos en 

estas mujeres comparadas con pacientes homocigotos para repeticiones de 9 veces [167], lo cual se 

ha encontrado también en hombres sanos [164,168,169]. 

También se ha encontrado que una repetición (TAAAA) de 8 veces en adelante da lugar a 

niveles más bajos de SHBG y mayor índice de andrógenos libres tanto en mujeres que padecen PCOS 

[170] como en mujeres sanas [171]. De hecho, este polimorfismo de alto número de repeticiones se 

ha propuesto como un polimorfismo de susceptibilidad para el desarrollo del PCOS [170]. 

Esta diferencia entre los estudios clínicos y los resultados in vitro puede explicarse porque en 

el estudio in vitro se utilizó DNA “desnudo”, de manera que no se consideró la presencia de 

estructuras superiores de cromatina sobre la actividad transcripcional del promotor, o la 

contribución de otras secuencias reguladoras [127]. 

Existe una relación entre los polimorfismos rs1799941 y la existencia de 6 repeticiones de 

TAAAAA en la región Alu del promotor, que está asociado con niveles más elevados de SHBG [159]. 

Eriksson y col., en 2006, estudiaron también estos dos polimorfismos rs1799941 y (TAAAA)n, 

concluyendo que predicen los niveles plasmáticos de SHBG, de andrógenos y de metabolitos 

glucurónidos de andrógenos, así como la densidad mineral ósea de la cadera en hombres [164].  
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Figura 16. Resumen de los polimorfismos encontrados en el gen de la SHBG humana y su asociación con diferentes 
condiciones. Extraída del artículo de Xita N y col, 2010 [127]. 

 

1.7.1.3 Factores de transcripción  

Los niveles de SHBG pueden variar en función de diferentes actividades de los factores de 

transcripción que modulan su producción [47,50]. Como se ha mencionado anteriormente, los 

factores de transcripción HNF-4α, PPARγ, USFs, ERα y COUP-TFs se unen al promotor de la SHBG, 

regulando su expresión [46,49]. El efecto de estos factores de transcripción sobre la producción de la 

SHBG se ha estudiado in vitro e in vivo, encontrándose que son reguladores clave de la SHBG.  

-HNF-4α: El HNF-4α (NR2A1) es un factor de transcripción dependiente de ligando de la 

superfamilia de los receptores nucleares [172], de la cual es un miembro muy conservado [173]. Se 

expresa en el hígado, riñón, páncreas, intestino, colon y testículos. Se han identificado multitud de 

genes diana de este factor de transcripción, tanto en el hígado como en el páncreas y en el colon. En 

el hígado, es responsable de la expresión constitutiva de genes implicados en el metabolismo de la 

glucosa (como la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa –PEPCK-, isoenzimas de piruvatoquinasa de 

hígado y glóbulos rojos –PKL/R- o glucosa-6-fosfatasa -G6Pasa-) y de fármacos y xenobióticos (como 

la colesterol 7 alfa-hidroxilasa -Cyp7a1-, el citocromo P450 3A4 -Cyp3a4- y el citocromo P450 2D6 -

Cyp2d6-); otros de sus genes diana corresponden a apolipoproteínas [174,175]. La alteración de sus 

sitios de unión a promotores de diferentes genes diana puede dar lugar a enfermedades [176]. 

Mediante estudios con HepG2 y ratones transgénicos para la SHBG humana se ha observado que es 

un factor de transcripción esencial en la expresión de la SHBG en el hígado [46] y la deficiencia en sus 

niveles o actividad podría explicar los bajos niveles de SHBG encontrados en individuos pre-

sintomáticos con DMT2 [177]. Estudios realizados por Selva y col. que trataré en un apartado 

posterior han demostrado que la modificación de los niveles de HNF-4α es una vía para aumentar o 

disminuir los niveles tanto de expresión hepática como plasmáticos de SHBG. 
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-PPARγ: El PPARG es un factor de transcripción que regula gran variedad de funciones en 

diferentes tipos celulares, incluyendo los genes que se ocupan del crecimiento y la diferenciación de 

los adipocitos en el tejido adiposos y de la lipogénesis en el hígado [178]. El PPARγ pertenece a la 

familia de los receptores activados por los proliferadores del peroxisoma (PPAR), a la que también 

pertenecen PPARα y PPARδ, todos presentes en el hígado [179]. Estos se encargan de unir ácidos 

grasos y eicosanoides y además de ser los principales reguladores de la adipogénesis [180] actúan 

como sensores metabólicos y reguladores de la homeostasis de lípidos y glucosa en muchas líneas 

celulares, como las hepáticas [49]. Existen dos isoformas de PPARγ, PPARγ1 y PPARγ2, generadas por 

splicing alternativo, que se expresan de forma muy abundante en tejido adiposo y también se 

expresan en otros órganos como el hígado. PPARγ2 contiene 30 aminoácidos adicionales al PPARγ1 

en el extremo N-terminal [181]. Se han desarrollado agonistas de PPARγ, como la rosiglitazona (una 

tiazolidinediona),  que en células HepG2 disminuye ligeramente la expresión de la SHBG mientras 

que antagonistas como el compuesto GW9662 la incrementan [49]. En las pacientes con PCOS, 

cuando se les administran tiazolidinedionas, se ha observado que al contrario de lo que ocurre en 

HepG2, se produce un aumento en los niveles de SHBG [49,182], efecto que se atribuye a una mejora 

en la resistencia a la insulina y el control glicémico [47]. Por otro lado, una variante más activa del 

PPARγ2 (Pro12) disminuye en mayor medida la expresión de la SHBG en HepG2 con respecto a la 

secuencia común (Ala12), lo cual concuerda con el hecho de que a las pacientes con PCOS 

homocigotas para esta variante el tratamiento con rosiglitazona no les aumenta tanto los niveles de 

SHBG [49]. 

-USF1/2: Los factores de transcripción USF1/2 están codificados por dos genes diferentes 

[183], son ubicuos y forman homodímeros y heterodímeros [184]. Ambos están caracterizados por 

un dominio b/HLH/LZ (basic Helix-Loop-Helix/Leucine Zipper), que es el responsable de su 

dimerización y unión al ADN [185]. En su forma dimérica, USF1 y USF2 reconocen la secuencia 

CACGTG y activan la transcripción de un gran número de genes [186]. Aunque en la mayoría de los 

casos USF1 y USF2 actúan como activadores transcripcionales, en algunos tipos celulares reprimen la 

expresión de sus genes diana [187]. En el caso de la SHBG humana, se unen a la región FP4 de su 

promotor proximal reprimiendo la expresión de la SHBG en las células de Sertoli [35]. En el hígado, la 

unión de USF1 y USF2 al promotor proximal de la SHBG en el hígado da lugar a una activación de su 

transcripción aunque el efecto es leve, ya que los ratones transgénicos para la SHBG con el sitio de 

unión a USF mutado mantiene una expresión elevada de SHBG hepática [35].  

-ERα: Este factor de transcripción activado por ligando pertenece a la superfamilia de los 

receptores nucleares y su función principal es mediar las acciones de los estrógenos tanto en los 
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tejidos reproductivos, como en aquéllos no reproductivos (cerebro, tracto urogenital o huesos) [188]. 

Además de ser activado por estrógenos, se han descrito gran variedad de agonistas del ERα [188]. En 

el promotor de la SHBG, se ha descrito un sitio de unión a ERα, que funciona como activador 

transcripcional del gen de la SHBG [47], mediando el aumento en la producción de SHBG por 

estrógenos [189]. 

-COUP-TFs: Los factores de transcripción COUP-TFs son receptores nucleares implicados en 

diversos procesos biológicos como la neurogénesis, organogénesis o la homeostasis metabólica. En 

mamíferos se han identificado dos isoformas, COUP-TFI y COUP-TFII, con una gran similitud en su 

estructura y en sus patrones de expresión [190].  Los COUP-TFs dimerizan con RXR y otros receptores 

nucleares y suelen funcionar como represores transcripcionales uniéndose a secuencias que 

contienen repeticiones de AGGTCA imperfecta, directa o invertida [190]. Mediante estudios con la 

línea celular HepG2 y los ratones transgénicos para la SHBG se ha identificado la unión de COUP-TF al 

promotor del gen de la SHBG, compitiendo con el PPARγ y el HNF-4α por su unión al elemento de 

respuesta GGGTCAaGGGTCA, produciendo la represión transcripcional del gen de la SHBG [46].  

 

1.7.2 Regulación por factores metabólicos  

El hecho de que en muchas enfermedades metabólicas se encuentran niveles plasmáticos 

bajos de SHBG, ha dado lugar a la investigación de la regulación de la SHBG por factores presentes en 

estas enfermedades o característicos de las mismas. 

1.7.2.1 Insulina  

Para explicar por qué los pacientes obesos independientemente de la edad y el sexo 

presentan niveles bajos de SHBG, desde los años 80 la insulina se postuló como responsable de esta 

relación, asumiendo que los niveles altos de insulina que muestran estos pacientes actúan a nivel 

hepático contribuyendo a la disminución de la producción de SHBG [191]. Esta hipótesis fue apoyada 

por la relación inversa que existe entre los niveles de insulina y los niveles de SHBG en estos 

pacientes. Para intentar demostrar que esta relación es causal, Plymate SR y col. realizaron un 

estudio en HepG2 en el que se observó una disminución en los niveles de SHBG en células tratadas 

con insulina durante 7 días [192]. Sin embargo, las condiciones en las que se realizó este estudio no 

responden a las condiciones fisiológicas, ya que las células fueron cultivadas en medio libre de suero 

y no fueron suplementadas durante el tratamiento [47]. 
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 Pese a estas condiciones, tras este estudio se estableció de forma dogmática que la insulina 

ejercía una regulación negativa sobre la SHBG. Sin embargo posteriores estudios en condiciones más 

similares a la fisiología humana en HepG2 concluyeron que la insulina no regula la SHBG a nivel 

hepático [193,194]. Para explicar la disminución en los niveles de SHBG por el tratamiento con 

insulina llevado a cabo por Plymate y col. se propuso que la insulina no estaría regulando 

negativamente la SHBG, si no que la disminución en sus niveles podría deberse a una reducción en el 

nivel total de proteína producido por el tratamiento con insulina[195], lo que se confirmó después en 

otro tratamiento a HepG2 con insulina en medio libre de suero durante cinco días [193]. En cambio, 

cuando el tratamiento con insulina se realizó en medio con suero o suero inactivado, los niveles de 

expresión y de SHBG secretada al medio se incrementaron ligeramente [193]. Esto fue corroborado 

in vivo, usando los ratones transgénicos SHBG, que al ser tratados con estreptozotocina para 

inducirles diabetes, sus niveles de SHBG no subieron como cabría esperar si estuvieran regulados por 

la insulina, sino que disminuyeron. Esta disminución en los niveles de SHBG podría explicarse por el 

aumento en las citoquinas proinflamatorias que conlleva el tratamiento con estreptozotocina [193].  

En muchos estudios en humanos, como ya se ha mencionado antes, se ha encontrado una 

relación inversa entre los niveles de SHBG y los de insulina. Sin embargo, esto no implica que la 

insulina sea un represor de la producción de SHBG. El estudio de Pascuali y col.  se llevó a cabo con 

hombres obesos y delgados [196] y el estudio de Nestler JE y col. se centró en mujeres con PCOS 

[197]. En ambos estudios, se inhibe la secreción de insulina mediante diazóxido, que a su vez ejerce 

acción antiinflamatoria y en ellos se apoya la idea de que la insulina regula la SHBG, sin embargo no 

tienen en cuenta los efectos antiinflamatorios del diazóxido [198,199], como posible responsable del 

incremento de SHBG. 

Posteriormente, se han realizado estudios que corroboran que la insulina no es reguladora 

de la SHBG, como el de Peter y col., en el que muestra que los niveles plasmáticos de SHBG están 

correlacionados de forma negativa con la glicemia en ayunas, sin embargo no se correlacionan con la 

insulinemia en ayunas ni con la secreción de insulina [131]. Además, en pacientes diabéticos de tipo 

2, al iniciar el tratamiento con insulina, los niveles de SHBG se han visto incrementados en lugar de 

reducidos [194]. 

Por tanto, es posible que la acción de la insulina sobre la SHBG venga mediada por la acción 

de citoquinas proinflamatorias, que como veremos a continuación, se ha demostrado que regulan 

negativamente la producción de SHBG.  
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1.7.2.2 Citoquinas proinflamatorias 

En condiciones como la obesidad, los macrófagos se infiltran en el tejido adiposo 

produciendo el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) y la interleuquina 1 beta (IL-1β). Los niveles de 

estas citoquinas proinflamatorias se correlacionan con el grado de adiposidad y de resistencia a la 

insulina [200]. 

En pacientes obesos se ha encontrado una correlación negativa entre los niveles plasmáticos 

de SHBG y los niveles del receptor 1 de TNFα [194]. Aparte de la obesidad, en otras enfermedades en 

las que la inflamación crónica está presente como son la artritis reumatoide o la osteoartritis, y que 

se caracterizan por altos niveles plasmáticos de citoquinas proinflamatorias como el TNFα o la IL-1β 

[201,202], se encuentran bajos niveles plasmáticos de SHBG [203,204]. En otros estudios se ha visto 

que el bloqueo de la activación del TNFα en enfermedades como la artritis reumatoide [205] o la 

artritis psoriática [206] da lugar a un aumento en los niveles plasmáticos de SHBG.  

En los últimos años se ha estudiado el efecto del TNFα y la IL-1β in vitro e in vivo para establecer 

los mecanismos moleculares por los que disminuyen la producción de SHBG. 

-TNFα 

En el caso del TNFα, se ha demostrado que inhibe la producción de SHBG in vitro en células 

HepG2 a través de su interacción con su receptor en los hepatocitos, desencadenando una cascada 

en la que se activa el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas (NF-κB), que se une al promotor del HNF-4α, actuando como un represor transcripcional y 

disminuyendo los niveles de HNF-4α con el consiguiente silenciamiento en la transcripción del gen de 

la SHBG y la reducción en la producción de SHBG (Figura 17). In vivo, en los ratones transgénicos para 

la SHBG, el tratamiento con TNFα también disminuyó los niveles de SHBG a través de la regulación 

negativa de HNF-4α por NF-κB [194,207]. 
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Figura 17. Esquema representativo del mecanismo por el cual el TNFα disminuye los niveles plasmáticos de SHBG a través 
de su acción en los hepatocitos.  

 

-IL-1β 

La IL-1β, por su parte, disminuye los niveles de SHBG in vitro en células HepG2 y en ratones 

transgénicos shbg4 a través de una inhibición de los niveles de expresión y proteína del HNF-4α. Esta 

citoquina proinflamatoria actúa a través de su receptor en la membrana del hepatocito, 

desencadenando una cascada que a través de las quinasas c-Jun N-terminal (JNK) y de las quinasas de 

las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MEK-1/2) activa c-Jun, dando lugar a la disminución 

de los niveles hepáticos de HNF-4α, resultando en niveles bajos de SHBG (Figura 18). En los ratones 

transgénicos para la SHBG, además de reducir los niveles plasmáticos de SHBG, el tratamiento con IL-

1β dio lugar a una disminución en los niveles de testosterona total de estos ratones [208]. 
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Figura 18. Mecanismo por el que la IL1β disminuye los niveles plasmáticos de SHBG a través de su acción en los 
hepatocitos. 

 

Los niveles bajos de SHBG presentes en enfermedades como la obesidad, que es considerada 

como un estado de bajo grado inflamatorio crónico [209], pueden por tanto explicarse por el 

aumento que se produce en las citoquinas proinflamatorias que regulan negativamente a través del 

HNF-4α la expresión y producción de SHBG. 

 

1.7.3 Regulación nutricional  

La dieta y el estado metabólico ejercen un impacto sobre los niveles plasmáticos de SHBG. 

Este impacto puede ser directo por efecto de nutrientes específicos a nivel hepático o pueden ser 

indirectos afectando a otros tejidos, principalmente al tejido adiposo, lo que puede dar lugar al 

desencadenamiento de vías metabólicas que generen cambios en los niveles de glucemia o 

insulinemia [210]. 

1.7.3.1 Dieta Mediterránea 

En el estudio DIANA, de Berrino y col., la dieta Mediterránea vegetariana incrementó los 

niveles plasmáticos de SHBG en un grupo de 52 mujeres postmenopaúsicas [211]. En otro estudio 
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llevado a cabo por Wu y col., 2009, el patrón de alimentación propio de la dieta Mediterránea se vio 

asociado también de forma positiva con un aumento en los niveles de SHBG [212].  

1.7.3.2 Dietas vegetarianas  

Varios estudios se han dedicado a analizar la relación entre la composición de la dieta y los 

niveles de SHBG, aunque los resultados obtenidos son contradictorios. Mientras que en algunos 

estudios se ha mostrado que las dietas ricas en fibra disminuyen los niveles de SHBG [213,214], en 

otros estudios se ha observado que las personas vegetarianas tienen niveles plasmáticos de SHBG 

más elevados que las personas no vegetarianas [215,216].  

1.7.3.2 Dietas ricas en proteína 

En el caso de las dietas ricas en proteína, en un estudio se ha observado que dan lugar a un 

incremento en los niveles de SHBG [217], mientras que en otro estudio con hombres ancianos se 

observó un aumento en los niveles plasmáticos de SHBG con dietas bajas en proteínas [218], lo que 

está en concordancia con resultados previos obtenidos en conejos [219]. También se ha estudiado el 

efecto sobre los niveles de SHBG de la sustitución de una dieta rica en proteínas animales, 

compuesta por ternera, cerdo, huevos y leche por otra dieta a base de pescado blanco en mujeres 

postmenopaúsicas. En este caso se obtuvo un incremento en los niveles de SHBG en la dieta a base 

del pescado blanco, lo que fue ligado a mejoras en el perfil lipídico [220]. 

1.7.3.3 Dietas ricas en grasas 

Respecto a las dietas ricas en grasa, en el estudio de Anna H Wu y col., 2009, el patrón de 

dieta “Western” en un grupo de mujeres postmenopaúsicas se asoció con niveles bajos de SHBG 

[212] y en un estudio en hombres con peso normal, el cambio de una dieta rica en grasa por una 

dieta baja en grasa (menos de 20 gramos de grasa/día) durante dos semanas produjo un aumento en 

los niveles plasmáticos de SHBG [221]. Blouin y col., en una intervención dietética de seis semanas en 

la que disminuyen los niveles de grasa total y grasas saturadas a consumir por mujeres 

premenopaúsicas con sobrepeso, observan un incremento en los niveles de SHBG, con pérdida de 

peso [222]. 

1.7.3.4 Productos cafeinados 

La cafeína y los productos cafeinados como el café también se han descrito como 

moduladores de los niveles de SHBG. Según los datos de las mujeres del estudio de  “Nurses Health 

Study”, Kotsopoulos y col., en 2009, la cafeína aumenta los niveles de SHBG en mujeres 

postmenopaúsicas pero no en premenopaúsicas [223]. También en el estudio prospectivo "Women's 
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Health Study", el consumo de productos cafeinados incrementó los niveles de SHBG en mujeres 

postmenopaúsicas [224].  

1.7.3.5 Carbohidratos y palmitato 

La regulación de la SHBG por factores nutricionales, como los azúcares o grasas saturadas 

(palmitato) ha sido estudiada durante los últimos años [193]. En estos estudios, se observó que 

después de alimentar con dietas ricas en sacarosa, glucosa o fructosa a ratones transgénicos para la 

SHBG humana durante tres días, los niveles de ARNm hepático y de SHBG plasmática disminuían, 

siendo la reducción más efectiva cuando los ratones eran alimentados con fructosa [193]. Esto se 

corroboró in vitro, utilizando células HepG2, en las que los tratamientos con glucosa o fructosa 

durante cinco días dieron lugar a una gran disminución en los niveles de expresión y de SHBG 

secretada al medio [193]. En la regulación de la SHBG por estos monosacáridos está implicada la 

competición entre el HNF-4α y el COUP-TF por su sitio de unión al promotor de la SHBG. Cuando las 

células no son tratadas, el sitio de unión del promotor a estos factores de transcripción está 

preferentemente ocupado por HNF-4α mientras que el tratamiento con estos monosacáridos reduce 

los niveles de HNF-4α, lo que permite la unión al FP1 de COUP-TF, con la consiguiente represión de la 

transcripción del gen de la SHBG [193]. 

En cuanto al ácido graso palmitato, el tratamiento durante tres días a células HepG2 resultó 

también en una reducción en los niveles de SHBG, acompañada de una disminución de los niveles de 

HNF-4α, que estaría sufriendo una regulación negativa, con la consecuente represión de la 

transcripción de la SHBG [193].  

 

1.7.4 Regulación hormonal  

1.7.4.1 Esteroides sexuales 

La diferencia en los niveles de SHBG entre sexos, mayores en mujeres que en hombres, ha 

llevado a proponer que la producción de SHBG puede estar estimulada por estrógenos y reprimida 

por andrógenos. Existen datos clínicos que apoyan estas hipótesis, como el hecho de que, como ya 

mencionamos en un apartado anterior, el tratamiento con anticonceptivos orales y los tratamientos 

sustitutivos para la menopausia, en los que se utiliza etinilestradiol, aumentan los niveles de SHBG 

[225-227]. Además, en un estudio de Odlind y col., en 1982, la inducción de la ovulación por la 

gonadotropina coriónica humana (hCG) da lugar a un incremento en los niveles de estradiol ligado a 

un aumento en los niveles de SHBG [228].  
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Sin embargo, en estudios realizados en células HepG2 se ha encontrado que los esteroides 

sexuales no regulan directamente la producción de SHBG, ya que los tratamientos con andrógenos y 

estrógenos afectaron de forma muy leve [229] o no afectaron [230] a la producción de SHBG. De 

hecho, no se han identificado elementos de respuesta a andrógenos en el promotor de la SHBG.  

1.7.4.2 Hormonas tiroideas 

Previamente se ha mencionado que los pacientes hipertiroideos presentan niveles elevados 

de SHBG en plasma, mientras que los hipotiroideos poseen niveles bajos de la misma. Desde los años 

70 se conoce que las hormonas tiroideas ejercen influencia sobre los niveles de SHBG [110]. Además, 

se ha observado un aumento en los niveles de SHBG en pacientes hipotiroideos tras varios días de 

comenzar el tratamiento con T3 [130]. Todo esto concuerda con los experimentos de Rosner y col., 

1984 y Raggatt y col., 1992, en los que el tratamiento con hormonas tiroideas durante 2-3 días 

aumentó los niveles de SHBG [151,230]. 

Selva y Hammond (2009), corroboraron estos resultados mediante un tratamiento a células 

HepG2  durante cinco días con las hormonas T3 y tiroxina (T4), observando un aumento en los 

niveles de SHBG en ambos tratamientos. Mediante experimentos en los que bloquearon la expresión 

del HNF-4α mediante un ARN de interferencia (siRNA-HNF-4α) demostraron que este efecto sobre la 

SHBG está mediado por HNF-4α. En los ratones transgénicos para la SHBG humana el tratamiento 

con la hormona T3 también dio lugar a un aumento en los niveles plasmáticos de SHBG de estos 

ratones [231]. 
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2. LA OBESIDAD Y SUS PATOLOGÍAS ASOCIADAS 

 

2.1 DEFINICIÓN 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y el sobrepeso se definen 

como una acumulación anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. Una 

definición más completa de la obesidad podría explicarla como una enfermedad crónica 

multifactorial compleja caracterizada por el aumento de tejido adiposo e influenciada por factores 

metabólicos, fisiológicos, genéticos, moleculares, celulares, culturales y sociales [232,233]. 

Para diagnosticar el sobrepeso o la obesidad en los adultos, generalmente se utiliza el IMC, 

que se obtiene dividiendo el peso de una persona en kilogramos (kg) entre su altura en metros al 

cuadrado (m2). Aunque es el parámetro más aceptado en la determinación de la obesidad, en 

algunos casos como en individuos con gran musculatura o personas ancianas no resulta válido [234]. 

De todos modos, utilizando este parámetro y según la OMS se considera que una persona con IMC 

hasta 25 tiene peso normal; en el rango de 25 a 30 padece sobrepeso y si tiene un IMC igual o 

superior a 30 se le considera obesa. En el caso de superar los 40 kg/m2 se considera que padece 

obesidad mórbida (Tabla 3). 

IMC (Kg/m
2
) Categoría 

<18,50 Bajo peso 

18,5-24,99 Peso normal 

25,00-29,99 Sobrepeso 

30,00-34,99 Obesidad (grado I) 

35,00-39,99 Obesidad (grado II) 

≥40 Obesidad (grado III) 

 

Tabla 3. Definición del sobrepeso y la obesidad en función del IMC según la OMS. 

 

2.2 EPIDEMIOLOGÍA 

Durante las últimas tres décadas, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad han aumentado 

gravemente, alcanzando cifras epidémicas. De hecho, constituyen el sexto factor principal de riesgo 

de muerte en todo el mundo, siendo causantes de en torno a 3,4 millones de defunciones. Según la 

OMS, en torno a un 5% de los fallecimientos anuales a nivel mundial se deben a la obesidad y si su 
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prevalencia continúa la trayectoria reciente, casi la mitad de la población adulta podría padecer 

sobrepeso u obesidad en 2030 [235]. 

El incremento en la prevalencia de la obesidad no es homogéneo a nivel mundial, sino que 

afecta en diferente proporción a los países en función de su desarrollo. Así, mientras que en los 

países desarrollados el incremento de la obesidad sucedido en la década de los 80 se ha atenuado en 

los últimos años, en los países en desarrollo, donde casi dos de cada tres personas son obesas, el 

incremento en la prevalencia de estos desórdenes está al alza. La prevalencia de la obesidad también 

depende del sexo, siendo mayor en las mujeres que en los hombres en 168 de los 169 países con 

datos de la Organización para la Cooperación y el Desarrrollo Económico (OECD) disponibles (Figura 

19).  

 

 

Figura 19. Prevalencia de la obesidad en hombres (A) y en mujeres (B) en 2013 en los diferentes países del mundo. 
Adaptada de Ng y col., 2014 [236]. 

 

2.3 ETIOPATOGENIA DE LA OBESIDAD 

La obesidad es una enfermedad compleja y multifactorial, que se desarrolla por interacción 

de factores genéticos, epigenéticos y ambientales [232]. Entre las causas que explican el aumento en 

obesidad y sobrepeso durante estas últimas décadas, se encuentra una mayor ingesta de calorías 

acompañada de un mayor sedentarismo, así como un cambio en la composición de la dieta y una 

variación en la microbiota intestinal. 

En términos generales, el estado de obesidad tiene lugar cuando el consumo de energía 

excede continuamente a su gasto, dando lugar a un desequilibrio energético crónico [237]. Sin 

embargo, esto no es un concepto sencillo, ya que existe una gran red de sistemas neuroendocrinos y 

B A 
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metabólicos que regulan el consumo, almacenamiento y gasto energético. Entre los diversos 

mecanismos implicados en la etiopatogenia de la obesidad se encuentran mecanismos genéticos, 

mecanismos relacionados con la regulación del apetito y de la sensación de saciedad, termogénesis y 

disipación de energía, alteraciones estructurales y funcionales del tejido adiposo, regulación de la 

lipólisis, producción y eficacia biológica de la leptina alteradas, alteraciones también en la producción 

de citoquinas, desequilibrios nutricionales y/o metabólicos [238] (Figura 20).   

 

 

2.4 EL TEJIDO ADIPOSO COMO ÓRGANO ENDOCRINO 

Uno de los órganos clave en el desarrollo de la obesidad es el tejido adiposo. Además de los 

adipocitos, el tejido adiposo está compuesto por otros tipos celulares que contribuyen a su 

crecimiento y función, como los preadipocitos, linfocitos, macrófagos, células vasculares y 

fibroblastos. En 1971, Björntorp estableció que el aumento de masa adiposa característica de la 

obesidad puede darse por uno de los siguientes factores o por confluencia de ellos: un exceso en el 

número de adipocitos (hiperplasia) y un mayor tamaño de los mismos (hipertrofia) [239]. En los 

sujetos con obesidad mórbida, una reducción de peso viene acompañada de una reducción en el 

tamaño del adipocito y no en el número de los mismos [240].  

Aunque tradicionalmente ha sido considerado sólo como un lugar de almacenaje de lípidos, 

actualmente se conoce que el tejido adiposo está implicado en el control de metabolismo energético 

y actúa como un órgano endocrino, secretando numerosos factores a los que se les ha dado el 

nombre de adipoquinas [241-243]. Entre ellas, se encuentran hormonas como la leptina y 

adiponectina, que poseen funciones en la regulación del peso corporal; citoquinas proinflamatorias 

Figura 20. Mecanismos 

etiopatogénicos que causan el 

desequilibrio entre el gasto y el 

consumo de energía y conducen 

a la obesidad. 
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como el TNFα, interleuquina 6 (IL-6), IL-1β, implicadas en la función del sistema inmune; angiotensina 

e inhibidor del plasminógeno tipo 1, relacionados con la función vascular; estrógenos para la función 

reproductiva o resistina, relacionada con el desarrollo de la resistencia a insulina. Estos factores 

intervienen en la sensibilidad a la insulina, la homeostasis de lípidos, el control de la presión arterial, 

etc, y contribuyen a las patologías asociadas con la obesidad [241,244].  

El desarrollo de obesidad da lugar a un cambio en la composición celular del tejido y su 

fenotipo, pasando de la función metabólica normal del tejido adiposo delgado a la disfunción 

metabólica primero ligera y después completa del tejido adiposo obeso [245]. Aparte de la 

hipertrofia que sufren los adipocitos debido al aumento en el contenido de triglicéridos, en el tejido 

adiposo obeso se produce la infiltración de un mayor número de macrófagos activados (M1) y células 

T [246], lo cual está ligado a un estado de inflamación sistémica y resistencia a la insulina y lleva 

consigo un cambio en perfil de secreción de adipoquinas del tejido adiposo [245] Figura 21). Así, el 

tejido adiposo obeso da lugar a una elevada producción de citoquinas proinflamatorias mientras que 

reduce la secreción de citoquinas antiinflamatorias [246]. Ésto implica que la obesidad es un estado 

de bajo grado inflamatorio [209,246,247] y esta relación está apoyada por estudios clínicos y 

epidemiológicos que muestran una conexión clara entre el desarrollo de estas respuestas 

inflamatorias de bajo grado y la obesidad y DMT2 [245].  Además, la pérdida de peso resulta en una 

reducción en el número de macrófagos del tejido adiposo, así como de las citoquinas 

proinflamatorias secretadas [248]. 

 

Figura 21. Representación del cambio en el perfil metabólico de los adipocitos durante el desarrollo de la obesidad. Extraída 

de Ouchi N y col., 2011 [245]. 
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2.4.1 Adipoquinas proinflamatorias 

El aumento en la producción de citoquinas proinflamatorias propio del tejido adiposo obeso, 

produce el desarrollo del estado de inflamación crónica que contribuye a la disfunción metabólica. 

De las citoquinas proinflamatorias incrementadas en el tejido adiposo obeso, las más importantes 

son la leptina, IL-1β y TNFα [245], que serán brevemente descritas a continuación. 

-Leptina: La leptina es una hormona peptídica de 167 aminoácidos producida 

mayoritariamente por el tejido adiposo y estructuralmente homóloga a las citoquinas. Su receptor, 

denominado ObR, pertenece a la familia de los receptores de citoquinas. Los niveles de leptina 

secretados por el tejido adiposo son proporcionales a la masa del mismo y al estado nutricional, 

siendo mayores en individuos obesos [241] y viéndose disminuidos en situaciones de ayuno y cuando 

se produce pérdida de peso. La expresión y secreción de leptina está regulada positivamente por 

insulina, glucocorticoides, TNFα y estrógenos y negativamente por andrógenos, ácidos grasos libres, 

actividad β-adrenérgica, la hormona del crecimiento y agonistas PPAR [249]. 

