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RESUMEN 

El receptor de la hormona de crecimiento (OHR) expresa dos isofbrmas, que 

difieren por la presencia (OHR + 3) o ausencia (OHR - 3) del exón 3, pero se ignora 

el mecanismo de regulación. 

Objetivos: Determinar la expresión de las isofonnas de mRNA del OHR y su 

relación con los niveles en plasma de la hormona del crecimiento (OH), el factor de 

crecimiento insulinoide tipo-1, su proteína de unión-3 (IOFBP-3) y esteroides 

sexuales. 

Material y Métodos. Se incluyó un grupo de 11 pacientes con acromegalia y un 

grupo testigo de 12 individuos sanos, se usó la técnica de transcripción inversa y 

reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y diferentes inmunoensayos. 

Resultados: Se encontró en todas las muestras la expresión de ambas isofonnas, 

pero el porcentaje de expresión de OHR + 3 y GHR - 3 fue similar en los pacientes 

acromegálicos (6.0 ± 1. 7 y 8.3 ± 2.0 %, M ± EE). Por el contrario, en los sujetos 

normales predominó la isofonna OHR - 3 ( l l .8 ± 3 .O y 5. l ± 0.68 %, M ± EE 

respectivamente; p < 0.05) y se encontró correlación significativa (p < 0.01) entre el 

porcentaje de GHR - 3 con los niveles de IOF-1. 

Conclusiones: Se demostró la expresión de ambas isoformas de OllR. en 

condiciones normales y patológicas, la predominancia de OHR. - 3 en sujetos 

normales y la relación entre esta isoforma y los niveles del IOF-1 indicando que 

niveles elevados de OH, pueden trastornar el binomio OH-OHR. resultando en una 

alteración del mecanismo de síntesis de IOF-1. 
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ABSTRACT 

Gowth hormone receptor (GHR) transcripts exist in two isoforms differing by the 

presence (GHR + 3) or absence (GHR- 3) ofexon 3. The regulation ofboth GHR 

isoforms remains unclear. 

Objective: To determine the expression oftwo isoforms ofthe GHR and their 

relationship with circulating GH, insulin-like growth factor-1 (IGF-1), 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 ofthe two isoforms in lymphocytes from 12 normal subjects and 11 

acromegalic patients. Hormone levels were determined by different immunoassays. 

Results: All samples showed expression ofboth GHR isoforms, but the percentage 

ofexpression ofGHR + 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 ( 11.8 ± 3.0 vs 5.1 + 0.68 %, M ±SE; p <O.OS), and levels of 

expression ofGHR - 3 correlated significantly with IGF-1. 

5 

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 shovved a negative correlation vvith IGF-1 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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IV 

INTRODUCCIÓN 

HORMONA DE CRECIMIENTO 

La hormona del crecimiento (GH), el factor de crecimiento insulinoide, tipo 1 

(IGF-1), así como de las proteínas trasportadoras de ambas hormonas forman parte 

del eje somatotrópico (1) como se ilustra en la Figura l. La GH es una hormona 

proteica, que se sintetiza en los somatotrópos de la adenohipófisis y es vertida en la 

circulación como varias isoformas moleculares. La mayor proporción (75%) de 

estas isoformas es un monómero de 191 aminoácidos con un peso molecular de 

Fig. 1 Tejidos, hormonas y receptores que componen el eje 
somatotrópico. Las hormonas hipotalámicas: GHRll y 
somatostatina provocan aumento(+) y disminución (-) 
de los niveles de GH, respectivamente. La GH en circulación 
se une al GHR sobre uno de sus tejidos blanco para inducir 
la secreción de IGF-1. La GH y el IGF-1 también pueden 
regular los niveles de GH. 
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22 kDa, el cual parece poseer la principal actividad biológica; en menor proporción 

(5-1 O %) existe otro monómero de 20 kDa que resulta de un empalme alternativo 

del transcripto primario del gene de GH. En la circulación también se pueden 

detectar moléculas de GH de cerca de 40 kDa que se consideran agregados de los 

monómeros y se les conoce como macro-GH. En condiciones fisiológicas, durante 

la gestación, la placenta produce otra isoforma de GH con un peso molecular de 22 

kDa con 161 aminoácidos iguales a los que contiene el monómero producido en la 

hipófisis (2). El feto sintetiza GH desde casi el inicio de la gestación y alcanza el 

máximo cerca de la semana 20 y después decrece la concentración hasta el parto; 

así 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). 

Regulación de la secreción de la GH 

La síntesis y secreción de la GH resulta de la acción de dos neurohormonas: el 

efecto estimulante de la horinona liberadora de la hormona de la GH (GHRH) y el 

inhibitorio de somatostatina. Sobre este mecanismo dual se suman diversos factores 

que intervienen en la secreción de GH como son otras neurohormonas, 

neurotrasmisores, así como condiciones fisiológicas como el estrés, el ayuno, 

ejercicio, sueño y otras hormonas producidas por otros tejidos (tiroides, gónadas, 

suprarrenal) (1). Todos estos factores dan como resultado una secreción episódica 

de la GH, con picos más frecuentes durante las horas de sueño, separados por 

valles de concentraciones mínimas; los múltiples pulsos de la GH probablemente 

surgen de múltiples pulsos secretores de la GHRH durante períodos de una 

secreción reducida de somatostatina la cual aumenta en respuesta a concentraciones 

elevadas de la GH y el IGF-1, se considera que el resultado neto en la secreción de 

la GH es la suma de los efectos de estas dos neurohormonas hipotalámicas (4). 

1 TESIS CON j 
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Recientemente se ha descubierto otro estimulador de la GH llamado Ghrelina, un 

péptido pequeño de 28 aminoácidos cuya expresión ha sido observada en estómago, 

hipotálamo y en linf'ocitos (5). La identificación de la GHrelina sugiere que la 

liberación de la GH puede regularse también por señales periféricas independientes 

del hipotálamo. 

Proteínas de unión a GH 

8 

La GI-1 circula en f'orma libre y aproximadamente la mitad (6), unida a proteínas de 

unión 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 desprendió de dicho receptor por acción de proteasas (7), es por esto que 

GHBP circulante 

Fig. 2 Generación de la proteína fijadora de la GH o GHBP, mecanismo de 
dimcrización e intcrnalización del receptor. (l) Sintcsis del GHR, (2) 
unión de una molécula de GH al GHR insertado en la membrana, (3) 
dimcrización de dos moléculas de receptor a una de GH y como conse­
cuencia Jak-2 se une al receptor activado, (4) conduciendo a la 
transducción de señal. (5) lntcrnalización del GHR para su reciclaje o 
degradación. 
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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 determinación ha sido importante ya que es 

la única forma de medir al receptor de GHR in vivo. 

Se cree que la unión de la GH a las GHBP la protege de la degradación y por lo 

tanto prolonga su vida media y duración de la acción biológica, aunque su 

significado biológico todavía no se ha determinado (6). Es también relevante que 

existe una mayor proporción de proteínas trasportadoras en la mujer posiblemente 

por la acción de los estrógenos (8,9). Estados fisiológicos o patológicos que 

modifican la producción de proteínas circulantes se acompañan de cambios en la 

concentración de GHBP; así en la gestación y en obesidad se encuentran elevados 

los niveles de GHBP (6, 1 O). 

Secreción Anormal de la GH 

La sobreproducción de GH debido a un tumor hipofisario puede causar gigantismo 

en individuos jóvenes. Cuando esta sobreproducción se presenta en adultos, en los 

cuales las epífisis óseas se han cerrado y ya no es posible un mayor crecimiento 

longitudinal del hueso se produce la enfermedad llamada acromegalia con 

características clínicas de crecimiento de tejidos blandos. Por el contrario cuando se 

presenta un defecto en la síntesis o secreción de GH o de su receptor se presenta 

talla baja (17, 18). 

IGF-1 

La acción de la GH estimula en los tejidos la producción del IGF-1, el cual es 

secretado por el hígado y otros tejidos. Las ideas acerca del mecanismo de acción 

de la GH han tenido diversos cambios conforme se obtiene más información. Al 

principio se pensó que los efectos biológicos de GH eran el resultado de la síntesis 
r----------
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de IGF-J y en consecuencia de la acción neta de esta última sobre diversos tejidos, 

pero se ha comprobado que la GH puede ejercer acciones celulares directas no 

mediadas por IGF-1, por lo que actualmente se ha establecido que los efectos de la 

GH dependen de las interacciones de esta hormona y el IGF-1 (11 ). 

10 

El IGF-1 es un polipéptido, de 70 aminoácidos, 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 órganos del cuerpo (12). Como en el caso de la GH, IGF-1 circula 

libre o unido a diversas proteínas fijadoras (IGFBPs) que prolongan su vida media y 

modulan su acción biológica. Se han identificado seis tipos de proteínas que 

además poseen funciones particulares; la número 3 (IGFBP-3) es la que en mayor 

proporción se une a JGF 1 y se relaciona con la concentración de GH (13). 

Ha resultado difícil la estimación de los niveles de la GH en la sangre debido a la 

heterogeneidad de las isoformas y la secreción en forma pulsátil y episódica, lo que 

hace que en la mitad de los casos la GH puede ser indetectable (14). Al contarse 

con técnicas sensibles y específicas para medir el IGF-1 se encontró que estas 

determinaciones reflejaban con mayor precisión el estado del eje somatotrópico 

debido a que las concentraciones permanecen prácticamente constantes durante todo 

el día y los valores se pueden interpretar con relación al estado de producción de la 

GH(IS). 

Receptor de IGF-1 

Es una glicoproteína con actividad de tirosina-cinasa y tiene homología con el 

receptor de insulina; se trata de un heterotetrámero compuesto de dos subunidades, 

unidas por puentes disulfuro; la subunidad q se encuentra fuera de la célula y se une 

a la subunidad 13 que esta formada por una región extracelular, transmembranal y 

citoplasmática. La subunidad a. une al IGF-1 y la subunidad P. se encarga de las 

funciones de intemal ización y señalización ( 12 ). La unión con el receptor origina 
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cambios estructurales, lo que permite iniciar el proceso de fosforilación intracelular. 

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

hacerlo con insulina (13). 

