H 2%\
30

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

EXPRESION DE DOS ISOFORMAS DE mRNA DEL
RECEPTOR DE HORMONA DE CRECIMIENTO EN
LINFOCITOS CIRCULATES

TESIS

QUE PRESENTA
LA M. EN C. RAQUEL|JOCHOA RESENDIZ

PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

TUTOR: DR. ARTURO ZARATE
_ COTUTORES:
RICARDO TAPIA IBARGUENGOYTIA Y CESAR GONZALEZ BONILLA

MEXICO, D.F. { TESIS CON NOVIEMBRE 2003

FALLA DE ORIGEN

A




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

FACULTAD DE MEDICINA

pdcb/grad/100Jur/2003
ING. LEOPOLDO SILVA
DIRECTOR GENERAL DE ADMINISTRACION
ESCOLAR DE LA UNAM.
PRESENTE.
ion del Subc it¢ Académico dc

Por mcdio decl prescntc mc permito informar a usted quc cn la
Doctorado en Cicncias Biomédicas quec sc llevo a cabo cl dia 18 de junio del prescnte afio, se acordé
designar el siguiente jurado para examen de Doctorado en Ciencias Biomédicas de ia M. cn B. OCHOA
RESENDIZ RAQUEL, con numecro dc cxpedicnte 300932013 y namcro dc cucnta 6808303-2 con la tesis
titulada: “EXPRESION DE ILAS DOS ISOFORMAS DEL. mRNA PARA EIL. RECEPTOR DE GH EN
LINFOCITOS CIRCULANTES ™, dirigida por ¢l Dr. Anuro Zaratc Treviilo.

PRESIDENTE: DR. MARCO ANTONIO CERBON CERVANTES
SECRETARIO: DR. ARTURO ZARATE TREVINO

VOCAL.: DR. RICARDO TAPIA IBARGUENGOYTIA
VOCAL: DRA. MARISELA LUNA
VOCAL: DRA. MARIA EUGENIA TORRES MARQUEZ

SUPLENTE: DR. CESAR GONZALEZ BONILLA
SUPLENTE: DRA. GABRIELA MORALI DE LA BRENA

Atcntamente
"POR M1 RAZA HABLARA ElL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 18 de junio de 2003.

AW\~

Dr.YGabriel Roldin Roldin Dr. Abel

$C
Responsable Coordinador [I i
Facultad dc Mcdicina Doctorado en Cidncias Biomédicas.

|

ini ion dcl Posgrad

C.c.p. Biol. Francisco Javier Incera, Jefe de la Unidad de Ad
‘Tutor(a) Dr. Arturo Zarate Trevifio.
C 1i i6n de Doc d

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Feléfonos: $622-38-92 v 5622-38-37 Fax $622-38-92 c-mail: pdeb@servidorunum.mx Intemet: wiww.pdeb.unam.anx

\\e)



Este trabajo se llevé a cabo gracias a los siguientes apoyos:

e Donativo del Fondo de Fomento a la Investigacion del Instituto
Mexicano del seguro Social, Registro FP 98-716-0081

e Beca-crédito otorgada por el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia, Registro No.152630

e Instalaciones, equipo, material y reactivos de la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas, IMSS

e Instalaciones, equipo, material y reactivos de la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, IMSS

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Este trabajo fue realizado en la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Endocrinas, del Hospital de Especialidades y en el
laboratorio de Oncologia Genomica de la Unidad de Investigacion
Meédica en Enfermedades Oncoldgicas, del Hospital de Oncologia.

Instituto Mexicano del Seguro Social

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Arturo Zarate Treviiio, por todo el apoyo que me brindé para
el desarrollo de esta tesis.

Al Dr. Marco Antonio Cerbén y Moisés Mercado por su valiosa
asesoria.

Al Dr. César Gonzalez Bonilla y a la Dra. Maria Eugenia Torres
Marquez por su valiosa ayuda y calidad humana.

Al Dr. Ricardo Tapia por sus sugerencias.

A la Dra. Mearicela Luna y Dra. Gabriela Morali por sus
aportaciones para mejorar este manuscrito.

Al personal de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Endocrinas y del laboratorio de Oncologia Genémica de la Unidad
de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas por su
valiosa colaboracion.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




CONTENIDO

I. LISTA DE ABREVIATURAS
II. RESUMEN
III. ABSTRACT
IV. INTRODUCCION
HORMONA DE CRECIMIENTO
Regulacion de la secrecion
Proteinas de union a GH
Secrecion anormal de la GH
FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINOIDE TIPO I
Receptor del IGF-I
Funciones GH.-1GF-1
RECEPTOR DE HORMONA DE CRECIMIENTO
Distribucion del GHR
Regulaciéon del GHR
Vias de seiializacion para las acciones de GH
Regulacion de la sefial de JAK?2
Caracteristicas estructurales del gen del GHR
Heterogeneidad de transcriptos del GHR
V. JUSTIFICACION
VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
VII. HIPOTESIS
VIII. OBJETIVO GENERAL
IX. OBJETIVOS ESPECIFICOS
X. MATERIAL Y METODOS
Muestras Sanguineas
Determinaciones hormonales
Separacion de leucocitos
Extraccién de RNA total

Reaccién de la transcriptasa inversa y reaccién en cadena

de la polimerasa
Analisis Estadistico
XI. RESULTADOS
XI11. DISCUSION
XIII. ANEXO
XI1V. REFERENCIAS
XV. PUBLICACION

TESIS CON

E FALLA DE ORIGEN

VONAAUL A =



LISTA DE ABREVIATURAS

ATF Factores activadores de la transcripcion

AUG Codén de iniciacion de la traduccion

BP Proteina trasportadora

cAMP Monofosfato de adenosin ciclico

cDNA DNA complementario

C/EBP Factor activador de la transcripcion (proteina de unién al

enhancer o potenciador C)

CcVv Coeficiente de variacion

DEPC Dietil-pirocarbonato

DNA Acido desoxiribonucléico

E> Estradiol

EDTA Acido etilendiaminotetracético

Elk-1 Factor activador de la transcripcion que se une a un elemento de

respuesta al suero

EPOR: Receptor de eritropoyetina

GH Hormona de crecimiento

GHBP Proteinas de unién a GH

GHR Receptor de GH

GHR +3 Isoforma del receptor de GH con el ex6n 3

GHR -3 Isoforma del receptor de GH sin el ex6n 3

GHRH Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
GLUT1 Transportador de glucosa 1




GM-CSFR

HNF-1a
IGF-1
IGFBPs
IGFBP-3
IL-2R
IL-9R

IMC

IRMA
IRS-1,2y 3
JAK-2

PBS
PCR
PI-3
PRL
PRLR

RNA
RNAmM
RT-PCR

Receptor del estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos
Factor nuclear de hepatocitos la

Factor de crecimiento insulinoide tipo I
Proteinas de union al IGF

Proteina de unién 3 al IGF

Receptor de interleucina -2

Receptor de interleucina —9

indice de masa corporal

Ensayo inmunoradiométrico

Substrato del receptor de insulina 1,2y 3 .
Cinasa asociada a Janus 2

Kilobases

Kilodaltones

Proteina cinasa activada por mitogenos
Pares de bases

Amortiguador salino de fosfatos

Reaccion en cadena de la polimerasa
Fosfoinositol 3-cinasa

Prolactina

Receptor de prolactina
Radioinmunoensayo
Acido ribonucléico
RNA mensajero

Reaccién de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la

polimerasa

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN




Sap-1°

SH2
SOCsS
Sp
STAT
TCF
3°-UTR
5'-UTR
V1-V9
WSXWS

YY1

Factor activador de la transcripcion (Proteina 1 activadora del
precursor del esfingolipido)

Dominio de homologia con la secuencia para el protooncogen src
Supresores de la seiializacion de citocinas

Proteasa de serina

Proteina transductora de sefial y activadora de la transcripcion
Factor complejo ternario activador de la transcripcion

Region no traducida 3 del transcrito

Region no traducida 5° del transcrito

Isoformas de RN As mensajeros que varian en su 5'-UTR
Secuencia de triptofano, serina, cualquier aminoacido, triptofano,
serina

Yin-yang 1

Secuencia de tirosina, X puede ser glicina, serina, lisina o acido

glutamico; fenilalanina y serina

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




1 ) §

RESUMEN

El receptor de la hormona de crecimiento (GHR) expresa dos isoformas, que
difieren por la presencia (GHR + 3) o ausencia (GHR - 3) del ex6n 3, pero se ignora
el mecanismo de regulacién.

Objetivos: Determinar la expresion de las isoformas de mRNA del GHR y su
relacién con los niveles en plasma de la hormona del crecimiento (GH), el factor de
crecimiento insulinoide tipo-I, su proteina de unién-3 (IGFBP-3) y esteroides
sexuales.

Material y Métodos. Se incluyd un grupo de 11 pacientes con acromegalia y un
grupo testigo de 12 individuos sanos, se usoé la técnica de transcripcioén inversa y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y diferentes inmunoensayos .
Resultados: Se encontré en todas las muestras la expresion de ambas isoformas,
pero el porcentaje de expresion de GHR + 3 y GHR - 3 fue similar en los pacientes
acromegalicos (6.0 + 1.7 y 8.3 + 2.0 %, M + EE). Por el contrario, en los sujetos
normales predomind la isoforma GHR -3 (11.8+3.0y 5.1 + 0.68 2, M+ EE
respectivamente; p < 0.05) y se encontré correlacion significativa (p < 0.01) entre el
porcentaje de GHR - 3 con los niveles de IGF-I.

Conclusiones: Se demostré la expresion de ambas isoformas de GHR en
condiciones normales y patologicas, la predominancia de GHR - 3 en sujetos
normales y la relacién entre esta isoforma y los niveles del IGF-I indicando que
niveles elevados de GH, pueden trastornar el binomio GH-GHR resultando en una

alteracion del mecanismo de sintesis de IGF-I.
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ABSTRACT

Gowth hormone receptor (GHR) transcripts exist in two isoforms differing by the
presence (GHR + 3) or absence (GHR - 3) of exon 3. The regulation of both GHR
isoforms remains unclear.

Objective: To determine the expression of two isoforms of the GHR and their
relationship with circulating GH, insulin-like growth factor-I (IGF-I), insulin-like
growth factor binding protein -3 (IGFBP-3), and sexual steroids levels in serum.
Methods: We used a reverse transcriptase-polymerase chain assay to study the
expression of the two isoforms in lymphocytes from 12 normal subjects and 11
acromegalic patients. Hormone levels were determined by different immunoassays.
Results: All samples showed expression of both GHR isoforms, but the percentage
of expression of GHR + 3 and GHR - 3 was similar in acromegalic patients (6.0 +
1.7 vs 8.3 + 2.0 %, M + SE). In contrast, in healthy subjects the GHR - 3 was the
predominant isoform (1 1.8+ 3.0vs5.1 +0.68 %, M + SE; p <0.05), and levels of
expression of GHR - 3 correlated significantly with IGF-I.

