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Una de las formas de regulación de la actividad de ciertas citocinas es la generación de 
formas solubles del receptor, las cuales actúan principalmente como proteínas de unión. 
aunque también se les han atribuido funciones de carácter agonista. El objetivo de este 
trabajo fue el de establecer la presencia de proteinas de unión a hormona de crecimiento 
(GHBP) y prolactina (PRLBP) en suero humano. La GHBP se purificó parcialmente mediante 
un nuevo método empleando hormona humana de crecimieiito (GH, growth hormone) humana 
inmovilizada sobre Sepharosa y su separación y detección se realizó por medio de 
electroforesis e inmunotransferencia (Western blot), utilizando un anticuerpo dirigido contra 
el receptor de GH. Los resultados mostraron que la GHBP de suero humano es una mezcla 
compleja de proteínas con pesos en el rango de 27 a 62 kDa, relacionadas estructuralmente 
con el receptor de GH y cuyo origen está por determinarse. El suero proveniente de pacientes 
con cáncer de seno en estados 3 y 4.  así como el de embarazo, mostró el mismo perfil de 
proteínas aunque sus niveles fueron en todos los casos inferiores a la normalidad, siendo 
los más bajos los de embarazo. En cuanto a la PRLBP, mediante anticuerpos antirreceptor. 
se identificó una proteina sérica de 150 kDa disociable en dos subunidades de pesos 50 y 30 
kDa, consistente con lo informado por otros autores. De acuerdo con el peso establecido y a 
su incapacidad para unir hGH. se concluyó que no es una forma soluble del receptor y se 
sugiere que puede ser un anticuerpo antiidiotípico presente en suero humano. No se 
encontraron diferencias en el perfil ni en el contenido de la PRLBP en los tres tipos de suero 
analizados. Los resultados obtenidos ponen en evidencia la existencia de una proteina de 
unión a prolactina relacionada con el receptor de PRL y cuyo origen en humanos está por 
establecerse. 

Palabras clave: proteina de unión a hormona de crecimiento (GHBP), proteina de unión a 
prolactina (PRLBP). cáncer de seno. 

Purification and electrophoretic characterization of growth hormone binding protein (GHBP) 
in  human, cancer and pregnancy sera: evidence of the presence of prolactin bíncling protein 
(PRLBP) 

Control of cytokine activity is provided in certain cases by the generation of soluble forms of the 
receptor, which mainly function as binding proteins, although some other agonistic properties 
have been described. The objective of the present study was to identify the growth hormone 
binding protein (GHBP) and the prolactin binding protein (PRLBP) in human serum. GHBP 
was partially purified by a new method using Sepharose-immobilized hGH and separated and 
detected by electrophoresis and immunotransference (Western blot) using an antibody against 
the GH receptor. We found that human serum GHBP is a complex mixture of proteins with 
molecular weights in the range of 27 to 62 kDa. structurally related to the receptor and whose 
origin is still unknown. Sera from breast cancer patients and pregnant subjects showed the 
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same protein profile although the levels were lower than the normal ones. those in pregnant 
subjects being the lowest. A 150 kDa protein, which dissociates into two subunits of 50 and 30 
kDa, was identified by an anti-PRL receptor antibody, consistent with previous reports. According 
to the molecular weight and the lack of hGH binding activity observed, it is likely that the protein 
is nota soluble form of the receptor but rnight be an anti-idiotipic antibody in human serum. No 
differences in the protein profile were observed in the three sera investigated. The results 
suggest the presence of a prolactin binding protein, related to the receptor and whose origin 
awaits further studies. 

Key words: growth horrnone binding protein (GHBP), prolactin binding protein (PRLBP), breast 
cancer. 

