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RESUMEN

En una gran variedad de -especies de vertebrados se han identificado variantes moleculares de la
hormona del crecimiento (GH) en la hipdfisis, circulacion, placenta y otros tegjidos, En €l pollo se han
identificado diversas formas que pueden ser producto de modificaciones postraduccionales Aunque €
mondmero de 22 kDa es la forma mas abundante, algunas variantes presentan actividad biol égica especifica o
bien, diferencias en la potencia o en la afinidad por € receptor para GH. Laproporcion de las distintas formas
moleculares de la GH contenidas en la hipéfisis cambia durante |a ontogenia por- 1o que se piensa que pueden
estar reguladas diferencialmente En este trabgo se evalud e efecto de la hormona liberadora de la GH
(GHRH) sobre la liberacion de las variantes moleculares de cGH en dos sistemas in vitro: en cultivo de
hipéfiss completas y en cultivo primarios de cédulas hipofisarias, utilizando SDS-PAGE e
inmunotransférencia, La GHRH estimulé la secrecion de la mayoria de las variantes de masa de la cGH
aunque la amplitud de este incremento no fue equivalente para todas las formas moleculares. Se encontrd un
efecto diferencial sobre la secrecion de las variantes de masa de GH en los dos sistemas utilizados,
particularmente sobre la forma monomérica (22 kDa) y la forma de 26 kDa (posible forma glicosilada) de la
cGH. En € cultivo de hipdfisis completas, la proporcién de la cGH de 26 kDa se incrementé 35% mientras
que la de 22 kDa disminuyé 31% después dd tratamiento con GHRH En los cultivos primarios de células
hipofisiarias la proporcion de la variante glicosilada se incrementé 43% mientras que € monoémero y €l
dimero diminuyeron a 22 y 29%, respectivamente, después del tratamiento con GHRH Activadores de las
- sefiales intiacelulares como el 8-bromo-AMPc y el PMA tuvieron efectos similares sobre la liberacién de la
forma glicosilada de la cGH, Asimismo, € tratamiento con TRH presentd un efecto equivaente a de la
GHRH sobre & monémero y la forma de 26 kDa Sin embargo, laionomicina (ionéforo de Ca?") increment6
la secrecion de cGH favoreciendo la liberacion de la forma monomeérica, Estos datos apoyan la hipétesis de
que las variantes de GH pueden estar bgjo un control diferencial y que los secretagogos hipotaldmicos de
cGH como la GHRH y la TRH favorecen la liberacion de una variante glicosilada de la hormona que posee
mayor: vida media en la circulacion,

ABSTRACT

Variants of growth hormone (GH) are present in most vertebrales. Chicken GH (cGH) undergoes post-
trandational modifications that contribute to its structural deversity, Although the 22 kDa fbrm of GH is the
most abundant, some other- variants have discrete bioactivities which may not be shared by others, The
proportion of cGH variants change during ontogeny suggesting they are regulated différentially The efféct of
growth hormone-releasing hormone (GHRH) on the reléase of cGH variants was studied in both pituitary
gland an primary cel cultures, employing SDS-PAGE, western blotting and densitometry GHRH (2nM, 2h)
stimulated the secretion of most of size variants of'cGH although the amplitude of increase was not equal for
each one A differentia effect on the secretion of GH size variants, particularly on the 22 kDa (monomer) and
26 kDa (putatively glycosylated) cGH isoforms was fbund in both systems. In the whole pituitary culture, the
proportion of the 26 kDa ir-cGH increased 35% while the 22 kDa decreased 31% afterr GHRH treatment in
comparrson with the controls In the primary cell culture system, the proportion of the glysosylated variant
increased 43% while the monomer and the dimer decreased 22% and 29%, respectively, d&terr GHRH
stimulation Activators of intracellular signdis such as imM 8-bromo-cAMP and \\xM PMA had a smilar.
effect to that obtained with-GHRH Other hypothalamic secretagogue of cGH such as TRH promotes the
reléase of 26 kDa form in the same way that GHRH However the tieatment with ionomycine promotes the
secretion of the monomer form Present data support the hypothesis that GH variants may be under
differential control and that GHRH promotes the reléase of glycosylated cGH variant that has an extended
halflife in circulation



INTRODUCCION

Los organismos pluricelulares son sistemas organizados en los que
grupos de células constituidos como 6rganos o tegjidos se han especiaizado en
determinadas funciones. Larelacion que existe entre un ser-vivo y e ambiente
gue lo rodea produce cambios en e individuo, los cuaes generan una
respuesta de diferentes tipos celulares, que aunque realicen tareas distintas
estdn coordinados para integrar: la actividad organica en todos los procesos
basicos de la vida, Ello es posible gracias a la comunicacion celular, que
generalmente ocurre a través de mecanismos eléctricos y quimicos, La
comunicacién quimica en los vertebrados se lleva a cabo utilizando distintas
vias de acuerdo con'la distancia que recorre la sefial entre una céulay otra; en
una via la sefid es transferida a través de comunicaciones directas entre las
células; en otra € mensgero es secretado y gerce su influencia en una célula
cercana Otra viamas es la comunicacion endocrina en la que la célula blanco
se encuentra a una distancia considerable y e mensgjero, llamado hormona,
vigiaatravés del sistema circulatorio parallegar a tejido blanco,

En todos los animales, las células endocrinas y nerviosas trabgjan juntas
para coordinar las diversas actividades de los millones de céulas que
constituyen a un individuo [Hade 1991], Un buen gemplo de esto son los
procesos como € crecimiento y desarrollo, que estan regulados por la
interaccion concertada de los sistemas neuroendocrino y nervioso,. Uno de los
mensgjeros quimicos importantes en estos procesos es la hormona de
crecimiento (GH) que presenta efectos sobre e metabolismo de proteinas,
lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos y minerdes,, Ademas, tiene actividad
sobre la proliferacion y diferenciacion ceular, Estos efectos pueden st



directos sobre las células blanco 0 mediados por otros mensajeros regulados
por esta hormona, La GH se produce en la hipdfisis de todos los vertebrados y
recientemente se ha identificado en otros tejidos extrahipofisiarios [Havey, 1999,
La biosintesis de esta hormona esta regulada por factores que gercen un
control tanto estimulatorio como inhibitorio y estan relacionados con estados
fisiol6gicos como laedad, € sexo y la etapa reproductora, entre otros,. Aunque
la GH ha sido descrita e incluso secuenciada en una gran variedad de especies,
la regulaciéon de su sintesis, secrecion y funciones ha sido estudiada
principamente en mamiferos, evaluando a la familia de hormonas de
crecimiento como una sola entidad Es importante el estudio de esta hormona
en otras especies poique permite evauar la relacion entre la estructuray las
diferencias funcionales entre organismos, El pollo representa un modelo
experimental en e que se pueden andizar procesos fisiologicos a corto plazo
como por- gemplo & crecimiento y desarrollo, Ademas, es una especie con
ato valor comercial por & una fuente de proteina animal utilizada para e
consumo humano,, En € presente trabgjo, se estudiod la regulacion de la
secrecion de las variantes moleculares de la GH de pollo (cGH) en dos
condiciones experimentales que permitieran un acercamiento a los
mecanismos involucrados en la sintesis de las isofbimas de esta hormona, El
pollo representa un modelo experimental que permite comparar.  diferencial
funcionales

HORMONA DE CRECIMIENTO
Evolucion

Todos los seres vivos son similares a nivel molecular, usan los mismos
20 aminoacidos en sus proteinas y los mismos nucledtidos en el ADN y ARN,
Aungue hayan surgido diferencias fisicas y funcionales entre los organismos
durante la evolucion, las similitudes bioguimicas basicas se han conservado,
aun entre los niveles de organizacién mas complgos,, Con este patron general
se puede postular que todos los organismos provienen de un ancestro comun
con caracteristicas bioquimicas bésicas comunes,, Se supone entonces, que la



diversidad entre los diferentes niveles de organizacion son resultado de
procesos evolutivos de divergencia, '

Colectivamente, las proteinas proporcionan abundante informacion
acerca de la historia de la evolucion. Igualmente, las variaciones evolutivas de
las proteinas proporcionan mucha informacion acerca de las proteinas mismeas,
La divergencia evolutiva entre diferentes especies da como resultados muchas
variantes de una misma molécula, todas esencialmente con la misma funcion
biologica pero con diferente secuencia de aminoacidos,, Estas diferencias y
similitudes reflgan las relaciones que existen entre la estructura y la funcion
de esas proteinas,, La comparacion de las estructuras resulta entonces de gran
importancia para € entendimiento de sus funciones y de su evolucién [Qagin
1993).

En e caso particular de la GH, ésta pertenece a una familia de hormonas
peptidicas producidas principalmente por la glandula hipdfisis de todos los
vertebrados y por las placentas de mamiferos, Aungue estas proteinas estan
relacionadas estructuralmente, presentan gran diversidad de funciones, La
familia esta condtituida por la GH, la prolactina (PRL), € lactogeno
placentario (PL) en roedores y ungulados o somatotropina coridnica humana
(CS) en primates, la somatolactina (SL), la proliferina (PLF), las proteinas
relacionadas (bovino) o parecidas (rata) a la prolactina (PRP), las proteinas
relacionadas con la proliferinay las relacionadas con la GH [RadWeas, 1993,
La homologia estructural entre la GH y la PRL apoya la sugerencia de Bewley
y Li, quienes en 1970 propusieron que estas hormonas derivan de un gen
ancestra comdn,, En 1971 Nidl™ y colaboradores demostraron que la CS
presenta un 86% de homologia con la GH humana por. o que se propuso que
proviene de la duplicaciéon del gen de la GH,, Sin embargo, en otras especies
como € ratdn, rata, hamster, ovino y bovino las sustancias lactogénicas
placentarias llamadas "PL" presentan alta homologia con la PRL indicando la
divergenciaapartir.de esta hormona [Scanes 195,

Por otro lado la SL, gque ha sido identificada solo en peces, presenta ata
homologia con la PRL y con la GH o que sugiere unaviamas en la evolucion
de la familia, Con base en la comparacion de las secuencias, algunos autores



piensan que pudo haber derivado del gen de la GH poique presentan entre el
25y 27 % de homologia, mientras que con laPRL del 19 a 20 %, aunque su
estructura tridimensional tiene gran similitud con esta Ultima, Se considera
también, la posbilidad de que la SL derivd independientemente como
producto de una primera duplicacién viable del ancestro comin. La ausencia
de esta hormona en otros vertebrados puede explicarse por un lado porque no
se expr% el gen o bien porque se produjo una delecion durante la evolucion
entrelos peces pulmonadosy losanfibios,, [Scanes 1996 RadiWeas, 1993 My 199,

En € siguiente esquema se muestra € arbol filogenético propuesto a
partir de estudios basados principalmente en la homologia de la secuencias de
los miembros de la familia GH-PRL.

GHV CS | PL PL
(primates) (roedores) (ungulados)

Somatolactina

- (peces) PRL

GH

GH ancestral PRL ancestral

—
Duplicacion del gen

Gen ancestral PRL/GH
Figura 1 Arbol filogenético hipotético de ia familia GH-PRL [Harvey, 1995]

Algunos autores apoyan la hipétesis en la que se plantea que €l proto-gen
‘GH-PRL pudo haber derivado de péptidos pequefios através de la duplicacion
de exones, porque en la GH y en la PRL se han observado regiones internas
homologas [Nid, 19714, Se ha sugerido también que esta familia se origin6 a
partir del ancestro de la insulina 0 de una serina proteasa debido a ciertas
similitudes entre sus secuencias [Addsn 1971]..



Ademas, se cree que la duplicacion del gen de GH-PRL sucedio antes de
la divergencia entre los peces 6seos y los cartilaginosos.. Sin embargo, existen
evidencias de la presencia de proteinas con inmunorreactividad semejante a
GH o PRL en algunas especies de insectos [Hasn, 1983 Veadrg 1985 Simid 1989
1990 y moluscos [Snvimen 1985, S 1o anterior se confirma con la identificacion
de las secuencias de aminoécidos, se podria sugerir que la divisiéon entre las
dos hormonas sucedi6 antes de la division entre los protostomados y
‘deuterostomados, hace mas de 590 millones de afios [Scanes 19965,

Estructura

La GH se sintetiza como una prehormona de 225 residuos de
aminoéacidos y la hormona madura esta4 formada por una cadena de cerca de
191 aminoacidos (dependiendo de la especie), contiene un asa central grande,
asi como un asa pequefia cercana a extremo carboxilo terminal, ambas
formadas por' puentes disuliuro localizados en los residuos 57-165 y 182-189
(ver figura 2), La forma mas abundante de la hormona en la mayoria de las
especies tiene un peso molecular- (PM) aproximado de 21,000 a 22,000 Da, Su
estructura tridimensional ha sido determinada por- difraccién de rayos X de las
GHs porcina'y humana [Gdin 1995, Esta constituida por un 50% de a-hélices
distribuidas en 4 a-hélices antiparalelas que se encuentran en los segmentos 7-
34, 75-87, 106-127 y 152-183, y cada una presenta un caracter anfifilico
diferente, siendo la hélice 4 la mas hidrofobica [AlcdMegid 1987, Scanes 1999
Estos segmentos contienen 4 dominios (Agn, Beh, Con Y Dgn) atamente
conservados en la escala filogenética, siendo € segmento 164-187 € mas
conservado. Los cuatro dominios se han identificado en todos los vertebrados,
corresponden a las posiciones 13-33, 54-94, 113-132 y 157-187 y se
encuentran separados poi dominios variables o deleciones,. Los dominios Agn»
Ben ¥ Con corresponden a a-hélices con un arreglo hacia € exterior. de la
molécula de GH, mientras que el dominio D¢y esta localizado en € interior. de
la molécula,, Este arreglo se ha encontrado en todas las GHs estudiadas hasta

d momento [Chen, 19% Havey, 1995
Particularmente, en las aves, se conoce la estructura primaria de la
proteinay del RNAmM del pavo, pollo y pato, siendo éstas casi completamente



homologas con una diferencia de 3 aminoacidos sustituidos y una delecion en
la secuencia de la GH ddl pato con respecto ala del pollo [Chen 1983 HUI, 1997,
En este ultimo la GH representa aproximadamente el 10% de la protema
hipofisaria total [Suke 1989; la prehormona contiene 216 residuos de
aminoé&cidos y la hormona madura 191 aminoacidos, Los puentes disulfuro
estédn formados por cisternas localizadas en las posiciones 53-164 y 181-189,
Su peso molecular aproximado es de 22 kDay su punto isoeléctrico (pl) de
5,1 [Ar&mburo, 1993, HuJ 1997J,

Figura 2. Estructura primaria de la GH de pollo,

Esta ampliamente aceptado que la GH presenta dos sitios de union al
receptor, El sitio 1 de la GH se une a una molécula del receptor para GH, Este
stio esta congtituido por la region que va ded centro hacia e extremo
carboxilo de la hélice 4, los residuos 54-74 de una asay parte de la hélice 1;
subsecuentemente el sitio 2 de la GH se une a otra molécula del receptor para
GH con menor- afinidad e incluye la parte del extremo amino terminal de la
hélice 1, lahélice 3y losresiduos 12, 16 y 19 [Qumirgam 191] (ver figura 3).. La
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dimerizacion del receptor es aparentemente indispensable para iniciar la
activacion de la transduccion de la sefid intracelular, y este mecanismo de
unién sucede cuando la GH se une tanto a los receptores somatogénicos como

alos lactogénicos [Gdiin 1999,

Figura 3, Sitios de unién al receptor de GH [ modificado deCunningham, 1991],,

Diferentes estudios han aportado evidencia sobre la importancia de la
hélice .3 en la actividad bioldgica de la GH,, El segmento anfifilico entre los
residuos 109 a 126 contienen una glicina (119) que esta conservada en todos
los vertebrados y es determinante en algunos efectos de la GH estudiados
como son: la secrecion del factor de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-1)
hepatico, € efecto tipo insulinay lalipdlisis [Seanes 1996 Chen, 1995], Ademas, en
estudios con ratones tiansgénicos en |os que se expresa una muiante de la GH
bovina con la sustitucion de la Glu-117 por- una leucina, la Gly-119 por una
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argininay laAla-122 por aspartato, se encuentran deprimidos el crecimiento y
las concentraciones de IGF-I circulante, 1o que sugiere que este andlogo de
GH actia como antagonista funcional de la misma hormona [Scanes 1996, Al
parecer, la participacion de esta Gly-119 consiste en mantener una hendidura
entre la hélice 1 y 3 después de la interaccion con la primera molécula del
receptor y permitir asi la interaccion con algunos residuos del segundo

receptor [Gdfin 1999].
Variantes moleculares de la hormona de crecimiento

La GH esta constituida por una familia de proteinas homologas pero no
idénticas entre 5 [Ararbug 1993 Hadm, 1983, Este complejo patrén de variacion
estructural ha sido descrito en mamiferos [Hat, 1984 Lenis 1984, aves [Ardriug
1989, 198 Bagimren 1967, Hous, 198, reptiles [Yeaoh 1989, anfibios [Mates 1989 y
peces [Kanaudi, 1989, y se ha postulado que puede contribuir a la diversidad
funcional de la hormona, Aunque la informacién sobre la caracterizacion
bioquimica y fisioldgica de las variantes-moleculares de la GH se encuentra
dispersa y fragmentada, existen diversos tipos de estudios que proporcionan
evidencias sobre su importancia funcional Por:un lado se han descrito algunos
de los mecanismos através de los cuales ciertas variantes son sintetizadas y se
ha observado que son secretadas en diferentes proporciones dependiendo del
estado fisiologico del animal Ademas, existen algunos datos sobre su
actividad bioldgica y se conocen gemplos de especificidad de funciones o
diferencias en la potencia de sus efe'ctos“

La fuente de heterogeneidad de la GH puede estar relacionada con la
multiplicidad genica, el procesamiento diferencial del RNA mensgero,
modificaciones postraduccionales y modificaciones postsecrecion.,

a) Multiplicidad génica

Durante mucho tiempo se pensd que existia solo un gen que codificaba
parala GH en todos los vertebrados,. Sin embargo, desde hace varios afios se
identificaron dos genes en los humanos gue codifican para dos GHs muy
gmilares,, Al primero se le denomina normal o hGH-N y se expresa en la
hipéfisis; e segundo se expresa en € sincitiotrofoblasto de la placenta y en
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testiculo, d cua = le llama variable 0 hGH-V [Fakere 197, Liddieoa, 1989,
Untagessy 1996, La proteina resultante de la expresion de este ultimo difiere de
la hGH-N por 13 aminoécidos y presentan un 92 % de homologia, Esta
constituida por' 191 aminoacidos, su PM es de aproximadamente 22 kDa, es
mas béasica que la hGH-N, se encuentra glicosilada y contiene un Unico sitio
de glicosilacion tipo N, se une a los receptores tanto de PRL como de GH y
con ayuda de agunos bioensayos se ha observado que es biol6gicamente
activa [Hamen 1988 Ry, 1990, Baumam 1991], También en la hipofisis de humanos s
ha identificado un péptido glicosilado de 12 kDarelacionado con la GH y por
Su secuencia se cree que es producto de un gen diferente a de la hGH-N y
hGH-V [Digz, 1993,

Ademas, en algunos peces 6seos (esturion, salmon y anguila) [Kanaud,
1955 Yaarh 192 Yaregh, 19817 y anfibios (rana) [Matas 1987 < han identificado
dos genes que codifican parala GH y se expresan en la glandula hipéfisis,. La
estructura primaria de ambos genes es muy smilar a la GH de otros
vertebrados y sus productos se conocen como GH-I y GH-Il. En los
esturiones, ambas contienen 190 residuos de aminoacidos, dos puentes
disulfuro en los residuos 52-163 y 180-188, difieren entre si por sdlo 3
aminoacidos y a comparar la secuencia con otros vertebrados presentan
mayor’ homol ogia con los tetrdpodos (63-76%) que con los teledsteos (salmon
y anguilas entre otros) (42-63%) [Yaarh 1999,

b) Procesamiento diferencial de RNA mensajero,,

En roedores y humanos se han identificado diferentes RNA mensgjeros
(RNAmM) producto del gen de GH. El gen de lahGH-N produce tres RNAmM y
las proteinas resultantes son la hGH de 22 kDa con 191 residuos de
aminoéacidos; una de 20 kDa, que presenta una delecidon en € exén 3 de 45
nucledtidos y de 15 aminoécidos correspondientes a segmento 32-46 de la
secuenciay representadel 5 a 10 % del mondmero sintetizado en la hipofisis;
y findmente unavariante de 17,5 kDa [Lens 197819922000, Maath 1983 Fdmesdfe,
199, La forma de 20 kDa también se ha identificado en roedores y una
variante de 17,5 kDadelahGH en lahipdfisis [Srhg 1984, Leaonie 1987,



Otias formas moleculares de GH identificadas son producto del gen de la
hGH-V, un RNAm con 800pb que produce una proteina de 22 kDa, otro de
1250pb que mantiene €l intron D (hGH-V2), aunque no se ha identificado la
proteina, podria codificar- para una proteina de 230 aminoécidos, y otro més
reconocido en el testiculo que mantiene también parte del intron D y codifica
para una posible proteina de 25 kDa con 219 aminoéacidos, la cua pierde €l
sitio de glicosilacion presente en la hGH-V en los residuos Asn 140 Y adquiere
otro en la posicion 148, a esta forma molecular se le conoce como GH-

Vdeltad [Ray, 1989 Untergessr, 1999,
¢) Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales de la GH identificadas incluyen la
agregacion u oligomerizacion, desamidacion, protedlisis con o sin reduccion,
glicosilacion, fosforilacion y acetilacion,

Hasta ahora todas las formas moleculares de la GH en aves parecen
derivar’ de modificaciones postraduccionales y existen evidencias suficientes
de que existe una serie de vanantes de masa tanto en la adenohipofisis [Ardrug
1990, Houam, 1989 como en d plasma [Matid, 199,

En la glandula de todas las especies estudiadas, € analisis mediante la
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) bgo condiciones no reductoras
revela que predomina la forma monomerica de la hormona (22 kDa) [Arartug
1990 Bauram X, Sin embargo, las formas diméricas y otros oligdmeros
pueden representar €l 40 % de la GH secretada a plasma en humanos,. La
degradacién de los dimeros de laforma de 22 kDay 20 KDaesmés lenta(5 y
2 veces menor) que la de sus respectivos monomeros,. Por esta razon es
comprensible que la proporcion de oligdmeros sea mucho més elevada en €
plasma que en la hipéfisis [Bauram 1983, Se piensa que los dimeros de GH
identificados en mamiferos y aves se unen por puentes disuliuro
Intercatenarios 0 uniones no covaentes,. Sin embargo, aunque no se conoce la
naturaleza de la unién, se ha observado en pollos y humanos la presencia de
dimeros posiblemente unidos covalentemente [Arariug C y Scanes CG ddos no
plicadd, Cuando la electroforess se hace en condiciones reductoras
~ desaparece la mayor parte de las formas de ato peso molecular, se incrementa



la proporcion del monémero y peimanece una pequefia cantidad de dimero
resistente a la reduccion.

De modo adicional, se han encontrado variantes de masa que
posiblemente sean producto de un proceso proteolitico: una forma con un PM
de 25 kDa observada en condiciones no reductor as y un fragmento de 15 kDa
observada en condiciones reductoras en pollo [Aartug 1993, La presencia de la
variante de 25 kDa que posiblemente sea producto de un proceso proteolitico
sugiere una forma cortada de dos cadenas. Esta forma, a anaizarse en
condiciones reductoras, desaparece, y se incrementa la proporcion del
fragmento de 15 kDa, Por' estudios in vitro, se ha sugerido que enzimas del
tipo de la trombina y/o la colagenasa podrian estar involucradas en la
generacion de lacGH cortadain vivo [Ararug 1991; 19932001],

La GH glicosilada se ha identificado en la hipéfisis y en e plasma de
varias especies de mamiferos, en algunos peces 0seos, en € tiburon y en €
pollo, [Srhg 1967: Bagme 1987, Arartug, 1991, Martid, 1999, Estaforma glicosilada
en humanos, representa aproximadamente € 1 % de la hGH-N total [Seanes
195, Sin embargo existen evidencias -en humanos y ratas- de que la tasa de
glicosilacion de la GH hipofisiaria cambia en algunas situaciones fisioldgicas
relacionadas con la etapa reproductiva y € desarrollo fetal [Snhe 1987, 19907
i99d].. Por otro lado la hGH-V presenta un sitio de glicosilacién potencial tipo
N codificado por el exon 5 en laregion comprendida entre los residuos Asn 4o-
Glni-Thry, de su secuencia, La expresion de esta proteina se ha demostrado
en experimentos utilizando fibroblastos de raton C127 transfectados con el
gen de la hGH-V en los que se observO que se expresan dos proteinas
glicosiladas (24 y 26 kDa) ademés de la forma monomérica de 22kDa [Ry
1989, Otra forma encontrada en la hipéfiss de humanos es la variante de 12
kDa que también contiene en su secuencia un sitio consenso N de unién a
carbohidratos [Dizz, 1993, Aungue son escasos los reportes sobre la forma
glicosilada de la GH de vertebrados no mamiferos, estos sitios de glicosilacion
potencial se pueden observar’ en la region Asnss-CysSise-Thrige €n la mayoria
de las secuencias de las GHs de aves, reptiles, anfibiosy peces estudiadas y en
la region Asnu-Lyss-Thrsg en € caso del tiburon Sin embargo, se ha
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identificado una féima glicosilada de 24 kDa de la hGH-N que no contiene
este Sitio consenso, por lo que cabe la posibilidad que en los mamiferos una
parte de la GH hipofisiaria se encuentre asociada a carbohidratos a través de
unionestipo O [Hag 1999,

En € pollo se identificé una forma glicosilada de la GH (G-cGH) que
tiene un peso molecular' aparente de 29 kDa en condiciones reductoras.
Cuando esta forma molecular se andizd con diferentes criterios
electroforéticos se mostré que presenta heterogeneidad molecular,
encontrandose seis variantes glicosiladas con puntos isoeléctricos (pl) de 6.52,
6,7y 7.17 en las tres formas predominantes y todas ellas'con un PM de 29
kDa,. Esta forma se ha medido en & plasmay muestra variaciones de acuerdo
con la etapa reproductiva [Aariuo 191],

Por otra parte, cuando se analiz6 la GH de pollo (cGH) por electrofbresis
no desnaturalizante, se han identificado tres variantes de carga (0.23, 0.3 y
0,35) [Adrbug 198, Cuando se incrementa la resolucion utilizando
isoelectroenfoque y Western blot es posible identificar: de ocho a diez
variantes de carga [Arartug 1980, Hogon, 1988, algunas de las cual es parecen estar
reguladas durante d desarrollo de estos animales [Arariug, 2000 Hoson, 1953,

Otra modificacion postraducciona que contribuye a la heterogeneidad de
carga en una proteina es la fosforilacion, la cua le confirie caracteristicas méas
acidas a la molécula [Arartug 1993, Existen evidencias sobre la existencia de
formas fosforiladas de la GH en humanos, ratas, ovinos y pollos, Se ha
observado que la GH humana puede s fosfbrilada por- cinasas de tirosina en
los residuos Tyrxg ¢ 5 Y Tyrs [Bddnin 1983, En € pollo una proporcién
significativa de la hormona parece estar’ fosforilada [Adrtum 19894, v las cdulas
de la hipdfiss del pollo en cultivo primario pueden incorporar fosfato
radioactivo a la banda inmunorreactiva a cGH cuya liberacion es estimulada
por' la hormona liberadora de la GH (GHRH) [Adrtun 1990, Ademés, estudios
In vitro muestran que la hormona puede s fosforilada por- las cinasas de
proteinas A y G. [Adrtug 190, En d salmon la incubacion con fosfatasa
alcalina resulta en un cambio de carga lo que sugieré la presencia de GH
fosforilada [Sdbsi, 1990,



Efectos de la GH

La heterogeneidad molecular de la GH puede contribuir a explicar la
diversidad funcional de la hormona. Asi, se han descrito efectos metabolicos
directos que facilitan e crecimiento muscular y la conservacion de la glucosa,
y efectos sobre € crecimiento esquelético que son parciamente directos y
parcialmente mediados por € factor de crecimiento tipo insulina-l (IGF-I).
Entre los primeros se incluyen: la estimulacion de la lipdlisis, captura y
transporte de aminoacidos, sintesis de proteinas, inhibicion de la lipdlisis
estimulada por- adrenalina o por- glucagon, inhibicion de la lipogénesis
inducida por: la insulina, induccion de la resistencia periférica a la insulina
(efecto diabetdgeno) y participacion en la regulacion de la absorcion tubular
de agunos iones, Por otra parte, estimula & crecimiento lineal del esqueleto
participando en la diferenciacién de los precondrocitos, y promueve la
diferenciacion de preadipocitos, mioblastos y posiblemente de gran variedad
de tgjidos, incluyendo la placa cartilaginosa de la epifisis [Arartug 1993, En la
siguiente tabla se enlistan en general algunos de los efectos que se le han
atribuido ala GH,

