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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 not a soluble form of the receptor but might 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.
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La prolactina (PRL) y la hormona de crecimiento
(GH) son proteinas que presentan semejanza es-
tructural y pertenecen a la familia de proteinas
HBP (helix bundle protein), junto con factores de
crecimiento y algunas interleucinas (1). Estas pro-
teinas son segregadas principalmente por célu-
las especializadas en la hipdfisis (2), para luego
ser liberadas en el torrente sanguineo y actuar de
forma endocrina en los tejidos blanco. Se le han
atribuido muchas funciones a la prolactina, entre
las que se cuentan la regulacion del desarrollo de
la glandula mamaria, la modulacion de la respues-
tainmune y la iniciacion y el mantenimiento de la
lactancia (3). Como su nombre lo indica, la fun-
cion principal de la hormona de crecimiento es el
desarrollo y crecimiento de vertebrados, especi-
ficamente el crecimiento longitudinal del hueso (4).

Todas estas funciones son iniciadas por la union
de la hormona a su receptor especifico de mem-
brana (5). Los receptores para estas hormonas
pertenecen a la superfamilia de receptores de
citocinas, en los cuales, ademas, se encuentran
los receptores del factor inhibidor de leucemia (LIF),
del factor de necrosis tumoral (TNF), la oncostatina
M y algunas interleucinas (6-7).

Se han identificado tres isoformas para el recep-
tor de prolactina, las cuales son idénticas en los
dominios transmembrana y extracelular pero va-
rian en la longitud del dominio citoplasmatico,
dando lugar a las denominadas forma larga, Nb2
y corta (8,9). En el caso del receptor de GH se
han identificado dos isoformas, en las que la
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forma mayoritaria codifica para una proteina de
90 kDa (10-11). Esta familia de receptores pre-
senta algunas caracteristicas estructurales
comunes y son los principales intermediarios en
la transduccion de la sefal activada por el ligando
(6). Dentro de la vias mas estudiadas se encuen-
tra la via JAK-STAT, la cual es empleada por casi
todas las proteinas que pertenecen a la familia
HBP, incluidas la hormona de crecimiento y la
prolactina (12). Una de las formas de regulacion
de la actividad de ciertas citocinas es la genera-
cion de formas solubles del receptor, las cuales
actuan en su mayoria como proteinas de union
(transportadoras), inhibiendo la unién del ligando
a su receptor de membrana (13-15). Sin embargo,
se han atribuido a estas proteinas otras funciones
de caracter agonista, como son el incremento en
la estabilidad del ligando, la disminucién de la
degradacion y el aumento de la vida media del
mismo (15).

La hormona de crecimiento se encuentra en la
circulacion principalmente enlazada a dos proteinas
de unién de alta y baja afinidad, de las cuales la
de mayor afinidad corresponde al dominio
extracelular del receptor (16) que es generada por
protedlisis del receptor en humanos (17-18)y por
splicing alternativo en roedores (19). Esta protei-
na tiene importantes implicaciones en la distribu-
cién y en las acciones fisiologicas de la GH. Para
la prolactina, se ha identificado una proteina de
union en leche de conejo (20) y en leche humana
(21), que probablemente corresponden al dominio
extracelular del receptor de prolactina. En suero
humano (22) y de rata (23), se ha detectado una
proteina con capacidad de unidn a la prolactina,
pero que, de acuerdo con el peso encontrado y la
secuencia en su estructura primaria, no corres-
ponde al dominio extracelular del receptor.
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La hormona de crecimiento y la prolactina han sido
relacionadas con el cancer de seno y el embarazo.
Se ha encontrado que las pacientes con cancer
de seno presentan una concentracion elevada de
hormona de crecimiento (24) y que las lineas ce-
lulares de cancer mamario (MCF-7 y T47D) tie-
nen un elevado numero de receptores de prolactina
(25). Se ha establecido, ademas, el caracter
mitogénico de la prolactina y de la hormona de
crecimiento en lineas celulares derivadas de can-
cer de seno y en cultivos primarios (26), en tanto
gue en embarazo, el crecimiento del feto esta fun-
damentalmente regulado por la variante para la
hormona de crecimiento (hGH-V), la cual presen-
ta una pequefia diferencia estructural con la for-
ma normal y cuya concentracion se incrementa
en la gestacion (27). La prolactina, como se dijo
antes, esta directamente involucrada con la pre-
paracion de la glandula mamaria para la lactancia.

En este estudio se pretendid establecer el perfil
electroforético para las GHBP y PRLBP en suero
humano y de mujeres en embarazo y con cancer
de seno, empleando un nuevo metodo de purifica-
cion 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 cancer de seno en estados 3y 4
(metastasis) sin ningun tratamiento previo, con
edades entre 30 y 60 afios y que asisten a con-
sulta en el Instituto Nacional de Cancerologia de
Santa Fe de Bogot§;

2) mujeres en estado de embarazo, con edades
entre 15y 18 afios, y

3) mujeres sin ninguna patologia 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 analisis, se hicieron mezclas o pools de cada
uno de los grupos de estudio.

Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes:
- U5, anticuerpo monoclonal dirigido contra el
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dominio extracelular del receptor de prolactina de
rata (Affinity Bioreagents, Inglaterra);

- GHR286, anticuerpo monoclonal contra el receptor
de hormona de crecimiento (Pharmacia, Suecia);
-antilgG-ratdn conjugado a peroxidasa
(Amersham, Inglaterra);

- T6 y Mab7c3, anticuerpos monoclonales contra
el receptor de PRL de rata;

- anti-PRL policlonal contra el PRLR obtenido en
gallina.

Estandares
Se utilizaron los siguientes:

- proteina de unién a PRL recombinante (rPRLBP),
(Pharmacia, Suecia);

- proteina de unién a GH recombinante (rGHBP),
(Pharmacia, Suecia), y

- GH-Sepharosa, (Pharmacia, Suecia).

Deteccion de la proteina de unién
a prolactina en suero

La deteccion de la proteina de union a PRL en
suero se llevé a cabo por Western blot, usando
como primer anticuerpo el U5, el cual reacciona
con los receptores de prolactina humanos. El con-
tenido de proteina se determino por el método de
Bradford (28). La metodologia empleada se baso
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 12y 10%, respectivamente. Lue-
go, las proteinas se inmovilizaron por transferen-
cia a membranas de nitrocelulosa (0,2 um) y se
incubaron durante toda la noche a 4 °C en TBS
(buffer tris-salino, pH 7,4) que contenia BSA (al-
bimina sérica bovina) al 1%. La membrana se
incubo con el primer anticuerpo U5 (1 mg/ml) en
TTBS-BSA 1% (buffer tris-salino con Tween y
BSA), durante una hora a temperatura ambiente,
seguido por tres lavados con TTBS. La incubacion
con el segundo anticuerpo (anti-lgG ratén conju-
gado a peroxidasa) se realizo durante una horaa
temperatura ambiente usando una dilucion 1:3.000
y se preparo en las mismas condiciones emplea-
das para el primer anticuerpo. Luego, se realiza-
ron 4 lavados con TTBS y se reveld lamembrana
por quimioluminiscencia de acuerdo con las ins-
frucciones del fabricante (Enhancer Chemi-
fuminiscence, Amersham).
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involucrado hormonas como la prolactina, la
hormona de crecimiento y sus respectivos
receptores (31). La identificacion de las diferentes
isoformas para los receptores de prolactina (32) y
para la hormona de crecimiento (33) han sido
descritos en lineas celulares derivadas de cancer
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 generacion de formas
solubles de sus receptores, las cuales retienen la
capacidad de unién a sus respectivos ligandos y
permiten modificar la concentracién libre del
ligando, actuar como proteinas estabilizadoras y
transportadoras e inhibir la asociacion ligando/
receptor.

Hace ya algunos afios, se evidencio la existencia
de proteinas de union para GH y para prolactina
en suero humano. El papel exacto que
desempefian estas proteinas en suero no ha sido
aun completamente elucidado, de ahi la
importancia de determinar las variaciones en l0s
niveles de las proteinas de union en condiciones
donde las hormoenas tienen un papel fisiologico
establecido. Como se observa en la figura 1, en
las muestras estudiadas se detectd una proteina
que es reconocida por 4 anticuerpos especificos
contra el receptor de prolactina. Esta proleina
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 si por puentes
disulfura (23), las cuales podrian corresponder a
las cadenas pesaday liviana de IgG (22).

Aungue la capacidad de unién de la proteina no
se probo en este trabajo, otros autores han
determinado que una inmunoglobulina con
caracteristicas semejantes a las aqui descritas
tiene capacidad de union por prolactina humana a
través de la subunidad de 50 kDa (22,34). Los
anticuerpos utilizados para la determinacion de
esta proteina, reconocen todas las isoformas del
receptor de prolactina y no presentan reaccién
cruzada con el receptor de GH, que es la proteina
estructuralmente mas cercana al receptor de PRL;
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portanto, se presume que la proteina identificada
en los sueros analizados presenta una estrecha
relacion 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 union en comparacion con las
ratas no tratadas (23). Los altos niveles de receptor
de prolactina en la glandula mamaria durante la
lactancia estan probablemente relacionados con
la existencia de proteinas de unidn en la leche
materna.