La leptina juega un papel importante en la regulación de la ingesta de alimentos (actuando 

como factor saciante), el gasto energético y la adiposidad [250]. La mayoría de los efectos que ejerce 

la leptina son mediados a través de vías hipotalámicas, y otros mediante su acción directa en tejidos 

periféricos, como el músculo o las células pancreáticas [241]. Tras la ingesta de alimentos, la leptina 

se transporta al cerebro, uniéndose a su receptor en el hipotálamo, lo que produce la activación de 

JAK/STAT3, dando lugar a la supresión de péptidos orexigénicos y al aumento en la producción de 

péptidos anorexigénicos (Figura 22). En condiciones de ayuno, los niveles de leptina disminuyen 

rápidamente y conllevan cambios en el balance hormonal, induciendo sobrealimentación mediante 

un aumento en los niveles de péptidos orexigénicos y reduciendo los niveles de los péptidos 

anorexigénicos y suprimen el gasto energético [251].  
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Figura 22. Representación del mecanismo de acción básico de la leptina sobre el hipotálamo. 

 

Los animales con déficit de leptina, o que producen una hormona no funcional (ob/ob) o 

aquellos con defectos en su receptor, por tanto resistentes a la acción de la leptina (db/db) 

presentan hiperfagia, obesidad, diabetes, hipotermia e infertilidad [252].  

-IL-1β: IL-1β es una adipoquina producida por macrófagos como precursor inactivo pro-IL1β, 

y para ser activada, sufre un procesamiento proteolítico por la caspasa1, a su vez activada por los 

inflamasomas [253], que contribuyen a la inflamación inducida por la obesidad y a la resistencia a la 

insulina [254]. En el plasma de individuos obesos se encuentran niveles altos de esta citoquina, lo 

que predice el riesgo de sufrir DMT2 [255]. Su bloqueo por el antagonista del receptor de 

interleuquina 1 (IL-1RA) ha mostrado que tiene un papel principal en enfermedades autoinmunes y la 

falta del receptor de IL-1 (IL-1R) protege frente a la resistencia a la insulina inducida por dieta rica en 

grasa, así como frente a la inflamación local del tejido adiposo [256]. 

La activación de IL-1β, así como la de su isoforma interleuquina 1 alfa (IL-1α), produce un 

rápido incremento en la expresión de cientos de genes de tipos celulares diferentes. En el hígado, la 

IL-1β circulante se une al receptor de tipo IL-1 junto con su proteína accesoria, lo cual causa la 

activación de dos kinasas asociadas al receptor, que activan y reclutan el factor 6 asociado al 

receptor de TNF-α (TRAF6) al complejo del receptor de IL-1. TRAF6, mediante eventos de 

fosforilación y ubiquitinación,  activa dos vías diferentes, una que resulta en la activación de NF-κβ y 

55

INTRODUCCIÓN



otra que activa c-Jun a través del sistema de señalización MAPK/JNK [257], lo que a su vez induce la 

expresión de genes diana de la familia IL-1 mediante mecanismos transcripcionales y 

postranscripcionales [258] (Figura 23). 

 

Figura 23. Representación de la vía de señalización de la IL-1β a nivel hepático. 

-TNFa: Esta adipoquina es producida principalmente por monocitos y macrófagos y juega un 

papel muy importante en enfermedades inflamatorias y autoinmunes [245]. Su expresión se 

encuentra elevada en los tejidos adiposos de modelos de obesidad  y DMT2 [259]. De hecho, el 

bloqueo de su  vía de señalización en animales obesos mejora su sensibilidad a la insulina [260]. Altos 

niveles de esta adipoquina se encuentran también en el tejido adiposo y plasma de pacientes obesos 

y correlacionan positivamente con marcadores de insulino resistencia, reduciéndose con la pérdida 

de peso [261]. 

A nivel hepático, TNFα interacciona con los receptores TNF-R1 y TNF-R2 [262]. Como estos 

receptores carecen de dominios kinasa catalíticos en su región intracelular, para que se lleve a cabo 

la transducción de la señal utilizan proteínas asociadas al receptor. Una vez producida la unión del 

ligando, el dominio de muerte de la proteína FADD (Fas-associated death domain) interacciona 

directamente con Fas, mientras que FADD se une a TNF-R1 a través del dominio de muerte de la 

proteína asociada al TNF-R1 (TRADD), lo que da lugar a la activación de la cascada de la caspasa, 

dando lugar a la señalización apoptótica. Por otro lado, los receptores de TNF se unen a los factores 
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asociados a los receptores TNFR1 y TNFR2 (TRAF1 y TRAF2), activando la señalización de proteínas 

que incluyen c-JUN/JNK y NF-κβ. La activación de NF-κβ se produce tanto por esta vía, que incluye la 

unión de TRAF a la quinasa inductora de NF-κβ (NIK) y la activación de la quinasa inhibidora de la 

quinasa del factor kappa β (IKK-α) [263] como por una vía independiente de TRAF (TRIP) y resulta en 

la transcripción de los genes diana de NF-κβ [262] (Figura 24).  

 

Figura 24. Representación de la vía de señalización del TNFα a nivel hepático. Adaptada de Bradham CA y col., 1998 [262] 

 

2.4.2 Adipoquinas antiinflamatorias 

 

Además de las citoquinas proinflamatorias, el tejido adiposo también secreta factores anti-

inflamatorios, de los que el más estudiado es la adiponectina [245].  

2.4.2.1 Adiponectina 

La adiponectina se identificó como una proteína expresada y producida por los adipocitos 

murinos diferenciados 3T3-L1 [264] y fue clonada por Hu y col. en 1996 [265]. En humanos, también 

en 1996, fue descrita por Maeda y col. como el transcrito más frecuente en el tejido adiposo en 
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mujeres [266] y purificada del plasma humano por Nakano y col. [267]. La adiponectina es una 

proteína relativamente abundante, cuya concentración en humanos se encuentra en el rango de 0,5 

a 30 µg/ml y representa aproximadamente el 0,01% de la proteína plasmática total [268].  

El gen de la adiponectina humana se localiza en el cromosoma 3q27 y codifica una proteína 

compuesta por 244 aminoácidos, con un peso molecular de 30 kDa. Su secuencia primaria contiene 

un péptido señal en el extremo N-terminal y un dominio globular en su región C-terminal [269].  

La adiponectina es producida y secretada principalmente por el tejido adiposo blanco, y 

según un estudio por Viengchareun y col., en 2002, también es producida por el tejido adiposo 

marrón [270]. Su secreción es inducida durante la diferenciación adipocitaria, a través de la 

activación de PPARγ [271,272] y está regulada por varias hormonas como la leptina, la insulina, el 

factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1), prolactina y somatotrofina, así como por factores 

nutricionales y ambientales [273].  

Se han descrito dos receptores diferentes de adiponectina que presentan especificidad 

tisular: el receptor de adiponectina 1 (adipoR1), expresado de forma ubicua pero más abundante en 

músculo esquelético y células endoteliales; el receptor de adiponectina 2 (adipoR2), que se localiza 

preferentemente en el hígado [274]. La afinidad del adipoR1 por la adiponectina es mayor que la del 

adipoR2 y ambos median una respuesta basada en la activación de la quinasa activada por 

monofosfato de adenina (AMPK) [275].La AMPK funciona como un sensor de energía en la célula, de 

manera que cuando existe una cantidad celular de adenosín monofosfato (AMP) elevada con 

respecto al adenosín trifosfato (ATP), se activa la kinasa y da lugar a la fosforilación de proteínas 

diana como la ACC o coactivadores de transcripción regulados por la proteína de unión a elementos 

de respuesta a AMPc (CREB), para restaurar el estado energético a través de mecanismos como el 

aumento en la oxidación de los ácidos grasos y transporte de glucosa [274,276] y la disminución de la 

lipogénesis hepática [277,278] 

La adiponectina está implicada en la regulación de la acción de la insulina y el metabolismo 

lipídico. En numerosos estudios se ha demostrado que posee actividad insulinosensibilizante, 

antiinflamatoria y antiaterogénica, además de tener un papel cardioprotector, hepatoprotector y 

antiangiogénico [279-283].   

2.4.2.2 Regulación de los niveles de adiponectina 

Los niveles de adiponectina están inversamente relacionados con el tamaño del adipocito y 

se encuentran bajos en individuos obesos [268,284,285]. Estos niveles bajos incrementan cuando se 

produce pérdida de peso [286].  
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La expresión de la adiponectina en el tejido adiposo blanco y sus niveles en la circulación 

sistémica dependen de factores como la edad o el sexo, viéndose correlacionados directamente con 

la edad y siendo más altos en mujeres que en hombres [287]. Además, los niveles de adiponectina 

son elevados en condiciones de peso normal y anorexia, sensibilidad a la insulina o lipoproteínas de 

alta densidad (HDL) elevadas. Aumentan también con la exposición al frío, con el tratamiento con 

agonistas de PPAR [288], IGF-1, adrenalectomía y consumo de dieta proteica, entre otros factores 

[289].  

La hipoadiponectinemia es un factor etiológico clave en las condiciones patológicas asociadas 

a la obesidad [290] como inflamación, DMT2, resistencia a la insulina, enfermedad cardiovascular, 

NAFLD, dislipemia o hipertensión, presentando todas ellas niveles de adiponectina reducidos 

[286,289,291-293]. A su vez, los niveles de adiponectina disminuyen con dietas ricas en 

carbohidratos, con tratamientos con glucocorticoides, agonistas β-adrenérgicos y TNFα [294-297].   

Con respecto a la insulina, existen resultados conflictivos puesto que tratamientos cortos con 

insulina a adipocitos 3T3-L1 [264] o a adipocitos de rata [297] dio lugar a un aumento en los niveles 

de expresión y secreción de adiponectina mientras que un tratamiento más largo los disminuyó 

[295]. 

2.4.2.3 Efectos farmacológicos de la adiponectina 

Dada la relación entre los niveles de adiponectina y estas condiciones patológicas, se ha 

estudiado el efecto de esta hormona sobre su desarrollo [298]. Se ha encontrado que los niveles 

elevados de adiponectina presentan efectos beneficiosos sobre el estado inflamatorio [299], 

resistencia a la insulina [300,301], en relación a la aterosclerosis [274,302-304],  también sobre el 

desarrollo de DMT2 [274,289,305], el síndrome metabólico [290,306], así como sobre NAFLD [307-

310] entre otras patologías. 

2.4.2.4 Relación entre los niveles de adiponectina y SHBG 

Tanto los niveles plasmáticos de adiponectina como de SHBG se encuentran bajos en 

pacientes obesos o en condiciones patológicas asociadas a la obesidad. Diferentes estudios 

epidemiológicos han correlacionado de forma positiva los niveles plasmáticos de SHBG con los 

niveles de adiponectina [311-314] y ambos de forma negativa con el IMC [121,123,315,316]. De 

hecho, la disminución de los niveles de adiponectina en pacientes obesos parece intervenir en el 

desarrollo de complicaciones como la esteatosis hepática no alcohólica, que a su vez se asocia con 

niveles bajos de SHBG.  
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2.5 LA OBESIDAD COMO FACTOR DE RIESGO PARA OTRAS PATOLOGÍAS 

La obesidad se ha asociado de forma consistente en estudios epidemiológicos como factor de 

riesgo o causa común de otros desórdenes, como la DMT2, el síndrome metabólico, ECV, trastornos 

del aparato locomotor o algunos tipos de cánceres (endometrio, ovario y colon), así como del 

desarrollo de NAFLD, desórdenes pulmonares como las apneas obstructivas del sueño o desórdenes 

neurológicos  [317] (Figura 25).  

El cluster de desórdenes compuesto por la obesidad, la resistencia a la insulina y el riesgo 

cardiovascular se conoce como síndrome metabólico y los indicadores que lo definen son la 

adiposidad abdominal, dislipidemia aterogénica (altos niveles de HDL y triglicéridos), elevada presión 

sanguínea y elevados niveles de glucosa en sangre [318]. El vínculo etiológico entre la obesidad y este 

tipo de desórdenes podría residir en un estado crónico de bajo grado inflamatorio que daría lugar a 

situaciones como la resistencia a la insulina, el síndrome metabólico y el estrés oxidativo, producidas 

por el incremento de la producción de citoquinas y el reclutamiento de células inmunes en el 

ambiente extracelular que inducen una inflamación sistémica. Esta respuesta inflamatoria juega un 

papel crítico en el desarrollo de estas enfermedades relacionadas con la obesidad [319-321].  

 

Figura 25. La obesidad como factor de riesgo para otras enfermedades. 
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Algunos de los trastornos relacionados y/o derivados de la obesidad serán brevemente 

tratados a continuación. 

 

2.5.1 DMT2 

La aparición de la DMT2 en el paciente obeso se debe fundamentalmente a la hipersecreción 

del tejido adiposo obeso de ácidos grasos, glicerol y citoquinas proinflamatorias, que reducen la 

sensibilidad a la insulina, alterando la función de las células que responden a insulina y su habilidad 

de responder a ella, por tanto, dando lugar a resistencia a la insulina [322]. Cuando se acompaña de 

una disfunción de las células β pancreáticas, no se puede contrarrestar esta resistencia a la insulina y 

se desarrolla DMT2 [323]. El acúmulo de grasa visceral debido a esta resistencia a la insulina conecta 

los dos desórdenes fisiopatológicamente. La pérdida de peso, aunque sea de forma moderada, 

aumenta la sensibilidad a la insulina y suele mejorar el control de la DMT2 [324].  

La DMT2 viene definiéndose, junto con la obesidad, como la pandemia del siglo XXI ya que su 

prevalencia ha aumentado en las últimas décadas, de manera que se estima que en el 2025 afectará 

a 300 millones de personas (5,4% de la población mundial) [325]. La DMT2 evoluciona en paralelo 

con la obesidad, de hecho, alrededor de un 80% de los pacientes que la sufren son obesos. Por ello, 

se utiliza el término “Diabesity” (diabesidad) para referirse al origen común de ambas enfermedades 

[324]. 

 

2.5.2 Trastornos reproductivos 

Los trastornos reproductivos incluyen desórdenes del sistema reproductivo entre los que se 

encuentran la disfunción sexual, anormalidades congénitas o cánceres del sistema reproductivo. 

Estos trastornos se vinculan con la obesidad tanto en varones como en mujeres [326]. 

 En varones, por un lado se ha observado que la oligozoospermia y la astenospermia 

aumentan con el IMC [327]. En ellos, el hipogonadismo se relaciona con un aumento en el tejido 

adiposo, que se distribuye en muchas ocasiones según el modelo femenino o ginecoide. En varones 

obesos, se produce una disminución de los andrógenos [147,328] mientras que aumentan los niveles 

de estrógenos [328], por la conversión por aromatasas de andrógenos a estrógenos en el tejido 

adiposo periférico [329], lo cual da lugar a la reducción en los niveles de testosterona [330] y la 

supresión de las gonadotropinas por el aumento en la retroalimentación negativa de estrógenos. 
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En las mujeres obesas, hay un aumento en la producción de andrógenos y también en la 

conversión periférica de andrógenos a estrógenos. La obesidad tiene efectos sobre el ciclo 

menstrual, dando lugar a menstruaciones irregulares, menos fertilidad [326] y está asociada con un 

mayor riesgo de aborto [331] y de defectos en el nacimiento [332]. Además, hasta un 80% de los 

casos de mujeres que padecen PCOS en Estados Unidos y en torno a un 20% en otros países son 

obesas [333].  

En estudios de obesidad experimental se ha observado que los modelos de obesidad 

genética padecen infertilidad en los modelos más extremos y tienen su capacidad reproductiva 

empeorada en los modelos de obesidad moderada. Además, se ha observado que la castración en 

ratones machos [334] y ovarectomía en hembras [335, 336] da lugar a obesidad. 

 

2.5.3 NAFLD 

La esteatosis hepática no alcohólica representa un conjunto de desórdenes hepáticos que 

comprenden la esteatosis, esteatohepatitis y cirrosis, no debidas a ingesta excesiva de alcohol [337-

339].  

La NAFLD constituye una de las causas principales de la morbilidad y mortalidad relacionadas 

con el hígado, y la principal causa de disfunción hepática en personas no alcohólicas y sin hepatitis 

vírica en Europa y Norte América [340,341]. De hecho, entre un 21% y un 31% de los adultos en 

Estados Unidos [342,343] y entre un 2 y un 44% de la población general en Europa la padecen [344]. 

Su prevalencia depende en cierto modo del sexo y el grupo étnico, siendo mayor en los hombres y en 

la población hispánica [345,346].  

Estudios poblacionales han mostrado que la NAFLD está altamente relacionada con  

enfermedades metabólicas como la DMT2 y la obesidad, afectando a un 50% de pacientes diabéticos 

y un 76% de obesos y con una incidencia de casi un 100% en pacientes diabéticos con obesidad 

mórbida [337,347-350]. Además, la DMT2 predice el desarrollo de NAFLD y viceversa [351]. Entre la 

población que no padece obesidad ni DMT2, son susceptibles de desarrollar NAFLD aquellas 

personas con niveles elevados de glicemia en ayunas, hiperuricemia, obesidad central, hipertensión y 

bajos niveles de HDL [352]. 

Muchos autores consideran la NAFLD como la manifestación hepatica del síndrome 

metabólico [339,353,354], aunque existe un debate sobre si el síndrome metabólico la precede, o si 

por el contrario, es la NAFLD la que anticipa el desarrollo de algunos de sus componentes [355,356].  
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La NAFLD se caracteriza por la acumulación de triglicéridos en el hígado, la cual resulta 

cuando el flujo de lípidos hacia este órgano y la lipogénesis de novo exceden su uso y exportación 

[357]. La lipogénesis de novo se define como la síntesis de ácidos grasos de una fuente no lipídica 

[358], como la sacarosa o la fructosa, que consumidas en exceso dan lugar a la formación de grasas 

[359]. Por otro lado, el elevado consumo de grasas da lugar a lipotoxicidad por la gran producción de 

ceramidas que se generan del palmitato [359]. 

Aunque no se conoce exactamente su patogénesis, el desequilibrio presente en la NAFLD 

puede estar producido por la alteración de factores locales y sistémicos que controlan el balance 

lipídico en el hígado, como la resistencia a la insulina [337]. Ésta provoca hiperinsulinemia, que da 

lugar a un aumento en los niveles de ácidos grasos libres en el suero procedentes del tejido adiposo, 

que al ser captados por el hígado, provocan la producción de triglicéridos y su acumulación, dando 

lugar así a un hígado esteatótico.  Además promueve el aumento de lipogénesis a través de factores 

de transcripción clave, como son el PPARγ y la proteína de unión al elemento de respuesta a 

esteroles (SREBP1) [337,359,360], que controlan los niveles de enzimas lipogénicas tales como la 

ACC, la ácido graso sintasa (FAS) o la ATP-citrato liasa (ACLY). El estado esteatótico del hígado 

también está favorecido por la reducción de las proteínas microsomales transportadoras de 

triglicéridos (MTP) y de la apolipoproteína B, que produce una disminución de la exportación de 

lípidos del hígado, favoreciendo la acumulación en el mismo [337](Figura 26). 

 

Figura 26. Esquema de los mecanismos implicados en el desarrollo de NAFLD. Extraída de Adams y col., 2005 [337]. 
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Además del incremento en la lipogénesis hepática, el TNFα y otras citoquinas 

proinflamatorias juegan un papel central en el desarrollo de la NAFLD [361-363]. La inducción de 

citoquinas proinflamatorias se da en parte por el estrés oxidativo que generan los niveles elevados 

de ácidos grasos libres intrahepáticos y está implicada en las complicaciones de la esteatosis a 

esteatohepatitis y cirrosis [337]. Esto está apoyado por diferentes estudios en los que se han 

encontrado niveles elevados de TNFα en pacientes con NAFLD [364,365].  

 

1.6 MODELOS MURINOS PARA EL ESTUDIO DE LA OBESIDAD, DMT2 Y NAFLD 

Existen varios modelos murinos para el estudio del desarrollo, fisiopatología y consecuencias 

de la obesidad [366]. Entre ellos, los ratones C57BL/Ks db/db (db/db de aquí en adelante) y C57BL/6J 

ob (ob/ob en adelante) constituyen modelos ampliamente utilizados y bien caracterizados para el 

estudio de la obesidad y sus complicaciones, como la DMT2 o la NAFLD [367]. 

-En el caso de los ratones db/db, tienen una mutación autosómica recesiva puntual (G  T) 

[368] en el gen del receptor de la leptina (Leprdb), situado en el cromosoma 4 [369,370]. Esta 

mutación resulta en un codón STOP en el extremo 3’ del ARNm del receptor de la leptina, dando 

lugar a la terminación prematura de este gen con su consecuente pérdida de función [368]. Esta 

pérdida de función y por tanto resistencia a la leptina provoca a nivel cerebral una falta de control 

sobre la saciedad, presentando hiperfagia. A las cuatro semanas de edad los ratones db/db 

desarrollan hiperglicemia, hiperinsulinemia, obesidad severa y DMT2 [371,372]. Además, presentan 

las complicaciones que conllevan estos desórdenes, como la NAFLD, neuropatía o retinopatía. Su 

muerte ocurre entre los cinco y ocho meses de edad [373]. 

-Por su parte, los ratones ob/ob portan una mutación en el gen que codifica la leptina (Lepob), 

situado en el cromosoma 6 [374], que fue descubierta en los laboratorios Jackson en 1949 como una 

mutación autosómica recesiva [375]. La mutación ob es una mutación puntual (CT) que resulta en 

el cambio del residuo Arg105 por un codón STOP, generando una proteína truncada [252,369]. Por 

tanto, estos ratones son deficientes en leptina, por lo que igual que los db/db, no tienen control 

sobre su saciedad. A partir de las cuatro semanas presentan obesidad, hiperinsulinemia e 

hiperglicemia y diabetes ligeras y transitorias, que se normalizan tras las doce semanas de edad 

[367]. Además, estos ratones muestran un aumento en la lipogénesis de novo [376] y una 

disminución en la lipólisis [377]. 
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3. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

El término de enfermedad cardiovascular es un concepto general que engloba las 

enfermedades del corazón y de los vasos sanguíneos, incluyendo la cardiopatía isquémica, 

enfermedad cerebrovascular e insuficiencia cardiaca como los tres problemas cardiovasculares más 

importantes [378]. 

Las ECV constituyen la primera causa de mortalidad en los países [379] y a principios de 2012, 

se estima que aproximadamente 17,5 millones de personas fallecieron a causa de las ECV, lo que 

representa un 31% de los fallecimientos globales. De ellos, aproximadamente 7,4 millones de 

fallecimientos se debieron a enfermedad coronaria [378]. Según el estudio MONICA, llevado a cabo 

en el 1997 [380], en el cual se estudió la tasa de mortalidad y de incidencia de las ECV, España tiene 

un puesto favorable en relación al resto de países, ya que presenta una mortalidad coronaria más 

baja que los demás países occidentales y una tasa de enfermedad cerebrovascular media entre ellos 

[381].  

En relación a las ECV, también es importante mencionar el estudio de Frahmingan, llevado a 

cabo a partir de 1948, con una participación de 5209 hombres y en el que se demostraron las 

características que dan lugar a las ECV y se definió el concepto de factor de riesgo de las mismas 

[382]. 

Existen diferentes factores de riesgo de ECV, tanto no modificables como modificables. Entre 

los primeros, se encuentran la edad, el sexo, la raza y los marcadores genéticos. Así, existe más 

riesgo de padecer ECV en los individuos que pertenecen al sexo masculino, a partir de los 55 años, en 

la raza negra y con antecedentes familiares o rasgos genéticos influyentes [383]. Entre los factores de 

riesgo modificables, se encuentran la hiperlipidemia, hipertensión arterial, tabaquismo, DMT2 y 

obesidad [384,385]. 

La obesidad, sea de forma directa o en parte mediado por su impacto sobre diversos factores 

como la hipertensión, dislipemia, intolerancia a la glucosa y DMT2 [386], se ha convertido en una de 

las principales causas de ECV en los países desarrollados [387]. Esto puede ser debido a que el 

depósito de grasa visceral abdominal produce hormonas y mediadores inflamatorios que inducen 

resistencia a la insulina, cambios en el perfil lipídico o hipertensión arterial, además de actividad 

procoagulante y antifibrinolítica, lo que incrementa el riesgo de padecer DMT2 y ECV, 

denominándose riesgo cardiometabólico [388,389] (Figura 27). 
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Figura 27. Mecanismos que median la relación entre la obesidad y la enfermedad cardiovascular. Extraída de Van Gaal MF y 
col., 2006 [389]. 

 

Mediante el estudio de Framinghan, se demostró que el grado de obesidad constituye un 

buen predictor, a largo plazo, de la incidencia de ECV [384], lo que se hacía aun más patente entre 

personas menores de 50 años [390]. Además, entre las mujeres, sólo la edad y la presión sanguínea 

eran predictores de ECV más robustos que el grado de obesidad [384]. El reciente estudio DARIOS de 

Felix- Redondo y col. [391], apoya esta relación en la población española, en la que encuentra una 

asociación independiente de la edad entre obesidad y enfermedades coronarias, subrayando como 

factores de riesgo de ECV a 10 años el IMC, el diámetro de la cintura y el índice cintura-cadera 

(WHtR) [391]. De hecho, un mayor WHtR constituye un predictor más fuerte de ECV que el IMC 

[392]. 

 

3.1 LA DIETA MEDITERRÁNEA COMO PATRÓN NUTRICIONAL EN LA PREVENCIÓN DE ECV  

Del estudio Seven Countries Study, realizado en 1958 por Keys y col., surgió el concepto de 

Dieta Mediterránea [393-395]. En este estudio se mostró la baja incidencia de enfermedad coronaria, 

ciertos tipos de cáncer y mayor esperanza de vida en habitantes de Creta, en Grecia, a pesar del gran 

consumo de grasa que hacían [396]. Posteriormente, diferentes publicaciones han demostrado que 

la adherencia a la Dieta Mediterránea disminuye la tasa de muerte a causa de ECV [397-404]. Entre 
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ellas, podemos destacar estudios como el Lyon Diet Heart Study, en el que 605 pacientes con ECV, al 

cabo de seis meses de adherencia a la Dieta Mediterránea, vieron disminuidos los eventos 

cardiovasculares [405]. El estudio HALE, por su parte, muestra que la adherencia a la Dieta 

Mediterránea durante seis meses disminuye la tasa de mortalidad en ancianos [398]. En otro estudio 

bastante reciente, el estudio PREDIMED, se ha observado en un grupo de 7400 personas que el 

consumo de dieta Mediterránea suplementada con aceite de oliva extra virgen o nueces reduce el 

riesgo cardiovascular en un 30% con respecto al grupo control [397,406]. Con estos estudios se ha 

puesto de manifiesto, además del efecto cardiosaludable de la dieta Mediterránea, su asociación a 

una mayor esperanza de vida, bajo riesgo de padecer obesidad, síndrome metabólico y DMT2.  

En la Conferencia Internacional sobre las Dietas Mediterráneas celebrada en Boston a 

principio de los 90, se definió el patrón que caracteriza la Dieta Mediterránea: un consumo elevado 

de cereales, verduras, legumbres, fruta, poca carne y mucho pescado, consumo relativamente 

reducido de lácteos, consumo moderado de vino tinto y aceite de oliva como principal grasa 

culinaria, dándose una relación alta entre la proporción de grasas monoinsaturadas (MUFA) con 

respecto a las grasas saturadas (SFA) [407-409] (Figura 28).  

 

Figura 28. La pirámide tradicional de la Dieta Mediterránea. Extraida de Willet y col.,1995 [409]. 
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3.1.1 EL ACEITE DE OLIVA: ALIMENTO IMPRESCINDIBLE EN LA DIETA MEDITERRÁNEA  

El aceite de oliva representa uno de los pilares básicos de la Dieta Mediterránea y es la mayor 

fuente de grasa procedente de la dieta en los países donde se cultivan olivas [410]. Diferentes 

estudios han puesto de manifiesto el efecto protector del aceite de oliva sobre la ECV. Entre ellos, un 

estudio español en el que el consumo de aceite de oliva se asoció con una reducción del 82% en el 

riesgo de sufrir un primer infarto de miocardio [411]. En otro estudio con una cohorte griega, se 

encontró una asociación negativa entre el ratio MUFA/SFA y la mortalidad por ECV [402]. También en 

un estudio reciente el aceite de oliva extra virgen mejoró la glucosa post-prandial y los niveles de LDL 

[412]. 

El ácido graso principal y componente mayoritario del aceite de oliva es el ácido oleico, un 

MUFA cis omega 9 (C18:1n-9) cuya abundancia en el aceite de oliva se encuentra en el rango entre 

56-84% del total de los ácidos grasos, mientras que los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el 

ácido linoleico están presentes comunmente entre un 4 y un 20% [413] y los SFAs entre un 8 y un 

14% [414].  

A través de estudios epidemiológicos, de los MUFAs y especialmente del ácido oleico se 

conocen efectos  beneficiosos sobre la ECV [415-418], el perfil lipídico [419] y actividades 

antitrombogénica y antitumoral [420,421]. Así mismo se ha demostrado su efecto beneficioso sobre 

la sensibilidad a la insulina [417,422,423] y su efecto hipotensor [424].  
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La SHBG es una glicoproteína producida por el hígado humano y secretada al torrente 

circulatorio, donde une andrógenos y estrógenos con gran afinidad regulando su disponibilidad 

y accesibilidad a nivel de tejido. Niveles bajos de SHBG se encuentran en pacientes obesos de 

todas las edades. Además, los pacientes con síndrome metabólico, enfermedad de hígado 

graso no alcohólico o PCOS presentan niveles plasmáticos bajos de SHBG, que también se 

correlacionan de forma independiente con el riesgo de sufrir DMT2 y ECV. Con esta base, el 

objetivo principal de esta tesis es profundizar en el estudio de la regulación de la SHBG y su 

papel en el desarrollo de la obesidad y patologías asociadas. Para estudiarlo, nos hemos 

propuesto varios objetivos específicos partiendo de las hipótesis que planteo a continuación. 

HIPÓTESIS 1 

Los niveles plasmáticos de SHBG se encuentran bajos en pacientes obesos 

independientemente de la edad y el sexo. A medida que se desarrolla la obesidad los niveles 

de SHBG van disminuyendo. Sin embargo, no existe ningún modelo murino para estudiar la 

regulación de la SHBG durante el desarrollo de la obesidad. 

 OBJETIVO 1 

 Desarrollar un ratón transgénico que exprese SHBG y desarrolle obesidad, mediante el 

cruce entre un ratón transgénico para la SHBG y un ratón db/db. 

HIPÓTESIS 2 

La SHBG, además de ser un marcador de enfermedades metabólicas, como el síndrome 

metabólico, la obesidad, NAFLD, PCOS y predictor de la ECV y DMT2, juega un papel en su 

desarrollo. 

OBJETIVO 2 

 Estudiar el papel de la SHBG en el desarrollo de la NAFLD en dos modelos animales de 

NAFLD: un modelo genético (SHBG-db/db) y un modelo inducido por dieta rica en fructosa 

(shbg/wild-type). 

 

HIPÓTESIS 3 

La SHBG se encuentra regulada por diferentes factores metabólicos y nutricionales: 
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3.1 Los niveles de adiponectina, al igual que la SHBG, están relacionados negativamente 

con el índice de masa corporal y se encuentran niveles bajos en pacientes obesos; por otro 

lado, existe una relación positiva entre los niveles de adiponectina y SHBG y la regulación 

negativa de la adiponectina que ocurre  en los pacientes obesos parece participar en el 

desarrollo de la esteatosis hepática no alcohólica que está asociada con niveles bajos de SHBG. 

Con esta base, hemos hipotetizado que la adiponectina puede regular la producción de SHBG. 

OBJETIVO 3.1 

Estudiar la regulación hepática de la SHBG por la adiponectina y los mecanismos 

moleculares por los que se produce.  

3.2 Puesto que la dieta Mediterránea protege frente al desarrollo de ECV y los bajos 

niveles de SHBG son un factor de riesgo de las mismas, hemos hipotetizado que el efecto 

beneficioso de los alimentos de la dieta Mediterránea podría estar mediado por un aumento 

en los niveles de SHBG.  