Efectos fisiologicos de la GH

Efectos Referencias
Crecimiento corporal directo e indirecto Harvey, S. [59]
Liberacion ele IGF-I Harvey, S. [59]
Mitogénesis en osteoblastos Harvey, S. [59]
Adipogénesis (diferenciacion) Harvey, S. [59]
Angiogénesis Gould, J. [51]
Diabetégeno Harvey, S. [53]
Mantenimiento de la poblacién celular del tejido linfatico Harvey, S. [53]
Estimulacion del transporte de glucosa Harvey, S. [53]
Lipolisis Aramburo, C. [3]
Antipolitico inducido por glucagon Aramburo, C. [3]
Antilipogénico Harvey, S. [59]
Transporte de aminoacidos y sintesis de proteinas en musculo Harvey, S [59]
Produce un incremento en la masa muscular cardiaca, reduciendo la cdmara del ventriculo izquierdo. | Lombardi, G. [76]
Modulacion en la funcién reproductiva y maduracion sexual Harvey, S. [59]
Osmorregulacion Harvey, S. [59]
Estimula la liberacién de insulina Harvey, S. [59]
Influencia la tasa de produccion de T3 circulante (inhibicion de la actividad 5-D-lIl hepatica en pollos) | Harvey, S, [59]

Darras, V.M. [411

Efecto neuroendocrino (autorregulacion a través del hipotalamo) Harvey, S. [59]
Neuromodulador y proliferacion de neuronas y células guales Harvey, S. [59]




Heterogeneidad molecular y funcional de la GH

Se ha reportado especificidad de funciones para los distintos miembros
de la familia de la GH. En humanos, se ha visto que la isofbima de 20 kDa
br@enta actividad bioldgica,, Sin embargo, existe controversia en cuanto ala -
actividad biologica de esta forma reducida de la GH, por un lado porque las
dosis utilizadas en los experimentos son farmacolégicas y no fisiologicas y
por otro porque la GH de 20 kDa utilizada para los estudios es de origen
biosintético y hay que considerar -que las pruebas no son homologas [Lenis 200,
Aunque se propone que la variante de 20 kDa presenta menor- afinidad por' el
sitio 1 de union a receptor que € monodmero de 22 kDa [Wah 199, |a afinidad
para € sitio 2 de unién es mayor, por 1o que se considera que son igualmente
efectivas en estudios realizados con proteinas de union [Udidg 1999, Esto es
consistente con e hallazgo de afinidades equivalentes para ambas formas
moleculares de la GH utilizando células de ovario de hamster (CHO)
transfectadas con € receptor  para la hGH [Wah 197 o incluso una mayor:
potencia para la variante de 20 kDa en experimentos in vitro con células
Ba/F3-hGHR en las que se midio la expresion dd RNAm del IGF-I [Yadiz,
A0 En cuanto a sus efectos somatogénicos existen algunas contradicciones,
en estudios en tatas hipofisectomizadas parece sar- menos activa que la forma
de 22 kDa [Katyg 1987, sin embargo, en ratas con enanismo espontaneo o en
ratas normales tratadas con ambas formas moleculares no se observan
diferencias significativas en la ganancia de peso [ldikang 2000, Ademas, en un
estudio in vitro utilizando células tumorales de glandula mamaria (T-47D) se
observé que la variante de 20 kDa y la GH de 22 kDa mostraron efectos
contrarios sobre la proliferacion ceular. y sintesis de DNA [Fjkang 1998,
Reportes sobre los efectos metabdlicos de la GH de 20 kDa muestran que
presenta efectos diabetdgenos, tipo insulinay lipoliticos en ratones e in vitro,
utilizando la linea cdular' de adipocitos 3T3-I-hGHR, en la que se observo
gue la estimulacion es mayor que con la GH de 22 kDay que es un efecto
dependiente de la expresion de genes posiblemente através de la activacion de
laviade las proteinas STAT [Asch 2000,
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Se ha identificado que algunos fragmentos de la GH humana que
contienen e extremo amino termina poseen influencia hipoglucemiante,
incrementando el efecto de lainsulina, a diferencia del fragmento 172-191 de
GH humana, que tiene efecto hiperglucemiante y antilipogénico [Scanes 1994,

En € pollo, a menos dos variantes de carga (Rf = 023 y 0.3) presentan
diferente bioactividad en e metabolismo de lipidos: la 0,23 es esenciamente
lipolitica, mientras que la 0,3 manifiesta una actividad antilipolitica [Araruo
1989, 1999; sin embargo, ambas presentan una actividad somatotrépica
equivalente [Arartug 1993,

La hGH-V es secretada a la circulacion durante la gestacion,, En
bioensayos sobre ganancia de peso en ratas hipofisectomizadas se ha
observado que presenta la misma actividad que la hGH-N [Malexd 191], y se
sugiere que pueden unirse .con la misma afinidad a los receptores
somatogenicos porgue la diferencia entre sus secuencias no afecta los sitios de
union, por- lo tanto la interaccion se lleva a cabo utilizando € mismo
mecanismo molecular’ [Gdfin 1996], Esta variante también se une a receptores de
PRL y en algunos bioensayos se ha determinado su actividad mitogénica en
células Nb2.. Sin embargo, sus efectos metabdlicos parecen sar- equivalentes de
acuerdo con estudios in vitro sobre la oxidacion de la glucosay la lipdlisis en
~ tgiido adiposo de rata [Nidd, 1990, Mal.exd 191, Gaodven 1991], Se piensa que es la
responsable en parte de los efectos anabdlicos y somatotropicos en la unidad
feto-placentaria y en e anabolismo materno de la segunda mitad de la
gestacion en lamujer [Haren 1987,

En cuanto a la GH-I y GH-II identificadas en los salmones se ha
reportado que son bioldgicamente activas en estudios sobre ganancia de peso
en truchas arcoiris inyectadas con diferentes dosis de estas hormonas [Kanau,
1986; Y asuda, 1992; Yamaguchi, 1987],,

M ecanismo de acciéon dela GH

El receptor de GH (GHR) pertenece a la superfamilia de receptores
hematopoyetina/citocinas, en la que se encuentran también |os receptores de la
PRL, citocinas, interferon e interleucinas, entre otros, Se caracteriza por
contener- un dominio extracelular, un dominio membranal y uno intracelular
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[Hawg, 196 Cate 9y, 1999, Los GHR muestran heterogeneidad molécula: que
también puede contribuir con la diversidad funciona de la GH. EI GHR
presenta modificaciones postraduccionales tejido-especificas como la
glicosilacion y ubiquitinacion,, Ademés, por edicion aternativa se producen
transcritos y proteinas de diferente tamaiio, A través de estudios con
anticuerpos monoclonales se han identificado subtipos de GHR en algunos
tgjidos, como €l higado y € tejido adiposo, y comparando la unién de estos
receptores en dichos érganos con las formas 22 y 20 K de GH humana, se
encontraron diferencias en su capacidad de union [Hawey, 1995,

La GH se une secuencialmente a dos moléculas de su receptor, causando
su dimerizacion y cambios estructurales importantes para la funcién de la
hormona [Gdfin 199G, Estos cambios generan la union del GHR y unatirosina
cinasa de la familia Janus (JAK?2), promoviendo la fosforilacion de ambos en
los residuos de tirosina por la misma JAK2, Esto produce la asociacion y
activacion de una cascada de proteinas, en la que participan las proteinas SHC,
Grb2, posiblemente proteinas como Sos, Ras, Raf'y posteriormente las cinasas
de proteinas asociadas a microtubulos, activadoras de la mitosis o reguladas
por una sefia extracelular (cinasas MAP/ERK) (Figura 5) [Scanes 1996 Catar Sy
1989 Las proteinas Ras y Raf son proteinas codificadas por proto-oncogenes
gue han sido relacionados con la proliferacion cdular;, La fosforilacion de
estas cinasas produce la activacion de otras cinasas, fbsfolipasa A2, proteinas
dd citoesgueleto y factores de transcripcion como los conocidos de respuesta
temprana Fos y Jun, que son factores de transcripcion involucrados en €
crecimiento y la diferenciacion, y se relacionan con genes de respuesta tardia,
Para la expresion de c-fos intervienen factores que se unen a ADN, como €l
factor de respuesta sérica (SRF) y € complegjo de factores ternarios (TCF) La
GH también induce la expresién de genes como c-myc que codifica factores
de transcripcion involucrados en la proliferacion celular. La regulacion de
eventos metabolicos por. GH reflga la expresion de genes especificos de cada
tipo celular. En los adipocitos la GH participa en la expresion de enzimas
lipogénicas y lipoproteinas a través de Fos. Asimismo, interfiere en la
expresion de algunos de los transportadores de glucosa (GLUT 1) [Ta, 1990, Cater
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S 1999 vy, en d higado, en la manifestacion del gen que codifica para |GF-
|[CarterSu, 199,

Se sugiere que através de unavia directay dependiente del tipo celular,
en la que participa JAK2, la GH activa proteinas de la familia Stat, que son
transductoras y activadoras de la transcripcion,. Estas se unen a otras proteinas
formando homodimeros y heterodimeros que se translocan a nicleo y se unen
con € DNA, activando la transcripcién de genes blanco. La GH estimula la
expresion del gen Spi 2.1 -que codifica en el higado para un inhibidor: de una
serina proteasa- con la intervenciéon de un complejo proteinico que contiene
unaproteina Stats [Cater S, 1994

Una tercera via de transduccion de GH interviene en e efecto tipo
insulinag, es decir, en e aumento del transporte de glucosa por reclutamiento
de GLUT 1y 4 en la membrana [Yora 2000. En esta viala GH y la insulina
comparten moléculas sefial como las proteinas llamadas "sustrato principal del
receptor de insulina’ (IRS). En respuesta a GH se fosforilan IRS-1 e IRS-2, y
se piensa que esto se lleva a cabo através de JAK2. En consecuencia, se activa
la cinasa de fosfétidilinositol, que se sabe que aumenta € transporte de
glucosa, lasintesis de DNA y la actividad de una enzima implicada en € ciclo
celular [lamada p70 15 kDa También se conoce que esta cinasa interviene en
la sintesis de lipidos dependiente de GH y en la lipdlisis inducida por*
fior adrenalina [Cater S, 1999,

En la sefializacion de respuesta a GH, se ha reconocido una cuarta via:
aguella en la que se activa una cinasa de proteina C (PKC) que se requiere en
efectos como lipogénesis, expresion de c-fos, union de proteinas nucleares a
oligonucledtidos, incremento de Ca’* intracelular y activacion de otras cinasas,
La activacion de la PKC ocurre mediante launion del GHR a una proteina G,
gue a su vez se une a una fosfolipasa C y, en consecuencia, se produce
diacilglicerol (DAG), que es un activador de la PKC, El incremento de Ca*
intracelular- se produce por- apertura en los canales tipo L activados por voltge,
y es importante en algunos efectos de la GH, como los tipo insulina. Otro
efecto de GH que requiere € efecto permisivo de la PKC es la expresion de
enzimas como el citociomo P450, que esta involucrado en € metabolismo de
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esteroides en ambos sexos e influido por las diferencias sexuales en la
secrecion de GH [Havey, 1996, Cater Su, 1999).

I glucosa

SRE c-fos

I TESS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 5, Mecanismo de accion de la GH [modificado de Carter-Su, 1996]

GH=hormona de crecimiento, GHR=receptor para la hormona de crecimiento, JAK2=tirosina cinasa de la familia
Janus, SHC=proteinas de la familia Src-homologas, Sos=proteinas "son ofsevenless”, MAPK=cinasas asociadas a
microtiibulos, ERK=proteinas tirosiifosforiladas dependientes de GH, MEK=ERK/MAP cinasas, TCFs=compfejo de
factores ternarios, SRF=factor de respuesta sérica, SRE=elemento de respuesta sérica, SIE=elemento inducible-sis,
STAT=sefial transductora y activadora de la transcripcion, PLC=fosfolipasa C, DAG= diacilglicerol, PKC= proteina
cinasa C, IRS=sustrato del receptor para insulina, Ras y Raf=proteinas producidas por protoncogenes.

Regulacion dela secrecion de GH
Se sabe que la GH se gintetiza y almacena en los somatotropos de la
adenohipéfisis y sus niveles chollantes se modifican ante sSituaciones

fisiologicas como: e crecimiento y desarrollo, la privacion de alimento, la
exposicion d frio, € gercicio, y durante € suefio de ondas lentas [Deess 191,
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La regulacion de la liberacion de la GH es un proceso multif actor ial y
dinamico que difiere entre las distintas especies y se modifica de acuerdo con
el estado fisiolégico del animal Este complgjo sistema que controla la sintesis
y la secrecion de la GH ha sido reportado a partir de estudios realizados
principalmente en mamiferos, y se sabe que su patron de liberacion esta
influenciado por- factores metabdlicos, endocrinos, inmunes y nerviosos que
participan a diferentes niveles de esta complicada red. Los neuropéptidos
hipotalamicos como la hormona liberadora de la hormona de crecimiento
(GHRH) y la somatostatina (SRIF) congtituyen -en la mayoria de las especies
estudiadas- las principales sefiales, estimulante e inhibitoria, de la secrecién de
GH. Muchos de los factores reguladores de GH gercen su efecto en forma
indirecta a nivel ded hipotdlamo controlando la liberacion de estas dos
hormonas hipofisiotrépicas (ver figura 6),,

Células secretoras de GH

Originamente la GH fue identificada a través de experimentos en los que
observaron que a extraer la hipofisis, los animales jovenes dejaban de crecer,,
Notaron también que a aplicar extractos de esta glandula el déficit se revertia,
d menos parcialmente [Gdamam,, 1) 191 Actualmente, la GH se ha podido
adar de la hipdfisis de la mayoria de los grupos de vertebrados y se sabe que
la distribucion de las células secretoras en la adenohipdfisis difiere de acuerdo
con la especie,.

Las células més abundantes en la hipofisis son los somatotropos que se
caracterizan por ser acidofilos, redondos, ovales o triangulares y de acuerdo
con sus caracteristicas ultraestructurales presentan un nucleo con
heterocromatina, un nucléolo prominente y numerosos poros nucleares, El
aparato de Golgi esta bien desarrollado, especiamente en la region
juxtaglomemlar, el reticulo endoplasmico presenta gran nimero de ribosomas
libres y los granulos de secrecién son grandes (260 a 400 nm de diametro),
electrodensos y ovoides [Mdare 1993, |

Los somatotropos en los mamiferos estdn ampliamente distribuidos por
toda la gldndula, mientras que en los vertebrados no mamiferos se encuentran
distribuidos en regiones especificas, En particular, en las aves estén
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confinados en un 90% en e |6bulo caudal de la adenohipdfisis,, Se presentan
en grupos de 4 a 15 células y se han observado diferencias en laintensidad de
latincion entre estos grupos, o que puede indicar lapresencia de isoformas de
GH con diferente inmunorreactividad o diferencias en la actividad secretoria
[Hui, 1993]..

La distribucion de las céulas hipofisarias y la proliferacion de los
somatotropos estan relacionados con la inervacion neuropeptidérgica, la
accion paradina de las hormonas hipofisiarias y con la irrigacion de vasos
sanguineos que llegan de diferentes partes de la eminencia media y pueden
liberar diferencialmente factores hipofisiotropicos reguladores de la funcion
de estas células [Hawey, 1995,

La diferenciacion de los somatotropos y su dimorfismo sexual estén
relacionados con la expresion del factor de transcripcion [lamado “factor GH
1" (GH-1) o "factor de transcripcion especifico de la hipofisis' (pit-1) que
también es responsable de la diferenciacion de los lactotropos y €
mantenimiento de |os tirotropos [Havey, 196 Govder-Para 1999, Ademas de pit-1
la GHRH puede contribuir a la diferenciacion de los somatotropos durante la
vida postnatal; por un lado regula la expresion de pit-1 a través de la
produccion de AMPc y esta expresion estd asociada con la expresion del gen
que codificapara d receptor de la GHRH [Hawgy, 19,

Ademas, € nuimero y tamafio de los somatotropos asi como € de los
granulos de secrecion estan regulados port factores endocrinos y ambientales,
Se hamostrado que cambian durante la ontogenia; en la etapa fetal se pueden
identificar-a partir de los 12 dias embrionarios en € pollo, conforme se acerca
el dia de la eclosion aumenta € nimero de somatotropos y € tamafio de los
granulos de secrecion, posteriormente se observan en gran nimero en las
primeras etapas del desarrollo, con un incremento méximo entre la5%y 112
semanade edad, y se reduce en animales vigos [Mdared 1998 Mdamed 1997]. Por
otro lado, también se piensa que las variaciones detectadas por € dimorfismo
sexual (los machos presentan mayor- nUmero de células que las hembras) y
durante & proceso reproductivo estan relacionados con los cambios de las
hormonas sexuales e hipotalamicas de lavidafeta y postnatal [Havey, 198,
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Dentro de los factores neuroendocrinos relacionados con la proliferacion
de los somatotropos diferenciados se encuentra la GHRH. Se ha observado en
ratas que este neuropéptido estimula la expresion del protooncogen c-fés, que
es indicador- de proliferacion celular y dependiente de AMPc [Billedup, 1987, El
receptor a la GHRH esta asociado a proteinas Gs y en su subunidad a han
encontrado mutaciones en e 10-40% de los tumores de células hipofisarias,,
Normamente € efecto de la GHRH sobre la proliferacion de somatotropos
esta relacionado con la activacion de las MAP cinasas via Gea-AMPc-PKA;
sin embargo, existen evidencias de que e GHRH puede activar’ estas MAP
cinasas através de las subunidades py de las proteinas Gs que activan una via
dependiente de proteinas Ras [Rarilp 20, La T3 también estimula la
proliferacion de estas células y produce cambios en los organel os relacionados
con € aumento en la sintesis y secrecion de GH. Se piensa que es un efecto
dependiente de glucocorticoides y de la expresion de pit-1 [Bumn 194,

La propia GH puede regular la proliferacion de los somatotropos. Se ha
observado que como consecuencia de la sobreproduccion de GH en ratones
transgénicos los somatotropos son menos abundantes, pequefios y con un
desarrollo pobre del reticulo endoplasmico rugoso [Seaeay, 1993,

La sensbilidad de los somatotropos a los diferentes factores
hipofisiotropicos puede cambiar de acuerdo con la etapa fisiol6gica del animal
lo que explica en parte los cambios en la concentracion de GH circulante. En
pollos se ha estudiado € efecto de dos secretagogos, como son € GHRH y €
TRH, durante la ontogenia en concentraciones equimolares y se observé que
lapotenciadel TRH disminuye en pollos adultos mientras que la del GHRH se
mantiene [Hawey, 1984,

De acuerdo con su heterogeneidad en tamaiio, forma, densidad y
ultraestructura, agunos autores proponen que existen diferentes
- subpoblaciones de somatotrotopos. Sin embargo, puede tratarse de diferentes
etapas de diferenciacion, distribucion o actividad secretora de las células,
Estos cambios morfologicos pueden reflgar diferencias moleculares en la
sintesis de la GH, en los receptores a los factores reguladores y en los
mecanismos de transduccién de la sefid intracelular.
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En ratas se han dividido a los somatotropos de maneta arbitraria en 3
subpoblaciones de células de acuerdo con cambios funcionales y estructurales,,
Las llamadas células Tipo 1 tienen los granulos de secrecidon de 350 nm de
diametro y estan ampliamente distribuidas; las tipo Il contienen granulos
pegueiios de 100 a 300 nmy las tipo |11 granulos de secrecion menores de 150
nm de didmetro, La distribucion de los tipos celulares presenta dimorfismo
sexual, ya que en machos representael 68, 22y 10 %y en hembras € 44,47y
9 % en hembras,, Sin embargo, esta proporcion cambia de acuerdo con la edad
también,, Los tipos celulares pueden estar influenciados por diferentes factores
como los andrégenos que promueven la proliferacion de los tipo |, mientras
que los estrégenos su disminucion [Hawey, 1990, Las distintas subpoblaciones
pueden ser funcionalmente diferentes y tener- diferente sensibilidad a factores
como la GHRH, €& IGF-l y la SRIF En cerdos se han aislado dos
subpoblaciones de somatotropos empleando un gradiente de Percoll Estas
subpoblaciones celulares se identifican como de ata (HD) y bga (LD)
densidad; presentan diferencias ultraestructurales y funcionales ante e
estimulo de la GHRH y andlogos de segundos mensagjeros como € AMPc Los
somatotropos de alta densidad parecen contener. un reservorio de hormona,
mientras que los de bga densidad liberan la GH en forma continua [Cadao,
19959, También pueden reflgar diferencias en la transduccion de la sefial
intiacelular, Por. ggemplo, d 9% de los somatotropos en la rata no presenta
actividad de la PKC relacionada con la proliferacion celular. Es posible que
este 9 % de somatotropos no tengan capacidad de proliferat, Por. otra parte,
también la comunicacion intercelular puede estar relacionada con € tipo
celular, se sabe que algunos factores como € péptido intestinal vasoactivo
(VIP) facilita la agregacion de somatotropos con otros tipos celulares in vitro
- [Harvey, 1995]

Ademas de los somatotropos, la GH se sintetiza también en células
secretoras de prolactina de humanos, ratas, ratones, murciélagos, borregos,
vacas Yy ranas. En este tipo de células se han identificado caracteristicas
morfolbgicas semejantes a los somatotropos y lactotropos. En laregulacion de
la proliferacion de estas celulas participan las hormonas esteroides, como la
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testosterona que inhibe la proliferacion mientras que los estiogenos la
estimulan [Booddar 1985,

Recientemente se ha identificado en laregion ventral de la adenohipofisis
de pollos lasintesis de GH en células secretoras de TSH, [Sifing, 1997,

GH extrahipofisiaria

Con trabgos como los de Kyle y colaboradores [1981], que identificaron
moléculas parecidas a la GH en tgidos como e higado, rifion, pulmon,
musculo estriado, colon, estdmago y cerebro de humanos, a partir de estudios
de paralelismo por radioinmunoensayo e inmunocitoquimica, se planted la
posibilidad de que la GH fuera sintetizada locamente y pudiera gercer un
efecto paracrino, autocrino o intracrino. En los Ultimos afios se han
identificado sitios extrahipofisiarios en los cuales se sintetiza la GH tales
como: poblaciones neuronales hipotaldmicas y extrahipotaldmicas del sstema
nervioso central [Rada, 1999, células epitelides de la glandula mamaria,
goénadas de ambos sexos [HU, 200, Lug 2000, células endoteliales de vasos
sanguineos, fibroblastos, células epiteliades dd timo, células de sistema
inmune que incluyen a los macréfagos y linfbcitos de diferentes tipos M 196
Liy 1997, y en agunos tegjidos embrionarios en pollos desde los 3 dias de
desarrollo [Hawey, 2000, La presencia de GH en estos tgjidos se ha confirmado
con la identificacion del RNAm en extractos de tejido y por hibridacién in
situ, Se sugiere que la produccion local de GH es regulada por. mecanismos
independientes a los de la GH hipofisiaria, que responden a necesidades
propias del tgido que la produce [Wagat, 1991; Latingaven Leanen 199 vy < ha
observado que la GH inmunorreactiva no se modifica por. efecto de la
hipofisectomia en a gunos extractos de tejido como € cerebro [Ramesy 2000,

Se sabe poco de los efectos especificds de esta GH local, sin embargo,
por su distribucion en diferentes nlcleos del hipotdlamo y regiones adyacentes
se piensa que la GH extrahipofisiaria podria influenciar € comportamiento
social de animal, e consumo de alimento, funciones del sistema nervioso
autonomo y la reproduccion [Ramedy 2000, Existen evidencias de que la
hormona madura sintetizada en tejidos como el cerebro, bazo, timo y bolsa de
féoricio en pollos es igual en tamafio y antigenicidad que la hormona

29



hipofisiaria, asi como el RNAmM que presenta un alta homologia y sitios de
coite por las enzimas BamHI y Rsal equivalentes ad de la hipofisis [Rats,
19957, Algunos autores han identificado en tejidos como e hipotdamo y
sistema inmune € predominio de la forma dimerica utilizando un anticuerpo
policlonal cocGH [Radl, 1995%] Sin embargo, Lunay colaboradores (2000 han
identificado recientemente por western blot que la forma molecular
predominante de GH en tegjidos como testiculo y bolsa de fabricio en pollos es
un fragmento de 16 kDa, Para esta inmunodeteccion utilizaron un anticuerpo
policlonal cccGH purificado en una columna de afinidad empleando cGH
recombinante como inmunoadsorbente, 10 que sugiere que la proteina de 16
kDa corresponde con un fragmento de la GH monomérica,,

Sintesisy secrecion

Los factores reguladores de la sintesis y secrecion de la GH actian a
nivel del hipotdlamo o de la hipdfiss, La secrecion de ésta hormona tiene un
comportamiento pulsatil observado en todas las especies estudiadas y los
tejidos blanco son maés sensibles a la frecuencia que a la cantidad secretada en
un periodo similar; un pulso de secrecion de GH esta controlado por laritmica
liberacion aternada de GHRH y SRIF. [Deess 199, La secrecion de GH
muestra ritmos circadicos y ultradianos, sujetos a variaciones de acuerdo con
el estado nutricional, la composicion del cuerpo, € metabolismo,
dimorfismo sexual y la edad [Mle, 1929,

Este patron intrinseco del ritmo hipotdamo-somatotropos puede ser
modificado por agunos neurotransmisores, hormonas y metabolitos
intermediarios (ver figura 6),, Se sabe que hormonas como |os esteroides, los
glucocorticoides, las hormonas tiroideas y otras participan en la regulacion de
los picos de secrecion observados en diferentes organismos,, Sin embargo, se
cree que la frecuencia y la amplitud de estos picos de secrecion estan
directamente relacionados con € efecto dd GHRH y la SRIF sobre los
somatotropos [Mille;, 1959,

La fior adrenalina, acetilcolina, dopamina, histamina, serotoninay algunos
neuropéptidos, como los péptidos opioides, la galaninay e neuiopéptido Y
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participan en la liberacion de GH a través de la regulacion del efecto de los
factores hipofisiotropicos (ver figura 6) [Devess 199,

La GHRH se produce en neuronas localizadas en el ndcleo arqueado, las
cuales expresan receptores para SRIF que inhibe la sintesis de GHRH [Bathaa,
19969 Contrariamente, las neuronas del area periventricular del hipotdlamo
anterior secretan SRIF y son estimuladas por la GHRH [Agila 1987, La SRIF
inhibe su propia sintesis por un mecanismo de retroalimentacion ultracorta
[Agila 1998, Esta interaccion entre los péptidos parece ser* la responsable de la
secrecién episodica de la GH,, Sin embargo, estos factores hipotal &micos estan
sujetos a modulacion por- otros péptidos hipotalamicos y por una compleja red
de neurotransmisores que funcionan como intermediarios entre las influencias
metabolicas, endocrinas, neurales e inmunoldgicas, y la liberaciéon de la GH
[Havey, 1999, Un ejemplo de esto es que en e hipotdamo la galanina se
colocaliza con la GHRH en neuronas de los nlcleos arqueado, periventricular,
paraventricular y supradptico., Este neurotransmisor actla como estimulante
de la secrecion de GH potenciando el efecto de la GHRH En ratas se ha
observado que en ausencia de galanina disminuye la amplitud y aumenta la
frecuencia de los picos de secrecion de GH, por. esto se piensa que contribuye
junto con la GHRH al control de la secrecion pulsétil de esta hormona [Blug
Pgat, 1998, Posiblemente, la galanina también participa en € dimorfismo sexual
de la secrecion de GH porque se ha observado que los niveles de estrogenos y
testosterona influencian la sintesis de galanina en neuronas productoras de
GHRH [Ddemareven de Wed, 194,

Otro péptido hipotaldmico identificado en el ndcleo arqueado,
paraventricular y periventricular- es el neuropéptido Y (NYP). Este péptido
también influencia los niveles de GH; neuronas con NY P presentan contacto
sindptico con las neuronas de SRIF y que inyecciones cerebroventriculares de
NPY bloguean la secrecion de GH . Este péptido inhibe la secrecion de GH a
través de estimular la secrecion de SRIF, porque no se observa un efecto
directo sobre la hipdfisis [BlugPga, 1998, Algunos autores sugieren que el efecto
de NPY sobre las neuronas de SRIF esta regulado por: la misma GH, por o



gue se plantea que éste seria uno de los mecanismos utilizados por la GH en la
retroalimentaci 6n negativa [Mirai, 198,

Dentro de los mecanismos periféricos mas importantes en la regulacion
de la GH se encuentra la retroalimentacion negativa de asa larga en la que
participa e |GF-I. Este factor produce un incremento en e RNAm de la SRIF
y la disminucién del RNAm de la GHRH a nivel hipotaldmico. El 1GF-I
también actla dilectamente sobre la hipofisis y se propone que reduce la
exocitosisy € procesamiento postraduccional de la GH [Muen 194,

Por otra parte, se ha demostrado que las hormonas tiroideas (HT) regulan
lasintesis de la GH y se requieren parala expresiéon de este gen,. Sin embargo,
los estudios sobre € efecto de las HT sobre la secrecién son contradictorios,
algunos muestran un incremento en la secrecién de GH y otros la disminucion
de la GH circulante [Hawy, 1996, Esta contradiccion se puede explicar d
andizar los diferentes modelos utilizados y a considerar la participacion de
otras hormonas en los circuitos de retroalimentacion negativa que afectan a
ambas hormonas, La T3 tiene un efecto inhibitorio sobre la TRH; por |o que &
incremento en la concentracion de T3 reduce la secrecion de GH inducida por:
TRH [Hawy, 1991], A diferencia de los mamiferos, en pollos, las HT inhiben la
sintesis y liberaciéon de la GH inducida porr TRH y GHRH, posiblemente a
través de la disminucién en la sensibilidad de los somatotropos a GHRH y por
lareduccion de los niveles de secretagogos de GH liberados [Radkadk, 1994,

Otras hormonas que intervienen en e control de la transcripcion del gen
de GH y su secrecién son los glucocorticoides, los cuales tienen un efecto
estimulatorio, En estudios in vitro se ha mostrado que € efecto de los
glucocorticoides sobre la sintesis de GH es dependiente de HT. También
afectan la expresion del gen del receptor- de GHRH incrementando € RNAmM
mientras se observa una disminucién en los niveles de RNAm dd receptor: de
SRIF, Sin embargo una exposicién prolongada a glucocorticoides produce €l
efecto contrario en la expresion de estos receptores. Como ya se menciono
antes, e patron de secrecion de GH es especifico para cada sexo, se sabe que
durante la maduracion, los esteroides sexuales participan modulando GHRH y
SRIF en € hipotdamo y afectando la respuesta de la hipdfisis a estos

32



reguladores a traves de la expresion de sus receptores [Devess, 1992, Argete 19%4;

Blue-Pgt, 1968,
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Figura 6. Regulacidn de la secrecién de GH en aves )
GHRH=hormona liberadora de la hormona de crecimiento, SRIF=somatostatina, TRH=Hormona liberadora de

la tirotropina, Ach=acetilcolina, GABA=acido gama amino butirico, T3=triyodotironina, FFA=acidos grasos
libres, GH=hormona del crecimiento, IGF-1 =factor de crecimiento insulinoide tipo 1, VIP=péptido intestinal
vasoactivo, PACAP=péptido hipofisiario activador de la adenilato ciclasa, ANP=péptido atriai natriurético,
NO=oxido nitrico, IGF-2=Factorde crecimiento insulinoide tipo 2.