La prolactina (PRL) y la hormona de crecimiento forma mayoritaria codifica para una proteína de 
(GH) son proteinas que presentan semejanza es- 90 kDa (1 0-11). Esta familia de receptores pre- 
tructural y pertenecen a la familia de proteínas senta algunas caracteristicas estructurales 
HBP (helix bundleprotein), junto con factores de comunes y son los principales intermediarios en 
crecimiento y algunas interleucinas (1). Estas pro- la transducción de la señal activada por el ligando 
teinas son segregadas principalmente por célu- (6). Dentro de la vías más estudiadas se encuen- 
las especializadas en la hipófisis (2), para luego tra la via JAK-STAT, la cual es empleada por casi 
ser liberadas en el torrente sanguíneo y actuar de todas las proteinas que pertenecen a la familia 
forma endocrina en los tejidos blanco. Se le han HBP, incluidas la hormona de crecimiento y la 
atribuido muchas funciones a la prolactina, entre prolactina (12). Una de las formas de regulación 
las que se cuentan la regulación del desarrollo de de la actividad de ciertas citocinas es la genera- 
la glándula mamaria, la modulación de la respues- ción de formas solubles del receptor, las cuales 
ta inmune y la iniciación y el mantenimiento de la actúan en su mayoría como proteinas de unión 
lactancia (3). Como su nombre lo indica, la fun- (transportadoras), inhibiendo la unión del ligando 
ción principal de la hormona de crecimiento es el a su receptor de membrana (13-15). Sin embargo, 
desarrollo y crecimiento de vertebrados, especí- se han atribuido a estas proteinas otras funciones 
ficamente el crecimiento longitudinal del hueso (4). de carácteraaonista. como son el incremento en 

Todas estas funciones son iniciadas por la unión la estabilidaddel ligando, la disminución de la 
degradación y el aumento de la vida media del de la hormona a su receptor especifico de mem- . . . -. 

brana (5). Los receptores para' estas hormonas mismo (15). 

pertenecen a la superfamilia de receptores de La hormona de crecimiento se encuentra en la 
citocinas, en los cuales, además, se encuentran circulación principalmente enlazada a dos proteínas 
los receptoresdelfactorinhibidordeleucemia(LIF), de unión de alta y baja afinidad, de las cuales la 
delfactordenecrosistumoral(TNF),laoncostatina de mayor afinidad corresponde al dominio 
M y algunas interleucinas (6-7). extracelular del receptor (1 6) que es generada por 

Se han identificado tres isoformas para el recep. proteólisis del en ( l  7-1 8, y por 

tor de prolactina, las cuales son idénticas en los splicing alternativo en roedores (19). Esta protei- 
dominios transmembrana extracelular va. na tiene importantes implicaciones en la distribu- 

rían en la longitud del citopla~mático, ción y en las acciones fisiológicas de la GH. Para 

dando lugar a las denominadas forma larga, ~ b 2  la prolactina, se ha identificado una proteína de 

y corta (8,g). En el caso del receptor de GH se Unión en leche de conejo ( 2 0 ) ~  en leche humana 

han identificado dos isoformas, en las que la (211, que probablemente corresponden al dominio 
extracelular del receptor de prolactina. En suero 

Correspondencia: humano (22) y de rata (23), se ha detectado una 
Myriam Sánchez de Gómez, Departamento de Quimica, proteína Con capacidad de unión a la proiactina, 
Universidad Nacional, Santa Fe de Bogotá, D.C., Colombia. pero que, de acuerdo con el peso encontrado y la 
email:mygomez@ciencias.ciencias.unal.edu.co secuencia en su estructura primaria, no corres- 
Recibido: 04108199; aceptado: 31103100 ponde al dominio extracelular del receptor. 
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La hormona de crecimiento y la prolactina han sido 
relacionadas con el cáncer de seno y el embarazo. 
Se ha encontrado que las pacientes con cáncer 
de seno presentan una concentración elevada de 
hormona de crecimiento (24) y que las líneas ce- 
lulares de cáncer mamario (MCF-7 y T47D) tie- 
nen un elevado número de receptores de prolactina 
(25). Se ha establecido, además, el carácter 
mitogénico de la prolactina y de la hormona de 
crecimiento en líneas celulares derivadas de cán- 
cer de seno y en cultivos primarios (26), en tanto 
que en embarazo, el crecimiento del feto estáfun- 
damentalmente regulado por la variante para la 
hormona de crecimiento (hGH-V), la cual presen- 
ta una pequeña diferencia estructural con la for- 
ma normal y cuya concentración se incrementa 
en la gestación (27). La prolactina, como se dijo 
antes, está directamente involucrada con la pre- 
paración de la glándula mamaria para la lactancia. 

En este estudio se pretendió establecer el perfil 
electroforético para las GHBP y PRLBP en suero 
humano y de mujeres en embarazo y con cáncer 
de seno, empleando un nuevo método de purifica- 
ción con hGH-inmovilizada en Sepharosa. Se in- 
vestigaron las posibles variaciones en el perfil 
electroforético en los tres tipos de suero. 