OBJETIVO 3.2 

 Estudiar la regulación hepática de la SHBG por el aceite de oliva, uno de los componentes 

principales de la dieta Mediterránea y los mecanismos moleculares implicados en tal 

regulación. 

 

La consecución de estos objetivos se ha traducido en las publicaciones que integran la 

sección de resultados.  
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CAPÍTULO I 

DESARROLLO DE UN MODELO DE RATÓN DOBLE TRANSGÉNICO, SHBG-

C57BL/KSJ-DB/DB, PARA ESTUDIAR LA EXPRESIÓN Y REGULACIÓN DE LA 

SHBG DURANTE EL DESARROLLO DE LA OBESIDAD. 
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Los niveles plasmáticos de SHBG se encuentran bajos en pacientes obesos de todas las 

edades y predicen el desarrollo de DMT2 y ECV. Aun no se conoce la regulación de la SHBG durante 

el desarrollo de la obesidad debido a que no se ha podido estudiar en ningún modelo murino de 

obesidad, porque los ratones no expresan SHBG en el hígado, y por tanto, carecen de SHBG 

circulante. Para ello, hemos desarrollado un modelo de ratón doble transgénico SHBG-C57BL/ksJ-

db/db (SHBG-db/db de aquí en adelante), a partir, por un lado, del modelo de ratón C57BL/ksJ-db/db 

(db/db de aquí en adelante) que desarrolla obesidad y DMT2 y ha sido ampliamente utilizado en el 

estudio de estas dos patologías; por otro lado, del ratón transgénico para la SHBG, desarrollado en la 

década de los 90 y que expresa SHBG en el hígado y la secreta a la sangre. Mediante el cruce de estos 

dos ratones se ha conseguido un modelo de ratón diabético y obeso que tiene SHBG circulante. El 

estudio de la expresión y regulación de la SHBG en este modelo de ratón nos ha permitido analizar 

por un lado, qué conlleva la sobreexpresión de la SHBG en la obesidad (comparando el ratón db/db 

con el ratón SHBG-db/db) y por otro lado estudiar qué mecanismos de regulación dan lugar a los 

bajos niveles de SHBG encontrados en los pacientes obesos (mediante la comparación del ratón 

delgado SHBG-db/+ con el ratón obeso SHBG-db/db).  

En primer lugar, la sobreexpresión de la SHBG en el ratón obeso db/db produce una 

disminución del peso total de machos y hembras, sin embargo, no produce cambios significativos en 

su perfil metabólico, en términos de niveles plasmáticos de glucosa, colesterol, triglicéridos, ácidos 

grasos libres, insulina y leptina.  

Puesto que los pacientes obesos suelen desarrollar NAFLD, condición en la que también 

disminuyen los niveles de SHBG, estudiamos si estos ratones obesos que sobreexpresan la SHBG 

desarrollan hígado graso y si sus niveles de SHBG están disminuidos con respecto a los ratones 

delgados SHBG-db/+. Encontramos que los ratones SHBG-db/db, tanto machos como hembras, 

presentan una importante acumulación lipídica en el hígado, así como un aumento en los 

triglicéridos hepáticos. Los niveles de expresión y de proteína circulante de SHBG en estos ratones 

obesos y diabéticos SHBG-db/db son menores que en los ratones delgados SHBG-db/+. Esta 

disminución se produce por una reducción en los niveles hepáticos de ARNm y proteína del factor de 

transcripción HNF-4α y por un aumento de expresión y proteína de PPARγ, tanto en machos como en 

hembras SHBG-db/db obesos en comparación con los ratones SHBG-db/+ delgados, que da lugar a 

una menor unión de HNF-4α y una mayor unión de PPARγ al promotor de la SHBG. Estos resultados 

se comprobaron en biopsias hepáticas de pacientes obesos, en las que los niveles de expresión de 

SHBG se correlacionaron positivamente con los niveles de expresión de HNF-4α y negativamente con 

los niveles de expresión de PPARγ2. Finalmente, observamos que los niveles de testosterona total en 

los ratones obesos SHBG-db/db fueron menores que en los ratones delgados SHBG-db/+.  
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Por tanto, nuestro modelo de ratón SHBG-db/db representa lo que ocurre en humanos 

obesos en términos de reducción de testosterona y SHBG plasmática. Además, nos ha permitido 

estudiar los mecanismos por los que los niveles de SHBG se reducen durante el desarrollo de la 

obesidad y constituye una herramienta muy valiosa para el estudio del papel de la SHBG en el 

desarrollo y progresión de enfermedades en las que se encuentran sus niveles disminuidos, tales 

como la obesidad, la NAFLD o la DMT2. 
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SHBG-C57BL/ksJ-db/db: A New Mouse Model to Study

SHBG Expression and Regulation During Obesity

Development

Cristina Saéz-López, Marta Rivera-Giménez, Cristina Hernández, Rafael Simó,

and David M. Selva

Diabetes and Metabolism Research Unit, Vall Hebron Institut de Recerca, Universitat Autònoma de

Barcelona and Centro de Investigación Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabólicas

Asociadas (Instituto Carlos III), 08035 Barcelona, Spain

Low plasma sex hormone-binding globulin (SHBG) levels in overweight individuals are a biomarker

for the metabolic syndrome and are predictive of type 2 diabetes and cardiovascular disease risk.

There are no in vivo models to study SHBG expression and regulation during obesity development.

The main reason for this is that the obesity-prone rodent models cannot be used to study this issue,

because rodents, unlike humans, do not express the SHBG gene in their livers. We have developed

a unique mouse model that expresses the human SHBG, and it develops obesity, by crossing the

human SHBG transgenic mice with the C57BL/ksJ-db/db mice. The results obtained with the SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mouse model have allowed us to determine that the SHBG overexpression in the

C57BL/ksJ-db/db reduced the body weight gain but did not change the metabolic profile of these

mice. Moreover, we elucidated the molecular mechanisms and transcription factors causing the

SHBG down-regulation during obesity development, which involved changes in liver hepatocyte

nuclear factor 4a and peroxisome proliferator-activated receptor-g mRNA and protein levels. Fur-

thermore, these results were confirmed using human liver biopsies. Importantly, we also showed

that this model resembles what occurs in human obese subjects, because plasma SHBG and total

testosterone levels where reduced in obese mice when compared with lean mice. Future research

using this unique mouse model will determine the role of SHBG in the development and progres-

sion of obesity, type 2 diabetes, or fatty liver disease. (Endocrinology 156: 4571–4581, 2015)

Sex hormone-binding globulin (SHBG) is produced by

the human liver under control of hormones and nu-

tritional factors (1, 2). The human liver secretes SHBG to

the blood where it binds sex steroids with high affinity

regulating theirbioavailability (3).Bodymass index (BMI)

is a major determinant of SHBG concentration in the

blood of men and women (4, 5). Low serum SHBG levels

in overweight individuals are a biomarker for the meta-

bolic syndrome (6, 7) and are predictive of type 2 diabetes

(8, 9) and cardiovascular disease risk (10, 11).

There are no in vivo models to study SHBG expression

and regulation during obesity development. Themain rea-

son for this is that the obesity-prone rodentmodels cannot

be used to study this issue, because rodents, unlike hu-

mans, do not express the SHBG gene in their livers (12–

17); instead, they express the SHBG in the Sertoli cells of

the testis (18–20). Rodents do not have SHBG in their

bloods (21) and only new world monkeys and chimpan-

zees have the same exact gene structure in terms of pro-

moters and footprint regions (22). Several works in recent

decades,mainly usingHepG2cells in in vitro experiments,

have identified the transcription factors binding to these

regions (22–24). In this regard, it has been reported that

hepatocyte nuclear factor 4 (HNF-4)a and chicken
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ovalbumin upstream promoter-transcription factor bind

to footprint region 1 (FP1) and/or FP3. In addition, per-

oxisome proliferator-activated receptor (PPAR)g is able

to bind to the FP3, and upstream stimulatory factors can

bind to the FP4 region of the SHBG promoter (22–24).

Moreover, in the last few years, several works have de-

scribed that the modulation of HNF4a or PPARg protein

levels is another mechanismwhich governs hepatic SHBG

production. In this regard, thyroid hormones (25) and

adiponectin (26) regulate SHBG production by increasing

hepatic HNF4a protein levels, whereas carbohydrate-in-

duced de novo lipogenesis (2), TNFa (27, 28), and IL-1b

(29) regulate SHBG production by decreasing hepatic

HNF4a protein levels. Moreover, oleic acid increases

SHBG production by reducing PPARg levels (30).

The lack of in vivo models to study SHBG regulation

during obesity development was the main reason for de-

veloping a new mouse model that expresses SHBG and

developsobesity and its associatedcomplications (eg, fatty

liver, type 2 diabetes, and cardiovascular disease). The

characterization of thesemice would allow us to study the

molecular mechanisms that govern SHBG production

during obesity development and to confirm our previous

in vitro findings using HepG2. Furthermore, different

therapies aimed at increasing SHBG could be tested using

this unique mouse model.

To establish this new mouse model, we have taken ad-

vantage of having the human SHBG transgenic mice.

These mice express the human SHBG gene under the con-

trol of its own human promoter and express the human

SHBG in their livers and kidneys, which results in the

presence of SHBG in blood and urine (31, 32). The blood

levels of SHBG in this model are almost 10-fold higher

than in humans (32). The SHBG transgenic mouse has

been well characterized and used extensively to study hu-

man SHBG expression and regulation (2, 22, 24, 25, 28–

32). We have developed a unique mouse model that ex-

presses the human SHBG and it develops obesity, by

crossing the human SHBG transgenic mice with the

C57BL/ksJ-db/db mice. The C57BL/ksJ-db/db mice are

characterized by having a point mutation in the leptin

receptor,which inhomozygosis the lackof leptin signaling

in the hypothalamus will lead to persistent hyperphagia,

obesity, type 2 diabetes, dyslipidemia, and fatty liver (33,

34). These manifestations are apparent from 4 weeks of

age anddeathoccurs at approximately 5–8months of age.

The characterization of this new SHBG-C57BL/ksJ-

db/db mouse model have allowed us to determine the mo-

lecular mechanisms and transcription factors involved in

the down-regulation of SHBG during obesity develop-

ment. These mechanisms of SHBG down-regulation in-

volved changes in hepatic HNF-4a and PPARg mRNA

and protein levels. Furthermore, these results were con-

firmed using a small set of human liver biopsies. Impor-

tantly, we also showed that this model resembles what

occurs in human obese subjects, because plasma SHBG

and total testosterone levels where reduced in obese mice

when comparedwith leanmice. Future research using this

unique mouse model will determine whether SHBG is a

merely biomarker for metabolic disorders or whether it

plays an active role in the development and progression of

obesity, type 2 diabetes, or fatty liver disease.

Materials and Methods

Animals
The human SHBG transgenic mice were backcrossed onto

C57BL/ksJ-db/dbbackground inorder toobtainmice expressing
human SHBG and developing obesity and nonalcoholic fatty
liver disease (NAFLD). Mice were maintained under standard
conditions with food (Global Diet 2018; Harlan Interfauna
Iberica) and water provided ad libitum and a 12-hour light, 12-
hour dark cycle. Experimental procedures were approved by the
Institutional Animal Use Subcommittees of University Hospital
Vall d’Hebron (UHVH) Research Institute and the Universitat
Autonoma Barcelona (45/13 CEEA).

In vivo experiments
One set of male mice of the 4 genotypes (C57BL/ksJ-db/1,

C57BL/ksJ-db/db, SHBG-C57BL/ksJ-db/1, and SHBG-C57BL/
ksJ-db/db) n 5 5 each were followed up to 12 weeks. Blood
samples were taken by saphenous vein for measurements of
plasma SHBG levels every 2 weeks. Another set of male and
femalemice of each genotype (n 5 5)was killed at 6weeks of age
and blood and tissues were collected and weighted for RNA and
protein isolation.

Subjects and samples
We recruited 15 obese subjects (BMI median 42.27 kg/m2;

range, 32.61–52.31 kg/m2) of Caucasian origin who underwent
bariatric surgery at the UHVH. The main clinical features are
shown inTable 1.Noneof the subjects had evidenceofmetabolic
disease other thanobesity, andpatientswith type 2diabeteswere

Table 1. Main Clinical Characteristics and Biochemical
Parameters of Obese Patients in Whom Liver Biopsy Was
Performed

Age (y) 58 6 8
Gender (M/F) 4/11
BMI (kg/m2) 42.27 6 4.62
Fasting glucose (mmol/L) 5.44 6 1.09
Total cholesterol (mmol/L) 5.39 6 0.98
HDL-C (mmol/L) 1.29 6 0.22
LDL-C (mmol/L) 3.40 6 0.87
TGs (mmol/L) 1.67 6 0.63
AST (mkat/L) 0.32 6 0.08
ALT (mkat/L) 0.39 6 0.21
GGT (U/L) 40.08 6 16.68
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excluded. Blood samples were collected before surgery from the
antecubital vein, plasma was separated immediately by centrif-
ugation, and aliquotswere frozen at280°C for subsequent anal-
ysis. Liver biopsieswere obtainedusing a fine needle.All biopsies
were at least 2 cm in length and contained at least 8 portal tracts.
Samples were frozen at 280°C for subsequent analysis. In-
formed written consent was obtained from all participants, and
the studywas approved by the human ethics committee from the
UHVH.

SHBG measurements
Human SHBG levels from mice plasma were measured using

an ELISA (Demeditec Diagnostics GmbH). The Demeditec
SHBG ELISA kit is a solid phase ELISA based on the sandwich
principle. The microtiter wells were coated with a monoclonal
(mouse) antibody directed towards a unique antigenic site of the
SHBGmolecule. After the incubation andwash step, the enzyme
solution, which contains a monoclonal anti-SHBG conjugated
with horseradish peroxidase was added. After incubation, the
unbound conjugate was washed off. The amount of bound per-
oxidasewas proportional to the SHBGconcentrationof the sam-
ple. The assay dynamic range was between 0.77–260 nmol/L.
Intra- and interassay variability was between 3%–9%.

Testosterone measurements
Total testosterone plasma levels frommice plasmaweremea-

sured using ELISA (Demeditec Diagnostics GmbH).

RNA analysis
Total RNAwas extracted frommouse livers and human liver

samples usingTRIzol reagent (Invitrogen SA).Reverse transcrip-
tion was performed at 42°C, for 50 minutes using 3 mg of total
RNA and 200 U of Superscript II together with an oligo-dT
primer and reagents provided by Invitrogen. An aliquot of the
reverse transcription product was amplified in a 25-mL reaction
using SYBRGreen (Invitrogen SA) with appropriate oligonucle-
otide primer pairs corresponding to mouse HNF-4a, mouse
PPARg, mouse 18S and human SHBG, human HNF-4a, human
PPARg2, and human 18S (Supplemental Table 1). Results were
analyzed using the 7000 SDS program.

Western blot analysis
Mouse livers and human liver samples were homogenized in

radioimmunoprecipitation assay buffer with Complete protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics). Protein extracts were
used for Western blotting with antibodies against HNF-4a (C-
19, catalog sc-6556; Santa Cruz Biotechnology, Inc), PPARg

(H-100, catalog sc-7196; Santa Cruz Biotechnology, Inc), and
Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) (SA-296; BIOMOL Int) (Ta-
ble 2). Specific antibody-antigen complexeswere identifiedusing
the corresponding horseradish peroxidase-labeled rabbit anti-

goat IgG, rabbit antimouse IgG, or goat antirabbit IgG and
chemiluminescent substrates (Millipore) by exposure to x-ray
film.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays
Mice livers were used to perform ChIP assays with a ChIP-IT

kit (ActiveMotif, Inc)withHNF-4a, PPARg, rabbit IgG, or goat
IgG. The purified DNA was subjected to PCR amplification (35
cycles) using specific primers designed to amplify a 262-bp re-
gion of the human SHBG promoter (Supplemental Table 1).

Statistical analyses
Normal distribution of the variables was evaluated using the

Kolmogorov-Smirnov test. Comparison of quantitative vari-
ableswas performed by either the Student’s t test orMann-Whit-
ney test according to the data distribution. All data are presented
as mean 6 SD or mean 6 SEM. Spearman’s correlation coeffi-
cients were used to establish the association between SHBG lev-
els and theotherparameters. For graphics, a linear regression test
was applied. Significance was accepted at the level of P , .05.
Statistical analyses were performed with the SPSS statistical
package (SPSS, Inc).

Results

SHBG overexpression reduces total body weight

gain but does not contribute to improve the

metabolic profile in the SHBG-C57BL/ksJ-db/db

Obese C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db

mice had progressively higher body weight than their lean

C57BL/ksJ-db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/1 littermates

with increasing age from 6 to 12weeks of age (Figure 1A).

Remarkably, SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice showed a

significant reduction (15%–20%) in body weight when

comparedwith C57BL/ksJ-db/dbmice (Figure 1A). Blood

glucose levels remained low and constant in lean C57BL/

ksJ-db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/1 mice, whereas

obese C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db

micedevelopedhyperglycemia after 6weeksof age (Figure

1B). There were no significant differences in glucose levels

between C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db

mice (Figure 1B).

We next analyzed the weight of several tissues of lean

(C57BL/ksJ-db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/1) and

obese (C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db)

mice at 6 weeks of age. The results showed significantly

higher liver, adipose tissue and kidney weight in obese

(C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db) male

and female mice when compared with lean (C57BL/ksJ-

db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/1) mice (Table 3). Im-

portantly, SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice had signif-

icantly reduced liver weight when compared with C57BL/

ksJ-db/db mice (Table 3). Moreover, obese male and

female SHBG-C57BL/ksJ-db/dbmice had significantly re-

Table 2. Antibody Table

Peptide/Protein
Target

Antigen Sequence
(if Known) Name of Antibody

HNF-4a Human HNF-4a
PPARg Human PPARg
PPIA PPIA
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duced visceral adipose tissue (VAT) weight when com-

pared with C57BL/ksJ-db/db mice (Table 3).

The metabolic profile analysis showed that obese male

and female C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-

db/db had higher plasma cholesterol, triglycerides (TGs),

nonsterified fatty acids (NEFAs), glucose, insulin and lep-

tin than lean male and female C57BL/ksJ-db/1 and

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 mice (Figure 1, C–F). No signif-

icant differences were found between C57BL/ksJ-db/db

and SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice (Figure 1, C–F).

Obese human SHBG-C57BL/ksJ-db/db transgenic

mice develop fatty liver and have reduced SHBG

production

It is well known that plasma SHBG levels are reduced

in human obesity (4, 5). NAFLD, characterized by an in-

crease in hepatic TG content, is usually found in obese

subjects (35).We thereforewanted to studywhether obese

SHBG-C57BL/ksJ-db/db developed NAFLD and whether

this affected the SHBG gene regulation. For this purpose,

we focused on lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and obese

SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice, because lean C57BL/ksJ-

db/1 and obese C57BL/ksJ-db/db mice did not express

SHBG.

We first analyzed the liver histology of lean SHBG-

C57BL/ksJ-db/1 and obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db

mice. The results showed that obese male and female

SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice had increased liver fat ac-

cumulation when compared with lean SHBG-C57BL/ksJ-

db/1 mice (Figure 2, A and C). Analysis of the liver total

TG content showed that obese male and female SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mice had increased TG in comparison

with SHBG-C57BL/ksJ-db/1 mice (Figure 2, B and D).

We next measured the plasma SHBG levels in lean

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and obese SHBG-C57BL/ksJ-

Table 3. Weights of Different Tissues From Lean and Obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db Male and Female Mice

Genotype

Liver VAT Kidney Testis

? / ? / ? / ? /

db/1 1.30 6 0.18 0,71 6 0.10 0.37 6 0.08 0.25 6 0.07 0.38 6 0.04 0.22 6 0.05 0.17 6 0.03 –
SHBG-db/1 1.40 6 0.06 0.83 6 0.16 0.31 6 0.12 0.38 6 0.16 0.39 6 0.05 0.22 6 0.05 0.14 6 0.05 –
db/db 2,60 6 0.30a 2,30 6 0.17a 1.90 6 0.20a 2,20 6 0.30a 0.44 6 0.05a 0.35 6 0.05a 0.15 6 0.05a –
SHBG-db/db 2,0 6 0.20a,b 2,20 6 0.40a 1.50 6 0.15a,b 1.61 6 0.20a,b 0.40 6 0.05b 0.32 6 0.05a,b 0.15 6 0.05 –
a

P , .05, lean (db/1 and SHBG-db/1) vs obese (db/db and SHBG-db/db).
b

P , .05, db/db vs SHBG-db/db.

A B C

D
E F

Figure 1. SHBG reduces total body weight but does not contribute to improve metabolic profile. A, Weight of 1 set of male mice of the 4

genotypes (C57BL/ksJ-db/1, C57BL/ksJ-db/db, SHBG-C57BL/ksJ-db/1, and SHBG-C57BL/ksJ-db/db); n 5 5 each was followed up to 12

weeks. Data points are mean 6 SEM. q, P , .05 when compared C57BL/ksJ-db/db or SHBG-C57BL/ksJ-db/db vs C57BL/ksJ-db/1 or SHBG-

C57BL/ksJ-db/1; *, P , .05 when compared C57BL/ksJ-db/db vs SHBG-C57BL/ksJ-db/db. B, Blood glucose levels of the same set of mice

were followed up to 12 weeks. Data points are mean 6 SEM. q, P , .05. C, Plasma cholesterol, TGs, and NEFAs were measured in another

set of male mice of the 4 genotypes killed at week 6. D, Plasma cholesterol, TGs, and NEFAs were measured in another set of female mice

of the 4 genotypes killed at week 6. E, Insulin and leptin were measured in another set of male mice of the 4 genotypes killed at week 6. F,

Insulin and leptin were measured in another set of female mice of the 4 genotypes killed at week 6. Data points are mean 6 SEM. *, P ,

.05 and **, P , .01 when compared with db/db or SHBG-C57BL/ksJ-db/db vs db/1 or SHBG-C57BL/ksJ-db/1.
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db/db mice up to 8 weeks of age. Lean SHBG-C57BL/ksJ-

db/1mice showedan increase inplasmaSHBGlevels from

4 to 6weeks of age, and the levels remained constant until

8 weeks (Figure 2E). Importantly, plasma SHBG levels in

obesemale SHBG-C57BL/ksJ-db/dbmice did not increase

from week 4 to week 6 and remained lower at 8 weeks of

age (Figure 2E).

Moreover, we determined the hepatic SHBG expres-

sion in lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and obese SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mice at 6 weeks of age. The results

showed that obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db male and fe-

male mice had a significant decrease in SHBG mRNA lev-

els when compared with lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 in

both male (Figure 2F) and female (Figure 2G) mice.

SHBG production is reduced by the alteration of

hepatic HNF-4a and PPARg mRNA and protein

levels in human SHBG-C57BL/ksJ-db/db transgenic

mice

In vitro experiments had previously demonstrated that

HNF-4a and PPARg transcription factors play a role in

the transcriptional activity of the human SHBG gene (23,

24). We wanted to analyze this in vivo in our new mouse

model; in order to do so, we analyzed the hepaticHNF-4a

and PPARg levels in lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and

obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db male and female trans-

genic mice. The results showed that obese SHBG-C57BL/

ksJ-db/db mice had significantly reduced HNF-4a

mRNA levels when compared with lean SHBG-C57BL/

ksJ-db/1 male (Figure 3A) and female (Figure 3B) mice.

Moreover, we found that obese SHBG-C57BL/ksJ-

db/db mice had significantly reduced HNF-4a protein

levels when compared with lean SHBG-C57BL/ksJ-

db/1 male (Figure 3C) and female (Figure 3D)mice. The

results also showed that PPARg mRNA levels are in-

creased in SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when com-

pared with SHBG-C57BL/ksJ-db/1 male (Figure 3E)

and female (Figure 3F) mice. Moreover, we found that

PPARg protein levels are significantly increased in

SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice in comparison with lean

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 male (Figure 3G) and female

A

C

B

D

E

F G

Figure 2. Obese human SHBG-C57BL/ksJ-db/db transgenic mice develop fatty liver and have reduced SHBG production. A, H&E histological

examination of liver in lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (SHBG-db/1) (left panel) and obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db (SHBG-db/db) (right panel)

male mice at 6 weeks of age (n 5 3 each). B, Hepatic TGs measured in lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db male

mice at 6 weeks of age (n 5 5 each). C, H&E histological examination of liver in lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (SHBG-db/1) (left panel) and

obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db (SHBG-db/db) (right panel) female mice at 6 weeks of age (n 5 3 each). D, Hepatic TGs measured in lean

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db female mice at 6 weeks of age (n 5 5 each). E, Plasma SHBG levels in

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice were measured every 2 weeks until week 8 by ELISA. F, SHBG mRNA

abundance in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice was determined in relation to 18S RNA (n 5 3 each). G, SHBG

mRNA abundance in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 and SHBG-C57BL/ksJ-db/db female mice was determined in relation to 18S RNA (n 5 3 each).

Data points are mean 6 SEM. *, P , .05 and **, P , .01 when compared with SHBG-C57BL/ksJ-db/db vs SHBG-C57BL/ksJ-db/1.
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(Figure 3H) mice. Furthermore, SHBG mRNA levels

correlated positively with HNF-4a mRNA and nega-

tively with PPARg mRNA levels in SHBG-C57BL/ksJ-

db/db mice (Figure 4, A and B).

Finally, to demonstrate that SHBG down-regulation in

obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice was caused by the

decrease in HNF-4a and the increase in PPARg protein

levels,weperformedChIPassaysusingDNA/protein com-

plexes extracted from livers of lean SHBG-C57BL/ksJ-

db/1 and obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db transgenicmice.

The results indicated that SHBG promoters from obese

SHBG-C57BL/ksJ-db/dbmice had lessHNF-4a andmore

PPARg binding than in lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 mice

(Figure 4C). To further support this, we also analyzed

several hepatic target genes of HNF-4a (Cytochrome

P450, family 2, subfamily d, polypeptide 9 (Cyp2d9) and

Apolipoprotein B (ApoB)) and PPARg (Acetyl-CoA car-

boxylase (ACC), ATP citrate lyase (ACLY), and Liver X

A B C

D E F

G H

Figure 3. Hepatic SHBG production is reduced by the decrease of HNF-4a and an increase in PPARg hepatic levels in SHBG-C57BL/ksJ-db/db

transgenic mice when compared with SHBG-C57BL/ksJ-db/1 mice. A, Liver HNF-4a mRNA levels in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3) and

SHBG-C57BL/ksJ-db/db (n 5 3) male mice were determined in relation to 18S RNA. B, Liver HNF-4a mRNA levels in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3)

and SHBG-C57BL/ksJ-db/db (n 5 3) female mice were determined in relation to 18S RNA. C, Liver HNF-4a protein levels in male mice were

measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein. D, Liver HNF-4a protein levels in female mice were measured by

Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein. E, Liver PPARg mRNA levels in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3) and SHBG-C57BL/

ksJ-db/db (n 5 3) male mice were determined in relation to 18S RNA. F, Liver PPARg mRNA levels in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3) and SHBG-

C57BL/ksJ-db/db(n 5 3) male mice were determined in relation to 18S RNA. G, Liver PPARg protein levels in male mice were measured by Western

blotting using PPIA as a housekeeping reference protein. H, Liver PPARg protein levels in female mice were measured by Western blotting using

PPIA as a housekeeping reference protein in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3) and SHBG-C57BL/ksJ-db/db (n 5 3) mice. Data points are mean 6

SEM. *, P , .05 and **, P , .01 when compared SHBG-C57BL/ksJ-db/db vs SHBG-C57BL/ksJ-db/1.
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receptor (LXR)). The results showed that mRNA levels of

both HNF-4a target genes (Cyp2d9 and ApoB) were sig-

nificantly reduced in obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice

when compared with lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (Fig-

ure 4D). In contrast, mRNA levels of PPARg target genes

(ACC, ACLY, and LXR) were significantly increased in

obese SHBG-C57BL/ksJ-db/dbmicewhen comparedwith

lean SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (Figure 4E).

SHBG mRNA levels are

associated with HNF-4a and

PPARg2 mRNA expression in

human liver biopsies

To explore whether our findings

in terms of SHBG regulation found

in ourmousemodel occur also in hu-

mans, we analyzed whether the

SHBG mRNA levels correlate with

the mRNA levels of HNF-4a and

PPARg2 in 15 human liver biopsies.

The results showed that SHBG

mRNA levels correlate positively

with HNF-4a mRNA levels (r 5

0.621, P , .05) and negatively with

the PPARg2 mRNA levels (r 5

20.643,P , .05) (Figure5,AandB).

Total testosterone plasma levels

are reduced in human SHBG-

C57BL/ksJ-db/db transgenic

mice

Low testosterone plasma levels

are usually present in human obese

subjects (36–39). We therefore de-

cided tomeasure total plasma testos-

terone levels in lean SHBG-C57BL/

ksJ-db/1 and obese SHBG-C57BL/

ksJ-db/db male transgenic mice. The

results showed that obese SHBG-

C57BL/ksJ-db/db had significan-

tly lower total testosterone levels

(14.6 6 5.3 vs 42.5 6 2.3) when

compared with lean SHBG-C57BL/

ksJ-db/1 mice.

Discussion

Low plasma SHBG levels are associ-

ated with obesity and are a risk fac-

tor for the development of both type

2 diabetes and cardiovascular dis-

ease (8–11). In fact, plasma SHBG

levels are used as a biomarker for different metabolic dis-

orders (40–43). Rodents do not express SHBG in their

livers and therefore all available obese-prone rodentmod-

els cannot be used to study the SHBG expression and reg-

ulationduringobesitydevelopment.Togive answer to this

question, we have generated a new double transgenic

mouse by crossing the human SHBG transgenicmice with

the C57BL/ksJ-db/db mice. Although random integration
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Figure 4. Hepatic SHBG production is reduced by alterations in HNF-4a and PPARg hepatic

levels in SHBG-C57BL/ksJ-db/db transgenic mice when compared with SHBG-db/1 mice. A,

Correlation between SHBG and HNF-4a mRNA levels in livers of lean and obese SHBG-C57BL/ksJ-

db/db mice (n 5 12). B, Correlation between SHBG and PPARg2 mRNA levels in livers of lean and

obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice (n 5 12). C, ChIP assay of HNF-4a and PPARg binding to the

human SHBG promoter in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3) and SHBG-C57BL/ksJ-db/db (n 5 3)

mice. Nonspecific goat and rabbit IgGs were used in ChIP reactions to control for nonspecific

immunoprecipitation. Positive PCR controls of sheared genomic DNA templates indicated the

integrity of the input DNA used in the ChIP reactions. D, Liver Cyp2d9 and ApoB mRNA levels in

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3) and SHBG-C57BL/ksJ-db/db (n 5 3) male mice were determined

in relation to 18S RNA. E, Liver ACC, ACLY, and LXR mRNA in SHBG-C57BL/ksJ-db/1 (n 5 3)

and SHBG-C57BL/ksJ-db/db (n 5 3) male mice were determined in relation to 18S RNA. Data

points are mean 6 SEM. *, P , .05 and **, P , .01 when compared with SHBG-C57BL/ksJ-db/

db vs SHBG-C57BL/ksJ-db/1.
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of the transgene and possible position effects might theo-

retically affect SHBG regulation in the human SHBG

transgenic mice, we believe that this is a valid model to

study human SHBG gene regulation because the regula-

tion of the SHBG gene resembles what occurs in the hu-

man hepatoblastoma HepG2 cell line and in human liver

samples (2, 25, 27, 29). In this work, we have character-

ized this new humanized SHBG-C57BL/ksJ-db/db mouse

model, and we have studied the mechanisms that regulate

the SHBG expression in the development of obesity.