Funciones GH-IGF-1 

La GH tiene numerosas acciones biológicas, las cuales son llevadas a cabo directa o 

indirectamente a través de su mediador IGF-1, aunque algunas de las funciones del 

eje somatotrópico son llevadas a cabo por ambos integrantes (GH-IGF-1), en otros 

se desconoce cual de los dos componentes es el responsable (tabla 1 ). Las acciones 

metabólicas que son llevadas a cabo directamente por la GH son: a) Aumentar la 

lipólisis, con lo que tiende a disminuir el catabolismo de proteínas al movilizar la 

grasa cotno una fuente más eficiente de energía originando la liberación de ácidos 

grasos a partir del tejido adiposo e incrementando la conversión a acetil-coenzima 

A, del cual se deriva energía. b) Estimula el transporte de aminoácidos en el 

músculo y la síntesis proteica en el hígado (16).c) Afecta el metabolismo de los 

carbohidratos ya que un exceso de GH disminuye la utilización de los carbohidratos 

impidiendo la captación de glucosa por parte de la célula. Esta acción constituye una 

resistencia a la insulina inducida por la GH, ocasionando intolerancia a la glucosa e 

hiperinsulinismo secundario ( 12). 

La honnona de crecimiento a través del IGF-1, a) Efectúa acciones proliferativas 

como resultado de la síntesis de DNA, la transcripción y traducción del mRNA. b) 

Aumenta el crecimiento lineal de los huesos interviniendo en la expansión de los 

condrocitos e incorporando sulfato c::n el cartílago. c) Presenta efectos metabólicos 

semejantes a la insulina como la estimulación de la síntesis de glucógeno (16). 

El efecto "ahorrador" de proteínas, el transporte de aminoácidos por GH y las 

acciones del IGF-1 son los mecanismos mediante los cuales se promueve el 

crecimiento (14). 
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TABLA 1. ACCIONES BIOLÓGICAS DE LA GH y EL IGF-1 

EFECTOS DIRECTOS 
DEGH 

Lipólisis 

EFECTOS MEDIADOS 
PORIGF-1 

Expansión de condrocitos 

AMBOS 
(O NO SE CONOCE 

SIESGH OIGF-1) 

Antagonismo de 
Insulina 

12 

Transporte de aminoácidos 
en músculo 

Incorporación de sulfato en 
cartílago 

Hiperplasia de células de 
los islotes de Langerhans 

Slntesis de proteínas en 
hígado 

Producción de IGF-1, IGFBP-3 

Diferenciación de precondrocitos 

Lactogénesis 

Acción hipoglicémica aguda 

Síntesis de DNA y RNA 

Retención de Na y fósforo 
en rinón 

Crecimiento lineal del hueso 

Síntesis de glucógeno 

Eritropoyesis 

Retención de nitrógeno 

Crecimiento somático 

Aumento de función 
inmune 

RECEPTOR DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO (GHR) 

La GH ejerce sus efectos biológicos al unirse a receptores específicos en la 

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

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

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

estructurales que permitieron su asociación en una familia: su inserción en la 

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

cisteínas conservadas involucradas en puentes disulfuro. También presentan una 

secuencia también conservada de triptofano, serina, cualquier aminoácido, 
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triptofano y serina (WSXWS). En el GHR esta región contiene la secuencia 

YXXFS (tirosina, X puede ser glicina, serina, lisina o ácido glutámico; fenilalanina 

y serina ( 19). En contraste con otros receptores que tienen actividad catalítica en su 

porción citoplasmática, los receptores de citocinas no la tienen, pero la adquieren 

al unirse a una tirosina cinasa citoplasmática. El GHR une a la tirosina cinasa 

asociada a Janus 2 o JAK-2 (20,21 ). 

El GI-IR es una glicoproteína transmembranal de 130 k.Da, con 638 aminoácidos 

que une a la GH con alta afinidad y especificidad. El receptor es sintetizado como 

una proteína precursora que contiene en la región amino terminal un péptido señal 

corto de 18 aminoácidos que le sirve para dirigirse del retículo endoplásmico a la 

superficie celular. El receptor maduro (sin el péptido señal), tiene una región 

extracelular amino terminal de 245 aminoácidos que une al ligando y presenta 5 

sitios de N-glicosilación y 6 pares de cisteína que forman tres puentes disulfuro y 

queda una cisteína libre. El dominio transmembranal hidrofóbico tiene 24 

aminoácidos y la región carboxilo terminal intracitoplásmica contiene 350 

aminoácidos, es la encargada de la señalización. En esta última región se 

encuentran dos dominios funcionales importantes llamados caja l y caja 2 (Fig.3); 

el primero es una región rica en prolina situada en la parte próxima a la membrana y 

que consiste de 8 aminoácidos conservados, y es la única región citoplasmática 

conservada entre todos los miembros de esta familia por lo que es el candidato 

obvio para la interacción receptor-JAK2; su mutación o deleción impide la unión de 

JAK2 y evita la mayor parte de la señalización activada por la GH. La caja 2 es una 

región localizada aproximadamente a 30 aminoácidos de la región carboxilo 

terminal de la caja l y consiste en una secuencia de l O aminoácidos que son 

esenciales para la internalización y degradación del receptor (22,23) (Fig.3). La 

estructura tridimensional de la parte extracelular muestra siete cadenas f3 

~--------------, 
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Fig. 3 Representación esquemática de la f"amilia de receptores de citocinas clasc-1. GHR, 
PRLR: receptor de prolactina, EPOR: receptor de critropoyctina, IL-2R ••• IL-9R:rcccptor 
de intcrlcucina -2 ••• -9, GM-CSFR: receptor del estimulador de colonias de granulocitos y 
macrófagos. Las líneas gruesas negras indican las cistcinas conservadas la secuencia 
conservada WSXWS. Algunos receptores están f"ormados por subunidadcs (a,p o y). La 
caja J y 2 son regiones f"uncionalcs del GHR. N:sitios potenciales de N-glicosilación y Y: 
tirosinas intracelulares importantes para la f"osf"orilación. 

denominadas A, B, C, C 'E, F y G divididas en dos láminas, Las cadenas A, B y E 

pertenecen a una lámina; C, e·, F y Gala otra (Fig.4). El dominio amino-terminal 

contiene los tres puentes disulfuro, dos de ellos unen las cadenas 13 vecinas y el 

tercero une las dos láminas del receptor (Figura 4). 

Estudios de difracción de rayos X y de mutación dirigida del dominio extracelular 

del GHR en presencia de la GH (21 ), han permitido caracterizar los aminoácidos 

del GHR involucrados en la unión con GH (Figura 4), así como caracterizar la 

relación estequiométrica de la GH con su receptor. Esta relación es GH1(GHR)2 , ya 

que GH tiene dos sitios de unión a receptores y cuando la OH se une a un receptor el 



otro sitio de acoplamiento atrae al otro receptor para generar un homodímero. 

Este dímero, resultado de la unión con la hormona, marca el inicio de la 

señalización ya que se produce un cambio en la conformación de la parte 

citoplasmática del receptor uniendo a la JAK2 y provocando la fosforilación de la 

JAK2 y del GHR sobre sus residuos de tirosina, las cuales forman sitios de alta 

afinidad para una variedad de proteínas involucradas en señalización (24,25). 

A 

B 

Fig. 4 Estructura tridimensional de la parte extracelular del GHR. (A) Los aminolicidos 
involucrados en la unión con la hormona se representan en azul: triptofano 104 (WI04). 
Ácido Glutámico 127 (El27) y triptofano 169 (Wl69) en dimerización en verde: tlr05ina 200 
(V200), serina 201 (S201), histidina 150 (Hl50). asparagina 143 (Nl43) y serina 145 (Sl45), 
secuencia la Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS) en gris y los tres puentes disulfuro en amarillo 
(B) Diagrama de las regiones de la GHBP mostrando las siete cadenas p denominadas 
A. B. c. e·. E. F y G divididas en dos láminas. Las cadenas A, By E pertenecen a una 

lámina; c. e·. F y Gala otra (de Vos. 1992. Science. 255:306). 

15 
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Distribución del GHR 

El GHR es abundante en hígado y riñón, donde se caracterizó originalmente por 

experimentos de unión con GH radiactiva (26). El desarrollo de nuevas técnicas de 

biología molecular y la disponibilidad de sondas radiactivas y métodos muy 

sensibles han permitido determinar la presencia del mRNA e identificar que los 

sitios de síntesis del GHR se encuentran en casi todos los tejidos del cuerpo (12). 

La expresión del mRNA del receptor en leucocitos es muy baja comparada con la 

del hígado y se ha demostrado que el 30% expresa receptores para GH, con una 

baja expresión en células T. En cambio casi todos los linf"ocitos B y monocitos 

tienen una alta expresión del GHR, encontrándose este receptor en un 90% de estas 

células. Su expresión se relaciona con la edad, aunque los resultados son 

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

Regulación del GHR 

El estudio de la regulación 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 

inf"ormación se basa en la determinación de la GHBP y en estudios de GHR en 

animales, en los que se ha determinado que varía con la edad y que se encuentra 

bajo el control de dif"erentes hormonas. Así, su expresión ha sido descrita en el 

hígado de rata desde los 16 días de vida embrionaria, aumenta substancialmente en 

la vida postnatal y alcanza niveles máximos en el momento del desarrollo de la 

función reproductora, lo cual ocurre en la mayor parte de las especies estudiadas. 

En la rata los niveles de expresión aumentan cuando se administra la GH pero por 

otra parte, la administración aguda de GH puede inducir una regulación a la baja 

del receptor (9). Hay discrepancias en relación al ef'ecto de los esteroides sexuales: 

en la rata se ha reportado un efocto estimulador del estradiol sobre la expresión de 

GHR en hígado, además de presentarse un dimorfismo sexual ya que GIIR es más - ------------n 'T'4' i:'J:: .--, O'·T 
.l. 1J0 .d '--' ~ 
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abundante en ratas hembras que en ratas macho (29). Sin embargo en conejos se ha 

observado un eíecto inhibitorio a dosis fisiológicas de estradiol en hígado y en 

cartílago de crecimiento (30). En humanos se conoce poco acerca de la regulación 

del GHR bajo condiciones fisiológicas o patológicas, ya que el ayuno y la 

desnutrición provocan una disminución en la expresión de receptores, asimismo su 

expresión disminuye después de una cirugía y con enfermedades crónicas (31 ). 

Algunas investigaciones en líneas celulares humanas han sugerido que los niveles 

circulantes de hormonas tiroideas y esteroides desempeñan una función en la 

regulación del receptor (32). Las concentraciones de GH a niveles fisiológicos 

aumentan la expresión de mRNA del GHR y por el contrario dosis elevadas la 

disminuyen (33 ). También el tratamiento con glucocorticoides a corto plazo 

aumenta la expresión del receptor mientras que a largo plazo tiene efecto supresor 

(34). En linfocitos no se ha encontrado asociación entre la expresión del GHR con 

género, niveles en suero de GH o de IGF-1, pero sí con la edad y con respecto a la 

GHBP los resultados son contradictorios (27,28). 