Conclusions: These data demonstrated the co-expression of both GHR isoforms in
normal and pathologic condition; however GHR - 3 is the predominant form in
normal subjects, and showed a negative correlation with IGF-I levels. Therefore it is
proposed that in cases of abnormal secretion of GH, the interplay between GH and

its receptor is disturbed.
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INTRODUCCION

HORMONA DE CRECIMIENTO
La hormona del crecimiento (GH), el factor de crecimiento insulinoide, tipo I

(IGF-I), asi como de las proteinas trasportadoras de ambas hormonas forman parte
del eje somatotrépico (1) como se ilustra en la Figura 1. La GH es una hormona
proteica, que se sintetiza en los somatotrépos de la adenohipofisis y es vertida en la
circulacién como varias isoformas moleculares. La mayor proporcion (75%) de

estas isoformas es un monémero de 191 aminoacidos con un peso molecular de

Soma; i; A GHENR (+)
Gliretina  (+)
G Recepror
\‘ de GH
NI®> =5
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Fig. 1 Tejidos, hormonas y receptores que componen ¢l eje
somatotrépico. Las hormonas hipotalimicas: GHRH y
somatostatina provocan aumento (+) y disminucién (-)
de los niveles de GH, respectivamente. La GH en circulacién
se une al GHR sobre uno de sus tejidos blanco para inducir
Ia secreciéon de IGF-1. La GH y el IGF-I también pueden
regular los niveles de GH.
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22 kDa, el cual parece poseer la principal actividad biolégica; en menor broporcic’m
(5-10 %) existe otro mondémero de 20 kDa que resulta de un empalme alternativo
del transcripto primario del gene de GH. En la circulacién también se pueden
detectar moléculas de GH de cerca de 40 kDa que se consideran agregados de los
mondmeros y se les conoce como macro-GH. En condiciones fisiolégicas, durante
la gestacion, la placenta produce otra isoforma de GH con un peso molecular de 22
kDa con 161 aminoacidos iguales a los que contiene el monomero producido en la
hipéfisis (2). El feto sintetiza GH desde casi el inicio de la gestacion y alcanza el
maximo cerca de la semana 20 y después decrece la concentracion hasta el parto;
asi permanece en niveles bajos, pero vuelve a incrementarse cuando se inicia la

pubertad y después de ella empieza a decrecer conforme la edad avanza (3).

Regulacion de la secrecion de Ia GH

La sintesis y secrecion de la GH resulta de la accidén de dos neurohormonas: el
efecto estimulante de la hormona liberadora de la hormona de l1a GH (GHRH) y el
inhibitorio de somatostatina. Sobre este mecanismo dual se suman diversos factores
que intervienen en la secrecion de GH como son otras neurchormonas,
neurotrasmisores, asi como condiciones fisioldogicas como el estrés, el ayuno,
ejercicio, suefio y otras hormonas producidas por otros tejidos (tiroides, gonadas,
suprarrenal) (1). Todos estos factores dan como resultado una secrecion episodica
de la GH, con picos mas frecuentes durante las horas de suefio, separados por
valles de concentraciones minimas; los multiples pulsos de la GH probablemente
surgen de multiples pulsos secretores de la GHRH durante periodos de una
secrecion reducida de somatostatina la cual aumenta en respuesta a concentraciones
elevadas de la GH y el IGF-I, se considera que €l resultado neto en la secrecion de

la GH es la suma de los efectos de estas dos neurohormonas hipotalamicas (4).
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Recientemente se ha descubierto otro estimulador de la GH llamado Ghrelina, un
péptido pequefiio de 28 aminoacidos cuya expresion ha sido observada en estémago,
hipotalamo y en linfocitos (5). La identificacion de la GHrelina sugiere que la

liberacion de la GH puede regularse también por sefiales periféricas independientes

del hipotalamo.

Proteinas de union a GH

La GH circula en forma libre y aproximadamente la mitad (6), unida a proteinas de
unién de alta y baja afinidad que se han etiquetado con las siglas del inglés GHBP.
Las de alta afinidad corresponden al segmento extracelular del receptor de GH que

se desprendioé de dicho receptor por accidon de proteasas (7), es por esto que

‘ GHBP circulante
S m

_. . @O ae /oHEFN

Sefalizacion \ //
tnternalizacién
GHR
Niicleo

Fig. 2 Genceraciéon de 1a proteina fijadora de la GH o GHBP, mecanismo de
dimerizacion ¢ internalizacién del receptor. (1) Sintesis del GHR, (2)
uniéon de una molécula de GH al GHR inscrtado en 1a membrana, (3)
dimerizacion de dos Iéculas de r ptor a una de GH y como conse-
cuencia Jak-2 se une al receptor activado, (4) conduciendo a la
transduccién de sciial. (5) Internalizaciéon del GHR para su reciclaje o

degradacion. TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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compite con el receptor por unir a la GH (Fig. 2). Por lo anterior los niveles
circulantes de GHBP miden indirectamente la cantidad del receptor de la GH (GHR)
aunque con ciertas limitaciones (6), su determinacion ha sido importante ya que es
la Ginica forma de medir al receptor de GHR in vivo.

Se cree que la unién de la GH a las GHBP la protege de la degradacion y por lo
tanto prolonga su vida media y duracidon de la accion biol6gica, aunque su
significado bioldgico todavia no se ha determinado (6). Es también relevante que
existe una mayor proporcion de proteinas trasportadoras en la mujer posiblemente
por la accion de los estrégenos (8,9). Estados fisioldgicos o patolégicos que
modifican la produccién de proteinas circulantes se acompaiian de cambios en la
concentracion de GHBP; asi en la gestacion y en obesidad se encuentran elevados

los niveles de GHBP (6,10).

Secrecion Anormal de Ia GH

La sobreproduccion de GH debido a un tumor hipofisario puede causar gigantismo
en individuos jovenes. Cuando esta sobreproduccion se presenta en adultos, en los
cuales las epifisis O0seas se han cerrado y ya no es posible un mayor crecimiento
longitudinal del hueso se produce la enfermedad llamada acromegalia con
caracteristicas clinicas de crecimiento de tejidos blandos. Por el contrario cuando se

presenta un defecto en la sintesis o secrecion de GH o de su receptor se presenta

talla baja (17,18).

IGF-I

La accion de la GH estimula en los tejidos la produccion del IGF-1, el cual es
secretado por el higado y otros tejidos. Las ideas acerca del mecanismo de accién
de la GH han tenido diversos cambios conforme se obtiene mas informacién. Al

principio se penso que los efectos biologicos de GH eran el resultado de la sintesis
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de IGF-I y en consecuencia de la accién neta de esta ultima sobre diversos tejidos,
pero se ha comprobado que la GH puede ejercer acciones celulares directas no
mediadas por IGF-1I, por lo que actualmente se ha establecido que los efectos de la
GH dependen de las interacciones de esta hormona y el IGF-I (11).

El IGF-1 es un polipéptido de 70 aminoacidos, con secuencia y estructura similar a
la de la proinsulina y peso molecular de 7 kDa, que participa en el crecimiento de
casi todos los organos del cuerpo (12). Como en el caso de la GH, IGF-I circula
libre o unido a diversas proteinas fijadoras (IGFBPs) que prolongan su vida media y
modulan su accién biolégica. Se han identificado seis tipos de proteinas que
ademas poseen funciones particulares; la nimero 3 (IGFBP-3) es la que en mayor
proporcion se une a IGF I y se relaciona con la concentracién de GH (13).

Ha resultado dificil la estimacién de los niveles de la GH en la sangre debido a la
heterogeneidad de las isoformas y la secrecion en forma pulsiatil y episddica, lo que
hace que en la mitad de los casos la GH puede ser indetectable (14). Al contarse
con técnicas sensibles y especificas para medir el IGF-1I se encontré que estas
determinaciones reflejaban con mayor precision el estado del eje somatotrdpico
debido a que las concentraciones permanecen priacticamente constantes durante todo

el dia y los valores se pueden interpretar con relacion al estado de produccion de la

GH (15).

Receptor de IGF-1
Es una glicoproteina con actividad de tirosina-cinasa y tiene homologia con el

receptor de insulina; se trata de un heterotetramero compuesto de dos subunidades,
unidas por puentes disulfuro; la subunidad o se encuentra fuera de la célula y se une
a la subunidad B que esta formada por una region extracelular, transmembranal y
citoplasmatica. La subunidad o une al IGF-1I y la subunidad 8 se encarga de las
funciones de internalizacion y sefializaciéon (12). La unidn con el receptor origina
TESIS COW
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cambios estructurales, lo que permite iniciar el proceso de fosforilacion intracelular.

Aunque esta forma de receptor se une preferentemente a IGF-1, también es capaz de

hacerlo con insulina (13).

Funciones GH-IGF-I
La GH tiene numerosas acciones biolégicas, las cuales son llevadas a cabo directa o

indirectamente a través de su mediador IGF-I, aunque algunas de las funciones del
eje somatotropico son llevadas a cabo por ambos integrantes (GH-IGF-I), en otros
se desconoce cual de los dos componentes es el responsable (tabla 1). Las acciones
metabodlicas que son llevadas a cabo directamente por la GH son: a) Aumentar la
lipdlisis, con lo que tiende a disminuir el catabolismo de proteinas al movilizar la
grasa como una fuente mas eficiente de energia originando la liberacion de acidos
grasos a partir del tejido adiposo e incrementando la conversion a acetil-coenzima
A, del cual se deriva energia. b) Estimula el transporte de aminoacidos en el
miusculo y la sintesis proteica en el higado (16).c) Afecta el metabolismo de los
carbohidratos ya que un exceso de GH disminuye la utilizacion de los carbohidratos
impidiendo la captacion de glucosa por parte de la célula. Esta accidon constituye una
resistencia a la insulina inducida por la GH, ocasionando intolerancia a la glucosa e
hiperinsulinismo secundario (12).

La hormona de crecimiento a través del IGF-1, a) Efectiia acciones proliferativas
como resultado de la sintesis de DNA, la transcripcion y traduccion del mRNA. b)
Aumenta el crecimiento lineal de los huesos interviniendo en la expansion de los
condrocitos e incorporando sulfato ¢n el cartilago. c¢) Presenta efectos metabdlicos
semejantes a la insulina como la estimulacién de la sintesis de glucdégeno (16).

El efecto “ahorrador” de proteinas, el transporte de aminoacidos por GH y las

acciones del IGF-I son los mecanismos mediante los cuales se promueve el

crecimiento (14).




TABLA 1. ACCIONES BIOLOGICAS DE LA GH y EL IGF-]

EFECTOS DIRECTOS
DE GH

EFECTOS MEDIADOS
POR IGF-

AMBOS
(O NO SE CONOCE
SIES GH OIGF -1)

Lipolisis
Transporte de aminoacidos
en musculo

Sintesis de proteinas en
higado

Produccion de IGF-I, IGFBP-3

Diferenciacién de precondrocitos

Lactogénesis

Accion hipoglicémica aguda

Expansion de condrocitos

Incorporaciéon de sulfato en
cartilago

Sintesis de DNA y RNA
Retencion de Na y fosforo
en rinén

Crecimiento lineal del hueso

Sintesis de glucségeno

Antagonismo de
Insulina

Hiperplasia de células de
los islotes de Langerhans

Eritropoyesis
Retencion de nitrégeno
Crecimiento somatico

Aumento de funcién
inmune

RECEPTOR DE IL.A HORMONA DE CRECIMIENTO (GHR)
La GH ejerce sus efectos biolégicos al unirse a receptores especificos en la

superficie celular. El GHR es miembro de la familia de receptores de citocinas

clase-1, que incluye receptores para prolactina (PRL), leptina, eritropoyetinay

maualtiples interleucinas (Fig 3). Estos receptores comparten algunos aspectos

estructurales que permitieron su asociacién en una familia: su insercién en la

membrana es en un solo paso, presentan en el dominio extracelular dos pares de

cisteinas conservadas involucradas en puentes disulfuro. También presentan una

secuencia también conservada de triptofano, serina, cualquier aminoacido,
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triptofano y serina (WSXWS). En el GHR esta region contiene la secuencia
YXXFS (tirosina, X puede ser glicina, serina, lisina o acido glutamico; fenilalanina
y serina (19). En contraste con otros receptores que tienen actividad catalitica en su
porcion citoplasmatica, los receptores de citocinas no la tienen, pero la adquieren

al unirse a una tirosina cinasa citoplasmaitica. El GHR une a la tirosina cinasa
asociada a Janus 2 o JAK-2 (20,21).