Se ha propuesto un mecanismo de regulacion por GH llamado de asa
ultracorta, en el que se supone un efecto inhibitorio de la hormona sobre su
propia secrecion,, También puede estar mediada por factores paracrinos
extrasomatotrépicos, por gemplo, através de las IGF que se producen en la
hipéfisis en respuesta a GH, y que inhiben la liberacién de la hormona y la
transcripcion del gen de GH, tanto en condiciones basales como inducidas por
GHRH. Ademés, la GH dsistémica disminuye su propia secrecion basal o



estimulada independientemente de cambios en otras hormonas 0 metabolitos
inhibitorios, como la glucosa o los écidos grasos libres,, Se piensa que este
efecto puede ocurrir por inhibicién de los receptores a GHRH y TRH, por
aumento de los receptores a SRIF, por la combinacion de ambos en las
membranas somatotrépicas o por dafio en la sefial de transduccion. La GH
sistémicatambién regula su secrecion através de su efecto sobre los niveles de
otras hormonas, como los | GF hepéticos [Havey, 19965 BlugR5ad, 1999,

Mecanismo de accion de los factores reguladores

Los péptidos sintéticos liberadores de GH no utilizan € mismo
mecanismo que GHRH; se ha reportado que estos secretagogos se unen a un
receptor con siete dominios transmembranales que se expresa en € hipotalamo
y se confirma gque son entidades completamente distintas al de la GHRH,

El efecto de la GHRH sobre los somatotropos depende del incremento en
d AMPc y de C&*, La cascada de sefidizacion desencadenada por e
incremento del AMPc provoca la apertura de canales de Na', produciendo la
despolarizacion de la membranay en consecuencia se favorece la apertura de
candes de C&" activados por- voltge [Pags, 200, En cuanto a la
participacion del C&" intracelular, los resultados en diferentes trabajos
resultan contradictorios,, Algunos autores han observado la activacion de lavia
de la fosfolipasalfosféato de inositol (PL/IP) y con esto la movilizacién de C&*
intracelular- [Havey, 1999, Ademas, expresion del gen de GH depende de
distintos factores de transcripcion activados via AMP ciclico, La GHRH y la
SRIF tienen un efecto antagonico sobre los niveles intracelular es de AMPc a
través de la activacion de proteinas Gsy Gi, respectivamente,, La activacion de
Gs permite la disociacion de la subunidad a y, en consecuencia, la
estimulacion de la adenilato ciclasa. EI AMPc estimula a la cinasa de proteina
A (PKA), permitiendo la disociacion de la subunidad catalitica que se
transloca a nacleo y fosibrila € factor. de transcripcion CREB (proteina que
se une a elementos de respuesta a AMPC), e cud activa la transcripcion de
los genes c-fos y Pit-L Este Ultimo activa la expresion del gen de GH y del
receptor' de GHRH (ver. figura 7) [Bathad, 1996, Ademés, se ha observado que d
efecto de la GHRH sobre la proliferacion de los somatotropos es via la



activacion de las MAP cinasas através de las subunidades py de una proteina
Gsy es independiente de laviade la adenilato ciclasa,

Durante la regulacion de la secreciéon de la GH se activa la via de la
adenilato ciclasa que via el AMPc fosforilay activa a la cinasa de proteina A,
en consecuencia se producen rearreglos en e citoesqueleto que permiten la
fusion de las vesiculas de secrecidon,. Como consecuencia de |a apertura de los
candes de Na' se despolariza la membrana y se abren canales de Ca™
dependientes de voltaje, 10 que permite la entrada de Ca™ indispensable para
la liberacion de la GH, Posteriormente se activa la ATPasa de C&™ que
restaura los niveles de Ca'™ intracelular,, Ademas de esta via se ha observado
en los somatotropos la activacion de la fosfolipasa A, en respuesta ala GHRH,
en consecuencia se produce la movilizacion de Ca™ intracelular desde €
reticulo endoplésmico a través de la apertura de canales de Ca™ por la unién
dd trifosfato de inositol (IPs) y la fuson de las vesiculas de secrecion por: la
activacion de la protema cinasa C activada por diacilglicerol y € acido
araquidonico,, La inhibicion de este proceso esta dada principalmente por: la
SRIF através de launion a receptor,, La SRIF es capaz de inhibir através de
una proteina Gi la formacion de AMPc y la entrada de Ca™ y como
consecuencia la secrecion de GH., En la figura 8 se muestra un modelo de la
activacion de las sefiales intracelular es involucradas en la liberacion de la GH
' [Harvey, 1995].
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Figura 7.Modelo tedrico de transduccion para ia expresion del gen de GH en el somatotropo [adaptado de

Bertherat, 1995]
GHRH=hormona liberadora de la hormona de crecimiento, SRIF=somatostatina, R=receptor, a, p y
y=subunidades de una proteina G, AC=adenilato ciclasa, PKA=protejna cinasa A, C=subunidad catalitica de

PKACREB=elemento de respuesta de union a proteina- AMPc, GHRH-R=receptor a GHRH, GH=hormona de
crecimiento, .



GHRH

R
(¢}
<+«—\V|B/>» <+
J

Fosfolipasa C
Fosfolipasa A,

AN :] AMPc
Acido x Arreglo del

araquid Gmi¢s citoesqueleto
\ DAG trafico y fusion
PKC (9) 4’/

de vesiculas
\, Fusion de
vesiculas

Figura 8, Modelo tedrico de transduccion para la secrecion de GH en el somatotropo
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de una proteina G, IP3=trifosfato de inositol, PKA=proteina cinasa A, PKC=proteina cinasa C, DAG=dracifglicerol
AC=adenilato ciclasa, GH=hormona de crecimiento. ‘
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Regulacion de la secrecion de las variantes moleculares de la GH

La familia de hormonas de crecimiento son producidas y secretadas por
la hipéfisis y otros tgidos como se ha venido mencionando.. Sin embargo,
aungue se sabe poco del papel de esta familia de hormonas, existen datos que
sugieren una regulacion diferencial En el embrion de pollo se ha podido
detectar- actividad somatotropica en la adenohipdfisis a partir de 15 dias de
incubacion, asi como la presencia de GH circulante poco tiempo después
[Bara, 1967, Hawey, 19/4. La concentracion de la cGH circulante se incrementa
progresivamente a partir del dia 17 de incubacion, para € dia 1 a 3 de edad
posteclosion la concentracion aumenta hasta 315% [Hawey, 1979, alcanzando su
maxima concentracion a las 4 semanas de edad,, Se ha reportado que € patrén
de variantes de masa en la adenohipdfisis es diferente en distintas etapas del
desarrallo,, Por ggemplo, la forma de 15 kDa representa 13,7% del contenido
de GH en hipofisis de embriones de 18 dias, comparado con 4,8% a las 4
semanas de edad y 12% en adultos. Asimismo, se observé que la proporcion
de formas de ato peso molecular, como la de 88 kDa, es mayor. a medida que
avanza la edad, y estdn muy poco representadas en la etapa embrionaria (5%
en embriones de 18 dias 'y 17,9% en pollos de 4 semanas de edad), Esto
sugiere que las variantes estan sujetas a algun tipo de regulacion dependiente
del estadio de desarrollo del animal, y por. ello, aunque se reporta que la GH
no participa en € desarrollo prenatal se plantea que las variantes de GH
pueden estai desempefiando papeles especificos en distintas étapas del
desarrollo [Ardrtug 2000,

Existen otras evidencias sobre la importancia fisiologica de las variantes
de GH, como los reportes sobre los niveles de los RNAmM de las variantes GH-
V2y e PL-A2 que retienen € intron D, que se incrementan con relacion ala
progresion de la gestacion hasta € parto [Mad.ed 1997, Estas variantes también
se expresan en € testiculo humano y se piensa que estan involucradas en la
regulacion de lafertilidad masculina [Untergessa, 1997),

Los nivdes de la hGH-N en la mue gestante disminuyen
progresivamente hasta ser indetectables durante la segunda mitad del
embarazo, mientras que la hGH-V aparece a la mitad de la gestacion y se



incrementan sus niveles circulantes hasta el término de éda, Después del paito
desaparece del suero en 1 hora aproximadamente Se piensa que esta variante
de la GH sustituye a la hipofisiaria en las funciones metabdlicas de la segunda
parte del embarazo [Fakare 1983,

Recientemente se observd que la forma de 20kDa de la hGH-N se
encuentra en la circulacion en los mismos niveles que la forma de 22kDa, en
pacientes con acromegaia y sujetos sanos, Al parecer ambas variantes
moleculares se encuentran bgjo  mismo control regulatorio [Tsgimg 19992000,
Sin embargo, existen reportes sobre e incremento en la proporcion de la
formade 20 kDa durante d gercicio prolongado [Dae 1991

Otras hormonas de la misma familia como la somatolactina, lactogenos
placentarios y prolactina muestran formas glicosiladas y no glicosiladas al
igua que la GH. Existen algunos reportes del papel fisiolégico de estas
isofdrmas, En la prolactina se han reportado cambios en la proporcion de las
formas glicosiladas y no glicosiladas durante la gestacion en los cerdos y
durante d ciclo reproductivo en pavos [Békaras 1990, Srhp 1990], Se sugiere que
la glicosilacion de este tipo de hormonas juega un importante papel en la
interaccion con € receptor, Por un lado se plantea la posibilidad de que unay
otra forma activen sefides intracelulares distintas 0 simplemente representa
una forma que a aumentar la vida media en la circulacién se encuentra
participando en aumentar- € reservorio de hormona en situaciones fisiol6gicas
particulares, También se han reportado dos formas moleculares de piolactina
(PRL 177 y 188) en tilapias que cambian su proporcion durante € ciclo
reproductivo. Estos datos sugieren gque las distintas variantes de la GH pueden
jugar- un papel importante en laregulacion de los efectos de la GH.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La GH promueve una variedad de funciones en précticamente todas las
células de los vertebrados. Los mecanismos moleculares atraves de los cuales
se redizan dichas funciones pueden estar relacionados con las diferentes
variantes moleculares, Esta demostrado que la GH presenta diversas isoformas
identificadas en la hipofisis, circulacion, placentay otros tejidos como los del
sistema inmune, Hasta ahora la mayoria de las variantes estudiadas parecen
s bioldgicamente activas, aunque la potencia o la afinidad por- € receptor:
pueden ser- diferentes alas del monémeio. Laformade 20 KDade lahGH, por:
glemplo, presenta un reducido efecto tipo insulina mientras que su actividad
diabetégenay somatogeénica son equivaentes a las de la forma de 22 kDa, En
las aves se han identificado diversas formas que pueden sar producto de
modificaciones postraduccionales. se reconocen variantes de cargay de masa
en hipéfisisy en d plasma, 1o que sugiere que estdn siendo secretadas a la
circulacion,, Dentro de las variantes de carga se han identificado efectos
antagénicos sobre la lipdlisis a comparar. dos isofrmas, es decir que a menos
en un caso se ha observado especificidad de funcion Por. otra parte, a igual
gue otras hormonas de la misma familia como es € caso de la PRL, la
proporcion de las diferentes variantes de GH cambian de acuerdo con €
estado fisiologico del animal En €l caso particular. del pollo se observo que la
concentracion relativa de las variantes de masa de GH cambia durante la
ontogenia,,

Estos hallazgos sugieren que las variantes moleculares de la GH juegan
un papel importante en la fisiologia de lahormonay que la sintesis o secrecion
de las distintas formas moleculares responden a cambios fisiolégicos en €
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organismo y por lo tanto a mecanismos de regulacion especificos. Las formas
moleculares producidas en la hipofisis a igual que e mondmero, entonces
pueden eda' sujetas a una regulacion hipotaldmica diferencial. Se ha
demostrado que la GHRH es un potente secretagogo de la GH, sin embargo,
no existen reportes acerca de su efecto sobre las distintas formas de GH..

HIPOTESIS GENERAL

La diversidad funcional de la hormona de crecimiento puede ser
explicada, a menos parciamente, por su heterogeneidad molecular. Las
distintas variantes de la hormona de crecimiento pueden tener® diferentes
actividades biolégicas y por. ende, pueden catalogarse como entidades
hormonales discretas,

HIPOTESIS PARTICULAR

S las variantes tienen distintas actividades, entonces la sintesis y/o
secrecion de cada una debe estar regulada de manera diferencial, Las variantes
moleculares de la GH son reguladas diferencialmente por una compleja red en
la que intervienen los factores hipotalamicos como la GHRH.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar § la secrecion de las variantes moleculares de la cGH se
encuentra bgo un control regulatorio diferencial, analizando € efecto de la
GHRH y la TRH sobre la liberacion de las isofbrmas de GH, en dos sistemas
in vitro, En un primer modelo se mantuvieron las relaciones anatdmicas de la
glandula hipdfisis y lainfluencia fisiolégica del animal. En e segundo modelo
se observo larespuesta directa de las células hipofisarias,.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Optimizacion de los procedimientos analiticos para la determinacion de
la cGH y sus variantes moleculares secretadas en dos sistemas de estudio
in vitro: € cultivo de hipofisis completas y e cultivo primario de células

hipofisiarias de pollo,,

Andlisis de las variantes moleculares de la cGH in vitro, empleando
cultivo primario de pituicitos y cultivo de hipofisis completas de pollo
macho de 4 semanas de edad, tratados con TRH y GHRH.

Andlisis del efecto de analogos de segundos mensgeros en la
transduccion de sefiales: 8-bromo AMPc; iondforo de calcio, esteres de
forbol y su efecto sobre la liberacion de variantes moleculares de GH en

células dispersas,,
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES
Se utilizaron pollos de engorda de 4 semanas de edad, machos, raza

Avian obtenidos en Querétaro de las granjas RAOT's asociadas a Pilgrim's
Pride de México. Fueron mantenidos en € laboratorio durante 1 dia con agua
y aimento ad libitum,.

ESTUDIO DE HIPOFISISCOMPLETASIN VITRO
Incubacion de adenohipdfisis completas:

La hipofisis anterior se obtuvo inmediatamente después de la
decapitacion, se pesO y se cortd. Se llevaron a cabo 2 tipos de experimentos:
En e primer tipo se incubaron medias hipofisis cortando a la mitad los |6bulos
anterior-y posterior por-lalineamedia, y en € segundo, se utilizaron glandulas
completas fraccionadas en 4 pates, En su caso, las glandulas o las
hemihipéfisis se colocaron en tubos de cultivo (Nalge de polipropileno de 13
X .30 mm) con 300 Li de solucién salina Earle normal (SSEN) y se incubaron
a 37°C en un bafio de agua con agitacion continua durante 30 minutos,
Posteriormente, se cambié la solucion por nueva con los diferentes
tratamientos, se sellaron los tubos y se incubaron con 5% CO, y 95% O,
durante 2 horas,. Al término de la incubacion se recolecté € medio y € tejido
por separado y se guardo a-70°C hasta su andlisis



El quste dosis respuesta se realizé con la ecuacion de Hill:
SGHRH = Smax X [GHRH]“»/ ([GHRH]““ + EC50nH),

donde Sy s la secrecion dependiente de la dosis de cGH, S« €s la
liberacion maxima de cGH, ECs, es la mitad de la concentracion de GHRH y

nH es e nimero de Hill.
Experimentos con los secretagogos

L os tratamientos utilizados fueron: diferentes dosis de GHRH (0.2, 1, 2,
5, 10, 15y 20 nM) y como control se utilizaron adenohipéfisis incubadas en
solucion Earle normal durante las mismas dos horas, La concentracion de la
cGH contenida en € medio fue determinada por € método de ELISA. Las
variantes moleculares de masa de la cGH se separaron a través de
glectroforesis  desnaturaizante  (SDS-PAGE), se  identific6  por
electrotransferencia (western-blot) y se analizé la concentracion relativa de
cada banda inmunorreactiva por densitometria del luminograma,

ESTUDIO EN CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS HIPOFISIARIAS
Procesamiento de las cdlulas

Las adenohipdfisis de los pollos se obtuvieron inmediatamente después
de la decapitacion y fueron colocadas en un recipiente con solucion salina de
Hank libre de calcio y magnesio (SSH-LCM)., Las glandulas fueron lavadas 3
veces con la misma solucion estéril y después fueron cortadas en fragmentos
de aproximadamente 2 mm. Los fragmentos de tegjido fueron transferidos a un
tubo conico (15 X 75 mm) con 0.35% de colagenasa Tipo Il (Worthington) en
SSH-LCM . Las células adenohipofisiarias fueron dispersadas en este medio
durante 1 hora a 37°C en un bafio de agua con agitacion continua: la
dispersion fue facilitada mecanicamente utilizando una pipeta pasteur: estéril
Después de la dispersion se lavaron dos veces con medio MI99 y se
semblaron en cgas de 24 pozos adicionando a medio 10% de suero feta
bovino, 2mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicing, Se sembraron alicuotas de 300,000 células en 1 mi de medio



por cada pozo, por 24, 48, 72 'y 96 horas, a 37°C bgo 5% CO, y 95% de aire
en una incubadora humidificada (Lab-Line Dubnoff INCU-Shaker).

Obtencién de adenohipdfisis

\ 4
Lavado ddl tgjido con Hank's estéiil

v
Dispersion de células
4

Siembra de 300,000 cdlulas
por cga en multicgas de 24

v

Incubacién por'48 horas a 37°C en 5%
de CO2y 95% de aire

Experimento con los secretagogos

Una vez estabilizado € cultivo, € medio fue removido y las células
adheridas fueron lavadas una vez con medio M199 sin suero antes de agregar
los diferentes tratamientos. Como tratamientos se utilizaron - diferentes
secretagogos como la GHRH humana (Sigma) a una dosis de 2nM en M199 y
TRH a 3nM (Sigma). Las células fueron tratadas por 2 horas a 37°C en
presencia de |os secretagogos,,

Por! otra parte, se realizaron diferentes experimentos utilizando anélogos
de segundos mensgjeros que intervienen en la via de sefializacion intracelular
de la GHRH, asi como inhibidores de la sintesis de proteinas. Los respectivos
tratamientos se indican en € siguiente cuadro:



Tratamientos utilizados en los experimentos de células dispersas:

Nombre Marca | Dosis | Tiempo de Descripcion general
incubacion
GHRH Sigma [2nM |2 horas Péptido sintético de 44 aa que
estimula la sintesis y
secrecion de la GH
TRH Sigma |3nM |2 horas Péptido sintético de 3 aaque
estimula la sintesis y
secrecion de la GH
8-Bromo AMPc |Sigma |ImM {2 horas Andogo permeable del
AMPC
PMA Sigma {1uM |2 horas Ester de forbol activador' de
Phoifool 12-myiistate la cinasa de proteina C
13 -acétate:
Cicloheximida |Sigma |50 2,4,8 Inhibidor: de |a sintesis de
Lagiml  |horas proteinas, |
lonomicina Sigma |10uM |2 horas londforo de C&
Al finalizar el tratamiento el medio fue colectado y congelado a -70°C

hasta su andlisis,. Las células fueron removidas utilizando tripsina-EDTA

lavadas 1 vez con PBS estéril, centrifugadas,

desionizada y congeladas a- 70°C hasta su analisis,

Se determind la concentracion de cGH total contenida en el medio de
cultivo por el método de ELISA. Para el andlisis de las variantes moleculares
se utilizo la densitometria de la inmunotransferencia de la cGH contenida en el
medio previamente inmunoprecipitado,

resuspendidas en agua
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PROCEDIMIENTOSANALITICOS

Inmunoanalisis enzimatico (ELISA) para cGH

El método de ELISA para la determinacion de cGH fue modificado con
respecto al previamente estandarizado en el laboratorio y se describe la
metodologia con detalle en €l anexo 1 ,, El primer paso fue redizar latitulacion
del anticuerpo policlonal contra cGH producido en € laboratorio
anteriormente,. Se cambié @ uso de BSA por leche descremada para las
soluciones de anticuerpos, se cambi6 la ortofénilendiamina por ABTS como
sustrato y se probaron dos diluciones de segundo anticuerpo (ver secciéon de
resultados),.

En el método de ELISA seincluyen los siguientes pasos:
|)Se recubren los pozos de las microplacas (microplacas de poliestireno

Immulon 2 HD de Dynex Tech, con 96 pozos) con la solucion de antigeno
(12 ng de rcGH/100 X de amortiguador de carbonato, 0.1 M pH 10,3)
durante toda la noche, ,

2) simultdneamente se incuban las muestras y las diluciones para la curva
patron (rcGH), con € primer anticuerpo diluido 1:100,000 en amortiguador
saino de fosfatos (PBS) [0.01M de fosfatos, 0.15M de NaCl + 0.05% de
Tween-20 (TPBS)] + 1% de leche descremada, durante toda lanoche, /

3) las placas se lavan con TPBS 5 veces (lavador automatico de Bio-Rad,
modelo 1250) y se bloquean con leche descremada al 3% en PBS, durante
1 hora,

4) se lavan nuevamente las placas y se les adiciona la mezcla de muestra (o €
patron) y anticuerpo alos pozos,

5) después de otro lavado se les agrega € segundo anticuerpo unido a la
peroxidasa de rabano (HRP) (1:3,000 en TPBS + 1% de leche) durante 2
horas,

6) se vuelven alavar las placasy se les adicionala solucién de ABTS, sustrato
paraHRP por-1 hora,

7) y se mide la absorbencia a 405nm (en un lector de microplacas Bio-Rad,
modelo 3550-UV).



| nmunopr ecipitacion

Las muestras de medio provinientes de los cultivos celulares fueron
inmunoprecipitadas antes de analizarlas por electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) y westera-blot. La metodologia se encuentra descrita en €
anexo 2. Para esta inmunoprecipitacion se utilizé un anticuerpo monoclonal
producido en el laboratorio en ratones Balb-C inyectados con células
productoras de anti-cGH, obtenidas de un hibridoma producido con linfécitos
B y mieloma, donadas por e Di; Luc Berghman (Texas A&M, College
Station, Tx). Estas células fueron clonadas y probadas en inmunocitoguimicas
hipéfiss de palo, Posteriormente los ratones se inyectaron
intraperitonealmente,, En  consecuencia se  produjeron  anticuerpos
monoclonales contracGH (M AbacGH) contenidos en liquido de ascitis. Estos
anticuerpos fueron purificados a partir- del liguido de ascitis previamente
liofilizado, utilizando una columna de afinidad (Proteina A sefarosa,
Pharmacia), como se muestra en la figura 8, Los detalles de la purificacion se
desglosan en & anexo 2. Con 12 mi de amortiguador de glicina 15 M y NaCl
3M, pH 89 se resuspendio € liquido de ascitis y se mezclo con 0.75 g de
Proteina A sefarosa, Se agitod durante 70 minutos a temperatura ambiente y se
obtuvo la fraccion no absorbida en fracciones de 10 mi con € amortiguador de
glicinaNaCl, pH 8,9 hasta obtener .lecturas de de D O . nm cercanas a cero,.
Para obtener. la fraccion absorbida (anticuerpo monoclonal) se utilizd un
amortiguador. de acido citrico 50 mM, pH 3.5, en fracciones de 2,5 mi hasta
obtener lecturas de DO ,g0nm Cercanas a cero, Posteriormente el anticuerpo se
dializ6 contra € amortiguador de acoplamiento para preparar. €
inmunoadsorbente utilizando membranas para 12,000 a 14,000 de PM
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Figura 8 Purificacién de anticuerpo monoclonal a partir de liquido de ascitis
MAbacGH=anticuerpo monoclonal contra cGH, A=Aplicacion del amortiguador de glicina 1 5M y NaCl
3M, pH 8,9, B=Aplicacion del amortiguador de Acido citrico 0 05M, pH 7.6

Una vez purificado € anticuerpo monoclonal se prepard un
inmunoadsorbente con una columna de sefarosa 4B activada con bromuro de
cianogeno (Phaimacia) en amortiguador de acoplamiento (NgjHPC* 005M,
pH 7.6), Este inmunoadsorbente una vez lavado y bloqueado con un exceso
glicina (glicina 1.5M, NaCl 3M, pH 8,0), se fraccion0 en alicuotas de 100 \u
(1:2 de la suspension con amortiguador: de cargado) a las que se les agregaron
las muestras de medio, Las muestras se dgaron incubando a temperatura
ambiente con la resina durante toda la noche en amortiguador- de cargado
(Tris-HCI 0.05M, NaCl 0..15M, pH 7 6) y agitacion rotatoria, Al otro dia se
lavd la resina de cada tubo tres veces con e mismo amortiguador,
centrifugando a 5000 rpm y agitando por-5 minutos. Posteriormente se lavaron
dos veces con amortiguador de TrissHCI 0.02M, pH 7.6, La cGH unida a la
columna se extrgo resuspendiendo en amortiguador: de la muestra para SDS-
PAGE e hierviendo durante 5 minutos, a fina se colect6 € sobrenadante que
corresponde a lamuestra.
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| dentificacion de variantes de masa de cGH por SDS-PAGE [Laammii, 194 e
Inmunoelectr otransferencia.

Se redizd la SDSPAGE en condiciones no reductoras (sin
mercaptoetanol), utilizando e equipo miniProtean de Bio-Rad. Los geles
separador y concentrador se prepararon a 12% y a 4% de poliacrilamida,
respectivamente,. EI amortiguador de corrida fue Tris 25mM, glicina 190 mM,
SDS 0,1%, pH 8 6. Durante la electroforesis se aplicaron 150 V constantes,
Para la inmunoelectrotransferencia los geles se equilibraron en un
amortiguador: con 25mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 83 y las
bandas de proteina se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a 200 mA
por |h (kit de Bio Rad), para ser posteriormente inmunotefiidas y analizadas
por- quimoluminiscencia, Después de transferir, las membranas se bloquearon
con 5% de leche descremada (Bio-Rad) en TBS por-2 hrsa 37° C . Después de
lavarlas con TBS, las membranas se incubaron con € primer: anticuerpo anti-
GH policlonal (1/10000 en 1% de leche descremada en O.05% Tween-20 en
TBS) atemperatura ambiente durante la noche, Posteriormente las membranas
fueron incubadas con e segundo anticuerpo (de ovino anti-lgG de congo)
- conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Bio-Rad) (1/3000 en 1% de leche
descremada en T-TBS) durante 2 h Se incubaron por 4 minutos en la solucion
del sustrato quimioluminiscente (2ml de la solucion A y 2ml de la solucién B,
ECL, Pharmacia),, Los luminogramas de las bandas inmunotefiidas se
obtuvieron exponiendo peliculas de rayos-X (Kodak Biomax) a las
membranas durante 15 segundos,.