Vías de señalización para las acciones de GH 

Regulación de la transcripción 

La GH ejerce muchas de sus funciones fisiológicas regulando la transcripción de 

genes para una variedad de proteínas, como IGF-1, factores de transcripción y 

enzimas metabólicas (35). 

La principal vía de señalización de GH involucrada en esta regulación es a través de 

la familia de factores de transcripción citoplasmáticos llamada: proteínas 

transductoras de señales y activadoras de la transcripción (STATs), que cuando son 

activadas migran al núcleo. La fosforilación de JAK.2 activado por la dimerización 

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

esta familia (STAT l, 3, Sa y Sb), lo que conduce también a dimerización de los 

,..,,,.-:;;, 0T(' C0'1,T 
- .1.:a)lu 1 

FALLA DE ORIGEN 



18 

STA Ts , formando homodímeros y heterodímeros que se mueven hacia el núcleo, 

en el que actúan como factores de transcripción uniéndose al DNA (36). Una 

segunda vía que es importante para la regulación de la transcripción por GH es la 

vía de la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK) (337). El número de 

factores de transcripción activados por la GH va en aumento y recientemente se han 

incluido además de los miembros de la familia Sp, proteínas que se unen al 

potenciador o enhancer CCAAT, al receptor de glucocorticoides, el YYI, los 

factores TCF (Factor complejo ternario) Elk-1 (Factor de transcripción que se une a 

un elemento de respuesta al suero) y Sap-1ª (Proteína 1 activadora del precursor del 

esfingolípido) el factor activador de la transcripción (ATF)-2 y la proteína homóloga 

C/EBP, el factor nuclear de hepatocitos Ia.(HNF-la.) y HNF-4, pero el 

responsable para la activación del IGF-1 todavía no se conoce (35,38). 

Acciones metabólicas 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 aininoácidos, la lipogénesis y la síntesis proteica, por lo que 

GH e insulina pueden activar algunas vías de señalización comunes, como la 

fosforilación del substrato de insulina 1, 2 y 3 (IRS-1, -2 y -3). a través de JAK2, 

lo que resulta en un sitio de unión para el dominio con homología 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 PI-3 cinasa. Sin embargo la inhibición de PI-3 cinasa 

bloquea la síntesis de lípidos estimulada por GH además de la acción anti-lipolítica 

de GH, lo que sugiere que la actividad PI-3 cinasa es importante para la acción 

semejante a insulina de la GH (39). 
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La reducción de grasa corporal inducida por GH involucra tanto una disminución de 

la lipogénesis como un aumento en la lipólisis. Los mecanismos de seiíalización por 

los que GH regula estos procesos todavía no se conocen pero parece ser que GH 

inhibe la diferenciación del adipocito (40) y que el mecanismo por el que GH 

amnenta Ja lipólisis es por acción de proteínas G, que aumentan el cAMP, por 

acción de una adenilciclasa y produce la activación de la lipasa sensible a la 

hormona ( 41 ). 

Las vías de seiíalización involucradas en la estimulación de la síntesis proteica son 

desconocidas, pero se sabe que algunas tirosinas específicas en el dominio 

citoplasmático del GHR son necesarias para la estimulación de ésta síntesis, lo que 

sugiere un reclutamiento de moléculas de seiíalización directamente al GHR (42). 

El aumento crónico de Ja GH produce resistencia a la insulina y diabetes. Este 

efecto parece ser debido a la disminución del receptor de insulina y a la inhibición 

de la expresión del gen que codifica al transportador de glucosa 1 (GLUTI) (43). 

Regulación del citoesqueleto por GH 

Debido a que GH es un regulador positivo del crecimiento celular y de la 

diferenciación la GH estimula el movimiento celular y la expansión. El 

citoesqueleto está involucrado en la regulación de la morfología y el movimiento. 

Se sabe que GH estimula el rearreglo de actina y la polimerización de microtúbulos, 

pero no se ha aclarado cómo exactamente la JAK2 activada transmite la seiíal al 

citoesqueleto (35). 

Regulación de la señal de JAK2 

Supresores de la señalización de citocinas 

En la regulación de la señal de JAK2 estimulada por GH es importante la familia de 

genes inducidos por citocinas llamados supresores de la señalización de citocinas o 

SOCS, que son un grupo de proteínas involucradas en la regulación negativa de la 

--~--~--~~~~~ 
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acción de las citocinas a través de la inhibición de los STA Ts. De los ocho 

miembros de la f"amilia de los SOCS, la GH induce la expresión de los SOCS-1, -2, 

-3 y CIS en hígado de rata, aunque no se conoce cómo la GH induce la 

transcripción de estos reguladores (44,45). 

Fosfatasas 

Además de los SOCS, la desactivación de los STATs se debe a la activación y/o el 

reclutamiento de una o más f"osfatasas de tirosina para def"osf"orilar al receptor, 

terminando así con el reclutamiento de las moléculas de señalización. 

Probablemente después de la f"osf"orilación el receptor es intemalizado y degradado, 

pero estas fosfatasas no se han identificado, aunque se piensa que pudieran ser 

fosfatasas del dominio SI-12 de JAK2 (35,45). 

Características estructurales del gen del GHR 

El GHR es codificado por un solo gen localizado en el brazo corto del cromosoma 

5pl3.l-pl2 (46). Este gen no ha sido completamente caracterizado, lo que hace 

dificil determinar cómo se lleva a cabo su regulación. El gen presenta 1 O exones y 

el mRNA que transcribe consiste de 9 ya que el exon 1 codifica para la región no 

traducida 5' o 5 '-UTR del mRNA, después del cual se encuentran los nueve exones 

codificantes (exones 2-10). El exón 2 codifica la secuencia de los 11 pares de bases 

(pb) finales del 5'-UTR, los 18 aminoácidos del péptido señal y los primeros cinco 

aminoácidos de la región extracelular del receptor. Los exones 3-7 codifican la 

mayor parte de la región extracelular, el ocho codifica los 3 aminoácidos finales de 

la región extracelular, los 24 aminoácidos de la región hidrof"óbica transmembranal 

y los primeros cuatro aminoácidos del dominio intracelular. Los exones 9 y 1 O 

codifican los 346 aminoácidos restantes del dominio intracelular y el exón 1 O 

también codifica las 2 Kilobases (Kb) de la región no traducida 3' o 3 '-UTR del 

transcrito (47) (Fig.5). 
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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 más largo 

del mínimo necesario para codificar los 638 aminoácidos del receptor y del péptido 

señal. El exceso de este mRNA se debe a la presencia de la región de 

aproxi1nadamente 2 Kb del 3 · -UTR, aunque la runción específica no se ha 

investigado se piensa que atectan el grado de degradación de mRNAs y quizá 

también el inicio de la traducción ( 49). 

Dominio transmembranal 

S'UTRs Secuencia señal 

,.---A-----, l 
Dominio extracelula~Domlnio Intracelular 

de unión con la hormona y 3 "UTR 

,---A--.. 

11111/~ 
V7 V1 V4 va V9 2 3 5 6 7 8 9 10 

Fig 5 Gen del GllR humano. La linea horizontal representa la secuencia de los intrones., las líneas 
diagonales en la línea representan las porciones de los intrones no clonados., las cajas representan los 
cxoncs 2 al 10. Los cxoncs con bandas horizontales codifican los UTRs del transcripto (5 .. -UTRs y 

3·-UTRs). El cxon con bandas verticales codifica la secuencia seftal. Los cxones Vl,V4., V7., V8 y V9 
son los cxoncs que han sido clonados de los nueve que codifican para las secuencias allernalivas del 
s·uTR (Modificado dcEdcns., Talamantcs. 1998. Endocrinc Rcvicws 19:559). 

Heterogeneidad de transcriptos del GHR 

Se ha encontrado una heterogeneidad en el tamaño y secuencia de transcritos de 

GHR ( 4 7). Esta heterogeneidad es generada por varios tipos de procesamiento 

alternativo del transcripto primario, que incluye omisión de exones, retención de 

intrones, el uso de sitios alternativos de empalme, sitios alternativos del comienzo 

de la transcripción y el uso de sitios alternativos de poliadenilación. En algunos 
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casos el procesamiento alternativo genera transcriptos que difieren 

significativamente en tarnaiio 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 región extracelular, transrnembranal e intracelular. Los 

transcriptos generados por procesamiento alternativo se dividen en tres categorías: 

1) transcritos con heterogeneidad de la región 5 · -UTR, 2) transcritos que codifican 

deleciones o truncamientos del receptor transmernbranal y citoplasrnático y 3) 

transcritos que codifican deleciones en la región de unión con la hormona (9) . 