E! GHR es una glicoproteina transmembranal de 130 kDa, con 638 aminoacidos
que une a la GH con alta afinidad y especificidad. El receptor es sintetizado como
una proteina precursora que contiene en la region amino terminal un péptido seiial
corto de 18 aminoacidos que le sirve para dirigirse del reticulo endoplasmico a la
superficie celular. El receptor maduro (sin el péptido sefial), tiene una region
extracelular amino terminal de 245 aminoacidos que une al ligando y presenta 5
sitios de N-glicosilacion y 6 pares de cisteina que forman tres puentes disulfuro y
queda una cisteina libre. El dominio transmembranal hidrofobico tiene 24
aminoacidos y la region carboxilo terminal intracitoplasmica contiene 350
aminoacidos, es la encargada de la sefializaciéon. En esta altima region se
encuentran dos dominios funcionales importantes llamados caja 1 y caja 2 (Fig.3);
el primero es una regiodn rica en prolina situada en la parte proxima a la membrana y
que consiste de 8 aminoacidos conservados, y es la Ginica region citoplasmatica
conservada entre todos los miembros de esta familia por lo que es el candidato
obvio para la interaccion receptor-JAK?2; su mutacion o deleciéon impide la union de
JAK?2 y evita la mayor parte de la sefializacion activada por la GH. La caja 2 es una
region localizada aproximadamente a 30 aminoacidos de la region carboxilo
terminal de la caja 1 y consiste en una secuencia de 10 aminoacidos que son
esenciales para la internalizacion y degradacion del receptor (22,23) (Fig.3). La

estructura tridimensional de la parte extracelular muestra siete cadenas 3
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Cisteinas -3 IL-SR Gﬂam IL-6R

IL-7R JL-9R

MEMEBRANA
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Schalizacion

Intemalizacion
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Fig. 3 Representacién esquemiitica de 1a familia de receptores de citocinas clase-1. GHR,
PRLR: receptor de prolactina, EPOR: receptor de eritropoyetina, IL-2R...IL-9R:receptor
de interleucina -2...-9, GM-CSFR: receptor del estimulador de colonias de granulocllos y
macréfagos. Las lincas gruesas negras indican las cistei vadas la

conscrvada WSXWS. Algunos receptores estin formados por subunidades (a.f 0 v). La
caja 1y 2 son regiones funcionales del GHR. N:sitios potenciales de N-glicosilacién y Y:

tirosinas intracelulares importantes para la fosforilacién.

denominadas A, B, C, C’E, F y G divididas en dos laminas, Las cadenas A, B y E
pertenecen a una lamina; C, C’, F y G a la otra (Fig.4). El dominio amino-terminal
contiene los tres puentes disulfuro, dos de ellos unen las cadenas B vecinas y el
tercero une las dos laminas del receptor (Figura 4).

Estudios de difraccion de rayos X y de mutacién dirigida del dominio extracelular
del GHR en presencia de la GH (21), han permitido caracterizar los aminoacidos
del GHR involucrados en la unién con GH (Figura 4), asi como caracterizar la
relacion estequiométrica de la GH con su receptor. Esta relaciéon es GH;(GHR)., ya

que GH tiene dos sitios de unién a receptores y cuando la GH se une a un receptor el
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otro sitio de acoplamiento atrae al otro receptor para generar un homodimero.
Este dimero, resultado de la unién con la hormona, marca el inicio de la
sefializacion ya que se produce un cambio en la conformacion de la parte
citoplasmatica del receptor uniendo a la JAK2 y provocando la fosforilacién de la
JAK?2 y del GHR sobre sus residuos de tirosina, las cuales forman sitios de alta

afinidad para una variedad de proteinas involucradas en sefializacién (24,25).

prudy
s tingd” Yagvas
v -

~tas

Fig. 4 Estructura tridimensional de la parte extracelular del GHR. (A) Los aminoscidos
involucrados en la unién con Ia hormona se representan en azul: triptofano 104 (W104),
Acido Glutamice 127 (E127) y triptofano 169 (W169) en dimerizacién en verde: tirosina 200
(Y200), serina 201 (S201), histidina 150 (H150), asparagina 143 (N143) y serina 145 (S145),
secuencia Ia Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS) en gris y los tres puentes disulfuro en amarille
(B) Diagrama de las regiones de la GHBP mostrando las siete cadenas B denominadas
A,B,C,C', E, FyG divididas en dos laminas. Las cadenas A, B y E pertenecen a una
lamina; C,C’, F y G a la otra (de Vos. 1992, Science. 255:306).




Distribucion del GHR

El GHR es abundante en higado y rifion, donde se caracterizoé originalmente por
experimentos de unién con GH radiactiva (26). El desarrollo de nuevas técnicas de
biologia molecular y la disponibilidad de sondas radiactivas y métodos muy
sensibles han permitido determinar la presencia del mRNA e identificar que los
sitios de sintesis del GHR se encuentran en casi todos los tejidos del cuerpo (12).
La expresion del mRNA del receptor en leucocitos es muy baja comparada con la
del higado y se ha demostrado que el 30% expresa receptores para GH, con una
baja expresion en células T. En cambio casi todos los linfocitos B y monocitos
tienen una alta expresiéon del GHR, encontrandose este receptor en un 90% de estas
células. Su expresion se relaciona con la edad, aunque los resuitados son

conflictivos respecto a la relaciéon que guarda con GHBP (27,28).

Regulacion del GHR

El estudio de la regulacion del GHR en el humano ha sido dificil debido a la
dificultad para obtener tejidos para su estudio y es por esto que la mayor parte de la
informacion se basa en la determinacion de la GHBP y en estudios de GHR en
animales, en los que se ha determinado que varia con la edad y que se encuentra
bajo el control de diferentes hormonas. Asi, su expresion ha sido descrita en el
higado de rata desde los 16 dias de vida embrionaria, aumenta substancialmente en
la vida postnatal y alcanza niveles maximos en el momento del desarrollo de la
funcioén reproductora, lo cual ocurre en la mayor parte de las especies estudiadas.
En la rata los niveles de expresion aumentan cuando se administra la GH pero por
otra parte, la administracion aguda de GH puede inducir una regulacion a la baja
del receptor (9). Hay discrepancias en relacion al efecto de los esteroides sexuales:
en la rata se ha reportado un efecto estimulador del estradiol sobre la expresion de

GHR en higado, ademas de presentarse un dimorfismo sexual ya que GHR es mas
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abundante en ratas hembras que en ratas macho (29). Sin embargo en conejos se ha
observado un efecto inhibitorio a dosis fisiolégicas de estradiol en higado y en
cartilago de crecimiento (30). En humanos se conoce poco acerca de la regulacion
del GHR bajo condiciones fisiologicas o patologicas, ya que el ayuno y la
desnutricion provocan una disminucion en la expresion de receptores, asimismo su
expresion disminuye después de una cirugia y con enfermedades crénicas (31).
Algunas investigaciones en lineas celulares humanas han sugerido que los niveles
circulantes de hormonas tiroideas y esteroides desemperfian una funcién en la
regulacion del receptor (32). Las concentraciones de GH a niveles fisiologicos
aumentan la expresion de mRINA del GHR y por el contrario dosis elevadas la
disminuyen (33). También el tratamiento con glucocorticoides a corto plazo
aumenta la expresion del receptor mientras que a largo plazo tiene efecto supresor
(34). En linfocitos no se ha encontrado asociacion entre la expresion del GHR con
género, niveles en suero de GH o de IGF-I, pero si con la edad y con respecto a la

GHBP los resultados son contradictorios (27,28).

Vias de seiializaciéon para las acciones de GH

Regulacion de la transcripcion

La GH ejerce muchas de sus funciones fisiologicas regulando la transcripcion de

genes para una variedad de proteinas, como IGF-I, factores de transcripcion y

enzimas metabdlicas (35).

La principal via de sefializacién de GH involucrada en esta regulacidon es a través de

la familia de factores de transcripcidn citoplasmaticos llamada: proteinas

transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STATS), que cuando son

activadas migran al nicleo. La fosforilacion de JAK?2 activado por la dimerizacion

del receptor en respuesta a GH a su vez fosforila por 1o menos a cuatro miembros de

esta familia (STAT 1, 3, 5a y 5b), lo que conduce también a dimerizacion de los
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STATs , formando homodimeros y heterodimeros que se mueven hacia el nucleo,
en el que actian como factores de transcripcion uniéndose al DNA (36). Una
segunda via que es importante para la regulacion de la transcripcién por GH es la
via de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) (337). El numero de
factores de transcripcion activados por la GH va en aumento y recientemente se han
incluido ademas de los miembros de la familia Sp, proteinas que se unen al
potenciador o enhancer CCAAT, al receptor de glucocorticoides, el YY1, los
factores TCF (Factor complejo ternario) Elk-1 (Factor de transcripcién que se une a
un elemento de respuesta al suero) y Sap-1® (Proteina 1 activadora del precursor del
esfingolipido) el factor activador de la transcripcién (ATF)-2 y la proteina homodloga
C/EBP, el factor nuclear de hepatocitos 1a(HNF-1a) y HNF-4, pero el
responsable para la activacion del 1GF-1 todavia no se conoce (35,38).

Acciones metabdlicas del GHR

Como ya se dijo la GH tiene efectos tanto semejantes a insulina como anti-insulina
sobre células y tejidos. Las acciones semejantes a insulina son el aumentar el
transporte de glucosa y aminoacidos, la lipogénesis y la sintesis proteica, por lo que
GH e insulina pueden activar algunas vias de sefializacién comunes, como la
fosforilacion del substrato de insulina 1, 2 y 3 (IRS-1, -2 y —3). a través de JAK2,
lo que resulta en un sitio de unioén para el dominio con homologia de la secuencia
para el protooncogen src (SH2) de la subunidad regulatoria de 85 kDa de la
fosfoinositol 3-cinasa (PI-3). Aunque esta PI-3 cinasa es requerida para el transporte
de glucosa estimulado por insulina, no se ha reportado que el transporte de glucosa
estimulado por GH requiera P1-3 cinasa. Sin embargo la inhibicién de PI-3 cinasa
bloquea la sintesis de lipidos estimulada por GH ademas de la accién anti-lipolitica
de GH, lo que sugiere que la actividad PI-3 cinasa es importante para la accion

semejante a insulina de la GH (39).
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La reduccién de grasa corporal inducida por GH involucra tanto una disminucion de
la lipogénesis como un aumento en la lipdlisis. Los mecanismos de seifializacion por
los que GH regula estos procesos todavia no se conocen pero parece ser que GH
inhibe la diferenciacion del adipocito (40) y que el mecanismo por €l que GH
aumenta la lipdlisis es por accion de proteinas G, que aumentan el cAMP, por
accion de una adenilciclasa y produce la activacion de la lipasa sensible a la
hormona (41).

