
 

   

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
      

 
 

2. MOTIVACIÓN 
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Dentro de la investigación del eje distal de la GH:IGF-I, el estudio de los 

receptores de la hormona del crecimiento presenta muchas dificultades 

debidas principalmente a la limitada accesibilidad de la mayoría de los 

tejidos donde se expresan. La oportunidad de obtener en sangre 

periférica una medida indirecta del estado de los receptores de la GH ha 

sido posible gracias a la identificación y caracterización de la proteína 

transportadora de la hormona del crecimiento (GHBP) pues esta proteína 

tiene una estructura homóloga al dominio extracelular del receptor de la 

GH del cual deriva por separación proteolítica2,3 

 

Esta tesis nació por el interés de profundizar en el estudio fisiopatológico 

de esta proteína transportadora de la GH, como pieza importante del eje 

GH:IGF-I, a través de su determinación en dos áreas de investigación 

diferentes: los trastornos del crecimiento y las alteraciones de la 

nutrición. En el primer caso se escogió un grupo de niños y adolescentes 

con talla baja y velocidad de crecimiento disminuida de diferentes 

etiologías estudiando la determinación de GHBP como marcador de la 

insensibilidad a la acción de la GH. En segundo lugar se estudió esta 

proteína en un grupo de adultos con distintos estados nutricionales, 

profundizando en la relación de esta proteína con la leptina, una 

hormona también regulada por la nutrición.  Sin embargo, antes de iniciar 

el estudio en estos dos grupos de pacientes fue necesaria la elección de 

un método de determinación que ofreciera las garantías analíticas 

necesarias para poder realizar la determinación de GHBP en estos  

pacientes.  

Por ello, en el desarrollo de esta memoria, tras una introducción de los 

aspectos más destacables que se conocían sobre la GHBP al inicio del 
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trabajo presentado en esta tesis, se exponen los resultados obtenidos 

tras el desarrollo de los objetivos, divididos en tres capítulos basados en 

la elección del método de determinación, el estudio de la GHBP en la 

talla baja y el estudio de la GHBP en distintos estados nutricionales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 
 
1. Elección de un método para determinar la actividad de la GHBP 

plasmática comparando las características analíticas y los resultados 

obtenidos con dos ensayos de unión basados en la capacidad 

funcional de unión de la GH a la GHBP y que utilizan dos métodos de 

separación distintos: cromatografía líquida de alta precisión (HPLC)-

filtración en gel y adsorción con carbon dextrano. 

 

2. Determinación de la actividad de la GHBP de alta afinidad en un 

grupo homogéneo de niños con talla baja y velocidad de crecimiento 

disminuida para descartar un defecto del receptor de la GH como 

posible causa de su retraso de crecimiento. 

 

3. Estudio de la actividad de la GHBP de alta afinidad y de la 

concentración de leptina estandarizada en una población adulta con 

distintos estados nutricionales. 

 

4. Estudio de la relación GHBP-leptina en adultos con distintos estados 

nutricionales: Valoración de la leptina como posible factor de unión 

entre nutrición y el eje GH:IGF-I . 

 

 
 
 
 



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. RESULTADOS 
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4.1 ESTUDIO 1: ”Comparación de dos ensayos de unión para 
medir la proteína transportadora de la hormona de crecimiento 
(GHBP): Cromatografía líquida de alta precision (HPLC) y 
filtración en gel y adsorción mediante carbón dextrano” 

 
 
 
4.1.1 Resumen 

 

Tras el diseño inicial del proyecto de la presente tesis doctoral, la primera 

necesidad que surgió fue la de adaptar en nuestro laboratorio un método 

para la determinación de GHBP en suero. Se eligió un ensayo de unión 

pues queríamos utilizar un método que permitiera medir la GHBP 

funcionalmente activa, es decir, que tiene capacidad de unión a la GH. 

De entre los métodos de unión, seleccionamos dos que se diferenciaban 

en el modo de separar la fracción de GH-I125 libre de la ligada a la GHBP: 

separación mediante cromatografía líquida de alta precisión (HPLC)-

filtración en gel y mediante adsorción y precipitación con carbón dextrano 

(CD).  

 

En la cromatografía mediante HPLC y filtración en gel la separación entre 

la fase ligada y la libre se realiza en base a su diferente peso molecular. 