./) Heteroge11eidad de 5 '-UTRs. En el hígado humano, el análisis del rnRNA del 

GHR ha demostrado nueve diferentes RNAs mensajeros que varían en su 5'-UTR 

(Vl-V9) (50), los diferentes 5'-UTR son idénticos en las primeras 11 bases río 

arriba del codón de iniciación de la traducción: AUG, y divergen en la secuencia a 

partir del la 1 2ava base. El exón 2 codifica las 1 1 bases finales del 5 · -UTR, así 

corno los primeros 23 aminoácidos de la región codificadora, por lo que el punto de 

divergencia de las secuencias del 5 · -UTR coincide exactamente con el límite del 

exón 2, de tal manera que todos codifican la misma proteína. La mayoría de los 5 · -

UTRs de GHR presentan uno o más codones AUG. Los codones AUG se presentan 

en menos del 1 0% de todos los 5 · -UTRs eucariontes, pero se encuentran en mayor 

frecuencia en los 5 · -UTRs de protoncogenes, f'actores de crecimiento y receptores 

(5 1 ). Los 5 · -UTRs son codificados por múltiples versiones de exones uno, los 

cuales se empalman al comienzo del exón 2 para f'ormar el mRNA de GHR 

alternativos y se ha demostrado que algunos 5 · -UTRs se asocian con transcriptos de 

tejidos esp~cíficos como el V3 que se expresa en hígado f'etal y postnatal, en 

cambio el VI se expresa exclusivamente en el hígado postnatal (52). 
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2) Truncaniientos de la región intracelular. Debido a que el dominio intracelular 

del receptor es el responsable del inicio de la transducción de señal, alteraciones en 

esta región pueden alterar la respuesta a GH. La presencia de transcritos de Gl-IR 

con una secuencia dif"erente 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 exón 8 se une a un sitio alternativo aceptor de empalme localizado 

a 26 pb dentro del exón 9, conduciendo a un codón de stop en la posición 280 y 

resultando en un receptor truncado que contiene los 246 aminoácidos del dominio 

extracelular, 24 de la región transmembranal. Los primeros tres aminoácidos de la 

región intracelular seguidos de 6 aminoácidos nuevos antes del codón de término lo 

que significa un receptor truncado en el 97.5% del dominio citoplasmático, debido 

a que el número total de aminoácidos de esta proteína truncada es 279 se le conoce 

como GHR.279 (9) y se ha encontrado expresado en hígado, glándula mamaria, 

placenta, tejido adiposo, pulmón, riñón, estómago y en músculo. Los niveles de 

expresión de este transcrito en glándula mamaria, tejido adiposo y placenta f"ueron 

comparables a los niveles encontrados del transcrito completo, pero en hígado y 

riñón se encontraron niveles más bajos, los niveles en hígado de la forma GHR.279 

fueron l 0% menores a los de la forma completa y en pulmón, estómago y músculo 

fueron apenas detectables (54). La expresión de esta isoforma en tejidos humanos 

es baja comparada con la expresión del receptor completo y estudios funcionales 

han confirmado que aunque GHR.2 79 es inactivo, ya que los aminoácidos faltantes 

en esta isoforma son necesarios para la activación de JAK2, puede actuar como un 

regulador negativo de la forma completa de el GHR. Además el GHR279 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) De/eciones en la región e.xtracelu/ar de GHR 

Se ha demostrado que existen dos isoformas de mRNA del receptor de la GH 

debidas a la retención o exclusión del exón 3 (Fig. 5). Este descubrimiento causó 

gran interés debido a que se sabe que mutaciones del dominio extracelular de GHR 

conducen a una pérdida de la unión o menor afinidad por GH. El análisis de cDNAs 

aislados de una genoteca de placenta humana con enzimas de restricción 

demostraron que había dos tamaños de cDNAs correspondientes a GHR y la 

secuenciación de dichos cDNAs mostró que el cDNA de mayor tamaño 

correspondía al transcrito de tamaño completo y que el pequeño era idéntico en 

secuencia excepto por la omisión de 66 bases en la región extracelular y que estas 

bases correspondían a las bases codificadas por el exón 3 del gen de GHR. La 

Al~mbrana 

c.!lular 

Eaón: 

GHR+3 GllR-3 

laofo.-..a• del 
•RNAdel CllR 

Fig. 6 Representación esquemática de la sfntesis de las isoformas del 
mRNA de la región extracelular del receptor de la hormona de 
crecimiento humana. 
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coincidencia de la secuencia omitida con el exón 3 sugirió que este transcrito era 

producido por un empalme alternativo en el que el sitio donador del empalme del 

exón 2 era unido con el sitio aceptor del exón 4 y se le llamó al transcrito que 

excluye al exón 3 o isoforma - 3 (56). La ausencia del exón 3 produce un receptor 

sin 22 aminoácidos (los aminoácidos 7-28) en el dominio de unión con la hormona, 

con la pérdida de un sitio de N-glicosilación y la substitución de un aminoácido 

neutro por uno con carga negativa (alanina por aspartato). Todo esto conduce a un 

cambio de carga, tamaño e hidrofobicidad. Cuando se compara esta isoforma con 

otros miembros de la familia de receptores de citocinas se observa que la región que 

codifica para el exón 3 no se encuentra en el receptor de PRL por lo que la isoforma 

carente del exon 3 tiene mayor homología con el receptor de PRL que la isoforma 

completa (56). 

Posteriormente fueron exaininadas las propiedades biológicas de ambas isoformas 

in vitro expresándolas artificialmente en reticulocitos de conejo, ovocitos de 

Xenopus (57) y en células COS-7 (58) y se observó que la ausencia de estos 

aminoácidos no afecta la afinidad por la hormona clásica, la de placenta o la PRL y 

que ambas isoformas se internalizan de igual manera (59). Recientemente se ha 

desarrollado un ensayo para la determinación de cada una de las isoformas que por 

proteolisis se convierten en GI-IBPs, demostrándose que ambas son liberadas a la 

circulación (60). Varios grupos han investigado estas isoforrnas usando RT-PCR y 

han encontrado su expresión en todos los tejidos y líneas celulares humanas, 

mostrando patrones de tres tipos de patrón: a) expresión solo de la isofonna +3, 

b) solo de la -3 y e) la coexpresión de ambas. Algunos estudios informaron que la 

variación de la relación de la isoforma -3 con respecto al transcrito comp_leto era 

específica de tejido (56,58,61) y que la forma que omite el exón 3 se expresaba 

principalmente en placenta (56), mientras que otros encontraron que esta relación 

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 patrón, 

sugiriendo que la expresión estaba regulada por factores que afectan a todos los 

tejidos del individuo como son los hormonales o metabólicos (62,63). También fue 

sugerido que el patrón de expresión estaba regulado por el grado de diferenciación o 

desarrollo (62) y recientemente se ha descrito que la expresión 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 población estudiada un 1 Oo/o de 

homocigotos para el alelo -3 (64,65). Finalmente se ha sugerido también que la 

presencia de estas isoformas es específica de especie debido a que transcriptos 

hepáticos del GHR de ovejas y de ratón 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 

JUSTIFICACIÓN 

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

tanto el crecimiento fetal como postnatal en mamíferos y aunque mucho se ha 

avanzado en su conocimiento, el significado funcional de las isoformas del receptor 

de la GI-1 no se ha aclarado. Las isoformas del GHR se expresan en casi todos los 

tejidos, el patrón de expresión 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 encontró el mismo patrón en diferentes tejidos obtenidos 

de un 1nis1no individuo, concluyéndose que el patrón de estas isoformas es 

específica de individuo. Basándonos en estos datos se sugiere que la expresión del 

GHR puede estar regulada por factores que afectan a todos los tejidos del individuo 

co1no son los hormonales o metabólicos, por ejemplo los niveles de la GH, las 

hormonas esteroides o el IGF-1. El contar con células accesibles y técnicas de alta 

sensibilidad para medir la expresión del receptor y sus isoformas in vivo, permitirá 

conocer la participación del ambiente celular en la expresión de este receptor, 

sustentando la in:formación determinada en forma indirecta a través de su proteína 

de unión de alta afinidad o en otras especies. 
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VI 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a la dificultad para medir el receptor, éste se ha evaluado principalmente en 

forma indirecta a través de la proteína de unión de la GH, de aquí que no se conozca 

con precisión cuáles son los factores que regulan su expresión. 

La determinación del mRNA de las isoformas del GHR en células accesibles como 

los leucocitos de sangre periférica puede facilitar el estudio de los factores que 

afectan la regulación del receptor en humanos. 

Las preguntas que se plantean en este estudio son: 

1. ¿Cuál es el patrón de expresión del GHR en leucocitos? 

2. ¿La expresión cambia cuando existe un ambiente celular con niveles altos de GH? 

VII 

HIPÓTESIS 

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

niveles de expresión se relacionan con los niveles de GH, IGF-1, IGFBP-3 y/o 

esteroides sexuales. 

r:- !ESI~ CO~J .. , 
FALLA Dri ORIGE.N 



VIII 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer el patrón de expresión de las isof"ormas de mRNA del receptor de GH en 

leucocitos y su relación con los niveles en plasma de GH, IGF-1, IGFBP-3 y 

esteroides sexuales en humanos. 

IX 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Determinar la expresión de las isoformas del mRNA del receptor de GH en 

leucocitos de individuos sanos y en el estado de hipersecreción de GH 

(acromegalia). 

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

e) Establecer asociación de las isof"ormas del mRNA del receptor de GH con los 

niveles plasmáticos de GH, IGF-1, IGFBP-3, estradiol y testosterona 
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X 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Muestras sanguíneas 

Se obtuvieron muestras de sangre venosa antecubital de 12 individuos sanos (cinco 

hombres de 24-50 años y siete mujeres de 31-48 años) y un grupo de 11 pacientes 

(seis hombres de 32-58 años y cinco mujeres de 29-48 años) con diagnóstico de 

hipersecreción 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 µI de una solución de EDTA al 15%. Estas 

muestras se centrifugaron a 400 g por 15 minutos a 4C. Se separó el plasma y las 

alícuotas se congelaron inmediatamente a -35C, almacenándose 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. El IGF-1, su proteína de unión (IGFBP-3) y el 17-P estradiol (E2 ), con 

estuches de Diagnostic System Laboratories, Webster, Tx, USA. IGF-1 e IGFBP-3 

mediante el método inmunoradiométrico (IRMA). La determinación de IGF-1 total 
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Muestras sanguíneas (20 mL) en EDT A 
(Individuos sanos y pacientes con hipersecreción) 

Plasma 

/ 
Determinación de 

GH,testosterona, IGF-1, IGFBP-3 y E 2 

1 1 l 

~ 

Quimioluminisccncia IRMA RIA 

- Paquete celular 

"' Obtención de leucocitos 

i 
+ Ficoll-Hypaque 

- Células 
mononucleares 

(linfocitos) 

Obtención de RNA ( Trizol) 

L'.d - RNA total 
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Calidad del RNA 
28 s y 18 s 

/ -...... 
l Concentración 

absorbancia 260/280 nm 
RT-PCR 

l D ~~~::~..:.:::: ... .,. 
Secuenciaeión directa de/ l Ba::::normalizadas 
los productos amplificados contra Jl-aetina 

Densitómetro 

Fig. 7. Procedimiento general 
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incluye una extracción con una solución alcohol- ácida, en la que el IGF-1 es 

separado de sus proteínas de unión (69). La determinación de E 2 se hizo por 

radioinmunoanálisis de :fase sólida, con estuches de Diagnostic System 

Laboratorios, Webster, Tx, USA. Los criterios del control de calidad de estos 

ensayos se muestran en la tabla 3. 