Las vias de sefializacion involucradas en la estimulacion de la sintesis proteica son
desconocidas, pero se sabe que algunas tirosinas especificas en el dominio
citoplasmatico del GHR son necesarias para la estimulacion de ésta sintesis, lo que
sugiere un reclutamiento de moléculas de sefializacion directamente al GHR (42).
El aumento créonico de la GH produce resistencia a la insulina y diabetes. Este
efecto parece ser debido a la disminucion del receptor de insulina y a la inhibicion
de la expresion del gen que codifica al transportador de glucosa 1 (GLUT1) (43).
Regulacion del citoesqueleto por GH

Debido a que GH es un regulador positivo del crecimiento celular y de la
diferenciacién la GH estimula el movimiento celular y la expansion. El
citoesqueleto esta involucrado en la regulacion de la morfologia y el movimiento.
Se sabe que GH estimula el rearreglo de actina y la polimerizacion de microtibulos,

pero no se ha aclarado cédmo exactamente la JAK?2 activada transmite la seial al

citoesqueleto (35).

Regulacion de la seiial de JAK2
Supresores de la sefializacion de citocinas
En la regulacion de la sefial de JAK?2 estimulada por GH es importante la familia de
genes inducidos por citocinas llamados supresores de la sefializacion de citocinas o
SOCS, que son un grupo de proteinas involucradas en la regulacién negativa de la
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accion de las citocinas a través de la inhibicion de los STATs. De los ocho
miembros de la familia de los SOCS, la GH induce la expresion de los SOCS-1, -2,
-3 y CIS en higado de rata, aunque no se conoce cémo la GH induce la
transcripcion de estos reguladores (44,45).

Fosfartasas
Ademas de los SOCS, la desactivacion de los STATSs se debe a la activacion y/o el

reclutamiento de una o mas fosfatasas de tirosina para defosforilar al receptor,
terminando asi con el reclutamiento de las moléculas de seiializacion.
Probablemente después de la fosforilacion el receptor es internalizado y degradado,
pero estas fosfatasas no se han identificado, aunque se piensa que pudieran ser

fosfatasas del dominio SH2 de JAK?2 (35,45).

Caracteristicas estructurales del gen del GHR

El GHR es codificado por un solo gen localizado en el brazo corto del cromosoma
5pl13.1-p12 (46). Este gen no ha sido completamente caracterizado, lo que hace
dificil determinar como se lleva a cabo su regulacién. El gen presenta 10 exones y
el mRNA que transcribe consiste de 9 ya que el exon 1 codifica para la region no
traducida 5” 0 5°-UTR del mRNA, después del cual se encuentran los nueve exones
codificantes (exones 2-10). El exon 2 codifica la secuencia de los 11 pares de bases
(pb) finales del 5°-UTR, los 18 aminoacidos del péptido seiial y los primeros cinco
aminoacidos de la regién extracelular del receptor. Los exones 3-7 codifican la
mayor parte de la regién extracelular, el ocho codifica los 3 aminoacidos finales de
la regidn extracelular, los 24 aminoacidos de la regiéon hidrofdbica transmembranal
y los primeros cuatro aminoacidos del dominio intracelular. Los exones 9y 10
codifican los 346 aminoacidos restantes del dominio intracelular y el ex6n 10

también codifica las 2 Kilobases (Kb) de la region no traducida 3" o0 3°-UTR del
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El transcrito primario que genera el mRNA puede sufrir un procesamiento
alternativo produciendo varios mRNAs (44). El mRNA principal que codifica para
el receptor completo mide aproximadamente 4.7 Kb, esto es dos veces mas largo
del minimo necesario para codificar los 638 aminoacidos del receptor y del péptido
sefial. El exceso de este mRNA se debe a la presencia de la region de
aproximadamente 2 Kb del 3°-UTR, aunque la funcién especifica no se ha
investigado se piensa que afectan el grado de degradacion de mRNAs y quiza

también el inicio de la traduccién (49).

Dominio transmembranal

S5'UTRs Secuencla senal Dominio extracelular Dominio intracelular
de unién con la hormona Yy 3'UTR

/—m-//—ﬁ—m—[m—«%

Fig 5 Gen del GHR humano. La linca horizontal representa la secuencia de los intrones, las lineas
diagonales cn Ia linea represcntan las porciones de los intrones no clonados, las cajas representan los
exones 2 al 10.  Los exones con bandas horizontales codifican los UTRs del transcripto (5-UTRs y
3°-UTRs). El cxon con bandas verticales codifica la secuencia sefial. Los exones V1,V4, V7, V8 y V9
son los exones que han sido clonados de los nueve que codifican para las secuencias alternativas del
5°UTR (Modificado deEdens, Tala t 1998. Endocrine Reviews 19:559).

V7 V1 v4 V8 V9

Heterogeneidad de transcriptos del GHR

Se ha encontrado una heterogeneidad en el tamafio y secuencia de transcritos de
GHR (47). Esta heterogeneidad es generada por varios tipos de procesamiento
alternativo del transcripto primario, que incluye omisién de exones, retencién de
intrones, el uso de sitios alternativos de empalme, sitios alternativos del comienzo

de la transcripcion y el uso de sitios alternativos de poliadenilacion. En algunos
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casos el procesamiento alternativo genera transcriptos que difieren
significativamente en tamafio del transcrito de 4.7 Kb, por lo que se usa el término
transcrito completo para indicar el transcrito que codifica el GHR completo, que
contiene la totalidad de la region extracelular, transmembranal e intracelular. Los
transcriptos generados por procesamiento alternativo se dividen en tres categorias:
1) transcritos con heterogeneidad de la region 5'-UTR, 2) transcritos que codifican
deleciones o truncamientos del receptor transmembranal y citoplasmatico y 3)

transcritos que codifican deleciones en la region de unién con la hormona (9).

1) Heterogenceidad de 5 -UTRs. En el higado humano, el analisis del mRNA del
GHR ha demostrado nueve diferentes RNAs mensajeros que varian en su 5'-UTR
(V1-V9) (50), los diferentes S'-UTR son idénticos en las primeras 11 bases rio
arriba del codén de iniciacion de la traduccidon: AUG, y divergen en la secuencia a
partir del la 12ava base. El ex6n 2 codifica las 11 bases finales del 5"-UTR, asi
como los primeros 23 aminoacidos de la region codificadora, por lo que el punto de
divergencia de las secuencias del 5°-UTR coincide exactamente con el limite del
exon 2, de tal manera que todos codifican la misma proteina. La mayoria de los 5°-
UTRs de GHR presentan uno o mas codones AUG. Los codones AUG se presentan
en menos del 10% de todos los 5'-UTRs eucariontes, pero se encuentran en mayor
frecuencia en los 5'-UTRs de protoncogenes, factores de crecimiento y receptores
(51). Los 5'-UTRs son codificados por miltiples versiones de exones uno, los
cuales se empalman al comienzo del exon 2 para formar el mRNA de GHR
alternativos y se ha demostrado que algunos 5’-UTRs se asocian con transcriptos de
tejidos espe;ciﬁcos como €l V3 que se expresa en higado fetal y postnatal, en

cambio el V1 se expresa exclusivamente en el higado postnatal (52).
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2) Truncamientos de la region intracelular. Debido a que el dominio intracelular
del receptor es el responsable del inicio de la transducciéon de seiial, alteraciones en
esta region pueden alterar la respuesta a GH. La presencia de transcritos de GHR
con una secuencia diferente en el dominio intracelular fue detectada primeramente
en conejo y confirmada en humanos (53). Estos transcriptos pierden la mayor parte
del dominio intracelular debido a un empalme alternativo en el que el sitio donador
de empalme del exon 8 se une a un sitio alternativo aceptor de empalme localizado
a 26 pb dentro del ex6n 9, conduciendo a un codén de stop en la posicion 280 y
resultando en un receptor truncado que contiene los 246 aminoacidos del dominio
extracelular, 24 de la region transmembranal. Los primeros tres aminoacidos de la
region intracelular seguidos de 6 aminoacidos nuevos antes del codén de término lo
que significa un receptor truncado en el 97.5%%6 del dominio citoplasmatico, debido
a que el numero total de aminoacidos de esta proteina truncada es 279 se le conoce
como GHR579 (9) y se ha encontrado expresado en higado, glandula mamaria,
placenta, tejido adiposo, pulmoén, rifidon, estomago y en musculo. Los niveles de
expresion de este transcrito en glandula mamaria, tejido adiposo y placenta fueron
comparables a los niveles encontrados del transcrito completo, pero en higado y
rifién se encontraron niveles mas bajos, los niveles en higado de la forma GHR79
fueron 10% menores a los de la forma completa y en pulmoén, estomago y musculo
fueron apenas detectables (54). La expresion de esta isoforma en tejidos humanos
es baja comparada con la expresion del receptor completo y estudios funcionales
han confirmado que aunque GHR,75 es inactivo, ya que los aminoacidos faltantes
en esta isoforma son necesarios para la activacion de JAK2, puede actuar como un
regulador negativo de la forma completa de el GHR. Ademas el GHR>73 no se
internaliza y comparado con el receptor completo presenta una gran capacidad de
generar GHBP, lo que sugiere que esta isoforma puede ser un mecanismo para

producir GHBP (48,55).
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3) Deleciones en la region extracelular de GHR

Se ha demostrado que existen dos isoformas de mRNA del receptor de 1a GH
debidas a la retencion o exclusion del exén 3 (Fig. 5). Este descubrimiento causé
gran interés debido a que se sabe que mutaciones del dominio extracelular de GHR
conducen a una pérdida de la unién o menor afinidad por GH. El analisis de cDNAs
aislados de una genoteca de placenta humana con enzimas de restriccién
demostraron que habia dos tamaifios de cDNAs correspondientes a GHR y la
secuenciacion de dichos cDNAs mostré que el cDNA de mayor tamaiio
correspondia al transcrito de tamafio completo y que el pequefio era idéntico en
secuencia excepto por la omision de 66 bases en la region extracelular y que estas