Materiales y métodos 

Sueros 

Se analizaron 10 muestras de suero para cada 
uno de los siguientes grupos de estudio: 
1) mujeres con cáncer de seno en estados 3 y 4 
(metástasis) sin ningún tratamiento previo, con 
edades entre 30 y 60 años y que asisten a con- 
sulta en el Instituto Nacional de Cancerología de 
Santa Fe de Bogotá; 
2) mujeres en estado de embarazo, con edades 
entre 15 y 18 años, y 
3) mujeres sin ninguna patología del seno, que se 
utilizaron como controles. 

Todos los sueros se tomaron con el consentimien- 
to previo de las personas, sin estar en ayuno. Para 
los análisis, se hicieron mezclas o poolsde cada 
uno de los grupos de estudio. 

Anticuerpos 

Se utilizaron los siguientes: 
- U5, anticuerpo monoclonal dirigido contra el 

dominio extracelular del receptor de prolactina de 
rata (Affinity Bioreagents, Inglaterra); 
- GHR26, anticuerpo monoclonal contra el receptor 
de hormona de crecimiento (Pharmacia, Suecia); 
-antilgG-ratón conjugado a peroxidasa 
(Arnersham, Inglaterra); 
- T6 y Mab7c3, anticuerpos monoclonales contra 
el receptor de PRL de rata; 
- antí-PRL policlonal contra el PRLR obtenido en 
gallina. 

Estándares 

Se utilizaron los siguientes: 

-proteína de unión a PRL recombinante (rPRLBP), 
(Pharmacia, Suecia); 
-proteína de unión a GH recombinante (rGHBP), 
(Pharmacia, Suecia), y 
- GH-Sepharosa, (Pharmacia, Suecia). 

Detección de la  proteína de unión 
a prolactina en suero 

La detección de la proteína de unión a PRL en 
suero se llevó a cabo por Western blof, usando 
como primer anticuerpo el U5, el cual reacciona 
w n  los receptores de prolactina humanos. El con- 
tenido de proteina se determinó por el método de 
Bradford (28). La metodología empleada se basó 
en la utilizada por Maaskant (29), con algunas 
modificaciones. Las proteinas presentes en el 
suero se separaron electroforéticamente, en con- 
diciones reductoras y no reductoras, en geles de 
poliacrilamida al 12 y lo%, respectivamente. Lue- 
go, las proteinas se inmovilizaron por transferen- 
cia a membranas de nitrocelulosa (0,2 ym) y se 
incubaron durante toda la noche a 4 "C en TBS 
(buffertris-salino, pH 7,4) que contenía BSA (al- 
búmina sérica bovina) al 1%. La membrana se 
incubó con el primer anticuerpo U5 (1 mglml) en 
TTBS-BSA 1 % (buffer tris-salino con Tween y 
BSA), durante una hora a temperatura ambiente, 
seguido por tres lavados con TTBS. La incubación 
con el segundo anticuerpo (anti-lgG ratón conju- 
gado a peroxidasa) se realizó durante una hora a 
temperatura ambiente usando una dilución 1 :3.000 
y se preparó en las mismas condiciones emplea- 
das para el primer anticuerpo. Luego, se realiza- 
ron 4 lavados con TTBS y se reveló la membrana 
por quimioluminiscencia de acuerdo con las ins- 
trucciones del fabricante (Enhancer Chemi- 
luminiscente, Amersham). 
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Evaluación de la capacidad 
de unión de la resina 

Se realizaron ensayos de unión con rhGHBP 
(proteína de unión a GH recombinante humana) 
marcada radioactivamente en presencia de buffer 
de unión (P0,3~, 10 mM, pH 7,4, MgCI, 75 mM, 
ZnCI, 50 mM y BSA 1%). La proteina recombinante 
se incubó con la resina durante toda la noche a 4 
OC o por dos horas a 37 OC con agitación modera- 
da. Luego, se centrifugó a 3.000 rpm durante 5 
minutos; se aspiró el sobrenadante y el precipitado 
se lavó tres veces con PBS y, finalmente, se 
contó en un contador de rayos gamma. Se eva- 
luaron concentraciones de 1, 10 y 50% y volúme- 
nes de 1, 10 y 100 ml de resina. 