Tabla 3. Control de calidad de inmunoensayos 

Coeficiente de Variación (º.4) 

Sensibilidad lntraensayo 

Qulmloluminiscencla 
GH 0.02 ng/mL 

Testosterona 0.1 nglmL 

lnmunoradiométrico (IRMA> 
IGF-1 0.3 nglmL 
IGFBP-3 0.3 ng/mL 
Radioinmunoensayo (RIA) 
E 2 10.0 pglmL 

Separación de leucocitos 

2.7 
7.4 

2.6 
1.9 

4.0 

4.2 
9.7 

4.4 
3.9 

8.6 

lnterensayo banda Normal 

0.05-2 ng/m 
2.1 - 7.4 ng/rn 

167 - 372 ng/m 
1764 - 3070 ng/rn 

60-160 pg/m 
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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 

centri:fugaciones (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. 

Extracción de RNA total. 

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

Trizol (Li:fe Technologies, Inc., Melboume, Australia), siguiendo las 
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recomendaciones del distribuidor. El precipitado de RNA total se disolvió en agua 

tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) (Merck Dannstadt R.F., Germany), 

determinándose su concentración y pureza mediante lecturas a 260 y 280 nm. La 

calidad del RNA f"ue determinada examinando las bandas 28S y 188 en 

electroforesis con geles dcsnaturalizantes. Cada muestra de RNA se trató con 

DNAsa a 37 C durante una hora, seguido de extracción (70). El RNA se almacenó 

a - 70 C hasta hacer la reacción de transcripción reversa y la reacción en cadena de 

la polimerasa (RT-PCR). 

Reacción de la Transcriptasa Inversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Para el análisis de expresión se usó el sistema Access RT-PCR (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA), el cual usa oligonucleótidos gene-específicos 

para producir un cDNA también específico. En cada reacción de RT-PCR se 

usaron 4 µg de RNA total para GHR +3 y GHR -3 y 250 ng para J3-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 ellos consta de una desnaturalización larga de 2 min a 92º C. En los 

ciclos subsecuentes se realizó una desnaturalización a 94 C por 30 s, alineación a 54 

e por 1 min y extensión a 68 c por 2 min, la extensión final se llevó a cabo a 68 e 
durante 7 min. El número de ciclos fue determinado previamente dentro del rango 

exponencial de la reacción del PCR. Los oligonucleótidos usados para la 

amplificación de las isoformas GHR +3 y GHR -3 y de P-actina ya han sido 

descritos previamente en la literatura (61) y su secuencia, denominación y 

localización se ilustran en la figura 8. Como un control negativo se substituyó el 

RNA total por agua destilada tratada con DEPC y como control positivo en todos 

los ensayos de RT-PCR se usó RNA total de células de hígado obtenido en autopsia. 

Los controles se amplificaron en forma paralela a las muestras. Alícuotas de los 

productos de PCR se analizaron en geles de poliacrilamida al 10% teñido con 



A 
+3 

GHR3+ s· -f 2 3 -, 4 5 6 .7 .,.t--3' -4 
151 pb 

-3 

GHR3- s· --I 2 i.:. 5 6 7 j---- 3• 

4 
126pb 

B 

Ollgonucleótldo Secuencia Orientación 

4 s• - CAGCTGTATGGGTCCTAGG -3' antisentido 

+3 s• - GAGTCTGCAAAGTGTTAATCC -3' 

-3 s• - GGAAGTGAGGATTCTTCTAAG -3' sentido 

1 P-actina 5 • -CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC -3 • antisentido 

2 p-actina 5. -AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC -3. sentido 

Fig. 8. A) Representación esquemática de la estructura de los exones 2-7 
de las dos isoformas de GHR en donde se localizan los oligonueleótidos 
iniciadores utilizados, B) secuencia y orientación de los mismos. 
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bromuro de etidio y analizados en un sistema Eagle Eye 11 (Stratagene, La Jolla, 

CA, USA). La densidad de las bandas fue cuantificada en un sistema de imagen 

(SynGene GeneTools, versión 3.00.22, SynGene Laboratories). Las cantidades de 

GHR +3 y GHR-3 se normalizaron con respecto a los niveles de mRNA de P-actina 
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y fueron expresados como un porcentaje de Gl-IR. +3 o GI-m. -3 con respecto a P­
actina. 

Análisis estadístico 
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Los resultados del porcentaje de las isof'ormas y los niveles hormonales se expresan 

como Ja media ± error estándar (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 usó el análisis de Spearman para los estudios 

de correlación entre los valores de las isof'ormas y los niveles hormonales. Fue 

considerado un nivel de significancia de p < 0.05. 
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RESULTADOS 

En Ja tabla 2 se encuentran los resultados de los diferentes características 

bioquímicas en los sujetos normales y con hipersecreción 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-1 

36 

( 253.8 ± 16 y 1407 ± 179 ng/mL ), IGFBP-3 ( 2648 ± 120 y 5174 ± 304 ng/mL) 

y E 2 ( 82.6 ± 120 y 29.0 ± 1 O 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 características clínicas y bioquímicas en sujetos normales 
y con hipersccrcción de GH. 

Normal Hipersecrec:ión 
deGH 

Edad (años) 39.6 + 2.3 43.0 + 3.0 

IMCª (Kg/m2) 26.5 + 1.8 27.2 + 1.3 

GH (ng/mL) 0.46 + 0.20 25.00 + 4.20** 

IGF-J: (ng/mL) 253.8 + 16 1407 + 179** 

JGFBP-3 (ng/mL) 2648 + 120 5174 .±.304** 

17 - !} estradlol (pg/mL)b 82.6 + 120 29.0 + 10** 

Testosterona (ng/mL)c 4.3 + 2.9 3.9 + 1.s 

• IMC: indice de masa corporal; hdetermlnado solo en mujeres; e determinado 80lo en hombres 
** p < 0.001 
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años), IMC ( 26.5 ± 1.8 y 27.2 ± 1.3 kg/m2
) y niveles de testosterona ( 4.3 ± 2.9 

y 3.9 ± 1.5 ng/mL ). 

Cuando las alícuotas de los productos de PCR se analizaron en geles de 

poliacrilamida el tamaño del transcripto de GHR +3 fue de 151 pb y el de GHR -3 

de 126 pb. La secuenciación directa de los productos amplificados confirmó la 

secuencia que ha sido descrita con anterioridad (Fig 9). 

En la Figura 1 O se muestra el patrón 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. 1 O, panel superior), como en individuos con hipersecreción de GH, (Fig. 1 O, 

panel inferior). La densidad de las bandas de dichas isoformas presentó grandes 

variaciones de individuo a individuo en ambos grupos. En la parte superior de cada 

gel se encuentra el patrón de corrimiento del gen constitutivo usado (J3-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 transcripción del gen constitutivo usado ( 13-actina) y expresadas como un 

porcentaje de GHR +3 o GHR -3 con respecto a 13-actina (Fig 11), obteniéndose en 

el grupo normal que la isoforma GHR. -3 predominó sobre GHR +3 ( 11.8 ± 3.0 y 

5.1±0.7 o/o, M ± EE respectivamente; p < 0.05) (Fig. 11 A). En las mujeres de este 

grupo también la isoforma -3 predominó sobre la isoforma +3 ( 17.4 ± 3.8 y 4.5 ± 

0.7 % respectivamente, p < 0.01), además tuvieron una proporción 

significativamente mayor (p < 0.01) de GHR.-3 en comparación con los hombres 

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

en la Figura 11 B. 
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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 purificación y marcaje con el sistema 
Big-Dye (Perkin Elmcr). El color rojo representa a la timina, el verde a la adenina, 
el azul a la citocina y el negro a la guanina. Los números representan las bases. La 
identificación se realizó con el programa BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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Normales 

13-actina 

GHR+3 

GHR-3 

Hipersecreción de GH 

p-actina 587pb 

GHR+3 151pb 

GHR-3 126pb 

Fig. 10. Electroforesis en gel de acrilamida de los productos de RT-PCR del RNA 
total de los linfocitos de los sujetos normales y con hipcrsccrcción de GH, 
empicando oligonuclcótidos iniciadores para GHR +3, GHR - 3 y p - actina. 
Cada carril corresponde a un sujeto normal (arriba) o a un paciente con 
hipersecrcción (abajo). El tamaiio de los productos amplificados en pares de 
bases (pb) se muestran a la derecha de cada gel. Se observa la presencia de 
las bandas correspondientes a ambas isof"ormas del GHR, aunque con 
grandes variaciones entre ellas. 
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Fig. 11 Porcentaje de mRNA de GHR +3 y GHR -3 relacionado a P-actina en A) sujetos 
normales y con hipersecreeión de GH y B) en mujeres y hombres normales. 
No se encontró diferencia entre las isoformas GHR+3 y GHR -3 de los individuos 
normales y los pacientes con hiperseereeión de GH. 
*p <O.OS; **p < 0.01 
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Fig. 12. Relación de las isoformas del GHR con los niveles circulantes de IGF-1, en 
sujetos normales y con hipersecreción de GH. Se observa asociación entre 
ambas isoformas y el IGF-1 en individuos normales. En los pacientes con 
hipersecreción de GH solamente se observa asociación con la isoforma + 3. 
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Tabla 4. Análisis de correlación de las isof'ormas de GHR con las principales caracteristicas 
clínicas y bioquimicas en sujetos normales y con hipersecreción de GH. 

Edad 

IMC 

GH 

IGF-1 

IGFBP-3 

17-13 estradiol 

Testosterona 

• p<0.01; •• p < 0.001 

GHR+3 
( r) 

Normal o.31 
Hipersecreción de GH - o.os 

Normal - o.38 
Hipersecreción de GH - o.39 

Normal 
Hipersecreción de GH 

Normal 
Hipersecreción de GH 

Normal 
Hipersecreción de GH 

Normal 
Hipersecreción de GH 

Normal 
Hiperaecreción de GH 

-0.24 
O.IS 

0.74* 
- 0.88** 

0.39 
0.16 

O.SS 
0.16 

0.31 
0.20 

GHR-3 
(r) 

0.44 
- 0.39 

0.36 
-O.SS 

0.72* 
0.22 

-0.72* 
-0.07 

0.29 
0.08 

- 0.66 
- 0.08 

- 0.16 
- 0.10 
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Las mujeres normales también tuvieron una mayor proporción de GHR-3 que las 

mujeres acromegálicas ( 17.4 ± 3.8 y 10.4 ± 3.6 % respectivamente, p < 0.05 ). 