The C57BL/ksJ-db/db mouse model has been previ-

ously well characterized. These mice lack the leptin recep-

tor, and they are obese, insulin resistant, and develop di-

abetes (44). The SHBG presence in our new humanized

SHBG-C57BL/ksJ-db/db transgenic mouse model did not

affect significantly the development of obesity, insulin re-

sistance, and diabetes. However, the SHBG presence re-

sulted in a reduction of body weight gain by about 15%–

20%. This reduction in weight gain was mainly due to the

significant reduction of VAT when compared with their

C57BL/ksJ-db/db littermates. Thisweight reduction is not

negligible, because even a modest weight reduction of less

than 10% in obese subjects appears to have beneficial

effects on glycemic control, reduced blood pressure and

cholesterol levels (45). However, we did not find any dif-

ferences in blood glucose levels and lipids in the SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mice in comparison with C57BL/ksJ-

db/db. This could be attributed to the high degree of

insulin resistance that exists in C57BL/ksJ-db/db mice.

Obese individuals commonly develop NAFLD, char-

acterized by an increase in hepatic TG content (35).

NAFLD is one of the metabolic diseases associated with

low plasma SHBG levels (46). In the present study, we

have showed that obese C57BL/ksJ-db/db mice had an

increased fatty liver when compared with their lean

C57BL/ksJ-db/1 littermates. Next, we studied the SHBG

expression and regulation of SHBG during obesity devel-

opment; we therefore followed lean SHBG-C57BL/ksJ-
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Figure 6. Diagram representing the molecular mechanisms of SHBG down-regulation during obesity development. We postulate that liver fat

accumulation as a consequence of genetic and/or dietary factors is the main reason accounting for the reduction of plasma SHBG levels during

obesity development. This decrease of plasma SHBG is caused by a reduction in HNF-4a and the increase in PPARg protein levels.
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db/1 and obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice during the

first 8 weeks to analyze the plasma SHBG levels. Lean

SHBG-C57BL/ksJ-db/1 mice showed a progressive in-

crease in plasma SHBG levels during the first weeks of life

and the levels remained constant from 6 to 8 weeks as

previously described in the human SHBG transgenic mice

(32). However, obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db plasma

SHBG levels did not increase and levels remained low and

constant during the 8 weeks of life. These results are in

agreement with the fact that obese subjects of any age or

sex showed low plasma SHBG levels (4, 5). These low

plasma SHBG levels found in obese SHBG-C57BL/ksJ-

db/db mice were confirmed by the reduction in hepatic

SHBGmRNAlevels in thesemicewhencomparedwith the

mRNA levels of lean mice. This has been recently con-

firmed in humans by using mRNA from human liver bi-

opsies (47).

In vitro studies using mainly HepG2 cells have demon-

strated that SHBG gene expression is regulated by several

transcription factors, among them HNF-4a and PPARg

play an important role (23, 24). In this regard, it has been

described that HNF-4a is the most important transcrip-

tion factor that activates SHBG expression (2, 23, 25, 27–

29), whereas PPARg has been identified as an inhibitor of

SHBG expression (24, 48). The latter could seem contra-

dictory, because it has been shown that thiazolidinedio-

nes,whichactivate PPARg, increase circulating SHBGlev-

els (49–52). However, this effect is generally attributed to

improved insulin resistance and/or glycemic control.

Moreover, individuals homozygous for a PPARg2 variant

with an alanine at residue 12 (Ala12) have higher plasma

SHBG levels than those who carry a PPARg2 Pro12 allele.

This is of interest because the PPARg2 Ala12 variant is

transcriptionally less active than the PPARg2 Pro12 vari-

ant (53). It fact, it should also be noted that individuals

who are homozygous for the PPARg2 Ala12 allele have a

lower BMI and better insulin sensitivity, both ofwhich are

linked to higher plasma SHBG levels (25). Our results

showed that obese SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice had re-

duced HNF-4a and increased PPARg mRNA and protein

levels when compared with the lean SHBG-C57BL/ksJ-

db/1, which caused a reduced binding of HNF-4a and

increased binding of PPARg at the SHBG promoter re-

sulting in an inhibition of SHBG expression. These results

were further confirmed in a small set of human male liver

biopsies where we found a positive and significant corre-

lation between SHBG and HNF-4a mRNA levels and a

negative and significant correlation between SHBG and

PPARg2mRNA levels. Overall it could be postulated that

liver fat accumulation as a consequence of genetic and/or

dietary factors is the main reason accounting for the de-

crease of HNF-4a and the increase of PPARg protein lev-

els. Aswe have previously reported, the increase in hepatic

lipogenesis results inanenhancementofhepatocytepalmi-

tate contentwhich leads to a reduction inHNF-4a protein

levels (2). Regarding PPARg, lipid accumulation will

probably increases the production of prostaglandins and

leukotrienes, through lipoxygenase and cyclooxigenase

activity, which finally leads to increased PPARg activity

(Figure 6).

Epidemiological studies support a bidirectional rela-

tionship between serum testosterone andobesity aswell as

between testosterone and the metabolic syndrome. Low

serum total testosterone predicts the development of cen-

tral obesity and accumulation of intraabdominal fat (54–

56). Both total and free testosterone and SHBG levels have

been inversely related to an increased risk of developing

themetabolic syndrome, independently of age and obesity

(54–56). This is not easy to understandbecause it has been

classically established that when SHBG decreases free tes-

tosterone increases. Therefore, the relationship between

SHBG/total/free testosterone and themetabolic syndrome

merits further investigation.

Our new humanized SHBG-C57BL/ksJ-db/db mouse

model resembles what occurs in most of the human obese

subjects, becauseobese SHBG-C57BL/ksJ-db/dbmicehad

significantly lower total testosterone than lean SHBG-

C57BL/ksJ-db/1 mice. Therefore, this new mouse model

can be used to further study the insights of testosterone

reduction during obesity development and therapies di-

rected to increase testosterone levels in obese and type 2

diabetic subjects.

In conclusion, we have created the first mouse model

that expresses human SHBG and develops obesity,

NAFLD, and type 2 diabetes. The characterization of

this new humanized SHBG-C57BL/ksJ-db/db mouse

model has allowed us to determine that what occurs in

these obese mice in terms of SHBG expression and reg-

ulation as well as in terms of testosterone reduction

resembles what happens in human obesity. Therefore,

future research using this unique mouse model will de-

termine whether SHBG has a role in the development

and progression of obesity, NAFLD, and type 2

diabetes.
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LA ADIPONECTINA AUMENTA LA PRODUCCIÓN DE SHBG HEPÁTICA: 

MECANISMOS MOLECULARES E IMPLICACIONES. 
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Existe una correlación entre los niveles plasmáticos de SHBG y de adiponectina tanto en 

hombres como en mujeres, produciéndose una disminución de estos niveles durante el desarrollo de 

la obesidad. Sin embargo, aun no se ha descrito la relación entre ambas proteínas y si existe una 

regulación de una por parte de la otra. En este trabajo hemos estudiado si la adiponectina regula la 

producción hepática de SHBG. Para ello, hemos utilizado la línea celular HepG2 como modelo in vitro, 

en la cual hemos realizado un tratamiento con adiponectina a dosis fisiológicas (25 ng/ml y 50 ng/ml) 

o vehículo (PBS) durante tres días. Al cabo de los tres días, tanto los niveles de expresión de SHBG 

como los niveles de proteína secretada al medio aumentaron con el tratamiento con adiponectina. 

Este aumento se produjo mediante la activación de AMPK por adiponectina, lo cual fue comprobado 

tratando las células HepG2 también con un activador de AMPK, AICAR, así como con un inhibidor de 

AMPK, compound C. En el caso del tratamiento con AICAR, los niveles de SHBG aumentaron mientras 

que cuando las células fueron tratadas con compound C, estos niveles disminuyeron. Sin embargo, el 

aumento en los niveles de SHBG fue mayor en el tratamiento con adiponectina que en el  

tratamiento con AICAR, por tanto, es posible que exista un mecanismo independiente de AMPK por 

el que la adiponectina regule positivamente la SHBG. Puesto que está descrito que la AMPK 

disminuye la lipogénesis hepática y aumenta la oxidación de los ácidos grasos, estudiamos el efecto 

del tratamiento con adiponectina sobre la enzima lipogénica ACC y sobre las enzimas lipolíticas 

ACOX1 y CPT-1. El tratamiento con adiponectina disminuyó los niveles de ARNm y proteína de ACC, a 

la vez que aumentó su fosforilación, dando lugar a un incremento de p-ACC, que inactiva la actividad 

de esta enzima. Además, los niveles de las enzimas lipolíticas ACOX-1 y CPT-1, tanto de expresión 

como de proteína, aumentaron en las células tratadas con adiponectina. Esta disminución en la 

lipogénesis e incremento en la β-oxidación dio lugar a una disminución en el contenido de 

triglicéridos hepáticos y a un aumento en los niveles de HNF-4α. Para comprobar el papel del HNF-4α 

en el aumento de SHBG por adiponectina, se silenció la expresión de este factor de transcripción 

mediante un ARN de interferencia (siRNA-HNF-4α), observándose que el efecto de la adiponectina 

sobre la SHBG se bloqueaba. Además, la inhibición de la β-oxidación mediante etomoxir y la 

inducción de la lipogénesis mediante dosis elevadas de glucosa, a 30mM, bloqueó el aumento de 

SHBG mediado por HNF-4α en HepG2 cotratadas con adiponectina.  

Finalmente, se comprobó en plasma y biopsias hepáticas humanas la correlación entre los 

niveles plasmáticos de adiponectina y de SHBG y los niveles de expresión de HNF-4α. Se observó una 

correlación positiva entre los niveles plasmáticos de adiponectina y los niveles de expresión de HNF-

4α, así como con los niveles plasmáticos de SHBG.  

Estos resultados nos permiten conocer la relación entre SHBG y adiponectina y sugieren que 

la adiponectina incrementa la producción hepática de SHBG activando AMPK, lo cual reduce el 
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contenido lipídico en el hígado e incrementa los niveles de HNF-4α. Además, tienen posibles 

implicaciones clínicas: por un lado, la disminución en los niveles de adiponectina en la obesidad 

podría ser un mecanismo implicado en la disminución de los niveles de SHBG en este desorden; por 

otro lado, podría explicar también la relación entre los niveles de testosterona y los de SHBG.  
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Adiponectin Upregulates SHBG Production: Molecular

Mechanisms and Potential Implications

Rafael Simó, Cristina Saez-Lopez, Albert Lecube, Cristina Hernandez,

Jose Manuel Fort, and David M. Selva

Diabetes and Metabolism Research Unit (R.S., C.S.-L., C.H., D.M.S.), Vall d’Hebron Institut de Recerca,

08035 Barcelona, Universitat Autónoma de Barcelona, 08193 Barcelona, Centro de Investigación

Biomédica en Red, 28029 Madrid, Spain Endocrinology and Nutrition Unit (A.L.), Hospital Universitari

Arnau de Vilanova, 25198 Lleida, Spain; Endocrine, Metabolic and Bariatric Unit (J.M.F.), General

Surgery Department, Hospital Universitari Vall d’Hebron, 08035 Barcelona, Spain

Epidemiological studies have shown that plasma SHBG levels correlate with plasma adiponectin

levels, both in men and women. There are no reports describing any molecular mechanism by which

adiponectin regulates hepatic SHBG production. The aim of the present study is to explore whether

adiponectin regulates SHBG production by increasing HNF-4a levels through reducing hepatic lipid

content. For this purpose, in vitro studies using human HepG2 cells, as well as human liver biopsies,

were performed. Our results show that adiponectin treatment increased SHBG production via

AMPK activation in HepG2 cells. Adiponectin treatment decreased the mRNA and protein levels of

enzymes related to hepatic lipogenesis (ACC) and increased those related to fatty acid oxidation

(ACOX and CPTI). These adiponectin-induced changes in hepatic enzymes resulted in a reduction

of total TG and FFA and an increase of HNF-4a. When HNF-4a expression was silenced by using

siRNA, adiponectin-induced SHBG overexpression was blocked. Furthermore, adiponectin-induced

upregulation of SHBG production via HNF-4a overexpression was abrogated by the inhibition of

fatty acid oxidation or by the induction of lipogenesis with a 30mM glucose treatment in HepG2

cells. Finally, adiponectin levels correlated positively and significantly with both HNF-4a and SHBG

mRNAlevels inhuman liverbiopsies.Our results suggest for the first timethatadiponectin increases

SHBG production by activating AMPK, which reduces hepatic lipid content and increases HNF-4a

levels. (Endocrinology 155: 2820–2830, 2014)

Sex hormone-binding globulin (SHBG) modulates the

bioavailability of sex steroids in blood and hormone-

target tissues (1). Genetic, hormonal and lifestyle-related

factors determineSHBGlevels. LowSHBGlevels are a risk

factor for developing metabolic syndrome, type 2 diabe-

tes, and cardiovascular diseases (2–6).

Body mass index (BMI) is considered a major determi-

nant of SHBG plasma concentrations (7, 8). Obese indi-

viduals of all ages have low plasma SHBG levels (7, 8)

whereashigh serumSHBGlevels arepresent in children (9)

and women (10) with anorexia nervosa. Recent evidence

suggests that elevated plasma levels of proinflammatory

cytokines rather than insulin account for the low plasma

SHBG levels in obese subjects (11, 12). In this regard, we

have shown clear evidence that elevated plasma levels of

tumor necrosis factor alpha (TNFa) or interleukin 1 b

(IL1b) are factors downregulating SHBG production

(11–13).

Orphan receptor hepatocyte nuclear factor 4 a (HNF-

4a) is a highly conserved member of the nuclear receptor

superfamily of ligand-dependent transcription factors. It

is known as a master regulator of liver-specific gene ex-

pression (14). It has been reported that HNF-4a has a

ligand-binding pocket that binds fatty acyl Coenzyme A

thioesters and linoleic (15, 16). Previous studies have de-

scribed HNF-4a as the major transcription factor regu-
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lating hepatic SHBG gene expression (17). In addition,we

have previously reported that SHBG gene expression is

downregulated by an increase in de novo lipogenesis in-

duced by high carbohydrate diets that reduce HNF-4a

levels (18). On the other hand, thyroid hormones increase

SHBG gene expression by increasing hepaticHNF-4a lev-

els and this effect is abrogated by inhibiting b-oxidation

(19). Therefore, depending on the metabolic status of the

liver SHBG production can be modulated by inducing or

inhibiting lipogenesis or b-oxidation. This means that ac-

tivation of lipogenesis or inhibition of b-oxidation will

decrease hepatic SHBG production and, by contrast, in-

hibition of lipogenesis or activation of b-oxidation will

increase SHBG production.

Asoccurswith SHBG, it iswell established that adiponec-

tin plasma levels are negatively correlatedwithBMI and low

plasma adiponectin levels are found in obese patients (20,

21). Adiponectin is a 244-amino acid protein secreted pre-

dominantly by white adipose tissue (22). Two different adi-

ponectin receptors havebeendescribed in the literature:Adi-

poR1 that is expressed ubiquitously but abundantly in

skeletal muscle and endothelial cells; and AdipoR2 that is

predominantly expressed in the liver (23). Adiponectin re-

ceptorshavebeenshowntomediatedirecteffectsonliverand

muscle insulin sensitivity (24). Most of the adiponectin ac-

tions in the liver have been attributed to the activation of

adenosine monophosphate-activated protein kinase

(AMPK)(25).TheAMPKservesasanessential cellularmon-

itor of energy charge; an elevated AMP/ATP ratio activates

the kinase and results in a decrease in anabolic and an in-

crease in catabolic pathways (26). Once activated, AMPK

phosphorylates target proteins such as acetyl-CoA carbox-

ylase (ACC) and CREB-regulated transcription coactivator

in order to restore the energy status through different mech-

anisms including increased fatty acid oxidation and de-

creased hepatic lipogenesis (25–28).

Several epidemiological studies have reported a posi-

tive relationship between adiponectin and SHBG plasma

levels (29, 30), andbothhave shownanegative correlation

with BMI (7, 8, 20, 21). The downregulation of adiponec-

tin levels that occurs in obese patients seems to participate

in the development of fatty liver disease that is associated

with low SHBG levels. On this basis we wanted to test the

hypothesis that adiponectin could play a role in regulating

hepatic SHBG production. To shed light on this issue, we

have explored whether adiponectin regulates SHBG pro-

duction by increasing HNF-4a levels through reducing

hepatic lipid content.

Materials and Methods

Cell culture experiments
Cell culture reagents were from Life Technologies Inc (Invit-

rogen SA). HepG2 hepatoblastoma cells (catalog no. HB-8065;

ATCC) were maintained in DMEM (5 mmol/L glucose) supple-

mented with 10% FBS and antibiotics (100 U penicillin/ml and

100 mg streptomycin/ml). For experiments, HepG2 cells were

cultured to 50–70% confluence prior to the addition of vehicle

(PBS or DMSO), adiponectin (Servicios Hospitalarios), com-

pound C (Merck Millipore), glucose (10, 20 or 30 mM), eto-

moxir (Sigma-Aldrich SL), or AICAR (Sigma-Aldrich SL). All

experiments were performed at least twice in triplicate.

The siRNA experiments were carried out using HiPerfect

Transfection Reagent together with either a control siRNA (cat-

alog 1022076) or a HNF-4a siRNA (catalog 00161546) ob-

tained from QIAGEN (IZASA). Three days after transfection

mediawas collected for SHBGmeasurements and cells were har-

vested for RNA and protein analysis.

Transient transfections of human SHBG promoter-driven lu-

ciferase reporter plasmids together with a pCMRenilla control

plasmid were performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen

SA) in HepG2 cells treated previously for 3 days with vehicle

(PBS) or adiponectin (50 ng/ml). Two days after transfection,

luciferase and renilla activity were measured using the Dual-

Luciferase Reporter Assay System (Promega).

SHBG measurements

Human SHBG levels from human samples and media from

HepG2 cells were measured using an ELISA (Demeditec Diag-

nostics GmbH).

RNA analysis

Total RNA was extracted from HepG2 cells and human liver

biopsies using TRIzol reagent (Invitrogen SA). Reverse transcrip-

tionwasperformedat42°Cfor50minutes,using3mgof totalRNA

and 200 U of Superscript II together with an oligo-dT primer and

reagents provided by Invitrogen. An aliquot of the reverse tran-

scription product was amplified in a 25-ml reaction real time PCR

using SYBRGreen (Invitrogen SA) with appropriate oligonucleo-

tide primer pairs corresponding to human HNF-4a, SHBG, ACC,

ACOX1a,ACOX1b,CPT-1, and 18S (Supplemental Table 1). Re-

sults were analyzed using the 7000 SDS program.

Western blot analysis

After treatments, HepG2 cells were homogenized in RIPA

buffer with Complete™ protease inhibitor cocktail (Roche Di-

agnostics). Protein extracts were used for Western blotting with

antibodies against human HNF-4a (C-19; sc-6556), CPT-I (A-

14; sc-31128), and ACOX (H-140; sc-98499) (Santa Cruz Bio-

technology Inc), ACC (ab45174) (Abcam) and P-ACC (#3661)

(Cell Signaling Technology Inc), and human PPIA (BIOMOL

Int). Specific antibody-antigen complexes were identified using

an HRP-labeled goat antirabbit IgG, rabbit antimouse IgG, or

rabbit antigoat IgGandchemiluminescent substrates (PierceBio-

technology Inc) by exposure to x-ray film.

Lipid measurements

Total triglycerides and free fatty acid content from HepG2

cells were measured using a triglyceride assay kit (Cat.#K622-

100 BioVision) and a free fatty acid kit (Cat.#K612-100 BioVi-

sion) following the manufacturer’s instructions.

doi: 10.1210/en.2014-1072 endo.endojournals.org 2821

The Endocrine Society. Downloaded from press.endocrine.org by [${individualUser.displayName}] on 11 February 2015. at 05:52 For personal use only. No other uses without permission. . All rights reserved.96



Human Samples
We recruited 15 obese male subjects [BMI median 42.27

kg/m2 (range 32.61–52.31 kg/m2)] of Caucasian origin who un-

derwent bariatric surgery at the University Hospital Vall
d’Hebron (Barcelona, Spain). The exclusion criteria were: 1) El-

evated transaminases. We defined nor-
mal transaminases as values within the
95th percentile of healthy subjects (AST:
12–40UI/l andALT: 8–44UI/l); 2)Hep-
atitis C virus infection. For this purpose
all patients with positive anti-hepatitis c
virus antibodies were excluded; and 3)
Presence of diabetes. Thiswas definedon
the basis of a history of therapywith oral
hypoglycemic agents, GLP1 analogues
or insulin at the time of inclusion. In all
patients not previously diagnosed, the
criteria recommended by the Expert
Committee on the Diagnosis and Classi-
fication of Diabetes were used (31).

Blood samples were collected before

surgery from the antecubital vein, plasma

was separated immediately by centrifuga-

tion, and aliquots were frozen at 280°C

for subsequent analysis. Liver biopsies

were obtained using a fine needle. All bi-

opsieswere at least 2 cm in lengthandcon-

tained at least eight portal tracts. Samples

were frozen at 280°C for subsequent

analysis.

Informed written consent was obtained
from all participants, and the study was ap-
provedby thehumanethics committee from
the Hospital Vall d’Hebron.

Statistical analyses
Normal distributionof the variableswas

evaluated using the Kolmogorov-Smirnov

test. Comparison of quantitative variables

was performed by either the Student’s t test
orMann-Whitney test according to thedata

distribution. All data are presented as

means 6 standard deviation. Spearman’s

correlation coefficients were used to estab-

lishtheassociationbetweenSHBGlevelsand

the other parameters. For graphics a linear

regression test was applied. In addition, a

multiple regression analysis was performed

(dependent variable: SHBG; independent

variables: adiponectin and BMI). Signifi-

cance was accepted at the level of P , .05.

Statistical analyseswere performedwith the

SPSS statistical package (SPSS Inc).

Results

Adiponectin increases SHBG

production through AMPK

activation in HepG2 cells

We first examined the effects of

daily supplementation of two doses
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Figure 1. Daily treatment with adiponectin increases SHBG production via AMPK over 3 days in

HepG2 cells. A, SHBG accumulation in the medium was measured using an ELISA in HepG2 cells

treated daily with vehicle or 2 concentrations of adiponectin (25 and 50 ng/ml) for 3 days. Data

points are mean 6 SD of triplicate measurements. **, P , .01 when compared with the control. B,

Analysis of SHBG mRNA levels in HepG2 cells treated as in (A). Human 18S (h18S) mRNA was

amplified as a control. Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. **, P , .01 when

compared with the control. C, Adiponectin (50 ng/ml) treated HepG2 cells over 3 days showed

increased SHBG promoter activity in luciferase reporter gene assays when compared with vehicle

treated cells. Data points are mean 6 SD of triplicate measurements. *, P , .05 when compared with

the control. D, SHBG accumulation in the medium was measured using an ELISA in HepG2 cells

treated daily with vehicle or AICAR (100 mM) for 3 days. Data points are mean 6 SD of triplicate

measurements. **, P , .01 when compared with the control. E, Analysis of SHBG mRNA levels in

HepG2 cells treated as in (D). Human 18S (h18S) mRNA was amplified as a control. Data points are

shown as mean 6 SD of triplicates. **, P , .01 when compared with the control. F, SHBG

accumulation in the medium was measured using an ELISA in HepG2 cells treated daily with vehicle,

adiponectin (50 ng/ml) alone or in the presence of compound C (1 mM or 5 mM) over the course of 3

days. Data points are mean 6 SD of triplicate measurements. **, P , .01 when compared with the

control. G, Analysis of SHBG mRNA levels in HepG2 cells treated as in (F). Human 18S (h18S) mRNA

was amplified as a control. Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. **, P , .01 when

compared with the control.
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of adiponectin (25 or 50 ng/ml) on SHBG production by

HepG2 cells over the course of 3 days by comparing me-

dium SHBG concentrations on days 1 and 3 of HepG2

cells treated with vehicle and 25 or 50 ng/ml of adiponec-

tin. Adiponectin treatment increased SHBG protein levels

(Figure 1A) and SHBG mRNA levels (Figure 1B) when

compared with the vehicle treated

HepG2 cells.

To determine if adiponectin treat-

ment was increasing the transcrip-

tional activity of the SHBG gene we

next performed luciferase reporter

gene assays using the proximal

SHBG promoter in HepG2 cells in

the presence or absence of adiponec-

tin (50 ng/ml). The results showed

that adiponectin treatment increased

SHBG transcriptional activity when

compared with control treated HepG2

cells (Figure 1C).

In order to explore whether adi-

ponectin induced increase of SHBG

production was mediated by AMPK

activation, we next treated HepG2

cells with AICAR (100 mM), a well-

known AMPK activator (32). We

also treated HepG2 cells with com-

pound C (1 and 5 mM), an AMPK

inhibitor in the presence or absence

of adiponectin (50 ng/ml), over the

course of 3 days. The results showed

that AICAR treatment increased

SHBGprotein levels (Figure 1D) and

SHBG mRNA levels (Figure 1E)

when compared with the vehicle

treated HepG2 cells. The compound

C cotreatment was able to block the

adiponectin-induced increase of SHBG

protein levels (Figure 1F) and SHBG

mRNA levels (Figure 1G).

Adiponectin treatment reduces

hepatic triglyceride and free

fatty acid by inhibiting

lipogenesis and inducing fatty

acid oxidation that results in an

increase of HNF-4a in HepG2

cells

The hepatic effects of adiponectin

in the liver are well described in the

literature and it is well known that

adiponectin reduces lipogenesis and

increases fatty acid oxidation in the

liver (24, 33). To explore if this was

the case in our HepG2 cell cultures,
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Figure 2. Adiponectin reduces lipogenesis and increases fatty acid oxidation in HepG2 cells.

A, Analysis of ACC, ACOX1, ACOX2, and CPT-I mRNA levels in HepG2 cells treated daily with

vehicle and two concentrations of adiponectin (25 and 50 ng/ml) for 3 days. Human 18S (h18S)

mRNA was amplified as a control. Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. **, P ,

.01 when compared with the control. B, Western blot of ACC, phospho-ACC, and PPIA in total

protein extracts from HepG2 cells treated as in (A). Data points are shown as mean 6 SD of

triplicates. *, P , .05 and **, P , .01 when compared with the control. C, Western blot of

ACOX, CPT-I, and PPIA in total protein extracts from HepG2 cells treated as in (A). Data points

are shown as mean 6 SD of triplicates. *, P , .05 and **, P , .01 when compared with the

control. D, Triglyceride content in HepG2 cells treated as in (A). Data points are shown as

mean 6 SD of triplicates. **, P , .01 when compared with the control. E, Free fatty acid content

in HepG2 cells treated as in (A). Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. **, P , .01

when compared with the control.
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we analyzed the mRNA levels of ACC as a lipogenic en-

zyme and peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase (ACOX)

and carnitine palmitoyl transferase-I (CPT-I) as fatty acid

oxidation enzymes after 3 days of treatment with adi-

ponectin (25 or 50 ng/ml). Our results showed that adi-

ponectin treatment reduced mRNA levels of ACC and in-

creased mRNA levels of ACOX1a, ACOX1b, and CPT-I

when compared with vehicle treated HepG2 cells (Figure

2A).Moreover, a decrease in total ACC protein levels and

an increase in ACC phosphorylation were detected after

adiponectin treatment when compared with vehicle

treated HepG2 cells (Figure 2B). In addition, an increase

in ACOX and CPT-I protein levels was detected in adi-

ponectin treatedHepG2cellswhen comparedwith vehicle

treated cells (Figure 2C).

We next explored whether this

adiponectin-induced reduction in li-

pogenesis and increase in lipolysis

would reduce the lipid content of

HepG2 cells.We thereforemeasured

total triglycerides and total free fatty

acids in control and adiponectin

(25 or 50 ng/ml) HepG2 cells. Our

results showed that adiponectin

treated cells had less triglyceride and

free fatty acids than untreated HepG2

cells (Figure 2, D and E).

Given that HNF-4a plays a key

role in the transcriptional activity of

the human SHBGpromoter (17) and

we have previously shown that

HNF-4a protein levels are altered by

changes in hepatic lipid content in-

duced by increasing lipogenesis (18)

or b-oxidation (19), we examined

HNF-4a levels inHepG2 cells after a

3-day treatment with vehicle or adi-

ponectin (25 or 50 ng/ml). These

treatments showed that cells treated

with adiponectin had increased

HNF-4a mRNA levels (Figure 3A)

and protein levels (Figure 3B) when

compared with vehicle treated cells.

Moreover, AICAR treatment was

also able to increaseHNF-4amRNA

and protein levels when compared

with vehicle treated cells (Figure 3, C

and D). Furthermore, compound C

cotreatment was able to block the

adiponectin induced increase of HNF-

4amRNAlevels(Figure3E)andprotein

levels (Figure 3F).

Adiponectin-induced increase of

SHBG production is blocked by

siRNA treatment against

HNF-4a in HepG2 cells

We next used a siRNA against

HNF-4a in order to explore if we
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Figure 3. Daily adiponectin treatment increases SHBG production via HNF-4a levels in HepG2

cells. A, Analysis of HNF-4a mRNA levels in HepG2 cells treated daily with vehicle or two

concentrations of adiponectin (25 and 50 ng/ml) for 3 days. Human 18S (h18S) mRNA was

amplified as a control. Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. **, P , .01 when

compared with the control. B, Western blot of HNF-4a and PPIA in total protein extracts from

HepG2 cells treated as in (A). C, Analysis of HNF-4a mRNA levels in HepG2 cells treated daily

with vehicle or AICAR (100 mM) for 3 days. Human 18S (h18S) mRNA was amplified as a control.

Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. **, P , .01 when compared with the

control. D, Western blot of HNF-4a and PPIA in total protein extracts from HepG2 cells treated as

in (C). Data points are shown as mean 6 SD of triplicates. *, P , .05 when compared with the

control. E, Analysis of HNF-4a mRNA levels in HepG2 cells treated daily with vehicle, adiponectin

(50 ng/ml) alone, or in the presence of compound C (1 mM or 5 mM) over the course of 3 days.

Human 18S (h18S) mRNA was amplified as a control. Data points are shown as mean 6 SD of

triplicates. **P , .01 when compared with the control. F, Western blot of HNF-4a and PPIA in

total protein extracts from HepG2 cells treated as in E.
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could block the increase in SHBG production caused by

adiponectin. The results showed that in HepG2 cells

treated with siRNA control adiponectin was able to in-

crease SHBG production when compared with the vehicle

treated HepG2 cells (Figure 4A). However, when HepG2

cells were treated with siRNA against HNF-4a the adi-

ponectin-induced increase in SHBGproductionwas lost

(Figure 4A). Moreover, HNF-4a mRNA and protein

were increased by adiponectin treatment in siRNA con-

trol HepG2 cells when compared with vehicle treated

cells (Figure 4, B and C). This effect on HNF-4a mRNA

and protein was abrogated by

HNF-4a siRNA treatment (Figure

4, B and C).

Adiponectin-induced increased

SHBG production is blocked by

inducing lipogenesis or blocking

fatty acid oxidation in HepG2

cells

We next explored whether in-

creasing lipogenesis or blocking

fatty acid oxidation would abro-

gate the effects of adiponectin on

SHBG production. For this pur-

pose, we treated HepG2 cells with

adiponectin alone or in the pres-

ence of glucose (30 mM), which, as

we have previously shown, increases

lipogenesis (18) or etomoxir (10

mM), a fatty acid oxidation inhibitor

(19), over the course of 3 days. As

previously reported (19) our results

showed that whereas treatment of

etomoxir alone did not alter SHBG

production, the 30mMglucose treat-

ment significantly reduced SHBG pro-

duction by reducing HNF-4a mRNA

and protein levels in HepG2 cells

(Supplemental Figure 1). However,

when cells were treated with glu-

cose (30 mM) or etomoxir (10 mM)

in the presence of adiponectin (50

ng/ml) both cotreatments were

able to block the adiponectin-in-

duced increase of mRNA and pro-

tein levels of both HNF-4a and

SHBG in HepG2 cells (Figure 5).

Interestingly, lower glucose con-

centrations (10 mM or 20 mM)

were also able to block the adi-

ponectin-induced increase of SHBGmRNAandprotein in

HepG2 cells (Supplemental Figure 2).