La fase libre tiene un peso molecular menor y queda retenida durante un 

mayor tiempo en la columna, mientras que la fase ligada tiene un peso 

molecular mayor y por ello su tiempo de retención es menor. De esta 

forma en el cromatograma aparecen diferentes picos que corresponden 

a las diferentes fases ligadas o no. Puesto que la GH-I125 se une  tanto a 

la GHBP de alta como a la de baja afinidad y éstas tienen diferentes 
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pesos moleculares en el cromatograma, los picos correspondientes a 

estas fases ligadas también tienen diferentes tiempos de retención y por 

ello es posible distinguir entre ambas. 

 

En el método de adsorción con carbón dextrano, el carbón activo atrapa 

la fase libre, mientras que los complejos GHBP:GH-I125  quedan en la 

solución. Tras una centrifugación, el carbón sedimenta en el fondo del 

tubo con la fase libre, mientras que la fase ligada queda en el 

sobrenadante que se decanta. 

 

• Marcaje de la GH 

 
En los ensayos de unión la pureza del ligando marcado es un factor 

muy importante, esto junto con la necesidad de obtener una actividad 

específica relativamente alta nos llevó a marcar la GH en nuestro 

laboratorio. La GH recombinante se marcó con [I125]Na mediante el 

método de cloramina-T modificado. Tras el marcaje fuenecesario 

realizar una purificación mediante cromatografía de filtración en gel en 

columnas de Sephacryl 200 HR (55 x 1.6 cm). Esta purificación se 

repitió semanalmente y sólo se utlizó la GH-I125 durante las cuatro 

semanas posteriores al marcaje. La actividad específica osciló entre 

60-100 µCi/µg. 
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• Calibración de las columnas de filtración en gel 
 

Tanto las columnas de Sephadex utilizadas para purificar la GH-I125 

como la columna para HPLC Protein Pack 300 sw se calibraron con 

marcadores de diferente peso molecular para averiguar los tiempos 

de retención correspondientes a los diferentes pesos moleculares. 

Para ello se utilizaron los siguientes calibradores de peso molecular 

conocido: azul dextrano (200 k), ß-amilasa (66 k), anhidrasa 

carbónica (29 k) y citocromomo C (12,4 k). 

 

• Determinación de la actividad GHBP 
 

HPLC-Filtración en gel: La actividad GHBP se midió con HPLC-

filtración en gel siguiendo el método de Tar y cols13. Tras incubar el 

suero con una cantidad de GH-I125, la mezcla se inyectó en el 

cromatógrafo, recogiéndose el eluido en fracciones de 30 segundos, 

durante media hora. Se procedió al contaje manual de la 

radioactividad presente en cada fracción y a su representación 

gráfica, obteniéndose un cromatograma en el que se separaban 3 

picos con diferentes tiempos de retención correspondientes a las 

fracciones en orden de peso molecular decreciente. El primero de 

ellos, con un tiempo de retención menor, correspondía a la fracción de 

GH-I125 unida a la GHBP de baja afinidad (pico I), el segundo pico 

(pico II) a la GH-I125 unida a la GHBP de alta afinidad, finalmente el 

tercer pico (pico III) correspondía a la GH-I125 libre. Para valorar la 

unión no específica (NSB, non-specific binding), para cada suero se 
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realizó paralelamente una incubación con GH-I125 añadiendo un 

exceso de GH no marcada que desplaza a la GH-I125 de su unión a la 

GHBP. El porcentaje de unión de la GH-I125 a la GHBP se calculó 

dividiendo la radioactividad presente en el pico II respecto a la suma 

de radioactividades de los picos I, II, III. La actividad de la GHBP 

presente en el suero se expresó como el porcentaje de unión 

específica, calculada como la diferencia entre la unión total 

(incubación sin exceso de GH fría) y la no la específica (incubación 

con exceso de GH fría). 