43 

En el análisis de correlación se encontró principalmente una asociación entre las 

isorormas y el IGF-1. En el grupo de los sujetos normales se encontró una 

correlación significativa ( p < 0.01 ) entre el porcentaje de GHR +3 y GHR -3 con 

los niveles circulantes de IGF-1 (Fig. 12) y de GHR -3 con los niveles de GH (tabla 

4).Los niveles de E 2 aunque mostraron una correlación negativa con el porcentaje de 

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

Con respecto a los resultados obtenidos de los pacientes con hipersecreción, se 

encontró la misma proporción de la expresión de ambas isorormas de GHR ( 6.0 ± 
1. 7 y 8.3 ± 2.0 % ) para GHR. + 3 y Gl-IR - 3 respectivamente y no se encontró 

diforencia entre las isorormas del GHR +3 y GHR -3 de los individuos normales y 

los pacientes con hipersecreción de GH. (Fig. 1 1 A). En estos pacientes solamente 

la isoforma GHR +3 presentó correlación significativa (p< 0.001) con las 

concentraciones de IGF-1 (Fig. 12) y los niveles de GH, IGFBP-3 y esteroides 

sexuales no se relacionaron con ninguna de las isorormas del GHR (tabla 4). 
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XII 

DISCUSIÓN 

En el presente estudio se demostró que en el humano ocurre la expresión 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 regulación del receptor in vivo 

(70). El estudio del patrón de expresión 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 cooexpresión de las 

isoformas en todos ellos y que la expresión de las dos isoformas varían de un 

individuo a otro (61,63), lo que apoya la propuesta de que la regulación de la 

expresión de las isoformas está determinada por factores que afectan a todo el 

organismo (63). Por otro lado, nuestros resultados están en desacuerdo con el único 

estudio en leucocitos (71) en donde se examinaron por Northern Blot, ocho 

muestras de leucocitos de pacientes con cáncer de mama y en el que se informa que 

en algunos casos solo se expresó la isoforma +3. Nuestro estudio incluyó 23 

muestras y las diferencias pueden deberse a que en nuestro trabajo se empleó el 

método mas sensible de detección de mRNA, geles de acrilamida y oligonucleótidos 

específicos para cada una de las isoformas. 

En cuanto a la proporción relativa de las isoformas del GHR, llama la atención el 

que en los sujetos considerados normales se encontró un predominio de la isoforma 

GHR -3 que es la que carece de 22 aminoácidos en el segmento extracitoplasmático 

y por lo tanto se confirma que dicho dominio no interfiere con la función del GHR. 

(57), sino que por el contrario puede tener importancia en la fisiología del 
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crecimiento. A este respecto, en individuos con insensibilidad a la GH conocido 

también como Síndrome de Larón que se caracteriza por retardo en el crecimiento 

postnatal asociado a altas concentraciones de GH y bajos niveles de IGF-1 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 exón 3, 

pero recientemente se identificó la primera mutación en el exón 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 exón 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-1 en leucocitos (73), no se había investigado la 

relación de estos factores con las isoformas del GHR. En este trabajo se demostró 

que en las personas sanas ambas isoformas muestran una correlación con los 

niveles de IGF-1 y solo la isoforma -3 con la GH. En cambio los pacientes 

acromegálicos que cursan con niveles marcadamente elevados de GH no mostraron 

correlación de las isoformas del GHR con los niveles de GH pero sí con IGF-1, con 

dicho factor de crecimiento se encontró una correlación negativa con la isoforma 

+3, de tal manera que la isoforma +3 tuvo una tendencia a aumentar conforme los 

niveles del IGF-1 aumentaban cambiando a una pendiente negativa cuando se 

presentaron niveles altos de este factor. Este mecanismo es homólogo a los estudios 

de regulación del receptor completo de GH en leucocitos IM-9 (74) y en hígado de 

rata (75), en donde niveles fisiológicos 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 determinación del IGF-1 refleja la secreción 

de GH en 24 horas siendo el marcador más sensible de los cambios en los niveles de 

la GH, se podría pensar que ambos factores (GH e IGF-1) regularan la isoforma +3. 

En cuanto al comportamiento de la isoforma -3 en niveles fisiológicos tuvo una 

tendencia opuesta pero significativa a la forma +3, pero a niveles altos de GH no se 
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observó ninguna tendencia. Esto podría apoyar la teoría de que en trastornos de 

hipersomatotropinemia se altera la interacción GH-GHR y se puede suponer que los 

niveles elevados de GH e IGF-1 que resultan de un adenoma hipofisario en la 

acromegalia llegan a trastornar el binomio GH-GHR y que esto desencadena una 

señal anormal para el mecanismo molecular en la síntesis del receptor. Otra 

observación paralela interesante fue que en las mujeres del grupo testigo con 

concentraciones dentro de los límites normales de E 2 , OH y/o IGF 1 se encontró una 

mayor proporción de la isoforma del GH:R.3- en comparación con los hombres del 

mismo grupo. En contraste, en el grupo de acromegálicos, las mujeres que 

característicamente presentaban hipoestrogenismo, tuvieron una proporción 

semejante de ambas isoformas. Este patrón influenciado por el género también se 

ha observado con la GH:BP. Recientemente ha sido demostrado que el dominio 

extracelular de ambas isoformas sufren proteólisis y son liberadas a la circulación 

como GHBP+3 y GHBP-3 y son detectadas en el plasma encontrándose que su 

proporción es también género-dependiente, con una mayor proporción de GHBP3-

en mujeres (60). Estas observaciones sugieren que los niveles de estrógenos 

circulantes pueden ser un factor que module el empalme GHR3-, como ocurre en 

otras especies y para otros componentes del eje somatotrópico (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 secreción los niveles en suero de IGF-1 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 conformación de la proteína y con esto la capacidad de la isoforma para 

interactuar con proteínas involucradas en la transmisión de señal para la 

transcripción del IGF-1. De resultar así cantidades menores de IGF-1 se observarían 

cuando se presenta mayor cantidad de dicha isoforma, en este trabajo se observó 
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que a mayor proporción de isoforma GHR.3- 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 proporción 

relativa. b) En sujetos sanos el porcentaje relativo de GI-IR-3 es mayor que en 

individuos con hipersecreción de GH. c) Este porcentaje es dependiente de género 

con una mayor proporción en 1nujeres. d) La proporción de ambas isoformas se 

relacionan con los niveles en plasma de IGF-1. Con base en todo lo anteriormente 

descrito, podríamos postular que los estrógenos participan en la regulación de las 

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

1. 
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XIII 

ANEXO 

lnmunoensayos. 

Quimioluminiscencia 

La GH y Ja 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 calibración que se procesa por 

cuadruplicado y las muestras una sola vez. 

Este método se basa en la obtención de energía luminosa a partir de la reacción 

química 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 señal luminosa es amplificada 

unas cien veces obteniéndose una gran sensibilidad. La reacción también es estable 

manteniéndose por más de 30 min. Este método por ser un inmunoensayo, se basa 

en Ja unión de un antígeno (Ag) y su anticuerpo especifico (Ab) y cualquiera de 

ellos puede ser 1narcado con la enzima para producir quimioluminiscencia (79). 

Existen dos tipos principales de inmunoensayos quimioluminiscentes que se utilizan 

en la medición de hormonas: El llamado inmunométrico, se empleó para la 

determinación de testosterona y requiere dos anticuerpos monoclonales. Se utiliza 

una fase sólida (perlas de poliestireno), en donde se pega un anticuerpo monoclonal 

específico 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 

añade el otro anticuerpo, el cual esta conjugado a la enzima formándose un 

1 
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complejo Ab-Ag-Ab-enzima, en una relación directamente proporcional a la 

hormona presente en la muestra y con la presencia del sustrato (fosfato de 

dioxetano), se lleva a cabo la degradación del mismo (emisión 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 1nétodo usado es el denominado competitivo, que se usó para la 

determinación 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 unión de un anticuerpo que se encuentra 

pegado a la fase sólida (también perlas de poliestireno}, después se realiza un 

lavado y se adiciona un anti-anticuerpo marcado con la fosfatasa alcalina. En 

ambos la función de la enzima es la de hidrolizar al sustrato (fosfato de dioxetano) 

y catalizar la reacción química que produce luz. (tabla l ). 

Radioinmunoanálisis (RIA). 

Este método se utilizó para la determinación de E2, RIA fase sólida (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 cuantificación de hormonas por su elevada 

especificidad, precisión, sensibilidad y exactitud en su determinación. En este 

método el marcaje se realiza con un radioisótopo el 1251 • Este método se basa es 

una reacción inmunológica de competencia, que se establece entre el antígeno que 

se va a cuantificar, en este caso la hormona presente de la muestra biológica (Ag) y 

el antígeno marcado con 1 - 125 (Ag*), idéntico en estructura química al que se va 

a determinar, ambos compiten por una concentración limitada del anticuerpo 

especifico (Ab) (81 ). Con lo que se obtiene una relación inversamente proporcional 

a la concentración de Ag presente en la muestra por lo que entre mayor cantidad de 

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

fracciones libres 

Ag* + Ah-V Ag -

1 

- Ag-Ab + Ag*-Ab +Ag*+Ab 

1 
fracciones unidas 

El nombre de RIA de fase sólida se le da por el sistema como separa la fracción 

unida (unión 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, realizándose la unión Ag-Ab durante un periodo de incubación posteriormente 

por decantación se elimina la fracción 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 IRM.A se utilizó para las determinaciones de IGF-1 y su proteína de 

unión (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 

sistemas de medición basados también en la unión Ag-Ab, utilizando como 

marcador el 1251 como en el RIA. A diferencia del RIA en estos métodos el sistema 

de reacción no es competitivo, sino inmunométrico es decir una relación 

directamente proporcional a la concentración del analito a determinar (Ag), otra 

diferencia con el RIA es que la marca radiactiva no se encuentra en el antígeno, se 

encuentra en el anticuerpo el cual es de tipo monoclonal (8 1 ). 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 sólida (tubo 

de polipropileno) y otro soluble que es el que lleva la marca radiactiva y que es el 

que permite cuantificar directamente el antígeno presente, por lo que en este tipo 

de ensayo se obtiene una curva de calibración, en la que la cantidad de la hormona 

a medir será 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 sólida-Ah + Ag + Ab*m ----> Fase sólida-Ah -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+) ar absence (GHR3-) of exon 3. and 
their correlation with circulating GH and insulin-like 
grovvth factor 1 (IGF-1) 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 leve Is of GHR 
mRNA were normalized to those of J3-actin. and ratios 
were cafculated to assess the relative levels of expres­
sion. Results: All samples showed expression of both 
GHR isoforms. but the expression of GHA3+ and GHR3-
was similar in acror.iegafic patients (6.0 ± 1.7 vs. 8.3 ± 
2.0% .. mean ± SE). In contrast. in healthy subjects .. 
GHA3- 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 IGF-1. Conclusions: 
These data demonstrate coexpression of both GHR isa-