bases correspondian a las bases codificadas por el exén 3 del gen de GHR. La

GHR +3 GHR -3

Sitio
Extracelular

Membrana

celular

Citoplasma

Exén: 23456 7 85 10

Isoformas del

TN P S
mRNAde GHR

Fig. 6 Representacion esquemstica de la sintesis de las isoformas del
mRNA de la regién extracelular del receptor de la hormona de
crecimiento humana.
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coincidencia de la secuencia omitida con el ex6n 3 sugirié que este transcrito era
producido por un empalme alternativo en el que el sitio donador del empalme del
exon 2 era unido con el sitio aceptor del exon 4 y se le 1lamé al transcrito que
excluye al exén 3 o isoforma - 3 (56). La ausencia del exén 3 produce un receptor
sin 22 aminoacidos (los aminoacidos 7-28) en el dominio de unién con la hormona,
con la pérdida de un sitio de N-glicosilacion y la substitucion de un aminoacido
neutro por uno con carga negativa (alanina por aspartato). Todo esto conduce a un
cambio de carga, tamafio e hidrofobicidad. Cuando se compara esta isoforma con
otros miembros de la familia de receptores de citocinas se observa que la regioén que
codifica para el ex6n 3 no se encuentra en el receptor de PRL por lo que la isoforma
carente del exon 3 tiene mayor homologia con el receptor de PRL que la isoforma
completa (56).
Posteriormente fueron examinadas las propiedades biolégicas de ambas isoformas
in vitro expresandolas artificialmente en reticulocitos de conejo, ovocitos de
Xenopus (57) y en células COS-7 (58) y se observo que la ausencia de estos
aminodacidos no afecta la afinidad por la hormona clasica, la de placenta o la PRL y
que ambas isoformas se internalizan de igual manera (59). Recientemente se ha
desarrollado un ensayo para la determinacion de cada una de las isoformas que por
proteolisis se convierten en GHBPs, demostrandose que ambas son liberadas a la
circulaciéon (60). Varios grupos han investigado estas isoformas usando RT-PCR y
han encontrado su expresion en todos los tejidos y lineas celulares humanas,
mostrando patrones de tres tipos de patron: a) expresion solo de la isoforma +3,
b) solo de la -3 y ¢) la coexpresion de ambas. Algunos estudios informaron que la
variacion de la relacion de la isoforma -3 con respecto al transcrito completo era
especifica de tejido (56,58,61) y que la forma que omite el exdn 3 se expresaba
principalmente en placenta (5§6), mientras que otros encontraron que esta relacion
no cambiaba de tejido a tejido pero variaba de individuo a individuo, ya que
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diferentes tejidos obtenidos del mismo individuo mostraron el mismo patrén,
sugiriendo que la expresion estaba regulada por factores que afectan a todos los
tejidos del individuo como son los hormonales o metabdlicos (62,63). También fue
sugerido que el patrén de expresion estaba regulado por el grado de diferenciacion o
desarrollo (62) y recientemente se ha descrito que la expresion de los dos transcritos
es producto de la herencia Mendeliana de dos alelos codominantes, de forma que un
alelo produce solo el transcrito completo y el otro solo la forma -3, por lo que
individuos heterocigotos expresan ambos transcritos y los homocigotos solo
expresan uno de los dos tipos encontrando en la poblacion estudiada un 10% de
homocigotos para el alelo -3 (64,65). Finalmente se ha sugerido también que la
presencia de estas isoformas es especifica de especie debido a que transcriptos
hepaticos del GHR de ovejas y de raton solo presentan la forma completa (66,67)
mientras que en primates se encuentran ambos transcriptos (68). Todos estos
estudios han arrojado resultados contradictorios sin que se haya definido el

significado funcional de estas isoformas.
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v
JUSTIFICACION

El eje somatotrépico es uno de los principales sistemas hormonales que regulan

" tanto el crecimiento fetal como postnatal en mamiferos y aunque mucho se ha
avanzado en su conocimiento, el significado funcional de las isoformas del receptor
de la GH no se ha aclarado. Las isoformas del GHR se expresan en casi todos los
tejidos, el patréon de expresion ha sido motivo de grandes discrepancias, se ha
informado su presencia en forma aislada o combinada y en proporciones variables.
En uno de los trabajos se encontré el mismo patréon en diferentes tejidos obtenidos
de un mismo individuo, concluyéndose que el patron de estas isoformas es
especifica de individuo. Basandonos en estos datos se sugiere que la expresion del
GHR puede estar regulada por factores que afectan a todos los tejidos del individuo
como son los hormonales o metabdlicos, por ejemplo los niveles de la GH, las
hormonas esteroides o el 1GF-I. El contar con células accesibles y técnicas de alta
sensibilidad para medir la expresion del receptor y sus isoformas /n vivo, permitira
conocer la participacion del ambiente celular en la expresion de este receptor,
sustentando la informacion determinada en forma indirecta a través de su proteina

de unién de alta afinidad o en otras especies.

L TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




28

VI

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la dificultad para medir el receptor, éste se ha evaluado principalmente en
forma indirecta a través de la proteina de union de la GH, de aqui que no se conozca
con precision cuales son los factores que regulan su expresion.

La determinacion del mRINA de las isoformas del GHR en células accesibles como
los leucocitos de sangre periférica puede facilitar el estudio de los factores que
afectan la regulacion del receptor en humanos.

Las preguntas que se plantean en este estudio son:

1. {Cual es el patron de expresion del GHR en leucocitos?

2. (La expresion cambia cuando existe un ambiente celular con niveles altos de GH?

Vil

HIPOTESIS

En leucocitos humanos se expresan las dos isoformas de mRNA del GHR y los

niveles de expresion se relacionan con los niveles de GH, IGF-I, IGFBP-3 y/o

esteroides sexuales.
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viu
OBJETIVO GENERAL

Conocer el patréon de expresion de las isoformas de mRNA del receptor de GH en
leucocitos y su relacidn con los niveles en plasma de GH, IGF-1I, IGFBP-3 y

esteroides sexuales en humanos.

IX
OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar la expresion de las isoformas del mRNA del receptor de GH en
leucocitos de individuos sanos y en el estado de hipersecrecion de GH

(acromegalia).

b) Medir los niveles plasmaticos de GH, IGF-1, IGFBP-3, estradiol y testosterona.

c) Establecer asociacién de las isoformas del mRNA del receptor de GH con los

niveles plasmaticos de GH, IGF-I, IGFBP-3, estradiol y testosterona
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X
MATERIAL Y METODOS

Muestras sanguineas

Se obtuvieron muestras de sangre venosa antecubital de 12 individuos sanos (cinco
hombres de 24-50 afios y siete mujeres de 31-48 afios) y un grupo de 11 pacientes
(seis hombres de 32-58 afios y cinco mujeres de 29-48 arios) con diagndstico de
hipersecrecion de GH; el indice de masa corporal fue semejante en ambos grupos
(tabla 2) y se excluyeron los pacientes con diabetes mellitus. El estudio fue
aprobado por el comité de ética del Instituto Mexicano del Seguro Social y todos los
pacientes dieron su consentimiento al ingresar al estudio.

Determinaciones hormonales

Las muestras de sangre venosa fueron tomadas entre las 8-9 hs, después de un ayuno
de 8 hs; en tubos conteniendo 80 ul de una solucion de EDTA al 15%. Estas
muestras se centrifugaron a 400 g por 15 minutos a 4C. Se separo el plasma y las
alicuotas se congelaron inmediatamente a —35C, almacenandose hasta el momento
en que se realizaron los ensayos (Fig. 7).

Las determinaciones hormonales se hicieron en el plasma, mediante estuches
comerciales y de acuerdo al protocolo proporcionado por cada una de las diferentes
casas comerciales. La GH y la testosterona fueron determinadas con un método
quimioluminiscente y estuches de Diagnostic Products Co, Los Angeles, CA,
USA. ElIGF-1, su proteina de union (IGFBP-3) y el 17-f estradiol (E;), con
estuches de Diagnostic System Laboratories, Webster, Tx, USA. IGF-I e IGFBP-3

mediante el método inmunoradiométrico (IRMA). La determinacién de IGF-I total
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Muestras sanguineas (20 mL) en EDTA
(Individuos sanos y pacientes con hipersecrecion)

&

Plasma

«+— Paquecte celular

Obtencidn de leucocitos
+ Ficoll-Hypaque
Determinacion de

GH,testosterona, IGF-I, IGFBP-3y E, +—— Células
— ~ — mononucleares
(linfocitos)

i

Obtencion de RNA ( Trizol)

Quimioluminiscencia IRMA RIA
«—— RNA total
T—a
Calidad decl RNA l Concentracion
28Sy 18 S absorbancia 260/280 nm
RT-PCR

i

Electroforesis
Poliacrilamida 10%

Bandas normalizadas
contra B-actina

Secucenciacion directa de
los product plificad

-~ l ™~

Densitémetro

Fig. 7. Procedimiento general
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incluye una extraccion con una solucion alcohol- acida, en la que el IGF-I es
separado de sus proteinas de unién (69). La determinacién de E, se hizo por
radioinmunoanalisis de fase sélida, con estuches de Diagnostic System
Laboratorios, Webster, Tx, USA. Los criterios del control de calidad de estos

ensayos sc muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Control de calidad de inmunoensayos

32

Coeficiente de Variacién (%)

Sensibilidad Intraensayo Interensayo banda Normal

Quimioluminiscencia

GH 0.02 ng/mL 2.7 4.2 0.05-2 ng/m
Testosterona 0.1 ng/mL 7.4 9.7 21-7.4 ng/m
Inmunoradiométrico (IRMA)

IGF-1 0.3 ng/mL 2.6 4.4 167 — 372 ng/m

IGFBP-3 0.3 ng/mL 19 3.9 1764 —~ 3070 ng/m

Radioinmunoensayo (RIA)

E, 10.0 pg/mL 4.0 8.6 60 — 160 pg/m

Separacion de leucocitos

Del paquete celular de las muestras de sangre se separaron los leucocitos por medio

de un gradiente de densidad con Ficoll-hypaque (Techgen International, Les Ulis,

France); los leucocitos obtenidos de la interfase fueron lavados tres veces mediante

centrifugaciones (400 x g, 10 min, 20 C) con amortiguador salino de fosfatos (PBS)

pH 7.4. La viabilidad fue determinada por la técnica de azul tripano.

Extraccion de RNA total.

La extraccion del RNA se hizo a partir de 1 x 108 células mediante el reactivo de
P

Trizol (Life Technologies, Inc., Melbourne, Australia), siguiendo las
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recomendaciones del distribuidor. El precipitado de RNA total se disolvié en agua
tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) (Merck Darmstadt R.F., Germany),
determinandose su concentracién y pureza mediante lecturas a 260 y 280 nm. La
calidad del RNA fue determinada examinando las bandas 28S y 18S en
electroforesis con geles desnaturalizantes. Cada muestra de RNA se tratd con
DNAsa a 37 C durante una hora, seguido de extraccion (70). El RNA se almacené
a — 70 C hasta hacer la reaccion de transcripcion reversa y la reaccion en cadena de

la polimerasa (RT-PCR).

Reaccion de la Transcriptasa Inversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Para el analisis de expresion se uso el sistema Access RT-PCR (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), el cual usa oligonucleé6tidos gene-especificos
para producir un cDNA también especifico. En cada reacciéon de RT-PCR se
usaron 4 pg de RNA total para GHR +3 y GHR -3 y 250 ng para -actina. La RT se
hizo a 48 C durante 45 min seguida de la PCR en la que se realizaron 35 ciclos, el
primero de cllos consta de una desnaturalizacién larga de 2 min a 92° C. En los
ciclos subsecuentes se realizé una desnaturalizacion a 94 C por 30 s, alineacion a 54
C por 1 min y extension a 68 C por 2 min, la extensién final se llevo a cabo a 68 C
durante 7 min. El numero de ciclos fue determinado previamente dentro del rango
exponencial de la reaccion del PCR. Los oligonucleétidos usados para la
amplificacién de las isoformas GHR +3 y GHR -3 y de B-actina ya han sido
descritos previamente en la literatura (61) y su secuencia, denominacion y
localizacion se ilustran en la figura 8. Como un control negativo se substituyo el
RNA total por agua destilada tratada con DEPC y como control positivo en todos
los ensayos de RT-PCR se usé RNA total de células de higado obtenido en autopsia.
Los controles se amplificaron en forma paralela a las muestras. Alicuotas de los

productos de PCR se analizaron en geles de poliacrilamida al 10%b tefiido con
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Fig. 8. A) Representacion esquemiitica de 1a estructura de los exones 2-7

dc las dos isoformas de GHR ¢en donde se localizan los oligonucleédtidos

iniciadores utilizados, B) secuencia y orientacién de los mismos.
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bromuro de etidio y analizados en un sistema Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla,
CA, USA). La densidad de las bandas fue cuantificada en un sistema de imagen
(SynGene GeneTools, version 3.00.22, SynGene Laboratories). Las cantidades de

GHR +3 y GHR -3 se normalizaron con respecto a los niveles de mRNA de 3-actina
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y fueron expresados como un porcentaje de GHR +3 o GHR -3 con respecto a B-

actina.
Analisis estadistico
Los resultados del porcentaje de las isoformas y los niveles hormonales se expresan

como la media + error estandar (M+ EE). Las diferencias entre los valores del
grupo control y el de acromegalia se establecieron usando una prueba no
paramétrica (U Mann-Whitney) y se uso el analisis de Spearman para los estudios
de correlacién entre los valores de las isoformas y los niveles hormonales. Fue

considerado un nivel de significancia de p < 0.0S5.
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RESULTADOS

En la tabla 2 se encuentran los resultados de los diferentes caracteristicas
bioquimicas en los sujetos normales y con hipersecrecion de GH, en donde
claramente se observa que los dos grupos son diferentes en cuanto a las
concentraciones de GH (0.46 + 0.20 y 25.0+ 4.2 ng/mL, M + EE ), IGF-I
(253.8+16 y 1407 3 179 ng/mL ), IGFBP-3 (2648 + 120 y 5174 + 304 ng/mL )
YE; (82.6+ 120 y 29.0 * 10 pg/mL ), determinados por los diferentes

inmunoensayos, en cambio no hubo diferencia en la edad (39.6 +2.3 y 43.0+ 3.0

Tabla 2. Principales caracteristicas clinicas y bioquimicas en sujetos normales
¥ con hipersecrecion de GH.