 
Adsorción con carbón dextrano: La separación mediante carbón 

dextrano se realizó siguiendo el método de Amit y cols29. Tras 

incubar el suero con  GH-I125 en ausencia  (unión total) o presencia 

(unión no específica) de un exceso de GH fría, se procedió a separar 

la fase ligada de la libre añadiendo carbón dextrano, centrifugando y 

decantando el sobrenadante. La radioactividad presente en el 

sobrenadante representa la unión de la GH-I125 a la GHBP y se 

expresa como el porcentaje sobre el total de GH-I125 incubada en la 

muestra (radioactividad del precipitado + radioactividad del 

sobrenadante). El porcentaje de unión específica (unión total menos 

unión no específica) representa la actividad de la GHBP presente en 

el suero. 
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• Estudio de la imprecisión 
 

Como material control, se utilizaron dos mezclas de sueros 

correspondientes a adultos con peso normal y mujeres obesas, de 

este modo se obtuvieron dos controles con actividad GHBP media y 

alta respectivamente. Para poder comparar los coeficientes de 

variación de los dos métodos de separación, los resultados obtenidos 

en el material control se expresaron en cada método como unión 

específica relativa (% RSB, relative specific binding). Esta unión 

específica relativa se calculó dividiendo la unión específica de cada 

control individual (controles de actividad GHBP alta o media) 

procesados en cada serie por la media de los resultados obtenidos en 

todos los controles de actividad GHBP media analizados durante el 

estudio. 

 

En nuestro estudio se utilizó GH-I125 procedente de 5 marcajes 

diferentes y no se encontraron diferencias significativas en los 

coeficientes de variación interseriales totales, intra e intermarcaje de 

ambos métodos.  

 

• Estudio de la interferencia por GH endógena 
 

Para cada método de separación, se realizaron curvas de 

desplazamiento de la unión GHBP:GH-I125 incubando cantidades 
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crecientes de GH fría con las dos mezclas de suero utilizadas como 

control. De este modo se obtuvo que para ambos métodos a partir de 

una concentración sérica de GH ≥ 7 ng/ mL el desplazamiento de la 

unión del GHBP por la GH-I125 era significativo. En las muestras 

analizadas que presentaban concentraciones de GH superiores se 

realizaron las correcciones oportunas.  

 

• Cálculo de la constante de afinidad y de la capacidad de unión 
máxima  

 

El análisis de los datos obtenidos en las curvas de desplazamiento 

mediante la representación Scatchard, nos permitió el cálculo de la 

constante de afinidad y de la capacidad de unión máxima con ambos 

métodos, obteniéndose resultados similares. Con el método de HPLC 

se obtuvieron unas constantes de afinidad (Ka) de 0,65±0,06 y 

0,35±0,2 x109 mol/L-1 en las mezclas de suero de actividad GHBP 

media y alta respectivamente; mientras que con el método CD se 

obtuvieron unas Ka de 0,51±0,2 y 0,37±0,11 x109 mol/L-1 para las 

mismas mezclas de sueros. Las capacidades de unión expresadas en 

nmol/L de suero, con el método HPLC fueron de 0,79±0,2 y 3,16±0,1 

para las mezclas de actividad GHBP media y alta respectivamente; 

mientras que con el método de CD, fueron de 0,98±1,2 y 3,63±0,19 

para las mismas mezclas de suero. 
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• Comparación de los resultados de GHBP obtenidos con los dos 
métodos 

 

Un total de 62 muestras de suero procedentes de niños y adultos, se 

analizaron con los dos métodos de separación, obteniéndose una 

correlación estadísticamente significativa de los resultados de GHBP 

obtenidos (r=0, 77, p<0,001).  

 

El método de separación mediante carbón dextrano no permitió 

cuantificar la GHBP en una paciente desnutrida, debido a la mayor 

unión no específica (NSB), mientras que con el método de HPLC se 

pudo cuantificar. 

 

El presente estudio muestra que la determinación de GHBP por dos 

ensayos de unión con diferente método de separación, HPLC y 

adsorción con carbón dextrano da resultados comparables y tienen unas 

características analíticas similares. El método de HPLC es un método 

más caro, laborioso y precisa una instrumentación compleja mientras 

que el método de separación con carbón dextrano es más simple, rápido, 

puede ser aplicado a un número mayor de muestras en una misma serie. 

Sin embargo, únicamente el método de separación con HPLC y filtración 

en gel mide la actividad GHBP de alta afinidad de forma específica y será 

el que utilizaremos para obtener los resultados de los estudios 

posteriores.  

 

4.1.2  Artículo 



 

   

 



 

   

 



 

   

 



 

   

 
 



 

   

 



 

   



 

   

 



 

   

 



 

   

 



 

   

 



 

   

 



 

   

 
 



 

   

 



 

   

 



 

   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