Plasma adiponectin levels correlate with hepatic

HNF-4a mRNA levels that in turn correlate with

SHBG mRNA levels in human subjects

A positive and significant correlation (r 5 0.612, P 5

.015) between plasma levels of SHBG and adiponectin

was found (Figure 6A). In addition we found that

plasma adiponectin levels correlated with liver HNF-4a

mRNA levels (r 5 0.539, P , .038) (Figure 6B). More-
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Figure 4. Daily adiponectin treatment increases SHBG production via HNF-4a levels in

HepG2 cells. A, SHBG accumulation in the medium was measured using an ELISA in HepG2

cells treated daily with vehicle or adiponectin (50 ng/ml) in the presence of control siRNA or

HNF-4a siRNA for 3 days. Data points are mean 6 SD of triplicate measurements. *, P , .05

and **, P , .01 when compared with the control. B, Analysis of HNF-4a mRNA levels in

HepG2 cells treated as in (A). Human 18S (h18S) mRNA was amplified as a control. Data
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with the control. C, Western blot of HNF-4a and PPIA in total protein extracts from HepG2

cells treated as in A.
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over, we found a significant correlation between hepatic

SHBG mRNA and HNF-4a mRNA levels (r 5 0.624;

P , .013) (Figure 6C).

Finally, in the multiple regression analysis we observed

that adiponectin plasma levels were independently related

to circulating SHBG (P 5 .045).

Discussion

Epidemiological evidence shows a positive relationship

between adiponectin and SHBG plasma levels (29, 30). It

is also well known that both adi-

ponectin and SHBG plasma levels

show a negative correlation with the

BMI (7, 8, 20, 21). However, it is

unknown whether the correlation

between adiponectin and SHBG is

merely a surrogate mediated by the

BMI or, by contrast, there are under-

lying molecular mechanisms that

could explain this relationship. In

this study, the hypothesis that adi-

ponectin regulates hepatic SHBG

production has been tested. We pro-

vide evidence that adiponectin, at

physiological doses, increases SHBG

production through HNF-4a up-

regulation in HepG2 cells. This ef-

fect is mediated by AMPK and the

consequent reduction in lipidhepatic

content caused by the inhibition of

lipogenesis and the activation of

b-oxidation. However, it should be

noted that whereas the effect of adi-

ponectin in increasing the protein

levels of SHBG and HNF-4a protein

was very similar to the observed by

AICAR, we detected differences at

transcriptional level, the adiponectin

effect being more potent than the

AICAR. These results may suggest

that adiponectin SHBG induction

was partially exerted through an

AMPK independent pathway.

Adiponectin is secreted predomi-

nantly by the white adipose tissue

(22) modulating a number of meta-

bolic processes, including glucose

regulation and fatty acid oxidation

(34). In the liver, adiponectin exerts

its actions through AdipoR2 which

activates the AMPK signaling path-

way that results in the decrease of de novo lipogenesis by

the phosphorylation of ACC (23, 33). On the other hand,

adiponectin also upregulates CPT-I expression levels that

in turn increases hepatic fatty acid oxidation (33). These

adiponectin actions result in the reduction of the hepatic

lipid content (33).Moreover, genetic variations in theAdi-

poR2 gene are associated with liver fat content (35) and

AdipoR2 mRNA expression is significantly reduced in

liver biopsies of patients with NASH (36). In our in vitro

studies we found that HepG2 cells treated with adiponec-

tin showed a reduction in ACC mRNA and protein levels
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and an increase in ACOX and CPTI mRNA and protein

levels when compared with vehicle treated HepG2 cells.

Importantly, adiponectin treatment reduced hepatic total

triglyceride and free fatty acid content in HepG2 cells.

These findings confirm the results of previous studies (33,

37) and providemolecular evidence supporting the results

of a large multiethnic population-based cohort showing

that adiponectin levels were inversely associated with he-

patic steatosis, even after controlling for measures of in-

sulin sensitivity, extrahepatic abdominal adiposity, and

ethnicity (38).

It has been previously reported by Peter et al (39) that

liver fat, but not visceral fat or total body fat was an in-

dependent predictor of plasma SHBG levels. Moreover,

after a dietary intervention the in-

crease in plasma SHBG levels was

strongly associated with a decrease

in liver fat (40). These findings are in

accordance with our previous stud-

ies usingHepG2 cells and the human

SHBG transgenic mice that showed

the molecular mechanisms by which

a reduction or accumulation of he-

patic lipids was able to regulate

SHBG production (18, 19). In this

regard, we showed that SHBG pro-

duction was reduced by exogenous

palmitate or endogenous palmitate ac-

cumulation from de novo lipogenesis

induced by high carbohydrate diets

(18). In these studieswe also showed

that hepatic palmitate accumula-

tion was able to reduce HNF-

4a levels (18). In contrast, we also

demonstrated that thyroid hor-

mones increased SHBG production

by inducing fatty acid oxidation that

was able to reduce hepatic lipid con-

tent. This reduction was able to in-

crease hepatic HNF-4a levels (19).

With this evidence we hypothesized

that the mechanism by which adi-

ponectin regulates hepatic SHBG

production isbasedon the changes in

HNF-4a due to the alterations in he-

patic lipid turnover. Our results sup-

port this hypothesis since HepG2

cells treated with adiponectin in-

creased SHBGpromoter activity due

to the inhibition of lipogenesis and

the activation of b-oxidation.

The relationship between adi-

ponectin and HNF-4a has been analyzed previously. A

study performed with primary cultures of human hepato-

cytes found that adiponectin treatment was able to reduce

HNF-4a levels (41). These results do not agree with our

results. However, several aspects of the experimental de-

sign distinguish our work from this previous study. First,

they performed a 24-hour treatment whereas our studies

were performed over the course of three days. Second, our

studies were performed in the presence of serum in the

culture media, whereas they used serum free media. Third

and most important, they used an adiponectin dose of 10

mg/ml that is a nonphysiological concentration and 200

times higher than the adiponectin dose (50 ng/ml) used in

our study. In addition, the results obtainedbyLiu et al (42)
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after generating the adiponectin KO mouse are in agree-

mentwith our results. These studies reveal that the hepatic

HNF-4a levels in adiponectin KO mice were reduced

when compared with wild-type mice.

To further confirm our results we demonstrated that

both treatment with specific siRNA against HNF-4a or

the induction of lipid accumulation were able to block the

adiponectin-induced increase in SHBG production in

HepG2 cells. Furthermore, we have also found a signifi-

cant correlation between plasma adiponectin levels and

hepatic HNF-4a mRNA levels, as well as between SHBG

and HNF-4a mRNA levels in liver biopsies from obese

patients, that suggest the molecular mechanisms detected

in our in vitro studies could also be present in humans. A

scheme illustrating the metabolic pathway by which adi-

ponectin regulates hepatic SHBG production is displayed

in figure 7.

Our findings have potential clinical implications. First,

adiponectin could be a link between hepatic steatosis and

low circulating SHBG levels. However, specific studies

addressed to confirm this issue are needed. Because low

SHBG has been reported as an independent cardiovascu-

lar risk factor, the relationship between adiponectin, fatty

liver disease, and SHBG would also deserve future inves-

tigation. Second, adiponectin could

be contemplated as a new mecha-

nism involved in SHBG regulation in

the setting of obesity. In this regard,

previous reports have suggested that

other signals from the adipose tissue

independently of adiponectin and

leptin could regulate SHBG produc-

tion by the liver (43). We have also

reported that the proinflammatory

cytokinesTNFaand IL1b,whichare

elevated in obese patients, induce a

downregulation of hepatic SHBG

production. In view of our results,

the low adiponectin levels reported

in obesity could be added to the

mechanisms involved in the obesity-

induced downregulation of SHBG

and total testosterone levels. In ad-

dition, it is possible that therapeutic

strategies addressed to upregulating

adiponectin could be useful in in-

creasing SHBG and testosterone lev-

els. Further studies to confirm this

hypothesis seem warranted. Finally,

our findings could contribute to ex-

plaining the higher plasma levels of

SHBG that women present in com-

parisonwithmen. It has been postulated that testosterone

inhibits hepatic SHBG production but to the best of our

knowledge no molecular mechanism has ever been sug-

gested. Moreover, androgen response elements have not

been found in the human SHBG promoter. Nishizawa et

al (44) have recently demonstrated in vivo and in vitro that

treatment with testosterone in mice is accompanied by a

reduction in plasma adiponectin and, that in cultured adi-

pocytes, testosterone reduces adiponectin secretion (44).

Therefore, it is possible that testosterone could regulate

indirectly hepatic SHBG production by reducing adi-

ponectin levels. Because women have higher plasma adi-

ponectin levels thanmen (45), this couldbeanexplanation

ofwhywomen have higher plasma SHBG levels thanmen.

In conclusion, adiponectin increases hepatic production

of SHBG by upregulating HNF-4a levels via changes in the

hepatic lipid content. These results suggest a new molecular

mechanism by which adiponectin regulates SHBG produc-

tion and they could have significant clinical implications.
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EL ÁCIDO OLEICO INCREMENTA LA PRODUCCIÓN DE SHBG HEPÁTICA EN 
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Los niveles circulantes bajos de SHBG constituyen un factor de riesgo independiente de sufrir 

ECV. Por otro lado, la dieta Mediterránea se ha asociado ampliamente con una reducción en el riesgo 

de contraer ECV. En numerosos estudios se ha observado que los MUFAs como nutrientes, el aceite 

de oliva como alimento y la Dieta Mediterránea como patrón de alimentación están relacionados con 

un menor riesgo cardiovascular. En este trabajo hemos estudiado si el aceite de oliva, fuente 

principal de grasas en la Dieta Mediterránea, aumenta los niveles de SHBG. Para ello, por un lado, 

hemos llevado a cabo un estudio en humanos y por otro lado hemos utilizado células HepG2 como 

modelo in vitro.  

El estudio en humanos se ha realizado en colaboración con el  Servicio de Endocrinología y 

Nutrición del Hospital Carlos Haya, de Málaga, liderado por el Dr. Soriguer. Se han utilizado muestras 

de suero de 315 sujetos que han participado en el estudio PIZARRA. En este estudio, un grupo de 

hombres empleó aceite de oliva durante  6 años mientras otro grupo de hombres utilizó otro tipo de 

aceites ricos en ácido linoleico. Los niveles séricos de SHBG en los sujetos que habían consumido 

aceite de oliva fueron significativamente mayores que los de los sujetos que consumieron otros 

aceites ricos en ácido linoleico. Además, los niveles séricos de SHBG de los individuos del estudio se 

correlacionaron positivamente con el porcentaje de ácidos grasos monoinsaturados en suero y 

negativamente con el porcentaje de ácidos grasos saturados en suero. Además, después del ajuste 

por edad e IMC, los niveles de SHBG se relacionaron positivamente con el ratio oleico/esteraico, que 

sirve como índice de la actividad de la enzima SCD-1 (estearoil-coenzima A desaturasa 1). 

Con respecto al estudio in  vitro, puesto que el ácido oleico es el ácido graso mayoritario en 

el aceite de oliva,  tratamos células HepG2 durante 72 horas con oleil-CoA (100 µM) y lo comparamos 

con el tratamiento con linoleil-CoA (100 µM) o vehículo (PBS). Los niveles de expresión de SHBG y los 

niveles de SHBG secretada al medio aumentaron tanto a las 48 horas como a las 72 horas con el 

tratamiento con oleil-CoA. Este aumento se produjo mediante una disminución de los niveles de 

ARNm y proteína de PPARγ, uno de los principales factores de transcripción implicados en la 

regulación de la SHBG. Los niveles de expresión y de proteína del otro factor de transcripción 

principal para la SHBG, el HNF-4α, no se modificaron con los tratamientos. Mediante un ensayo de 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) comprobamos que la unión de PPARγ al promotor de la 

SHBG fue menor en el tratamiento con oleil-CoA con respecto al tratamiento con linoleil-CoA.   

Estos resultados revelan que el consumo de aceite de oliva está asociado con niveles 

elevados de SHBG. La regulación negativa que ejerce el oleil-CoA sobre el PPARγ es un mecanismo 

importante en la regulación de los niveles de SHBG por el ácido oleico del aceite de oliva. Por último, 
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nuestros resultados sugieren que el papel cardioprotector del aceite de oliva podría estar mediado, 

en parte, por un aumento en los niveles de SHBG. 
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Scope: Low circulating sex hormone-binding globulin (SHBG) is an independent risk factor

for cardiovascular disease. Mediterranean diet has been associated with a decreased risk of

cardiovascular disease. We aimed to test the hypothesis that the increase of circulating MUFA

associated with olive oil consumption (primary fat source in Mediterranean diet) increases

SHBG serum levels.

Methods and results: A total of 315 men were included. In these patients, nutrition data

and plasma samples for SHBG assessment were obtained. In vitro studies to examine the

effects of oleic and linoleic acid on SHBG production using HepG2 cells were performed. We

provided evidence that SHBG serum levels were significantly higher in subjects using olive

oil for cooking in comparison with subjects using sunflower oil. The SHBG levels correlated

positively with MUFA (p < 0.001) and negatively with saturated fatty acids (p = 0.003). In

the multiple regression analysis, MUFA were independently associated with SHBG levels and

accounted for the 20.4% of SHBG variance. In vitro studies revealed that oleoyl-CoA increases

SHBG production by downregulating PPAR-g levels in HepG2 cells.

Conclusion: Olive oil consumption is associated with elevated SHBG serum levels.

PPAR-g downregulation induced by oleoyl-CoA is an important underlying mechanism of

such regulation.
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1 Introduction

Sex hormone binding globulin (SHBG) is produced and se-

creted by the human liver to the blood, where it binds an-
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drogens and estrogens with high affinity, regulating their

bioavailability [1]. Plasma SHBG levels are a useful biomarker

for several metabolic and cardiovascular diseases. In this re-

gard, low-plasma SHBG levels are associated with obesity,

metabolic syndrome, and predict the development of type 2

diabetes [2–4]. In addition, an inverse relationship between

plasma SHBG levels and the risk of cardiovascular disease

has been reported [5, 6].

The low-plasma SHBG levels found in obesity and

metabolic syndrome have been largely attributed to

∗These authors contributed equally to this work.
∗∗Additional correspondence: Professor Rafael Simó,
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hyperinsulinemia. However, we have recently demonstrated

that proinflammatory cytokines, rather than hyperinsuline-

mia are the main factor accounting for the low levels of

SHBG detected in obesity by decreasing hepatic production of

HNF-4a through nuclear factor kappa B (NF-kB) activation

or via the MEK-1/2 and c-Jun N-terminal kinases mitogen-

activated protein kinases pathways [7–9]. On the other hand,

we have found that different nutrients can also modulate

SHBG levels. In this regard, high-carbohydrate diets contain-

ing sucrose, glucose, or fructose have been shown to decrease

SHBG production by reducing hepatic HNF-4a protein lev-

els [10]. Furthermore, we have also demonstrated that palmi-

tate, a saturated fatty acid, downregulates human SHBG pro-

duction by affecting HNF-4A gene expression [10]. Finally, it

should be noted that although HNF-4a is the most important

transcription factor that activates SHBG expression, PPAR-g

plays a crucial role as an inhibitor of SHBG expression [11,12].

The Mediterranean diet is associated with a decreased risk

of obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes, and cardio-

vascular disease [13]. In fact, the inhabitants of the South-

ern European and North African regions surrounding the

Mediterranean sea have a longer life expectancy and lower

risk of chronic diseases than other regions of the world [14].

To the best of our knowledge, the effect of Mediterranean

diet on SHBG levels has not been previously investigated.

The primary source of fat intake in the Mediterranean diet

is olive oil [15]. The main fatty acid in olive oil is the oleic

acid (C18:1), a MUFA omega-9 fatty acid that makes up about

60–80% of olive oil [16].

On this basis, the aim of the present study was to test the

hypothesis that the increase of circulating MUFA associated

with olive oil consumption results in an increase in SHBG

serum levels. In addition, the in vitro effects of oleic acid and

linoleic acid on SHBG production by liver cells (HepG2) and

the underlying mechanisms have been investigated.

2 Materials and methods

2.1 Clinical study

2.1.1 Subjects

The population study was undertaken from the cohort of the

Pizarra Study (a southern Spanish population). The charac-

teristics of this study have already been published [17, 18].

Briefly, in 1995–1997, evaluations were made of 1134 per-

sons (443 men and 691 women) selected randomly from the

municipal census of Pizarra. Six years later, 928 (341 men

and 587 women) of them were evaluated again. At this time,

plasma samples for SHBG assessment were obtained in 315

men, who are the subjects included in the current study.

All the subjects underwent measurements of weight,

height, and waist and hip circumferences and the BMI was

calculated [weight (Kg)/height2 (m)]. The clinical features of

patients according to the type of oil (olive versus sunflower)

Table 1. Clinical data according to the use of olive oil for cooking

Olive oil Sunflowera) p

N = 226 N = 81

Age (years) 50.8 ± 14.5 49.2 ± 13.3 n.s

BMI (kg/m2) 29.7 ± 4.4 28.7 ± 4.0 n.s

Fasting plasma

glucose (mg/dL)

100 ± 25 105 ± 25 n.s

OGTT 2-h plasma

glucose (mg/dL)

114 ± 39 119 ± 35 n.s

Total cholesterol

(mg/dL)

264 ± 63 253 ± 44 n.s

HDL-cholesterol

(mg/dL)

64 ± 15 59 ± 9 n.s

Triglycerides (mg/dL) 120 ± 64 129 ± 57 n.s

OGTT: oral glucose tolerance tests (75 gr).
a) Subjects using other oils (n = 8) were not included in this
analysis.

consumed are detailed in Table 1. To evaluate food intake,

a food frequency questionnaire was administered at baseline

and at the end of the follow-up. The surveys were given by ex-

perienced dietitians previously trained for this project. After

making an appointment by telephone, the dietitians handed

over the questionnaire at the homes of the participants and

provided information about the nature of the study. Since

one of the primary aims of this was to assess the profile of

fat intake, detailed information on this issue was obtained

as previously reported [19]. In this regard, it should be men-

tioned that samples of cooking oil being used for frying were

obtained from the kitchens of the participants and the type of

vegetable oil used to cook was confirmed by gas chromatog-

raphy. Nutritional details according to the type of oil (olive

versus sunflower) consumed are detailed in Table 2.

The study was approved by the Ethics and Clinical Re-

search Committee of Carlos Haya Hospital (Consejerı́a de

Salud, Junta de Andalucı́a; PN: 0189/2008). All participants

provided written informed consent. Reporting of this study

conforms to STROBE [20] and EQUATOR [21] guidelines.

Table 2. Nutritional data according to the use of olive oil for

cooking

Olive oil Sunflowera) p

N = 226 N = 81

Energy (kcal/day) 2521 ± 722 2666 ± 717 n.s

Protein (% energy) 15.3 ± 2.6 15.2 ± 2.8 n.s

Carbohydrates (% energy) 45.2 ± 6.9 45.3 ± 6.8 n.s

Total fat (% energy) 39.6 ± 5.6 39.4 ± 5.8 n.s

SFA in SP (%) 47.5 ± 6.8 46.5 ± 6.6 n.s

MUFA in SP (%) 14.6 ± 2.5 12.7 ± 2.4 0.01

n-6 in SP (%) 35.8 ± 5.4 35.7 ± 5.5 n.s

n-3 in SP (%) 5.8 ± 1.6 5.3 ± 1.8 n.s

SP: serum phospholipids.
a) Subjects using other oils (n = 8) were not included in this
analysis.
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2.1.2 Laboratory analysis

SHBG levels (nmol/L) were measured by ELISA (Demeditec

Diagnostics, Germany). The intra- and interassay CVs were

5.3 and 8.9%, respectively.

The fatty acid composition of serum phospholipids was de-

termined as described elsewhere [22]. Briefly, after extraction

of serum fat with chloroform–methanol (2:1) and butylated

hydroxytoluene at 0.025 and phospholipid separation by TLC,

fatty acid methyl esters were formed by heating the extracted

fat for 30 min with 0.61M H2SO4 in anhydrous methanol.

After extraction with hexane, fatty acid methyl esters were an-

alyzed in a Hewlett-Packard chromatograph, equipped with

a flame ionization detector, and using a BPX75 fused-silica

capillary column (SGE, Villebon, France). The methodology

to evaluate the composition and quality of the fats used for

frying has been previously reported [19].

2.2 Experimental study

2.2.1 Cell culture experiments

Cell culture reagents were from Life Technologies (Invitrogen

SA, Barcelona, Spain). HepG2 hepatoblastoma cells (catalog

number HB-8065; ATCC) were maintained in low-glucose

DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics. For ex-

periments, HepG2 cells were cultured to 60–80% confluence

prior to the addition of vehicle (PBS) or oleoyl-CoA (Sigma-

Aldrich, Madrid, Spain) or linoleoyl-CoA (Sigma-Aldrich).

2.2.2 SHBG measurements

SHBG levels in culture medium taken from HepG2 cells were

measured using an ELISA (Demeditec Diagnostics).

2.2.3 RNA analyses

Total RNA was extracted from HepG2 cells using TRIzol

reagent (Invitrogen SA). Reverse transcription (RT) was per-

formed at 428C, for 50 min using 3 mg of total RNA and

200 U of Superscript II together with an oligo-dT primer

and reagents provided by Invitrogen. An aliquot of the RT

product was amplified in a 25 mL reaction using SYBRGreen

(Invitrogen SA) with appropriate oligonucleotide primer pairs

corresponding to human HNF-4a, human PPAR-g, human

SHBG, and human 18S (Supporting Information Table 1).

Results were analyzed using the 7000 SDS program.

2.2.4 Western blot analyses

After treatments, HepG2 cells were homogenized in RIPA

buffer with CompleteTM protease inhibitor cocktail (Roche

Diagnostics, Barcelona, Spain). Protein extracts were used

for Western blotting with antibodies against human HNF-4a

(C-19; catalog sc-6556; Santa Cruz Biotechnology, Hei-

delberg, Germany), human PPAR-g (sc-7196; Santa Cruz

Biotechnology) and human PPIA (SA-296; BIOMOL, Madrid,

Spain). Specific antibody–antigen complexes were identified

using an HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG or rabbit anti-

goat IgG and chemiluminescent substrates (Pierce Biotech-

nology, Barcelona, Spain) by exposure to x-ray film.

2.2.5 Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays

After treatment, HepG2 cells were used to perform ChIP

assays with a ChIP-IT kit (Active Motif) as described previ-

ously [10]. The purified DNA was subjected to PCR ampli-

fication (35 cycles) using specific primers designed to am-

plify a 262 bp of the human SHBG promoter (Supporting

Information Table 1).

2.3 Statistical analyses

The data are presented as the mean and SD. Given their

skewed distribution, SHBG was analyzed after log transfor-

mation. The differences between means were calculated with

the Student’s t-test or one or more way ANOVA. The corre-

lation between variables was measured with the Spearman

r. To further explore the variables independently associated

with SHBG concentrations, a stepwise multiple regression

analysis was performed. The analyses were made using SPSS

v10 (SPSS, Chicago, IL, USA).

3 Results

3.1 SHBG levels are related to circulating MUFA and

type of oil used for cooking

The mean (SD) age of subjects included in the study was 46.8

(14.4) years. The composition of saturated fatty acids, MUFA,

and n-3 fatty acids (PUFA n-3) in serum phospholipids was

significantly associated with the type of cooking oil used.

As expected, MUFA levels (%) were significantly higher in

persons using olive oil (14.60 ± 2.50 versus 12.68 ± 2.37;

p = 0.01) (Table 2).

The mean concentration of SHBG was 27.98 ± 16.06

nmol/L (median: 23.56 nmol/L). SHBG levels were signif-

icantly higher in subjects using olive oil for cooking in com-

parison with subjects using other types of cooking oil (29.79

± 14.36 nmol/L versus 24.78 ± 10.11 nmol/L; p = 0.03 after

adjusting by age and BMI).

The SHBG levels correlated positively with age (r = 0.35;

p < 0.0001) and negatively with BMI (r = −0.25; p < 0.001)

(data not shown). The SHBG levels also correlated positively

with serum phospholipid MUFA (r = 0.35; p < 0.0001) and
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Figure 1. Correlation between SHBG levels and serum phospho-

lipid MUFA (A) and serum phospholipid saturated fatty acids (B).

negatively with phospholipid saturated fatty acids (r = −0.17;

p = 0.003) (Fig. 1). We did not find any significant correlation

between SHBG levels and either PUFA n-6 (r = −0.10; p =

0.07) or PUFA n-3 (r = −0.02; p = 0.73) in serum phospho-

lipids (data not shown).

In the multiple regression analysis, SHBG levels were

associated with serum phospholipid MUFA (p < 0.001), in-

dependently of age (p < 0.001) and BMI (p < 0.001), and

fasting plasma glucose (p = 0.006) accounted for 20.4% of

SHBG variance (Table 3).

Finally, after adjusting for age and BMI, SHBG levels

significantly correlated with the ratio of oleic to stearic fatty

acid, a recognized index of stearoyl-CoA desaturase1 (SCD1)

biological activity (r = 0.34; p < 0.0001) (Fig. 2).

3.2 Oleoyl-CoA increases SHBG production by

HepG2 cells

The effects of daily supplementation of vehicle, oleoyl-CoA

(100 mM) or linoleoyl-CoA (100 mM) on SHBG production by

Table 3. Variables independently related to SHBG levels (log) in

the multiple regression analysis

B EE ß p

Age (years) 0.013 0.002 0.325 <0.001

BMI (Kg/m2) −0.031 0.007 −0.220 <0.001

MUFA (%) 0.039 0.013 0.170 0.003

Fasting plasma

glucose

(mg/dL)

−0.003 0.001 −0.148 0.006

Constant 3.122 0.286 <0.001

HepG2 cells over the course of 3 days were examined. This

was done by comparing medium concentrations of SHBG

on days 1 and 3 of each treatment. Oleoyl-CoA treatment in-

creased SHBG production by HepG2 cells significantly when

compared with vehicle or linoleoyl-CoA treated cells (Fig. 3A).

Moreover, oleoyl-CoA treatment also increased SHBG mRNA

levels significantly when compared with vehicle- or linoleoyl-

CoA-treated cells (Fig. 3B).

3.3 Oleoyl-CoA increases SHBG production by

decreasing PPAR-g levels in HepG2 cells

To determine by which mechanism oleoyl-CoA treatment was

increasing SHBG production when compared with linoleoyl-

CoA treatment, we decided to measure the mRNA and pro-

tein levels of two important transcription factors that regulate

SHBG expression, HNF-4a and PPAR-g [11, 23]. We found

that oleoyl-CoA treatment did not change HNF-4a mRNA lev-

els while it reduced PPAR-g mRNA levels significantly when

compared with vehicle- or linoleoyl-CoA-treated HepG2 cells

(Fig. 4A). Moreover, oleoyl-CoA treatment did not change

HNF-4a protein levels while it reduced PPAR-g protein levels

Figure 2. Correlation between SHBG levels and the ratio oleic to

stearic fatty acid (a marker of SCD1 activity).
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Figure 3. Daily treatment with oleoyl-CoA increases SHBG pro-

duction when compared with vehicle or linoleoyl-CoA over

3 days in HepG2 cells. (A) SHBG accumulation in the medium

of HepG2 cells treated daily with vehicle, oleoyl-CoA (100 mM)

or Linoleoyl-CoA (100 mM) was measured using an ELISA. (B)

Analysis of SHBG mRNA levels in HepG2 cells treated as in A.

Human 18S (h18S) rRNA was amplified as a control. Data points

are shown as mean ± SD of triplicates. *p < 0.05; **p < 0.01.

significantly when compared with vehicle- or linoleoyl-CoA-

treated HepG2 cells (Fig. 4B).

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays using

DNA/protein complexes extracted from HepG2 cells treated

with oleoyl-CoA or linoleoyl-CoA revealed that in oleoyl-

CoA-treated cells, there was a reduction of PPAR-g bind-

ing in the SHBG proximal promoter when compared with

linoleoyl-CoA-treated cells (Fig. 4C).

4 Discussion

Low-plasma levels of SHBG are a risk factor for the devel-

opment of cardiovascular disease [5, 6]. Mediterranean pop-

ulations have been reported to have among the highest life

expectancies and the lowest incidence rates of cardiovascu-

lar mortality in the world, and the consumption of olive oil

is a common denominator in Mediterranean diets [13]. In

the present study, performed in a cohort of Mediterranean

origin (the Pizarra cohort study), we found a clear relation-

ship between the consumption of olive oil and SHBG lev-

els. It is worth mentioning that we previously reported that

SHBG levels were negatively associated with the risk of type

2 diabetes, obesity, and insulin resistance in this specific

population [18, 19, 21, 22, 24, 25].

Several reports in the literature have previously addressed

the relation between dietary composition and SHBG levels

with contradictory results. Indeed, it has been reported that a

high-fiber diet decreases SHBG levels [25, 26], whereas veg-

etarians have increased plasma SHBG levels compared to

nonvegetarians [26–28]. Regarding protein intake, it has been

reported that a high-protein diet increased SHBG levels [29].

However, diets low in proteins in elderly men may lead to ele-

vated SHBG levels [30] that support previous results obtained

in rabbits [31]. Finally, it has been shown that changing the

diet from one with a high fat to low-fat content (less than 20 g

fat per day) for a further 2-week period results in a significant

increase in SHBG levels [32]. However, to the best of our

knowledge, this is the first study to examine the effect of olive

oil consumption on SHBG levels. It should be noted that the

higher SHBG levels observed in subjects using olive oil for

cooking were not explained by differences in carbohydrates,

proteins, or total fat intake.

In the present study, we found that SHBG levels were di-

rectly correlated with MUFA and inversely correlated with sat-

urated fatty acids. By contrast, no correlation between SHBG

and PUFAs was detected. It is known that the fatty acid com-

position in serum cholesteryl esters and in serum phospho-

lipids to a certain extent mirrors not only the fatty acid compo-

sition of dietary fat, but also endogenous fatty acid synthesis,

where desaturases play an important role. Our results showed

that plasma SHBG levels directly correlated with the ratio of

oleic acid (18:1) to stearic acid (18:0), the SCD-18 ratio, a re-

liable marker of SCD1 activity [33]. SCD1, anchored in the

ER, is a rate-limiting enzyme in the biosynthesis of MUFAs.

SCD1, which catalyzes the d9-cis desaturation of saturated

fatty acids, converts palmitate and stearate into palmitoleate

and oleate, the predominant unsaturated fatty acids present

in membrane phospholipids [33]. Because of the difficul-

ties of directly measuring SCD1 activity in humans, SCD1

activity is proxied by the use of SCD-18 ratio [34]. How-

ever, it has been demonstrated that the SCD-18 ratio over-

estimates SCD1 activity in individuals consuming diets with

a high content of oleic acid [35, 36]. Therefore, the reported

relationship between SCD1 activity and obesity or insulin

resistance [37] should be carefully interpreted in those pa-

tients in whom MUFA-rich olive oil is the primary source

of oleic acid. Nevertheless, in view of the independent corre-

lation detected between SHBG levels and the ratio of oleic

to stearic acid, specific studies addressed to determining

the underlying link between SHBG and SCD1 activity are

needed.

Since the most abundant fatty acid in olive oil is oleic acid,

we next wanted to study in vitro, using human hepatoblas-

toma HepG2 cells, the effects on SHBG production of oleoyl-

CoA and linoleoyl-CoA, a PUFA n-6 acid. We found that daily

treatment with oleoyl-CoA increases SHBG production in
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Figure 4. Oleoyl-CoA increases SHBG pro-

duction by decreasing PPAR-g levels. (A)

Analysis of HNF-4a and PPAR-g mRNA lev-

els in HepG2 cells daily treated with ve-

hicle, oleoyl-CoA (100 mM) or linoleoyl-

CoA (100 mM). Human 18S (h18S) rRNA

was amplified as a control. Data points

are shown as mean ± SD of triplicates.

*p < 0.05; **p < 0.01. (B) Western blot of

HNF-4a, PPAR-g, and PPIA in total cell pro-

tein extracts of HepG2 cells treated as in

A. (C) ChIP assays of HNF-4a and PPAR-

g binding to the human SHBG promoter

in HepG2 cells treated with oleoyl-CoA

(100 mM) or linoleoyl-CoA (100 mM) for

3 days. A nonspecific rabbit or goat IgGs

were used in ChIP reactions to control

for nonspecific immunoprecipitation. Posi-

tive PCR controls of sheared genomic DNA

templates indicated the integrity of the in-

put DNA used in the ChIP reactions.