Normal Hipersecreciéon
de GH

Edad (afios) 39.6 : 2.3 43.0 + 3.0
IMC> (Kg/m2) 26.5 + 1.8 27.2 1 1.3

GH (ng/mt) 0.46 + 0.20 25.00 x 4.20%*
IGF-I (ng/mL) 253.8 : 16 1407 + 179*>*
IGFBP-3 (ng/mL) 2648 + 120 S174 4 304%*

17 - B estradiol (pg/mL)® 82.6 + 120 29.0 + 10**
Testosterona (ng/mL)< 4.3 + 29 3.9 +15

* IMC: indice de masa corporal; "determinado solo en mujeres; © determinado solo en hombres

** p < 0.001
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afios ), IMC (26.5+1.8 y 272+ 1.3 kg/m2 ) v niveles de testosterona ( 4.3 + 2.9
y 3.9+ 1.5 ng/mL ).

Cuando las alicuotas de los productos de PCR se analizaron en geles de
poliacrilamida el tamario del transcripto de GHR +3 fue de 151 pby el de GHR -3
de 126 pb. La secuenciacion directa de los productos amplificados confirmo la
secuencia que ha sido descrita con anterioridad (Fig 9).

En la Figura 10 se muestra el patron de corrimiento de las isoformas de GHR +3 y
GHR -3 en el gel de poliacrilamida. Como se puede observar ambas isoformas
estuvieron presentes en todos los individuos estudiados tanto en los sujetos normales
(Fig. 10, panel superior), como en individuos con hipersecreciéon de GH, (Fig. 10,
panel inferior). La densidad de las bandas de dichas isoformas presenté grandes
variaciones de individuo a individuo en ambos grupos. En la parte superior de cada
gel se encuentra el patrén de corrimiento del gen constitutivo usado (3-actina),
estas bandas que correspondieron a un fragmento de 587 pb, no presentaron

diferencia significativa.

La densidad de las bandas de GHR +3 y GHR -3 fue cuantificada y relacionada al
nivel de transcripcion del gen constitutivo usado ( B-actina ) y expresadas como un
porcentaje de GHR +3 o GHR -3 con respecto a B-actina (Fig 11), obteniéndose en
el grupo normal que la isoforma GHR -3 predominé sobre GHR +3 (11.8+30y
5.1 0.7 %, M + EE respectivamente; p < 0.05 ) (Fig. 11 A). En las mujeres de este
grupo también la isoforma -3 predomind sobre la isoforma +3 (17.4 + 3.8y 4.5 +
0.7 % respectivamente, p < 0.01), ademas tuvieron una proporcion
significativamente mayor (p < 0.01) de GHR -3 en comparacion con los hombres

de este grupo normal (17.4 + 3.8y 3.9+ 1.4 %, respectivamente ) como se ilustra

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

en la Figura 11B.




AG LCCAATTAL CAGTGC (GT TR CTGAGCGAGAGACTT TTTCAT GCCAC TGGACA G ATGAGG TTCA TCAT GGTA CAAAGAACCTAGGAC CCATACAGC TG G
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Fig. 9. Esferograma parcial del gen del receptor de la hormona de crecimiento obtenido
de los productos del RT-PCR después de la purificacion y marcaje con el sistema
Big-Dye (Perkin Elmer). El color rojo representa a la timina, el verde a la adenina,
el azul a la citocina y el negro a la guanina. Los niimeros representan las bases. La
identificacion se realizé con ¢l programa BLAST http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Normales

p-actina 587 pb
GHR+3 151 pb
GHR -3 126 pb

Fig. 10. Electroforesis en gel de acrilamida dec los productos de RT-PCR del RNA
total de los linfocitos de los sujetos normales y con hipersecreciéon de GH
empleando oligonucleédtidos iniciadores para GHR +3, GHR ~ 3 y B — actina.
Cada carril corresponde a un sujeto normal (arriba) o a un paciente con
hipersecreciéon (abajo). El tamaiio de los productos amplificados en pares de
bascs (pb) se¢ muestran a la derecha de cada gel. Se observa la presencia de
las bandas corrcspondlcntes a ambas isoformas del GHR, aunque con

ar var entre ellas.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




40

NS

NS
A s
359 2 ~ NS
& ‘ " ‘ \
S 301
]
s 257 =
3 ] -
Q@ 209
e - ©
5 15 ]
= 8 = P
g 8
- — T 5
GHR +3 GHR -3 GHR +3 GHR -3
NORMAL HIPERSECRECION DE GH
* W
B__ 35, *x NS
é -
= 30
£ 251 =
z [ ]
<= 20 9
s il
=
g 15. -
-
Z, 10 =
2z ] -
E _.
s T I
- ) [ ]

GHR +3 GHR -3 GHR+3GHR-3
MUJERES NORMALES HOMBRES NORMALES

Fig. 11 Porcentaje de mRINA de GHR +3 y GHR -3 relacionado a B-actina en A) sujetos
normales y con hipersecrecién de GH y B) en mujeres y hombres normales.
No sc encontré diferencia entre las isoformas GHR+3 y GHR -3 de los individuos
normales y los pacientes con hipersecreciéon de GH.
*p <0.08; **p <0.01
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Fig. 12. Relacion de las isoformas del GHR con los niveles circulantes de IGF-1, en
sujetos normales y con hipersecrecion de GH. Se observa asociaciéon entre
ambas isoformas y el IGF-I en individuos normales. En los pacientes con
hipersecrecion de GH solamente se observa asociacién con Ia isoforma + 3.
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Tabla 4. Anslisis de correlaciéon de las isoformas de GHR con las principales caracteristicas
clinicas y bioquimicas en sujetos normales y con hipersecrecién de GH.

GHR + 3 GHR -3
() (r)

Edad

Normal 0.31 0.44

Hipersecrecion de GH _ ¢.0s - 0.39
mMmC

Normal -0.38 0.36

Hipersecrecion de GH _g¢.39 - 0.5

GH

Normal -0.24 0.72*

Hipersecreciéon de GH 0.15 0.22
IGF-1

Normal 0.74* -0.72*

Hipersecrecion de GH - 0.88** - 0.07

IGFBP-3
Normal 0.39 0.29
Hipersecrecion de GH 0.16 0.08
17-8 estradiol
Normal 0.55 - 0.66
Hipersecrecién de GH 0.16 - 0.08
Testosterona
Normal 0.31 - 0.16
Hipersecrecion de GH 0.20 - 0.10

* p<0.01; ** p < 0.001
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Las mujeres normales también tuvieron una mayor proporciéon de GHR-3 que las
mujeres acromegalicas ( 17.4 + 3.8 y 10.4 + 3.6 % respectivamente, p < 0.05 ).

En el andlisis de correlacién se encontré principalmente una asociacion entre las
isoformas y el IGF-1. En el grupo de los sujetos normales se encontré una
correlacion significativa ( p < 0.01 ) entre el porcentaje de GHR +3 y GHR -3 con
los niveles circulantes de IGF-I (Fig. 12) y de GHR -3 con los niveles de GH (tabla
4).Los niveles de E; aunque mostraron una correlacién negativa con el porcentaje de

GHR -3, esta correlacién no fue significativa (p = 0.6).

Con respecto a los resultados obtenidos de los pacientes con hipersecrecion, se
encontré la misma proporcion de la expresion de ambas isoformas de GHR ( 6.0 +
1.7 y 8.3 + 2.0 % ) para GHR + 3 y GHR — 3 respectivamente y no se encontré
diferencia entre las isoformas del GHR +3 y GHR -3 de los individuos normales y
los pacientes con hipersecrecion de GH. (Fig. 11 A). En estos pacientes solamente
la isoforma GHR +3 presentd correlacion significativa (p<< 0.001) con las
concentraciones de IGF-I (Fig. 12) y los niveles de GH, 1IGFBP-3 y esteroides

sexuales no se relacionaron con ninguna de las isoformas del GHR (tabla 4) .
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DISCUSION

En el presente estudio se demostré que en el humano ocurre la expresion de las dos
isoformas de GHR en células accesibles como los leucocitos de sangre periférica lo
que facilita el estudio de los factores que afectan la regulacién del receptor in vivo
(70). El estudio del patron de expresion de las isoformas del GHR ha arrojado datos
contradictorios. Nuestros resultados concuerdan con los de otros autores que
estudiando otros tejidos de varios individuos demostraron la cooexpresion de las
isoformas en todos ellos y que la expresion de las dos isoformas varian de un
individuo a otro (61,63), lo que apoya la propuesta de que la regulacion de la
expresion de las isoformas esta determinada por factores que afectan a todo el
organismo (63). Por otro lado, nuestros resultados estan en desacuerdo con el tunico
estudio en leucocitos (71) en donde se examinaron por Northern Blot, ocho
muestras de leucocitos de pacientes con cancer de mama y en el que se informa que
en algunos casos solo se expresod la isoforma +3. Nuestro estudio incluyo 23
muestras ¥y las diferencias pueden deberse a que en nuestro trabajo se emple6 el
método mas sensible de deteccion de mRNA, geles de acrilamida y oligonucledtidos
especificos para cada una de las isoformas.

En cuanto a la proporcién relativa de las isoformas del GHR, llama la atencion el
que en los sujetos considerados normales se encontré un predominio de la isoforma
GHR -3 que es la que carece de 22 aminoacidos en el segmento extracitoplasmatico
y por lo tanto se confirma que dicho dominio no interfiere con la funcion del GHR

(57), sino que por el contrario puede tener importancia en la fisiologia del
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crecimiento. A este respecto, en individuos con insensibilidad a la GH conocido
también como Sindrome de Lardn que se caracteriza por retardo en el crecimiento
postnatal asociado a altas concentraciones de GH y bajos niveles de IGF-I e IGFBP-
3, se han reportado mutaciones en el receptor de GH. Estas mutaciones se han
identificado en varios exones codificantes del gene del GHR, pero no en el exdén 3,
pero recientemente se identificé la primera mutacion en el ex6n 3 del GHR en un
paciente con insensibilidad a GH (72). Este hallazgo confirma la importancia de la
presencia de la isoforma que excluye el exén 3 en el crecimiento normal.