Detección de la proteína de unión 
a hormona de crecimiento 

Con base en las condiciones evaluadas previa- 
mente, se empleó cromatografia de afinidad con 
hGH-Sepharosa para la purificación de la proteína 
de unión a hormona de crecimiento en suero hu- 
mano. Las muestras de suero (2 ml) se incubaron 
con 750 ml de la resina (50%) en presencia de 
PO; (1 0 mM), MgC1, (75 mM) y ZnCI, (50 mM), 
pH 7,4 e inhibidores de proteasas durante toda la 
noche a 4 "C con agitación constante. Luego, se 
centrifugó a 3.000 rpm por 10 minutos y se lavó 
con PBS (tres veces). Se adicionaron 100 ml de 
buffer Laemmli en presencia o ausencia de B-ME 
a las muestras, se calentaron y se centrifugaron 

a 14.000 rpm durante un minuto. El sobrenadante 
se aplicó a un gel de poliacrilamida al 12% y 
después de la electroforesis se transfirieron las 
proteínas a membranas de nitrocelulosa (0,2 pm). 
Las membranas se bloquearon con leche 
descremada al 5% en TBS durante 1 hora a tempe- 
ratura ambiente; se incubó durante una hora con 
el anticuerpo contra el receptor de hormona de 
crecimiento (GHR26), preparado en TTBS que 
contenia leche al 1 %. El revelado se realizó como 
se describió en el numeral anterior. 

Resultados 

Determinación de la proteína de unión 
a prolactina 

En la figura 1 se muestran los resultados del aná- 
lisis por Western blot de la proteína de unión a 
prolactina, utilizando como primer anticuerpo el U5. 

Como se puede observar, por medio de Western 
blot se detectó una proteina de aproximadamente 
150 kDa en condiciones no reductoras y dos de 
50 y 30 kDa, aproximadamente, en condiciones 
reductoras y no se detectaron diferencias apre- 
ciables entre las muestras de pacientes con cán- 
cer de mama y los controles. Las membranas se 
probaron con otros tres anticuerpos (T6, Mab 7c3, 
anti-PRLR policlonal) todos dirigidos contra el re- 
ceptor de prolactina, encontrándose los mismos 
resultados, aunque como se observa en la figura 
2, con los anticuerpos Mab7c3 y policlonal no se 
logró el mismo nivel de detección, posiblemente 

Figura l. Identificación de la PRLBP de suero humano por Western blot. Se separaron electroforéticamente muestras de 
suero de pacientes con cáncer de seno y controles en geles de poliacrilamida tal como se describe en los métodos. 
A) Condiciones reductoras; B) condiciones no redudoras; carril 1: PRLBP recombinante; 2. patrón de PM; 3. 4 y 5. cueros 
malignos: 6. 7 y 8. sueros controles. El ensayo es representativo de tres realizados en las mismas condiciones. 
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anti-PRLR 

policlonal 

1 2 3 1 2 3 
Figura 2. Identificación de la PRLBP en suero humano por Wesfern blot. Se separó electroforéticamente suero de 
mujeres sanas (carril 1). con ceincer de ceno (carril 2 )  y en embarazo (carril 3). y se analizaron por WB tal como se 
describe en la metodologia y se revelaron con cuatro anticuerpos dirigidos todos contra PRLR. 

por la dilución empleada. Como control positivo, condiciones para realizar la purificación de la 
se empleó la proteína de unión a PRL proteina. 
recombinante acoplada a proteina A, con un peso 
de 35 kDa (Pharrnacia, Suecia). 

Al incrementar la concentración de la resina y su 
volumen. la caoacidad de unión de la resina au- 

Evaluación de la actividad de la resina 
hGH-Sepharosa 

En el cuadro 1 se puede 0 b s e ~ a r  la capacidad de 
la resina para reconocer la proteína de unión a 
GH humana recombinante, así como las mejores 

Cuadro 1. Evaluación de la capacidad de unión de la resina 
hGH-Sepharosa. Se evaluaron tres condiciones de resina 
(1. 10 y 50%) y dos condiciones de incubación tal como se 
describe en los metodos. Los resultados se muestran como 
el promedio 2 desviación estándar. 

Resina Volumen 37'C, 4 h 4'C, 18 h 
% (111) % unión % unión 

menta como es de esperar, siendo las mejores 
condiciones, en todos los casos, la incubación 
realizada a 4 "C durante toda la noche y con agi- 
tación moderada. 