Analisis de las variantes de cGH por densitometria.

El andlisis de la hormona se realiz6 por medio de densitometiia de los
luminogramas después de la inmunoelectrotransferencia,. Para digitdizar la
imagen del luminograma se empled un Scaner ScanJet Hewlett Packard.. Con
esto se obtiene una imagen con un gradiente de color que va de blanco anegro
donde este Ultimo representa la mayor densidad, Con ayuda del programa | P-
Lab (Scanalytics) se obtiene la densidad Optica del area total de cada banda,
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Estos datos fueron graneados comparando las diferencias entre las distintas
bandas inmunorreactivas entre los grupos controles y los tratados de cada
experimento, Para normalizar los datos se obtuvo la concentracion relativa de
cada banda considerando la inmunorreactividad total de cada muestra como el
100 % de ta manera que cada variante molecular identificada por los
anticuerpos representa un porcentaje del total de cGH secretado a medio,,

El andlisis estadistico se realizo con una prueba de ANO VA de dos vias
gue permitid la comparacion entre las bandas correspondientes entre controles
y experimentales. En € caso de la cGH total determinada por ELISA se
analiz6 con unaprueba T que permitio la comparacion entre control y tratado,.
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RESULTADOS

ELISA

El ELISA de tipo indirecto se estandarizd para determinar la
concentracion de la cGH en € suero, hipofisis y en medios de cultivo,
utilizando un anticuerpo policlonal contra cGH previamente producido en €l
laboratorio en congjos,

Inicialmente se estudi6 @ titulo requerido del anticuerpo utilizando
diluciones del suero acGH, desde 1:30 hasta 1:1,771,470, Para este estudio se
probaron diferentes concentraciones de cGH recombinante (rcGH) como
antigeno de competencia (6, 12, 24 y 48 ng/pozo), Los complgos antigeno-
anticuerpo se evaluaron con un segundo anticuerpo anticongjo acoplado a
peroxidasa de rabano (1:3,000), Cabe sefidar que en trabajos anteriores se
compard e desplazamiento de la cGH nativa'y la rcGH utilizando e mismo
anticuerpo policlonal y fueron equival entes [MatinezCaig 1998,
T eng
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Fig, 9 Titulaciéon del anticuerpo policlonal ctcGH producido en conejo. Se gréfico el
logaritmo de la dilucién del suero (1:30 a 1:1,771,470) contra la DO 405, Se utilizaron 6,
12, 24 y 48 ng de rcGH para forrar las placas, Ac=anticuerpo policlonal,,



Utilizando diluciones de 1.7,000-1:500,000 se observaron diferencias en
el desplazamiento de las curvas (el 50% de union), como se muestra en la
siguiente tabla.

Titulacion del anticueipo policlonal acGH producido en congjo

Forrro de rcGH /pozo 6ng 12 ng 24 ng 48 ng
Dilucion al 50 % de union 26,590 50,870 77,990 130,800

Una vez establecido € intervalo de desplazamiento lineal del anticuerpo
en cada caso se determind € desplazamiento de la curva con diferentes
antigenos de competencia constantes, en un andisis indirecto o de
competencia, donde la rcGH unida a la placa compite por la union a
anticuerpo con rcGH libre en diferentes concentraciones o bien con la
contenida en la muestra,, Se probaron diferentes concentraciones de anticuerpo
entre 1.7,000 y 1:500,000 empleando también diferentes cantidades de rcGH
como fono de la placa, En la figura 10 se muestra e desplazamiento de la
curva utilizando 12 ng/pozo de fono, concentraciones rcGH libre desde 1024
a 0.125 ng/pozo y diferentes concentraciones del primer- anticuerpo (1:25,000,
1:50,000, 1:100,000, 1:200,000 y 1:300,000),

1:25,000
1:50,000
1:100,000
1:200,000
1:300,000

#~ o L] »> -«
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Fig. 10 Titulacion del anticuerpo policlonal en una curva de competencia, utilizando
12 ng de rcGH/pozo de forro, concentraciones de rcGH libres de 1024 a 0,125 ng/pozo,
AW m ° * representan las diluciones del primer anticuerpo utilizadas,,



Para los siguientes experimentos se escogio la dilucién del anticuerpo de
1:100,000 que representa arededor del doble del 50% de union en la curva de
titulacion para 12 ng/pozo de fono,, El 50 % de unidon en esta curva
corresponde a 1324 ng/pozo de rcGH, & numero de Hill o vaor de la
pendiente es cercano a 1 (0,98) y presenta una sensibilidad de 2 ng/pozo (20
ng /mi)., La curva patron se muestra en la figura 11 y presenta un coeficiente
de variacion inter- e intraensayo menorr a 5% (3,27% y 3,91%,
respectivamente), obtenidos apartir del promedio del porcentagje de union para
cada concentracion de hormona,

100-1;

0 3 [ ¥ 1
1 10 100 1000 10000

Log [rcGH] (ng/ml)

Fig.. 11 Curva patron para determinacion de cGH,, Las condiciones finales del ensayo
fueron: 12 ng/pozo de rcGH para el forro de la microplaca, la dilucién del primer
anticuerpo fue de 1:100,000, ia curva patron se realizo con diluciones de rcGH desde
1024 a 0.125 ng/pozo, la dilucién del segundo anticuerpo fue de 1:3,000 y el revelado se
realizé utilizando ABTS como sustrato,

Este ensayo permite la determinacion de cGH en e suero y en extractos
hipofisiarios como se demuestra con las curvas de paralelismo que se
muestran en la figura 12, Para observar € desplazamiento de las curvas de
suero de pollo (4 semanas de edad) se utilizaron desde una solucidn
concentrada de suero y anticuerpo 4x hasta una dilucion 1:16, 384 (200 a
0.006 jil/pozo) con un 50% de unién en 5 pl/pozo, En los extractos
hipofisiarios se utilizaron hipdfisis de pollo de 8 semanas, raza Avian de
engorda, en concentraciones de 20 a 0,097 ixg de proteina total/pozo
obteniendo €l 50% de union con 0,7 ug de proteina,
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Fig,, 12 Curvas de paralelismo utilizando diluciones de suero de pollo de 4 semanas de
edad y extractos hipofisiarios de pollo de 8 semanas de edad,,

Con € ohjetivo de estudiar la especificidad del sistema, se evaud €

grado de desplazamiento obtenido a competir con otras hormonas
hipofisiarias con ato grado de homologia con la cGH como laPRL y GH de

diferentes especies,
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pGH
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Fig,, 13 Reactividad cruzada del anticuerpo policlonai utilizado en el ELISA para
determinar cGH,, En esta gréfica se observan las curvas obtenidas con GH de pollo (c),
rata (r), ovina (0) y porcina (p), prolactina de rata (r) y ovina (o).
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Como se observa en lafigura 13 € anticuerpo muestra ser selectivo y con
ata afinidad para la cGH mientras que para las distinas PRL y las otras GHs
muestra bga afinidad y a comparar ‘las curvas en ningun caso llegan a 50%
de union con respecto a desplazamiento de la cGH, por o que se puede
suponer- que el sistema es altamente especifico. '

|nmunotransferenciay analisis densitométrico de las luminografias

El ELISA es un sistema que permite cuantificar € contenido de cGH en
el medio de cultivo pero no distingue las diferencias entre las distintas
variantes moleculares de la cGH porque e anticuerpo utilizado es policlonal
dirigido a conjunto de las isoformas de GH. Para € analisis de las distintas
formas moleculares de la cGH se separaron por medio de SDS-PAGE, de
acuerdo con su masa y se identificaron por inmunotransferencia utilizando
también e anticuerpo policlonal contra cGH, La densitometria de cada banda
inmunorreactiva permitio hacer- una comparacion entre el patron de secrecion
de los grupos control y los tratados.

ng de rcGH 250 125 62 31 15 7

400000 -
22 kDa
300000
B 0
Q 200000
100000- r=99.22%
0 T T 1
1 10 100 1000

Log [rcGH] ng

Fig. 14 Curva de rcGH analizada por densitometria a partir del luminograma de la
inmunotransferencia,, En el panel A se muestra la imagen digitalizada del luminograma a
partir de la cual se analizan por densitometria las bandas inmunorreactivas,, En el panel B
se graficaron los datos obtenidos por densitometria,
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Como se puede observar en la figura 14, distintas concentraciones de
rcGH presentan un comportamiento lineal en un rango de 250 a 7 ng totales
con una correlacion de 99%. Estos resultados demuestran que € sistema es
semicuantitativo y que permite observar cambios en la concentracion de cGH
en las muestras andizadas,,
| nmunopr ecipitacion

Para € andlisis electroforético de la cGH contenida en € medio de
cultivo de las células dispersas, las muestras fueron previamente
inmunopiecipitadas utilizando como inmunoadsorbente un anticuerpo
monoclonal . Se observé que € 100% de la cGH contenida en € medio de
cultivo es capturada por € anticuerpo de acuerdo con las determinaciones
realizadas por ELISA en los medios antes y después de la
inmunoprecipitacion. Sin embargo, de acuerdo con un andlisis densitométrico
la recuperacion de cGH es cercana al 73%.. En la siguiente figura se muestra
una curva de concentracion de rcGH previamente inmunopreci pitada

40000i H

b * Dijrecta
s + Inmunoprecipitada
300000-
o}
O 200000-
100000-
G 1 1 1
1 10 100 1000
 Log[rcGH] ng

Directa Inmunoprecipitada

ngde rcGH 250 25 62 31 15 7 250 125 62 31 15 7

Fig., 15 Se muestra la inmunotransferencia y las curvas obtenidas al aplicar distintas
concentraciones de rcGH (250-7ng) directamente al SDS-PAGE al 12,5% en condiciones
no reductoras y las mismas concentraciones previamente inmunoprecipitadas con el
anticuerpo monoclonal acGH,
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ESTUDIO DE HIPOFISIS COMPLETAS

En este tipo de experimentos se andizo € efecto de la GHRH sobre la
liberacion de las variantes moleculares de la cGH a medio de incubacion. Se
realizaron incubaciones agudas de hipdfisis recién extraidas de pollos macho
de 4 semanas de edad,. Se consider6 como grupo control agquellos grupos de
hipéfisis incubados en solucion Earle norma. Primero se determinaron las
condiciones de incubacién y andlisis de las muestras. La cGH contenida en €
medio de cultivo fue cuantificada por: ELISA, Se determind que con este
~ Sistema se puede observar la respuesta del tgido incubado a tratamiento con
GHRH y que este efecto como se muestra en la figura 16 es dependiente de la
dosis aplicada (ICs= 152 = 0,78 nM).
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Fig,, 16 Relacion dosis-respuesta del GHRH en hipd&fisis de pollo de 4 semanas de edad,
durante una incubacioén de 2 horas,,

Cada punto representa el promedio de 8 experimentos realizados por triplicado, Los datos
se normalizaron considerando el valor del control igual a 1 en cada caso, La linea
continua representa el ajuste realizado con la ecuacion de Hill,

En los siguientes experimentos de cultivo de hipdfisis completas se
utilizd la dosis de 2nM de GHRH que es cercana a la Icsp y la variabilidad



encontrada es menor. Aunque no es larespuesta maxima sobre la liberacion de
cGH, esta dosis permite observar' incrementos e inhibicion de la respuesta al
tratamiento.

Se observo que por efecto de la GHRH la concentracion de cGH en €
medio cambié significativamente de 14,7 + 2,3 a29,2 + 2,1 ng de cGH/mg de
tgjido (ver figura 17), confirmandose asi que € sistema respondio de acuerdo
con lo esperado.

204

10

ng de cGHmg de hipofisis

Control GHRH 5901

Fig,, 17 Concentracion de cGH total secretada por hipdfisis de pollo de 4 semanas de
edad tratadas con 2nM de GHRH en medio Earle Normal durante 2 horas,,

Los resultados representan la media £+ SEM, PO..001..

El A de letra = Diferencia significativa,

Para su andlisis, las variantes de masa de la cGH fueron separadas por
SDSPAGE en condiciones no reductoras Posteriormente fueron
electrotransféridas e inmunoidentificadas por un anticuerpo policlonal
especifico, Se redizd un andisis semicuantitativo con ayuda de la
densitometria de las bandas inmunorreactivas,, En la figura 18 se muestra una
inmunotransférencia de las variantes de cGH secretadas a medio en respuesta
a 2 horas de tratamiento con GHRH y se puede observar que se modificd €
patron de secrecion de las distintas bandas inmunorreactivas, aumentando la
inmunorreactividad en los grupos tratados con este péptido.
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Fig, 18 Inmunotransferencia del medio del cultivo de hipdfisis de pollo de 4 semanas de
edad tratadas con 2nM de GHRH en medio Earle normal durante 2 horas,,

Al hacer € andlisis densitométrico (ver figura 19) se pudo observar que
aungue todas las formas moleculares identificadas por € anticuerpo se
incrementaron por efecto del tratamiento con GHRH, larespuesta para algunas
de dlas fue diferencid.. Las variantes oligoméricas de 66 y 60 kDa
incrementaron 2.4 y 2,9 veces con respecto a control, mientras las formas de
50, 44, 26 y 15 incrementaron 5,8, 4,8, 4,4 y 5.7 veces respectivamente,, Es
importante resaltar que la forma més abundante de la cGH es la de 22 kDa o
monomericay por: efecto del tratamiento aumentd solo 2,24 veces (3905.3 +
121.85 vs 8752,6 + 447.5) con relacion a grupo control,
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Fig®.19 Densitometria de la inmunotransferencia (SDS PAGE, CNR) del medio del rulthm
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Al andlizar la concentracion relativa de las distintas variantes de la cGH
secretadas por las hipéfiss e identificadas en € medio de incubacion,
consrderando |a inmunorreactividad total como el 100% (ver. figura 20), se
observaron cambios interesantes. La forma monomeérica representa en 'los
grupos controles el 40.5 +1,6 % mientras que en los grupos tratados con
GHRH representael 28 3 + 3.9 %, Laformade 26 kDa cambiade 204 + 12 a
274 £1.5 %, y a parecer por efecto del tratamiento esta forma se vuelve
cuantitativamente tan importante como la forma monomérica. Cada una de las
formas oligoméricas representan menos del 12 % de la inmunorreactividad
total y e fragmento de 15 kDa que representa del 2 2+ O 4 en los controles

aumentaal 3 8+O6%en|ostratados ’
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Fig,, 20 Concentracion relativa de las variantes moleculares de la cGH secretada al medio
del cultivo de hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en
medio Earle normal durante 2 horas,, Los resultados representan la media £+ SEM, El * =
diferencia significativa, PO.,001,

Resulta interesante que la secrecion de la forma de 26 kDa se vea
favorecida cuando se estimula a las células con € secretagogo, Como se vio
anteriormente, la forma glicosilada de la cGH presenta un peso molecular
aparente alrededor- de 26 kDa en condiciones no reductoras o 29 kDa en
condiciones reductoras,, Sin embargo, también se ha identificado una forma de
25 kDa que es una forma cortada de la cGH, unida por los puentes disulfuro y
por- lo tanto desaparece en condiciones reductoras aumentando la proporcion
de fragmentos de cGH,

Por lo anterior, podemos suponer que la forma de 26 kDa que modifica
su secrecion por efecto del GHRH en los experimentos in vitro con hipdfisis
completas puede tratarse de la forma glicosilada, cortada o de la comigracion
de ambas, Para identificar la presencia de carbohidratos en esta banda
inmunorreactiva, se realizé un experimento en € que la cGH secretada en €
medio fue adlada por inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo
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monoclonal.. Posteriormente, las variantes de cGH fueron separadas por SDS
PAGE en condiciones reductoras, transferidas y reconocidas por un lado con
un anticuerpo policlonal especifico y por- otro se identificaron las bandas
positivas a carbohidratos.

En la figura 21 podemos observar la presencia de bandas positivas a
carbohidratos que corresponden con la migracion de la formade 29 kDay que
esta banda inmunorreactiva aumenta en respuesta a tratamiento con GHRH,

Control GHRH Control GHRH

kDa

46

HRP Glyco

Fig. 21 Identificacion de carbohidratos en la cGH secretada e inmunoprecipitada a partir
del medio del cultivo de hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de
GHRH en medio Earle normal durante 2 horas,

Se analizd € contenido de cGH encontrada en las hipdfisis después del
tratamiento. Para lograr esto se realiz0 un extracto hipofisiario y se determino
el contenido de cGH total por mg de protema, con ayuda de méodo de
ELISA, De acuerdo con este método e contenido de cGH fue similar- tanto en
el grupo control como en € tratado con GHRH. Como se muestra en la figura
22 no se apreciaun cambio significativo por efecto del tratamiento,.
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Fig,, 22 Concentracion ele cGH total en el extracto hipofisiario del cultivo de hip&fisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en medio Earle normal durante 2
horas. Los resultados representan la media = SEM,, No se observo diferencia
estadisticamente significativa,

Sin embargo, cuando se realiz6 el andlisis densitométrico (ver figura 23)
de las variantes moleculares de la cGH encontradas en la hipofisis después de
la incubacion con € GHRH, se pudieron observar diferencias en la
Inmunorreactividad entre las bandas correspondientes a los controles y las de
los tratados con GHRH,

PM Control GHRH
reGH

CNR

Fig., 23 Inmunotransferencia del extracto hipofisiario del cultivo de hipdfisis de pollo de 4
semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en medio Earle normal durante 2 horas,,
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Se observaron cambios significativos en las formas moleculares de 26 y
44 kDa, La forma de 26 kDa aumentd 19 veces y la foima de 44 kDa 2,2
veces, mientras gque la forma de 22 kDa no mostré cambios significativos. En
la figura 24 se muestra € andlisis densitométrico de las distintas bandas
inmunoneactivas presentes en la glandula después ddl tratamiento de 2 horas
con GHRH.
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Fig,, 24 Densitometria de la inmunotransferencia (SDS-PAGE, CNR) del extracto
hipofisiario de! cultivo de hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de
GHRH en medio Earle normal durante 2 horas Los resultados representan la media +
SEM, El * = diferencia significativa, PO..001..

Cuando se anaizo la concentracién relativa de las variantes moleculares
de la cGH (ver figura 25) se observo que la forma de 22 kDa representa €
529 £ 2.2 % en los controles y 41.2 + 34 % en los tratados con GHRH,, En
cambio la forma de 26 kDa representa e 24,8 + LOy 332 + 12 % en
controles y tratados, respectivamente,, Es importante resaltar- que aunque, en la
concentracion total de cGH no se detectaron cambios significativos €
tratamiento produce un incremento significativo en la concentracion relativa
de laforma de 26 kDa contenida en la glandula,
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Fig,, 25.. Concentracion relativa de las variantes de cGH contenidas en el extracto
hipofisiario del cultivo de hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de
GHRH en medio Earle normal durante 2 horas,, Los resultados representan la media +
SEM, El * = diferencia significativa, PO.,05.,

Los experimentos realizados con hipéfisis completas dieron pie a una
serie de experimentos con células dispersas de hipdfisis que tuvieron como
objetivo acercarse al mecanismo intracelular por medio del cua e secretagogo
favorece laliberacion de lavariante de 26 kDa ,,

ESTUDIO EN CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS HIPOFISIARIAS

El primer paso en estos experimentos fue determinar' las condiciones de
cultivo y de andlisis para poder identificar' las variantes moleculares de cGH
secretada a medio de cultivo. Ademas se realizé la identificacion de céulas
secretOlas de cGH a través de una inmunocitoguimica utilizando anticuerpo
policlonal especifico oxGH y como segundo anticuerpo, uno antilgG de
conglo acoplado a peroxidasa de rabano. En la figura 26 se muestra una
fotografia de los somatotropos identificados en € cultivo primario de hipofisis
de pollo de 4 semanas de edad,,
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Fig.. 26 Fotografias ele las inmunocitoquimicas de cultivos primarios de hipdfisis de pollo
de 4 semanas de edad con 48 horas de incubacion, En ei panel Ay B se muestran las
células identificadas por el anticuerpo monoclonal acGH y 2° anticuerpo antilgG de ratén
acoplado a peroxidasa de rabano, El panel A muestra células sin tratamiento y el panel B
células tratadas con 2nM de GHRH durante 2 horas,, En el panel C se muestran las
células fijadas e inmunotefiidas sin acGH y con 2° anticuerpo,,

En estos estudios se andizo primero € efecto de la GHRH sobre la
secrecion de cGH en células hipofisiaiias de pollos machos de 4 semanas. En
todos los experimentos realizados se consideraron las incubaciones con medio
solo como los grupos controles, Se observd un incremento en la concentracion
de la cGH total y de las diferentes formas moleculares de la hormona
secretadas a medio por efecto de la GHRH. Sin embargo € andlisis de las
variantes moleculares muestra que existen diferencias en la magnitud del
incremento en cada unade dlas,

La liberacion de cGH total a medio de cultivo corrobora la respuesta de
las células en cultivo a efecto del GHRH. En la figura 28 se muestra que la
concentracion de cGH secretada al medio incrementa 2.84 veces con respecto
al control (26.7 £ 2.7y 7577 = 6,0 ng/ml de medio de cultivo respectivamente
P<0,001),
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Fig., 27 Concentracion de cGH total secretada al medio en cultivo primario de hip&fisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH, durante 2 horas,,
Los resultados representan la media + SEM, Letra diferente = Diferencia significativa,
P<0,,001

Las variantes moleculares de masa de cGH fueron separadas por SDS-
PAGE y posteriormente electrotransfeiidas para su inmunoidentificacion. Para
andlizar la proporcion de las variantes moleculares de cGH secretadas al
medio, la hormona fue previamente aisada por inmunoprecipitacion con
objeto de evitar la interferencia de los componentes del medio de cultivo
durante la electroféresis, Se utilizO un inmunoadsorbente preparado con
anticuerpo monoclonal unido a sef&osa 4B activada para la
inmunoprecipitacion y anticuerpo policlonal para la identificacion de las
digtintas formas de masa en la inmunotransférencia Este método permitio
incrementar- la especificidad del andlisis, puesto que € reconocimiento de las
variantes moleculares se llevd a cabo por dos anticuerpos diferentes, La
proporcion relativa de las distintas formas moleculares fue calculada a partir.
de la densitometria del total de bandas inmunorreactivas en cada muestra En
la figura 28 se muestra la inmunotransférencia de las variantes de masa
secretadas al medio de cultivo.
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Fig. 28 Inmunotransferencia del medio de cultivo de células dispersas de hipdfisis de polio
de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH, durante 2 horas,,

Al ser analizadas las distintas bandas inmunorreactivas se pudo observar
gue todas las formas mol eculares fueron estimuladas por efecto de la GHRH.
Sin embargo cada una de ellas aumenté de manera diferencid,, La forma 22
kDa incrementé 0,65 veces con respecto a control mientras gque la forma de
26 kDaaument6 3,5 veces (556 + 48 vs 1594 + 133 P<0.001) (ver figura 29),,
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Fig. 29 Densitometria de la inmunotransferencia (SDS-PAGE, CNR) del medio de cultivo
primario de hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en M199
durante 2 horas, Los resultados representan la media + SEM, La A letra = diferencia
significativa, PO..001..
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Estos resultados indican que la secrecion de la forma de 26 kDa se ve
favorecida por e tratamiento con la GHRH. En los grupos control esta forma
de 26 kDarepresentael 81 £ 1 % de lainmunoneactividad total y por efecto
de la GHRH este porcentgje aumenta ad 18.8 £ 0.9 %, Sin embargo se puede
observar que € monémero y € dimeio representan € 716 + 05y & 20.3 +
0,6 % respectivamente en condiciones control mientras que por efecto del
secretagogo representan @ 62,6 + 16 y @ 185 +£1,1 %, En la figura 30 se
muestra la concentracién relativa de las variantes de cGH en € medio, en
condiciones control y con GHRH como tratamiento.
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Fig. 30 Concentracion relativa de las variantes moleculares ele masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones no reductoras, contenidas en el medio, dei cultivo primario de
hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en M199 durante 2
horas,, Los resultados representan la media + SEM. La A letra = diferencia significativa,
P<0.001,

Como se mencion6 anteriormente la forma de 26 kDa observada en
condiciones no reductoras puede tratarse de la forma glicosilada. Sin embargo,
es fécil confundirla con la forma cortada de la cGH, pues € peso molecular
aparente, determinado por electroforesis, en ambas formas es muy parecido.
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Por estatazdn en otro experimento, se separaron las variantes de la cGH
contenidas en e medio de cultivo, a través de SDS-PAGE en condiciones
reductor as (CR) En estas condiciones |a forma cortada -que se mantiene unida
por- puentes disulfuro- desaparece y se observan los diferentes fragmentos de
la cGH, identificados por € anticuerpo policlonal especifico,.
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Fig,, 31 Densitometria de las variantes moleculares de masa separadas por. SDS-PAGE
en condiciones reductoras (CR), contenidas en el medio, del cultivo primario de hipdfisis

de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en M199 durante 2 horas,,
Los resultados representan la media £ SEM,, La ” letra = diferencia significativa, P<0.001

En lafigura 31 se muestrad andlisis densitométrico de la cGH secretada
a medio de cultivo por efecto de la GHRH. También en estas condiciones
experimentales se observé un incremento de todas las formas moleculares de
la ¢cGH vy, consistente con los resultados anteriores, la respuesta fue
diferencial. La forma monomeérica (en estas condiciones con PM aparente de
26 kDa) incrementd 145 veces con respecto a control (11930 + 572 4 vs
17308 + 812 2 POQ01), por efecto de la GHRH, mientras que la forma de 29
kDa (posible forma glicosilada) 2.7 veces (2989 + 184,7 vs 8037 + 535,2
PO..001)., Ademés, en este andlisis podemos observar que los diferentes
fragmentos aumentan de manera importante (de 3 a 6 veces con respecto a
control) por efecto de la GHRH,
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Posteriormente se realizé & andlisis de la concentracion relativa de las
distintas bandas inmunorreactivas,, Se puede observar en la figura 32 que la
forma de 29 kDa incrementa después del tratamiento del 15,9 + 0.8 % a 22,8
+ 0.9 %. Lasformas de 26 y 46 kDarepresentan e 633+ 08y 142+ 19 %
en los controlesy € 49,2 £+ 13 y 100 £ 0,7 % por efecto de la GHRH.
Finalmente los fragmentos representan de entre el 4y 1 % en los controles y
del 8 a 2 % por influenciade tratamiento,,

75+
f
BN Control
GHRH
501

%

= ::.-ﬁ

! I
46 29 26 20 18 17 15

Fig,, 32 Concentracion relativa de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras, contenidas en el medio, del cultivo primario de hipofisis
de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH en M199 durante 2 horas,,
Los resultados representan la media + SEM,. La A letra = diferencia significativa,P<0,,001.

Con €& objetivo de analizar el mecanismo a través dd cua la GHRH
gerce este efecto diferencia sobre la secrecion de las variantes de masa de la
cGH, que se observo tanto en los cultivos de hipéfisis completas como en el
cultivo primario de pituicitos, las células hipofisiarias dispersas fueron
sometidas a diferentes tratamientos con compuestos relacionados con las vias
de segundos mensgjeros intracelulares activados por- la GHRH., Como se
menciond anteriormente, la GHRH utiliza tanto lavia de la adenilato ciclasa, a
través de la activacion de proteinas G, como la via de la fosfolipasa A, En la
figura 33 se muestra la inmunotransferencia de la cGH secretada al medio por:
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efecto de andlogos de segundos mensgjeros como son € 8-bromo-AMPc y €
PMA.