KAR.GEI\ C() 2003 S. Kari:cr AG. Ua11-cl 
OJO 1-0163/0310602-00<,MS l 'J.5010 

forms under normal and pathological conditions; how­
ever. GHR3- is the predominant forfT'i in normal subjects 
and shows a negativa correlation with IGF-1 levels. 
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lntroduction 

lt. has hccn cstahlishcd that thc growlh hormonc (GH) 
receptor (GHR) gene consists oí ninc cxons that encade 
thc receptor as wcll as sontc additional untranslatcd cxons 
[ I, 2]. Two rncsscnger ribonuclcic acid (mRNA) lran­
scripts havc bcen idcntificd for human GHR: one con­
taining cxon 3 (GHR3+) and one in which exon 3 is 
abscnt (GHRJ-). Early studics suggcsted that the cxprcs­
sion oflhcsc two GHR isoforms is tissue spccific [3], but 
othcr reporls demonslrated thal thc cxprcssion of thc 
Gl-IR variants is "not spccific for a ccrtain tissue and is 
difTcrcnt in cach individual [4. 5]. In addition. it has also 
bccn suggcstcd that tite exprcssion of GHR isoforms is 
produccd by a rctrovirus-mcdiatcd altcrnative splicc 
nthnicry (6]. Thc role of GH in rcgula1ing the isofonn 
cxprcssion pattern of GHR has bccn c"cludcdª since it is 
not difTcrcnt bctwccn hcalthy and acromcgalic paticnts. 
dcspite thc markcdly c)c-,.·atcd scrum lc,·cls ofGH in acro­
mcgaly [4]. Exon J encades a scgmcnt ofthc cxtracellular 
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domain oflhc GHI~. and n·dclclion ofcxon 3 givcs risc to 
a shortcr Gl-11~~ hl>wcvcr~ lhc pl"cscncc or :1hscncc "uf ex.un 
3 docs not afTcct thc receptor function [7. 8). ExPcri111cn­
tal studics havc dcn1onstratcd lhat. bÜth GHI~: isufOnns 
are trallslatcd as functional rcccplors and lhal thc extra- -
cellular domains ofboth varianls are reíeased in to the cir­
culation as GH-binding protcin. cxon 3 retaining and 
GH-binding protcin. cxon 3 dclctcd isofbrnls [9].·11 ·has 
been prcviously reportcd [10] that cin:ulating lym¡>hoid 
ceJJs exprcss GHR variants. so titar clinical studics \vilh 
pcriphcral lymphocytes are uscful for cvaluating thc G HR 
physiology and tissuc biopsics are nol required. 

To dctcrrninc lhc cxprcssion paucrns ofofGHR iso­
fonns. thc 111RNA lcvcJs in thc lyn1phocytcs fró111 hcallhy 
individuals and fro111 paticnts with active acro111cguly 
\Vcrc 111c:isurcd by using sc111iqu:inti1:11ivc l't!vcrsc-tr:111-
scription polymerasc chain rcaction (RT-PCR). Thcsc 
results wcrc corrclatcd which c~1ch onc of thc fOIJowing: 
insulin-likc growlh factor 1 (IGF-1). Gl-1. :1nd insulin-likc 
growth tllctor binding protcin 3 (IGFBP-J) Jcvcls in 
serun1. 

Subjects and Methods 

Thc sludy includcd 12 hc:allhy suhjcc1s (5 mcn. 2..a-so ycars nlt.J. 
and 7 wn1ncn .. ll-4~ ye.;.11·s old) and 11 rwlicnl:-; wilh oic1·,111u.·i:nly (6 
nu:n • .12-58 ycun<0 uld, a1u.t 5 wo111cn. 29-..¡t; yc.;.11·~ nld: l•1hlc 1 ). ·1·11c 
diagnosis uf ac1·0111cgaly w¡1s b:1~c<l \lll clinical IC.;.11ures nssvda1cd 
,,·ith elcv:1ted scru111 lcvcls ofhulh GI i :md IGF·I: in .;.iddilion. :1 glu· 
cose load was unablc lo dccrcasc lhc GH conccntr:llic.ms 10<1 J.lg/I 
(11). Acromcgalic paticnts wcrc subjcctcd to lranssphcnoidal pitu· 
itary surgcry • .;.111d thc prcsenccofstll1H1tu1n.1pc :adc111.unn hy i1u1nun, .. 
C>'lochcmi:jlry nnnlysis wns cont1r111cd in :111 cases. Thc s111dy w:1s 
approvcd hy lhc cthical con1mit1cc t1f lnstilulo l\.1c,..icun1.11.lcl Segun• 
Soch1I. und oill p:1nicipa111~ wc1c inli.,rmcd :1h1.u11 111c plll"J"k•s1..· 1.1f lhc 
sludy and gavc writtcn cunscnt to participutc. 

//11111t111 l'1•riplu·ral l~.1·11111hoc.1•1'° J•rc•pt1rt111011 
Uluud smnplcs wcre druwn in luhcs cuntaining El->TA hctwccn 

07.00 and OX.00 h aftcr nn uvcrniglll lbst. Thc bloud was ccntrifugcd 
al 400 x J'Or 20 min. und plasma aliquots wcre scparatcd und nrnin­
rninc:d fruzcn at - 7o•c unlil ussaycd in a single :1ssay run fur cuclt 
mcasurcmcnl. Thc blood cclls wcrc dilu1cd 1:4 with phusplmlc-hull:. 
crcd satine. and titen lhcy wcrc taycrcd onto Ficoll-Hypaquc gradicnl 
OJnd cc111rifugcd at 400g f0r40 min at room 1cmpcruturc. Thc 1110110-
nuclc:.1r t.:cU fn1&.:tiun wus t:.1kc1t us pcriphcrul lymphucytcs. mul thc 
..:dls wcrc w¡tshccJ thrc..: timc..4' in phusphatc-huffcrcd s.1line. 

RN.·IH,·11·u,·1io11 
Totul H.NA wus cx1n11.:h:d mtd puriticd fnun ¡1ppn1."11:inrn1cly 1 x 

10!' cclls hy using Trizol (l.ifc Tcclrnnlogics. l\.1clhnurnc. Auslralia). 
:as rcco1111ncndcd hy 1hc n1unufocturcr. Aftcr pn .. "Cipi1u1iun. RNA pcl-
1.:ts wcrc dissulvcd in dic1hylpyrocurhnn:11c-1rc¡l1cd w;:1lcr ;11al slurcd 
OJI -7o•c. ·n1c ltNA ct1nccn1n1lit'll wns dc1cr1ni11c,1 hy ;.1hSt1rhancc ul 
260 n111. Thc qu:.1li1y ,lflhc 1-tNI\ s.amplcs was ...-l1ccl..cd hy C"-a1ui11i11~ 

Variable Exprcssion ofGrowth Hormonc 
Receptor Jsoforms 

Table 'l. M.;.1i11 clink·ul mtd hiochcmi...·i.11 1i.lnl¡1 in nornrnl suhjc1..·1s ¡md 
i11 pu1ic111s wilh :1crumc~1ly (mean ±·SE) 

Ag~. )cars 
Hody 111:1ss indéx. kgtm::! 
GM.11g/ml 
IGF-1. n~ml -
IGFBP-J. ng/ml ·· 
E.?. pg/111111 

NormUI 
-subjccts 
'(n = 12). 

3~.b=~-3 
.26.5± J.H 
0.46±0.2 

25.J.~± 1(1 
:?.64X± 120 
82.58± 12.9 

Acr01l1cgaly 
·(n= 11)_- -

43:r;J 
27.2± 1.3 

:?5_±.4.~ 
1.407± 17q 
5.l 74±JO..a 

.19._I ± IU."5 

p 

:-:s 
NS 

·<CUIOI 
<0.0Cll 
<0.001 
<U.UI 

Mc:1surcmcnts pcrlhnncd in womcn unly. 

28S uiHJ 185 hunc.ls hy using 1.lcm11uri11g gel 1..•kclruphrn·csis. Em:h 
turnl RNA sumplc was 1rcu1cd wi1h DNAsc nt .17º{" lln 1 h. folluwcd 
hy e.xi l'Ucliun us f>rc\•iuusly dcscrihcd ( l 2J. 

Rc•1·<"1·.\c•· Trclll.\cr/p/itn1 Pt1fn11c•1·t1.\C' C º/uuu U('t1c·1io11 
·1·11c C"-1't1·c.-.sin11 .;.111.alysis wus pc1"fi.U"t1ICd using 1h1..• .-\..:1..·c~s R·1·.1>c·R 

sy~tcm (Prun1cga. Madison. \Vise .. USA). This sysacm is u unc-tuhc. 
nnc-sl~p. 1wu-cn7.ymc systcm und uses gcnc-srx:ciliL.· pd1ncrs 10 pro­
duce u single cDNA product. In cnch RT-PCR rc:tcl1nn. ""'C uscd 4 µg 
uf tutul RNA Hu· Cil UC\+ mu.1 Gl-Ht.l- :.md :?!iO ng uf '"l:.11 f(NA 
li.11· 11-m:tin. u~ing. ~pc1..·ilíc pri111crs. 1(·1· was 1ll!rfor111c...r ;it .:ix•c· fui· 
~15 111in li.1ll1nvcd hv 1111..· PC"I( u111plilica1i1.111 wl1kh wus t.11.1111..• h\· 1..lcn.a-
111n11 i~111 :11 94 .. e-,;,,. J() -.. unncal ingoi1 5..¡ .. (.Ji.U" 1 111i11. ~1nd c:'\ic11si,11i 
•11 68ª(- ftu·.:? 111i11. Final C'.'1.lcnsinn w;:1~ 1..·arricd tllll at h8 •e l\ll" 7 1nin 
llll" 35 cy1..·ks whid1 was dc1cnnincd ¡ucviuusly 111 he wi1hin thi.: c.,pu­
ncntial rangc of thc PCR prudui.:1 nmplilicatitl11. l'rin1c1·s uscd llu· 
Gl-IRJ+ • Gl-tl~3-. anc.J fS-.;.1i.:tin dc1cction lrnvc hi.:cn pn.:vi1.mslv 
1·cptlfl1..0 d (JJ. l.t1t:albm1i1.111. 11u1ncncla1urc . .;.111d ~1..·qucnccs ,,,. ru·i111c1.;. 
:irc sh'l""'l1 in ligurc J. As a ncg<11ivc ...-,111lflil. thc suhs1i1u1i,l111.1f1,11ul 
RNi\ ti.u· di:-.1illcd Wóllcr was utiliLcd. A!- a pusiti"e cn111r1.1I in all RT­
P("R ass:1ys. lolal RNA from li,cr1..·i.:lls oht:um:d Hl uu1opsy f"'ilhin 
6 h) w;.1s u:-.ed. Hu1h cuna1·uls v.·crc :1mplilic1..l in parallcl 1u 1h1..· ~mm­
plcs. Tite ¡implilicd fn1gmcnb wcrc subjcctcd h• clc1..·trophurL-:-.is in 
I0 1K1 l'kllya..:ryl;11nidc 1;:.cls. sl;:1incd wilh 1..·1hitfiu111 hn11nidc. ;:111d 
visuufi.f.cd in a E:1glc Eyc 11 im:1gi1lg sys1cn1 (Str..1lugc11c. La Julla. (."ul­
if .• USA). Thc dcnsi1y t•fh¡1nds wu:-. qw111tilicd t'ly thc inrngc sys1i.:111 
GcncT1."1ls (vc1·sit.l11 J.Oll.22~ Syngcnc. Frcdcrick. l\.ld .• USA). Thc 
4uanti1ics uf <.iliR.l+ m1d Gt-IR3- wcrc 11urm:11i~cd 11.1 lhc fi-tictin 
mRNA lcvcls :1nd cxprcsscd as u pcrccn1;1gc nfGMRJ+ t1r GMR3-
vcrsus IS-nctin mRNA Jcvels. 