HepG2 cells when compared with linoleoyl-CoA treatment.

Moreover, cells treated with oleoyl-CoA have increased levels

of SHBG mRNA when compared with linoleoyl-CoA-treated

cells. In addition, we previously demonstrated that palmitate,

a saturated fatty acid, downregulates SHBG production by

HepG2 cells through the reduction of HNF-4a levels [10].

The advancement in the study of the mechanisms reg-

ulating SHBG production has considerably improved after

the identification of the footprint regions (FP) of the hu-

man SHBG promoter [11, 23, 38] and the transcription fac-

tors that bind to these regions [11, 23, 38]. Thus, it has

been shown that HNF-4a transcription factor upregulates

SHBG production by binding to FP1 and/or FP3 regions

while PPAR-g downregulates SHBG expression by binding

to the FP3 region of the SHBG promoter [11, 23, 38]. For

these reasons, we explored whether the increase in SHBG

production in HepG2 cells after treatment with oleoyl-CoA

involved changes in cellular HNF-4a and PPAR-g levels. Our

results showed that oleoyl-CoA treatment did not influence

HNF-4A gene expression and HNF-4a protein levels when

compared with linoleoyl-CoA-treated HepG2 cells. However,

oleoyl-CoA treatment reduced PPARG gene expression and

PPAR-g protein levels when compared with linoleoyl-CoA-

treated HepG2 cells. Remarkably, oleoyl-CoA treatment re-

duced PPAR-g binding and increased HNF-4a binding to the

human SHBG promoter in ChIP assays. Therefore, our re-

sults suggest that PPAR-g downregulation is a mechanism

involved in the oleoyl-CoA induced increase of SHBG serum

levels.

The main limitations of the present study are the limited

size of the study sample and the fact that the results obtained

cannot be generalized to women. In this regard, the possibility

that the regulation of SHBG expression by oleic acid could

be modulated or even attenuated by estradiol cannot be ruled

out.

In summary, the intake of olive oil is associated with el-

evated levels of SHBG and the PPAR-g downregulation in-

duced by oleoyl-CoA seems to be an important underlying

mechanism in such regulation. Since olive oil is one of the

main components of the Mediterranean diet and SHBG levels

have been associated with a lower risk of cardiovascular dis-

ease, specific studies addressed to examine the role of SHBG
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and its relationship with olive oil consumption in the car-

diovascular protective effects of the Mediterranean diet seem

warranted.
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[9] Simó, R., Barbosa-Desongles, A., Hernandez, C., Selva, D. M.,

IL1b down-regulation of sex hormone-binding globulin pro-

duction by decreasing HNF-4a via MEK-1/2 and JNK MAPK

pathways. Mol. Endocrinol. 2012, 26, 1917–1927.

[10] Selva, D. M., Hogeveen, K. N., Innis, S. M., Hammond, G. L.,

Monosaccharide-induced lipogenesis regulates the human

hepatic sex hormone-binding globulin gene. J. Clin. Invest.

2007, 117, 3979–3987.

[11] Selva, D. M., Hammond, G. L., Peroxisome-proliferator re-

ceptor gamma represses hepatic sex hormone-binding glob-

ulin gene. Endocrinology 2009, 150, 2183–2189.
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ESTUDIO DE LA REGULACIÓN DE LA SHBG EN EL DESARROLLO DE LA OBESIDAD Y SU PAPEL EN LA 

ENFERMEDAD DE ESTEATOSIS HEPÁTICA NO ALCOHÓLICA 

 

Los niveles de SHBG se encuentran bajos en el plasma de personas obesas de todas las 

edades [121-123] y en personas que sufren enfermedades asociadas, como síndrome metabólico 

[425] o DMT2 [131,138,426]. Además, niveles bajos de esta proteína constituyen un factor de riesgo 

de sufrir ECV [146,427]. Los niveles de SHBG se emplean también como medida indirecta de los 

esteroides libres en sangre [14]. Desde hace años, en nuestro laboratorio se estudian factores que 

regulan la expresión y producción de SHBG por condicionantes propios de estas situaciones 

patológicas. Sin embargo, hasta ahora no se han descrito los mecanismos moleculares por los que los 

niveles de SHBG disminuyen durante el desarrollo de la obesidad y las patologías asociadas a ella y si 

esta disminución juega algún papel activo en el desarrollo de las mismas. En esta tesis, he abarcado 

el estudio de ambos interrogantes, para conocer los factores de transcripción implicados en la 

regulación de la SHBG en la obesidad y el papel de la SHBG sobre la NAFLD, una de las patologías 

metabólicas que resultan más frecuentes entre la población obesa.  

Para ello, como se explica en el CAPÍTULO I y en el ANEXO, se ha desarrollado un modelo de 

ratón doble transgénico, que expresa SHBG en el hígado y padece obesidad, DMT2 e hígado graso, 

entre otras comorbilidades. Como ya se indicó en la introducción, los ratones no poseen SHBG en la 

sangre, puesto que, a diferencia de lo que ocurre en humanos y otros vertebrados, no expresan 

SHBG en el hígado [30,32,85], sino que lo hacen en las células de Sertoli de los testículos [31,75,428], 

debido a un cambio evolutivo en el sitio de expresión y la función de la SHBG. Ésto constituye una 

limitación para el estudio de la regulación de la SHBG in vivo, que se solucionó en los años 90 cuando 

en el laboratorio del Prof G. Hammond se desarrollaron dos líneas de ratones transgénicos para la 

SHBG humana, que expresan SHBG en el hígado y la secretan al torrente circulatorio [36]. Mediante 

el cruce de estos ratones transgénicos shbg con ratones C57BL/ksJ-db/db (db/db), que a las cuatro 

semanas presentan hiperglicemia, hiperinsulinemia, obesidad, DMT2 y NAFLD entre otras 

condiciones patológicas [367,429], hemos desarrollado un modelo de ratón SHBG-db/db, en el cual 

hemos estudiado la regulación de la SHBG y su implicación en el desarrollo de la esteatosis hepática 

que sufre el ratón db/db. Hemos comparado los ratones de este genotipo con ratones obesos db/db 

y delgados db/+ y SHBG-db/+. 

El peso y la glicemia de los ratones obesos db/db y SHBG-db/db fue significativamente mayor 

que el de los delgados db/+ y SHBG-db/+. Entre los ratones delgados db/+ y shbg-db/+ no 

encontramos diferencias fenotípicas. En cuanto a los ratones obesos (db/db y SHBG-db/db), en la 
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sexta semana de vida, la presencia de SHBG en los ratones SHBG-db/db dio lugar a una reducción de 

su peso entre un 15 y un 20% con respecto a los ratones db/db, mientras que la glicemia no varió 

entre ellos. La diferencia de peso se produjo a expensas sobre todo de una disminución en el peso 

del hígado, el tejido adiposo visceral y el riñón de los ratones SHBG-db/db en el caso de los machos, y 

del tejido adiposo visceral y el riñón en el caso de las hembras. Este porcentaje de reducción de peso, 

aunque parece pequeño es de gran importancia, ya que en humanos se ha observado que una 

disminución de peso más modesta, de un 10%, tiene efectos beneficiosos sobre el control glicémico, 

la presión sanguínea y los niveles de colesterol [430]. Sin embargo, los ratones SHBG-db/db machos y 

hembras no mostraron una mejora en los niveles de glucosa, de colesterol, ni de otros parámetros 

metabólicos como los triglicéridos, ácidos grasos libres o la insulinemia y leptinemia con respecto a 

los ratones db/db. Ésto podría deberse a que el db/db es un modelo murino extremo de resistencia a 

la insulina y síndrome metabólico, en el cual la reducción de peso del 15-20% propiciada por la SHBG 

no es suficiente para observar una mejora. Por otro lado, el modelo de ratón db/db también se 

caracteriza por presentar hiperlipidemia [431]. El hecho de que los niveles de triglicéridos y ácidos 

grasos libres no disminuyan en el ratón doble transgénico SHBG-db/db coincide con los datos de 

otros modelos de ratón en los que han afectado directamente a la lipogénesis hepática, como son los 

knockout (KO) de las enzimas lipogénicas ACC o ACLY, en los que la ausencia de estas enzimas clave 

no ha afectado a los niveles plasmáticos de triglicéridos [310,432].   

Tal y como ocurre comunmente en personas obesas [348,433], en nuestro modelo de ratón 

SHBG-db/db en ambos sexos encontramos acumulación parcial de grasa en el hígado y unos niveles 

de triglicéridos hepáticos significativamente mayores que los del ratón delgado SHBG-db/+, lo cual es 

característico de NAFLD. Además, al igual que en los pacientes obesos y en los pacientes con NAFLD, 

encontramos niveles plasmáticos y de expresión hepática de SHBG menores en los ratones obesos 

SHBG-db/db que en los ratones delgados SHBG-db/+. 

Para analizar por qué mecanismo ocurre la disminución en los niveles plasmáticos de SHBG 

en los ratones obesos y diabéticos SHBG-db/db, analizamos los niveles de HNF-4α y PPARγ, los 

principales factores de transcripción implicados en la regulación de la SHBG. El HNF-4α es el 

responsable principal de la expresión hepática de la SHBG [46], activándola mediante su unión al FP1 

del promotor proximal de la SHBG [46] y se ha visto implicado en la regulación de la SHBG por 

citoquinas proinflamatorias como el TNFα o la IL-1β [207,208], que reducen su producción. Además, 

los niveles de este factor de transcripción disminuyen debido a un aumento en la lipogénesis 

hepática, como se comprobó con la suplementación con fructosa y glucosa en HepG2 y en el ratón 

shbg, en la que la síntesis de palmitato inducida por estos monosacáridos dio lugar a la reducción en 

los niveles de SHBG mediante una disminución del HNF-4α [193]. En cuanto al PPARγ, este factor de 
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transcripción reprime la expresión hepática del gen de la SHBG uniéndose al FP3 de su promotor 

proximal [49]. Ésto podría parecer contradictorio puesto que la rosiglitazona, un agonista del PPARγ, 

aumenta los niveles plasmáticos de SHBG en pacientes en los que es utilizado como fármaco 

[182,434-436]. Sin embargo, este aumento en los niveles de SHBG por la rosiglitazona se atribuye a 

una mejora en la glicemia y en la sensibilidad a la insulina, situaciones que propiciarían un aumento 

en los niveles de HNF-4α, lo cual explica el aumento en la SHBG. Además, el tratamiento con 

antagonistas de PPARγ o su inhibición mediante ARN de interferencia dan lugar a un aumento en los 

niveles de SHBG en células HepG2 y ratones transgénicos para la SHBG [49]. Por otra parte, las 

personas homocigotas para la variante PPARγ-2 Pro12 presentan niveles plasmáticos de SHBG 

menores que aquellas que expresan la variante PPARγ-2 Ala12 [126], lo que concuerda con que la 

primera variante, PPARγ-2 Pro12, es más activa transcripcionalmente que la segunda, PPARγ-2 Ala12. 

Ésto también concuerda con que los individuos homocigotos para el alelo PPARγ-2 Ala12 tienen un 

menor IMC y más sensibilidad a la insulina [437], ambas condiciones ligadas a niveles más elevados 

de SHBG. 

En nuestro modelo de ratón obeso y diabético sobreexpresor de SHBG, SHBG-db/db, tanto 

en machos como en hembras, los niveles hepáticos de ARNm y proteína de HNF-4α fueron menores 

que en el ratón sobreexpresor de SHBG delgado SHBG-db/+, mientras que los niveles de PPARγ se 

encontraron aumentados en el obeso SHBG-db/db. Además, los niveles de expresión de SHBG se 

correlacionaron positivamente con los de HNF-4α y negativamente con los de PPARγ en ratones 

delgados y obesos machos y hembras. Por ensayo ChIP en tejido hepático de estos ratones 

comprobamos que realmente la disminución en los niveles de SHBG en los ratones obesos y 

diabéticos SHBG-db/db se debe a la disminución del HNF-4α y al aumento del PPARγ, ya que 

observamos que la unión de HNF-4α al promotor de la SHBG se producía en mayor medida en los 

ratones delgados SHBG-db/+ que en los obesos SHBG-db/db mientras que la unión del PPARγ al 

promotor de la SHBG era mayor en los ratones SHBG-db/db que en los SHBG-db/+. Asimismo, el 

papel de estos dos factores de transcripción sobre la SHBG en este modelo murino viene apoyado 

por una disminución de la transcripción de genes diana de HNF-4α (Cyp2d9, ApoB) y un aumento de 

los genes diana de  PPARγ (LXR, ACC y ACLY) en los ratones SHBG-db/db con respecto a los ratones 

SHBG-db/+. 

 Estos resultados concuerdan con las acciones de estos factores de transcripción sobre la 

SHBG observadas hasta ahora. Así pues, como ocurrió con la disminución de SHBG debida a la 

acumulación de palmitato que ya hemos mencionado en los ratones transgénicos para la SHBG [193], 

la acumulación hepática de lípidos que encontramos en el ratón obeso SHBG-db/db daría lugar a la 

disminución en los niveles de HNF-4α, que producirían la reducción en los niveles plasmáticos de 

123

DISCUSIÓN



SHBG en este modelo obeso SHBG-db/db. Asimismo, en los modelos obesos ob/ob y db/db ya se han 

descrito niveles hepáticos elevados de PPARγ con respecto a los ratones wild-type [438]. La presencia 

de hígado graso en estos modelos de ratón obeso así como en nuestro modelo de ratón SHBG-db/db 

produciría un aumento en los niveles hepáticos de PPARγ, lo cual da lugar a la reducción en SHBG en 

estos ratones doble transgénicos. 

Para estudiar si lo que ocurre en el ratón en relación a la reducción de HNF-4α y aumento de 

PPARγ se cumplía en humanos, analizamos la expresión de estos factores de transcripción y su 

correlación con los niveles de expresión de SHBG en un set de biopsias hepáticas humanas en 

pacientes con un rango de IMC entre 32 y 52 kg/m2. Los niveles de expresión de SHBG se 

correlacionaron positivamente con los de HNF-4α y negativamente con los de PPARγ2. Ésto puede 

deberse al incremento en lipogénesis por causas genéticas o factores dietéticos, que da lugar a la 

acumulación de grasa en el hígado que ocurre en la obesidad. En el caso del PPARγ, en pacientes 

obesos que sufren NAFLD se ha observado un aumento en los niveles hepáticos de este factor de 

transcripción con respecto a individuos no obesos [360]. Este aumento puede darse por el 

incremento en prostaglandinas y leucotrienos, a través de la actividad de la lipooxigenasa y la 

ciclooxigenasa debido al aumento en la lipogénesis hepática. Por su parte, como ya hemos 

mencionado, el aumento en la acumulación hepática de lípidos y en la lipogénesis, como se observó 

con el contenido en palmitato [193], produce una disminución de HNF-4α, lo cual se ha observado en 

pacientes con NAFLD [175], con la consecuente reducción en los niveles de SHBG.  

En los pacientes que sufren obesidad, NAFLD o DMT2, los niveles plasmáticos de 

testosterona total son bajos, predicen el desarrollo de obesidad central y acumulación de grasa 

intraabdominal [439] y están asociados con un mayor riesgo de padecer síndrome metabólico [425]. 

En nuestros ratones obesos SHBG-db/db los niveles de testosterona plasmática total fueron menores 

que en los delgados SHBG-db/+. El hecho de que los niveles de testosterona disminuyan cuando hay 

reducción en la SHBG se debe a que cuando se produce la unión de la testosterona a la SHBG en la 

circulación sistémica, ésta estabiliza el esteroide, aumentando su vida media [14], por tanto, la falta 

de SHBG da lugar a una mayor excreción urinaria de testosterona y niveles más bajos en sangre.  

Con los resultados obtenidos mediante la caracterización de este nuevo modelo de ratón 

doble transgénico que desarrolla obesidad, NAFLD y expresa SHBG se ha podido comprobar que este 

modelo mimetiza lo que ocurre en estas enfermedades en humanos en términos de reducción de 

SHBG y de testosterona [426,439], así como en los niveles de HNF-4α y PPARγ. Por lo tanto, este 

nuevo ratón transgénico constituye un buen modelo para estudiar la regulación de la SHBG en el 
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desarrollo de estas patologías. Además, puede servir para desarrollar terapias que incrementen los 

niveles de SHBG y de testosterona total en pacientes obesos.  

 

A continuación hemos utilizado este nuevo modelo de ratón transgénico para estudiar el 

papel de la SHBG en el desarrollo de NAFLD. Los resultados de este trabajo se presentan como 

ANEXO de esta tesis y serán brevemente explicados a continuación.  

Estudios epidemiológicos han demostrado que los pacientes con NAFLD presentan bajos 

niveles plasmáticos de SHBG [440,441] y los niveles elevados de SHBG plasmática están asociados 

con un menor riesgo de sufrir esta patología hepática [442]. También los niveles plasmáticos de 

SHBG se han visto inversamente relacionados con el grado de esteatosis hepática en pacientes 

diabéticos tipo 2 [154]. Además, estudios in vitro e in vivo han demostrado que los monosacáridos, 

como fructosa o glucosa, que juegan un papel importante en la lipogénesis de novo y en el desarrollo 

de la NAFLD, reprimen la expresión y producción de SHBG [193]. Con estas evidencias, nos 

propusimos estudiar si la disminución de la SHBG juega algún papel en el desarrollo de la NAFLD.  

Para ello utililizamos dos modelos murinos de NAFLD: un modelo genético de NAFLD, 

obtenido mediante el desarrollo del ratón SHBG-db/db, donde estudiamos si la sobreexpresión de la 

SHBG afecta al acúmulo de grasa en el hígado; un modelo de NAFLD inducido por la dieta.  

 

La caracterización del modelo SHBG-db/db permitió determinar que los ratones obesos 

db/db y SHBG-db/db tienen un peso mayor que los ratones delgados db/+ y SHBG-db/+. Es 

importante destacar que la diferencia de peso entre los ratones machos y hembras SHBG-db/db y 

db/db (los ratones SHBG-db/db pesan entre 10-15% menos) se produce a expensas en parte al peso 

del hígado en los animales de sexo masculino, cuyo peso en los ratones SHBG-db/db representa un 

23% menos que el de los db/db. En hembras, sin embargo, no observamos esta diferencia 

significativa en el peso de sus hígados, tan sólo disminuye en un 4,3% el peso del hígado de los 

ratones hembra SHBG-db/db con respecto a los db/db . Después de un estudio histológico de las 

secciones de hígado teñidas con hematoxilina-eosina se pudo determinar que los ratones delgados 

db/+ y SHBG-db/+ presentan una histología hepática normal, mientras que los ratones db/db 

presentan gran acumulación de grasa de tipo microvesicular o mediovesicular de forma mayoritaria, 

como ya está descrito [443]. La NAFLD presente en los db/db se debe a que estos ratones presentan 

diabetes y resistencia a la insulina, lo cual estimula la lipogénesis hepática de novo [444]. La 

presencia de SHBG en los ratones SHBG-db/db dio lugar a una reducción en las vacuolas lipídicas en 
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los hepatocitos en comparación con los db/db. Esta disminución parcial en la acumulación de grasa 

hepática se tradujo en un nivel de triglicéridos hepáticos menor en los ratones SHBG-db/db.  

La alimentación con una dieta rica en fructosa también genera un modelo de esteatosis 

hepática. De hecho varios autores sugieren que la mayor prevalencia de este desorden, así como de 

la obesidad, la DMT2 y el síndrome metabólico, se debe en gran parte al fuerte incremento en el 

consumo de productos que contienen este monosacárido durante las últimas décadas [445-448]. En 

varios estudios en humanos, se ha observado que el consumo elevado de fructosa aumenta la 

lipogénesis de novo, con la consiguiente acumulación de grasa hepática [449] y la presencia de 

NAFLD está relacionada con la cantidad de fructosa [446,450] y refrescos con edulcorantes basados 

en fructosa ingeridos [451]. Además, la dieta rica en fructosa ha sido utilizada con anterioridad como 

modelo para generar esta patología hepática en roedores [452-455].En nuestro caso, tras 8 semanas 

de ingestión de esta dieta, los ratones wild-type acumularon gran cantidad de vacuolas lipídicas en el 

hígado, sobre todo de tipo microvesicular, mientras que los ratones shbg mostraron protección 

frente a esta acumulación de grasa y su nivel de triglicéridos en hígado es también menor que el de 

los wild-type.  

El papel de la testosterona sobre el desarrollo de NAFLD se ha estudiado en humanos con 

resultados contradictorios. Por una parte, en un estudio en el que participaron hombres entre 36 y 

69 años que habían desarrollado NAFLD, la terapia con testosterona durante un año mejoró esta 

patología [456] mientras que en otro estudio con hombres mayores de 65 años, el tratamiento con 

testosterona durante seis meses no redujo la acumulación de grasa en el hígado [457]. El hecho de 

que nuestros ratones SHBG-db/db tanto machos como hembras estén parcialmente protegidos 

frente a la acumulación de grasa hepática nos hace pensar que la sobreexpresión de SHBG es 

importante para esta protección independientemente de la testosterona. Sin embargo, los ratones 

transgénicos para la SHBG contienen de 10 a 100 veces más testosterona que los ratones wild-type 

[36]. Con la finalidad de descartar que la protección frente a la acumulación de grasa fuese efecto de 

los altos niveles de testosterona y no de la SHBG, se castró un grupo de ratones machos SHBG-db/db. 

Se pudo comprobar que el hígado de los ratones castrados SHBG-db/db  tenía un peso similar y se 

encontraba, como en los ratones SHBG-db/db no castrados, protegido de forma parcial de la 

acumulación de vacuolas lipídicas. Además, el nivel de triglicéridos hepáticos de estos ratones fue 

también similar al de los SHBG-db/db no castrados y menor al de los db/db. Estos resultados 

concuerdan con un estudio reciente en el que se ha encontrado que la SHBG, pero no la testosterona 

libre o la testosterona total, se asocia con NAFLD en pacientes con DMT2 [440]. 
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Para explicar el efecto de la SHBG sobre la acumulación de lípidos en hígado, realizamos un 

análisis utlizando microarrays de ARN de tejido hepático de ratones db/db y SHBG-db/db. 

Observamos que los niveles de expresión hepática de genes de vías metabólicas relacionadas con la 

lipogénesis se encuentran reducidos en los ratones SHBG-db/db comparados con los db/db. De los 

genes diferencialmente expresados que obtuvimos en el análisis, estudiamos tres enzimas clave en la 

lipogénesis hepática, ACC, FAS y ACLY [310,357,458-460]. Se ha observado que los ratones 

deficientes en estas enzimas a nivel hepático están protegidos frente a la ganancia de peso y el 

desarrollo de esteatosis hepática [458,461-465]. En nuestro estudio, debido a la presencia de SHBG, 

los ratones machos y hembras SHBG-db/db tienen niveles de ARNm, y de proteína de ACC, FAS y 

ACLY menores que los ratones db/db. En el modelo de NAFLD inducida por dieta rica en fructosa 

también los ratones shbg muestran niveles reducidos de ARNm y proteína de estas enzimas con 

respecto a los wild-type.  

Estos resultados sugieren que la presencia de SHBG reduce la acumulación de grasa en el 

hígado mediante una disminución en la lipogénesis hepática, lo cual está en concordancia con  los 

estudios que hemos realizados in vitro, en células HepG2, en las que el contenido en triglicéridos y 

los niveles de ANRm de ACC, FAS y ACLY disminuyeron en las células sobreexpresoras de SHBG, 

mientras que aumentaron en células cuya expresión de SHBG se encontraba silenciada por ARN de 

interferencia.  

Aunque aun no conocemos el mecanismo subyacente a la disminución de la lipogénesis por 

la SHBG, es posible que el PPARγ esté implicado en dicho proceso. PPARγ es, junto con los factores 

de transcripción SREBP1, ChREBP1 y LXRα, regulador clave de las enzimas lipogénicas [466] y su 

sobreexpresión en el hígado contribuye al desarrollo de NAFLD  [296,467], mientras que su deleción 

en el hígado en modelos murinos de NAFLD produce una mejora en este desorden [468-470]. En 

nuestros microarrays de tejido hepático el PPARγ, pero no otros factores de transcripción 

reguladores de la lipogénesis, como el SREBP o el ChREBP, se encontró disminuido en los ratones 

SHBG-db/db con respecto a los ratones db/db. La participación de PPARγ en la modulación de la 

lipogénesis por la SHBG implicaría una relación bidireccional con la SHBG: por un lado regulando sus 

niveles [49] y por otro lado siendo regulado por la SHBG. De hecho, hemos observado que los 

ratones SHBG-db/db por un lado y los ratones shbg alimentados con dieta rica en fructosa por otro, 

presentan niveles de expresión y de proteina de PPARγ menores que sus homólogos no transgénicos 

para la shbg, de manera que la presencia de SHBG en ellos podría estar reduciendo los niveles de 

PPARγ, lo que es acorde con la reducción en lipogénesis y en acumulación hepática de grasa que 

presentan. Estos resultados preliminares en cuanto al mecanismo anti-lipogénico de la SHBG pueden 

servir de base para estudiar in vitro  las posibles vías de acción de la SHBG. 
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Como conclusión de esta parte del trabajo, nuestros resultados muestran que la 

sobreexpresión de SHBG protege frente al desarrollo de NAFLD a través de mecanismos que incluyen 

la reducción en la lipogénesis a través de una disminución de ACC, FAS y ACLY. Por tanto, nos permite 

establecer que la SHBG no es sólo un biomarcador de NAFLD, sino que juega un papel activo en el 

desarrollo y progresión de esta enfermedad. Por ello tiene potencial para utilizarse como terapia 

para tratar NAFLD, que deberá ser estudiado con más profundidad. 

 

Figura 29. Esquema de los mecanismos moleculares por los que los niveles de SHBG disminuyen y contribuyen al desarrollo 

de la obesidad y de la NAFLD. 
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NUEVOS FACTORES QUE REGULAN LA EXPRESIÓN DE SHBG 

 

En la búsqueda de nuevos factores que regulan la producción de SHBG se ha tenido en 

cuenta por un lado el hecho de que enfermedades como la obesidad presenta bajos niveles de SHBG 

[121-123] y por otro, que estudios epidemiológicos han demostrado que estos niveles bajos de SHBG 

predicen un mayor riesgo de padecer ECV [145,146].  

a) ADIPONECTINA 

Ha sido previamente descrito que los pacientes obesos presentan niveles bajos de 

adiponectina [268,284,285] y que los niveles plasmáticos de SHBG se correlacionan positivamente 

con los niveles de adiponectina [312,314]. Es importante destacar que esta correlación podría ser 

indirecta ya que tanto la SHBG como la adiponectina correlacionan negativamente con el IMC 

[268,316] o bien podría ser que la adiponectina regulara la producción hepática de SHBG. Con la 

finalidad de esclarecer ésto decidimos realizar estudios in vitro utilizando células HepG2, cuyos 

resultados corresponden al CAPÍTULO II de esta tesis.  

El tratamiento a células HepG2 con adiponectina a concentraciones fisiológicas de 25 o 50 

ng/ml dio lugar a un incremento de SHBG, tanto en sus niveles de expresión como en la proteína 

secretada al medio. Puesto que la adiponectina ejerce sus acciones en el hígado a través de su 

receptor AdipoR2, y éste desencadena una respuesta a través de AMPK [275,471], comprobamos 

que el activador de AMPK AICAR [472] aumentaba los niveles de SHBG, mientras que el inhibidor de 

AMPK “compound C” [473] bloqueaba este aumento de SHBG inducido por adiponectina. También 

pudimos determinar que los niveles proteicos de SHBG y HNF-4α aumentaron de forma similar en los 

tratamientos con AICAR y con adiponectina, sin embargo los niveles de expresión de SHBG y HNF-4α 

fueron mayores en el tratamiento con adiponectina que con AICAR, sugiriendo que la adiponectina 

podría estar aumentando la producción de SHBG parcialmente por una vía independiente de AMPK.  

Estudios previos han determinado que la adiponectina disminuye la lipogénesis hepática 

[276,277,471] y aumenta la oxidación de ácidos grasos [275]. En concordancia con estos estudios, el 

tratamiento a células HepG2 con adiponectina disminuyó los niveles de ARNm y proteína de la 

enzima lipogénica ACC y aumentó su forma fosforilada p-ACC, que es inactiva, produciendo así una 

disminución en la lipogénesis. Por otro lado, la adiponectina aumentó los niveles de ARNm y proteína 

de las enzimas implicadas en oxidación de ácidos grasos, como la CPT-1 y ACOX-1. Esta disminución 

en enzimas lipogénicas y el aumento en enzimas lipolíticas dio lugar a una reducción en los niveles de 

triglicéridos hepáticos y ácidos grasos libres en las células tratadas con adiponectina. Estos resultados 

confirman lo que ya se había observado previamente [474,475] y proporcionan las pruebas a nivel 
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molecular que apoyan la relación inversa entre la adiponectina y el desarrollo de NAFLD. En un 

estudio multiétnico ese observó que los niveles de adiponectina se encuentran inversamente 

asociados al desarrollo de NAFLD, incluso después de las correcciones por sensibilidad a la insulina, 

adiposidad abdominal extrahepática y etnia [476]; otro estudio observacional determinó que los 

niveles de adiponectina en pacientes con obesidad severa muestran una correlación negativa con el 

grado de NAFLD expresado en “NAS” (NAFLD activity score) [477]. 

Nuestros resultados también coinciden con aquéllos obtenidos en la caracterización del ratón 

KO para adiponectina, en el que los niveles de triglicéridos hepáticos están aumentados con respecto 

al ratón wild-type [478]. Sin embargo, nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos por Liu y 

col., en los que el ratón KO de adiponectina tiene niveles bajos tanto de enzimas β-oxidativas como 

de enzimas lipogénicas [479]. Así bien, la carencia de adiponectina en este modelo de ratón da lugar 

a una disminución generalizada de enzimas hepáticas y a un desequilibrio que generaría la 

resistencia a la insulina que se produce en condiciones de adiponectina plasmática baja, como la 

obesidad.  

El contenido de grasa hepática, pero no la grasa corporal total ni la grasa visceral constituyen 

un factor predictivo independiente de los niveles plasmáticos de SHBG [131]. Además, en un estudio 

llevado a cabo por Stefan y col., después de una intervención dietética el incremento en los niveles 

de SHBG se asoció con una reducción de grasa hepática [132]. En concordancia con este resultado en 

humanos, Selva y col. llevaron a cabo experimentos utilizando células HepG2 y el ratón transgénico 

para la SHBG en las que se analizaron los mecanismos moleculares por los que una modulación de la 

lipogénesis regularía la producción de SHBG hepática [193]. El palmitato exógeno y endógeno 

procedente de la lipogénesis de novo reduce la producción de SHBG mediante la inhibición de HNF-

4α, mientras que las hormonas tiroideas aumentan la producción de SHBG induciendo la oxidación 

de ácidos grasos, que da lugar a una reducción del contenido lipídico en el hígado y a un aumento en 

los niveles de HNF-4α [193,231]. En estos estudios observamos una modulación en los niveles de 

HNF-4α dependiendo del contenido hepático de grasa, bien por un aumento en la lipogénesis 

hepática [193] o en la β-oxidación [231]. 

En base a estos resultados previos, decidimos estudiar si el tratamiento con adiponectina 

aumenta los niveles de HNF-4α en nuestro sistema in vitro. En nuestros resultados, observamos que 

efectivamente, los niveles de HNF-4α aumentaron con los tratamientos de adiponectina y AICAR, 

mientras que disminuyeron con el “compound C”. El incremento en la producción de SHBG inducido 

por adiponectina quedó bloqueado cuando las HepG2 fueron transfectadas con un ARN de 

interferencia que silenció la expresión de HNF-4α. Además, el efecto inductor de la adiponectina 
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sobre la SHBG y sobre el HNF-4α se perdió mediante la inducción de lipogénesis por glucosa o el 

bloqueo de la β-oxidación con etomoxir. 