Control GHRH cAMP CAMP + PMA PMA +
GHRH GHRH

Fig.. 28 Inmunotransferencia (SDS-PAGE, CR) del medio de cultivo de células dispersas
de hipdfisis de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH, 1mM de 8-
bromo-AMPc, 1uM de PMA y la combinacion del GHRH + los analogos de segundos
mensajeros, durante 2 horas,

El andlisis de las variantes moleculares de la cGH inmunoneactivas
secretadas al medio por efecto del andlogo permeable del AMPc (8-bromo-
AMPc) y la combinacion de éste con GHRH en condiciones reductor as se
muestra en la figura 34,
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Fig,, 34 Densitometria de ias variantes moleculares de masa separadas por SDS-PAGE
en condiciones reductoras, contenidas en el medio, del cultivo primario de hipéfisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 1mM de 8-bromo-AMPc en
M199 durante 2 horas, Los resultados representan la media £ SEM. La A letra = diferencia
significativa, PO..05..
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El AMPc provoco una respuesta smilar a la observada con la GHRH
Todas las formas moleculares de la cGH observadas en lainmunotransferencia
incrementaron en respuesta a tratamiento a analizarlas bajo condiciones
reductoras. También de manera similar que con la GHRH, se observo que la
forma de 29 kDa incrementa 2,48 veces con respecto al control (2989 + 184.7
Vs 7441,6 £ 644.9 PO..001) mientras que € mondémeio increment6 1..33
(11930 + 5724 vs 16564,2 + 817.2). En @ caso de los fragmentos, estos
incrementaron hasta 3.6 veces con respecto a control por efecto del AMPc,

Al combinar los tratamientos (AMPc y GHRH) se observd un efecto
sinérgico, pues aunque incrementaron cas todas las bandas inmunorreactivas,
e efecto diferencia sobre éstas fue mayor,, La forma de 29 kDa aumentd 3,5
veces y la de 26 kDa 16 veces, El fragmento de 20 kDa incremento
significativamente con respecto a control 6.2 vecesy & de 18 kDa 5.4 veces
por efecto del AMPc y GHRH juntos (ver figura 34),

Al andizar la concentracion relativa de las variantes de cGH contenidas
en e medio se puede observar que la forma de 29 kDa increment6 de 159 +
0,7 a 249 + 12 %, De acuerdo con estos resultados, € AMPc también
favorece la secrecion de la forma de 29 kDa de manera muy similar-a GHRH,
Por e efecto de la combinacion dd AMPc y la GHRH se observo (figura 35)
que e monomero representa el 46,4 + 0,7 mientras que en los grupos controles
representa & 63.3 = 0,8 %, a diferencia de la forma de 29 kDa que incrementa
su concentracion relativa por- efecto del tratamiento de 15,9 =+ 0,7 a25,4 £0,7
%, El dimero y los fragmentos representan € 59 + 04y entred 10y 2 %
respectivamente, En e caso de los fragmentos de 20 y 18 kDa presentan un
incremento significativo por el efecto combinado del AMPC y GHRH (3,6 +
06%y 13+08%vs 102 +0,3 %Yy 55 * 0.5 %, respectivamente),.
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Fig. 35 Concentracion relativa de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hipofisis
de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 1mM de 8-bromo-AMPc, en
M199 durante 2 horas,, Los resultados representan la media + SEM, La A letra =
diferencia significativa, P<0.,05,

Otravia activada por la GHRH en la transduccion de la sefia intracelular
reportada es la via de la fosfolipasa A. Con el objeto de estimularlay analizar
este efecto sobre la liberacion de las variantes moleculares de la cGH in vitro,
las células dispersas de hi pofisis fueron tratadas durante 2 horas con un éstel
de forbol conocido como PMA . En la siguiente figura (36) podemos observar:
el andlisis densitométrico de las variantes de cGH identificadas en € medio de
cultivo por los anticuerpos monoclonales y policlonales en la
inmunotransférencia, secretadas por efecto del PMA, Es importante destacar:
que la repuesta observada por- este tratamiento es equivalente a encontrado
por efecto de la GHRH y dd AMPc. La forma de 29 kDa incrementé 3 5
veces (2989 + 184,7 vs 103244 + 1712.8) mientras que € mondmero de 22
kDaincrementd 14 veces (11930 + 572,4 vs 17185,8 + 724),,
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Fig., 36 Densitometria de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-PAGE
en condiciones reductores, contenidas en el medio del cultivo primario de hipdfisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 1uM de PMA en M199 durante
2 horas, Los resultados representan la media £ SEM, La A letra = diferencia significativa,
P<0,05,

Con la combinacion de GHRH y PMA también se observa un efecto
sinérgico sobre la liberacion de la forma de 29 kDa. Sin embargo, en estas
condiciones la respuesta es mayor a la observada anteriormente con el AMPc
y GHRH, Esta vanante aumento 5.3 veces (2989 + 184.7 vs 16011 5 + 629) y
el mondmero 1.8 veces (11930 + 572.4 vs 22094.6 +215.8), En cuanto a los
fragmentos de 20 y 18 kDa también se observaron incrementos significativos
de 7.2 y 11.4 veces con respecto a control por efecto de la combinacion de
tratamientos

Al hacer e andliss de la concentracion relativa de las variantes
moleculares de la cGH encontradas en e medio de cultivo se pudo observar
que & mondmero representael 6.328 + 0,8 % en los controles, e 48,0 + 2,4 %
en los tratados con PMA y € 41.8 £ 0.7 % con la combinacién de PMA y
GHRH. Sin embargo, la forma de 29 kDa incrementa con los tratamientos. En
los controles representa el 14,2 = 19 %, en los tratados con PMA € 28,3 £ 25
% y con la combinacién de ambos tratamientos €l 30,3 + 11 % 8 (ver figura
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37), En € fragmento de 20 kDa se obseivo un incremento significativo por €
efecto combinado del PMA y GHRH (3.6 £ 0.6 % vs 9,2 + 0.8 %).
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Fig. 37 Concentracion relativa de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hipofisis
de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 1uM PMA, en M199 durante
2 horas, Los resultados representan la media + SEM,, La A letra = diferencia significativa,
P<0,,05,

Como se menciond en la seccion introductoria, para la liberacion de la
GH se requiere € incremento de Ca™ citosdlico y se sabe que através de la
via de la adenilato ciclasa se produce € ingreso de Ca” extracelular. Con €
objeto de conocer € efecto de esta movilizacion de Ca™ sobre la secrecion de
las variantes de cGH se trataron células dispersas de hipofisis con un ionéforo
de Ca*' conocido como ionomicina Al hacer e andlisis densitométrico no se
observl ninguna respuesta significativa por - efecto de este tratamiento, En la
figura 38 se muestra la densidad o¢ptica de cada banda inmunoneactiva
observada en la inmunotrasférencia,,
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Fig. 38 Densitometria de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-PAGE
en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hipdfisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 10uM de ionomicina en M199
durante 2 horas,. Los resultados representan la media £ SEM, La A letra = diferencia
significativa, P<0,05,,

Sin embargo, a andizar la concentraciéon relativa de las bandas
inmunorreactivas se observa que la proporcion de mondmero incrementa
significativamente (63..3 £ 0,8 % vs 72,4 £ 17 %) por efecto del tratamiento
con ionomicina mientras que en lavariante de 29 kDa no se observan cambios
(ver figura 39), Al combinar la ionomicina con GHRH se observd que la
GHRH parece contrarrestar € efecto de la ionomicina sobre la liberacion del
monomero, En las células tratadas Unicamente con GHRH e mondémero
representa e 49,2 + 13 %, mientras que con la combinacion de tratamientos
esta forma molecular representa el 61,6 £ 1.8 % y en lavariante de 29 kDa no
se observan cambios significativos entre estos grupos experimentales. Por: otro
lado, la ionomicina tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacion del dimero
gue no se ateré a combinarla con GHRH,
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Fig,, 39 Concentracion relativa de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hipofisis
de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 10uM de ionomicina en
M199 durante 2 horas,, Los resultados representan la media + SEM, La A letra = diferencia
significativa, P<0,,05,.

Por otro lado se sabe que la GHRH estimula tanto la sintesis como la
secrecion de la GH. Pata tener un acercamiento mas a mecanismo utilizado
por la GHRH para favorecer la secrecion de la variante de 29 kDa, se aplico a
las células hipofisiarias en cultivo cicloheximida, un inhibidor del proceso de
traduccion de RNAm a la cadena peptidica, con objeto de conocer s esta
respuesta es independiente de su efecto sobre la sintesis de la protema, En la
figura 40 se muestra €l andisis de las bandas inmunoixeactivas identificadas
en € medio de cultivo..
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Fig,, 40 Densitometria de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-PAGE
en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hipdfisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 50 ug/ml de cicloheximida en
M199 durante 2 horas. Los resultados representan la media + SEM, El * de letra =
diferencia significativa, P<0,05,

Al hacer e andlisis densitométrico de las distintas variantes de cGH
observadas se identificO una disminucion dignificativa en la
inmunoneactividad del mondémero (9405 + 490 vs 11930 + 572) y una
tendencia similar en € resto de las bandas inmunorreactivas por efecto de la
cicloheximida. Sin embargo, este tratamiento parece no interferir con e efecto
de la GHRH porque no se observan cambios significativos entre la
combinacion de tratamientos y la GHRH sola (ver figura 40).
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Fig. 41 Concentracién relativa de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras, contenidas en el medio, del cultivo primario de hipdfisis
de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 50ug/ml de cicloheximida
en M199 durante 2 horas,, Los resultados representan la medla + SEM,, El <* de letra =

diferencia significativa, P<0,,05,

Por otra parte, se compar6 € efecto de la GHRH con TRH que es
también un secretagogo para la GH en aves. Este péptido, hasta donde se
conoce, lleva a cabo su efecto através de receptores especificos y estimula la
viade fosfolipasa C en latransduccion de su sefid intracelular, 1o que coincide
con unade las vias activadas por la GHRH.

Primero se analizo € efecto de laTRH sobre laliberacion de la cGH total
contenida en € medio de cultivo, Como se observa en la figura 42 se
incrementaron los niveles de cGH en e medio en respuesta a tratamiento, sin
embargo, la magnitud de la respuesta es menor que la observada por GHRH
en estas condiciones experimentales, Por efecto de la GHRH, los niveles de
cGH aumentan 2.8 veces (16.0 £ 16 vs 45,5 + 3.6 ng totales/pozo) mientras
gue en respuestaala TRH incrementa 2 veces (32 0 + 25 ng totales/pozo),
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Fig. 42 Concentracion de cGH total secretada al medio en cultivo primario de hipofisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH o con 3nM de TRH, durante 2
horas,, Los resultados representan la media + SEM, La Aletra=diferencia significativa
P<0.00L

~ Posteriormente, serealizo € andlisis del efecto de este ttipéptido sobre la
liberacion de las variantes moleculares de la cGH en cultivo primario de
pituicitos. En la figura 43 se muestra la densitometria de las bandas
inmunorreactivas separadas por SDS-PAGE en condiciones reductoras, En
estas condiciones experimentales no se observo incremento de las variantes
moleculares de la cGH por efecto de la TRH s0lo, sn embargo cuando se
combind con la GHRH se observo un efecto potenciado! de la TRH, Laforma
de 29 kDa increment6 4,4 veces con respecto a control (2989 + 184,7 vs
13240 £ 328 1) y 16 veces con respecto a los tratados con GHRH (8037 +
535,2 vs 1.3240+328,1),,
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Fig,, 43 Densitometria de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-PAGE
en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hipdfisis de
pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 3nM de TRH en M199 durante
2 horas, Los resultados representan la media + SEM, El *? de letra = diferencia

significativa, P<0.,05,

El andlisis de la concentracion relativa de las variantes de cGH (figura
44) muestra que por efecto de GHRH+TRH la forma monomérica (22kDa)
representa el 44,5 + 0.9 % que es mucho menos que en los controles en donde
representa e 63,3 = 0,8 % del total de la inmunoneactividad,, La forma de 29
kDa en cambio representadl 14,2 = 1.9 % en los controlesy 27.7 = 0.2 % por:
GHRH+TRH mientras que con GHRH Unicamente representa € 22.8 + 0,9 %,
Con este andlisis se observo € efecto pontenciador de la TRH sobre la forma
de 29 kDa aunque no se observan cambios significativos de la forma
monomeérica entre € tratamiento con GHRH y la combinacién con TRH,

Estos resultados sugieren que cuando se aplico la TRH solo no se
observaron los efectos esperados sobre la via del fosfato de inositol y
diacilglicerol, también estimulada en respuesta a PMA en e que se observo
un potente efecto sobre la liberacion de la forma de 29 kDa
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Fig. 44 Concentracion relativa de las variantes moleculares de masa separadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras, contenidas en el medio del cultivo primario de hip&fisis
de pollo de 4 semanas de edad tratadas con 2nM de GHRH y 3nM de TRH en M199
durante 2 horas, Los resultados representan la media £+ SEM, El <t de letra 0 diferencia

significativa, P<0,05,
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DISCUSION

La importancia funcionad de las variantes moleculares de cualquier
proteina se puede andizar' desde distintos puntos de vida, Desde una
perspectiva evolutiva se ha podido observar en una gran variedad de proteinas
que las variaciones estructurdes dan origen a entidades moleculares
independientes, con funciones bioldgicas especificas. O bien, desde un punto
de vista fisiolégico, las moléculas homologas pueden presentar funciones
particulares y compartidas. En algunos casos éstas Ultimas resultan de gran
importancia en la llamada plasticidad de un organismo, es decir que
incrementa la capacidad de respuesta del individuo ante grandes demandas
fisolégicas 0 en procesos patoldgicos en los que se presentan ciertas
deficiencias,

La GH es una proteina que pertenece a una gran familia que incluye otras
hormonas como la PRL y somatolactina Estas ultimas presentan ata
homologia estructural y funcional [Hawe, 1995, comparten mecanismos de
regulacion de su sintesis y secrecion, de transporte y de accion sobre las
células blanco, Aungque todos los miembros de la familia de proteinas
presentan efectos similares en los diferentes sistemas de un organismo, cada
una se ha especializado en determinadas funciones durante su evolucion,. Un
gemplo de esto es € efecto de la GH y la PRL sobre € crecimiento
longitudinal del cuerpo, ambas tienen efectos similares pero solo la GH resulta
‘indispensable para e desarrollo, La GH no es una entidad molecular- Unica, ya
gue actualmente se reconoce gque ademas de la forma monomérica de 22 kDa



de origen hipofisiaiio existen otras formas moleculares de GH producidas a
partir de un segundo gen, o de procesamiento aternativo del RNAm o hien,
por- modificaciones postraduccionales. Los estudios sobre € papel fisologico
de estas formas moleculares son muy escasos y dispersos;, sin embargo,
existen agunas evidencias sobre la actividad biologica de algunas variantes y
laregulacion de su sintesisy secrecion. En el caso particular de la GH de pollo
se han identificado solo variantes moleculares producto de modificaciones
postraduccionales y se piensa que pueden estar reguladas durante el
desarrollo, porque' la proporciéon de las variantes de masa contenidas en la
hipofisis cambia durante la ontogenia [Arartug 2000, En € presente estudio se
demuestra que € patron de variantes moleculares secretadas por la hipdfisis
esta sujeto a la influencia de factores que afectan la sintesis y secrecion de la
GH.

Para andlizar la regulacion de dichas formas moleculares en este trabgjo
se estudio € efecto de algunos secretagogos hipotalamicos sobre la secrecidn
de las variantes moleculares de la GH en dos sistemas in vitro, En € primero
se incubd la hipofisis completa permitiendo el andlisis de la respuesta integral
de laglandula a estimulo de formaaguday en € segundo se utilizé un cultivo
primario de células hipofisiarias, donde se analizo la respuesta independiente
del ambiente fisiologico presente en e organismo completo. Para andizar la
respuesta del tgjido o de las células al tratamiento se determind la cGH total
secretada a medio utilizando € método de ELISA,

Los métodos para la determinacion de la concentracion de GH han
presentado algunos problemas; por un lado, los niveles en la circulacion
cambian constantemente durante el dia, debido a los ciclos ultradianos de
secrecion que presenta la hormona, Por otro, porque la afinidad de los
anticuerpos utilizados en los diferentes laboratorios es muy variable y porque
su afinidad no es equivalente paratodas las formas moleculares de la GH, Los
niveles de GH circulante se han determinado en diferentes vertebrados através
de radioinmunoanalisis y ELISAs especificos, Aunque existen algunas
diferencias entre los distintos reportes e intervalo de concentraciones de cGH
esta entre 8 ng/ml hasta 260 ng/ml de plasma en pollos desde 18 dias
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embrionarios hasta adultos. Aunque se sabe que durante la ontogenia los
niveles circulantes de la GH cambian, pata pollos de 1 semana de edad
podemos encontrar valores entre 77 y 260 ng/ml dependiendo del anticuerpo y
d meétodo utilizado por d autor [Hawey, 198, Seares 1984 MdCanleas 1993
Hwhratts 1987], En € ELISA utilizado para la determinaciéon de cGH en este
trabajo se puede observar que € anticuerpo policlonal reconoce la cGH
contenida en e medio de cultivo, en extractos hipofisarios y en e plasma
Como se observa en la figura 14, e anticuerpo policlonal presenta alta
afinidad por la cGH y bagja afinidad por- otras moléculas con ata homologia
como las GHs y prolactinas de otras especies. Ademas, este ensayo presenta
una sensibilidad que permite cuantificar 20ng/ml, que es una concentracion
menor: que las encontradas en e plasma de pollos nacidos de cualquier edad,
en los extractos hipofisiarios y en los medios de cultivo. Este método para la
determinacién de cGH mostré que es preciso (CV < 5%), suficientemente
sensible y especifico,, Sin embargo, este resultado sOlo permite la
determinacion de la cGH total contenida en la muestra y no permite
diferenciar- entre las distintas formas moleculares de la hormona Se supone
que € anticuerpo policlonal utilizado reconoce la mayor. parte de las variantes
de cGH porque fue producido en conej 0s inmunizados con € conj unto de GHs
purificadas a partir de extractos hi poflsarlos de pollos de 8 semanas de edad,

Actualmente no existe ningun inmunoanalisis cuantitativo que permita la
determinacion individual de las concentraciones de las variantes de GH. Pero
los cambios en las variantes de masa contenidas en la hipofisis 0 en @ medio
de cultivo se pueden determinar utilizando métodos semicuantitativos, En este
trabajo, primero se separaron las isoformas de cGH por SDS-PAGE utilizando
geles con 12,5 % de acrilamida, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
y posteriormente las bandas inmunorreactivas se reconocieron utilizando €l
anticuerpo policlona y un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de
rabano que emite luz en contacto con € sustrato, Durante la emision de luz las
membranas se expusieron a placas radiogréficas y como se muestra en la
figura 16 a mayor concentracion de proteina inmunorreactiva mayor densidad
en la marca sobre la placa radiografica, Este método permitié observar:
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cambios en la secrecién de agunas variantes de cGH en el medio de cultivo y
en los extractos hipofisiarios estudiados.

El medio M199 utilizado para €l cultivo de células dispersas provoco
distorsiones durante la electrofoiesis y para evitar esta interferencia, la cGH
secretada al medio fue previamente inmunoprecipitada, utilizando un
Inmunoadsorbente con anticuerpo monoclonal anti-cGH.. Como se observa en
la gréficade la figura 15 se mantiene unarelacion lineal entre la concentracion
de cGH recuperada de lainmunoprecipitacion y la densidad Optica obtenida en
los luminogramas, lo cual muestra que se pueden determinar cambios en la
secrecion de cGH. Con este método se obtiene la doble identificacion de las
cGH a través de dos anticuerpos distintos;, e monoclonal durante la
inmunoprecipitacion y € policlonal en la inmunotransférencia.. El anticuerpo
monaoclonal esta dirigido a un epitope preferentemente expuesto en la forma
monomeérica de la cGH, Este hecho explica en parte, la diferencia entre las
bandas inmunoneactivas provenientes de las muestras de los medios de
incubacion de hipdfisis completas que no fueron inmunoprecipitadas y las de
células dispersas que s lo fueron. En € primer. caso (figura 19) se observaron
bandas de alto peso molecular- (66, 60 y 50 kDa) que no se observan en €
segundo (figura 29). Sin embargo, cuando se analizan las muestras de ambos
sistemas experimentales en condiciones reductoras -en las que desaparecen las
forma de ato peso molecular por. desagregacion- se observan cuatro variantes
moleculares consistentes en todas las condiciones probadas; estas variantes
son: un dimero resistente a la reduccién con mercaptoetanol, una banda
inmunorreactiva de 26 kDa en condiciones no reductoras o de 29 kDa en
condiciones reductoras, € mondémero de 22 kDa (de 26 kDa en condiciones
reductoras) y distintos fragmentos producto de la protedlisis, principalmente
uno de 15 kDa presente en condiciones reductoras y no reductoras Todo lo
anterior. sugiere que € método utilizado para € andlisis de las variantes
moleculares de la cGH resulta altamente especifico y permite distinguir. los
cambios en las concentraciones encontradas en e medio de cultivo o en los
extractos de hipdfisis,
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En e primer sistema in vitro utilizado, las hipéfisis cortadas en cuatro
partes de cada individuo se incubaron en solucion Earle Norma + €
tratamiento durante dos horas, que es tiempo suficiente para la liberacion de
cGH en respuesta a tratamiento y & segundo sistema constituido de cultivos
primarios de células hipofisiarias incubadas también dos horas en M199 + el
tratamiento,, En ambos casos se observo la secrecion de las variantes de cGH
a medio de cultivo en respuesta a la GHRH que es e secretagogo més
importante de GH en la mayoria de las especies de vertebrados, En € primer
sistema se mantienen las relaciones anatdbmicas dentro de la glandula y con
esto las interacciones entre las distintas células de la hipéfiss y los
somatotropos. Ademas se trata de una incubacién aguda que mantiene las
condiciones fisiologicas dd animal, es decir, las caracteristicas de altos
niveles de sintesis y secrecion presentes en los pollos de 4 semanas de edad
gue se encuentran en una etapa de crecimiento rapido, y de acuerdo con los
reportes sobre la ontogenia de los niveles de GH circulante se observa que a
esta edad los pollos presentan un pico de secrecion de GH [Hawy, 194, En
comparacion con este sistema las céulas dispersas no mantienen sus
relaciones anatOmicas con € resto de la glandula pero pueden presentar.
agunas de las relaciones paracrinas con otras células hipofisiarias El cultivo
celular. se mantiene durante 48 horas en las condiciones Optimas para asegurar
su viabilidad y su capacidad de respuesta, esto provoca ademas la eliminacién
de lainfluencia de la condicion fisiol6gica propia del animal

Para llevar a cabo los experimentos en € sistema de hipéfisis completas
se realiz6 una curva dosis respuesta estimulando con GHRH (ver figura 16).
Con esto se determind por un lado que € sistema de incubacion es apropiado
para observar la respuesta a secretagogo y que es dependiente de la dosis. A
partir de este andlisis se decidié usar para los siguientes experimentos una
dosis de 2nM de GHRH porque es cercana a la ICsy y se obtuvo la menor
variabilidad en la respuesta. Ademés, coincide con reportes previamente
publicados en los que en diferentes sistemas in vitro utilizan 2 nM de GHRH
como dosis 6ptima para observar- incrementos en los niveles de secrecion de
GH [Péez, 1989,



En los dos sistemas de andlisis se puede apreciar € efecto del GHRH
sobre la glandula hipdéfiss,, Por un lado en las figuras 17 y 27 se observa un
incremento de cGH secretada cercano a doble o triple (1.98 y 2.84 veces),
respectivamente, por efecto del tratamiento y en la figura 18 se puede observar
mayor densidad en las bandas inmunorreactivas de los medios de las hipdfisis
tratadas. Esto confirma que la GHRH humana de 44 aminoécidos de origen
recombinante (Sigma) utilizada es un potente y especifico estimulador: de la
secrecion de cGH in vitro, Esto es consistente con reportes previos en los que
la GHRH humana de origen pancreatico e hipotalamico recombinante produce
la secrecion de GH en aves y otras especies [Riez, 1980, Sliman 194, Mdagm 1991),
La diferencia entre las respuestas observadas en los dos sistemas
experimentales puede tener- relacion por-un lado, con €l acceso del secretagogo
a los somatotropos, que es mayor en las células dispersas y es donde se
presenta la mayor respuesta (2,84 veces), y por otro, con la influencia del
estado fisiolégico de los animales en @ sistema agudo de hipéfisis completas
gue puede estar mediando larespuesta ala GHRH.

En cuanto a la respuesta de las variantes a la GHRH en € sistema de
hipofisis completas y en células dispersas se observd consistentemente que la
forma de 26 kDa en condiciones no reductoras (0 29 kDa en condiciones
reductoras) se incrementa preferentemente sobre otras formas moleculares, en
particular- con respecto a la forma monomeérica de la cGH.. En la figura 18 se
pueden observar las mismas bandas inmunorreactivas en controles y tratadas
con GHRH, sn embargo, la inmunorreactividad es diferente entre los grupos.
Cuando se granearon los valores de la densitometria (figura 19) se observé
gue todas las bandas aumentaron por: efecto de la GHRH pero la de 26 kDa
aument6 4.4 veces, mientras que la de 22 kDa aumentd sélo 2,24 veces con
respecto a control. Este resultado indica que la GHRH favorece la secrecion
de laforma de 26 kDa sobre la de 22 kDa. Con € andlisis de la concentracion
relativa (figura 20) se puede ver- que en los controles |la forma de 22 kDa
representa aproximadamente e 40 % (40.5 + 16 %) y lade 26 kDa & 20 %
(204 + 12 %) y mientras € porcentgje de la primera disminuye e de la
segunda aumenta (»28 y 27 % respectivamente) con e tratamiento., Esto
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puede sugerir que la formacion de la variante de 26 kDa puede ser a expensas
de la forma monomérica. Existe una forma molecular reportada de
aproximadamente 24 -25 kDa presente en la hipéfisis de pollos. Esta variante
molecular: representa una forma cortada del mondémero de cGH, que
desaparece en condiciones reductor as, formandose 2 fragmentos uno de 15
kDay otro 7 kDa [Aariug 2X], Otra forma molecular reportada con un peso
molecular aparente semegjante a la forma de 26 kDa es la forma glicosilada de
la cGH que presenta un peso molecular- de 29 kDa en condiciones reductoras
[Adrtug, 190) v puede corresponder con la forma de 25 kDa en condiciones no
reductoras [Arbug 2000, En cualquiera de los dos casos, estas formas
moleculares de la cGH son producto de modificaciones postraduccionales de
laforma monomérica La forma de 26 kDa en este trabajo podria corresponder
con aguna de estas variantes previamente reportadas Con los resultados
obtenidos en condiciones reductoras y en la detecci 6n de carbohidratos, que se
pueden observar en lafigura 21, se descarta la posibilidad de que corresponda
alaforma cortada de la cGH, porque en estas condiciones desaparece la banda
correspondiente y se sigue observando un incremento en la banda de 29 kDa
(0 26 kDa en condiciones no reductoras), Por- otro lado, los datos sugieren que
se trata de la cGH glicosilada, pues presenta bandas positivas a carbohidratos
gue presentan una movilidad relativa equivalente a la forma de 29 kDa en
estas condiciones

Como ya se menciond en la introduccion, existen referencias sobre
variantes moleculares glicosiladas de GH en agunas especies [Bedecarrats,
1999; Berghman, 1987], Se sabe que una proporcion elevada de hGH-V esta
glicosiladay es congruente con la presencia de un sitio de glicosilacion tipo N
localizado en la secuencia de esta isoforma [Hawey, 1999, Aungue en la hGH-N
no esta presente este sitio de glicosilacion e 1 % de la GH contenida en la
hipofisis de humanos se encuentra glicosilada, por esta razén se piensa que
puede presentar uniones tipo O con los oligosacaridos [Scanes 1999, En @ caso
del pollo se determind que una pequefia proporcion de la GH hipofisiaria esta
glicosilada [Arariug 191, Matid, 1997, Es muy probable que seaunaglicosilacion
tipo N porgue en la secuencia presenta un sitio potencial de glicosilacion en €
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extremo carboxilo terminal (Asnigs-CySsge-Thiigg) ¥ €s desglicosilada por la
PNGasa F (péptido-N-glicosidasa F) que es una endoglicosidasa especifica
para sitios de union tipo N de glicoproteinas (GIcCNAc-Asn) [Batmm 1999, Este
tipo de glicosilacion se lleva a cabo durante la traduccién de la proteina en €
reticulo endoplasmico, por lo que la modulacion de la formacion de esta
variante molecular requiere de sintesis de novo de la hormona,

Como un primer' acercamiento se analizd e contenido de cGH en las
hipéfisis después de la incubacion con d tratamiento de GHRH (figura 22),,
Aparentemente no se observan diferencias significativas en e contenido de
cGH total medido por ELISA. Esto puede indicar que la cantidad de cGH
secretada esta siendo recuperada por- hormona nueva o que la hormona de
reciente formacion es la que estd siendo secretada. Al andlizar las variantes
moleculares contenidas en estas hipéfiss se observd que la
inmunoireactividad correspondiente a la cGH monomérica no se modifico,
mientras que las formas de 26 y 44 kDa aumentaron por- efecto de la GHRH,
lo que sugiere que durante la incubacion de las hipdfisis se esta sintetizando
cGH y que la proporcién de variantes es diferente cuando es estimulado con
este secretagogo.