l/c11·1110111·.·l.n11.t'.'" 
All hnrmuncs wcrc qm1111itied using cu111mcrci:1I t..i1s: CH 1 wns 

mcnsurcd hy ;.1 chcmiluminc:;ccn1 immt1numc1ril.." us...¡;:1y (Dhtgnt1s1ü.: 
Prud111..·1s. l.ns "'ngclcs. Coilif .• USA)~ ICiF-1. ICiFUP-.l. und 1 71i-c!'otr:1-
c.liol (I!~) wcrc mcnsurcd hy using spccilic ki1s (Uinr,nt•~lic Systcm 
l.uhnrulnrics. Wchstcr. Tcx .• USA). IGF-1 :md IGFUP-.J wcrL.· :111:1-
lyzc,f hy a lwo-sitc i111111unurntli,1111c1ric11ssny: n1cifsurc1ncnt of IGF-1 
íncludcd m1 ncid·clhunol cx1ro1ctio11 ~ICP In scpo11-ulc IOF-1 frnn1 i1:-. 
hindinµ J"ll"lllein. f\.1c1l11.11i.ls tlfq11uli1y c,111lnll uscd in 11ur lnhur;.1h,ry 
h:.1v1..· h1i.•1.·n 1·1..·1""-11·tcd ('lrcviuusly 11 -'J. 
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Flg. 1. • Schcmatic. prcsCntation of thc 
struclurcs írom cxons 2 to 7 oíthc two GHR 
isofnrms nnd 'loc¡1li7.alio1'l ,,f, 'thc prirncrs 
which wcrc uscd lo -prcdicl- product sizcs. 
b Non1cnclnlurc. sccjuc1lc.c. and nricntation 
ofthc primen; uscd 1.c..,r lhc RT-PC:-1,~ ns..;nys. 

Fig. 2. Acryl:unidc gel ch .. "Ctrophurcsis nf 
RT-PCR pruducls in lnlnl RNA ~,r lymphn­
cytcs from normnl suOjccts (•) nnd acromc­
gnlic paticnts (b). using primen; JC..1rGHR3+. 
GHRJ-. and '3-actin. Molccularsizcoíprod­
ucts givcn as base pairs (bp). 

• 
P-Actin 

GHR3. 

GHR3-

b 

P-Actin 

GHR3+ 

GHR3-

GHR3+ &' -LI _2 _ _..__,_-_._l_•~~-s-~! _e_~-~·H· 3· 

• 151 bp 

-:a 
GHR3- s· -J 2 T • 

• 
126 bp 

5 1 B 1 7 f--- 3• 

b 

Primer 

+3 

-3 

1 P-~ctin 

2 P-Actln 

Sequence 

5º ·CAGCTGTATGGGTCCTAGG-3º 

5"-GAGTCTGCAAAGTGTTAATCC-3º 

5"·GGAAGTGAGGATI"CTTCTAAG·3· 

s·-cCA.AGGCCAACCGCGAGAAGATGAC-3' 

s· -AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC-3º 

enti••n•• 

~,.. ............... 
•••••ti•••••• WH•t~•MMH~M·~ 
~ .............. _ ............ ~ ..... ~ 
ll••M f ~RH HMH• 
MB AH Hllft fft--f ~~H 

Reeulte 

587 bp 

151 bp 

126 bp 

587 bp 

151 bp 

126bp 

Stati.rtic:.v _ _ ."\·:·-:~. ~~<<~? .. . 
Pcrccn1agc.s o~isoío:'"!ns _as:id thc h'Oí-m~nc. Jcvcls nrc givcn as mean 

valucs ± SE nnd wcr:c anlllyzc~. bY~cn.1P.loYing thc Mnnn-Whitncy U 
tcsl. Spcnrmanºs corrclation analysis-~ct~ccn isOforms and hormon­
al vnlucs.wns pcrfonnCd.·p <O.OS .WnS· cOnsidcrcd statist icnlly signifi-
cant. . - .. , ,,,,.._-> =·~·-,e;~ :Á';:-_.:_._·~--"'-7'; _; :·. "-;>· 

As cxpcctcd, thc prcdictcd sizc of thc RT-PCR prod­
ucts wcrc 151 bp for thc full-lcngth transcript and 126 pb 
for thc GHR3- isotorm. Dircct scqucncing of thc ampli­
ficd products confirn1cd thc prcdictcd scqucnccs. Total :' ""'.· . ";. :i·~~~::·.-::.:: 

; . " . - ; e;"·~~~~ 
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RNA in the peripheral lymphocylcs from normal subjccls 
expressed both GHR isolbrms (lig. 2). Whcn thc band 
dcnsity .of GHR3+ and GHR3- was normalizcd with 
rcspecl to that of the 13-actin transcription levcl. GliR3-
was tite prcdom inant isolbrm ( 1 1.8 ± 3.0 vs. 5.1 ± 
0.68%. p < 0.05; fig. 3). Normal womcn had lhc é:irculal­
ing E 2 lcvcls within norn1al lin1its. and thcy cxhibitcd a 
significant (p <O.O 1) major propon ion of G H R3- as cum­
parcd with normal mcn (17.43 ± 3.8 vs. 3.94 ± 1.431111: 
fig. 3). In addition~ thcrc was a significant corrcl&ttion (p < 
0.01) bctwccn GHR3- and IGF-1 (lig. 4). 

Both GHR isoforms wcrc exprcsscd in lymphocytcs 
from acromcgalic patients; howevcr. no diffcrcncc in thc 
proportions of both isolbrms. GHR3+ and GHR3- (6.0 
± 1.7 vs. 8.3 ± 2.0%). was obscrvcd. Finally. lhc iso­
forn1s in thc acron1cgalic paticnts did not corrclutc with 
GH. IGF-1, and IGFBP-3 lcvcls. 

Discuaaion 

Thc prcscnl study conlir111cd that thc cocxprcssiun uf 
the two GHR ison1crs can be propcrly csti111atcd in 
periphcral lyrnphocy1cs which facilitmcs thc analysis [ 1 O]. 
11 was also dcmonstratcd that the proportion ofGHR isu­
n1crs could cxhibit diffcrcnccs arnong individuals und 
confir111cd thc fhct that GH itsclf is nut a nu1jur rcguluh.lr. 
of tite cxprcssion pattcrn. Anothcr obscrvation was tlu: 

Fig. 4. Signilicantly ncgativc corrclution bc-
1wccn GHR3- nnd JGF-1 lcvcls.· ' 
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prcdominancc ofthc GHRJ- isoform ofGHR in hcalthy 
individuals which supp<.'lrts thc thcory thal lhc ahscncc nf 
cxon 3 docs not impair thc GHR physiolngy (7. R]. ll has 
bccn propnscd that thc C:Jtprcssion ofGHI{ isofunns is thc 
rcsult of a poly1norphis111 (14] ora novel physiological 
n1cchanisn1 which min1ics altcrnativc splicing [6). with a 
simple Mcndclian inhcritancc oflwo diffcring allclcs with 
thrc·c cxprcssion pattcrns ofGHR isÓIOr111s: only Gl-tR3+. 
only GHR3-. or cocxprcssion of cach at sin1ilar lcvcls. 
l-lowcvcr. in our study. wc obscrvcd only onc paltcrn of 
GHR isoforms. Although it was suggcstcd prcviously that 
thc receptor mRNA lcvcls of both GH and IGF-1 do not 
corrclatc with thc circula! ing Gl-1 and IGF-1 lcvcls [ 15), 
thc prcscnt study dc1nonstratcd thal thc Gl-IR3- isoforrn 
had a ncgativc corrclation with scrun1 IGF-1 Jcvcls in 
hcalthy individuals. In contrast. acromcgalic patients who 
hada markcd elcvation ofGH and IGF-1 lcvcls exprcssed 
similar amounts of thc two GHR isorncrs. and thcsc 
forn"ls ncithcr corrclatcd with GH lcvcls nor with circutat­
ing IGF-1. This n1ay suggcst that thc intcraction bctwccn 
GH and its receptor is altcrcd in acromegaly. In this 
respecte it has bccn prcviously rcportcd that thc rclativc 
proportion ofthc two isoforms ofthc GH-binding protein 
3 in Jyn1phocytcs fron1 norrnal individuals is gcndcr 
dcpcndcnte v.•ith a n1ajor proportion ofthc cxnn ·3 cxclud-

ing isofbrin ofGH-binding protcin in won1cn as con1pared 
with n1cn (9). Anothcr obscrvation in thc prcscnl study 
wo.1s that hcallhy won1cn who had norn1al E2 concentra· 
tiuns showcd a 111ajor proportiun of GHRJ-~ in contrast. 
thc acron1cgal ic womcn who had dccrcascd E2 levcl~ 

cxprcsscd sin1ilar proportions ofthe two GHR isomers. 
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