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Liu Q y col., que observaron que la 

adiponectina regula los niveles HNF-4α en el ratón KO para adiponectina. En este modelo de ratón 

determinaron que había una reducción en la unión de HNF-4α a sus genes diana [479]. Sin embargo, 

nuestros resultados son contrarios a los obtenidos por Neumeier y col., que encontraron que la 

adiponectina de alto peso molecular reducía los niveles de HNF-4α en cultivos primarios de 

hepatocitos humanos [480]. Estas diferencias en los resultados pueden explicarse por las condiciones 

de sus estudios: tanto en la duración (24 horas frente a 3 días), como en la utilización de medio 

deplecionado de suero y en la concentración de adiponectina, ya que mientras en nuestro estudio se 

utiliza una concentración fisiológica (50 ng/ml), en su estudio realizan el tratamiento con una 

concentración de adiponectina mucho más alta, de 200 µg/ml. 

En nuestro trabajo encontramos una correlación positiva entre los niveles plasmáticos de 

SHBG y adiponectina en una muestra de 14 hombres obesos, con un rango de IMC entre 32.61–52.31 

kg/m2, al igual que en estudios previos [311,313,314]. También encontramos que los niveles de 

expresión de adiponectina se correlacionaron de forma positiva con los niveles de expresión de SHBG 

y HNF-4α en biopsias hepáticas de estos pacientes. Estos resultados sugieren que los mecanismos 

moleculares que hemos encontrado in vitro podrían ocurrir en humanos.  

Nuestros resultados en torno a la regulación de la SHBG por adiponectina dan pie a estudiar 

más a fondo la relación entre adiponectina, SHBG, enfermedad de hígado graso y riesgo 

cardiovascular. Además, en el marco de regulación de SHBG por factores metabólicos, con base en 

estos resultados, resultaría de interés estudiar si la adipoquina CTRP3, parálogo de la adiponectina 

[481] juega asimismo un papel en la regulación de la SHBG. CTRP3 ha sido descrita, de forma similar a 

la adiponectina, como reductor de trigliceridemia, reductor de síntesis de triglicéridos o protector 

frente a la NAFLD [482,483]. Además, como la adiponectina, sus niveles se relacionan de forma 

inversa con el IMC o los triglicéridos y positivamente con la edad y con la misma adiponectina [484] y 

ejerce varias de sus acciones a través de AMPK [485]. 

Por otro lado, nuestros resultados tienen potenciales implicaciones clínicas: sugieren que la 

reducción de los niveles plasmáticos de adiponectina que ocurre en la obesidad estaría implicada en 

los mecanismos moleculares que reducen la expresión de la SHBG en esta enfermedad, como sería el 

caso de otras adipoquinas como TNFα e IL-1β, que se encuentran elevadas en pacientes obesos 

[259,323,486] y que son responsables también de los bajos niveles plasmáticos de SHBG que 

presentan estos pacientes [194,207,208]. Los pacientes obesos también presentan niveles bajos de 
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testosterona, lo que podría estar afectando a los niveles de adiponectina. De hecho, nuestros 

resultados pueden explicar el hecho de que las mujeres presenten niveles plasmáticos de SHBG más 

elevados que los hombres. Tradicionalmente se ha postulado que esto ocurre porque el estradiol 

aumenta la producción hepática de la SHBG mientras que la testosterona la inhibe. Sin embargo, en 

distintos experimentos, como ya adelantaba en la introducción, esto no ha sido esclarecido, ni se han 

propuesto mecanismos moleculares que lo expliquen, además en el promotor de la SHBG no se han 

encontrado elementos de respuesta a andrógenos. Nishizawa y col. han demostrado in vivo e in vitro 

que la testosterona reduce la producción de adiponectina plasmática en ratones o secretada al 

medio en cultivo de adipocitos [487], por tanto, es posible que la testosterona pueda regular la 

producción de SHBG de forma indirecta, mediante la reducción de los niveles de adiponectina. Por 

consiguiente, el hecho de que las mujeres tengan niveles plasmáticos de adiponectina más elevados 

que los hombres [488] podría explicar que sus niveles de SHBG plasmáticos sean más elevados que 

los de los hombres. 

Finalmente, los resultados de este estudio pueden servir de base para desarrollar nuevas 

terapias dirigidas a aumentar los niveles de SHBG y testosterona mediante el aumento de los niveles 

de adiponectina.   

 

b) ÁCIDO OLEICO 

Estudios epidemiológicos han descrito que niveles bajos de SHBG predicen un mayor riesgo 

de desarrollar ECV [145,146]. Por otro lado, esta ampliamente aceptado que la Dieta Mediterránea 

reduce el riesgo de padecer ECV [401,404,489]. El hecho de que varios estudios han comprobado que 

la SHBG sufre una importante regulación nutricional [210,490,491] nos lleva a plantearnos si algún 

elemento de la dieta Mediterránea podría estar regulando los niveles plasmáticos de SHBG, ya que 

varios estudios intervencionales también han vinculado las características nutricionales de la dieta 

Mediterránea con niveles elevados de SHBG  [211,212,492] . Uno de los componentes más 

importantes de la Dieta Mediterránea es el aceite de oliva, cuyo compuesto principal es el ácido 

oleico.  

El ácido oleico es un MUFA. En 2004, la FDA estableció la conveniencia de consumir MUFA 

del aceite de oliva por la reducción que se había observado en el riesgo de sufrir ECV [493]. En un 

estudio griego llevado a cabo con 28.572 individuos, se encontró una correlación negativa entre este 

ratio MUFAs/SFAs y la mortalidad por ECV [402] y en otro estudio español, se encontró que el riesgo 

de sufrir el primer infarto de miocardio se asoció negativamente con el consumo de aceite de oliva 

[411]. Además, otros ácidos grasos como el palmitato son capaces de regular la producción de la 
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SHBG [193]. Con estas evidencias nos planteamos si el ácido oleico podría ser un regulador de la 

SHBG. Los resultados de este estudio corresponden al CAPÍTULO IV de esta tesis y serán discutidos a 

continuación. 

En primer lugar, en colaboración con el grupo de investigación en Endocrinología y Nutrición 

del Hospital Carlos Haya de Málaga, hemos llevado a cabo en el marco del estudio PIZARRA [494], 

una estimación de la relación entre los niveles plasmáticos de SHBG y el consumo de aceite de oliva 

en un estudio observacional realizado durante 6 años en el que un grupo de hombres consumió y 

cocinó con aceite de oliva y otro grupo de hombres lo hizo con otros tipos de aceites ricos en ácido 

linoleico. En el estudio PIZARRA ya se había observado una asociación negativa entre los niveles 

plasmáticos de SHBG y el riesgo de sufrir DMT2, obesidad y resistencia a la insulina [495]. Hemos 

comprobado que la población que cocinó con aceite de oliva tenía niveles plasmáticos de SHBG 

mayores que los de aquellos hombres que cocinaron con otros tipos de aceite. Además, tanto los 

niveles de MUFAs como los de SHBG fueron significativamente mayores en los consumidores de 

aceite de oliva para cocinar con respecto a los que usaron otros tipos de aceite. Como ya estaba 

descrito en la literatura, se observó que los niveles de SHBG plasmática de los hombres que 

participaron en el estudio se correlacionaron positivamente con la edad [217,496] y negativamente 

con el IMC [122]. Finalmente, la SHBG plasmática se correlacionó positivamente con el porcentaje de 

MUFAs y negativamente con los SFAs del plasma. Sin embargo, no se encontró correlación entre los 

niveles plasmáticos de SHBG y los PUFAs. Nuestros resultados discrepan con los obtenidos por 

Nayeem y col., donde se describió una correlación positiva entre los niveles de SHBG y el consumo 

diario de ácido linoleico en 255 mujeres sanas premenopaúsicas [497].  

La composición de los ésteres de colesterol y fosfolípidos del suero refleja tanto los ácidos 

grasos ingeridos con la dieta, como la síntesis de ácidos grasos endógenos. En este sentido, las 

enzimas desaturasas tienen un papel importante en la composición de los ácidos grasos circulantes. 

La SCD-1, que cataliza la formación de ácido oleico (18:1) a partir de ácido esteraico (18:0) y la 

formación de palmitoleico (16:1) a partir de ácido palmítico (16:0), es la enzima limitante en la 

biosíntesis de MUFAs [498] y el ratio entre el ácido oleico y el esteraico constituye un marcador de su 

actividad bastante fiable [498], ya que su medida directa resulta complicada [499]. En nuestro 

estudio, los niveles plasmáticos de SHBG se correlacionan positivamente con el ratio 

oleico/esteraico, sugiriendo una posible relación entre la actividad de la SCD-1 y la SHBG. Por lo 

tanto, a mayor actividad de SCD-1 mayores niveles de SHBG. Esto está en contraposición a estudios 

que muestran una relación positiva entre la actividad de la SCD-1 y obesidad o resistencia a la 

insulina [500] y con el hecho de que los ratones deficientes en SCD-1 son resistentes a la obesidad 

inducida por dietas ricas en carbohidratos y a los efectos deletéreos de las SFAs [501]. Estos 
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resultados tampoco concuerdan con el hecho de que existan niveles bajos de SHBG en pacientes 

obesos. Estas divergencias pueden explicarse puesto que se ha demostrado que el ratio 

oleico/esteraico sobrestima la actividad de la SCD-1 en sujetos con un alto consumo de ácido oleico 

[502,503], por tanto, para interpretar la relación positiva entre la actividad de la SCD-1 y la SHBG, 

debe tenerse en cuenta el consumo de MUFAs, como el ácido oleico del aceite de oliva en personas 

cuyo consumo sea elevado.  

A continuación, decidimos comprobar si el ácido oleico aumenta los niveles de SHBG in vitro. 

Para ello, utilizamos células HepG2 y las tratamos diariamente con ácido oleico (oleil-coenzima A) 

durante tres días a concentración 100 µM. Los resultados mostraron un aumento en los niveles de 

SHBG secretada al medio en comparación con el tratamiento con ácido linoleico (linoleil-coenzima A) 

a 100 µM o vehículo (PBS). Con la finalidad de determinar el mecanismo molecular por el que el 

ácido oleico aumenta la SHBG quisimos determinar los niveles de HNF-4α y PPARγ, factores de 

transcripción muy importantes que regulan la SHBG. Los resultados mostraron que el factor de 

transcripción responsable de la modulación en la producción de SHBG por ácido oleico es el PPARγ, 

cuyos niveles de ARNm y de proteína se encontraron disminuidos en el tratamiento con oleil-

coenzimaA en comparación con los tratamientos con linoleil-coenzima A y vehículo. No se 

encontraron diferencias en los niveles de ARNm y proteína de HNF-4α entre los tratamientos. 

Mediante un ensayo ChIP comprobamos que la unión de PPARγ al promotor de la SHBG en las células 

tratadas con oleil-coenzima A fue menor que en las células tratadas con linoleil-coenzima A, mientras 

que la unión de HNF-4α a su promotor fue mayor en el tratamiento con oleil-coenzima A, explicado 

así el aumento de la expresión y producción de SHBG. Estudios previos ya habían demostrado la 

regulación de la SHBG por ácidos grasos. En concreto, Selva y col. demostraron que el tratamiento 

con palmitoil-coenzima A reducía los niveles de SHBG mediante la disminución de los niveles de HNF-

4α [193].  

Diferentes estudios en los que se utilizan líneas celulares muestran resultados conflictivos 

con respecto a los encontrados en nuestro estudio. En uno de ellos se describe que el ácido oleico 

produce un aumento en los niveles de PPARγ en HepG2 y otras líneas celulares hepáticas como WRL-

68 o HuH7 [504] o en células hepáticas no parenquimales “NMuli” [505], lo que va ligado a un efecto 

esteatótico del ácido oleico, aumentando los niveles de triglicéridos hepáticos [504] o los niveles de 

factores lipogénicos como ADRP (adipogenic differentiation-related protein) [505]. Tales resultados 

pueden deberse por una parte a una diferencia en las condiciones experimentales, que difieren en 

las concentraciones de ácido oleico utilizadas, entre 6 y 12 veces mayores que las usadas en nuestro 

experimento y en un mayor tiempo de tratamiento [504], así como al uso de otras líneas celulares y a 

la conjugación del ácido oleico con BSA en lugar de coenzima A [505], lo cual permite su unión a las 
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membranas y un menor control de la cantidad de ácido oleico recibido por la célula. Además, el 

tratamiento con ácido oleico se ha utilizado como inductor de NAFLD [506-508], en concentraciones 

superiores a la usada por nosotros (entre 5 y 30 veces mayores) y superiores también a la 

correspondiente a un consumo recomendado de aceite de oliva [509]. 

Desconocemos el mecanismo molecular por el cual el ácido oleico disminuye los niveles de 

PPARγ. Previamente se ha descrito que los miembros de la familia PPAR son receptores de ácidos 

grasos [510-512] y que pueden unirse a ellos a concentraciones del orden de micromolar [512]. Se ha 

descrito una especial preferencia de unión del PPARγ a PUFAs [513] y del PPARα a SFAs y MUFAs 

[514], aunque los diferentes ácidos grasos pueden actuar como ligandos para el resto de PPARs 

[505,512]. Sería posible que al PPARγ se uniese el ácido oleico y el  PPARγ fuera degradado más 

rápidamente, lo que explicaría la disminución de sus niveles proteicos. El PPARγ se autoregula, y por 

tanto esta disminución en los niveles proteicos comportaría también la disminución de su ARNm. Por 

otra parte, numerosos estudios muestran un efecto protector del aceite de oliva frente a la 

esteatosis hepática en modelos in vivo [515-517] y en humanos. Está también descrito que el 

consumo de aceite de oliva produce una disminución en la acumulación hepática de lípidos 

[518,519], a través de un aumento en la β-oxidación mediante la activación del PPARα o por una 

disminución de genes lipogénicos a través de la inhibición de factores reguladores de la lipogénesis, 

como es el SREBP [518]. Esta protección que confiere el aceite de oliva frente a la acumulación 

hepática de lípidos se ha atribuido a su alto contenido en MUFAs, ya que el ácido oleico (que 

constituye aproximadamente un 70% de los ácidos grasos del aceite de oliva) es capaz de reducir la 

lipogénesis en el hígado [520] y en otros tejidos con alta capacidad lipogénica [521-523]. Nuestros 

resultados sugieren que la disminución en la lipogénesis producida por el ácido oleico podría darse 

por la disminución en los niveles de PPARγ, ya que está descrito que este factor de transcripción 

regula varias enzimas lipogénicas [466]. Sin embargo, también hay estudios en modelos animales 

mostrando que el consumo de ácido oleico y de aceite de oliva aumenta la actividad de las enzimas 

lipogénicas ACC y FAS [524-526]. Otros muestran la ausencia de efecto del ácido oleico sobre la 

lipogénesis hepática [527,528]. Estos datos aparentemente contradictorios podrían depender de 

varios factores diferenciales entre los estudios  como pueden ser el modelo animal, la cantidad y 

calidad del aceite de oliva administrado o de los grupos control utilizados [509].  

Como conclusión de esta última parte, en este estudio identificamos otro factor nutricional 

capaz de aumentar los niveles de SHBG, el ácido oleico, consistente con lo observado anteriormente 

con respecto a la relación positiva entre el consumo de Dieta Mediterránea y niveles elevados de 

SHBG plasmática. En este sentido, el consumo de aceite de oliva está asociado con un aumento en 

los niveles de SHBG, lo cual está producido por la reducción de los niveles de PPARγ que induce el 
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ácido oleico. Puesto que el aceite de oliva es uno de los componentes principales de la Dieta 

Mediterránea y los niveles de SHBG están asociados con un menor riesgo de sufrir ECV, es plausible 

que exista una relación entre el papel de la SHBG y el consumo de aceite de oliva en cuanto a sus 

efectos cardioprotectores.   

 
 
 
Figura 30. Mecanismos moleculares por los que la adiponectina y el ácido oleico incrementan la producción hepática de 
SHBG. 
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1. Hemos desarrollado el primer modelo de ratón transgénico que expresa SHBG y desarrolla

obesidad, DMT2 y NAFLD. Estos ratones se comportan como los humanos en relación a la

reducción de SHBG y testosterona durante el desarrollo de estas enfermedades.

2. La producción de SHBG está reducida en ratones obesos y diabéticos SHBG-db/db en

comparación con los ratones delgados SHBG-db/+. Esta reducción se debe a una disminución

en los niveles hepáticos del factor de transcripción HNF-4α y un aumento en los niveles

hepáticos de PPARγ.

3. En biopsias hepáticas humanas de sujetos obesos, los niveles de expresión de SHBG se

correlacionan positivamente con los de HNF-4α y negativamente con los de PPARγ.

4. El tratamiento con adiponectina a dosis fisiológicas aumenta los niveles de expresión y

proteína de SHBG en células HepG2. Este incremento ocurre a través de un aumento en los

niveles de expresión y proteína de HNF-4α, producidos por una activación de la AMPK

inducida por la adiponectina, que provoca un aumento en la lipólisis y una disminución en la

lipogénesis.

5. En pacientes obesos, los niveles plasmáticos de adiponectina se correlacionan con los niveles

plasmáticos de SHBG y con los niveles de expresión hepática de HNF-4α, que a su vez

correlacionan con los niveles de expresión hepática de SHBG.

6. El consumo de aceite de oliva aumenta los niveles plasmáticos de SHBG y de MUFAs con

respecto al consumo de otros tipos de aceite en hombres.

7. El tratamiento con ácido oleico aumenta los niveles de expresión y proteína de SHBG en la

línea celular hepática HepG2 a través de la disminución de los niveles de expresión y proteína

de PPARγ, mientras que los niveles de HNF-4α no se ven afectados por el tratamiento.

8. El aumento en los niveles de SHBG producido por el ácido oleico podría tener un papel en el

efecto cardioprotector del aceite de oliva.
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Low plasma SHBG levels are a hallmark in chronic metabolic diseases, including NAFLD, but the 

functional link between altered SHBG production and NAFLD development and progression remains 

unclear. We investigated the effects of overexpressing human SHBG in two different mouse models of 

NAFLD, a genetically-induced double transgenic mouse and a diet-induced model. Remarkably, 

SHBG overexpression in both NAFLD models significantly reduced liver fat accumulation by 

reducing key lipogenic enzymes. These findings were corroborated by modulating SHBG expression, 

suggesting the cell autonomous nature of the mechanism. Mechanistically, PPARγ could be involved 

in SHBG effect on lipogenesis since its levels were downregulated by SHBG overexpression in the 

genetically-induced doble transgenic mouse model of NAFLD. Taking together, we found for the first 

time that SHBG modulates hepatic lipogenesis. Our results point-out SHBG as a new therapeutic 

target whereby increased expression may reduce NAFLD. 

 

 

Keywords: lipogenesis / non-alcoholic fatty liver disease / obesity / SHBG / ERK MAPK / transgenic 

mice. 
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Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one cause of fatty liver, occurring when fat is 

deposited (steatosis) in the liver not due to excessive alcohol use1. The prevalence of NAFLD in the 

general population of Western countries is 20-30%. The increased prevalence of diabetes and obesity 

in the general population is considered to be the most common cause for NAFLD2. Several studies 

have shown that obese subjects, type 2 diabetic (T2D) patients and individuals with NAFLD have low 

sex hormone-binding globulin (SHBG) levels3-5, a protein produced by the liver which acts as a carrier 

of sex steroids and regulates their bioavailability at the tissue level6.  

Apart from the increase in lipogenesis that drives fat accumulation in the liver1, there are 

extensive evidences supporting a central role of tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and other 

proinflammatory cytokines in the development of NAFLD7,8. Moreover, TNF-α plasma levels have 

been found elevated in patients suffering NAFLD9,10. We have previously demonstrated that an 

increase in hepatic lipogenesis and proinflammatory cytokines, such as TNF-α, downregulated SHBG 

production by decreasing hepatic HNF-4α levels, a key regulator of SHBG transcription11-13. 

Therefore, lipid accumulation and low grade inflammation present in NAFLD could be a common link 

explaining the low circulating SHBG levels in this disease. The latter raises the intriguing question of 

whether low SHBG could contribute to the progression of NAFLD, rather than simply being a 

consequence and a surrogate biomarker. 

To address the importance of SHBG expression in NAFLD in vivo, we decided to overexpress 

SHBG in two different mouse models of NAFLD, a genetically-modified double transgenic mouse 

(SHBG-C57BL/ksJ-db/db), resulting from crossing the C57BL/ksJ-db/db mouse, a well-established 

model of NAFLD14 with the human SHBG transgenic mice, and a diet-induced model using the human 

SHBG transgenic mice and their wild-type littermates fed with a high fructose diet (HFrD). The SHBG 

overexpression in both NAFLD models significantly reduced liver fat accumulation by reducing key 

lipogenic enzymes. The cell autonomous effects of SHBG on hepatic lipogenesis were demonstrated 

in HepG2 cells, by modulating SHBG expression (overexpression or underexpression). Moreover, we 
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have preliminary data regarding the molecular mechanism by which SHBG reduced the hepatic 

lipogenesis, which involved PPARγ. 

Overall, our results suggest that SHBG protects against NAFLD development. More 

specifically, rather than being merely surrogate marker, SHBG plasma levels regulate hepatic 

lipogenesis through PPARγ modulation, this is of importance since reduction of SHBG plasma levels 

in obese and T2D subjects could be directly associated with NAFLD development through an increase 

in hepatic lipogenesis. Our results point to SHBG as a new therapeutic target for preventing or 

arresting NAFLD development. 

 

RESULTS 

SHBG overexpression reduces liver weight and lipid accumulation in SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice 

Previous studies have reported that C57BL/ksJ-db/db mice, a well-established model of 

NAFLD, have increased liver weight and hepatic lipid accumulation14. We confirmed these results in 

the characterization of our new mouse model, since we observed a significantly higher liver weight in 

obese male and female C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with 

their lean C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/+ littermates (Fig 1a and 1b). Importantly, 

SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice had significantly reduced liver weight when compared with 

C57BL/ksJ-db/db mice (Fig 1a).  

Histological analysis of livers from male and female mice revealed normal histology in lean 

C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/+ (Fig 1c and 1d), while obese C57BL/ksJ-db/db and 

SHBG-C57BL/ksJ-db/db showed hepatic lipid accumulation (Fig 1c and 1d). Male and female 

SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice also showed hepatic lipid accumulation, although lower than 

C57BL/ksJ-db/db mice (Fig 1c and 1d). Analysis of the liver total TG content showed that male and 

female lean C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/+ mice had less TG than their obese 

C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db littermates (Fig 1e and 1f). Remarkably, both male 

and female SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice showed lower liver TG accumulation than C57BL/ksJ-

db/db mice (Fig 1e and 1f). 
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To rule out potential effects of testosterone on hepatic protection against lipid accumulation, 

we repeated the experiments with castrated SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice. Our results showed that 

castrated SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice had similar liver weights than non-castrated SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mice (Fig 1g). The liver histological analysis revealed that castrated SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mice were also partially protected against hepatic lipid accumulation both by 

histological and biochemical analysis (Fig 1h and 1i). 

 

SHBG overexpression downregulates key lipogenic enzymes in SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice 

To elucidate the molecular mechanism(s) by which SHBG overexpression protected against 

lipid accumulation we decided to perform microarray analyses to detect the differential expressed 

genes between C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db livers. We focused our attention on the 

molecular pathways related to lipogenesis, lipid export and fatty acid oxidation (Supplementary table 

1). Lipogenic related pathways had a high number of genes affected, while in lipid export or fatty acid 

oxidation pathways the number of genes affected was lower. We therefore analyzed pathways which 

included lipid synthesis, lipid concentration, lipid homeostasis, fatty acid synthesis, fatty acid 

concentration, fatty acid metabolism, TG synthesis and TG concentration (Supplementary tables 2-

9). The results showed an increase in downregulated genes in all the lipogenic-related pathways in the 

SHBG-C57BL/ksJ-db/db when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice (Supplementary tables 2-

9). A total of 54 different genes were downregulated in SHBG-C57BL/ksJ-db/db when compared with 

the C57BL/ksJ-db/db mice (Supplementary tables 2-9).  

Among the downregulated genes in SHBG-C57BL/ksJ-db/db vs C57BL/ksJ-db/db we found 

three key genes regulating hepatic lipogenesis, such as ACC, FAS and ACLY15-17. Therefore, we 

analyzed the ACC, FAS and ACLY mRNA and protein levels of lean (C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-

C57BL/ksJ-db/+) and obese (C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db) male and female mice. 

Our results showed that obese C57BL/ksJ-db/db had significantly higher ACC, FAS and ACLY 

mRNA levels than lean C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/+ mice in both males (Fig 2a) and 

females (Fig 2b). However, SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice showed significant lower ACC, FAS and 

ACLY mRNA levels (Fig 2a and 2b) than C57BL/ksJ-db/db mice. Moreover, we found that ACC, 
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FAS and ACLY protein levels were significantly higher in obese C57BL/ksJ-db/db when compared 

with lean C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/+ mice, whereas SHBG-C57BL/ksJ-db/db had 

lower ACC, FAS and ACLY protein levels in both male and female mice (Fig 2c and 2d).  

 

SHBG overexpression protects against HFrD-induced fatty liver disease 

 Since our findings with the humanized SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice point to SHBG as a 

factor that could protect from hepatic steatosis we next examined whether this protective effect could 

be exerted in a diet-induced model of NAFLD. To accomplish this, wild-type and human SHBG 

transgenic mice were fed with HFrD for 8 weeks.  

The liver histological examination revealed that wild-type mice developed hepatic steatosis 

while human SHBG transgenic mice did not (Fig 3a i and 3a ii). Importantly, livers from human 

SHBG transgenic mice showed approximately 3-fold less TG content than wild-type mice (Fig 3b). 

Analysis of the hepatic ACC, FAS and ACLY mRNA and protein levels from these mice showed an 

important suppression in ACC, FAS and ACLY mRNA and protein levels in the human SHBG 

transgenic mice in comparison to wild-type mice littermates (Fig 3c-3h). 

 

 SHBG modulates hepatic lipogenesis in HepG2 cells 

We first analyzed the effects of under or over expression of SHBG on lipogenesis and TG 

accumulation in HepG2 cells. The results showed that SHBG overexpression (pCMV-SHBG) led to a 

significant increase in SHBG mRNA and protein production in HepG2 cells (Fig 4a and 4b). In 

contrast, SHBG underexpression (pLKO.1-SHBG) led to a significant decrease in SHBG mRNA and 

protein production in HepG2 cells (Fig 4d and 4e). 

We next analyzed the total triglyceride content of the SHBG overexpressing and 

underexpressing HepG2 cells. The results showed that the cells overexpressing SHBG had 

significantly lower TG (Fig 4c), while cells underexpressing SHBG had significantly higher TG (Fig 

4f) when compared with their respective controls (pCMV and pLKO.1).  

Moreover, the analysis of the mRNA expression abundance of ACC, FAS and ACLY, crucial 

enzymes involved in hepatic lipogenesis, showed that cells overexpressing SHBG had reduced ACC, 
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FAS and ACLY mRNA levels (Fig 4g, 4h and 4i), while cells underexpressing SHBG had higher 

ACC, FAS and ACLY mRNA levels when compared with their respective controls (pCMV and 

pLKO.1) (Fig 4j, 4k and 4l). Furthermore, ACC and ACLY, but not FAS, protein levels were reduced 

in overexpressing SHBG cells and increased in underexpressing SHBG cells when compared with 

their respective controls (pCMV and pLKO.1) (Fig. 5). 

 

PPARγ levels are downregulated by SHBG overexpression in SHBG-db/db mice in comparison to 

db/db mice. 

We next wanted to elucidate the molecular mechanism by which SHBG overexpression 

inhibits all three key lipogenic enzymes. In this regard, it is well established in the literature that there 

are several key transcription factors regulating hepatic lipogenesis, such as SREBP, LXRα or 

PPARγ18,19 (Supplementary table 10). We therefore analyzed if these transcription factors were 

differentially expressed in our microarray analysis between C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-

db/db livers. The results showed that only PPARγ mRNA levels were downregulated in livers from 

SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with C57BL/ksJ-db/db mice. Furthermore, we 

analyzed the PPARγ mRNA and protein levels from C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db 

livers. The results showed a clear and significant reduction in both PPARγ mRNA and protein levels 

in SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with C57BL/ksJ-db/db mice (Fig. 6a and 6b).  

 

 

 

 

 

DISCUSSION 

The most well known role of SHBG is as a carrier protein that transports sex steroids through 

the blood and regulates their bioavailability and accessibility to the target tissues and cells6. 

Circulating SHBG is altered in metabolic disorders22,23 with low plasma SHBG levels being 

considered a risk factor for developing T2D and cardiovascular disease24-28. NAFLD is one of the 
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metabolic diseases associated with low plasma SHBG levels29. It is important to mention that from the 

total plasmatic SHBG protein in humans, 20% in male and 50% in female is unoccupied22. Whether 

this excess of unbound protein has a different biological function(s) is currently unknown. In the 

present study, we point-out that low plasma SHBG levels present in metabolic disorders could play a 

role in development of these diseases. Specifically, we have demonstrated that SHBG overexpression 

protects against NAFLD development in a genetically and a diet-induced mouse models by reducing 

hepatic lipogenesis. Importantly, our results suggest that SHBG downregulation mediated by hepatic 

lipid accumulation and increased proinflammatory cytokines found in obesity and T2D may accelerate 

NAFLD development, which in turn will further reduce SHBG production (Fig. 7).  

NAFLD, characterized by an increase in hepatic TG content, is usually found in obese 

subjects30. We studied the effect of human SHBG overexpression on hepatic TG synthesis and 

accumulation using two mouse models, a genetically and a diet-induced models of NAFLD. The obese 

C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice showed increased fatty liver when compared 

with their lean littermates (C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/+), while obese SHBG-

C57BL/ksJ-db/db mice clearly had less hepatic steatosis. We also showed the beneficial effects of 

overexpressing SHBG in the development of NAFLD induced by a HFrD. Importantly, human SHBG 

transgenic mice did not develop hepatic steatosis when compared with wild-type mice after 8 week of 

HFrD feeding. These findings point to SHBG as a protective factor against diet-induced NAFLD.  

The testosterone role in NAFLD has been studied in humans with contradictory results. While 

18 weeks of testosterone therapy alleviated fatty liver in men31, a later study showed no beneficial 

effects of testosterone in ageing men32. The fact that males and females showed similar hepatic 

protection against NAFLD in our humanized SHBG-C57BL/ksJ-db/db mouse model indicates that 

SHBG was important in protecting against hepatic lipid accumulation in this model, regardless of 

testosterone levels. However, it has been reported that the presence of SHBG in the blood of the 

human SHBG transgenic male mice led to serum testosterone levels 10 to 100 times higher than their 

wild-type littermates33. This important difference in total testosterone levels has also been found in our 

SHBG- C57BL/ksJ-db/db mouse model34. Nevertheless, the histological and biochemical analysis of 
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liver lipid accumulation in castrated SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice provides strong evidence that 

SHBG itself protects against lipid accumulation independently of testosterone serum levels. Consistent 

with our results, low plasma SHBG levels, but not total testosterone or free testosterone was 

associated with NAFLD in T2D patients35. These findings strongly suggest that SHBG has functions 

independent of sex steroids and open up a new role of SHBG under physiological and pathological 

conditions.  

To elucidate the molecular mechanisms associated with this SHBG protection against 

NAFLD, we analyzed the differentially expressed genes between livers of C57BL/ksJ-db/db and 

SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice by microarray analyses. We found a clear downregulation of a number 

of pathways involved in hepatic lipogenesis. Other lipid-related pathways, such as lipid export and 

fatty acid oxidation, were also explored but the number of genes affected was lower. Among the 

lipogenic genes we found ACC, FAS and ACLY, three key enzymes of hepatic lipogenesis15-17. It 

should be noted that mice lacking ACC, FAS or ACLY are protected against weight gain and hepatic 

steatosis17,36,37. We found a significant reduction of ACC, FAS and ACLY mRNA and protein levels in 

livers of SHBG-C57BL/ksJ-db/db when compared with C57BL/ksJ-db/db. Importantly, similar results 

were found in livers of human SHBG transgenic mice compared with wild-type mice fed with the 

HFrD, suggesting that SHBG overexpression reduces liver fat accumulation by reducing lipogenesis. 