Determinación de la proteína de unión a GH 

Para su detección, se realizó la purificación parcial 
de la proteína, haciendo uso de la capacidad de 
unión de la proteina (GHBP) a hGH. Para ello, se 
util izó una resina preparada acoplando 
establemente hGH a Sepharosa, la cual se evaluó 
previamente. Como control positivo en el Western 
blot, se empleó proteína de unión a GH recom- 
binante con un peso de 30 kDa. Las figuras 3 y 4 
muestran los resultados obtenidos en suero 
normal, de cáncer de seno y de embarazo. Se 
ensayó también la purificación de la PRLBP con 
esta resina de afinidad, pero no se obtuvieron 
resultados positivos (estos resultados no se 
muestran). 

Como se observa, mediante este sistema de afi- 
nidad es posible separar electroforéticamente la 
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Zi kDa 30 kDa 56 kDa 60 kDa 62 kDa 

Principales bandas 

Figura 3. Purificación y separación de las variantes de GHBP en suero humano en condiciones reductoras. Se purificaron 
sueros normal, de cáncer de seno y de embarazo (2 ml) can hGH-Sepharosa y se separaron por electroforesis tal como se 
describe en los métodos La membrana se probó con un anticuerpo dirigido contra el receptor de hormona de crecimiento 
(GHR26) y la intensidad de las bandas se midió en un densitómetro; carriles: 1; normal: 2, cáncer; y 3. embarazo; 4, GHBP 
recombinante. 

1 2 3 0.15 

0,l 
.- rs 
FJ 
0 0,05 

o 
30 kDa 60 kDa 

Principales bandas 

Figura 4. Purificación y separación de las variantes de GHBP en suero humano en condiciones no reductorac. Se purificaron 
sueros normal, de cáncer de seno y de embarazo (2 ml) con hGH-Sepharosa Y se separaron por electroforesis tal como se 
describe en los métodos. La membrana se probó can un anticuerpo dirigido cintra e¡ receptor de hormona de crecimiento 
(ghr26) y la intensidad de las bandas se midió en un densitómetro; carriles: 1, normal: 2, cáncer; y 3, embarazo. 

GHBP y sus variantes a partir de suero humano. 
El análisis densitométrico mostró variaciones en 
la intensidad de las bandas para cada tipo de sue- 
ro, siendo el suero normal el de mayor contenido. 
La proteina de unión a GH en plasma humano fue 
identificada por Baumann en 1986 (30), como una 
forma soluble del receptor de GH, altamente 
glicosilada y con un peso de 60 kDa correspon- 
diente al encontrado en nuestra purificación. Sin 
embargo, como se observa en la figura 3, una ban- 
da de mayor intensidad y con un peso de 30 kDa 
se detectó en todas las purificaciones realizadas. 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo 
utilizado y descartar la posibilidad de que esta 
proteina de bajo peso molecular fuera inespecífica, 

las membranas se analizaron nuevamente con el 
segundo anticuerpo y con el anticuerpo U5 (anti- 
PRLR), encontrándose que estos anticuerpos no 
reconocen esta banda, lo que indica que se trata 
de una proteina relacionada con el receptor de 
GH. Asi mismo, se evaluó la reacción cruzada del 
anticuerpo GHR26 con la proteina de unión a 
prolactina, con prolactina y con hormona de cre- 
cimiento, sin encontrarse reacción cruzada con 
ninguno de los ligandos evaluados. 

Discusión 

El estado hormonal es uno de los muchos factores 
que están directamente involucrados con el riesgo 
y la evolución del cáncer de seno. Se han 
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involucrado hormonas como la prolactina, la 
hormona de crecimiento y sus respectivos 
receptores (31). La identificación de las diferentes 
isoformas para los receptores de prolactina (32) y 
para la hormona de crecimiento (33) han sido 
descritos en líneas celulares derivadas de cáncer 
mamario y en cultivos primarios. Un mecanismo 
utilizado por algunas citocinas, incluida la hormona 
de crecimiento, para mantener el control celular 
se realiza mediante la generación de formas 
solubles de sus receptores, las cuales retienen la 
capacidad de unión a sus respectivos ligandos y 
permiten modificar la concentración libre del 
ligando, actuar como proteinas estabilizadoras y 
transportadoras e inhibir la asociación ligando1 
receptor. 