Para poder- estudiar e mecanismo a través del cua se forma la variante
de 26 kDa por efecto de la GHRH se llevaron a cabo estudios en células
dispersas,, En primer lugar se identifico la presencia de somatotropos en €
cultivo primario de hipofisis, para esto se utilizd una inmunotincién con
anticuerpo monoclonal contra cGH, En la figura 26 se pueden observar las
células positivas a cGH y los controles que fueron fijados y tratados de
manera similar, excepto por la ausencia de ler anticuerpo (panel C) en la que
no se observan células positivas a la inmunotincion, Se observd en la
inmunocitoquimica que las céulas control mostraban una mayor*
inmunorreactividad que las tratadas con GHRH, debido a que durante €
tratamiento se estimula la secrecion de la hormona, que en condiciones control
amacenan mayor cantidad de la protema en los granulos, En este sistema las
células presentan mayor: respuesta a la GHRH (2 84 veces con respecto a
control) que en las hipéfisis completas como se puede observar en la figura



27. Comparado con otros autores que han utilizado GHRH en cultivos
primarios de hipofisis, la respuesta observada en este trabgjo es smilar
(cercana a doble), en relacion con & nuimero de células y tiempo de
incubacion con d tratamiento [Raez, 1987]. Tanto en condiciones no reductor as
como en condiciones reductoras se observa un incremento diferencial de las
variantes de cGH inmunorreactivas a los dos tipos de anticuerpos utilizados
(monoclonal y policlonal). En condiciones no reductoras se observan
claramente tres bandas inmunorreactivas. una que corresponde con la forma
monomeérica de 22 kDa, una de 26 kDay otra de 44 kDa En la figura 30 se
puede observar: que la concentracion relativa de la forma de 26 kDa aumenta
mientras que € mondmero representa 5 % menos que en los controles (70 +
05y 65 + 16 %, respectivamente),, En condiciones reductoras (figura 32) se
puede observar un efecto similar sobre la concentracion relativa del
monomero y la forma de 29 kDa (o0 26 kDa en condiciones no reductoras)
donde en la primera disminuye su proporcion y en la segunda aumenta. Esto
indica que € efecto de la GHRH sobre la formacion de esta variante de 26 6
29 kDa (de acuerdo con las condiciones de separacion) es equivalente en
cualquiera de los dos sistemas in vitro utilizados para su estudio.,

Se sabe que los receptores de GHRH en los somatotropos estan asociados
aproteinas G y que activan la via de la adenilato ciclasa [Raassn, 200, Por los
resultados obtenidos a estimular a las céelulas con un andlogo permeable del
AMPc se puede sugerir que esta via puede favorecer- € incremento en la
secrecion de esta variante de 29 kDa (en condiciones reductoras).. Sin
embargo, a observar! 1os resultados de las figuras 33 y 34 donde se analizan
tanto la concentracion relativa como la densidad Optica de las bandas
Inmunorreactivas, se aprecia una mayor: respuesta en presencia de GHRH que
con el 8-bromo-AMPc solo, esto puede deberse a las dosis utilizadas de cada
tratamiento o bien que existe un efecto sinérgico, Los resultados muestran que
el incremento de lainmunorreactividad de labanda de 29 kDa por- efecto de la
combinacion de tratamientos es dignificativamente mayor- que con los
tratamientos individuales y en la forma de 22 kDa no se observa diferencia
entre los tratados solo con GHRH y con la combinacion GHRH + 8-bromo-



AMPc. El efecto sinérgico de los tratamientos indican la activacion de al
menos una segunda via de sefidizacion intracelular, En la literatura et
reportado que la GHRH activa la via de la fosfolipasalfosfato de inositol que
aunque aln no es muy clara la cascada de segundos mensajeros involucrada en
la sintesis y/o liberacion de la GH se sabe que provoca lamovilizacion de Cat*
intracelular en los somatotropos [Hawey, 1999, Para estimular esta via se utilizo
PMA en los experimentos de células dispersas,, Como se muestraen las figuras
35y 36 € tratamiento tuvo un efecto parecido ala GHRH. Sin embargo, con
la combinacién de tratamientos se pudo observar un efecto sinérgico con la -
GHRH mucho maés claro que con la combinacion de GHRH y AMPc.

Control GHRH PMA
.'.|: a
1z 2501 000 0° 3£0.4% 240.1°
4+0 6% .|4 g 5404 ogemm, 1040 7%
-+
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Fig. 45 Concentracion relativa (%) de las variantes inmunorreactivas de cGH del medio
del cultivo primario de células hipofsiarias analizadas por SDS-PAGE (CR) e
inmunotransferencia después de diferentes tratamientos, La diferencia de letra significa
diferencia estadistica p<0,,05,
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Como se muestra en la figura 45 e mondémero representa la mayo: parte
de la hormona secretada in vitro. Sin embargo, con los distintos tratamientos
utilizados en este trabgjo se puede observar gue la proporcion de la féima de
26 kDa disminuye (de 63 a 49 % con GHRH), mientras que las otras
isoformas de la cGH en conjunto aumentan (de 37 a 51 % con GHRH).
Particularmente se puede observar que las formas moleculares que se ven
favorecidas con los tratamientos son la de 29 kDay las submonoméricas, y
que ademés de la forma monoméiica el dimero también disminuye con los
tratamientos (de 14 a 10 % con GHRH),,

Los resultados anteriores indican que ambas vias de sefiaizacion
intracelular pueden edtar involucradas en la formacion de las variantes
moleculares de GH producidas a partir de modificaciones postraduccionales,.
Para corroborar la participacion especifica de cada una de estas vias y los
factores involucrados en la glicosilacion de la forma monomérica u otros
cambios postraduccionales de la hormona se requieren de otros estudios en los
gue se analice € €efecto de bloqueadores especificos de las posibles enzimas
involucradas y de la estimulacion con otros secretagogos inespecificos, Como
un primer acercamiento a estudio del papel del Ca™ extracelular en la
formacion de la forma glicosilada de la hormona se trataron las células con un
ionéforo de Ca™ Ilamado ionomicina, Con este tratamiento se observd que.
aparentemente no hubo cambios significativos con respecto a control  Sin
embargo, como se observa en la gréfica 38 la proporcion relativa del
monomero aumentd con respecto a control y con respecto a las céulas
estimuladas con GHRH mientras que la forma de 29 kDa no presentd cambios
significativos. Aunque para andizar. la participacion del Ca' se requiere de
diferentes estudios adicionales, estos datos sugieren que la movilizacion de
C4* extracelular puede no estar involucrada en la glicosilacion de lacGH.

Por otra parte, y como se mencion0 anteriormente el posible mecanismo
de glicosilacion requiere de sintesis de novo, por lo que es importante
corroborar s en € corto periodo de incubacién con € tratamiento se aprecia
suficientemente la sintesis de la hormona,. Para este efecto se utilizO un
inhibidor- de la traduccion del RNAm llamado cicloheximida. Aparentemente
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no se obtuvo ningun efecto diferencia con este tratamiento y € efecto de la
GHRH sobre la liberacion de las variantes parece independiente de la sintesis
de la hormona. Sin embargo, en la gréfica 39 se observa una disminucion
significativa en la densidad dptica de la forma monomérica y un incremento
en su proporcion relativa (fig, 40). Esto puede indicar que a menos una cierta
proporcion de cGH estd siendo traducida durante la incubacion de 2 horas,
Para corroborar estos estudios es necesario redlizar experimentos con
incorporacion de aminoécidos marcados para identificar la hormona de
reciente formacion y la que se encuentra almacenada en los somatotropos
antes del tratamiento,,

Otro de los reguladores de la sintesis y la secrecion de la GH en aves es
laTRH. Sin embargo, como se observa en lafigura 41 su efecto resultd menos
potente que & de GHRH tanto en la secrecion de cGH total al medio como su
efecto sobre las variantes (Figs, 42 y 43).. Cuando se trataron las céulas
dispersas con la combinacion de TRH y GHRH se observl un efecto sinérgico
en la liberacion de la forma de 29 kDay la forma monomeérica. Esto coincide
con reportes previos en los que se observo este efecto potenciador de la TRH
sobre la liberacion de cGH total en células dispersas de hipofisis de pollo
tratadas con GHRH [Riez, 198/], También se sabe que ambos secretagogos
estimulan las mismas vias intracelulares de segundos mensgjeros en los
somatotropos para la GHRH vy tirotropos para la TRH. Asi que estos datos
indican que la TRH puede estar activando estas vias en los somatotropos de
pollo,

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hip6tesis de que la
sintesis y liberacion de las variantes moleculares de la GH son reguladas de
acuerdo a estado fisiolégico del anima y en este control pueden estar
involucrados entre otros los factores hipotalamicos conocidos por sus efectos
sobre la sintesis y liberacion de esta hormona Resulta interesante que en
respuesta a la estimulacién por-un potente secretagogo como lo es laGHRH se
produzca una forma molecular que presenta mayor vida media en la
circulacion [Bagme 1987, 19 y posiblemente una menor afinidad por los
receptores a GH, Es decir que la elevacion en la produccién de esta hormona
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provoca una forma secundaria de regulacion sobre su efecto biolégico en los
diferentes 6rganos blanco.

Como se cita en la introduccion, existen otras hormonas parecidas a la
GH como la PRL, que también presentan una variante glicosilada modulada
de acuerdo con d estado fisolégico del animal [Bedearas 1999, En los estudios
realizados en aves (gugolote) se observd que la relacion entre las formas
glicosilada y no glicosilada cambia de acuerdo a momento del ciclo
reproductivo de las hembras,, Aunque no se conoce la funcion especifica de la
PRL glicosilada, estos datos sugieren que la glicosilacion de esta hormona
tiene importancia funciona durante la reproduccion,,

Asimismo, en € caso de la GH los cambios en la proporcion de las
diversas formas moleculares pueden contribuir' tanto con efectos especificos
sobre las diferentes células de organismo como con la regulacion
postsecrecion de los mismos,

Este trabajo da pie a una serie de interrogantes sobre e papel funcional
de las variantes moleculares de la GH y sobre los mecanismos involucrados en
el control de su sintesis y liberacién a torrente circulatorio. Resulta entonces
interesante explorar tanto los mecanismos neuroendocrinos que participan en
esta regulacion, como las cascadas intracelulares activadas durante la sintesis
de las diversas formas moleculares de la GH. Se conocen una gran variedad de
factores que regulan la sintesis y/o la secrecion de la GH a nivel de los
somatotropos, En la mayoria de estos factores se desconoce € mecanismo
intracdlular- activado, Con ayuda de estos factores asi como de activadores y
blogueadores de las cascadas de segundos mensgjeros se pueden explorar los
mecanismos involucrados en la formacion de las diferentes variantes
moleculares de la GH Por otro lado, se sabe que ciertos tegidos
extrahipofisiarios sintetizan GH y su forma més abundante en algunos de ellos
no corresponden a la forma monomeérica hipofisiaria. Es interesante estudiar-
los mecanismos involucrados en la formacidn de estas variantes moleculares
de GH y su papel funciona en dichos tgjidos, Esto ayudaria a entender las
situaciones fisiologicas o patoldgicas en la que determinadas formas
moleculares de la hormonas presentan una participacion preferencial,



CONCLUSIONES

El método utilizado para € andlisis de las vallantes de masa de la cGH
peimitié evaluarlas de maneta especificay semicuantitativa,,

El efecto de la GHRH sobre la liberacion de las variantes de GH
favorecié la liberacion de la forma de 26 kDa (CNR) sobre la forma mas
abundante de la hormona que es la foima monomeérica (22 kDa),
independientemente del sistema de cultivo utilizado,.

La forma de 26 kDa (29 kDa bgo CR) puede tratarse de la forma
glicosilada de la hormona porgue coincide con € peso molecular previamente
reportado para esta variante y por la identificacion positiva a carbohidratos en
esta banda inmunorreactiva a cGH.

La glicosilacion de la cGH puede involucrar las vias del adenilato ciclasa
y lafosfolipasa C que son activadas normamente por- launién de la GHRH a
Su receptor en los somatotropos, porque € efecto del 8-bromo-AMPc y PMA
reproducen el efecto observado con € tratamiento con GHRH.

La TRH reproduce también e efecto de la GHRH aunque con diferente
magnitud posiblemente porque estimula las mismas vias intracelulares de
segundos mensgjeros,

El efecto de la GHRH sobre la glicosilacion de la cGH puede s
independiente de la entrada de C&¢" extracelular ya que la ionomicina favorece
la liberacion de la forma monomérica a diferencia del efecto observado con
GHRH.



En este trabgjo se demostré que las variantes moleculares de la cGH
pueden estar sujetas a control diferencial de su secreciéon (y posiblemente su
sintesis), 1o que apoya la hipétesis de que la diversidad funciona de la
hormona puede ser explicada por su heterogeneidad molecular.
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ANEXO 1

Determinacién Inmuno enzimatica de cGH (ELISA)
Preparacion de soluciones

Amortiguador de fosfato de sodio. (PBS 0.01 M, NaCl 0.15M, pH 7.8).

e Solucion A PBS 0,5 MpH 78, ) .

Fosfato de sodio monobésico (PM 138) 0 5 M-50 mi = 3 45 g en 50 mi

Fosfato de sodio dibasico (PM 142) 0 5 M-200 mi = 14 2 g en 200 mi

Se disuelve d fosfato dibasico en gorox,, 100 mi con DDH20 y se gjusta a pH 78 con Ia
solucion de fosfato monobésico, Al final se aforaa 200 mi,

« Solucién PBS 0,01 M,NaC10 15 M,pH7,8,,

Se toman 20 mi de la solucién "A", se agregan 8,76 g de NaCl y se afbiaa 1000 mi con
DDH20

e Solucion TPBS 0,01 M, NaCl 0 15 M, Tween 20, 0,05 %, pH 7 8

A 1000 mi de PBS se afiaden 500 ul de Tween-20y se agita

» Solucion parabloquear y de incubacion con anticuerpo PBS + Leche descremada 3 %,
Se solubilizan 3 g de leche descremada en 100 mi de PBS,

Amortiguador' de carbonatos 0.1 M, pH 10.3.

Carbonato de sodio (PM 105,99) 0,1 M-100 mi - 1,06 g en 100 mi
Bicarbonato de sodio (PM 64,01) 0,035 M-100 mi = 0 224 g en 100 mi..
- El pH resulta cercano a 10.3.

Solucién stock de rcGH [lug de rcGH/lul de H,0, pH 9.0].
Para cada placa con una curva patron poi -cuadruplicado se requieren 15 ug de hormona en

15jaldeHApH9,0[I txgfhil],,

Solucién para forrar la placa. rcGH [12ng/100ul].
Se prepara una solucion con 4 ug de rcGH/2 mi de sol, de carbonatos [2 ixg/ml], De ésta
solucién setoman 600 td y 9400 til de sol, de carbonatos= 10 mi [12 ng/100 (d],,

Solucién parala curva patron [1024 ng/100 ul] (12 dilucién) Se prepara una curva patron
por cuadruplicado haciendo una dilucion doble seriada, Se preparan 500 ul de volumen
inicial paralaprimeradilucion, es decir, 10,24 ul de la sol, stock y 489,76 td de PBS = 500

ul,

Solucion para € control A [1024 ng de rcGH/100 ul].
Este control contiene la misma concentracion fina de rcGH que la primera dilucion de la
curva patron, se agregan 5.12 ul de la sol, stock + 244,88 ul de PBS + 250 ul de TPBS con

1% de leche descremada.
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Solucion para € control B [ler -anticuerpo 1:100,000/1 OQu.

Este control contiene la misma concentracion final de anticuerpo policlonal especifico
contra cGH que € resto de la curva patron, Se agregan 250 jd de la solucion de ler
anticuerpo + 250 jxI de PBS..

Primer- anticuerpo [1:50,000]. Antisuero policlonal, generado en conejo, contra la cGH,
Se encuentra diluido 1:10 en PBS a -70°C. Para cada ensayo se descongela una aicuota
nueva, Se agregan 2 td del anticuerpo 110y sediluyenen 10 mi delasol. de TPBS + 1 %
leche descremada y queda una dilucion inicia de 1:50,000,

Segundo anticuerpo [1:3000]. Anticuerpo anti-lgG de conegjo, generado en cabra, y
acoplado con peroxidasa de rabano (GAR-HRP, Bio Rad), Se emplea a una concentracién
de 1:3000 en TPBS + 1 % de leche descremada

Solucion de revelado. Para e revelado de la placa se utiliza como sustrato una solucién
comercial de ABTS: Se agrega una pastilla a 50 mi de amortiguador y se agita para
disolver

Procedimiento

1, Se preparan las soluciones amortiguadoras y de la hormona (stock, 12 dilucién de la
curvay control A), Estas Ultimas se mantienen en hielo (4°C) todo € tiempo,,

2, Se coloca una placa nueva de inmunoandlisis (DY NATECH-IMMUNLON de 96 pozos),
una gradilla con tubos eppendorff (1,5 mi) nuevos y marcados, se amacena 1 litro de
amortiguador: TPBS 0,01 M, 0.15 M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.8 en un recipiente
limpio (a esta solucion se agrega thimerosal [aprox, 0.001 %] (para evitar e crecimiento
bacteriano), este se conecta con € sistemapara lavar las placas (Bio-Rad),,

3, Se agregan 100 \U de la solucion para forrar a cada pozo, para esto se emplea una pipeta
de 8 canales (Octapette 8-channel pipetter) de 100 jul (Codtar),, Se tapa la placa con cinta
adhesivay se permite el pegado de la hormona a las paredes del pozo durante 16 h a4°G.

4, Se preparan la curvapatron y las muestras problema:

Curva patrén: paraun andlisis por  cuadruplicado, se preparan 500 "1 de la primera dilucién
[1024 ng/100 1] = Tubo 1. Parapreparar la siguiente concentracion de proteina se toman
250 |A dela solucion del tubo 1 (lamitad de su volumen total) y se mezclan con 250 ul de
PBSy asi sucesivamente hasta llegar a2 ng/100 \xI = Tubo 10 (ver siguiente cuadro).



Curva patron y mezcla de soluciones (\xI)
#detubo| A | 1 | 2] 3[4|5]6]7]8]9]10]B
[ ng/ pozo] A 1024 [512]12561128, 64| 32| 16| 8! 4| 2 | B
PBS 244,88 489.761250( 250 250) 250 250( 250| 250 | 250| 250| 250
Sl reCH | 512 | 10.24 1250|250 250 2501 250] 250§ 250| 250| 250| O

lerAc. 0 250 {250,250} 250|250 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250
Vol . Total | 500 | 500 [500]500|500{500]500{500¢ 500 500(500| 500

A continuacién se agrega € lei,, anticuerpo [1:50,000] en amortiguador de TPBSy 1 %
de leche descremada, en cada uno de los tubos de la curva patron, Para tener una
concentracion fina de anticuerpo de [1:100,000] se agregan 250 ] Xi de sol,, de anticuerpo en
cada tubo ependorff, El anticuerpo se aflade a todos los tubos a excepcion del tubo de
control A., Entonces se incuban todos los tubos a 4°C durante 16 h (todala noche).

Muestras problema: en tubos eppendoiff se agrega la cantidad de muestra requerida para,
el nimero de repeticiones y se agrega € ler, anticuerpo. Se agregaron 100 jd de muestra
(diluida en PBS s es necesario) y 100 X de solucion del ler. anticuerpo ([1:50,000] en
amortiguador de TPBS'y 1 % de leche descremada) para tener una concentracion final de
[1:100,000] y un volumen final de 200 \X\ para agregar 100 jd de mezcla /pozo,, Se dgan
incubando 16ha4°C,

5, Los pozos se lavan 5 veces con amortiguador TPBS, a find de los lavados, los pozos se
secan con varios golpes firmes sobre papeles absorbentes.

6, Se afaden 100 \U de PBS + 3 % de leche desciemada para bloguear la union
inespecifica. Esta solucion se agrega a todos los pozos, se sella la placa con la cinta
adhesivay se dgaincubando durante 1 h atemperatura ambiente

7, Selavab veces laplacacon TPBS,

8, Se adicionan 100 ul por pozo de las diferentes concentraciones de cGH para la cuiva
patron y muestras problema. Asi, las muestras se incuban durante 2 h a temperatura

ambiente

9 Selavalaplaca5 veces con TPBS,

10, Se afladen a cada pozo 100 \X\ de la solucién del segundo anticuerpo a una
concentracién [1:3000], se sella la placa con Ia cinta adhesivay se dgja incubando durante
2h a temperatura ambiente.

11 Selavalaplaca5 veces con TPBS
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12, Se prepara la solucién de revelado: Se agregan 100 j XI de esta solucién a cada pozo, se
sellalaplacacon lacintaadhesivay se dgaincubar ‘durante 1 h atemperatura ambiente

13 Al fina de laincubacion se leen las placas en € lector de microplacas (Bio-Rad) a 405
nm.

14, Inicialmente, de los resultados se obtiene € vaor porcentua de cadavalor con respecto
alosvaoresdd control B (sin hormona) que se consideia como € 100 % de union:

B = (DO,/B0)100,

donde B = % de unién, DO. = densidad Optica
obtenida, Bo = D.O.. obtenidaen € control B

Después se obtiene la media y desviacion estandar de los valores porcentuales. Estos
ltimos datos se gréfica contra las diferentes concentraciones de hormona por: pozo,
Para linearizar' la curva patron e interpolar- los valores de la muestra se granean €
logaritmo de la concentracidn de rcGH contra el Logit de B,
Logit = LN(B/100-B)

donde LN = logaritmo natural, B = % de unién.
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ANEXO 2

Inmunopi ccipitacion de cGH

Preparacion de soluciones
Amortiguadores para la columna de Proteina A-sefér osa

* Solucion A. (Glicina 1.5 M, NaCl 3 M, pH 8.9).

GlicinaBio-Rad (PM 75,07) 15 M-I L - 112gen 1L

NaCl Baker (PM 58,44) 3M-I L=174gen 1 L,

Ajustar e pH a 89

 Solucién B (Acido citrico 0.05 M, pH 3.5).

Acido citrico monohidratado Baker' (PM 210.14) 0,05 M- 05L -525gen05 L
Ajustai'pH a3.5

e Amortiguador ' de acoplamiento (Na,HPO, 0.05 M, NaCl 0.5 M, pH 7-7.6).
Fosfato de sodio dibasico anhidro Baker (PM 141.96) 005 M-2L 2X =27,2gen2L
NaCl Baker (PM 58.44) 05 M-2L 2X = 116 gen2 L

Ajustar pH a7 0-7 6, '

Amortiguadores para cromatografia de afinidad con MAoccGH (inmunoadsor bente).

¢ Solucion de cargado (TrissHCI 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 7.6).

Tris (hidroximetil) aminometano Bio Rad (PM 121,14) 0,05 M-0,5L =3,028gen05 L
NaCl Baker (PM 58,44) 0,15 M-05L =4,38gen05L

Ajustar pH conHC1 a7 6,

* Solucién de elucion (Glicina 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 3.0).
GlicinaBio Rad (PM 75,,07) 0,05 M-0,5L - 1 876gen05L
NaCi Baker (PM 58,44) 0,15 M-05L =4,38gen05 L
Ajustar pH a 30

¢ Solucién delavado final (TrissHCI 0.02 M, pH 7.6).

Tris (hidroximetil) aminometano Bio Rad (PM 121,14) 0,02 M-0,5L =1.211 gen05L
Ajustar pH con HC1 a 7,6

Procedimiento

Purificacion del anticuerpo monoclonal

1, Dependiendo de la concentracion aproximada de MAacGH que contenga el liquido de

ascitis, se resuspenden entre 3y 12 mi de liquido liofilizado en 12 mi de solucion A (Gly
15 M, NaCl 3M, pH 8,9) y se coloca en un tubo conico de 15 mi,



2, Se centrifuga a 5000 ipm durante 15 minutos en la centrifuga Beckman Coulter para
quitar e precipitado y lagiasa,

3. Sepesan 0.75 g de Proteina A sefarosa (Phaimacia) y en una columna de pléstico Econo-
pack de Bio-Rad se mezcla con el liquido de ascitis,

4, Se agita durante 70 minutos en e Milligen (agitador end over end) a temperatura
ambiente,,

5.. Se coloca la columna en un soporte universal y se dgja sedimentar:

6. Se colecta la fraccion no adsorbida (FNA) en fracciones de 10 mi: se colecta €
sobrenadante hasta que llegue a lecho y posteriormente se agrega solucion A (Gly 15 M,
NaCl 3 M, pH 8 9) hasta que laDO. a280 nm llegue a cero. '

7, Se dgallegar lasolucion A a lecho después de la Ultima fraccion y se agrega solucion B
(Acido citrico 0,05 M, pH 3.5) para obtener la fraccion adsorbida (FA) o e MAacGH . Este
se recibe en tubos que contienen 0,5 mi de solucion A (pH 8.9) y se colectan fracciones de
2,5 mi de volumen final hasta que laDO, a280 nm llegue a cero

8 Se lava la columna con solucion A y se agrega € contenido del tubo 1 dela FNA y se
dgja agitando toda la noche,,

9. Se juntan todas las fracciones cercanas o mayores de 1 de DO. a 280 nm de laFA, se
obtiene su D..O..y find

10, Se diadiza en una bolsa para didlisis Spectrapor con un limite de exclusion de 12000-
14000 de PM (previamente remojadas en H,ODD para quitar € glicerol), contra 2 L de

amortiguador de acoplamiento (Na2HPO, 005 M, NaCl 05 M, pH 7-7.6). Este
amortiguador se cambiapoi nuevo alas 2 hy se dga durante toda la noche,

11, Se colecta € contenido de la bolsa de didlisis y se lee a 280 nm para cacular la
cantidad total de MAacGH obtenido:

mg de MAacGH totales = (D,0.,50nmde Iml)(ml totales)/! 4

Preparacion del inmunoadsorbente
1, En una Econo-pack de Bio-Rad se prepara la sefédrosa 4B activada con bromuro se

cianégeno (se une covaentemente a las proteinas) de Pharmacia. Se agrega 1 g de laresina
alacolumnay se lava con aproximadamente 200 mi de &cido clorhidrico ImM,,

2. Se lava con amortiguador de acoplamiento (N*HPO,, 0.05 M, NaCl 0.5 M, pH 7-7 6)
hasta obtener un pH de 7-7,6,
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3. Se agregatodo e anticuerpo purificado que puede ser entre 15 y 30 mg de MAacGH, se
tapay se agita durante 3 h a temperatura ambiente,, Segiin observaciones realizadas en €
laboratorio parapurificar cGH apartir-de hipdfisis o extraer la cGH de medios de cultivo es
suficiente con 15 mg de anticuerpo para 1 g de resina,

4, Se recupera €l sobrenadante y se obtiene el porcentgje de acoplamiento:
% acoplamiento = (mg MAacGH iniciales)(mg MAacGH finales)/100

5, Se llenala columna con solucién A ‘gustando € pH a8,0 (Gly 15 M, NaCl 3 M, pH 8.0)
y dgja agitando toda la noche pata bloguear |os sitios inespecificos

6, Con los amortiguadores de cargado (Tris-HCl 0.05 M, NaCl 0,15 M, pH 7,6) y elucién
(Gly 0.05 M, NaCl 0..15M, pH 3.0) se hacen tres ciclos de lavado esperando € cambio de
pH en cada cambio de amortiguador y se dgjala columnaen pH 7,6,

I nmunopr ecipitacion

1, Se prepara una suspension 1:2 del inmunoadsorbente con amortiguador de cargado (Tris-
HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 7.6) y se fracciona en alicuotas, de 100 LX en tubos de 15 mi

con tapa de rosca,

2. Se preparan las muestras agregando a laresina el medio de cultivo o suero (puede ser
hasta 1 mi de muestra) y completando a un volumen find de 15 mi con amortiguador de
cargado. Se prepara un blanco que solo contiene inmunoadsoibente y amortiguador,, Si se
requiere, los estdndares se preparan agregando diferentes diluciones de cGH o rcGH
diluidas en un volumen menor -de 100 LXI de H,ODD pH 9.0 y s completaa 15 mi de
volumen final con amortiguador - de cargado,,

3. Seincubatodalanoche en € agitado: Fishei (15 h),,
4. Se centrifugan los tubos a 5000 rpm 5 minutos en la microfuga Sorvall RMC.
5, Seremueve laFNA con unamicropipeta (cuidando de no arrastrar laresing),,

6, Resuspender € "‘pellet" en 15 mi de amortiguador de cargado (Tris-HCI 0,05 M, NaCl
0,15 M, pH 7.6) y lavar durante 5 minutos en el agitador Fisher,

7. Centrifugar a 5000 rpm 5minutos, descartar' € sobrenadante y agregar 15 de
amortiguador' de cargado. Repetir la operacion hasta completar 3 lavados

8, Se resuspende laresina en amortiguador de lavado fina (Tris HC1 0,02 M, pH 76)y =
lava dos veces agitando y centrifugando,



9, Se descarta e sobrenadante del segundo lavado con TrissHCl 0,02 M con una
micropipeta y se pone en contacto la superficie del lecho con un papel filtro para absorber
bien todo el sobrenadante.