This suggestion was further supported by the results that showed in our two NAFLD models that 

SHBG overexpression reduced hepatic TG content. In this regard, it has been recently shown that liver 

fat, but not visceral fat or total body fat, is an independent predictor of SHBG levels, with a strong 

association between a decrease in liver fat due to lifestyle intervention and an increase of plasma 

SHBG levels38. Importantly, our results suggest that higher hepatic SHBG production itself may 

participate in reducing hepatic lipid accumulation by reducing lipogenesis. The latter hypothesis is 

supported by our in vitro studies using HepG2 cells in which TG content was altered in concert with 

changes in ACC, FAS and ACLY by the modulation of SHBG production. These results suggested 

that SHBG could be an autocrine factor regulating hepatic lipogenesis (Fig. 7).  
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To understand how SHBG overexpression was downregulating ACC, FAS and ACLY we 

went back to our microarray data looking for a key transcription factor altered in our SHBG- 

C57BL/ksJ-db/db mice. We found that PPARγ mRNA and protein levels were reduced in SHBG 

overexpressing mice. These results are in agreement with the fact that PPARγ is expressed at elevated 

levels in the liver of a number of mouse models of diabetes or obesity, and that hepatic disruption of 

PPARγ resulted in a clear downregulation of ACC, FAS and ACLY mRNA levels39.   

Overall, our results point to SHBG as a new therapeutic target whereby increased expression 

may protect against NAFLD development and progression. Even if SHBG does not become a feasible 

therapeutic target, our findings provide clear evidences that explain why obese and type 2 diabetic 

subjects, two conditions which are characterized by low plasma SHBG levels, develop NAFLD. 

Equally important, our results demonstrated for the first time that SHBG is more than a simple 

biomarker with novel data highly indicative of the SHBG importance in regulating hepatic lipogenesis. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Animals. The human SHBG transgenic mice were backcrossed onto C57BL/ksJ-db/db background in 

order to obtain mice expressing human SHBG and developing obesity and NAFLD. These mice have 

been previously described34. Mice were maintained under standard conditions with food (Global Diet 

2018, Harlan Interfauna Iberica, Barcelona, Spain) and water provided ad libitum and a 12h light/dark 

cycle. Experimental procedures were approved by the Institutional Animal Use Subcommittees of 

UHVH Research Institute and the Universitat Autonoma Barcelona (45/13 CEEA). 

 

In vivo experiments.  Male and female mice of the four genotypes (C57BL/ksJ-db/+, C57BL/ksJ-

db/db, SHBG-C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/db) n=5 each were sacrificed at 6 weeks of 

age and blood and tissues were collected and weighted for RNA and protein isolation. 

Human SHBG transgenic and wild-type mice (n=5) were fed during 8 weeks with a 

semisynthetic diet containing 20% protein, 4% soybean fat and 76% fructose.  At the end of the study 

mice were sacrificed and blood and tissues were collected for RNA and protein isolation. 
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Cell culture experiments. Cell culture reagents were from Life Technologies Inc (Invitrogen SA, 

Barcelona, Spain). HepG2 hepatoblastoma cells (catalog no. HB-8065; ATCC) were maintained in 

DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics. HepG2 cells overexpressing or underexpressing 

SHBG were achieved by stable transfection using an SHBG expression vector (pCMV-SHBG) or a 

vector expressing siRNA against SHBG (pLKO.1-SHBG from Sigma-Aldrich SL, Madrid, Spain). An 

empty vector (pCMV) and a pLKO.1 containing random sequences (pLKO.1-Control) were used as 

controls, respectively. The pCMV and pCMV-SHBG vectors were kindly provided by Dr. Geoffrey 

Hammond, UBC, Canada) while pLKO.1-Control was kindly provided by Dr. Josep Villena, VHIR, 

Spain). All transfections were performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen SA). Transfected 

HepG2 cells were selected for 10 days by treating with G418 (750 µg/ml). Purified SHBG from 

human plasma (Abyntek Biopharma SL, Bizkaia, Spain) was used to treat HepG2 cells.  

 

Histology. For morphological studies, 3 animals of each genotype (C57BL/ksJ-db/+, C57BL/ksJ-

db/db, SHBG-C57BL/ksJ-db/+ and SHBG-C57BL/ksJ-db/db) were used. From the diet study, wild-

type and human SHBG transgenic mice (n=3 each) were also analyzed. Livers were fixed in 4% 

paraformaldehyde for 24 h and embedded in paraffin. Serial 5-μm thick sections were used for 

histological examination and stained with hematoxylin-eosin (H&E). 

  

SHBG measurements. Human SHBG levels from HepG2 cell culture media and from mouse plasma 

were measured using an ELISA (Demeditec Diagnostics GmbH). 

 

Liver triglycerides. Mouse liver and HepG2 cells triglycerides were measured using a triglyceride 

assay kit (Cat.#K622-100 BioVision Inc., CA, US) following the manufacturer’s instructions. 

 

RNA analysis. Total RNA was extracted from HepG2 cells and mouse liver samples using TRIzol 

reagent (Invitrogen SA). Reverse transcription (RT) was performed at 42 °C, for 50 min using 3 μg of 

total RNA and 200 U of Superscript II together with an oligo-dT primer and reagents provided by 

Invitrogen. An aliquot of the RT product was amplified in a 25-μl reaction using SYBRGreen 
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(Invitrogen SA) with appropriate oligonucleotide primer pairs corresponding to human SHBG, ACC, 

FAS, ACLY, PPARG and 18S, and mouse ACC, FAS, ACLY, PPARG and 18S (Supplementary 

Table 11). Results were analyzed using the 7000 SDS program. 

For microarrays analysis mRNA liver samples from db/db and SHBG-db/db mice were 

isolated using the RNeasy Mini Kit (Cat. No. 74104, QIAGEN, Madrid, Spain) following the 

manufacturer instructions. 

Western Blot Analysis.  HepG2 cells and mouse liver samples were homogenized in RIPA buffer with 

Complete™ protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain). Protein extracts were 

used for western blotting with antibodies against FAS (catalog 22759, Abcam, Cambridge, UK), ACC 

(catalog 63531, Abcam), ACLY (catalog 4332, cell signalling, Barcelona, Spain), PPARγ (H-100, 

catalog sc-7196, Santacruz Biotechnologies), P-PPARγ (catalog 4888, Biossusa), P-ERK-1/2 (catalog 

9101, cell signalling) and PPIA (SA-296; BIOMOL Int., Madrid, Spain). Specific antibody-antigen 

complexes were identified using the corresponding HRP-labeled goat anti-rabbit IgG and 

chemiluminescent substrates (Millipore) by exposure to x-ray film. Quantification was performed 

using ImageJ free software.  

Microarray hybridization and analysis. The goal of the study was to compare hepatic gene expression 

patterns between C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice. Microarrays were carried out 

using the Affymetrix microarray platform and the Genechip Mouse Gene 2.0 ST Array (an array with 

>35,000 coding and non-coding transcripts used to explore mouse biology and disease processes). The

arrays were performed at the High Technology Unit of our Research Institute as described elsewhere 

(www.affymetrix.com). Data obtained from the microarrays were analyzed by the Statistics and 

Bioinformatics Unit of our research institute. To select differentially expressed genes they used a 

method described by Smyth GK40. All the statistical analysis was done using the free statistical 

language R and the libraries developed for microarray data analysis by the Bioconductor Project 

(www.bioconductor.org). To determine pathways and networks that were significantly regulated we 
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performed pathway analysis using Ingenuity Pathway Analysis (IPA) program 

(http://www.ingeniuty.com). 

Statistical analyses. Normal distribution of the variables was evaluated using the Kolmogorov-

Smirnov test. Comparison of quantitative variables was performed by either the Student's t test or 

Mann–Whitney test according to the data distribution. All data are presented as means ± standard 

deviation. Significance was accepted at the level of p < 0.05. Statistical analyses were performed with 

the SPSS statistical package (SPSS Inc, Chicago, Illinois).  
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FIGURE 1 

 

Figure 1. SHBG overexpression reduces liver weight and liver fat accumulation in SHBG- C57BL/ksJ-
db/db mice. (a,b) Liver weight of C57BL/ksJ-db/+, SHBG-C57BL/ksJ-db/+, C57BL/ksJ-db/db and SHBG-
C57BL/ksJ-db/db male and female mice (n=5 each) sacrificed at week 6. Data points are mean ± SEM. (c,d) 
H&E histological examination of liver in C57BL/ksJ-db/+ (i), SHBG-C57BL/ksJ-db/+ (ii), C57BL/ksJ-db/db 
(iii) and SHBG-C57BL/ksJ-db/db (iv) 6-week male and female mice (n=3 each). (e,f) Hepatic triglycerides 
measured in C57BL/ksJ-db/+ (i), SHBG-C57BL/ksJ-db/+ (ii), C57BL/ksJ-db/db (iii) and SHBG-C57BL/ksJ-
db/db male and female mice (n=5 each). Data points are mean ± SEM. (g) Liver weight of C57BL/ksJ-db/db, 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db and castrated SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice sacrificed at week 6 (n=3 each). (h) 
H&E histological examination of liver in castrated SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice (n=3 each). (i) Hepatic 
triglycerides measured in C57BL/ksJ-db/db, SHBG-C57BL/ksJ-db/db and castrated SHBG-C57BL/ksJ-db/db 
male mice (n=3 each). Data points are mean ± SEM. Significance was accepted at the level of p < 0.05 *. 
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FIGURE 2 

 

Figure 2. SHBG overexpression ameliorates hepatic steatosis by reducing key lipogenic enzymes in 
C57BL/ksJ-SHBG-db/db mice. (a,b) Liver ACC, FAS and ACLY mRNA levels were determined in relation to 
18S RNA in C57BL/ksJ-db/+, SHBG-C57BL/ksJ-db/+, C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db male 
and female mice sacrificed at week 6 (n=5 each). Data points are mean ± SEM. (c,d) Liver ACC, FAS and 
ACLY protein levels were measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein in 
C57BL/ksJ-db/+, SHBG-C57BL/ksJ-db/+, C57BL/ksJ-db/db and SHBG-C57BL/ksJ-db/db male and female 
mice (n=3 each). Data points are mean ± SEM. Significance was accepted at the level of p < 0.05* and p < 
0.01**.  

189

ANEXO



FIGURE 3 
 

 

Figure 3. SHBG overexpression protects against fatty liver disease induced by high fructose diet. (a) H&E 
histological examination of liver in wild-type mice (i) and human SHBG transgenic mice (ii) after 8 weeks of 
high fructose diet. (b) Hepatic triglycerides measured in wild-type and human SHBG transgenic mice (n=5 
each). Data points are mean ± SEM. (c) Liver ACC, FAS and ACLY mRNA levels were determined in relation 
to 18S RNA in wild-type and human SHBG transgenic mice (n=5 each). Data points are mean ± SEM. (d) Liver 
ACC, FAS and ACLY protein levels were measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping 
reference protein in wild-type and human SHBG transgenic mice (n=3 each). Significance was accepted at the 
level of p < 0.05* and p < 0.01**. 
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FIGURE 4 

 

Figure 4. SHBG regulates hepatocyte lipid content by modulating key lipogenic enzymes in HepG2 cells. 
(a) SHBG mRNA levels were determined in relation to 18S RNA in pCMV and pCMV-SHBG stably transfected 
HepG2 cells. (b) SHBG accumulation in the medium was measured using an ELISA in pCMV and pCMV-
SHBG stably transfected HepG2 cells. (c) Total triglyceride content measured in pCMV and pCMV-SHBG 
stably transfected HepG2 cells. (d) SHBG mRNA levels were determined in relation to 18S RNA in pLKO.1-
Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. (e) SHBG accumulation in the medium was 
measured using an ELISA in pLKO.1-Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. (f) Total 
triglyceride content measured in pLKO.1-Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. (g) ACC, 
FAS and ACLY mRNA levels were determined in relation to 18S RNA in pCMV and pCMV-SHBG stably 
transfected HepG2 cells. (h) ACC, FAS and ACLY mRNA levels were determined in relation to 18S RNA in 
pLKO.1-Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. Data points are mean ± SD of triplicate 
measurements. Significance was accepted at the level of p < 0.05* and p < 0.01**. 
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FIGURE 5 

 

SHBG modulation alters ACC and ACLY, but not FAS protein levels in HepG2 cells. (A, B) ACC protein 
levels were measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein in pCMV and pCMV-
SHBG and in pLKO.1-Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. (C, D) FAS protein levels 
were measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein in pCMV and pCMV-
SHBG and in pLKO.1-Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. (E, F) ACLY protein levels 
were measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein in pCMV and pCMV-
SHBG and in pLKO.1-Control and pLKO.1-SHBG stably transfected HepG2 cells. These data are representative 
of three protein measurements. Data points are mean ± SD of triplicate measurements. **p < 0.01 and *p<0.05. 
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FIGURE 6 

 

 

 

 

 

Figure 6. SHBG overexpression downregulates PPARγ levels in the genetically and diet-induced models of 
NAFLD. (a) Liver PPARγ mRNA levels were determined in relation to 18S RNA in C57BL/ksJ-db/db and 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice (n=5 each). Data points are mean ± SEM. (c) Liver PPARγ protein levels 
were measured by Western blotting using PPIA as a housekeeping reference protein in C57BL/ksJ-db/db and 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db male mice (n=3 each). Data points are mean ± SEM. Significance was accepted at the 
level of p < 0.05* and p < 0.01**. 
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FIGURE 7 

 

 

 

Figure 7. SHBG role in the development of NAFLD. The reduction in SHBG production due to different 
factors will promote the hepatic lipid accumulation which in turn will further reduce the SHBG production. 
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Supplementary table 1. List of genes up and down-regulated from fatty acid oxidation and lipid 
export in the SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pathway Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downr 

 
Fa

tty
 a

ci
d 

ox
id

at
io

n 

Mm.410189 NM_001009935
.2 TXNIP Thioredoxin interacting protein  0,078937 

Mm.45423 NM_028037.4 ACAD10 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, 
member 10 0,004925  

Mm.20396 NM_007760.3 CRAT Carnitine acetyltransferase 1,383706  

Mm.119 NM_010444.2 NR4A1 Nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 1 0,003643  

Mm.250901 NM_007822.2 Cyp4a14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, 
polypeptide 14  0,003739 

 
Li

pi
d 

ex
po

rt 

Mm.741 NM_010634.3 FABP5 Fatty acid binding protein 5, epidermal  3,82E-05 

Mm.4533 NM_007468.2 ApoA4 Apolipoprotein A-IV  0,006342 

Mm.2161 NM_018816.1 Apom Apolipoprotein M  0,008448 

Mm.3644 NM_021272.3 FABP7 Fatty acid binding protein 7, brain  0,051552 

Mm.26743 NM_009692.3 ApoA1 Apolipoprotein A-I  0,004236 

Mm.40537 NM_001033336
.3 Abcc4 ATP-binding cassette, sub-family C 

(CFTR/MRP), member 4 0,009320  

Mm.243758 NM_173786.1 Apol9a Apolipoprotein L 9a 0,015458  

Mm.232636 NM_029419.2 Apol7a Apolipoprotein L 7a 0,000432  
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Supplementary table 2. List of genes up and down-regulated from lipid synthesis pathway in the 
SHBG- SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Unigene 

 
RefSeq Symbol Description 

P-value 
db/db vs shbg-db/db 
upreg downreg 

Mm.40537 NNNM_001163676 
 ABCC4 ATP-binding cassette, sub-family C, member 4 0,00937971  

Mm.31374 NM_133360.2 ACACA acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha  0,0035307 

Mm.81793 NM_133904.2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta  0,0788508 

Mm.282039 NM_0011992
96.1 

ACLY ATP citrate lyase  0,0087123 

Mm.255026 NM_019811.3 ACSS2  acyl-CoA synthetase short-chain family member 2  0,0111673 

Mm.248360 NM_010730.2 ANXA1 Annexin A1  0,0204937 

Mm.26743 NM_009692.4 APOA1 Apolipoprotein A-I  0,0042586 

Mm.250901 NM_007822.2 CYP4A14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 14 0,0015458  

Mm.316000 NM_007825.4 CYP7B1 cytochrome P450, family 7, subfamily b, polypeptide 1   0,0010228 

Mm.249342 NM_007856.2 DHCR7  7-dehydrocholesterol reductase  0,0102949 

Mm.8534 NM_207655.2 EGFR Epidermal growth factor receptor  0,0037974 

Mm.2567 NM_019423.2 ELOVL2 Elongation of very long chain fatty acids-2  0,0035307 

Mm.741 NM_010634.3 FABP5 Fatty acid binding protein 5  3,82E-05 

Mm.236443 NM_007988.3 FASN Fatty acid synthase  0,0132154 

Mm.210196 NM_008149.3 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial  0,0001482 

Mm.316652 NM_008255.2 HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase  0,0011674 

Mm.1514 NM_008509.2 LPL Lipoprotein lipase  0,0394932 

Mm.119 NM_010444.2 NR4A1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 0,0036436  

Mm.4146 NM_0011462
68.1 PDGFRB Platelet derived growth factor receptor, beta polipeptyde  0,0015458 

Mm.235547 NM_013743.2 PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4   0,0416957 

Mm.155620 NM_016915.4 PLA2G6 Phospholypase A2, group VI  0,0057545 

Mm.3020 NM_0011273
30.1 PPARG peroxisome proliferator activated receptor gamma  0,0005380 

Mm.10516 NM_011169.5 PRLR Prolactine receptor 0,01561341  

Mm.279741 NM_011254.5 RBP1 Retinol binding protein 1  0,0073801 

Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,0103345 

Mm.248380 NM_011577.1 TGFB1 transforming growth factor, beta 1  0,0174694 

Mm.28585 NM_009381.2 THRSP Thyroid hormone responsive  0,0054636 

Mm.268000 NM_011701.4 VIM vimentin  0,0048289 

Mm.469937 NM_013842.3 XBP1  X-box binding protein 1   0,0029483 
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Supplementary table 3. List of genes up and down-regulated from lipid concentration pathway in the 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 
 

 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downreg 

Mm.31374 NM_133360.2 ACACA acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha  0,00353078 
Mm.81793 NM_133904.2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta  0,07885081 

Mm.371675 NM_134188.3 ACOT2 acyl-CoA thioesterase 2  0,01171002 
Mm.26743 NM_009692.4 APOA1 Apolipoprotein A-I  0,0042586 
Mm.4533 NM_007468.2 APOA4 Apolipoprotein A-IV  0,00634299 

Mm.273175 NM_007474.2 AQP8 Aquaporin 8  0,00397314 
Mm.28278 NM_007616.4 CAV1 Caveolin 1  0,00185921 

Mm.181074 NM_026439.2 CCDC80  coiled-coil domain containing 80  0,02111435 
Mm.10026 NM_178373.3 CIDEC Cell death-inducing DFFA-like effector c  5,25E-05 
Mm.30211 NM_019568.2 CXCL14  chemokine (C-X-C motif) ligand 14  0,04284979 

Mm.42230 NM_007811.2 CYP26A
1 

Cytochrome P450, family 26, subfamily a, 
polypeptide 1 0,00448064  

Mm.249342 NM_007856.2 DHCR7  7-dehydrocholesterol reductase  0,01029493 
Mm.2567 NM_019423.2 ELOVL2 Elongation of very long chain fatty acids-2  0,00353078 
Mm.741 NM_010634.3 FABP5 Fatty acid binding protein 5  3,82E-05 

Mm.236443 NM_007988.3 FASN Fatty acid synthase  0,01321544 
Mm.220358 NM_010292.5 GCK glucokinase  0,00287278 
Mm.210196 NM_008149.3 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial  0,00014826 

Mm.896 NM_008362.2 IL1R1 Interleukin 1 receptor, type I  0,01045516 
Mm.1100 NM_010564.4 INHA Inhibin alpha 0,04387423  

Mm.275071 NM_010591.2 JUN Jun oncogene  0,04575195 
 

Mm.153625 NM_172950.3 LPIN1 Lipin 1  0,00096061 
Mm.1514 NM_008509.2 LPL Lipoprotein lipase  0,03949321 

Mm.486506 NM_009803.5 NR1I3 Nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3 0,00318288  
Mm.130054 NM_001025074.2 NTRK2 Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 0,00139491  
Mm.3000 NM_008773.4 P2RY2 Purinergic receptor P2Y  0,00873713 

Mm.491856 NM_011044.2 PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 0,02737324  
Mm.133268 NM_153565.2 PCSK9 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9  0,00498291 

Mm.235547 NM_013743.2 PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4   0,04169575 
 

Mm.155620 NM_016915.4 PLA2G6 Phospholypase A2, group VI  0,00575457 
Mm.6105 NM_011125.2 PLTP Phospholipide transfer protein  0,00011957 
Mm.3020 NM_001127330.1 PPARG peroxisome proliferator activated receptor gamma  0,00053809 

Mm.48638 NM_178143.2 PRKAA2 Protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic 
subunit  0,00640066 

Mm.10516 NM_011169.5 PRLR Prolactine receptor 0,01561341  
Mm.279741 NM_011254.5 RBP1 Retinol binding protein 1  0,00738018 
Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,01033458 
Mm.46062 NM_023134.4 SFTPA1 Surfactant associated protein A1 0,01032833  

Mm.248380 NM_011577.1 TGFB1 transforming growth factor, beta 1  0,01746943 
Mm.172346 NM_009371.3 TGFBR2  transforming growth factor, beta receptor II   0,00497313 
Mm.28585 NM_009381.2 THRSP Thyroid hormone responsive  0,00546364 

Mm.116894 NM_016928.2 TLR5 Toll-like receptor 5  0,02703556 

Mm.22216 NM_001077364.1 TSC22D
3 TSC22 domain family, member 3 0,0300513  

Mm.4141 NM_013703.2 VLDLR  very low density lipoprotein receptor 0,0042586  
Mm.11223 NM_011723.3 XDH Xanthine dehydrogenase 0,00047739  
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Supplementary table 4. List of genes up and down-regulated from lipid homeostasis pathway in the 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downre 

Mm.31374 NM_133360.2 ACACA acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha  0,003530
78 

Mm.81793 NM_133904.2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta  0,078850
81 

Mm.4533 NM_007468.2 
 APOA4 Apolipoprotein A-IV  

0,006342
99 

 

Mm.28278 NM_007616.4 CAV1 Caveolin 1  
0,001859

21 
 

Mm.250901 NM_007822.2 CYP4A14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, 
polypeptide 14 0,0015458  

Mm.316000 NM_007825.4 CYP7B1 cytochrome P450, family 7, subfamily b, 
polypeptide 1   

0,001022
87 

 

- NM_009846.2 CD24A  CD24a antigen   
0,003802

63 
 

Mm.249342 NM_007856.2 
 DHCR7  7-dehydrocholesterol reductase  0,010294

93 

Mm.210196 NM_008149.3 
 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, 

mitochondrial  0,000148
26 

Mm.1514 NM_008509.2 LPL Lipoprotein lipase  0,039493
21 

Mm.192991 NM_013602.3 Mt1  metallothionein 1  0,00725825 
  

Mm.147226 NM_008630.2 Mt2 metallothionein 2 0,01201542 
  

Mm.133268 NM_153565.2 PCSK9 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9  
0,004982

91 
 

Mm.3020 NM_001127330.1 PPARG peroxisome proliferator activated receptor 
gamma  

0,000538
09 

 

Mm.148800 NM_009117.3 SAA1 Serum amyloid A1  
0,039879

73 
 

Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  
0,010334

58 
 

Mm.28585 NM_009381.2 THRSP Thyroid hormone responsive  
0,005463

64 
 

Mm.11223 NM_011723.3 XDH Xanthine dehydrogenase 0,00047739 
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Supplementary table 5. List of genes up and down-regulated from fatty acid synthesis pathway in the 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downreg 

Mm.81793 NM_133904.2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta 
  0,07885081 

Mm.255026 NM_019811.3 ACSS2  acyl-CoA synthetase short-chain family member 2  0,01116737 

Mm.248360 NM_010730.2 ANXA1 Annexin A1  0,02049373 

Mm.250901 NM_007822.2 CYP4A14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, 
polypeptide 14 0,0015458  

Mm.2567 NM_019423.2 ELOVL2 Elongation of very long chain fatty acids-2  0,00353078 

Mm.235547 NM_013743.2 PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4   0,04169575 

Mm.155620 NM_016915.4 PLA2G6 Phospholypase A2, group VI  0,00575457 

Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,01033458 

Mm.248380 NM_011577.1 TGFB1 transforming growth factor, beta 1  0,01746943 
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Supplementary table 6. List of genes up and down-regulated from fatty acid concentration pathway 
in the SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downreg 

Mm.81793 NM_133904.2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta 
  0,07885081 

Mm.371675 NM_134188.3 ACOT2 acyl-CoA thioesterase 2  0,01171002 

Mm.28278 NM_007616.4 CAV1 Caveolin 1  0,00185921 

Mm.181074 NM_026439.2 CCDC80  coiled-coil domain containing 80  0,02111435 

Mm.10026 NM_178373.3 CIDEC Cell death-inducing DFFA-like effector c   

Mm.2567 NM_019423.2 ELOVL2 Elongation of very long chain fatty acids-2  0,00353078 

Mm.220358 NM_010292.5 GCK glucokinase  0,00287278 

Mm.210196 NM_008149.3 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, 
mitochondrial  0,00014826 

Mm.153625 NM_172950.3 LPIN1 Lipin 1  0,00096061 

Mm.491856 NM_011044.2 PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 0,02737324  

Mm.235547 NM_013743.2 PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4   0,04169575 

Mm.3020 NM_001127330
.1 PPARG peroxisome proliferator activated receptor 

gamma  0,00053809 

Mm.48638 NM_178143.2 PRKAA2 Protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic 
subunit  0,00640066 

Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,01033458 

Mm.172346 NM_009371.3 TGFBR2  transforming growth factor, beta receptor II   0,00497313 

Mm.4141 NM_013703.2 VLDLR  very low density lipoprotein receptor 0,0042586  
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Supplementary table 7. List of genes up and down-regulated from fatty acid metabolism pathway in 
the SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downreg 

Mm.81793 NM_133904.
2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta 

  0,07885081 

Mm.371675 NM_134188.
3 ACOT2 acyl-CoA thioesterase 2  0,01171002 

Mm.35071 NM_145368.
2 ACNAT2 acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2   

Mm.255026 NM_019811.
3 ACSS2  acyl-CoA synthetase short-chain family member 2  0,01116737 

Mm.248360 NM_010730.
2 

ANXA1 Annexin A1  0,02049373 

Mm.26743 NM_009692.
4 APOA1 Apolipoprotein A-I  0,0042586 

Mm.28278 NM_007616.
4 CAV1 Caveolin 1  0,00185921 

Mm.250901 NM_007822.
2 CYP4A14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, 

polypeptide 14 0,0015458  

Mm.2567 NM_019423.
2 ELOVL2 Elongation of very long chain fatty acids-2  0,00353078 

Mm.210196 NM_008149.
3 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, 

mitochondrial  0,00014826 

Mm.153625 NM_172950.
3 LPIN1 Lipin 1  0,00096061 

Mm.235547 NM_013743.
2 

PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4   0,04169575 
 

Mm.155620 
NM_016915.

4 
 

PLA2G6 Phospholypase A2, group VI  0,00575457 

Mm.3020 NM_0011273
30.1 PPARG peroxisome proliferator activated receptor gamma  0,00053809 

Mm.148800 NM_009117.
3 SAA1 Serum amyloid A1  0,03987973 

Mm.193096 NM_009128.
2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,01033458 

Mm.248380 NM_011577.
1 

TGFB1 transforming growth factor, beta 1  0,01746943 

Mm.290527 NM_031176.
2 TNXB Tenascin XB  0,00864943 
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Supplementary table 8. List of genes up and down-regulated from synthesis of TG pathway in the 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downr 

Mm.210196 NM_008149.3 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial  0,00014826 

Mm.3020 NM_001127330.1 PPARG peroxisome proliferator activated receptor gamma  0,00053809 

Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,01033458 

Mm.28585 NM_009381.2 THRSP Thyroid hormone responsive  0,00546364 
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Supplementary table 9. List of genes up and down-regulated from TG concentration pathway in the 
SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Unigene RefSeq Symbol Description 
P-value 

db/db vs shbg-db/db 
upreg downreg 

Mm.81793 NM_133904.2 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta  0,07885081 

Mm.26743 NM_009692.4 APOA1 Apolipoprotein A-I  0,0042586 

Mm.4533 NM_007468.2 APOA4 Apolipoprotein A-IV  0,00634299 

Mm.273175 NM_007474.2 AQP8 Aquaporin 8  0,00397314 

Mm.28278 NM_007616.4 CAV1 Caveolin 1  0,00185921 

Mm.10026 NM_178373.3 CIDEC Cell death-inducing DFFA-like effector c  5,25E-05 

Mm.741 NM_010634.3 FABP5 Fatty acid binding protein 5  3,82E-05 

Mm.220358 NM_010292.5 GCK glucokinase  0,00287278 

Mm.210196 NM_008149.3 GPAM  glycerol-3-phosphate acyltransferase, 
mitochondrial  0,00014826 

Mm.275071 NM_010591.2 JUN Jun oncogene  0,04575195 

Mm.153625 NM_172950.3 LPIN1 Lipin 1  0,00096061 

Mm.1514 NM_008509.2 LPL Lipoprotein lipase  0,03949321 

Mm.491856 NM_011044.2 PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 0,0273732  

Mm.193096 NM_009128.2 SCD-2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2  0,01033458 

Mm.28585 NM_009381.2 THRSP Thyroid hormone responsive  0,00546364 

Mm.116894 NM_016928.2 TLR5 Toll-like receptor 5  0,02703556 

Mm.4141 NM_013703.2 VLDLR  very low density lipoprotein receptor 0,0042586  

Mm.11223 NM_011723.3 XDH Xanthine dehydrogenase 0,00047739  
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Supplementary Table 10. Microarray results of the main transcription factors regulating hepatic 
lipogenesis in the SHBG-C57BL/ksJ-db/db mice when compared with the C57BL/ksJ-db/db mice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unigene RefSeq Symbol Description 

P-value 
db/db vs shbg-

db/db 
upreg downr 

Mm.3020 NM_001127330.1 PPARG Peroxisome proliferator activated receptor gamma - 0,00053809 

Mm.278701 NM_011480.3 SREBP1 Sterol regulatory element binding transcription factor 1 - ns 

Mm.22690 NM_013839.4 LXR Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 - ns 
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Supplementary Table 11. Oligonucleotide primer pairs used in real-time PCR experiments. 

 

Real-time 

PCR 
Forward primer (5′-3′) Reverse primer (5′-3′) 

h SHBG GCTGATTATGGAGAGCAGAGG GGTCATGACAGCGATAGGCT 

h ACC GACTGGGTAGAGCGATTGATG CCTTCTTGATAGACTTCTCCAC 

h ACLY TGTAACAGAGCCAGGAACCC CTGTACCCCAGTGGCTGTTT 

h FAS CCCAAGCAGGCACACACG GGCCTCCGAGGTCTCAG 

h PPARG TGAAGCTGAACCACCCTGAGT GACCGTGTTCCGTGACAATC 

h18S TAACGAACGAGACTCTGGCAT CGGACATCTAAGGGCATCACAG 

m ACC GCCATTGGTATTGGGGCTTAC CCCGACCAAGGACTTTGTTG 

m ACLY GAATGCTGGACAACATCCTG GTTCATTAGACATGCCTCCTG 

m FAS GGCATCATTGGGCACTCCTT GCTGCAAGCACAGCCTCTCT 

m PPARG TCTTAACTGCCGGATCCACAA GCCCAAACCTGATGGCATT 

m 18S AGGGTTCGATTCCGGAGAGG CAACTTTAATATACGCTATTGG 
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