Hace ya algunos años, se evidenció la existencia 
de proteínas de unión para GH y para prolactina 
en suero humano. El papel exacto que 
desempeñan estas proteínas en suero no ha sido 
aún completamente elucidado, de ah i  la 
importancia de determinar las variaciones en los 
niveles de las proteinas de unión en condiciones 
donde las hormonas tienen un papel fisiológico 
establecido. Como se observa en la figura 1, en 
las muestras estudiadas se detectó una proteina 
que es reconocida por 4 anticuerpos específicos 
contra el receptor de prolactina. Esta proteína 
presenta un peso de 150 kDa en condiciones no 
reductoras y se separa en dos subunidades de 
50 y 30 kDa en condiciones reductoras. De 
acuerdo con los pesos obtenidos en este trabajo 
y en algunos previos, la proteina circulante puede 
estar formada por cuatro subunidades: 2 de 50 
kDa y 2 de 30 kDa, unidas entre sí por puentes 
disulfuro (23), las cuales podrían corresponder a 
las cadenas pesada y liviana de IgG (22). 

Aunque la capacidad de unión de la proteina no 
se probó en este trabajo, otros autores han 
determinado que una inmunoglobuíina con 
características semejantes a las aquí descritas 
tiene capacidad de unión por prolactina humana a 
través de la subunidad de 50 kDa (22,34). Los 
anticuerpos utilizados para la determinación de 
esta proteina, reconocen todas las isoformas del 
receptor de prolactina y no presentan reacción 
cruzada con el receptor de GH, que es la proteina 
estructuralmente más cercana al receptor de PRL; 

portanto, se presume que la proteina identificada 
en los sueros analizados presenta una estrecha 
relación con el receptor de prolactina. Estudios 
realizados en ratas macho y hembra tratadas con 
E, benzoato, el cual es un agente que incrementa 
el nivel circulante de PRL, presentan un mayor 
nivel de proteina de unión en comparación con las 
ratas no tratadas (23). Los altos niveles de receptor 
de prolactina en la glándula mamaria durante la 
lactancia están probablemente relacionados con 
la existencia de proteínas de unión en la leche 
materna. 

De acuerdo con la figura 2, la proteína identificada 
en los sueros no presenta cambios apreciables ni 
en su naturaleza ni concentración en los diferentes 
grupos estudiados. Se podria pensar que debido 
al aumento en el nivel de receptores de prolactina 
en pacientes con cáncer de seno y en estado de 
embarazo, así como el nivel sérico de la hormona, 
podria llevar a un aumento en la concentración de 
la proteina de unión. Este hecho, unido a la 
incapacidad para purificar esta proteína utilizando 
hGH, un conocido ligando del receptor de PRL, y 
al peso molecular detectado, permiten concluir 
que esta proteína no es idéntica al dominio 
extracelular del receptor, aunque estructural-mente 
pueden estar relacionadas. La cuantificación de 
la proteína de unión en las muestras biológicas, 
así como la determinación de los niveles de PRL 
libre y total será de gran ayuda en la elucidación 
del papel de estas proteínas en pacientes con 
diferentes condiciones clínicas. 

Para la hormona de crecimiento, se han 
identificado dos proteinas de unión, una de alta y 
otra de baja afinidad (1 E), de las cuales la proteína 
de alta afinidad corresponde al dominio 
extracelular del receptor con un alto grado de 
glicosilación. Esta proteina de unión (GHBP) ha 
sido aceptada como un miembro más en el eje 
GHIIGF-l. Los niveles séricos de GHBP han 
servido como un indicador de anormalidades en 
el eje de GH, ya que la determinación del nivel de 
receptores de GH en humanos es casi imposible 
(17). Esta proteína presenta un peso de 60 kDa y 
ha sido determinada en suero humano (18), de 
mico (35), de rata (36), células IM9 (37), 
condrocítos (38) y células Hep G2 (39), línea celular 
de hepatoma humano, así como en líneas celulares 
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que han sido transfectadas con el cADN que la resina. Sin embargo, la banda de alto peso 
codifica para el receptor de GH de conejo (40). A molecular sigue estando presente. 
esta hormona se le han atribuido muchas 
funciones como disminuir la depuración metabólica 
de GH prolongando su vida media, modular la 
cantidad de GH libre y unida y la unión de la 
hormona a su receptor de membrana (17). Los 
efectos netos de la acción de la proteina de unión 
se pueden reflejar en el aumento de la acción 
biológica de la hormona (efecto agonista) o en la 
inhibición de la misma (efecto antagonista), 
aunque esta última no es la acción más común in 
vivo (41). 