10, Se agregan 45-60 jNl de amoitiguadoi de la muestra (véase anexo 3) para SDS-PAGE
sn mercaptoetanol, se mezclay se hierve durante 5 minutos,,

11. Se centrifuga a 5000 rpm durante 5 minutos en la miciofuga y se colecta €
sobrenadante, donde se encuentra la muestra de cGH lista para aplicarse d SDSPAGE,,
Este sobrenadante se puede fraccionar en 3 y para € andlisis en condiciones leductoras se
agrega el mercaptoetanol directamente ala muestraa find,



ANEXO3

Electrofbresis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Preparacion de soluciones

Solucion A. Acrilamida (30% T, 2.67 % C)

AcrilamidaBio-Rad 30 g

N'N'-bis-metilen-acrilamida Bio-Rad 08 g

Se disuelve en 100 mi de H,ODD vy se filtra con papel whatman del # 1

Se etiquetay almacenaa 4°C,

Estoxicay se deben de usar guantes para la preparacion y manejo de esta solucion,,
Solucion B. Amortiguador’ del gel inferior' o separador: (TrisHCI 1.5 M, pH 8.8)
Tris (hidroximetil) aminometano Bio Rad (PM 121,14) 1.5M= 1815 g

Sedisuelve en 100 mi de H,ODD y se gusta e pH con HC1 hasta 8,8,

Se amacena a4°C,

Solucion C. Amortiguador' del gel superior' o concentrador (TrissHCI 0.5 M, pH 6.8)
Tris (hidroximetil) aminometano Bio Rad (PM 121,14 05 M =6 ¢

Se disuelve en 100 mi de H,ODD y se gusta el pH con HC1 hasta 6,8.

Se dmacenaa4°C.

Soluciéon D. SDS 10%
SDS Bio-Rad 59
Se disuelve en 50 mi de H,ODD y se amacenaa 4°C,

Solucion F. Amortiguador ' del electrodo 5X (Tris, Gly, SDS, pH 8.3)
Tris (hidroximetil) aminometano Bio Rad 9 g

GlicinaBio-Rad 43.2 g

SDSBio-Rad 3 g

Se disuelve en 600 mi de H,ODD y se dmacenaa 4°C.

Solucion E. Amortiguador’ de la muestra (TrissHCI 0.5 M, pH 6.8)

Reductor _ No reductor’ _
H20 4.0 mi H20 4,0 mi
C 10 mi C 10 mi
D 16 mi D 16 mi
Glicerol 0,8 mi Glicerol 0.8 mi
Azul de bromofenol 0,5% 0.2 mi Azul de bromofénol 0.5% 02 mi
2-b mercaptoetanol 0,4 mi

Persuliato de amonio 10% (PSA)

Persulféto de amonio Bio-Rad 100 mg en 1 mi de H,0.
Se mezclay se puede almacenar por 1 diaa4°C.



Procedimiento

1 Se prepara la camara para electroforesis vertical de Bio-Rad utilizando los separadores
de 1 mm entre los vidrios.

2. Seprepara € gel inferior siguiendo la siguiente receta de acuerdo con e porcentge que
serequiera

Solucion 7% 10 % 12 % 12.5 % 15 %

Resolucion  30-120kDa 18-75kDa 15-60 kDa 15-60 kDa 15-45 kDa

H.,O 485mi 4,35mi 335mi 319mi 2,35mi

B 25mi 25mi 2.5 mi 2,5 mi 2,5 mi

A 25 mi 3,0mi 4,0 mi 4,16mi  50mi
DESG ASIFIC AR 5 minutos

D 100 ul 100jd 100jd 100jd 100J0.1

TEMED 54d 5al 5 al 5al 5 jal

PSA (10%) 5o Lil 50 al 50 al 50 al 50 al

3, Una vez que se agregan los catalizadores (TEMED y PSA) se debe verter
inmediatamente la solucién entre los vidrios con una pipeta pasteur hasta una atura de 5.3
cmy agregar H,O con unajeringa Hamilton evitando que se mezcle con la solucion del gd,,
4. Se dgapolimerizai 'y se seca € agua antes de agregar €l gel superior,

5, Sepreparad gel superior siguiendo la siguiente receta:

_Solucion
H>0 3.05 mi
B 125 mi
DESGASIFICAR 5 minutos
D 50 al
TEMED 10 ul
PSA (10%) 25 al

6, Inmediatamente después de preparada la solucién se coloca entre los vidrios y se pone €l
peine adecuado para las muestras teniendo cuidado de que no queden burbujas atrapadas.

7. Se dejapolimerizar, se quitan los peines'y se secan los pozos con papel filtro.

8, Se rellenalacamara con amortiguador del electrodo hasta que rebase € vidrio pequefio y
por fuera en la cga de pléstico hasta que rebase la base de los vidrios (350 mi en total),

9, Seagregan las muestras en |os pozos correspondientes,,



10 Se tapay se conecta a la fuente de poder con corriente variable y voltge constante,
Mientras las muestras corren por' € gel superior se corre a 100 V y cuando coire en € gel
inferior-se correa 150 V.

11.. Sedetiene €l paso de corriente cuando €l colorante llega alabase de los geles,

12, Se desarma la camara con cuidado para saca: los geles e inmediatamente se colocan en
amortiguador' de transferencia (véase anexo 4) o en solucion fijadora (metanol a 40% y
&cido acético a 10%).

13, Paracacular € peso molecular de las bandas obtenidas de las muestras, en un pozo del
gd se agregan marcadores de PM, con los que se obtiene una curva patron en la que se
interpolan los valores de las muestras Para obtener este dato se debe calcular e Rf o
movilidad relativa de cada banda de maleadores de PM y de muestras.

Rf = distancia en mm de la banda/ distancia en mra del frente
Se gréfica e Rf de los marcadores de PM contra € Log del PM de estos mismos Se

obtiene laregresion lineal de la curva para poder interpolar € Rf de la muestray obtener el
Log de su PM,, Finamente, se obtiene e PM de cada banda de muestra con € antiLog.

124



ANEXO4

Inmunoelectr otransfér encia (Western-blot)

Preparacion de soluciones

Amortiguador detransferencia. Tris 0.025 M, Gly 0.192 M, metanol 20%, pH 8.3
Tiis (hidroximetil) aminometano Bio Rad (PM 121 14) 0,025 M =9,09 g

GlicinaBio Rad (PM 75,07) 0,192 M - 432 g

MeOH Baker 20 % = 600 mi

Sedisuelveen 3 L de H,ODD y NO se gjusta el pH

Amortiguador' salino de Tris (TBS) 10X. Tris0.2 M, NaCl 5 M, pH 7.5

Tris (hidroximetil) aminometano Bio Rad (PM 121,14) 02 M = 12,11 g

NaCl Bakel (PM 58,44) 5M - 1461 ¢

Se disuelve en 500 mi de H,ODD de preferencia estéril y se gjustael pH a 7,5,

Amortiguador* salino de Tris (TBS) I X. Tris0.02 M, NaCl 0.5 M, pH 7.5
Se agregan 100 mi de TBS 10X y 900 mi de H,ODD esterilizada,,

Solucién blogueador 'a. L eche descremada 5 % en TBS
L eche descremada Bio-Rad 5% =5 ¢
Se disuelveen 100 jd de TBS IX,

Solucién delavado (TTBS) I1X. Tris0.02 M, NaCl 0.5 M, Tween-20 0.05 %, pH 7.5
Tween-20 0,05 % = 500 jd
Sedisuelven en 9500 jd de TBS IX

Solucion dd ler-anticuer po. PSctcGH 1:10000 en TTBS con leche descremada 1%
LechedescremadaBio-Rad 1 %=1g

Sedisuelveen 100 jd de TTBS
Para cada membrana se utilizan 30-mi de solucién con 1:10000 de antisuero con anticuerpo

policlonal contra cGH (PSacGH), es decir 3 jd de suero crudo en 30 mi de TTBS + leche
1%,

Solucién del 2° anticuer po. Anticonejo de cabra conjugado con HRP 1:3000 en TTBS
con leche descremada 1 %
Leche descremadaBio-Rad 1 %=1 g

Sedisuelveen 100 "1 de TTBS
Para cada membrana se utilizan 30 mi de solucion con 1:3000 de anticuerpo anticonejo de

cabra conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP), es decir 10 jd de suero crudo en 30 mi
de TTBS + leche 1 %.

Solucién del sustrato. Sustrato para quimioluminiscencia ECL
ECL de Pharmacia2 mi de solucion A + 2 mi de solucién B,,



Procedimiento

1, Después de latransferencia las membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) se equilibran en el
amortiguador- de transferencia (Tris, Gly, MeOH, pH ~ 8.3) durante 15 minutos.

2. Se prepara la camara de transferencia:
Se coloca € cassette con e cdtodo (-) del lado negro en la parte inferior de un recipiente
gue contiene amortiguador de transferencia,
Sobre lahoja de pléstico del cassette se coloca lo siguiente:
- unafibia (scotch brite),
- unahojade 8 x 10 cm de papel filtro para cromatografia whatman de 3 mm
- dgd
- lamembranade nitiocelulosa Bio-Rad de 7 X 9 cm
- otrahojade 8 X 10 cm de papd filtro para cromatografiawhatman de 3 mm
- otrafibra (scotch brite) _
Se presiona todo con la otra hoja de plastico del cassette, se asegura 'y se sumerge en
amortiguador' de transferencia en su camara.
A la cga de la cAmara se |le pone un agitador magnético y un refrigerante, se tapay se
conecta a la fuente de poder-. '

3, Se contecta a la corriente con voltgje variable y corriente constante (200 mA) durante 1
hora,

4, Se desarma la camaray se recupera €l gel y lamembrana, Antes de separarlos se marca
laposicién del gel en lamembrana perforando en las cuatro esquinas,

5. Las membranas se equilibran en TBS durante 10 minutosy los geles se tifien con Azul
Brillante de Coomasie R 0.1 % en MeOH 40% y écido acético 10%

6. Las membranas se ponen a incubar con 5% de leche descremada en TBS durante 2 horas
para bloquear los sitios de unidn inespecificos,

7. Selavan con TTBS, 3 veces por 10 minutos,

8. Seincuban con la solucion de ler anticuerpo (1:10000) durante toda la noche
9. Selavan con TTBS 3, veces por' 15 minutos,

10;Se incuban en la solucién de 2° anticuerpo (1:3000) durante 2 horas

11. Selavan con TTBS, 5 veces por 15 minutos,

12 Selavan con TBS, 2 veces por' 15 minutos,

13 Seagrega @ sustrato para quimioluminiscencia



Se mezclan las soluciones A'°'y B (2 mi de cada unad) de sustrato para
guimioluminiscencia de ECL y se cubre la superficie de la membrana que estuvo en
contacto con e gel durante latransferencia durante 4 minutos,, '

14, Se escurre bien'y se coloca en unabolsa de plastico

15, 15 minutos después se pone en contacto con una placa para radiografia Kodak Biomax
durante 15 segundos,

16. Se revela laplaca exponiéndola a revelador' (Kodak) durante 15 segundos, se lava con
H.,O y se fija (Kodak) € tiempo suficiente

17, Sedgasecar y se andiza,
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Differential Secretion of Chicken Growth Hormone Variants
After Growth Hormone-Releasing Hormone Stimulation In Vitro
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Variants of growth hormone (GH) are present in most
vertebrates. Chicken GH (cGH) undergoes posttrans-
lational modifications that contribute to its structural
diversity. Although the 22-kDa form of GH is the most
abundant, some other variants have discrete bioactiv-
ities that may not be shared by others, The proportion
of cGH variants changes during ontogeny, suggesting
that they are regulated differentially. The effect of
growth hornione-releasing hormone (GHRH) on the
reléase of cGH variants was studied in both pituitary
glandandprimarycell cultures, employingsodium dod-
ecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, West-
ern blotting, and densitometry, GHRH (2 nM, 2 h)
stimulated the secretion of most of the size variants of
cGH although the amplitude of increase was not equal
for each one.. A differential effect on the secretion of
CH size variants, particularly on the 22- (monomer)
and 26-kDa (putatively glycosylated) cGH isoforms
was found in both systems In the whole pituitary cul-
ture, the proportion oi the 26-kDa immunoreactive
cGH increased 35% while the 22 kDadecreased 31 %
after GHRH treatment in comparison with the con-
trols. In the primary cell culture system, the propor-
tion of the glycosylated vaiiant increased 43% whereas
the monomer and the dimer decreased 22 26 and
29%, respectively, after GHRH stimulation. Activators
of intracellular signais such as 1 mM 8-bromo-cAMP
and 1 uM phorbol myristate acétate had a similar
effect to that obtained with GHRH The data support
the hypothesis that GH variants may be under differ-
ential control and that GHRH promotes the reléase of
a glycosylated cGH variant that has an extended half-
life in circulation.
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Inti oduction

Pituitaly growth hoimone (GH) has many flnctions in
all vertebrates. It has been suggested that the functiona
diversity of this hormone may reflect its molecular hetero-
geneity. Although monomeiic (22 kDa) GH is the mgor:
form of the hoimonein the pituitaly, severa stiuctuial var-
iants are present in most species (1-4), lhis molecular
heterogeneity results fiom gene duplication, atemative
splicing of GH mRNA, and/of postttand ational modifica-
tions of the proteins (e g, glycosylation, phosphorylation,
proteolytic cleavage, amidation) Biologic activitiesin some
ofthese forms have been established, e, g, those described
for the product of the hGH-V gene (5-8), the 20-kDa hGH
(9-16), the product of GH-Il gene (17-19), and the 15-kDa
fragment of chicken GH (cGH) (20) Some foims of GH
have aso been shown to exhibit differential bioactivitiesin
humans, bovines, and birds (2,20-23).. In the chicken, two
different chaige variants share equipotent growth-promot-
ing activities, whereas they show a differentia effect on
lipid metabolism (23).. Ihe presence of- GH vaiiantsin the
circulation has aso been established (24,25), which sug-
geststhat they arereleased fiom the pituitaiy and henee may
have physiologic roles. Fuithermore, there are some data
indicating that the expression, piocessing, and reléase of
some GH variants might be under differentid control in
diverse physiologic states (26,27), analogousto the differ-
entia regulation described for some prolactin (PRL) var-
iants in rodents and turkeys (28-31).

Pituitary GH synthesis and reléase is regulated by an
array of interacting, ultihierarchica factors that dynami-
caly modify somatotroph function 1he influence ofthese
factors may diffei ‘during ontogeny, sexua maturation, and
senescence according to physiologic state and extrinsic
and intrinsic stimuli (32). Asin most vertébrate species,
pituitary GH reléase in chickens is controlled by stimula-
tory and inhibitory factors from the hypothalamus Growth
hormone-releasing hormone (GHRH) and thyrotropin-
tel easing hormone (TRH) are thought to be the primaiy phy-
siologic GH secretagogues (GHSs) in birds (33), while
somatostatin (SRIF) decreases GH secretion, possibly by
antagonizing the effeets of GHRH and TRH In vivo stud-
ieshave shown that mammalian GHRH isan effective GHS
in both young and adult birds (34-37), TRH isdso avery
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Fig. 1, Determinaron of total ii-cGH by ELISA in pituitary culture mediaafiei stimulationwith2nMGHRH incubated for 2 hin normal
Earle'ssolution  (Inset)Dose-responseeval uationofactivityof GHRHonrel easeofir-cGH  Barsconespondtol Odifferentexperiments
done intiiplicate while the inset conesponds to seven expeiiments done also in triplicate (mean + SEM)

effective GHS in young chicks but rarely stimulates GH
secretion in adult chickens (33,35,38) Both GHRH and
TRH dtiraulate GH reléase from chicken pituitaiy glands
and adenohypohyseal cells in vitro (34,39,40). The influ-
ence of these secretagogues on the xdease of different GH
moieties is, however, uncertain

Ib understand further the physiologic significance of
GH molecular heterogeneity, we have assessed the reléase
of GH size variants from pituitary tissue andpiimaiy pitu-
itary cdll cultures in response to GHRH and secretagogue
and ogsthat stimulate the cyclic adenos ne monophosphate
(CAMP) and the protein kinase C (PK C) routesinvolvedin
the GHRH signd transduction pathway

Results

WholePituitary Culture

I heef iéct of GHRH onthereléase of total immunoreac-
tive (ir)-cGH, measur ed by enzyme-linked iramunosoi bent
assay (ELISA), isshownin Fig 1 (inset) A dose-depen-
dent response was observed when the tissue was exposed
foi2htodifferentconcentrations(0,2,1,2,5, and 10 nM)
of the secretagogue (ECso = 15 £ 0 8 nM) At a dose of

2nM, GHRH incieased cGH reléase 1 9 times higher (29.2
+ 18 vs 14.7 +11 ng/mg of pituitary, respectively; p <
0.001) (Fig, 1); this dose was used in subsequent studies,
I heir-cGH sizevariantsinthe culture mediawere sepa-
rated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gdl elec-
trophoresis (SDS-PAGE) undei nonieducing conditions
(NRC) and then immunostained with a polyclona anti-
body afiei- Western blotting Figure 2A shows that several
ir-cGH bands were detected, with the fbllowing apparent
mol wt: 66, 60, 50,44,26,22, and 15 kDa Itisalso clear
that the immunoreactivity of the cGH bandswas incieased
in the media obtained after stimulation with 2 nM GHRH
for. 2 h in compaiison with that observed in the control
experiment, sincethe densitometric analysrs of these bands
showed that al were stimulated by this secretagogue (Fig,
2B) Howevei, the increment in the immunoreactivity of
each molecular form was different The predominan! mo-
nomeric form (22 kDa) increased 2,2 times in the GHRH-
stimulated mediain relation to the control conditions, whereas
the 26- and 15-kDa bands were 4 4 and 5,7 times higher
after GHRH stimulation than the control, respectively (Fig
2C) To andyze the rel ative concentiation of each cGH size
variant released by the pituitary, datawere expressed as a
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Fig, 2, Electrophoretic analysis of theii-cGH sizevariantsafier’ stimulation with 2nMGHRH fai 2 hinpituitay culturemedia. (A) Media

were anayzed by SDS-PAGE (NRC) and Western blotting and imraunostained with a primary antibody anti-cGH Development was
peiformed by chemiluminescence with electrochemiluminescence (ECL) (Amersham) (B) Densitometric analysis of the Western blot
luminogram was done in an HP scanner using IPLabGel 2.2 software (Sacanalytics, Fairfax, VA) The optical density (OD) of each ir-
cGH band was plotted, (C) Differential reléase of each ir-cGH band aftel GHRH stimulation compared with the basal valGesin controls,
expressed as percentage change, is shown. (D) Relative propoition of each ii-cGH variant released by the pituitary, expressed as
percentage of the total cGH immunoreactivity, is shown. The data show a representative expeiiment of three replicates (mean + SEM;

w = 3) MW, molecular weight.

percentage of the total cGH immunoreactivity (Fig. 2D).

GHRH Control

Control

GHRH

The monomeric foim (22 kDa) in the control group tepie- kDa kDa

sented 40,5 + 1. 6%, whereas in the piesence of'GHRH it

represented 28.3 + 3 9%, On the other hand, the piopoition

of the 26-kDa variant corresponded to 20 + 1.2% in the 26

control, and it increased to 27 + 1 5% aflei GHRH stimula- 46 —

tion. In the case of the oligomeiic f btms (44,50,60, and 66

kDa), each represented <12% of the total immunoreactiv- %% - 29
26

ity and the 15-kDavaiiant corresponded to about 2% in the
control and 4% in the presence of GHRH,

Figure 3 shows the SDS-PAGE analysis (reducing con-
ditions [RC]) of the culture media after isolating the ir-
cGH forms by immunoprecipitation with the monoclonal
immunosorbent . The Western blot membrane was stained
for caibohydrate detection and for immunoreactivity . It
was appaient that the 29-kDaband showed a positive reac-

CHO

Ab

Fig, 3. Electrophoretic analysis of cGH sizevariants after stimu-
lation with 2 nM GHRH for 2 hin pituitary culture media, Media
were andyzed by SDS-PAGE (RC) and Western blotting and
devel oped by immunostaining with aprimary antibody anti-cGH
and chemiluminescence (Ab) and with the Bio-Rad kit for glyco-
protein detection (CHO)
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Fig. 4, Electrophoretic analysis of ir-cGH size variants after stimulation with 2 nA/GHRH fbr 2 hin pituitaiy gland tissue (A) Extracts
were andyzed by SDS-PAGE (NRC) and Western blotting and immunostained with a primaiy antibody anti-cGH Devel opment was
performed by chemiluminescence with ECL . (Amersham). (B) Densitometric analysis of the Western blot luminogram was done in an
HP scannei using IPLabGel 2 2 software (Sacanalytics) The OD of each ir-cGH band was plotted, (C) Differential reléase of each ii-
cGH band after GHRH stimulation compared with the basal valUesin controls, expressed as percentage change, is shown. (D) Relative
proportion ofeach ii-cGH variant ieleased by the pituitaly, expressed as percentage oi the total cGH immunoieactivity, is shown The
data show a representative experiment ofthree replicates (mean + SEM; « = 3) MW, molecular weight.

fion for the presence of ‘carbohydrate and was al so recog-
nized by the polyclonal anti-cGH antibody, indicating that
this ir-cGH variant is glycosylated
Ihe total ir-cGH content in the pituitary tissue after
GHRH was not significantly différent from that in the con-
trols, when analyzed by ELISA (3008 +380vs252 7 +
7.1 ng/mg of pituitaiy, respectively). | he relative propot-
tion of the ii-GH variantsin the pituitaly gland was, how-
evel, changed in the presence of GHRH (Fig 4A) when
analyzed under NRC. Densitometric analysis (Fig. 4B)
showed that the monomeiic form (22 kDa) was unaltered
by GHRH treatment (OD units = 6168 6+ 550 in the con-
« tiol vs 6844 + 843,2 in the stimulated tissue), but the 44-
and 26-kDa ir-GH vaiiantswere 2 3 and 1 9 times higher
, (Fig 4C) afieil GHRH incubation than in the control val Ues,
respectively (44 kDa: OD = 2296 + 184 8vs 1012+ 92 5;
26 kDa: CD = 5509+26,0vs2890+247 7;p<0.001), lhe

|elative propoition analysis of each variant showed that the
44- and 26-kDaformsincieased significantly (j> < 0.05) in
the presence of GHRH over thecontrol conditions, whereas
the monomeric form (22 kDa) decreased significantly after
GHRH (the xddtive propoition of 26 kDarepiesented 25 +
1 0% in the control group and 33 + 1 2% in the trested
group, whereas the 22-kDavariant represented 53 + 2 2%
in the control and 41 + 3,4% after treatment, respectively)
(Fig 4D)

Primary Pituitary Cell Culture Study .
When pituitary cells in primaiy cultures were trested

with 2 nM GHRH for 2 h, the total ir-cGH released to the A~

culture mediawas significantly increased (2,8 times highel) m

eda

over the vales obtained by ELISA in control conditions AL—

(75.8+14 7 vs26: 76,1 ng/mL respectively;p<Q 001).
The culture mediawei eimmunopreci pitated with amono-
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Fig, 5, Electrophoretic analysis of ir-cGH sizevaiiants after stimulation with2 nMGHRH for 2 hin primary pituitaiy cell culturemedia.
(A) Mediawere analyzed by SDS-PAGE (NRC) and Western blotting and immunostained with a priroary antibody anti-cGH, Develop-

ment wasperfoimed by chemiluminescencewith ECL (Amersham). (B) Densitometxic analysis of the Western blot luminogram was done

in an HP scanner using IPLabGel 2 2 software (Sacanalytics). The OD of each ir-cGH band waspl otted. (C) Differentia reléase of each

ir-cGH band &ftei* GHRH stimul ation compared with the basal val Giesin controls, expiessed as percentage change, isshown (D) Relative

proportion of each ir-cGH variant released by the pituitaly, expressed as percentage of the total cGH immunoreactivity, is shown. The

data show mean + SEM;« =9 MW, molecular weight

clonal immunosorbent before electrophoretic sepaiation
to eliminate interferences by the media salts |his system
increased the specif icity of the analysis because two sets
of antibodies weie employed: a monoclonal anti-cGH fot
immunoprecipitating the ii-cGH vaiiants in the media and
apolyclonal anti-cGH foi detection of ir-cGH in the West-
ern blot membiane With this system, thiee ir-cGH bands
were obseived under NRC (22,26, and 44 kDa) (Fig. 5A)

I he densitomettic analysis showed that, as observed in the
experiment using whole pituitary tissue, all the ii-cGH
vaiiants increased with GHRH tieatment (Fig 5B). How-
evei, again, the particulai- increase of'each molecular form
was different As shown in F ig 5C, the inciements were 1 6,
4 5,and 1 7timeshighei for the22-, 26-, and44-kDabands,
respectively, inthetreated culturesthan in their- correspond-
ing controls, Figure 5D shows the results obtained when
the relative proportion of each band was analyzed It was

observed that the proportion of the 26-kDa band increased
importantly, apparently at the expense of the decrease
observed in the 22-kDa monomer ic form, when the GHRH
tieatment was applied. | he relative proportion of the 26-
kDa ir-cGH band was almost 130% higher-in the GHRH-
treated sample than in the controls

T ocharacterizethenatureof the26-kDavariant, theexpe-
riments were analyzed undei RC, to rule out the possibility
of acleaved cGH that could migrate veiy closely (25 kDa)
After disulfide bonds were broken with reduction, differ-
ential changes were also observed inthe number and absor-
bance of the ir-cGH bands, At least seven immunoreactive
bands were observed (46-, 29-, 26-, 20-, 18-, 17-, and 15-
kDafoims) . The20-, 18-, 17-, and 15-kDabands conespond
to submonomeric forms, while the 26-kDa band coire-
sponds to the unfolded monomer, the 29-kDa band to the
putatively unfolded glycosylated cGH (G-cGH), and the
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Fig. 6, Electrophoretic analysis of ir-cGH size variants after stimulation with 2nMGHRH, 1 taM 8-bromo-cAMP, or 1 |iMphoibol
myristate acétate (PMA) foi 2 hin pituitary cell cultuiemedia (A) Mediawere anayzed by SDS-PAGE (RC) and Western blotting and
iramunostained with a priraaiy antibody anti-cGH Development was peifbimed by chemiluminescence with ECL (Amersham) (B)
Densitometiic analysis of the Western blot luminogram was donein an HP scanner using IPL abGel 2,2 software (Sacanalytics). The OD
of each ir-cGH band was plotted Data show mean = SEM; n = 9 MW, molecular weight

46-kDaband probably to areduction-resistant dimei, which
has been described eailiei (2) (Fig, 6A) After GHRH stim-
ulation, the OD of the monomeric (26-kDa) band incieased
1 4 times and that of the 29-kDa band 2,7 times ovet the
contiols(p < 005), Inteimsof their relative pioportion, the
monomer (26 kDa) tepresented 63.3 + 0 8% in the control
group and 49.2 + 1, 3% afiei GHRH treatment, whereasthe
29-kDa band represented 159 + 08 and 22 8 + 0.9%,
respectively (Fig 7),

Vey smilar iesultswere obseived when the cdll cultures
were treated with 8-bromo-cAMP, as shown in Figs 6 and
7, 1he effect ofthis membrane-permeable substitute of
CAMP on the monomeric (22-kDa) and the 29-kDa fhims
was analogous to that of GHRH 1he combination of 8
biomo-cAMP and GHRH showed a highel increment on
the reléase of both variants. Howevel, these changes were
not asclesi when the relative proportion of the variantswas
deteimined (Fig. 7) I'reatment with PMA had a similar
effect on the secretion of the 29- and 26-kDair-cGH bands
than trestments with GHRH or- cAMP, Howevel the com-

bination of GHRH and PMA had a potentiating effect over
these two variants (Fig 7),

Discussion

It has been proposed that thefunctiona diversity of some
pituitary hormones, such as PRL and GH, may beexplained
by their moleculai- heterogeneity Much evidence hasbeen
repoited fbi the existence of structural variants of these
hormones 1he sources of such heteiogeneity include gene
duplication, MRNA alteinative splicing, and posttranda-
tional modifications of the mature pioteins In addition,
some reports indicate that the moleculai vaiiants of these
hormones may express differential bioactivities (2,5-23),
On the other hand, the presence of some of the structural
variants of FRX and GH has been documented in the circu-
latron (24,25).. All these data, taken together, indicate that
these pioteins condtitute a family of proteins, stiucturally
related, whose known actions may be the result of the sum
of the particular bioactivities of itsmembeis, If thisistme,
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Fig, 7.. Relativepropoition (%) of ir-cGH variantsinprimaiy pituitary cell culture media, as anayzed by SDS-PAGE (RC) and Western
blotting after different treatments. Different letteis mean a statistical significance (p < 0 05, mean £ SEM; n = 9).

then the flnctiond relevance of ‘each variant should be eval-
uated to understand its participation in the oveiall effect
related to the parental hormone For GH variantsto have a
physiologic role as hormones, they must be released and
their secretion must be under some kind of control

In the chicken, the existence of posttrand ational modi-
fications of pituitaly GH hasbeenpreviously demonstiated,
and several vaiiants have been described: phosphoiylated
cGH (41,42); glycosylated cGH (43,44); vaiious oligo-
meric forms (dime, tiimei, tetiamei, pentamer [2, 23]);
cleaved cGH; and submonomeric variants of cGH, especi-
ally a 15-kDa fragment of the hoimone (20) We have aso
shown that some of the charge variants of cGH (Rf =023
and 0 3, named &fter the rel ative mobiiity of ‘each variant in
nondenatuiing PAGE) express a differentia effect on lipid
metabolism (23) and that the 15-kDa amino-termmal frag-
ment of cGH ishioactive (20). Some of thesize and charge

variants of cGH ate fbund in plasma (25), and it has
been reported that the clearance rate of the G-cGH islower
than the mgor fbim of the hormone, thus incteasing its
haf-lifein circulation (4.5).. Additionally, the number and
relative propoition of pituitaily cGH vaiiants change dur-
ing ontogeny (27).