Aunque se ha sugerido que los niveles de mRNA del GHR no se relacionan con las
concentraciones de GH o de IGF-I en leucocitos (73), no se habia investigado la
relacidn de estos factores con las isoformas del GHR. En este trabajo se demostro
que en las personas sanas ambas isoformas muestran una correlacion con los
niveles de IGF-1 y solo la isoforma -3 con la GH. En cambio los pacientes
acromegalicos que cursan con niveles marcadamente elevados de GH no mostraron
correlacion de las isoformas del GHR con los niveles de GH pero si con IGF-1, con
dicho factor de crecimiento se encontré una correlacion negativa con la isoforma
+3, de tal manera que la isoforma +3 tuvo una tendencia a aumentar conforme los
niveles del IGF-I aumentaban cambiando a una pendiente negativa cuando se
presentaron niveles altos de este factor. Este mecanismo es homadlogo a los estudios
de regulacion del receptor completo de GH en leucocitos IM-9 (74) y en higado de
rata (75), en donde niveles fisiologicos de GH como los de los individuos normales
regulan a la alta al GHR y por el contrario niveles altos de GH lo regulan a la baja.
De acuerdo con el concepto de que la determinacion del IGF-I refleja la secrecion
de GH en 24 horas siendo el marcador mas sensible de los cambios en los niveles de
la GH, se podria pensar que ambos factores (GH e IGF-I) regularan la isoforma +3.
En cuanto al comportamiento de la isoforma -3 en niveles fisiologicos tuvo una

tendencia opuesta pero significativa a la forma +3, pero a niveles altos de GH no se
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observé ninguna tendencia. Esto podria apoyar la teoria de que en trastornos de
hipersomatotropinemia se altera la interaccién GH-GHR y se puede suponer que los
niveles elevados de GH e IGF-I que resultan de un adenoma hipofisario en la
acromegalia llegan a trastornar el binomio GH-GHR y que esto desencadena una
seiial anormal para el mecanismo molecular en la sintesis del receptor. Otra
observacion paralela interesante fue que en las mujeres del grupo testigo con
concentraciones dentro de los limites normales de E;, GH y/o IGF I se encontré una
mayor proporcidon de la isoforma del GHR3- en comparacion con los hombres del
mismo grupo. En contraste, en el grupo de acromegalicos, las mujeres que
caracteristicamente presentaban hipoestrogenismo, tuvieron una proporcion
semejante de ambas isoformas. Este patron influenciado por el género también se
ha observado con la GHBP. Recientemente ha sido demostrado que el dominio
extracelular de ambas isoformas sufren protedlisis y son liberadas a la circulacion
como GHBP+3 y GHBP-3 y son detectadas en el plasma encontrandose que su
proporcidn es también género-dependiente, con una mayor proporciéon de GHBP3-
en mujeres (60). Estas observaciones sugieren que los niveles de estrogenos
circulantes pueden ser un factor que module el empalme GHR3-, como ocurre en
otras especies y para otros componentes del eje somatotropico (76). Por ejemplo la
GH que en las mujeres presentan concentraciones mayores en 24 hs comparadas con
hombres (14,77) y a pesar de esta mayor secrecién los niveles en suero de IGF-I de
las mujeres son menores (78). Esta diferencia sugiere una resistencia a nivel de
receptor o la presencia de una isoforma que por diferencias estructurales, pudiera
modificar la conformacion de la proteina y con esto la capacidad de la isoforma para
interactuar con proteinas involucradas en la transmision de sefial para la
transcripcion del IGF-I. De resultar asi cantidades menores de IGF-I se observarian

cuando se presenta mayor cantidad de dicha isoforma, en este trabajo se observé
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que a mayor proporcién de isoforma GHR3- se presentaron menores niveles de IGF-
1.

En suma nuestros resultados muestran que: a) Ambas isoformas se expresan en
leucocitos periféricos de todos los sujetos estudiados, en diferente proporcion
relativa. b) En sujetos sanos el porcentaje relativo de GHR-3 es mayor que en
individuos con hipersecrecion de GH. c) Este porcentaje es dependiente de género
con una mayor proporcion en mujeres. d) La proporcion de ambas isoformas se
relacionan con los niveles en plasma de IGF-I. Con base en todo lo anteriormente
descrito, podriamos postular que los estrogenos participan en la regulaciéon de las

isoformas del GHR y los niveles de estas isoformas determinan los niveles del IGF-

I.
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ANEXO

Inmunoensayos.

Quimioluminiscencia

La GH y la testosterona, se determinaron por un ensayo de quimioluminiscencia
usando el sistema automatizado IMMULITE (Diagnostic Products Co, Los Angeles,
CA. USA). En este sistema se utiliza una curva de calibracion que se procesa por
cuadruplicado y las muestras una sola vez.

Este método se basa en la obtenciéon de energia luminosa a partir de la reaccion
quimica entre una enzima que es la fosfatasa alcalina y uno de sus sustratos, el
fosfato de dioxetano el cual es un compuesto inestable, que al reaccionar con la
enzima pierde un grupo fosfato, emitiendo luz. Esta seifial luminosa es amplificada
unas cien veces obteniéndose una gran sensibilidad. La reaccién también es estable
manteniéndose por mas de 30 min. Este método por ser un inmunoensayo, se basa
en la unién de un antigeno (Ag) y su anticuerpo especifico (Ab) y cualquiera de
ellos puede ser marcado con la enzima para producir quimioluminiscencia (79).
Existen dos tipos principales de inmunoensayos quimioluminiscentes que se utilizan
en la medicion de hormonas: El llamado inmunométrico, se empled para la
determinacidn de testosterona y requiere dos anticuerpos monoclonales. Se utiliza
una fase sélida (perlas de poliestireno), en donde se pega un anticuerpo monoclonal
especifico el cual va a unir a la hormona que se quiere determinar y que se
encuentra en la muestra del paciente, una vez incubados ambos componentes; se

afiade el otro anticuerpo, el cual esta conjugado a la enzima formandose un
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complejo Ab-Ag-Ab-enzima, en una relacion directamente proporcional a la
hormona presente en la muestra y con la presencia del sustrato (fosfato de
dioxetano), se lleva a cabo la degradacion del mismo (emisién de luz). La cantidad
de luz emitida es directamente proporcional a la cantidad de hormona presente en la

muestra.

Ab + Ag + Ab-enz.---—- - Ab — Ag — Ab-enz.
+

Sustrato (fosfato de dioxetano

%luz

El otro método usado es el denominado competitivo, que se uso para la
determinacién de la GH, en donde la marca (enzima) la lleva el Ag, el cual compite
con el Ag de la muestra por los sitios de union de un anticuerpo que se encuentra
pegado a la fase solida (también perlas de poliestireno), después se realiza un
lavado y se adiciona un anti-anticuerpo marcado con la fosfatasa alcalina. En
ambos la funcidén de la enzima es la de hidrolizar al sustrato (fosfato de dioxetano)

y catalizar la reaccidon quimica que produce luz. (tabla 1).

Radioinmunoanalisis (RIA).
Este método se utilizd para la determinacién de E2, RIA fase s6lida (Diagnostics
Products Corporation). . En este inmunoensayo cada punto de la curva y cada

muestra se procesa por duplicado.
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El RIA se ha utilizado para la cuantificacion de hormonas por su elevada
especificidad, precision, sensibilidad y exactitud en su determinacion. En este

1251 . Este método se basa es

metodo el marcaje se realiza con un radioisétopo el
una reaccion inmunoldgica de competencia, que se establece entre el antigeno que
se va a cuantificar, en este caso la hormona presente de la muestra biologica (Ag) ¥
el antigeno marcado con 1 - 125 (Ag*), idéntico en estructura quimica al que se va
a determinar, ambos compiten por una concentracion limitada del anticuerpo
especifico (Ab) (81). Con lo que se obtiene una relaciéon inversamente proporcional
a la concentraciéon de Ag presente en la muestra por lo que entre mayor cantidad de

hormona se presente en la muestra, el complejo marcado (Ag* -Ab) sera menor.

fracciones libres

Ag* + Abs+ Ag-—- — Ag— Ab + Ag*- Ab + Ag* + Ab

fracciones unidas

El nombre de RIA de fase sélida se le da por el sistema como separa la fraccion
unida (unién Ag-Ab) de la libre (Ag* y Ab). En este método se utilizan tubos de
polipropileno en cuyas paredes se encuentra adsorbido el anticuerpo especifico al
Ag , realizandose la union Ag-Ab durante un periodo de incubacién posteriormente
por decantacion se elimina la fraccién libre de la unida. La radiactividad contenida

en los tubos se detecta en un contador de emisiones gamma durante un minuto. ).
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Método inmunoradiométrico (IRMA)
El método IRMA se utilizé para las determinaciones de IGF-1 y su proteina de
unién (IGFBP-3) (DSL Diagnostic System Laboratorios). En este inmunoensayo al

igual que en el RIA cada punto de la curva y muestras se procesan por duplicado.

Los métodos inmunoradiométricos o IRMA (Inmunoradiometric assay), son
sisternas de medicion basados también en la union Ag-Ab, utilizando como
marcador el '**I como en el RIA. A diferencia del RIA en estos métodos el sistema
de reaccién no es competitivo, sino inmunomeétrico es decir una relaciéon
directamente proporcional a la concentracion del analito a determinar (Ag), otra
diferencia con el RIA es que la marca radiactiva no se encuentra en ¢l antigeno, se
encuentra en el anticuerpo el cual es de tipo monoclonal (81). El método utilizado
es el del sistema tipo sandwich en el que el analito a cuantificar es atrapado entre
dos anticuerpos monoclonales, uno inmovilizado o pegado a una fase sélida (tubo
de polipropileno) y otro soluble que es el que lleva la marca radiactiva y que es el
que permite cuantificar directamente el antigeno presente, por lo que en este tipo
de ensayo se obtiéne una curva de calibracion, en la que la cantidad de la hormona
a medir sera igual a la radiactividad presente. También la lectura de la radiactividad

se hace en un contador de emisiones gamma durante un minuto para cada tubo.

Fase sélida-Ab + Ag +  Ab*m ----> Fase s6lida-Ab —-Ag — Ab*m
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Abstract

Aim: To determine the expression of two isoforms of the .
growth hormone (GH) receptor (GHR), which differ by .

the presence (GHR3+) or absence (GHR3-) of exon 3, and

their correlation with circulating GH and insulin-like.

growth factor | (IGF-l) in normal subjects and in acrome-

galic patients. Methods: The expression of GHR isoforms .

was determined by reverse-transcriptase polymerase
chain reaction in lymphocytes from 12 normal subjects
and from 11 patients with acromegaly. The levels of GHR
mRNA were normalized to those of B-actin, and ratios
were calculated to assess the relative leveis of expres-
sion. Results: All samples showed expression of both
GHR isoforms. but the expression of GHR3+.and GHR3-
was similar in acromegalic patients (6.0 = 1.7 vs. 8.3 =%
2.0%. mean = SE). In contrast, in healthy subjects,
GHR3- was the predominant isoform (11.8 % 3.0 vs. 5.1
+ 0.68%: p < 0.05), and the levels of expression of
GHR3- correlated significantly with {GF-i, Conclusions:
These data demonstrate coexpression of both GHR iso-

forms under normal and pathological conditions; how-
ever, GHR3- is the predominant form in normal subjects

and shows a negative correlation with IGF-I levels.
i = Copyright © 2003 S. Kargar AG. Bascl

introduction

At has been cstablished that the growth hormone (GH)
receptor (GHR) genc consists of nine exons that encode
the receptor as well as some additional untranslated cxons
[1.72]. Two messenger ribonucleic acid (mRNA) tran-
scripts have been identified for human GHR: one con-
taining cxon 3 (GHR3+) and one in which exon 3 is
absent (GHR3~). Early studics suggested that the expres-
sion of these two GHR isoforms is tissue specific {3]. but
other reports demonstrated that the expression of the
GHR variants is'not specific for a certain tissue and is
differcnt in cach individual [4. S]. In addition, it has also
been suggested that the expression of GHR isoforms is
produced by a rctrovirus-mediated altcrnative splice
mimicry {6]. The role of GH in reguiating the isoform
cxpression pattern of GHR has been excluded. since it is
not different between healthy and acromegalic paticents,
despite the markedly elevated serum levels of GH in acro-
megaly [4]. Exon 3 encodcs a segment of the extracetiular
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domain ol llu. GHR and a-deletion ol exon’ 3 gives risc o,

a shorter GHR: howcever, the présence or absence of exon

3 does not affect the reéceptor function [7..8). Experimen- .
tal studics have demonstrated that-both GHR'isoforms: .

are translated as functional rcct.ptors and that the extra-
cellular domains of both variants arc refeased into the cir-

culation: as. GH-binding protein, ecxon 3 retaining and’’

GH-binding protcin, exon 3 dcleted isoforms [9].-1t has
been previously reported [ 10]) that circulating lymphoid
cells express GHR variants, so that clinical studics with
peripheral lymphocytes are useful for evaluating the GHR
physiology and tissue biopsics are not required.