De acuerdo con lafigura 2, la proteina identificada
en los sueros no presenta cambios apreciables ni
en su naturaleza ni concentracion en los diferentes
grupos estudiados. Se podria pensar que debido
al aumento en el nivel de receptores de prolactina
en pacientes con cancer de seno y en estado de
embarazo, asi como el nivel sérico de la hormona,
podriallevar a un aumento en la concentracion de
la proteina de union. Este hecho, unido a la
incapacidad para purificar esta proteina utilizando
hGH, un conocido ligando del receptor de PRL, y
al peso molecular detectado, permiten concluir
gue esta proteina no es idéntica al dominio
extracelular del receptor, aunque estructural-mente
pueden estar relacionadas. La cuantificacion de
la proteina de union en las muestras biologicas,
asi como la determinacian de los niveles de PRL
libre y total sera de gran ayuda en la elucidacion
del papel de estas proteinas en pacientes con
diferentes condiciones clinicas.

Para la hormona de crecimiento, se han
identificado dos proteinas de unidn, una de alta y
otra de baja afinidad (16), de las cuales la proteina
de alta afinidad corresponde al dominio
extracelular del receptor con un alto grado de
glicosilacion. Esta proteina de union (GHBP) ha
sido aceptada como un miembro mas en el eje
GH/IGF-1. Los niveles séricos de GHBP han
servido como un indicador de anormalidades en
el eje de GH, ya que la determinacion del nivel de
receptores de GH en humanos es casi imposible
(17). Esta proteina presenta un peso de 60 kDa y
ha sido determinada en suero humano (18), de
mico (35), de rata (38), celulas IM9 (37),
condrocitos (38) y células Hep G2 (39), linea celular
de hepatoma humano, asi como en lineas celulares
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que han sido transfectadas con el cADN que
codifica para el receptor de GH de conejo (40). A
esta hormona se le han atribuido muchas
funciones como disminuir la depuracion metabolica
de GH prolongando su vida media, modular la
cantidad de GH libre y unida y la unién de la
hormona a su receptor de membrana (17). Los
efectos netos de la accidn de la proteina de union
se pueden reflejar en el aumenta de la accidn
biolégica de la hormona (efecto agonista)o en la
inhibicion de la misma (efecto antagonista),
aungue esta dltima no es la accién mas comun in
vivo (41).

Como se observa en la figura 3, el método descri-
to en este trabajo permiti¢ la purificacion parcial y
separacion por electroforesis de la proteina de
unién a GH en sueros humanos, cuyo peso 0sGi-
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 proteina de unidn
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 glicosilacion, lo que
explica la variacion en los pesos enconfrados. En
suero humano, la banda principal es de 60 kDa,
pero diferentes estudios han podido detectar
isoformas para esta proteina con pesos de 55 kDa
y 32 kDa (10).

Observando los resultados obtenidos en la purifi-
cacion parcial utilizando hGH-Sepharosa, la pro-
teina de unién 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 glicosilacion (ban-
das de 30 kDa y 27 kDa). Se sugiere que estas
ultimas pueden deberse también a protedlisis de
la proteina de mayor peso molecular, conservan-
dose la region de unidn al ligando y el epitope
reconocido por el anticuerpo empleado en su de-
teccion.

Cuando se realiza el ensayo de purificacién en
condiciones no reductoras (figura 4), se obtienen
las bandas de 60 y 30 kDa, pero esta Ultima pre-
senta una menaor intensidad. Esto puede deberse
a que fa ausencia de agente reductor no permite
la total liberacién de la proteina de union ligada a
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la resina. Sin embargo, la banda de alto peso
molecular sigue estando presente.

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 cancer 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 concentracion de GHBP en sangre
presenta variaciones de acuerdo con la especie y
con el estado fisiolégico. En ratones, se sabe que
el nivel del mMARN 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 comparacion 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 gque existe una relacion
inversa entre la concentracion sérica de GH y
GHBP (41).

El embarazo en humanos causa un incremento
en el contenido de GH sanguineo con un leve in-
cremento inicial en el nivel de GHBP que luego se
ve disminuido (27). Esto indica que la disminu-
cion en el nivel de GHBP podria estar causando
un aumento en la porcidn disponible de GH y que
de esta forma aumentaria la accion biologica de
la hormona. Se sabe, ademas, que la concentra-
cion materna en placenta de la variable de GH
(hGH-V) se incrementa a través de la gestacion y
gue es la hormona que en principio afecta mas
directamente el crecimiento fetal por lo que debe
estar en forma libre para poder unirse a su recep-
tor e iniciar su actividad biologica.

La hormona de crecimiento ha sido involucrada
con el desarrollo normal de la glandula mamaria
(43) y aungue la relacion existente entre el cancer
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 cancer se
encuentran elevados (24). Ademas, se han
detectado dos isoformas para el receptor de GH
en lineas celulares de cancer mamario (MCF-7 y
T47D) y tejidos, lo cual sugiere una accion
especifica en el desarrollo de tumores (33). Aligual
que para las muestras de embarazo, el nivel de