In the ptesent work, we analyZed the effect of ‘an estab-
lished GHS to deteimine whethei the GH vaiiants in the
pituitary were affected similarly or whethel they were dif-
férentialy affected Two in vitio systems were employed:
whole pituitaiy tissue culture, to keep the integrity of the
gland architecture and thus preserve cell interactions; and
disperse primaiy pituitaiy cell cultuie, to ensuiethe avail-
ability of the secretagogue(s) to al cdls,

I he stimulatory effect of GHRH on GH secretion, both
in vivo and in vitro, has been extensively documented in
mammals and birds (33-35,40,46-48) In most of the
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reports, released GH has been measured by a radioimmu-
noassay (RIA), which accounts for the overall GH present
intheplasmaoi culture media, without diffe entiating among
variants, Here, we employed a method that alows for the
separation (SDS-PAGE) and identification (Western blot-
ting) of the mgoi immunoreactive size vaiiants of cGH
Furthermore, the combined use of achemiluminescent assay
and densitometry gave a semiquantitative tool to compare
difierencesin concentiation of‘each band in responseto the
treatments, since we have previoudy established that the
assay islineai- (27) in the tange used,

Initialiy, we studied the response of chicken pituitary
glands to different concentrations of GHRH (0.2, 1, 2, 5,
and 10 mA/) in order to determine the best dose fhi experi-
mentation A dose-dependent efféct was obseived, and we
decided to use 2 nM GHRH for these studies since it was
cidseto the EC50, Thisconcentraronissimilar to that deter-
mined by other investigators (40) using cultured pituitaiy
cels,

In the fnst study, the total amount of ir-GH released to
the culture mediafollowing GHRH stimul ation wasamost
double (1 9times) that in the controls, as deteimined by a
specific and homologous ELISA When the culture media
were analyzed by SDS-PAGE undei- NRC and Westetn
blotting, seven cleai ii-c GH bands (mol wt: 66,60,50,44,
26,22, and 15 kDa) were observed in both the control and
the stimulated conditions, Ihese bands have previously
been described in the pituitary (2,27) and in the circulation
(25). Although al theseir-cGH variantswereincreased by
GHRH stimulation (Fig 2), the magnitude of the response
différed for different ir-GH moieties For instance, the OD
of the band corresponding to themonomei ic form (22 kDa)
was 2 2 times higher in the tieated samples than in the con-
trol, whereasthat of the 26-kDaband was 4.4 timeshigher,
respectively In addition, the 15-kDa band was 5 5 times
higher in the GHRH-stimulated media than in the control
Ib study fuither the efféct of the secretagogue on the
rel éase of-each vaiiant, we decided to analyze the results
in terms of the propoition (percentage) of each variant in
Ielation to the tota immunoreactivity of -the hormone in
eaech sample (Fig 2D) Ihe results indicated that the pro-
portion of the 26-kDaband increased significantly whereas
the monomeric (22-kDa) band decreased significantly after
the tissue wasincubated with GHRH The proportion of the
26-kDafhim was 35% higher and that of the monomer was
31% lowei than their. corresponding valGes under control
conditions. I he increment in the proportion of the 26-kDa
band was therefore at the expense of the monomeric fbrm
Ihese data showed that although all the immunoreactive
forms of cGH are stimulated by GHRH, they are not re-
leased at the same extent, interestingly, the analysis of what
occurred in the tissue indicated that there was also adiffer-
ential efféct of the secretagogue in the content of the stored
cGH pituitary variants Although the total cGH content

stored in the pituitary did not show any significant diffe-
ence between tieatments, the analysis of the variants showed
that the proportion of the 26-kDa band was significantly
increased, again at the expense of the 22-kDa band, which
was significantly reduced (Fig. 4)

I heresults of these experiments suggested that trestment
of the pituitary with GHRH causesaprefeiential reléase of
the 26-kDair-GH moiety . We have shown previoudy that
the 26-kDa band may correspond to the G-cGH when ana
lyzed under NRC (2 7,42) and that it shiftsto a29-kDaband
when studied undei-RC T o determine whethei thiswasthe
case, samples were anayzed for the presence of caibohy-
drates. A positive reaction for- caibohydiate was found in
the 29-kDa band, which was also recognized by the poly-
clonal anti-cGH antibody, indicating that thisir-cGH vari-
ant isglycosylated (Fig, 3) I hereason that this variant was
investigated under RC was to avoid the possible interfér-
ence with a 25-kDa ir-cGH that conesponds to a cleaved
form of the hormone (20), which might be obseived under
NRC. This fbrm, however, disappears under RC when the
disulfide bondsare reduced and givesriseto 15- and 7-kDa
cGH fiagments Under RC, the monomeiic fhim shifts its

apparent mol wt from 22- to 26-kDa (owing to the unfold- -

ing of the molecule and an increase in its Stoke's radius),
and the G-cGH shifts from 26 to 29 kDa, | he recognition
of the 29-kDaband by two sets of specific antibodies (mono-
clona duiing immunopr ecipitation and polyclonal in West-
ernblot) indicalesthat itisacGH variant, and that treatment
with GHRH increased its proportion in compaiison with
controls (Fig 3),

GHRH caused a gresat reléase of tota ir-cGH into the
media of pituitary primary cell cultures as deteimined by
ELISA (almost threetimesthat of the control valUes), thus
showing that the system was responsive, The analysis pei-
fbrmed under NRC with the primary cell culturesrendered
agmilar result to that obseived with the whole pituitaiy in
culture; that is, GHRH stimulated a differentid reléase of
themain ir-cGH vaiiants Again, it was shown that therela-
tive propoition of the putatively glycosylated variant (26
kDaundel NRC) was differentially increased apparently at
the expense of the monomeric fhim (Fig 5).

When the media of cell cultureswere studied under RC,
seveia changeswere appai ent, mainly that severa submon-
omeric forms were now present and that al the variants
weie stimulated, dthough in different proportions; that is,
the changeswere 1,32 7,15,4 1,6,8, and 3,2 times higher-
for the 46-, 29-, 26-, 20-, 18-, and 17-kDa bands, respec-
tively, inthetr eated culturesthan in the corresponding con-
trols(Fig 6) In the case of the 15-kDair-cGH band, it was
not detectablein the controls but was apparent in the GHRH-
tr eated sample Again, therelative proportion of the mono-
meiicir-cGH foim (26 kDaunder RC) decreased fiora63 3
+ 14% in the controls to 49,2 + 2 2% in the stimulated
media, wheress the putatively glycosylated form (29 kDa
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underRC)increasedftoml5 9+1 3t022,8+| 5%,respec-
tively Additionaly, there were substantial incrementsinthe
relative proportions of the submonomeric fbims (Fig 7)
The molecular changes observed in monomeric ir-cGH
aswdll asin the putatively glycosylated vaiiant and in the
submonomeric forms were also observed when the cell
cultureswere stimulated with secr etagogue ana ogs known
to be involved in the intracellular signaling pathways elic-
ited by GHRH, namely the cAMP and PKC pathways. As
showninFig. 6 A, both 8-bromo-cAMP and PMA (an acti-
vaoi- of PKC) stimulated the reléase of ir-cGH variants
when analyzed under- RC Again, there was a differentia
increase inthereléase of the variants after stimulating with
the analogs, and as befbre, the increasein the 29-kDa band
and those coiresponding to the submonomeric fbrms were
higherthanthatproducedintheraonomer (Fig 6B) When
the relative ptoportion was analyzed, it was clear that both
secretagogues favored the reléase of  the 29-kDa ir-cGH
band and had an ef fect Smilar to that obtained with GHRH,
apparently at the expense of the monomeric form In this
experiment, it was shown that the propoition of the 46-kDa
band decreased with the treatments (Fig, 7) On the other
hand, the combined effect of GHRH and PMA seemed to
exert a synergistic effect on the propoition of the 29-kDa
ii-cGH band released as well as on the magnitude of the
decrease in the propoition of the monomer, lhe results
obtained are consistent with reports proposing that cAMP
is the mgor signaling pathway employed by GHRH, but
that the activation of PKC may potentiatethecAMP signal-

ing via (49).

I he overdl results oi the experiments performed in our
study suggest that GHRH stimulates the conversion of
monomeric cGH to aform of the 26-kDaband (29 kDaimder
RC), which presumably correspondsto aglycosylated var-
iant of cGH and stimulates its differential reléase In addi-
tion, GHRH (and its surrogate secretagogues) stimulatethe
reléase of the submonomeric forms, suggesting that limited
pioteolysis of the hormone is induced by this tieatment

Glycosylated variants of pituitary GH have been described
inseveral mammalsand birds (26,42,4.3) Inthe chicken, as
well asin other nonmammalian species, the primary struc-
ture of GH has an N-glycosylation consensus sequence in
the C-terminus side (NiggCi89l 19). Human GH lacks this
site for N-linked sugar However, there are reports show-
ing a content of 1-5% for G-hGH in relation to total pitu-
itary GH Furthermore, it has been shown that the metabolic
clearance rate of G-cGH was 20% lower compared with
nonglycosylated cGH (45).. According to our results, itis
possible that GHRH favors the glycosylation of cGH and
thus increases its haf-lifé in circulation, If thisis the case,
thenadifferential control couldbeestablished Thisisinter-
esting in view of some evidence that has been reported for
the glycosylated vaiiant of tuikey PRL, which is released
in different proportions according to différent physiologic

changes (30). Glycosylated turkey PRL ismainly released
when the total PRL secretion is increased duiing incuba
tion behavior Perhaps GHRH favorsthe synthesis and secre-
tion of a longer haf-life variant of 'cGH that may be of
importance during some critical physiologic stage,

In conclusién, our data suggest that the pattern of 'basal
secretion of cGH vaiiants can be modifiedby GHRH stimu-
lation I hey also suppoit the hypothesisthat the GH variants
may be under differential control and in some physiologic
states can change the propoition in which they are synthe-
sized and secreted The regulation of GH secretion is very
complex, and more research is needed to understand the
intracellular- and intercellular mechanisms involved in the
regulation of the synthesig/secretion of GH vaiiants

Materials and Methods
Animais

Mae 4-wk-old domestic chickens were obtained from
Pilgrim's Pride of México farras and maintained on fhod
and water- available ad libitum for 1 d in the laboiatory
befoie sacrifice.

Pituitary Tissue Culture

Anterior pituitaries were removed immediately follow-
ing decapitation They were longitudinally bisected through
the caudd and cephalic lobes, weighed, and each half was
placed in aculturetube (polypropylene, 13 x 30 mm; Nal-
gene, Rochester, NY) containing 0.3 mL of normal Earle's
salt solution (NESS) (Gibco, Grand Idand, NY) The tubes
were gassed with 95% 0,-5% COx seded with mbbei
stoppers, and incubated at 37°C in ametabolic sheker (Lab-
line"elrosePaikJL) After 60min,themediawereremoved
and the glands wereincubated with fiesh NESS containing
2 nMhuman GHRH| 4, (Sigma, St Louis, MO) undei the
same conditions, afurther-2 h, At the end of thisincubation
period, the media and the tissuesweie collected for analy-
ss and stored at -70°C until assayed.

Tb determine the dose of GHRH to be used in the experi-
ments, dose-response relationships were obtained by fit-
ting the data in the Hill equation:

Soirrt = S X EC"#/[GHRH]™ + EC, "

in which ¢eHr+ s e cGH released in the presenceof GHRH,
Shex 1S the control maximum secretion, ECH0 is half effect
concentration of GHRH, and nH is the Hill coefficient.

Primary Pituitary Cell Culture

Anterior pituitaries fiom 4-wk-old cockerels were re-
moved immediately after decapitation and placed in a Petri
dish containing Hank's balanced salt solution (Ca®* and
Mg fiee) (HBSS-CMF) (Gibco). Glands were washed three
times with the same solution and then diced in appiox 2-
mm? cubes, They were transferred fbllowing incubatfon to
aconical test tube (15 x 75 mm) containing 0 35% Typel|
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collagenase (Worthington, Freehold, NJ) in HBSS-CMF

Adenohypophyseal cells were dispersed in this médium for
60 min at 37°C in awater bath with agitation, and peiiodic
mechanical trituration with a sterile Pasteur pipet facil-
itated dispersion, Following dispersidn, cells were washed
twice with médium 199 and placed in culture médium:
M 199 (Gibco) containing 10% fetal bovine serum, 2,0mM
glutamine, IOOU/mL of penicillin and 100 n.g/mL of strep-
tomycin, Aliquots of 1 mi (3 0 x 105 cells) were placed in
a 24-well culture piate (Costar, New York, NY) and cul-
tured fbr 48 h in ahumidified chambel undel 5% CO2 and
air, Following culture, the media were removed, and the
attached cells were washed once with fresh M199 prior to
incubation with culture médium containing the test agent
The cellswereincubated foi 2hwith 2nA/GHRH, or 1 mM
8-bromo-cAMPoi 1 uA/PMA (bothlromSigma)sincethese
treatments areknown to stimulate GH reléase from culture
of chicken pituitary cells (40), The media and cells were
collected and then stored at -70°C until assayed

Thetota concenttation of GH was detemined in duplicate
by a specific and homologous ELISA, whereas the ir-cGH
sizevaiiants that secreted to the médium and remaining in
thetissue were analyzed by SDS-PAGE fbllowed by West-
ein blotting and densitometry, Culture media of primary
cell cultureswere immunoprecipitated befoie SDS-PAGE

Enzyme-Linked immunosor bent A s$ay

A specific and homologous competitive ELISA was
employed Plates (Immulon 2HB, 96 wells, Chantully) were
coated with 12 ng of recombinant chicken GH (rcGH) in
100 LIL of I A/carbonate buffer, pH 10 3, for 16 hat 4°C
A polyclonal GH antiserum raised in rabbit against puri-
f fed chicken GH (2) (diluted 1:100,000) was incubated with
samples or seria dilutions of rcGH (5120 to 5 ng/mL, for
the standard curve) in phosphate buffer- with Tween-20
(TPBS) and nonfatmilk (0 01 A/phosphate, 0.15 )W NaCl,
0,05% Tween-20, and 1% [w/v] nonfat milk) for 16 h at
4°C, The samples and standards were added to the coated
wellsfor 2 h a room temperarme (20°C) Horseradish per-
oxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit 1gG (Bio-Rad, Her-
cules, CA) was then added (diluted 1:3000 in TPBS with
1% nonfat milk and incubated at 2 h at room temperature)
Bound secondary antibodies were developed by reaction
with 2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulfbnate] sub-
stiate (Roche, Mannheim, Germany), and the OD in each
well was determined a 405 nm in an automatic ELISA
reader (Bio-Rad), Ihisassay has a sensitivity of 2 ng/well
(20 ng/mL), with inter- and intrassay coefficients of varia-
tion3 27and3 91%,respectively Other pituitary hormones
had no crossreactivity in this assay (<0 001%)

Immunopteci pitation

Ib-avaid interférence in SDS-PAGE with salts present
inthe culture media, the sampleswereimmunoprecipitated

with a specific monoclonal immunosorbent prepared as
described by Berghman et a . (50). Monoclonal antibodies
(MAbs) were produced in the labor atory using specific anti-
cGH hybridomacellsgenerously provided by Dr Berghman
(Texas A&M University) Ihe MAbs were purified from
ascl tesflui dusmgaProtei nA-Sepharosematrix(Amersham

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) Briefiy, 6 mL. of
ascitesfluidwasmixed with 0 75 g of piotein A-Sepharose
in giycine buffé (i 5 MGly; 3 A/NaCl, pH 8 9) and incu-
bated with agitation at room temperature 1he IgG fraction
was obtained by elution with citrate buffer (0,05 A/citrate,
pH 3 5) and then dialyzed against coupling buffer (0,05 M

phosphate, 0 5 A/NaCl, pH 7 6). The Immunosorbent was
prepared by incubating the 1gG fraction (15 mg) with acti-
vated CNBr-Sepharose 4B (1 g) in coupling buffer for 3 h
in an end-over-end shakei, at room temperature I he unoc-
cupied remaining active sites in the resin were blocked
with 15 A/Gly, 3 A/NaCl (pH 8 0) overnight at room tem-
perature, Finally, the iImmunosorbent was washed alter-
natdy with IBS (0,05 M Iris; 0 15 M NaCl, pH 7 6) and
glycine (0,05 MGly; 0 15 WNaCl, pH 3 0) bufférs The
total cGH present in the culture media was isolated by
immunoaffinity precipitation: aliquots (250 uX) of media
were incubated with 1 mL of IBS and 100 il of immuno-
sorbent suspension (1:2 with 1BS) in Eppendorf tubes in
an end-ovei-end shaker, overnight at room temperature

The resin with the bound ir-cGH was recuperated by cen-
trifugation(2365#) and thenwashed with I BS (threetimes)
and with 0 020 MTris, pH 7.6 Immunoreactive cGH was
then isolated after resuspending the pellet in SDS-PAGE
sample buffer, boiling fbor 5 min, and centrifuging in a
microfuge at 23659 | he supernatants were collected and
submitted to SDS-PAGE electrophoretic analysis

Sodium Dodecyl Quifate
Polyacrylamide Gel Elecirophoresis

Culturemediaof both primaiy culturesand whole pituit-
ary incubations, aswell asgland or cell extracts, were ana-
lyzed by SDS-PAGE on 1-mm-thick 12.5% gels (Mini-Pro-
tean; Bio-Rad) under NRC or under RC, in the presence oi
5% P-mercaptoethanol, using the bufiér system of | aemmli
(51) and run at 150 V in the separating gel . A contral, cor-
responding to 50 ng of rcGH, wasincluded ineach gdl, Pie-
stained molecular-weight markers (Bio-Rad) weie employed
to determine the relative maobility of proteins

Western Blotting

After-the electrophoresis, the gels were equilibrated in
transfer buffer (25 mM Tris, 192 MM Gly, 20% methanol)
for 15 min, and the proteins were electrotransferred to
nitrocellul ose sheets (Bio-Rad) at 200 mA for-1 h and then
immunostained Briefly, the membranes were blocked (5%
nonfat milk in 0,02 M Iris, 0.5 MNaCl), and after -2 h they
were incubated with polyclonal anti-cGH rabbit serum (2)
at adilution of 1:10,000 The membranes were washed and

I2R-
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incubated for 2 h with a secondaiy antibody (horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit 1gG, 1:3000; Bio-Rad).
Finaly, their-cGH variantswere visualized with achemilu-
minescent substrate (ECL; Amersham Phaimacia Biotech,
Buckinghamshire, UK).

A positive reaction fot' the presence of caibohydrate in
the ir-GH was determined by the blot kit for glycoprotein
detection (Bio-Rad), which employs aspecific carbohydrate
oxidation reaction to label the carbohydrate with biotin, and
then the subsequent detection isdonewith streptavidin-alka-
line phosphatase

Densitomettic Analyses

The number, amount, and relative piopoition of ii-cGH
size variants were detetmined by densitomettic anadysis
aftel digitalization of the luminogiams in an HP scanner
using IPLabGd 2. 2 software (Scanalytics, Fairfax) In both,
the whole-pituitary systems and in the piimaiy cell culture
system, the val Ges obtained in the absence of thetest agents
(GHRH, 8-bromo-cAMP, PMA) were taken as control
valles

Satistical Analyses

Data (OD of each GH vaiiant or the propoition of the
valiants as percentage of tota GH immunoieactivity) were
andyzed by andlyss of variance Differences between treat-
ments were determined by Tukey test and considered sig-
nificant at p< 005

Acknowledgments

Wethank Dr, Luc R Berghman for his generous dona-
tion of the anti-cGH hybiidoma cells. We aso thank Pil-
giim's Pride of México foi- the donation of chickens We
acknowledge the efficient work of Filar Galarza-Barrios
(librarian); Mattin Garcia-Servin (vivarium); Alberto Lara
and Ornar Herndndez (computing unit); Lourdes Lara,
Leopoldo Gonzdlez, andRafael Favila(image andysisunit);
and Gerardo Courtois (laboratory attendant) This work
was partialy supported by grants from DGAPA-UNAM
(PAPIT IN206196 and PAPII11N227399) and CONACYyI
(3455-PN and 31817-N). H.M -C received adoctora fd-
lowship from CONACYT.

Ref & enees

1 Baumann, G, (1999). Horm Res 51(Suppl), 1:2-6.

2 Aramburo,C, Campbell, R M, and Scanes, C G (1989). Life
i 45, 2201-2207

3 Martens, G J, Groenen, P. J, Braks, A. A , and Bussemakers,
M (1989; Nucleic Acids Res 25,3974

4. Kawauchi, H., Maruyama, S, Yasuda, A, Yamaguchi, K,
Shirabata,K.,Kubota,J,andHirano, T (1986) Arch Biochem
‘Biophys. 244, 542-552

5. Nickel, B. E,Kardami,E, and Cattini,P. A (1990).Endocri-
nology 126, 971-976.

6 MacLeod,J N, Worsley, |., Ray, J, Friesen, H, G, Liebhaber,
S. A,andCooke,E.N.(1991) Endocrinology 12°,1298-1302

Lo

13

14

15

16

17

18

19.

20.

21
22

23

24.

25
26

27

28
29
30

31

32.

33.

Goodman, H. M, lai, L -R, Ray, J, Cooke, N. E., and
Liebhaber, S A. (1991) Endocrinology 129, 1779-1783
Goffin,V..Shiverick,KT, Kelly, P ,andMartial,i A (1996)
Endocr Rev 4, 385-409.
Kostyo, J | , Skottner, A, Brostedt, P, Roos, P., Cameron,
C M., Forsman, A., Fryklund, L., Adamafio, N, A , and Skoog,
B. (1987). Biochim. Biophys Acta 925, 314-324,
Wada,M,lkeda,M ., Takahashi,Y.,Asada,N,Chang,K I,,
lakahashi, M , and Honjo, M. (1997) Mol. Cell. Endocrino!
133,99-107

Fujikawa, T., Kaneko, H,, Hibasami, H ., Sakaguchi, K ., Alam,
K. S, Tanaka, M., and Nakashima, K. (1998). Biochem Mol
Biol Int. 46,719-724
Wada, M , Uchida, H, Ikeda, M , Isunekawa, B , Naito, N.,
Banba, S., Tanaka, E , Hashimoto, Y , and Honjo, M (1998)
Mol Endoainol 12, 146-156.

Uchida, H., Banba, S, Wada, M , Matsumoto, K,, Ikeda, M.,
Naito, N., Tanaka, E., and Honjo, M (1999). / Mol Endocri-
no! 23,347-353

Asada, N, Takahashi, Y., Wada, M, Naito, N, Uchida, H.,
Ikeda, M , and Honjo, M (2000). Mol Cell Endoainol 162,
121-129

Yoshizato, H., Tanaka, M , Fujikawa, |., Higashimoto, Y ,
Shimizu, A , and Nakashima, K (2000) Endocr- | 47, S37-
$40.

Ishikawa, M , lachibana, | , Kamioka, |., Hoiikawa, R, and
Katsumata, N. (2000) Growth Horm. IGF Res 10,199-206
Kawauchi, H., Maruyama, S, Yasuda, A., Yamaguchi, K,
Shirabata,K.,Kubota,J,andHirano,T.(1986) Arch Biochem
Biophys 244,542-552
Yamaguchi, K , Yasuda, A , Kishida, M , Hirano, T., Sano, H ,
and Kawauchi, H. (1987) Gen Comp Endocrino! 66,447-
453

Yasuda, A, Yamaguchi, K, Noso, |., Papkoffi H , Polenov,
A. L, Nicoall, C. S, and Kawauchi, H (1992) Biochim Bio-
phys Acta 1120,297-304.

Aramburo, C, Carranza, M,, Reyes, M , Luna, M, Martinez-
Cotia, H,, Berumen, L , and Scanes, C G (2001) Endocrine
15,231-240

Singh, R. N, Seavey, B, K, Rice, V, P, Lindsey, I. | , and
Lewis, U. J. (1974) Endocrinology 94, 883-891

Hart,l, C, Blake, L, A,, Chadwick, P, M. E , Payne, G. A , and
Simmonds.A D. (1984). Biochem | 218,573-581
Arémburo, C, Montiel, J. L, Perera, G., Navarrete, S, and
Sénchez, R. (1990J. Gen. Comp, Endocrino!. 80, 59-67
Sinha.Y N. (1980) Endocrinology 107, 1959-1969
Montiel, J L., Berghman, L. R,, and Ardmburo, C (1992)
Gen Comp, Endocrinol 88, 298-306.

Sinha, Y N. and Jacobsen, B. P. (1987). Biochem Biophys
Res Commun 30, 1368-1375.
Aramburo, C, Luna, M , Carranza, M , Reyes, M., Martinez-
Coria.H, and Scanes, C G. (2000), Proc Soc Exp Biol Med
223, 67-74.

Sinha, Y. N, Klemcke, H. G., Maurer, R. R, and Jacobsen,
B. P (1990) Endocrinology 127, 410-418.
Sinha, Y. N, Klemcke, H G, Maurer, R, R., and Jacobsen,
B P (1990). Proc Soc Exp. Biol Med 194,293-300
Bedecarrats, G., Guemene, D, Kuhnlein, U,, andZadwomy, D.
(1999) Gen Comp Endocrinol, 113,96-104,

Bedecanats, G., Guemene, D , Morvan, C,, Crisostomo-Pinto,
S,Kuhnlein,U.,andZadworny,D (1999) Gen Comp Endo-
crinol 113, 105-111

Harvey,S (1995) In: Growthhormone.Hz"vey,S ,Scanes,C
G., and Daughaday, W .H . (eds ), CRC Press: BocaRat6n, FL
Scanes, C.G. and Haivey, S (1984) Gen Comp. Endocrinol
56, 198-203.

Leung, F. C. and Taylor, J E (1983). Endocrinology 113,
1913-1915

11

12



12 Differential Reléase of GH Variante by GHRH / Martinez-Coria et al. Endocrine
35 Harvey;S andScanes,C G (1984) Neuroendocrinology39, 43 Berghman, L. R Lens, P, Decuypere, E, Kuhn, E. R, and
314-320. VandesandeF (1987) Gen Comp Endocrino! 68,408-414.
36 Scanes, C G,, Carsia R. V., Lauterio, T. J, Huybrechts, L , 44 Aradmburo, C, Navarrete, S, Montiel, J, L., Sanchez, R, and
Rivier, J, and Vale, W (1984) Life i. 19, 1127-1134 Berghman, L R(1991). Gen Comp. Endocrino!. 84,135-146
37, Huybrechts, L. M, Decuypere, E., Scanes, C G, Callewaert, 45 Berghman, L. R, Buyse, J., Huybrechts, L M, Darras, V. M.,
P., Peys, E, and Kuhn, E R (1985) Horm Metab Res 17, Vandesande, F , Kuhn, E R., Decuypere, E , and Scanes, C G
690,691 (1994) Comp. Biochem Physio! Pharmacoi Toxico! Endo-
38 Haivey, S, Sterling, R T, and Phillips, J G (1981) / Endo- crino! 108, 161-169.
crino! 89,405-410 46 Guillemin, R, Brazeau, P,, Bohlen, P, Esch, F., Ling, N , and
39 Harvey, S, Scanes, C G, Chadwick, A., and Bolton, N J Wehrenbergs W B (1982). Science 5, 585-587
(1978). Neuroendocrinology 26, 249-260. 47 Vade, W, Vaughan, J, Yamamoto, G., Spiess, J, and Rivier, I.
40 Pérez, F, M, Malamed, S, and Scanes, C. G (1987) Gen (1983) Endocrinology 112, 1553-1555.
Comp. Endocrino! 65,408-414. ' 48 Spiess, J, Rivier, J, and Vale, W. (1983). Nature 303,532-535
41 Arémburo, C, Carranza, M, Sanchez, R., and Perera, G 49 Wu, D, Clarke, | J, and Chen, C. (1997) | Endocrino! 154,
(1989). Gen. Comp Endocrino!. 76, 330-339 219-230.
42. Ardmburo, C, Montiel, T. L., Proudman, J, A , Berghman, 50 Berghman, L. R, vanBeeumen, J, Decuypere, E , Kuhn, E R,
L, R, and Scanes, C. G (1992) / Moi Endocrino! 8, 183- and Vandesande, F. (1988) J Endocrino! 118,381-387
191 51 Laemmli.U.K (1970) Naturel5, 680-685