Como se observa en la figura 3, el método descri- 
to en este trabajo permitió la purificación parcial y 
separación por electroforesis de la proteína de 
unión a GH en sueros humanos, cuyo peso osci- 
la entre 27 y 62 kDa. De acuerdo con la secuen- 
cia esperada para el dominio extracelular del re- 
ceptor en ratones, el peso de la proteína de unión 
seria de 29-30 kDa; sin embargo, todos los estu- 
dios realizados al respecto hasta el momento in- 
dican que el mayor peso molecular de la GHBP 
se debe a un alto grado de glicosilación, lo que 
explica la variación en los pesos encontrados. En 
suero humano, la banda principal es de 60 kDa, 
pero diferentes estudios han podido detectar 
isoformas para esta proteína con pesos de 55 kDa 
y 32 kDa (10). 

Observando los resultados obtenidos en la purifi- 
cación parcial utilizando hGH-Sepharosa, la pro- 
teína de unión a GH en suero humano en condi- 
ciones reductoras presenta presumiblemente las 
formas glicosiladas (bandas de 60 y 57 kDa) y 
otras con un menor grado de glicosilación (ban- 
das de 30 kDa y 27 kDa). Se sugiere que estas 
últimas pueden deberse también a proteólisis de 
la proteina de mayor peso molecular, conserván- 
dose la región de unión al ligando y el epítope 
reconocido por el anticuerpo empleado en su de- 
tección. 

Cuando se realiza el ensayo de purificación en 
condiciones no reductoras (figura 4), se obtienen 
las bandas de 60 y 30 kDa, pero esta última pre- 
senta una menor intensidad. Esto puede deberse 
a que la ausencia de agente reductor no permite 
la total liberación de la proteina de unión ligada a 

De acuerdo con la intensidad de las bandas pre- 
sentes en las figuras 3 y 4, se presentan algunas 
diferencias entre las muestras control, los sueros 
de pacientes con cáncer y en embarazo. La in- 
tensidad para las bandas de alto y bajo peso 
molecular en los sueros control son mayores que 
en las otras dos muestras estudiadas. Se ha des- 
crito que la concentración de GHBP en sangre 
presenta variaciones de acuerdo con la especie y 
con el estado fisiológico. En ratones, se sabe que 
el nivel del mARN que codifica para la GHBP es 
elevado en estado de embarazo, en tejidos como 
el higado. donde se presenta un aumento de cer- 
ca de 20 veces en comparación con el control, lo 
que sugiere un fuerte papel de la GHBP en rato- 
nes normales en embarazo (42). Sin embargo, re- 
cientes estudios indican que existe una relación 
inversa entre la concentración sérica de GH y 
GHBP (41). 

El embarazo en humanos causa un incremento 
en el contenido de GH sanguíneo con un leve in- 
cremento inicial en el nivel de GHBP que luego se 
ve disminuido (27). Esto indica que la disminu- 
ción en el nivel de GHBP podría estar causando 
un aumento en la porción disponible de GH y que 
de esta forma aumentaría la acción biológica de 
la hormona. Se sabe. además. oue la concentra- . , 
ción materna en placenta de la variable de GH 
(hGH-V) se incrementa a través de la gestación y 
que es la hormona que en principio afecta más 
directamente el crecimiento fetal por lo que debe 
estar en forma libre para poder unirse a su recep- 
tor e iniciar su actividad biológica. 

La hormona de crecimiento ha sido involucrada 
con el desarrollo normal de la glándula mamaria 
(43) y aunque la relación existente entre el cáncer 
de seno y la hormona de crecimiento ha sido un 
poco menos estudiada, se sabe que los niveles 
de GH en suero de mujeres con cáncer se 
encuentran elevados (24). Además, se han 
detectado dos isoformas para el receptor de GH 
en líneas celulares de cáncer mamario (MCF-7 y 
T47D) y tejidos, lo cual sugiere una acción 
especifica en el desarrollo de tumores (33). Al igual 
que para las muestras de embarazo, el nivel de 