To determine the expression patterns of of GHR iso-
forms, the mRNA levels in the lymphocytes trom healthy
individuals and (rom patients with active acromegaly
were measured by using scmiquantitative reverse-tran-
scription polymcrase chain rcaction (RT-PCR). These
results were correlated which cach onc of the following:
insulin-like growth lactor | (1GF-1), GH, and insulin-like
growth factor binding protein 3 (IGFBIPP-3) levels in
serum.

Subjects and Methods

The stady included 12 healthy subje
and 7 wamecen, 31 -48 yeurs old) and 11 pa s with
men, 32-58 y wd 5 women, 2Y-d48 yu
diagnosis ol galy was based on clinical features
with clevated serum levels ol both G and IGF-1; in addition, o glu-
cose load was unable to decrease the GH concent ions to <1 g/l
[11]). Acromegalic patients were subjected to transsphicnoidal pitu-
itary surgery, and the presence of somatotrope adenomi by bnmuano-
cytochemistry analysis was confirmed in all ca The study wi
approvaed by the ctl committee of’ Instituto Mexicano del Seguro
Sociul, and all participants ware informed about the purpose ol the
study and gave written consent to participate.

Lltcan Poripheral Lympliocyee Preparcation

Blood samples were drawn in tubes containing EIXFA between
07.00 and 08.00 h after an overnight fast, The blood was centrifuged
at 400 g for 20 min, and plasma aliquots were separated and 1
tained frozen at -70°C until assayed in a single assay run tor cach
measurcmicnt, The blood cells were diluted 1:4 with phosphate-butl-
cred saline, and then they were layered onto Ficoll-Hypaquce gradient
and centrifuged at 400 ¢ for 40 min at room temperature. The mono-
nuclear cell fraction was taken as periphesal lymphoceyles, sl the
cells were washed three times in phosphate-hullered saline.

RNA Extraction

Total RNA was ¢xt
108 cclls by using Trizol (1
snded by the n

cted and puarificd 'rom approximately | ox
e Technologics, Mclbourne, Austrld
ulicturer, After precipitation, RNA pe
olved in dicthylpyrocarbonate-treated water and stored
a was determined by ab:
vhoecked Dy exan

lets were d
at —=70°C. The RNA concentr:
260 nm. T'he guality o the RINA samples wa
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normal subjects and

el and biochemicisl datg
romegaly (mcan ®:51).

2 Nurmi:] . . Acromcg.nly P
“subjects T (n ==
n=12)"

Ape, years o VU NS
Body mass index, kg/m? ™ . NS
GH.n | : v 0.46 0.2 " f2(LO0T

CIGFL g/l TR SR E 16 1A07EI7YT Y Zo0m

e (L0001
<(.01

IGFBP-3. ng/ml e L2648 E 120 . 5174 %304
Ex pg/mla: 5T B238 129 29, 1210

» Measurcments performed in women only,

ng denaturing gel clectrophoresis, Each
s treated with DNAse at 37°C for 1 h. followed
iously deseribed [12].

2ES and I8S b
total RNA sample v
by extraction us pre

R-PeRr
t one-tube,
o pro-

Transcriprion Polvmmcerase Cheainy Reaction
1

m (l’mu\og. son, \Vug. USA). This sys
TP, LWO-CNZYNIC SYStem and uses Benc-spo
duce a single cDNA product. In cach RT-PCR reaction, we
ol total RNA for GHR3+ and GHR 3 and 250 g 3
for B-acting, using specilic pi s
45 min followed by the PCR amplitication wh

turation i 932 C 20 s anncadingat 54°C for
W68 Clor2 n. Final extension wasc
for 35 cycles which was determined previous
nential range of the PCR product amplification. Primers used tor
GHR3+ . GHR3—, and B-actin detection have been previousty
reported [3) Loc ion. nomenclag . and sequences of primoens
are shown figure 1. Asa ne, > couttrol. the substitution of total
RNA tor tilled witer w utilized. As i positive control in all R1-
POR assays, total RNA from liver cells obtaicd at autopsy (within
6 ) was used. Both controls were amplilied in paraile! 1o the
ples. The amplificd fragments were sul cted o clectrophores
L% poly nide puls, ned will\ clhidimu hl'umhlc.
i agle Eve [T imagi

1., USA). The density of hands was g
GencTouls (version 3.00.22; Syngenc,
quantitics ot GHR 3+ and GHR 3~ were norn
MRNA levels and cxpressed as a percentage of GHR 3+ or GHRA-
versus 3-actin mRNA levels,

done by dena-
and eatension
ed out it 6R2C tor 7 min N
¥ tobe within the expo-

od hv th [ERIHTHCER S
ederick. Md., USA), The

Llortrsonse Assayy
All hormones were quantificd using con me reind hits:
measured by a chemiluminescent immunonset
s Laos Angeles, Culif,, USAX I1GIS-1.1
measured by using specilic ks (Diagnostic Sy
Webster, Tex., USA) IGF-1 and IGFBP-3 weore 3
adiomelr Nay: megsurement ot {GF-1
tion step o separate IGF-I rany its
v control used in ¢ laboratory

Gl was

Laborator
Iyzed by a two-site inununo
included an acid-cthanol exirs
ding protein. Mothads ol gu
1 reported previously (1]
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Fig. 1. & Schcmatic. prescntation of the

structures from cxons 2 to 7 of the two GHR" -

isoforms: and lnc.llxr:lllnn of'the prlmcrs
which were used'to predict - produc( sizes.
b Nc ure, sequchc

of’the primers used forthe RT-PCR assays. -

Fig. 2. Acrylamide gel clectrophoresis. of
RT-PCR praducts in tatal RNA of tviipho-
cyvtes from normal subjccts (a) and acrome-
galic patients (b). using primers lor GHR3+,
GHR 3-, and B-actin. Molecular size of prod-
ucts given as base pairs (bp). .

Sratistics
Pcrcentages ol'lsofornls a

and orientation |

GHR3. 5'—[_2—]'—52[ s | 5 | e
0

A2

[T}

151 bp

GHR3- §* 2#‘ [ s 1T &6 [ 7 }-2

)
126 bp

b
Primer Sequence
4. 5'-CAGCTGTATGGGTCCTAGG-3°
+3 " 5°-GAGTCTGCAAAGTGTTAATCC-3"
=3 5°-GGAAGTGAGGATTCTTCTAAG-3"
"1 p-Actin 5°.CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC-3" antisense
2 B-Actin 5 -AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC-3" sense

B.Acnnh’dmllu--"-"---_- 587 bp

o AAMERHEH AR
o HHE =R M HHRH

b

B-Actin Eo—ﬂ—u—n—-t—oh—h—d-u‘- 587 bp

aHrae BB-H P M-
al RalaBal Rl By

GHR3-

151 bp

126 bp

one Icvcls arcgiven as mean

values = SE and were mmlyzcd by’ employmg the Mann-Whitney U
test. Spearman’s correlation :mnlysus between isoforms and hormon-

al values.was pcrfnrmcd P < 0.05 was considcred stat

cant. . -

ically signifi-
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As expected, the predicted size of the RT-PCR prod-
ucts were 151 bp for the full-length transcript and 126 pb
for the GHR 3- isotform. Dircct sequencing of the ampli-
ficd products confirmed the predicted sequences. Total

Ochoa/Zirate/Cerbén/Salcedo/Lépez/
Galvan/Herniandez

TESIS CON
FALLA DE ORIGEH




RNA in the peripheral lymphocytes from normal subjects
expressed both GHR isoforms (fig. 2). When the band
density .of GHR3+ and GHR3- was normalized with
respect to that of the B-actin transcription level, GHR3-
was the predominant isoform (11.8 ® 3.0 vs. 5.1 =%
0.68%, p < 0.05; fig. 3). Normal women had thc circulat-
ing E; levels within normal limits, and they exhibited a
significant (p<0.01) major proportion of GHR3— as com-
pared with normal men (17.43 * 3.8 vs. 3.94 = 1.43%:
fig. 3). In addition, there was a significant correlation (p <
0.01) between GHR3- and IGF-1 (fig. 4).

Both GHR isoforms were expressed in lymphocytes
from acromegalic patients; however, no difference in the
proportions of both isoforms, GHR3+ and GHR3- (6.0
+ 1.7 vs. 8.3 & 2.0%), was obscrved. Finally, the iso-
forms in the acromegalic patients did not correlate with
GH, IGF-!, and IGFBP-3 Ilcvels.

Discussion

The present study contirmed that the coexpression of”

the two GHR isomers can be properly estimated in
periphecral lymphocytes which facilitates the analysis [10].
It was also demonstrated that the proportion of GHR iso-
mers could exhibit differences among individuals and
confirmed the fact that GH itsclt is not a major regulator,
of the cxpression pattern. Anocther obscervation was the
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predominance of the GHR3- isoform of GHR in healthy
individuals which supports the theory that the absence of
exon 3 does not impair the GHR physialogy [7, B]. It has
been proposed that the expression of GHR isolorms is the
result of a polymorphism [14] or a novel physiological
mechanism which mimics alternative splicing {6]. with a
simplec Mendclian inheritance of two differing alleles with
three expression patterns of GHR isoforms: only GHR 3+,
only GHR3-, or cocxpression of cach at similar levels.
However, in our study, we observed only one pattern of
GHR isoforms. Although it was suggested previously that
the receptor mRNA levels of both GH and 1GF-I do not
corrclate with the circulating GH and IGF-1 lcvcels [15],
the present study demonstrated that the GHR3— isoform
had a necgative corrclation with scrum IGF-I levels in
healthy individuals. In contrast, acromcgalic patients who
had a marked elevation of GH and IGF-I levels expressed
similar amounts of the two GHR isomers, and these
forms ncither correlated with GH levels nor with circulat-
ing IGF-I. This may suggest that the interaction between
GH and its receptor is altercd in acromegaly. In this
respect. it has been previously reported that the relative
proportion of the two isoformis of the GH-binding protein
3 in lymphocytes from normal individuals is gender
decpendent, with a major proportion of the exon 3 exclud-
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